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На заседании редакционной коллегии журнала «Клиническая и экспери-
ментальная морфология» 21 апреля 2021 года главным редактором журнала 
единогласно избрана Людмила Михайловна Михалева, доктор медицинских 
наук, профессор, директор, заведующая лабораторией клинической морфо-
логии Научно-исследовательского института морфологии человека, внесшая 
большой вклад в организационную деятельность редколлегии и продвижение 
журнала в информационную базу Scopus. 

Л.М. Михалева – создатель школы клинической морфологии. Область 
ее научных ин тересов – клинико-морфологические аспекты воспалитель-
ных, опухолеподобных и опухолевых заболеваний, а также совершенство-
вание критериев морфологической и молекулярно-генетической диагности-
ки, внед рение результатов фундаментальных исследований в практиче ское 
здраво охранение. Под руководством Л.М. Михалевой проводится междис-
циплинарное изучение женского бесплодия, обусловленного хроническим 
эндометритом, урогенитальными инфекциями и эндометриозом, совершен-
ствование технологии диаг ностики репродуктивного потенциала женщин 
в предгравидарном периоде. Разработаны алгоритмы ранней диагностики 
предраковых и раковых заболеваний органов пищеварения, оптимизирова-
на диагностика раннего рака же лудка и колоректального рака, усовершен-
ствована клинико-морфологи ческая диагностика хронического эндометрита, 
определены критерии ранней диагнос тики неопластической трансформации 
эндометриоидных кистозных образований яичника. Она автор около 500 науч-
ных трудов: 330 статей, 4 монографий, 3 глав в книгах, а также 6 патентов. 
Людмила Михайловна является соавтором первого в России атласа «Пато-
логическая анатомия COVID-19».

Mikhaleva Liudmila Mikhailovna was unanimously elected the editor-in-chief 
of the “Clinical and Experimental Morphology” journal at the editorial board 
meeting on April 21, 2021. Liudmila M. Mikhaleva is a Doctor of Medical Sci-
ences, Professor, the Director of the Federal State Budgetary Scientific Institution 
“Research Institute of Human Morphology”, and the Head of the Laboratory of 
Clinical Morphology at the same institution. She contributed a lot to organizing 
the work of the editorial board and the editors and the journal inclusion in the 
Scopus database.

Liudmila M. Mikhaleva is the founder of the clinical morphology school. Her 
research interests include clinical and morphological aspects of inflammatory 
diseases, tumor-like and neoplastic diseases as well as improving the criteria for 
morphological and molecular genetics diagnosis and the implementing the results 
of fundamental studies in practical healthcare. She guided interdisciplinary studies 
of female infertility caused by chronic endometritis, urogenital infections, and en-
dometriosis and refine the pathology diagnosis for the female reproductive potential 
in the pre-conceptional period. She mastered the development of the diagnostic 
algorithms for precancerous and cancerous diseases of the digestive system; op-
timization of the morphological criteria to diagnose early gastric carcinoma and 
colorectal cancer; refinement of chronic endometritis clinical and morphological 
diagnosis; determination of the diagnostic criteria for early diagnosis of neoplastic 
transformation of ovarian endometrioid cysts. More than 500 papers including 330 
articles, 4 monographs, 3 chapters in books, 6 patents have been received with 
her direct involvement. Liudmila Mikhailovna is a co-author of the first atlas in 
Russia “Pathology of COVID-19”.
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Криоконсервация тканеинженерных конструкций  
для регенеративной медицины
И.В. Арутюнян1, Т.К. Дубовая2

1 ФГБУ Национальный медицинский исследовательский центр акушерства, гинекологии и перинатологии  
имени академика В.И. Кулакова Минздрава России, Москва, Россия

2 ФГАОУ ВО Российский национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова Минздрава России, 
Москва, Россия

Трансплантация искусственно созданных тканей и органов становится частью нашей реальности. 
При этом исследователи вполне закономерно сталкиваются с общей для всех трансплантологов проб-
лемой – необходимостью длительного хранения биомедицинского продукта (трансплантата) без 
потери его свойств. Принципиальная возможность криоконсервации клеток, адгезированных на 
поверхности различных носителей, была впервые показана около 20 лет назад, однако данные о 
технологии в целом до сих пор остаются несистематизированными и противоречивыми. Сравнение 
работ разных научных групп, занимающихся криоконсервацией тканеинженерных конструкций (ТИК), 
затруднено не только вследствие отсутствия стандартизованных протоколов, но и из-за различных 
подходов к оценке конечного результата. Целью настоящего обзора является анализ накопленного 
разными научными группами опыта криоконсервации ТИК с точки зрения разработки единых под-
ходов к оценке эффективности метода, которые необходимы для дальнейшего развития данного на-
правления регенеративной медицины. По мере накопления экспериментальных данных произошел 
принципиальный переход в оценке эффективности криоконсервации от выполнения минимальных 
требований к сохранности ТИК (ТИК после размораживания сохранила целостность, некоторая 
часть клеток жива и прикреплена к матриксу) к нацеленности на конечный результат (ТИК после 
размораживания сохранила свои функциональные свойства и готова к трансплантации). Множество 
используемых в настоящее время in vitro методов исследования, представленных в обзоре, позволяет 
искать новые пути повышения эффективности криоконсервации ТИК, однако, по нашему мнению, 
следующим этапом на пути внедрения технологии в клиническую практику должны стать исследо-
вания на экспериментальных животных.
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The transplantation of artificial tissues and organs is gradually becoming a part of our reality. At the same 
time, researchers are facing a problem common to all transplantologists, i.e. the need for a long-term storage 
of a biomedical product (transplant) without losing its properties. The possibility to cryopreserve cells adhered 
to various scaffolds' surface was first presented about 20 years ago. However, the data on the technology as 
a whole remains unsystematized and controversial. This review aimed to analyze the literature on tissue-
engineered constructs (TEC) cryopreservation of different scientific groups to create a unified approach in 
assessing the technique's efficacy necessary for further regenerative medicine development. The comparison 
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Введение
Мы живем в удивительное с точки зрения возмож-

ностей регенеративной медицины время: уже сейчас 
биотехнологи способны создавать в научных лаборато-
риях эквиваленты кожи [1], хряща [2], костной [3], мы-
шечной [4] и других тканей или целых органов [5, 6], 
состоящие из живых клеток и артифициального вне-
клеточного матрикса, которому можно задать кон-
кретные физико-механические свойства. Аналитики 
говорят о наступлении новой эры в развитии тканевой 
инженерии, когда на первое место ставится не реше-
ние экспериментальной научной задачи, а конкретные 
потребности пациента, которые можно удовлетворить 
за счет трансплантации стандартизованного высоко-
технологичного медицинского продукта [7].

Одной из причин, тормозящих развитие этой об-
ласти медицины, являются высокие материальные 
и временны́е затраты на создание тканеинженерных 
конструкций (ТИК) и их доставку из специализиро-
ванных лабораторий к пациенту. Персонализированные 
варианты имплантатов требуют проведения забора био-
материала у пациента, выделения, наращивания и ха-
рактеристики аутогенных клеток, заселения матрикса-
носителя, что может занимать до нескольких месяцев 
работы высококвалифицированных специалистов. В то 
же время при определенных состояниях реципиента 
(получившего, например, обширную травму кожи или 
другого органа) время, прошедшее от повреждения до 
трансплантации, играет решающую роль. В таких слу-
чаях допустимо применение ТИК с охарактеризован-
ными донорскими (аллогенными) клетками, при этом 
оптимальным является использование биомедицин-
ского продукта с продолжительным сроком годности 
(в англоязычной литературе – long shelf-life). Увеличе-
ние сроков хранения и возможность транспортировки 
ТИК к пациенту считаются необходимым условием 
коммерциализации данной области медицины, а сле-
довательно, и ее дальнейшего развития [8].

В процессе подготовки ТИК возникает несколько 
возможностей для сохранения (в англоязычной литера-
туре – preservation opportunities) [9], одна из которых – 

криоконсервация готовой конструкции. Первые успеш-
ные работы в этом направлении были проведены около 
20 лет назад, число публикаций по данной тематике 
растет, однако общее представление о возможностях 
метода до сих пор не сложилось. В первую очередь 
это связано с огромным разнообразием объектов ис-
следования: научные группы работают с ТИК, отли-
чающимися по клеточному составу (клеточные линии 
и первичные культуры, выделенные из разных тканей 
человека и животных), химическому составу и струк-
туре скаффолда (матрикса-носителя), протоколам 
культивирования и криоконсервации. Больше того, не 
существует общепринятой методики оценки конечного 
результата, которая бы позволила сравнить эффектив-
ность этих протоколов. Если проанализировать работы 
по данной теме в историческом разрезе, становится 
очевидно, что сейчас уже недостаточно тех двух по-
казателей – оценки доли выживших клеток и доли 
адгезированных клеток, – которыми пользовались ис-
следователи в самом начале пути. Современные работы 
опираются не на формальный подход (ТИК  после раз-
мораживания сохранила структуру, часть клеток жива 
и прикреплена к матриксу), а на конечный результат 
(ТИК после размораживания сохранила свои функци-
ональные свойства и готова к трансплантации).

Целью настоящего обзора является анализ накоп-
ленного разными научными группами опыта крио-
консервации ТИК с точки зрения разработки единых 
подходов к оценке эффективности метода, которые 
необходимы для дальнейшего развития данного на-
правления регенеративной медицины.

особенности криоконсервации тиК
Криоконсервацию суспензий клеток, фрагментов 

тканей или даже целых органов в настоящее время 
можно считать рутинной процедурой: во всем мире 
успешно функционирует множество специализирован-
ных криобанков, которые в соответствии с отработан-
ными протоколами обеспечивают безопасное хранение 
миллионов биообразцов с целью их дальнейшего экс-
периментального или клинического применения [10]. 

of studies on TEC cryopreservation conducted by various research groups is hampered not only by the lack 
of standardized protocols but also by different approaches to assessing the result. As experimental data were 
accumulated, the cryopreservation efficacy was reassessed from meeting the basic requirements for the 
structure preservation (thawed TEC retains its integrity, cells are partially alive and attached to the matrix) 
to focusing on the final result (thawed TEC retains its functional properties and is ready to be transplanted). 
Many of the currently used in vitro research methods presented in the review allow one to look for new 
ways of increasing the TEC cryopreservation efficacy; however, in our opinion, the next step on the way to 
introducing the technology into clinical practice should be research on experimental animals.
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В то же время криоконсервация ТИК пока находится 
на стадии активного исследования, поэтому стандарти-
зованных протоколов нет и хранение обеспечивают не 
криобанки, а научно-исследовательские лаборатории. 
Связано это с тем, что в отличие от клеток и тканей 
продукт хранения необходимо сначала создать (ориен-
тируясь на решение конкретной клинической задачи) 
и охарактеризовать, что требует скоординированной 
работы клиницистов и специалистов в области произ-
водства биоматериалов и тканевой инженерии.

Принято считать, что ТИК состоит из трех основ-
ных компонентов – скаффолда, биологически актив-
ного компонента (факторы роста, цитокины и т.д.), 
зачастую импрегнированного в скаффолд, и клеточ-
ного компонента [6, 9]. Тем не менее во всех работах, 
опубликованных к настоящему времени, исследуется 
криоконсервация ТИК без включения биологически 
активных компонентов, то есть состоящих только из 
скаффолда и клеток. Такое упрощение, на наш взгляд, 
допустимо в начале исследовательского пути, но обя-
зательно должно быть устранено в будущем.

Наиболее явное отличие ТИК по сравнению с сус-
пензией клеток/кластеров клеток – их размер: объем 
отдельной единицы замораживаемого объекта варьи-
рует в пределах от 0,05 мм3 для ТИК на основе микро-
сфер [11] до 150 мм3 для ТИК на основе пористых но-
сителей [12], в то время как для клеточных суспензий 
данный параметр не превышает 0,015 мм3 (примерный 
объем одного островка Лангерганса). Какие особен-
ности процесса криоконсервации ТИК из этого следу-
ют? Во-первых, крупный размер образца приводит к 
тому, что криопротекторная среда неравномерно распре-
делена в его толще: адгезированные в глубине клетки не 
в полной мере защищены от криоповреждения вслед-
ствие низкой концентрации протектора, а клетки на по-
верхности могут быть подвергнуты токсическому дей-
ствию криопротектора, особенно при использовании его 
высоких концентраций при витрификации. Во-вторых, 
для крупных объектов намного сложнее достигнуть тре-
буемой для успешной криоконсервации оптимальной 
скорости охлаждения и нагревания. В-третьих, такой 
температурный градиент может привести к изменению 
линейных размеров скаффолда (неравномерное расши-
рение или сжатие), что негативно скажется на адгезии 
клеток. И наконец, крупные размеры ТИК требуют по-
иска новых прикладных решений для создания стан-
дартизованного протокола криоконсервации (подбор 
криопосуды, удаление криопротектора из всего объема 
скаффолда и т.д.). Однако мы уверены, что перечислен-
ные трудности вполне решаемы на современном уровне 
развития криотехнологии, хотя и требуют тщательного 
анализа и отработки протоколов.

накопленный опыт и нерешенные вопросы 
криоконсервации тиК

На сегодняшний день опубликовано достаточно 
много работ по криоконсервации ТИК, большинство из 

которых посвящено решению поставленных клиници-
стами конкретных задач – созданию и длительному хра-
нению артифициальных эквивалентов дермы, костной 
и хрящевой ткани. При этом многообразие предложен-
ных экспериментальными лабораториями конструкций 
огромно. К примеру, в качестве клеточного компонен-
та могут быть использованы как иммортализованные 
линии (мышиные миобласты C2C12 [13], мышиные 
фибробласты NIH/3T3 [14], человеческие остеоблас-
топодобные клетки остеосаркомы SaOS-2 [11] и т.д.), 
так и первичные культуры клеток (остеобласты кро-
лика [11], хондроциты телят [15], мультипотентные 
стромальные клетки (МСК) человека, выделенные 
из костного мозга [16], жировой ткани [12], пупови-
ны [17], синовиальной жидкости [18]). В качестве 
скаффолда применяют материалы на основе полиуре-
тана и полистирола [13], поликапролактона [19, 20], 
полилактида [15], полилактогликолида [11], гидрокси-
апатита [21], фиброина шелка [17], коллагена [12], аль-
гината и хитозана [16], обогащенной тромбоцитами 
плазмы крови [18], а также децеллюляризованную 
ткань, например пищевод крысы [22] или частично 
деминерализованный свиной костный матрикс [23]. 
Носители могут быть изготовлены в форме нетканого 
волокнистого материала [13, 17, 20], монолитных [12] 
и пористых матриксов [12, 14, 15, 21, 23], тонких пле-
нок [11], гидрогелей [18] и микросфер [11, 16]. В за-
висимости от вида носителя используют различные 
методы его заселения клетками: статичный [11–13, 17, 
19–21, 23], динамический [15, 16], метод погружения 
при полимеризации геля [18] или при центрифугирова-
нии [14], а также множественные инъекции суспензии 
клеток в ткань [22].

Помимо перечисленных выше параметров (тип 
клеток, химический состав и структура скаффолда, 
способ соединения компонентов) отличаются и про-
токолы культивирования (длительность роста клеток на 
матриксе до замораживания, использование ростовой 
или дифференцировочных сред), а также протоколы 
криоконсервации (контролируемое медленное охлаж-
дение или витрификация, состав криозащитных сред, 
длительность хранения до размораживания).

Такое многообразие объектов и методов исследо-
вания должно в конечном счете помочь ответить на, 
казалось бы, простые, но важные для дальнейшего раз-
вития данного направления биотехнологии вопросы. 
Какой протокол замораживания выбрать? Какой крио-
протекторный раствор менее токсичен? Как максималь-
но полно удалить его из ТИК перед трансплантацией? 
Когда нужно индуцировать дифференцировку клеток 
в составе ТИК: до замораживания или после? Как вли-
яет на эффективность криоконсервации архитектоника 
скаффолда (например, геометрия волокон нетканого 
матрикса или размер пор у вспененных скаффолдов)? 
Будет ли получившийся биомедицинский продукт (ТИК 
после размораживания) безопасным и эффективным? 
Понятно, что каждое опубликованное на данный мо-



КЛИНИЧЕСКАЯ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МОРФОЛОГИЯ / CLINICAL AND EXPERIMENTAL MORPHOLOGY       Том 10  № 2  2021 9

ОБЗОРЫ ЛИТЕРАТУРЫ

мент исследование дает ответы на эти вопросы только 
в отношении какой-то конкретной ТИК, однако по мере 
накопления данных в будущем можно будет сделать 
обобщающие выводы и разработать на их основе ме-
тодические рекомендации.

оценка эффективности криоконсервации тиК
Сравнение работ разных научных групп, занимаю-

щихся криоконсервацией ТИК, затруднено не только 
вследствие отсутствия стандартизованных протоколов, 
но и из-за различных подходов к оценке конечного ре-
зультата.

Если проанализировать публикации, можно заме-
тить, что в самом начале исследовательского пути было 
достаточно подтверждения минимальной сохранности 
ТИК: (1) матрикс не изменил свои основные физиче-
ские свойства, (2) часть клеток жива, (3) часть клеток 
адгезирована на матриксе. Для качественной оценки 
состояния ТИК после размораживания обычно приме-
няют сканирующую электронную микроскопию [11, 13, 
16, 17, 19, 20, 23] или флуоресцентную микроскопию 
после окрашивания клеток кальцеином АМ и бромидом 
этидия (или иными маркерами клеток с поврежденной 
мембраной) [12, 16, 18, 20, 21, 23], а для количественной 
оценки – метод прямого подсчета клеток с помощью 
цитометра (при этом можно использовать окрашивание 
трипановым синим для выявления погибших клеток). 
Применившие данный метод в своей работе Miyoshi 
et al. предложили ввести следующие количественные 
параметры: (1) эффективность иммобилизации (англ. 
immobilization efficiency), оцениваемая как отношение 
количества живых клеток, заселивших ТИК, к коли-
честву живых клеток, использованных для заселения; 
(2) эффективность восстановления (англ. recovery rate), 
оцениваемая как отношение количества живых клеток 
после криоконсервации к количеству живых клеток до 
криоконсервации; (3) общая эффективность (англ. over-
all efficiency), оцениваемая как отношение количества 
живых клеток в составе ТИК после размораживания 
к количеству живых клеток, использованных для за-
селения [14].

Также для определения долей живых/погибших 
клеток удобен метод проточной цитометрии с приме-
нением красителей, связывающихся с нуклеиновыми 
кислотами или белками (например, иодидом пропидия, 
7-AAD и т.д.), которые отличают живые клетки от по-
гибших по степени целостности мембраны [17], однако 
для данного способа необходимо предварительное от-
крепление всех клеток от скаффолда, что может быть 
затруднено в случае использования объемных носите-
лей. Больше того, длительное воздействие диссоци-
ирующих ферментов может повлиять на экспрессию 
поверхностных антигенов или даже вызвать гибель 
клеток, поэтому для выделения клеточной суспензии 
из готовой конструкции, как и из нативной ткани, ре-
комендуется использовать более мягкие коммерческие 
коктейли аккутазу или TrypLE [24].

При необходимости оценить жизнеспособность 
клеток, не открепляя их от матрикса, исследователи 
в более ранних работах проводили колориметрический 
MTT-тест (этот метод стал золотым стандартом для 
определения жизнеспособности и пролиферативной 
активности клеток почти сразу после своего появле-
ния в 1980-х годах [25]) или его аналоги (XTT, MTS, 
CCK, WST и т.д.), также основанные на способности 
ферментов живых клеток восстанавливать соли те-
тразолия до формазановых красителей, но при этом 
более удобные в работе и обладающие большей чув-
ствительностью и меньшей цитотоксичностью [11, 18, 
19, 26]. Похожий принцип действия лежит в основе 
Alamar Blue-теста, в процессе которого живые клетки 
восстанавливают синий краситель резазурин до крас-
ного флуо ресцирующего резоруфина, что позволяет 
применять для оценки результата ридеры в режиме 
абсорбции или флуоресценции [15, 20].

Действительно, это простые, доступные и релевант-
ные методы, которые отлично подходят для оценки 
жизнеспособности культур, растущих на стандартной 
культуральной подложке, однако для клеток, адгези-
рованных на 3D скаффолде, их нельзя назвать опти-
мальными. Дело в том, что структура скаффолда мо-
жет влиять на биодоступность реактивов для клеток, 
расположенных в глубине носителя, а сам краситель – 
взаимодействовать с материалом скаффолда (напри-
мер, коллагеном) [27]; следовательно, сравнение жиз-
неспособности клеток, адгезированных на различных 
по своей структуре или составу матриксах, будет не-
корректным. Больше того, все перечисленные методы 
основаны на ферментативной конверсии субстрата, а 
значит, на результат могут повлиять многие факторы, 
в том числе нарушения энергетического обеспечения 
клеток, изменения активности ферментов, процессов 
эндо-/экзоцитоза и внутриклеточного транспорта [28]. 
Очевидно, что воздействие криопротекторов и сверх-
низких температур является стрессом для клеток, при 
этом последствия такого воздействия нельзя однознач-
но предсказать: к примеру, преинкубация гепатоцитов 
человека в охлажденной до +4°C среде, содержащей 
1% ДМСО, в течение 90 минут перед замораживанием 
не повлияла на выживаемость клеток и их адгезивные 
свойства после размораживания, но значимо увеличила 
показатели МТТ-теста (на 29,7% по сравнению с конт-
ролем, p<0,01) [29]. Таким образом, чтобы избежать 
неверной интерпретации результатов, подобные тесты 
следует использовать для определения метаболической 
активности клеток (англ. cell metabolic activity) ТИК 
после размораживания (как это делается в более со-
временных работах [13, 16, 17]), а для оценки жизне-
способности клеток (англ. cell viability) релевантными 
можно считать не зависящие от активности ферментов 
тесты, например окрашивание нейтральным красным 
(метод основан на способности живых клеток накапли-
вать этот слабый катионный краситель в лизосомах) 
или сульфородамином B (метод основан на способ-
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ности красителя стехиометрически связываться с бел-
ками) [26, 30, 31].

По поводу оценки клеточной жизнеспособности 
или метаболической активности можно сделать еще 
одно важное замечание: нет каких-либо строгих вре-
менных рамок для проведения данных исследований, 
то есть время, прошедшее от размораживания ТИК до 
первого измерения, может варьировать от 0 часов (сра-
зу после размораживания) [13] до 24 часов [11, 20] или 
даже нескольких суток [17]. На наш взгляд, измерение 
данных показателей в динамике более информативно, 
так как позволяет оценить время, требуемое для вос-
становления исходных свойств ТИК. Так, например, 
было показано, что сразу после размораживания сум-
марная метаболическая активность С2С12 миобластов, 
адгезированных на полиуретановом или полистиро-
ловом скаффолде, составляет около 40% от исходных 
показателей (ТИК до замораживания), а через 24 часа 
возрастает до 80% [13].

Динамика восстановления свойств ТИК после раз-
мораживания имеет огромное значение: именно это 
определяет принципиальный переход в оценке эффек-
тивности криоконсервации от выполнения минималь-
ных условий (ТИК после размораживания сохранила 
целостность, некоторая часть клеток жива и прикреп-
лена к матриксу) к нацеленности на конечный ре-
зультат (ТИК после размораживания сохранила свои 
функциональные свойства и готова к транспланта-
ции). Для оценки функциональных свойств ТИК после 
 процедуры замораживания/оттаивания в современных 
работах проводят дополнительные исследования, кото-
рые можно разделить на несколько групп.

1. Подтверждение сохранности физико-механиче-
ских свойств скаффолда. В качестве примера можно 
привести измерение предела прочности на разрыв 
и процента относительного удлинения [17], оценку по-
ристости образца и шероховатости его поверх ности, 
проведение механического теста на сжатие [19]. Не-
обходимость данных исследований обусловлена тем, 
что проникающие криопротекторы потенциально спо-
собны влиять на материал скаффолда, так как многие 
из них (ДМСО, формамид, этиленгликоль) являются 
полярными органическими растворителями и могут 
при определенных условиях стимулировать деграда-
цию полимера или вызывать изменения морфологии 
поверхности [32, 33].

2. Подтверждение сохранности функциональных 
свойств клеток. Чаще всего это оценка пролифератив-
ной активности адгезированных на носителе клеток 
по уровню экспрессии гена ki67 [16] или увеличению 
количества клеток, измеряемому в динамике по их 
суммарной метаболической активности [17] либо об-
щему содержанию ДНК в ТИК с помощью реактивов 
PicoGreen [15, 16, 19, 20] или Hoechst [14, 23]. В случае 
использования МСК в качестве клеточного компонента 
ТИК считается необходимым подтвердить их мульти-
потентность: способность к направленной дифферен-

цировке in vitro в остеогенном, и/или хондрогенном,  
и/или адипогенном направлении [16–18].

3. Выявление изменений внутри клеток. В качестве 
параметра, отражающего состояние адгезированных на 
скаффолде клеток после процедуры размораживания, 
было предложено, например, оценивать строение их 
цитоскелета, в частности актиновых микрофиламен-
тов. F-актин в значительной степени определяет форму 
клетки и ее передвижение по поверхности носителя 
и располагается преимущественно у внешней мембра-
ны, поэтому в процессе криоконсервации подвергается 
воздействию внеклеточного льда и механической де-
формации подложки, что может приводить к его депо-
лимеризации или локальной аккумуляции [17].

4. Выявление причин гибели клеток, например 
вследствие апоптоза либо нарушения целостности 
мембран [18], что определяет спектр образующихся 
постклеточных продуктов и индуцируемый ими им-
мунный ответ реципиента.

Изучение in vitro процессов, происходящих при за-
мораживании/оттаивании ТИК, несомненно, поможет 
в поиске путей повышения эффективности криоконсер-
вации конструкций, например за счет дополнительного 
покрытия скаффолдов факторами адгезии, подбора кок-
тейля криопротекторов с наименьшими цитотоксиче-
скими свойствами, создания оптимального протокола 
охлаждения и т.д. Тем не менее следует помнить, что 
конечная цель исследований – получение биомедицин-
ского продукта, который после размораживания (сразу 
или через определенное время) готов к транспланта-
ции, обеспечивая при этом должный уровень безопас-
ности и эффективности. Результатов трансплантации 
криоконсервированных ТИК лабораторным животным 
на данный момент в научной литературе нет. Будет ли 
отличаться функциональность свежеприготовленной 
и размороженной ТИК в месте имплантации (напри-
мер, интенсивность миграции клеток в окружающие 
ткани, скорость резорбции матрикса и динамика его 
интеграции с собственными тканями реципиента, эф-
фективность замещения поврежденных тканей, выра-
женность иммунного ответа и т.д.)? Именно экспери-
менты in vivo должны, по нашему мнению, ответить 
на этот вопрос и в итоге подтвердить эффективность 
технологии криоконсервации ТИК.

Заключение
Разработка эффективной технологии криоконсер-

вации тканеинженерных конструкций может стать 
важным этапом развития регенеративной медицины 
благодаря повышению доступности высокотехнологич-
ных биомедицинских продуктов. За прошедшие почти 
два десятилетия исследований в этой области накоплен 
значительный эмпирический материал, однако данные 
о технологии в целом до сих пор остаются несистема-
тизированными и противоречивыми. Сравнение работ 
разных научных групп, занимающихся криоконсерва-
цией тканеинженерных конструкций, затруднено не 
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только вследствие отсутствия стандартизованных про-
токолов, но и из-за различных подходов к оценке конеч-
ного результата. В то же время по мере накопления экс-
периментальных данных произошел принципиальный 
переход в оценке эффективности криоконсервации от 
выполнения минимальных требований к сохранности 
тканеинженерных конструкций (ТИК после размора-
живания сохранила целостность, некоторая часть кле-
ток жива и прикреплена к матриксу) к нацеленности 
на конечный результат (ТИК после размораживания 
сохранила свои функциональные свойства и готова к 
трансплантации). Множество используемых в настоя-
щее время in vitro методов исследования позволяет 
искать новые пути повышения эффективности крио-
консервации тканеинженерных конструкций, однако, 
по нашему мнению, следующим этапом на пути внед-
рения технологии в клиническую практику должны 
стать исследования на экспериментальных животных.
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Epithelial-mesenchymal transition in main types  
of gastric carcinoma
I.V. Vasilenko, R.B. Kondratyk, I.S. Grekov, A.M. Yarkov 
M. Gorky Donetsk National Medical University, Donetsk

Introduction. The rapid development of basic science enabled us to significantly expand our understanding 
of various intercellular interactions. Epithelial-mesenchymal transition (EMT) is known to play a key role in 
certain tissue formation in the embryonic period. However, recent data show that EMT can also be observed 
in some pathological conditions, in particular, in various neoplasm development. This suggests that there are 
a number of alternative and fundamentally new mechanisms for the tumor formation and progression. Thus, 
EMT, which occurs in carcinomas, increases the invasiveness, immunoresistance, immunity to therapy, and 
the metastatic potential. Knowledge of EMT features and their timely recognition in morphological tumor 
diagnosis is of great predictive importance for patients. The aim of the research was to study the morphologi-
cal features of epithelial-mesenchymal transition in the main types of gastric cancer.
Materials and methods. We studied specimens of gastric carcinomas (N=64) including 31 cases of diffuse 
type, 19 cases of intestinal type, and 14 cases of mixed type. 
Results. All cases of the diffuse carcinoma group showed spread EMT features, which appeared already in 
the mucosa and completed with positive vimentin expression in 93.5% of cases. The malignant cell prolifera-
tive activity was low; however, in 29% of cases we detected areas of moderate or even high activity. In the 
intestinal type gastric cancer, EMT developed as a result of tumor progression, it arose more often in the 
deeper layers and was incomplete and focal. As a rule, the proliferative activity of tumor cells was high and 
moderate. Vascular invasion occurred more often in diffuse type (90.3%), less often in mixed type (71.4%), 
and even less often in the intestine type (55.8%) gastric carcinoma. 
Conclusion. The variety of morphological features of EMT, its frequency, prevalence, completeness, and 
sequence in the development of various types of gastric cancer determines the features of their clinical 
manifestation and influences their further management.
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эпителиально-мезенхимальный переход в основных типах рака желудка
И.В. Василенко, Р.Б. Кондратюк, И.С. Греков, А.М. Ярков
ГОО ВПО Донецкий национальный медицинский университет имени М. Горького, Донецк

Введение. Стремительное развитие фундаментальной медицины позволило значительно расширить 
наши представления о различных межклеточных взаимодействиях. Известно, что эпителиально-ме-
зенхимальная трансформация (ЭМТ) играет ключевую роль при формировании некоторых тканей 
в эмбриональном периоде. Тем не менее, по последним данным, процессы ЭМТ могут наблюдаться и 
при некоторых патологических состояниях, в частности при развитии разных новообразований. Это 
наталкивает на мысль, что существует целый ряд альтернативных и принципиально новых механиз-
мов формирования и прогрессии опухолевых заболеваний. Так, ЭМТ, возникающая при карциномах, 
усиливает инвазивность, иммунорезистентность, невосприимчивость к терапии и метастатический 
потенциал последних. Знание особенностей подобных трансформаций и своевременное распозна-
вание таких процессов при морфологической диагностике опухолей очень предиктивно значимы 
для пациентов. Целью настоящего исследования является изучение морфологических особенностей

ОРИгИНАЛьНЫЕ ИССЛЕДОвАНИя
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Introduction
Epithelial-mesenchymal transition (EMT) occurs dur-

ing embryonic development, organogenesis, regeneration 
(wound healing), chronic inflammation with organ fibrosis, 
and in neoplasms [1–6]. The basic nature of this process 
is the loss of main epithelial features such as cell-cell ad-
hesion, spindle shape acquisition by epithelial cells, di-
minished expression of cytokeratins, emerging capacity 
to express vimentin, and α-smooth muscle actin (α-SMA) 
with ability to migrate.

EMT drastically enhances carcinoma invasiveness and 
its metastatic potential, increases cellular viability prevent-
ing cells from apoptosis and aging, and also provides them 
with stem cell features, immunoresistance, and unrespon-
siveness to radiation and chemotherapy, which leads to 
aggressive behavior of these tumors [4, 6, 7]. Many routine 
cancer treatments may stimulate EMT and enhance inva-
sion and metastasis [8].

Therefore, in tumor morphologic diagnosis, it is im-
portant to establish the EMT presence, its spread, and 
completeness. Completeness means that a cell not only 
diminishes or loses its epithelial features, but also gains 
those of mesenchymal tissues such as vimentin and α-SMA 
expression, and cell discohesion and motility [9, 10].

P. Lauren classification (1965) subdivides gastric car-
cinomas into 2 main histological types: diffuse and intesti-
nal [11]. The so-called mixed type carcinoma has features 
of both types. These carcinomas differ in their etiology, 
pathogenesis, morphology, and presumably EMT specifici-
ties. Initially, gastric carcinoma develops in the mucosa 
with subsequent invasion into the submucosa, the muscu-
laris propria, and the subserosa. That allows an investigator 

to monitor the effects of morphological changes, including 
EMT features, as the tumor progresses. 

Materials and methods
We studied specimens of 64 patients with gastric carci-

nomas, including 31 of diffuse type, 19 of intestinal type, 
and 14 of mixed type. Gross examination and sampling 
were performed: we excised strips from cardiac to pyloric 
margin of the tumors measuring approximately 1 cm in 
width and comprising the entire gastric wall thickness. The 
strips were consequently cut in pieces and fixed in forma-
lin. The slides were made from paraffin-embedded blocks 
with subsequent staining with hematoxylin and eosin and 
alcian blue at a pH of 1.0 and 2.5 to detect sulfated and non-
sulfated mucins. The PAS reaction was also performed. We 
used single pieces from both the center and the periphery 
of the tumors to assay them immunohistochemically. The 
specimens were cut into 4-µm sections, subsequently de-
paraffinized in xylene, and hydrated. After PBS rinsing, en-
dogenous peroxidase activity was blocked by 3% hydrogen 
peroxide in 100% methanol. The slides were incubated with 
diluted anti-E-cadherin antibody, AE1/AE3, cytokeratin 18, 
vimentin, α-SMA, Ki-67, and then secondary antibody. We 
utilized the visualization system EnVision FLEX (Dako, 
Copenhagen, Denmark). 

Two criteria were used to evaluate EMT: prevalence 
(focal and widespread) and completeness. Incomplete 
EMT was accompanied by the loss of cell communica-
tion, change in shape to a fibroblast-like, decrease in or 
absence of epithelial marker expression (AE1/AE3, SC18, 
and E-cadherin), and complete acquisition of mesenchymal 
marker expression (vimentin and/or α-SMA).

эпителиально-мезинхимального перехода в основных типах рака желудка. 
Материалы и методы. Изучены образцы 64 случаев рака желудка: 31 случай диффузного типа, 
19 случаев кишечного типа и 14 случаев смешанного типа.
Результаты. Во всех случаях диффузного рака наблюдались признаки распространенной ЭМТ, 
которая появляется уже в слизистом слое и в 93,5% случаев завершается экспрессией виментина. 
Пролиферативная активность злокачественных клеток была низкой, но в 29% случаев отмечались 
участки умеренной или даже высокой активности. При кишечном типе рака желудка ЭМТ развива-
ется в результате прогрессии опухоли, чаще в более глубоких слоях, и носит неполный и очаговый 
характер. Пролиферативная активность опухолевых клеток была, как правило, высокой и умеренной. 
Сосудистая инвазия чаще встречалась при раке диффузного типа (90,3%), реже – при раке смешанного 
типа (71,4%) и еще реже – при кишечном типе рака желудка (55,8%).
Выводы. Разнообразие морфологических особенностей ЭМТ, ее частота, распространенность, полно-
та и последовательность в развитии при различных видах рака желудка определяют особенности их 
клинического проявления. 
Ключевые слова: рак желудка, диагностика, основные гистологические типы, ЭМТ, морфология
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By the presence of tumor emboli in the vessels, we ac-
cessed the tumor invasive potential, based on the work of 
T. Mita, T. Shimoda (2001), according to which tumor in-
vasion of the lymphatic vessels in gastric cancer (GC) was 
the most significant determinant (OR 8.68) for lymph node 
metastases, which dramatically worsens the prognosis [12]. 
The invasiveness was compared with the EMT presence, 
its prevalence, and completeness. The proliferative activity 
index (Ki-67 expression) was estimated semi-quantitatively 
as weak (up to 15% positively stained cells), moderate (up 
to 40%), and high (above 40%).

Statistical processing was performed in the MedStat 
package using basic methods of mathematical statistics. 
Statistical analysis of the indicators obtained as a result of 
processing stabilograms showed that their distribution dif-
fered from normal (at the level of p<0.001), in accordance 
with which, when conducting further statistical analysis, 
nonparametric criteria were used. The reliability of the re-
lationship or differences in the indicators (p) were deter-
mined, and the nonlinear Kendall correlation coefficient 
(Tau) was used to assess the degree and reliability of the 
relationship between two related samples.

Results
Patients with main histological types of GC differed in 

age: 42% of diffuse type patients were fewer than 50 years 
old, but, at the same time, intestinal and mixed type patients 
comprised 21.4% and 21% in this age group, respectively.

All cases of diffuse GC showed the spread of EMT fea-
tures. In the gastric mucosa, the tumor diffusely exhibited 
detachment of malignant cells from each other. Small areas 
where the connection between the cells was preserved in 
the deeper layers of the gastric wall were noted in 12 ex-
amined cases; more often they were observed in a form of 
short trabeculae, small groups, and, less often, in a form 
of solid, gland-like structures. In such areas, membranous 
and/or cytoplasmic expression of E-cadherin was preserved 

as well as it was expressed in some malignant cells. In 
8 cases, more commonly in the deeper layers of the gas-
tric wall (the muscularis propria and the subserosa), we 
discovered malignant cells with a greater degree of atypia 
(big nuclei with dispersed chromatin, diminished amount 
of cytoplasm, and decreased mucin secretion).

All cases of diffuse GC type displayed changes in the 
shape of malignant cells: small signet ring cells became 
stellate spindle fibroblast-like cells. In 7 out of 31 cases 
(22.6%), elongated fibroblast-like malignant cells were de-
tected in mucosa basal layers adjacent to the muscularis 
mucosa; in all other cases, we found them in the submucosa 
and deeper layers of the gastric wall. These cells often 
expressed cytokeratins, i.e. pancytokeratin AE1/AE3 or 
cytokeratin 18. However, in some malignant cells, cyto-
keratin expression was decreased to the point of complete 
loss. The loss of cytokeratin expression occurs even in 
the mucosa, but it may be selective. For example, it was 
absent in big signet ring cells, but still preserved in small 
malignant cells (Fig. 1 A). Already in the basal layer of 
the gastric mucosa, fibers of extracellular matrix (ECM) 
appeared next to fibroblast-like malignant cells in bigger 
numbers than in other parts of the gastric mucosa. In the 
submucosa, due to enlarged ECM volume, cancer acquired 
scirrhous features. 

Almost in every case of diffuse GC type (29 out of 
31 cases), EMT was complete. In other words, the ex-
pression of mesenchymal markers such as vimentin and 
α-SMA was detected in round signet ring cells as well as 
in fibroblast-like malignant cells (Fig. 1 B).

The change of cellular form and acquisition of mesen-
chymal phenotype–one of the main EMT features–have 
been connected to an increase in tumor invasiveness and 
metastatic potential (Fig. 1 C) [9, 10, 13]. We studied tumor 
invasiveness by the presence of intravascular malignant 
cells. In diffuse cancer cases, they were found in 28 out of 
31 cases (90.3%).

Table | Таблица 
Comparison of the EMT frequency, prevalence, and completeness and tumor cell vascular invasion  

in different histological GC types | 
Сопоставление частоты, распространенности и полноты ЭМТ с инвазией сосудов опухолевыми клетками  

при разных гистологических типах рака желудка

EMT | ЭМТ Diffuse gastric carcinoma 
EMT 31 of 31 |

Диффузный рак желудка
ЭМТ – 31 из 31

Intestinal gastric carcinoma 
EMT 18 of 19 |

 Кишечный рак желудка
ЭМТ – 18 из 19

Mixed gastric carcinoma 
EMT 14 of 14 |

Смешанный рак желудка
ЭМТ – 14 из 14

with invasion
| с инвазией

no invasion |
без инвазии

with invasion
| с инвазией

no invasion |
без инвазии

with invasion
| с инвазией

no invasion |
без инвазии

Prevalent EMT | 
Распространенная ЭМТ 

28 3 – – 3 –

Local EMT | Очаговая ЭМТ – – 11 7 6 5
Complete EMT | Полная ЭМТ 28 1 – – 3 –
Incomplete EMT | Неполная 
ЭМТ

– 2 11 7 7 4
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Fig. 1.  Immunohistochemical features of Epithelial-mesenchymal transition (EMT) in gastric cancer (GC). 
 A – selective loss of cytokeratin AE1/AE3 expression in signet cells but its preservation in small malignant cells 

(immunohistochemical [IHC] assay with antibodies to pancytokeratin AE1/AE3, ×400)]; B – complete EMT in diffuse type GC, 
vimentin expression in signet cells and fibroblast-like malignant cells (IHC with vimentin antibodies, ×400), C – invasion of 
fibroblast-like malignant cells with expression of cytokeratin 18 in the vessel wall. Intravascular malignant cells became round or 
signet cells (IHC with vimentin-18 antibodies, ×400), D – low proliferative activity in diffuse type GC, increased in the invasion 
margin (IHC with Ki-67 antibodies, ×200), E – prominent cellular atypia and high proliferative activity in intestinal type GC 
(IHC with Ki-67 antibodies, ×200), F – fibroblast-like cells of mixed type GC, expressing cytokeratins AE1/AE3 (IHC with 
pancytokeratin AE1/AE3 antibodies, ×400), G – vimentin expression in the same cells (IHC with vimentin antibodies, ×400), 
H – α-SMA expression in the same cells (IHC with anti-α-SMA antibody, ×400) 

Рис. 1. Иммуногистохимические особенности эпителиально-мезенхимальной трансформации (ЭMT) при раке желудка (РЖ).
 A – избирательная потеря экспрессии цитокератинов AE1/AE3 в перстневидных клетках, но сохранение ее в небольших 

злокачественных клетках (ИГХ с антителами к панцитокератину AE1/AE3, ×400), B – полная ЭMT в РЖ диффузного 
типа, экспрессия виментина в перстневидных и фибробластоподобных злокачественных клетках (окраска антителами 
к виментину, ×400), С – инвазия фибробластоподобных злокачественных клеток с экспрессией цитокератина 18 
в стенке сосуда; внутрисосудистые злокачественные клетки стали круглыми или перстневидными (окраска антителами 
к виментину-18, ×400), D – низкая пролиферативная активность РЖ диффузного типа, повышенная в крае инвазии 
(окраска антителами к Ki-67, ×200), E – выраженная клеточная атипия и высокая пролиферативная активность 
при РЖ кишечного типа (окраска антителами к Ki-67, ×200), F – фибробластоподобные клетки РЖ смешанного типа, 
экспрессирующие панцитокератин AE1/AE3 (окраска антителами к панцитокератинуAE1/AE3, ×400), G – экспрессия 
виментина в тех же клетках (окраска антителами к виментину, ×400), H – экспрессия α-актина гладких мышц в тех же 
клетках (окраска антителами к гладкомышечному α-актину, ×400)

As a rule, the morphology of the intraluminal tumor 
and the tumor outside the vessels was identical. Only in 
5 cases of signet ring small-cell cancer, the intraluminal 
carcinoma had composition of a solid tumor (Fig. 1 C), 

with one of them having gland-like structures suggesting 
the presence of EMT.

In all cases, the proliferative activity of malignant cells 
was low with a proliferation index below 5%, but in 9 cases 

А B C

D E F

G H
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there were areas of moderate proliferative activity up to 
20% and even high activity up to 46%. Almost in all cases, 
the increase in proliferative activity occurred in areas with 
small glandular and solid elements in deep layers of the 
gastric wall (most often the muscular one), at the margin 
of invasion, where cellular atypia was rising (Fig. 1 D).

At the tissue level, intestinal type GC was represented 
by well-differentiated adenocarcinoma with preservation 
of cell-to-cell connection and positive expression of E-
cadherin. In 14 out of 19 cases, cellular atypia and prolif-
erative activity (Fig. 1 E) were prominent or moderate and 
prominent; in 4 cases, moderate; and only in 1 case, mild 
and moderate. In the last case, the main features of EMT, 
i.e. cell-to-cell connection loss and cellular form change, 
were absent. Nevertheless, this tumor had small areas with 
high proliferative activity (proliferation index 35–40%) 
without decrease in pancytokeratin AE1/AE3 expression.

In the remaining 18 cases of intestinal type GC, EMT 
was noted; however, as opposed to diffuse type, it was 
focal and incomplete with negative vimentin expression. 
The foci of EMT were recognized at the invasion lateral 
margin or deeper, at the border with unchanged tissue; in 
only 3 cases, they occured in basal layers of mucosa. They 
were characterized by changing cell-to-cell connections 
with formation of trabeculae, small groups, and separated 
cells, commonly round, less often stellate or fibroblast-like. 
Uncommonly, weakly expressed ECM was produced in 
only one case showing sclerosis in the serosa and tumor, i.e. 
concentric growth of connective tissue around malignant 
glands with abnormal polar differentiation such as mucin 
secretion at the basal pole of malignant cells with preserved 
cell-to-cell connection. In two more cases of intestinal type 
GC, mucin was produced at the basal pole of malignant 
cells and extracted into the stroma within the foci of EMT; 
no significant ECM was produced.

Mixed type GC was characterized by diverse histolo gy. 
We observed adenocarcinomas of different grades at the 
tissue level and solid areas of undifferentiated polymorphic 
cancer, with 2 cases demonstrating small foci of signet 
ring carcinoma. EMT occurred in all cases and was mostly 
focal; only in 3 cases, it was diffuse. In the first case, it 
started into the submucosa and in the second one, into the 
muscularis propria. In the third case, it was starting into 
the subserosa and was complete: prominent fibrosis elon-
gated markedly inside and almost indistinguishable from 
fibroblasts cells were expressing pancytokeratin AE1/AE3 
(Fig. 1 F), vimentin (Fig. 1 G), and α-SMA (Fig. 1 H). 
A few of those cells were even expressing desmin.

In this and two other cases of focal EMT, it was com-
plete, i.e. malignant cells expressed vimentin. It can be con-
cluded that EMT is complete only in those foci where there 
is no synchronism between cytokeratin expression loss and 
vimentin expression appearance or where vimentin is de-
tected in solid and glandular structures with preserved posi-
tive E-cadherin expression; in other words, with relatively 
“incomplete” EMT. When malignant cells change their 
form and size to such extent that they look like fibroblasts, 

they produce prominently EMC, lose cytokeratin expres-
sion, while acquiring vimentin and α-SMA expression, so 
that these cells become indistinguishable from fibroblasts 
and myofibroblasts. The first EMT signs were detected in 
the submucosa in 9 out of 14 cases and in the muscularis 
propria in 5 out of 14 cases. In all 14 cases, we noted the 
cell discohesion with the entire loss of E-cadherin expres-
sion or only its cytoplasmic expression. The pancytokeratin 
AE1/AE3 expression was already decreased in trabeculae 
of malignant cells up to complete loss, but it could be pre-
served in separated cells or even in elongated fibroblast-like 
cells (Fig. 1 F). In all cases, the cellular form inside EMT 
foci was changed: they became stellate and fibroblast-like. 
In 2 cases, elongated shape of malignant cells was detected 
even in glandular walls before their separation. Seven cases 
showed fibroblast-like separated cells being surrounded by 
a significant number of thin ECM fibers.

In 10 out of 14 cases of mixed type GC (71.4%) we 
found vascular invasion.

Discussion
Diffuse and intestinal types GC differ from each other 

in their etiology and pathogenesis. Intestinal type develops 
through Helicobacter pylori-associated gastritis, intestinal 
metaplasia, and dysplasia, but diffuse type is apparently 
unrelated to H. pylori arising from morphologically normal 
gastric mucosa [14, 15]. Hereditary predisposition to GC 
has been established. Thus, the closest relatives of GC pa-
tients have a 2-fold increased risk of developing all forms 
of this tumor, whereas the relatives of diffuse type GC 
patients have a 7-fold higher risk compared to that of the 
control group [16]. Among diffuse type GC cases, there is 
a familial (hereditary) subgroup associated with E-cadherin 
mutation [17–19] and discohesive growth. In hereditary 
and sporadic diffuse type GC, genetic and/or epigenetic 
alteration of CDH1 encoding E-cadherin are frequently 
detected [20].

All cases of diffuse type GC in our material showed 
that such an EMT feature as discohesion of malignant cells 
appears already in the mucosa.

Although H. pylori may potentiate EMT by different 
pathways in gastric carcinoma [21–23], in intestinal type 
GC, EMT develops as a result of tumor progression. Un-
commonly, its features occur already in the mucosa, more 
often in the deeper layers. 

The cellular form alteration and acquisition of fibro-
blast-like shape in diffuse type GC occurred in the mucosa 
near the muscularis mucosa in 22.6% of cases, where, ac-
cording to B. Humar et al. [18], the activation of oncogene 
c­Src occurs already after malignant cell discohesion and 
this process has been associated with the submucosa inva-
sion. In the intestinal type, the cellular form change ap-
peared in the deeper layers, sometimes even with preserved 
cell-to-cell connection in the gland, but, at the same time, 
stroma invasion was seen.

In cases of diffuse type GC, malignant cells lost cy-
tokeratin expression already in the mucosa, but the loss 
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might be selective: it might be absent in signet ring cells 
but preserved in small cells. Surprisingly, in malignant 
cells of diffuse type GC, the cytokeratin expression was 
often conserved in markedly elongated fibroblast-like cells 
in the submucosa and the muscularis propria, and in one 
case of the mixed type, even in the subserosa. Simultane-
ously, it often decreased and disappeared in trabeculae 
and groups of malignant cells in EMT foci of intestinal 
and mixed types.

Vimentin expression in malignant cells, which is con-
sidered to be complete EMT, was focally detected in almost 
all cases of diffuse type GC (93.5%), only in 3 cases of the 
mixed type, and was never observed in the intestinal type. 
It was recognized that vimentin expression correlated sig-
nificantly with aggressive tumor behavior and unfavorable 
prognosis, but, on the other hand, cytokeratin expression 
loss may not correlate with malignant phenotype [9, 10, 24].

Abnormal polar differentiation occurred in all cases of 
diffuse type GC and was widespread because anomalous 
cellular adhesion and separation of cells lead to the loss of 
polarity. In cases of the intestinal type, abnormal polar dif-
ferentiation was focal in a few cells detached from glands, 
whereas in 3 cases, the polarity loss was detected through-
out the entire EMT and the mucin spread into the stroma. 
The mucin plays a crucial role in EMT development. Thus, 
the protein part of transmembrane mucin MUC-1 is con-
sidered to be an oncogene [25]. Hyaluronic acid, which 
is the main component of nonsulfated mucin, may induce 
EMT in tumors [26]. 

 Therefore, cell discogesia and loss of polarity resulting 
from changes in cell contacts may not be the first EMT sign 
in cases of intestinal type GC compared to those of diffuse 
type GC. They are rather characterized by a decrease in cy-
tokeratin expression, a change in cell shape, and a violation 
of polarity with the preservation of glandular morphology.

As we have already stated, many morphologic EMT 
features–separation of cells from each other, acquisition 
of fibroblast-like shape, and expression of mesenchymal 
markers–promote vascular invasion [27]. In our research, 
this process occurred more often in diffuse type GC 
(in 28 out of 31 cases, or 90.3%), less often in mixed type 
GC (in 10 out of 14 cases, or 71.4%), and even less often 
in intestinal type (in 11 out of 19 cases, or 57.8%). At the 
same time, in diffuse and mixed types, complete EMT (with 
vimentin and α-SMA expression) was accompanied by vas-
cular invasion in 96.5% and 100% of cases, respectively. 
In our study, EMT completeness correlated with vascular 
invasion in the diffuse type (Tau=0.802, p<0.01) and in GC 
in general (Tau=0.510, p<0.01).

The relationship between proliferation and EMT is a 
difficult issue. The cell transformation from small signet 
ring to fibroblast-like shape in diffuse type GC occurs in 
basal parts of the mucosa, where, according to B. Humar 
et al. [18], oncogene c­Src activates, proliferation increas-
es, and EMT manifests, which is necessary for malignant 
cells to invade through the muscularis mucosa [19]. In the 
intestinal type, we noted pancytokeratin expression loss 

as an EMT feature, in foci of high proliferative activity. 
Consequently, high proliferative activity is required for 
EMT development. However, malignant cells after EMT 
are noticeable for low proliferative activity, which is typical 
for this process. During embryonic development and or-
ganogenesis there is an interchange of processes of cellular 
proliferation with an increase in their volume throughout 
mesenchymo-epithelial transition (MET) and processes 
of proliferative decreasing and elevated cellular mobility 
in EMT such as gastrulation [3, 4, 6]. In our cases, diffuse 
type GC with spread EMT showed low proliferation index 
(Ki-67<5%), but in 9 cases there were areas of moderate 
proliferative activity, where cell-to-cell connection and E-
cadherin expression were preserved. Probably, these are 
MET foci that may explain tumor growth in the gastric 
wall. It is also established that low proliferative index esti-
mated with Ki-67 correlates with invasiveness, metastases, 
and worst prognosis GC [28].

Conclusion
A large number of EMT inductors and possible post-

translational gene regulation form the basis for the diver-
sity of morphological EMT features and their consequent 
development in different histological types of gastric can-
cer. These inductors activate different pathways and net-
works of signal transduction including many EMT-related 
transcription factors and their cooperation whereas post-
translational gene regulation releases programs of structural 
and functional changes of malignant cells. EMT spread, 
completeness, and speed of development in these types of 
gastric cancer define their clinical behavior. 
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Введение. Заболевания, непосредственно связанные с беременностью, все еще занимают лидирую-
щую позицию в структуре материнской смертности, хотя во многих странах отмечается рост числа 
летальных исходов среди беременных от экстрагенитальной патологии. Значительное число смертей 
в данной группе связано с экологическими факторами, изменением образа жизни и общим ростом 
показателей соматических патологий. Цель исследования – изучить основные причины материнской 
смертности и определить место экстрагенитальной патологии на основании данных патологоанато-
мических вскрытий.
Материалы и методы. В исследование вошли 29 секционных наблюдений, изучены медицинская 
документация, протоколы вскрытия умерших беременных, рожениц и родильниц. Каждая причина 
смерти классифицировалась согласно критериям МКБ-10.
Проведены также клинико-морфологическое исследование с использованием дополнительных ги-
стохимических методов окраски и постановка иммуногистохимических реакций.
Результаты. По данным патологоанатомических исследований, в Москве на долю экстрагениталь-
ной патологии приходится до 40% материнских смертей. Лидирующую позицию занимают болезни 
системы кровообращения, среди которых были зарегистрированы такие заболевания как артерио-
венозная мальформация и аневризма сосудов головного мозга, инфаркт миокарда, порок сердца 
в виде незаращения овального окна межпредсердной перегородки, аневризма аорты и селезеночной 
артерии. Второе место занимают другие уточненные болезни и состояния, осложняющие беремен-
ность; в нашем исследовании в эту группу вошли злокачественные новообразования. На третьем месте 
находятся болезни органов пищеварения, следом за которыми расположены другие болезни крови 
и кроветворных органов и отдельные нарушения с вовлечением иммунного механизма, осложняю-
щие беременность, а также болезни органов дыхания. Единичный случай связан с генерализованной 
вирусной инфекцией.
Заключение. Экстрагенитальная патология остается важной акушерской проблемой, а ведение паци-
енток с системными заболеваниями в ассоциации с беременностью требует мультидисциплинарного 
подхода к лечению.
Ключевые слова: материнская смертность, экстрагенитальная патология, артериовенозная маль-
формация, аневризма сосудов головного мозга, антифосфолипидный синдром
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Введение
Одним из наиболее значимых направлений дея-

тельности Всемирной организации здравоохранения 
является защита материнства. На снижение показате-
лей глобальной материнской смертности (МС) было 
направлено значительное количество ресурсов, что 
дало результаты [1]. Тем не менее стоит отметить, что 
снижение показателей МС было достигнуто главным 
образом за счет уменьшения числа умерших от акушер-
ской патологии, то есть связанной непосредственно с 
патологией беременности и родов. В то же время по-
казатели смертности от экстрагенитальной патологии 
остаются неизменными, а в некоторых странах даже 
отмечен их рост [2, 3]. Во многом это связано с общим 
ухудшением здоровья населения, социально-экономи-
ческой ситуацией в стране, экологической обстановкой, 

повышением психоэмоциональных нагрузок, ростом 
показателей инфекционных заболеваний, и в целом за 
последние 10 лет наблюдается тенденция к росту числа 
соматических заболеваний. По некоторым данным, око-
ло 80% женщин к моменту наступления беременности 
имеют зарегистрированные заболевания той или иной 
группы органов – сердечно-сосудистой, эндокринной 
системы, почек, органов дыхания и гепатобилиарной 
системы. Совершенствование диагностики, раннее 
эффективное и адекватное лечение улучшили прог-
ноз, увеличили продолжительность жизни указанной 
группы пациенток, что привело к снижению частоты 
таких заболеваний в структуре экстрагенитальной па-
тологии. Изменился и репродуктивный возраст, чаще 
стали рожать женщины более старшего возраста, имею-
щие различные приобретенные соматические болезни. 
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Introduction. Diseases directly related to pregnancy are still leading the maternеal mortality structure, al-
though in many countries there is an increase in the number of deaths from extragenital pathology among 
pregnant women. A significant number of lethal cases in this group are associated with environmental factors, 
lifestyle, and the overall increase in somatic diseases. The aim of the study was to determine the main causes 
of maternal mortality and investigate the role of extragenital pathology based on autopsy data.
Materials and methods. The study included 29 autopsy observations. We studied medical records, autopsy 
protocols of deceased pregnant women, women in labor, and puerperant women. Each cause of death was 
classified according to ICD-10. A clinical and morphological study was also carried out using additional 
histochemical and immunohistochemical staining methods.
Results. The data from pathological studies show that in Moscow, extragenital pathology accounts for up to 
40% of maternal deaths. The leading cause of death is circulatory system diseases, including an arteriovenous 
malformation; a myocardial infarction; a congenital heart disease (patent foramen ovale); cerebral, aortic, 
and splenic artery aneurysms. The second most common one is other specified diseases and conditions com-
plicating pregnancy. This group of diseases included malignant neoplasms. Less common causes of death 
are gastrointestinal diseases, other diseases of the blood and blood-forming organs and certain disorders 
involving the immune mechanism that complicate pregnancy, and also respiratory diseases. A single case is 
associated with a generalized viral infection.
Conclusion. Extragenital pathology remains an important obstetric problem, and the management of pregnant 
women with systemic diseases requires a multidisciplinary treatment approach.
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При незначительных ежегодных колебаниях среди но-
зологических причин МС в России экстрагенитальные 
заболевания несколько уступают прямым акушерским 
причинам смерти, причем значимое место в структу-
ре причин материнской смертности в Москве играют 
инфекционные заболевания, в первую очередь ВИЧ-
инфекция [4, 5].

материалы и методы
Статья посвящена изучению проблемы смертности 

от экстрагенитальной патологии. В исследование были 
включены 29 умерших беременных, рожениц и родиль-
ниц, вскрытие которых проводилось на базе патолого-
анатомического отделения московской городской кли-
нической больницы № 31 в период с 2013 по 2019 год. 
Средний возраст умерших – 32 года (от 21 года до 
50 лет). 

Был проведен анализ клинических данных, который 
включал изучение медицинской документации, исто-
рий родов, анамнез соматической патологии, результа-
ты инструментальных и лабораторно-диагностических 
исследований. Патологоанатомическое вскрытие про-
водилось по стандартной методике, микроскопиче-
ское исследование расширено использованием допол-
нительных гистохимических окрасок и применением 
иммуногистохимических реакций.

результаты и обсуждение
Полученные нами результаты подтверждают статис-

тику по России, что говорит о высокой смертности при 
экстрагенитальной патологии от 
заболеваний системы кровообра-
щения (099.4; 14 случаев, 48,3%). 
На второе место выходят другие 
уточненные болезни и состояния, 
осложняющие беременность, де-
торождение и послеродовой пери-
од (099.8; шесть случаев, 20,7%). 
Четыре наблюдения приходятся 
на болезни органов пищеварения 
(099.6; 13,8%). Зарегистрированы 
два летальных исхода от других бо-
лезней крови и кроветворных орга-
нов и отдельных нарушений с во-
влечением иммунного механизма, 
осложняющих беременность, дето-
рождение и послеродовой период 
(099,1; 6,9%). Аналогичное число 
случаев приходится на болезни ор-
ганов дыхания (099.5), единожды 
наблюдался летальный исход от 
вирусной инфекции (098,5; 3,4%) 
(рис. 1).

Заболевания сердечно-сосуди­
стой системы. Общепризнанным 
считается факт, что при беременно-
сти нагрузка на гомеостатические 

системы будущей матери возрастает: снижается общее 
периферическое сосудистое сопротивление, возрастает 
объем циркулирующей крови (ОЦК) на 40–60%, уве-
личивается сердечный выброс на 40–50%, появляется 
плацентарная система кровообращения. Это является 
благоприятной средой как для манифестации скрыто 
протекающей патологии, так и для декомпенсации ра-
боты органов в условиях длительно текущего заболева-
ния [6]. Ведущей причиной МС среди экстрагениталь-
ных патологий являются болезни сердечно-сосудистой 
системы. В данную группу входит широкий спектр 
заболеваний: кардиомиопатии, ишемическая болезнь 
сердца, пороки клапанов сердца, болезни, связанные 
с нарушением проводимости сердца. В особую группу 
входят пациентки с наследственными синдромами по-
ражения соединительной ткани (синд ром Элерса–Дан-
ло, синдром Марфана), поскольку у них значительно 
повышается риск расслоения стенки аорты в ходе бе-
ременности. Последнее чаще всего встречается в 3-м 
триместре и обусловлено сочетанием гормонально 
опосредованных биохимических изменений, влияни-
ем гемодинамических стрессов, вызванных беремен-
ностью, а также несостоятельностью коллагенового 
каркаса стенки аорты [7]. 

В нашем исследовании среди всех случаев МС от 
экстрагенитальной патологии почти половина при-
ходится на болезни системы кровообращения (48%; 
14 наблюдений). 

Аневризма сосудов головного мозга. Значитель-
ная часть материнских смертей связана с разрывами 

Рис. 1. Структура материнской смертности от экстрагенитальной патологии
Fig. 1. Maternal mortality structure associated with extragenital pathology 
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 внутричерепных аневризм, а также кровоизлияниями, 
ассоциированными с артериовенозными мальформа-
циями (АВМ). Среди женщин детородного возраста 
частота встречаемости внутримозговых аневризм со-
ставляет от 1,8 до 8% [8]. Частота распространения 
нетравматических субарахноидальных кровоизлияний 
(САК), ассоциированных с аневризмами, среди бере-
менных, по разным данным, колеблется в пределах от 
трех до 11 случаев на 100 000 [9]. Среди этиологи-
ческих факторов развития аневризмы выделяют гене-
тическую теорию, в пользу которой говорят обнару-
женные хромосомные аномалии и семейный анамнез 
патологии [10]. Также значимыми факторами риска яв-
ляются гемодинамические нарушения и повреждение 
эндотелиальных клеток с последующим повышением 
проницаемости сосудистой стенки и развитием воспа-
лительной реакции. Вопрос о влиянии беременности на 
развитие осложнений внутримозговых аневризм оста-
ется дискутабельным: одни ученые выделяют повы-
шенный ОЦК при беременности как значимый фактор 
риска разрыва сосудистой стенки [11], другие исследо-
ватели показали отсутствие статистически значимого 
повышения частоты САК среди беременных [12].

В шести наблюдениях нами были выявлены не-
травматические субарахноидально-паренхиматозно-
вентрикулярные кровоизлияния, развившиеся в ре-
зультате разрыва аневризмы сосудов головного мозга, 
осложненные вторичными ишемическими инфаркта-
ми, единичными кровоизлияниями с прорывом кро-
ви в желудочки мозга (рис. 2 А). Микроскопическое 
исследование образцов головного мозга показало на-
личие очагов кровоизлияний мягкой мозговой обо-
лочки, обширные фокусы некротических и некробио-
тических изменений, с примесью лейкоцитов, с резко 
полнокровными кровеносными сосудами, с тромбозом 
части сосудов, периваскулярными участками некроза 
и кровоизлияниями (рис. 2 В). При дополнительной 
окраске артерий головного мозга по Маллори и ван Ги-
зону отмечается очаговое истончение стенки с потерей 
мышечного слоя и внутренней эластичной мембраны, 
вокруг кровоизлияния без зерен гемосидерина. 

Артериовенозные мальформации головного мозга 
представляют собой порочно развитые, патологически 
ветвящиеся шунты, объединяющие напрямую, в обход 
капилляров, артерии и вены. Протекая бессимптом-
но, данная патология манифестирует внутримозговым 
кровоизлиянием, зачастую в детородном возрастном 
периоде [13]. Распространенность заболевания в попу-
ляции колеблется от 0,4 до 0,8%, причем большинство 
авторов придерживаются мнения, что беременность не 
влияет на риск развития кровоизлияния из АВМ [14]. 

При изучении четырех наблюдений выявлены внут-
римозговые, паренхиматозно-субдуральные кровоизли-
яния с прорывом в желудочковую систему вследствие 
разрыва АВМ кровеносных сосудов головного мозга. 
При микроскопическом исследовании ткани мозга най-
дены мелкие некрозы и кровоизлияния, выраженный 

перицеллюлярный отек. Участки мальформации пред-
ставлены переплетающимися сосудами крупного, сред-
него и мелкого диаметра, местами располагающимися 
между магистральными сосудами, или образованы бес-
порядочными скоплениями артерий и вен (рис. 3 А). 

Рис. 2. Аневризма сосудов головного мозга. 
 А – внешний вид головного мозга с разрывом 

внутримозговой аневризмы и кровоизлиянием,  
В – обширные кровоизлияния в толще мягкой 
мозговой оболочки. Окраска гематоксилином 
и эозином, ×100

Fig. 2.  Cerebrovascular aneurysm. 
 A – the brain with a ruptured intracerebral aneurysm and 

hemorrhage, B – massive hemorrhages in the pia mater. 
H&E stain, ×100

А

B
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При использовании дополнительных гистохимических 
методов окраски (по Маллори) в области АВМ отме-
чаются неравномерное распределение эластических 
волокон во внутренней и наружной эластических мем-
бранах сосудов, множественные фокусы кальцинатов, а 
также субинтимальные очаги из гипертрофированных 
мышечных клеток – мышечные «подушки» (рис. 3 В).

Инфаркт миокарда. Статистика МС в США по-
казывает крайне низкую частоту возникновения этой 
патологии (1:160 000 беременностей), однако за ис-
следуемый период нами был выявлен один летальный 
исход от острого инфаркта миокарда (ИМ) [15]. Наи-
более частой причиной развития ИМ среди беременных 
является спонтанное расслоение стенки коронарной 
артерии, на втором месте находится атеросклероти-
ческое поражение сосудов, реже встречается тромбоз 
коронарной артерии без признаков атеросклеротиче-
ского поражения [16].

Исследованный нами случай продемонстрировал 
развитие ИМ вследствие спонтанного расслоения 
стенки промежуточной артерии сердца: при патомор-
фологическом исследовании обнаружено разделение 
слоев внутри артериальной стенки посредством ин-
трамуральной гематомы. Повышенная концентрация 
эстрогенов при беременности повышает активность 
матриксных металлопротеиназ в стенке сосудов, что 
приводит к дезорганизации коллагена и появлению фо-
кусов кистозного медианекроза и в целом негативно 
влияет на структурную целостность стенки [17].

Пороки сердца. Несмотря на значительные достиже-
ния в ранней диагностике, а также широкое применение 
хирургических методов лечения, до 2% беременностей 
протекает на фоне существующего порока сердца [18]. 
Наиболее распространенным из врожденных пороков 

сердца (ВПС) является дефект межпредсердной пере-
городки. Длительно существующий межпредсердный 
шунт приводит к хронической перегрузке правых от-
делов сердца, повышает риск предсердной аритмии, 
способствует развитию сердечной недостаточности 
и легочной гипертонии. 

В нашем исследовании был выявлен один случай 
ВПС – незаращение овального окна межпредсердной 
перегородки с дилатацией полостей предсердия с раз-
витием легочного сердца. На вскрытии масса сердца 
достигала 400 г при толщине стенки правого желудоч-
ка 1 см, а левого 1,1 см. В области межпредсердной 
перегородки определялся округлый дефект диаметром 
до 2 см (рис. 4 А). При микроскопическом исследова-
нии обнаружены гипертрофия части кардиомиоцитов 
правого желудочка, фрагментация, гипертрофические 
и атрофические явления мышечных волокон левого 
желудочка с перисосудистым фиброзом, полнокрови-
ем сосудов. Данный случай сопровождался развитием 
гипертензии малого круга кровообращения, что нашло 
отражение при микроскопическом исследовании об-
разцов ткани легкого: мелкие ветви легочной артерии 
(артериолы) с утолщенными стенками и несколькими 
просветами по типу гломусов, периваскулярные мелкие 
лимфоцитарные инфильтраты (рис. 4 В).

Определенный интерес представляют два наблю-
дения патологии сосудистой стенки, обнаруженные 
на секции у умерших беременных женщин. В первом 
случае речь идет об аневризме грудного отдела дуги 
аорты, осложнившейся разрывом и двусторонним 
гемотораксом. Микроскопическое исследование вы-
явило фокусы миксоматоза и медианекроза в стенке 
аорты, что в совокупности с данными анамнеза и со-
путствующими заболеваниями укладывается в картину 

Рис. 3.  Артериовенозные мальформации сосудов головного мозга.
 А – хаотично расположенные скопления тонкостенных сосудов в ткани мозга. Окраска гематоксилином и эозином, ×100. 

B – аномальное распределение эластических волокон в стенке сосудов артериовенозной мальформации.  
Окраска по Маллори, ×200

Fig. 3.  Arteriovenous malformations of cerebral vessels. 
 A – chaotically located clusters of thin-walled plethoric vessels in the brain tissue. H&E stain, ×100.  

B – abnormal distribution of elastic fibers in the vessel wall of arteriovenous malformation. Mallory stain, ×200

А B
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наследственной недифференцированной дисплазии со-
единительной ткани. Во втором наблюдении смерть па-
циентки наступила от разрыва врожденной аневризмы 
селезеночной артерии с образованием забрюшинной 
гематомы и прорывом крови в брюшную полость.

Другие уточненные болезни и состояния, осложня­
ющие беременность, деторождение и послеродовой 
период. Еще одна группа заболеваний, занимающих вто-
рое место среди экстрагенитальной патологии, которая 
зачастую слишком поздно диагностируется и оказывает 
значительное влияние на показатели МС, – это онколо-
гическая патология. Достоверная оценка распростра-

ненности представляется весьма затруднительной, так 
как не существует единого реестра пациенток, а также 
стандартизированных критериев учета. Исследования, 
посвященные исключительно раку во время беремен-
ности, сообщают о показателях заболеваемости 25–27 
на 100 000 беременностей [19]. Трудности диагностики 
онкопатологии во время беременности связаны с тем, 
что многие симптомы могут маскироваться физиологи-
ческими проявлениями беременности либо напоминать 
клинику гестоза [20]. Ситуация усугубляется низкой на-
стороженностью акушеров-гинекологов относительно 
онкологического процесса, что в отдельных случаях 
приводит к гиподиагностике. Рак молочной железы 
(40%), лимфома (12%) и рак шейки матки (10%) явля-
ются наиболее частыми зарегистрированными типами 
онкологии во время беременности [21].

В нашем исследовании были выявлены два случая 
лимфомы (В-крупноклеточная лимфома, Т-лим фо-
бласт ная лимфома средостения), один случай с острым 
миелобластным лейкозом, запущенная форма рака яич-
ников (рис. 5), опухоль головного мозга (астроцитома). 
Еще один диагноз – рак желудка (недифференцирован-
ная карцинома) – был поставлен лишь у секционного 
стола. 

Болезни органов пищеварения. Среди болезней же-
лудочно-кишечного тракта наибольшую опасность 
для беременных представляют поражения печени 
и поджелудочной железы. По разным данным, диаг-
ноз «панкреатит» встречается с частотой от 1:1000 до 
1:12 000 беременностей, а смертность может дости-
гать 3,6% [22]. Возникновение панкреатита, а также 
приступы обострения у беременных наиболее часто 
ассоциированы с желчнокаменной болезнью и на-
рушением моторно-эвакуаторной функции билиар-
ного тракта. Среди болезней печени лидирующую 
позицию занимает цирроз. Во время беременности 
для матери существует риск ухудшения синтетиче-
ской функции печени и печеночной декомпенсации, 
включая развитие асцита, кровотечения из варикозно 
расширенных вен и энцефалопатии [23]. Смертность 
у беременных женщин с циррозом достигает 1,6%, 
а примерно в 10% диагностируется декомпенсация 
работы печени [24].

В нашем исследовании выявлены два наблюдения с 
панкреонекрозом (рис. 6 А). При патоморфологическом 
исследовании поджелудочной железы и парапанкреа-
тической клетчатки на всем протяжении железы обна-
ружены мелкие и крупные очаги жирового некроза с 
небольшой инфильтрацией нейтрофилами (рис. 6 В). 
В одном случае был диагностирован цирроз печени, 
который подтвердился при микроскопическом исследо-
вании в виде нарушения долькового строения с интен-
сивным фиброзом и формированием узлов регенера-
ции (ложных долек с захватом нескольких печеночных 
долек – мультилобулярно), состоящих из пролифери-
рующих гепатоцитов с матовой цитоплазмой и про-
низанных соединительнотканными прослойками и не-

Рис. 4.  Порок сердца.
 А – внешний вид межпредсердной перегородки 

сердца с дефектом, B – легочные артериолы 
с гипертрофированными стенками по типу гломусов. 
Окраска гематоксилином и эозином, ×200

Fig. 4.  Congenital heart disease.
 A – cardiac atrial septum with a defect,  

B – pulmonary arterioles with glomus-type  
hypertrophiс walls. H&E stain, ×200

А

B
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Рис. 5.  Рак яичника. 
 А – внешний вид печени с метастазом рака яичника, 

В – метастаз рака яичника (опухоль желточного 
мешка) в печень. Окраска гематоксилином и эозином, 
×100. С – иммуногистохимическое исследование ткани 
опухоли с антителами к PLAP, ×200

Fig. 5.  Ovarian cancer. 
 A – the liver with metastatic ovarian cancer. Gross image, 

B – metastasis of ovarian cancer (yolk sac tumor) to the 
liver. H&E stain, ×100. С – immunohistochemical assay 
with PLAP antibodies in the tumor tissue, ×200

А B

C

Рис. 6.  Острый панкреатит.
 А – внешний вид поджелудочной железы с фокусами 

стеатонекроза, B – участки коагуляционного некроза 
паренхимы поджелудочной железы.  
Окраска гематоксилином и эозином, ×100

Fig. 6.  Acute pancreatitis. 
 A – the pancreas with steatonecrosis foci.  

Gross image, B – coagulation necrosis areas in the 
pancreatic parenchyma. H&E stain, ×100

А B
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большой инфильтрацией лимфоцитами. В синусоидах 
ложных долек отмечалась капилляризация синусоидов.

Из этой группы обращает на себя внимание инте-
ресный и довольно редкий случай с генерализованным 
пародонтитом, гингивитом и остеомиелитом альвео-
лярных отростков обеих челюстей при наличии карие-
са, осложнившийся одонтогенным сепсисом, септиче-
ским шоком, что подтвердилось при дополнительном 
бактериологическом исследовании крови из правого 
предсердия (Streptococcus, beta-haem. Group G). 

Другие болезни крови и кроветворных органов 
и отдельные нарушения с вовлечением иммунного ме­
ханизма, осложняющие беременность. За семилетний 
период исследования диагноз «антифосфолипидный 
синдром» был поставлен в двух случаях. Антифосфо-
липидный синдром (АФС) представляет собой аутоим-
мунное состояние, которое характеризуется тромбо-
эмболическими явлениями и/или неблагоприятными 
исходами беременности в присутствии устойчивых 
циркулирующих антифосфолипидных антител. Анти-
тела при этом заболевании направлены против отри-
цательно заряженных фосфолипидов или фосфоли-
пид-белковых комплексов. Хотя антифосфолипидные 
антитела могут быть обнаружены у 1–5% от общей 
популяции, АФС диагностируется с предполагаемой 
частотой около 40–50 на 100 000 беременностей [25].

Патогенез тромбоза при АФС изучен недостаточно 
хорошо и включает взаимодействие многочисленных 
клеток и факторов. Основное звено патогенеза осно-
вано на активации эндотелиальных клеток, что приво-
дит к провоспалительному и прокоагулянтному состо-
янию эндотелия с повышенной агрегацией лейкоцитов. 
Другие механизмы подразумевают участие моноцитов, 
тканевого фактора, фактора XI, тромбоцитов, аннек-
сина и каскада комплемента, а также ингибирование 
фибринолитической и антикоагулянтной систем [26]. 
В настоящее время эксперты считают, что связывание 
антител с β2-гликопротеином I опосредует окислитель-
ный стресс, что приводит к разрушению клеточных 
мембран [27]. Еще один механизм предполагает, что не-
благоприятные исходы при АФС связаны с трофоблас-
тическим повреждением и сниженной васкуляризацией 
плаценты с последующей плацентарной недостаточно-
стью [28]. Нами данный диагноз был подтвержден бла-
годаря наличию выраженного тромбогеморрагического 
синдрома (тромбоцитопения, флеботромбоз нижних 
конечностей, тромбоэмболия ветвей легочной артерии, 
тромбоз сосудов миометрия), а также положительно-
му анализу на волчаночный антикоагулянт (рис. 7 А). 
Микроскопически определялись признаки окклюзии 
сосудов в трех и более органах с наличием разных по 
составу тромбов (белые, эритроцитарные) (рис. 7 В). 

Болезни органов дыхания. Определенные анатомо-
физиологические изменения, происходящие с дыха-
тельной системой, такие как высокое стояние диафраг-
мы, снижение экскурсии, уменьшение дыхательной 
поверхности легких, создают благоприятные условия 

для проникновения инфекционных агентов в дыха-
тельную систему [29]. Материнская смертность от вне-
больничной пневмонии хотя и остается значительной, 
снизилась благодаря использованию антибиотиков до 
4% и в большинстве наблюдается у пациенток с сопут-
ствующими заболеваниями [30]. Наиболее распростра-
ненные бактериальные агенты, выявляемые при вос-
палительных заболеваниях легких среди  беременных, 
включают Streptococcus pneumoniae в 17% случаев 

А

B

Рис. 7.  Антифосфолипидный синдром.
 А – внешний вид ткани легкого с множественными 

геморрагическими инфарктами, В – множественные 
смешанные тромбы в просвете легочных артериол. 
Окраска гематоксилином и эозином, ×100

Fig. 7.  Antiphospholipid syndrome. 
 A – lung tissue with multiple hemorrhagic infarctions. 

Gross image, B – multiple mixed blood clots in the 
pulmonary arterioles’ lumens. H&E stain, ×100
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и Haemophilus influenzae, обнаруженные в 6% наблюде-
ний. Вирусная пневмония во время беременности диаг-
ностируется примерно в 5% случаев, причем наиболее 
распространенными вирусными возбудителями явля-
ются ветряная оспа и грипп. Другие идентифицирован-
ные организмы включают Mycoplasma, Staphylococcus 
aureus, Legionella pneumophila, Klebsiella pneumoniae 
и Pseudomonas. Грибковые и протозойные организмы 
также могут приводить к легочной инфекции во время 
беременности, обычно поражая пациенток с ослаблен-
ным иммунитетом [31].

Нами зарегистрированы два наблюдения с двусто-
ронней внебольничной бактериальной пневмонией 
(рис. 8 А). Возбудителем пневмонии в одном случае по-
служила Klebsiella pneumonia, в другом диплококковая 
флора, причем во втором наблюдении пневмония раз-
вилась на фоне наркомании (героиновая зависимость). 
Микроскопическое строение легочной ткани в обоих 
случаях характеризовалось отеком, десквамацией аль-

веолярного эпителия и выраженным лейкоцитарно-ма-
крофагальным инфильтратом (рис. 8 В).

Выводы
Результаты нашего исследования подтверждают 

ведущую роль заболеваний системы кровообраще-
ния в структуре материнской смертности в Москве за 
2013–2019 годы. Значительная часть болезней сердеч-
но-сосудистой системы у таких пациенток является 
врожденной, что требует постоянного наблюдения 
и тщательной оценки рисков беременности. Остав-
шаяся часть заболеваний из этой группы зачастую 
протекает бессимптомно, что создает значительные 
сложности в своевременной диагностике. Опреде-
ленную трудность в диагностике представляет группа 
онкологических заболеваний у беременных, требу-
ющих онконастороженности со стороны акушеров. 
Важная роль отводится своевременной диагностике 
такого грозного осложнения беременности как анти-
фосфолипидный синдром, для подтверждения кото-
рого обязательно серологическое исследование. Таким 
образом, необходимость организации эффективного 
терапевтического наблюдения пациенток с экстраге-
нитальной патологией, готовящихся стать матерями, 
во всех возрастных и физиологических периодах их 
жизни очевидна и относится к наиболее актуальным 
вопросам современного здравоохранения.
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PU.1 – ядерный маркер иммунокомпетентных клеток 
опухолевой стромы при колоректальном раке
О.В. Ковалева1, А.Н. Грачев1, П.А. Подлесная1, М.А. Рашидова1, Д.В. Самойлова1,  
Н.Ю. Соколов1, З.З. Мамедли1, Д.А. Кудлай2, Н.Е. Кушлинский1

1 ФГБУ Национальный медицинский исследовательский центр онкологии имени Н.Н. Блохина Минздрава России,  
Москва, Россия

2  ФГАОУ ВО Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова Минздрава России 
(Сеченовский университет), Москва, Россия

Введение. Макрофаги, ассоциированные с опухолью (МАО), традиционно считаются проопухолевым 
фактором, способствующим росту многих новообразований. Тем не менее для колоректального рака 
(КРР) прогностическая значимость МАО до конца не определена, что может быть связано с отсутстви-
ем маркеров макрофагов, подходящих для данной опухоли. Цель исследования – изучение экспрессии 
ядерного маркера стромальных клеток PU.1 в КРР и ее ассоциации с клинико-морфологическими 
характеристиками опухолей.
Материалы и методы. Иммуногистохимическим методом проведен анализ экспрессии PU.1, CD68 
и CD20 в 85 первичных опухолях пациентов с КРР. Для определения статистически значимых раз-
личий в независимых группах использовали критерий Манна–Уитни. Корреляционный анализ экс-
прессии исследуемых белков проводили с помощью определения коэффициента ранговой корреляции 
Спирмена. Статистически достоверными считали различия при р<0,05.
Результаты. Экспрессия PU.1 и CD68 обнаружена в клетках стромы опухолей в 100% образцов, а 
CD20 – в 87%. Показано, что при КРР все CD68+ или CD20+ клетки экспрессируют PU.1, при этом 
PU.1 и CD20 статистически значимо ассоциированы со стадией заболевания (p=0,036; p=0,002) и на-
личием регионарных метастазов (p=0,022; p=0,007). Отмечена статистически значимая связь экспрес-
сии PU.1 в опухоли с наличием отдаленных метастазов и локализацией новообразования в толстой 
кишке (p=0,031; p=0,022). Для CD20 также показана значимая ассоциация маркера с размером КРР 
(p=0,025). Экспрессия CD68 не связана с клинико-морфологическими характеристиками КРР. Кроме 
того, количество PU.1+ клеток в опухолях статистически значимо положительно коррелирует с CD68 
(r=0,231, p=0,036) и CD20 (r=0,267, p=0,015).
Заключение. Результаты проведенного исследования свидетельствуют о том, что PU.1 можно рас-
сматривать в качестве независимого маркера благоприятного прогноза при КРР.
Ключевые слова: колоректальный рак, экспрессия CD20, CD68, PU.1, макрофаги, B-клетки
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PU.1 is a nuclear factor of immunocompetent cells of tumor stroma in colorectal cancer
O.V. Kovaleva1, A.N. Gratchev1, P.A. Podlesnaya1, M.A. Rashidova1, D.V. Samoilova1,  
N.Yu. Sokolov1, Z.Z. Mamedli1, D.A. Kudlay1, N.E. Kushlinskii1

1 N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology of the Ministry of Health of Russia, Moscow, Russia
2 I.M. Sechenov First Moscow State Medical University of the Ministry of Health of Russia (Sechenov University), Moscow, Russia

Introduction. Tumor-associated macrophages (TAMs) are traditionally considered to be a pro-tumor fac-
tor that promotes the growth of various tumors; however, for colorectal carcinomas (CRC), the prognostic 
significance of TAMs has not been fully determined, which may be due to the lack of macrophage markers 
suitable for this tumor type. The aim of this work was to study the expression of the nuclear marker of stromal 
cells PU.1 in colorectal tumors and its association with the clinical and morphological tumor characteristics.
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Введение
Изучение противоопухолевого иммунитета стало 

неотъемлемой частью исследований, посвященных 
биологии рака. Активность иммунной системы может 
как защищать от возникновения опухолей, так и спо-
собствовать их появлению и развитию [1]. Макрофа-
ги, ассоциированные с опухолью (МАО), традиционно 
счиаются проопухолевым фактором, способствующим 
росту многих новообразований [2]. Для колоректаль-
ного рака (КРР) прогностическая значимость МАО до 
конца не определена, но некоторые исследователи рас-
сматривают их как фактор благоприятного прогноза 
для данного типа опухолей [3, 4]. Высокий уровень 
инфильтрации опухолей Т-клетками для многих ти-
пов новообразований, включая КРР, является фактором 
благоприятного прогноза [5, 6]. Инфильтрация опухоли 
CD20+ B-клетками считается благоприятным прогнос-
тическим фактором рака молочной железы, шейки 
матки, а также немелкоклеточного рака легкого [7–9]. 
Для КРР инфильтрация опухоли CD20+ клетками также 
может быть фактором благоприятного прогноза [10]. 

PU.1 представляет собой транскрипционный фак-
тор, играющий важную роль в гемопоэзе. Экспрессия 
PU.1 необходима для нормального гемопоэза и на-
блюдается в различных гемопоэтических клетках, 
включая CD34+ клетки, макрофаги, B-лимфоциты, 
нейтрофилы, тучные клетки, ранние эритробласты 
и остеокласты. PU.1 регулирует экспрессию важных 
миелоидных генов, таких как рецепторы M-CSF, G-CSF 

и GM-CSF. Уровень экспрессии PU.1 определяет раз-
витие клетки-предшественника в макрофаг, грануло-
цит или B-лимфоцит. Низкий уровень экспрессии PU.1 
ассоциирован с B-клеточной дифференцировкой, в то 
время как высокий уровень экспрессии данного бел-
ка стимулирует развитие макрофагов. Опубликовано 
всего два исследования, посвященных экспрессии 
PU.1 в солидных опухолях и ее прогностической зна-
чимости [11, 12].

Так как PU.1 экспрессируется в разных типах кле-
ток воспалительного инфильтрата опухолей, в пред-
ставленном нами исследовании впервые проведено 
комплексное изучение экспрессии CD20, CD68 и PU.1 
в опухолях пациентов с КРР, проанализирована их связь 
с клиническими и морфологическими характеристика-
ми заболевания.

материалы и методы
В исследование были включены 85 первичных па-

циентов с КРР, проходивших обследование и лечение 
в Национальном медицинском исследовательском 
центре онкологии им. Н.Н. Блохина. Все процедуры, 
выполненные в исследовании, соответствуют стандар-
там этического комитета организации, Хельсинкской 
декларации 1964 года и ее последующим изменениям. 
От каждого включенного в исследование участника 
получено добровольное информированное согласие. 
Клинический диагноз у всех пациентов подтвержден 
данными морфологического исследования опухоли со-

Materials and methods. We performed an immunohistochemical analysis to assess the expression of PU.1, 
CD68, and CD20 in 85 primary CRCs. The Mann-Whitney test was used to determine statistically significant 
differences in independent groups. Correlation analysis of the expression of the studied protein was carried 
out by determining the Spearman’s rank correlation coefficient. Differences were considered statistically 
significant at p <0.05.
Results. We analyzed the expression of PU.1, CD68, and CD20 in CRC and detected positive PU.1 and 
CD68 expressions in tumor stromal cells in all of the studied samples. Expression of CD20 was observed in 
87% of cases. We showed that in colorectal tumors all CD68+ or CD20+ cells express PU.1 and that PU.1 
and CD20 were significantly associated with the disease stage (p=0.036 and p=0.002) and the presence or 
absence of regional metastases (p=0.022 and p=0.007). In addition, PU.1 showed a significant correlation 
with the distant metastases’ presence and tumor localization (p=0.031 and p=0.022). Higher content of PU.1 
was typical for colon tumors without metastases. CD20 also showed a significant association with tumor size 
(p=0.025). No significant correlations with clinical and morphological features were found for CD68. We 
also demonstrated that the number of PU.1+ cells in tumors significantly positively correlates with CD68 
(r=0.231, p=0.036) and CD20 (r=0.267, p=0.015).
Conclusion. The results of this study indicate that PU.1 can be considered as an independent marker of a 
favorable prognosis in CRC patients.
Keywords: colorectal cancer, expression, CD20, CD68, PU.1, macrophages, B-cells
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гласно Международной гистологической классифика-
ции опухолей пищеварительной системы (ВОЗ, 2019), 
у всех выявлена аденокарцинома толстой кишки. Де-
тальное описание исследуемой выборки представлено 
в таблице 1.

Иммуногистохимический анализ
Иммуногистохимическое (ИГХ) исследование экс-

прессии CD68, PU.1 и CD20 выполнено по стандартной 
методике на срезах опухолевой ткани. Для демаски-
ровки антигена использовали Tris-EDTA буфер pH 9,0 
(«ПраймБиоМед», Россия). Первичные антитела к PU.1 
(4G6; «ПраймБиоМед», Россия, разведение 1:200), 
CD68 (GR021, 61-0184 Genemed, СШA, разведение 
1:100) и CD20 (RM272, SAB5600082, Sigma-Aldrich, 
СШA, разведение 1:1000) инкубировали в течение 
30 минут. Использовали систему детекции PrimeVision 
Ms/Rb HRP/DAB (78-310004, «ПраймБиоМед», Россия) 
и двухцветную систему детекции Power Stain Ms/HRP – 
Rb/AP (52-0023, Genemed, СШA) согласно инструкци-
ям производителя.

Полученные препараты оценивали с помощью микро-
скопа BX53 (Olympus, Япония), камеры INFINITY2-2C 
(Lumenera, Канада) и программного обеспечения 
Infinity analyze (Lumenera, Канада). Экспрессию CD68, 
PU.1 и CD20 оценивали в строме опухоли. В каждом 
случае оценку количества CD68, PU.1 и CD20 положи-
тельных клеток осуществляли при ×400 в 5 независи-
мых полях зрения путем прямого подсчета. Содержа-
ние CD68, PU.1 и CD20 в строме опухоли выражали 
как среднее значение количества клеток в поле зрения.

Статистический анализ
Статистический анализ полученных результатов 

проводили с использованием пакета статистических 
программ GraphPad Prizm v. 9. Проверку вариацион-
ных рядов на нормальность производили с помощью 
критериев Колмогорова–Смирнова и Д’Агостино. Для 
определения статистически значимых различий в неза-
висимых группах использовали критерий Манна–Уит-
ни. Корреляционный анализ экспрессии исследуемых 
белков проводили с помощью определения коэффици-
ента ранговой корреляции Спирмена. Статистически 
достоверными считались различия при р<0,05.

результаты
Экспрессия PU.1, CD20, CD68  
в опухолях пациентов с КРР

Экспрессию PU.1 и CD68 выявили в 100% ис-
следованных образцов КРР, а CD20 – в 87% случаев  
(74 из 85). Анализ результатов исследования показал, 
что среднее содержание PU.1+ клеток в образце состав-
ляет 28,7 (3,2–67,2) клетки в поле зрения. Содержание 
CD68+ клеток составило 25,6 (9,6–44,8) в поле зрения, 
CD20+ клеток – 10,3 (2,6–57,4). Таким образом, B-клетки 
обнаружены в опухолях пациентов с КРР в значительно 
меньшем количестве по сравнению с другими типами 

клеток воспалительного инфильтрата. Распределение 
содержания клеток между образцами и примеры ИГХ 
окрашивания представлены на рисунке 1.

Из приведенных фотографий следует, что CD68+ 
макрофаги располагаются равномерно в строме опу-
холи. CD20+ клетки могут как диффузно локализо-
ваться в строме опухоли, так и образовывать очаговые 
лимфоидные инфильтраты. CD20+ плазмоцитарные 
лимфоидные инфильтраты обнаружены в 55% образ-
цов (47 из 85). PU.1 экспрессируется разными типами 
клеток, преиму щественно макрофагами и B-клетками 
с различной интенсивностью. Макрофаги характери-
зуются максимальной экспрессией PU.1 по сравнению 
с B-клетками.

Далее провели попарное двойное окрашивание 
PU.1/CD20 и PU.1/CD68 для того, чтобы определить, 
экспрессируют ли PU.1 все CD20+ и CD68+ клетки. Ре-
зультаты окрашивания представлены на рисунке 2.

Проведенный анализ показал, что все CD68+ или 
CD20+ клетки экспрессируют PU.1.

Таблица 1 | Table1
Клинико-морфологические характеристики  

пациентов с КРР | 
Clinical and pathological features of 85 CRC patients

Характеристика | 
Feature

Абс. (Отн.) | 
Abs. (Relative)

Возраст | Age
≤60
>60

30 (35%)
55 (65%)

Пол | Sex
мужской | male
женский | female

46 (54%)
39 (46%)

Стадия заболевания | Stage
I–II
III–IV

57 (67%)
28 (33%)

Размер первичной опухоли |  
Primary tumor size
T1–2
T3–4

27 (32%)
58 (42%)

Наличие регионарных метастазов |  
Nodal status
N–
N+

62 (73%)
23 (27%)

Наличие отдаленных метастазов | 
Metastases
M–
M+

73 (86%)
12 (14%)

Степень дифференцировки опухоли | 
Tumor grade
G1
G2/3 

21 (25%)
64 (75%)

Локализация опухоли |  
Tumor localization
прямая кишка | rectum
толстая кишка | colon

30 (35%)
55 (65%)
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Рис. 1.  Экспрессия CD68, PU.1 и CD20 в строме КРР.
 А – распределение содержания CD68+, PU.1+ и CD20+ клеток у 80 пациентов с КРР, B – пример индивидуального 

окрашивания CD68, PU.1 и CD20 в строме КРР (×100)
Fig. 1.  CD68, PU.1, and CD20 expression in the CRC stroma.
 А – distribution of infiltrating CD68+, PU.1+, and CD20+ cells in the cohort of 80 CRC patients, B – staining pattern illustration 

of CD68, PU.1, and CD20 in the CRC stroma (×100)

АА

в

Рис. 2.  Двойное окрашивание PU.1/CD20 и PU.1/CD68 в строме опухолей пациентов с КРР. PU.1 – коричневое окрашивание, 
CD20 и CD68 – красное окрашивание (×100, правая панель ×400)

Fig. 2.  Double staining PU.1/CD20 and PU.1/CD68 in the CRC stroma. PU.1 – brown staining, CD20 and CD68 – red staining (×100, 
right panel ×400)
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Ассоциация содержания CD68, PU.1 и CD20 
c клиническими и морфологическими 
характеристиками КРР

Провели анализ содержания CD68, PU.1 и CD20 по-
ложительных клеток в строме КРР с учетом основных 
клинико-морфологических характеристик заболевания. 
Результаты представлены в таблице 2.

Показано, что PU.1 и CD20 статистически значимо 
ассоциированы со стадией КРР и наличием регионарных 
метастазов, при этом для начальных стадий заболевания 
и при отсутствии метастазов в лимфоузлах наблюдали 
большее количество PU.1+ и CD20+ клеток. Помимо это-
го, для PU.1 выявлена статистически значимая связь мар-
кера с наличием отдаленных метастазов и локализацией 
новообразования в толстой кишке. Большее количество 
PU.1+ клеток характерно для опухолей толстой кишки 
при отсутствии метастазов. Для CD20 также показана 

статистически значимая ассоциация маркера с разме-
ром опухоли. Для CD68 не выявлены значимые связи с 
основными клиническими и морфологическими харак-
теристиками КРР. Необходимо отметить, что наличие 
в опухоли CD20+ очаговых лимфоидных инфильтратов 
не связано с клинико-морфологическими характеристи-
ками КРР (данные не представлены).

Провели корреляционный анализ экспрессии PU.1, 
CD20 и CD68 в опухолях пациентов с КРР. Результаты 
представлены в таблице 3.

На основании анализа полученных данных следует 
отметить, что содержание PU.1+ клеток в КРР стати-
стически значимо положительно коррелирует с CD68 
(r=0,231, p=0,036) и CD20 (r=0,267, p=0,015). Кроме 
того, необходимо указать на положительную корре-
ляционную связь между содержанием CD68+ и CD20+ 
клеток в строме КРР.

Таблица 2 | Table 2
Ассоциация содержания PU.1, CD20 и CD68 с учетом клинических и морфологических характеристик КРР | 

PU.1, CD20, and CD68 associated with clinical and morphological features of CRC

Факторы | Factors N PU.1 CD20 CD68

Среднее 
(мин.–макс.) |

Mean 
(min–max)

p Среднее  
(мин.–макс.)|

Mean 
(min–max)

p Среднее  
(мин.–макс.) |

Mean 
(min–max)

p

Возраст | Age
≤60
>60

30
55

26,74 (5,2–64,6)
29,71 (3,2–67,2)

0,293
8,17 (0–28,4)
8,22 (0–57,4)

0,995
23,77 (0–40,6)
26,5 (9,6–44,8)

0,188

Пол | Sex
мужской | male
женский | female

46
39

29,39 (5,2–67,2)
27,8 (3,2–64,6)

0,666
7,16 (0–22)

9,44 (0–57,4)

0,717
24,4 (0–44,2)
26,3 (12–44,8)

0,476

Стадия заболевания | Stage
I–II
III–IV

57
28

30,52 (3,2–67,2)
24,88 (5,2–64,6)

0,036
9,8 (0–57,4)
4,8 (0–19,2)

0,002
25,3 (0–44,8)

25,13 (12–40,6)

0,690

Размер опухоли | 
Tumor size
T1–T2
T3–T4

27
58

30,24 (5,8–61)
27,92 (3,2–67,2)

0,451

10,1 (0–28,4)
7,29 (0–57,4)

0,025

24,2 (0–44,2)
25,7 (9,6–44,8)

0,608

Наличие регионарных 
метастазов | Nodal status
N0
N+

62
23

30,64 (3,2–67,2)
23,32 (5,2–57,2)

0,022

9,4 (0–57,4)
4,8 (0–19,2)

0,007

25 (0–44,8)
25,9 (16–40,6)

0,744

Наличие отдаленных 
метастазов | Metastases
M0
M+

73
12

29,63 (3,2–67,2)
22,77 (5,2–64,6)

0,031

8,7 (0–57,4)
4,8 (0–14,2)

0,087

25,6 (0–44,8)
23 (12–33,6)

0,148

Степень дифференцировки 
опухоли | Tumor grade
G1
G2/3

21
64

29,11 (12,6–61)
28,51 (3,2–67,2)

0,849

9,9 (0–57,4)
7,62 (0–28,4)

0,543

23,6 (0–44,8)
25,8 (9,6–44,2)

0,295

Локализация опухоли |  
Tumor localization
прямая кишка | rectum
толстая кишка | colon

30
55

23,95 (5,2–53,2)
31,23 (3,2–67,2)

0,022

7,88 (0–57,4)
8,79 (0–28,4)

0,538

25 (0–44,8)
25,6 (12–44,2)

0,672
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обсуждение
КРР является актуальной проблемой современной 

онкологии, требующей разработки новых терапевтиче-
ских стратегий. Ввиду повсеместного распространения 
иммунотерапевтических методов лечения в последнее 
время все больше внимания уделяют исследованию со-
става опухолевого микроокружения. С одной стороны, 
большое число научных работ посвящено опухольассо-
циированным фибробластам, а с другой – иммунному 
компоненту стромы опухоли. Анализируя воспалитель-
ный инфильтрат, в большинстве работ исследовали ма-
крофаги, ассоциированные с опухолью. Прогностиче-
ская роль количества МАО при КРР неоднозначна. Так, 
одни исследователи выявили связь МАО с прогрессией 
заболевания [13], в то время как другие указывают на 
их благоприятную прогностическую значимость [3]. 
Помимо исследования макрофагов большое число ра-
бот посвящено анализу прогностической значимости 
различных типов Т-клеток в опухолях [14]. По дан-
ным литературы, изучение инфильтрации опухоли 
В-клетками при КРР представлено небольшим числом 
исследований, при этом высокое содержание B-клеток 
в опухоли чаще ассоциировано с благоприятным прог-
нозом заболевания [10]. PU.1 относится к семейству 
транскрипционных факторов E26, необходимых для 
развития иммунной системы, и кодируется геном Spi1. 
PU.1 участвует в гемопоэзе, его экспрессия определяет 
развитие лимфоидных и миелоидных клеток, в осо-
бенности макрофагов, гранулоцитов, дендритных кле-
ток, а также играет важную роль в дифференцировке 
иммунных клеток по лимфоидному типу. Высокий 
уровень экспрессии PU.1 характерен для миелоидных 
клеток [15], в то время как B-клетки экспрессируют его 
в меньшем количестве [16]. Несколько более низкий 
уровень экспрессии маркера отмечен в гранулоцитах, 
мегакариоцитах, тучных клетках и незрелых клетках 
эритроидного ряда. Зрелые Т-лимфоциты не экспрес-
сируют PU.1. В контексте солидных опухолей изучение 
прогностической и клинической значимости экспрес-
сии PU.1 проведено для рака молочной железы и гли-
ом [11, 12], причем для обеих нозологий показана связь 
экспрессии маркера с прогрессией и неблагоприятным 

прогнозом. Учитывая тот факт, что PU.1 продуцируется 
как макрофагами, так и B-клетками, нами проведено 
комплексное исследование экспрессии PU.1+, CD68+ 
и CD20+ клеток в строме КРР. Анализ полученных 
нами данных выявил высокий уровень инфильтрации 
опухолей у пациентов с КРР иммунными клетками. 
Содержание макрофагов в опухоли в целом было зна-
чительно больше по сравнению с B-клетками. Кроме 
того, обнаружено, что все клетки, экспрессирующие 
на своей поверхности общий макрофагальный маркер 
CD68 и маркер B-клеток – CD20, также экспрессируют 
PU.1. На основании этого можно сделать вывод, что все 
макрофаги и B-клетки, инфильтрирующие КРР, PU.1 
положительны. Дополнительно провели корреляцион-
ный анализ и выявили, что содержание PU.1+ клеток 
в опухолях статистически значимо положительно кор-
релирует с CD68 (r=0,231, p=0,036) и CD20 (r=0,267, 
p=0,015). Необходимо отметить, что не все PU.1+ клет-
ки экспрессируют CD68 или CD20, что свидетельствует 
о наличии в опухоли дополнительной популяции PU.1+ 
клеток. Таким образом, оценка экспрессии PU.1 в опу-
холи может служить самостоятельным прогностиче-
ским фактором при КРР независимо от CD68 и CD20. 
Проведенный анализ содержания PU.1+, CD68+ и CD20+ 
клеток и их ассоциации с клиническими и морфоло-
гическими характеристиками КРР показал, что PU.1 
и CD20 статистически значимо ассоциированы со ста-
дией заболевания и наличием регионарных метастазов. 
Для начальных стадий заболевания и при отсутствии 
метастазов в лимфоузлах наблюдается большее количе-
ство PU.1+ и CD20+ клеток, что согласуется с данными 
литературы о благоприятном влиянии большого коли-
чества CD20+ клеток на течение заболевания [17]. По-
мимо этого, для PU.1 показана статистически значимая 
корреляционная связь с наличием отдаленных метаста-
зов и локализацией новообразования в толстой кишке. 
Большее содержание PU.1 характерно для опухолей 
толстой кишки и при отсутствии метастазов. Для CD20 
также показана значимая ассоциация с размером опу-
холи – новообразования меньшего размера содержат 
большее количество B-клеток. Для CD68 ассоциации 
с клинико-морфологическими характеристиками КРР 
не выявлены. Полученные данные свидетельствуют 
в пользу того, что экспрессию PU.1 в КРР можно рас-
сматривать как независимый фактор благоприятного 
прогноза.

Заключение
В настоящем исследовании показано, что во всех ко-

лоректальных карциномах присутствуют значительные 
количества иммунокомпетентных клеток, экспресси-
рующих ядерный маркер, характерный для макрофа-
гов, гранулоцитов и В-клеток, – PU.1, а также маркер 
макрофагов – CD68 и В-клеток – CD20. Количество 
PU.1+ клеток коррелировало с клинико-морфологи-
ческими характеристиками опухоли, указывающими 
на благоприятный прогноз заболевания; аналогичные 

Таблица 3 | Table 3
Корреляционный анализ экспрессии PU.1, CD20 и CD68 | 

PU.1, CD20, and CD68 expression correlation analysis

Маркеры | Markers PU.1 CD20 CD68

PU.1
r
p

0,333
0,002

0,231
0,036

CD20
r
p

0,333
0,002

0,267
0,015

CD68
r
p

0,231
0.036

0,267
0,015
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корреляции выявили и для количества CD20+ клеток. 
При этом для CD68 такие корреляции не наблюдали. 
Таким образом, маркер PU.1 у пациентов с КРР следует 
рассматривать как независимый стромальный фактор 
благоприятного прогноза.
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морфологическая характеристика сперматогенеза у крыс 
после прицельного облучения разными дозами электронов
Г.А. Демяшкин1,2
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Введение. Одной из современных проблем человечества является развитие мужского бесплодия. По 
последним оценкам, от данного заболевания страдают 186 миллионов человек в мире, а его распро-
страненность увеличивается по мере взросления. Данные литературы по влиянию лучевой терапии 
на мужскую репродуктивную систему неоднозначны. За последнее десятилетие научно-технический 
прогресс определенно ускорил развитие методов лучевой терапии, и в связи с появлением новых 
аппаратов возникает необходимость тщательного подбора новых режимов дозирования. Цель иссле-
дования – морфологическая оценка сперматогенеза после прицельного облучения разными дозами 
электронов (экспериментальное исследование). 
Материалы и методы. Крыс породы Вистар (n=70) однократно подвергали прицельному ионизиру-
ющему облучению на импульсном ускорителе электронов NOVAC 11 дозами 2 Гр, 4 Гр, 6 Гр, 8 Гр, 
10 Гр и 12 Гр и через неделю оценивали сперматогенез при помощи метода световой микроскопии.
Результаты. В образцах крыс опытных групп выявили уменьшение количества половых клеток, 
признаки дегенеративных изменений и лизиса сперматид и сперматозоидов, а также появление интен-
сивных пикнотичных ядер у первичных сперматоцитов, резкое снижение количества сперматогоний, 
клеток Сертоли и Лейдига без изменения их структуры. Наиболее глубокое поражение канальцев, 
вплоть до аплазии сперматогенного эпителия и обширной вакуолизации, наблюдали в группах об-
лучения 8–12 Гр.
Заключение. В семенниках прослеживаются дозозависимые прогрессирующие патоморфологические 
изменения гистоархитектоники, уменьшение количества сперматогоний и других половых клеток уже 
на 7-е сутки после облучения импульсным ускорителем электронов NOVAC 11.
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Morphological features of spermatogenesis in rats after targeted irradiation  
with electrons of variable doses
G.A. Demyashkin1,2

1 National Medical Research Radiological Centre of the Ministry of Health of Russia, Moscow, Russia
2 I.M. Sechenov First Moscow State Medical University of the Ministry of Health of Russia (Sechenov University), Moscow, Russia

Introduction. Today, a primary concern of humanity is male infertility. Recent figures suggest that the disease 
affects 186 million people worldwide, and its prevalence increases as men get older. In literature the radiation 
therapy effect on the male reproductive system is debated. Over the past decade, scientific and technological 
progress has definitely accelerated the development of the radiation therapy methods, and as new devices have 
emerged, there is a need to carefully select new dosing regimens. The aim of the experimental study was to 
evaluate morphological spermatogenesis indicators after targeted irradiation with electrons of variable doses.
Materials and methods. Wistar rats (n=70) were once subjected to targeted ionizing irradiation on a pulsed 
electron accelerator NOVAC 11 with doses of 2 Gy, 4 Gy, 6 Gy, 8 Gy, 10 Gy, and 12 Gy, and a week later 
spermatogenesis was assessed with light microscopy.
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Одна из современных проблем человечества – раз-
витие мужского бесплодия. По последним оценкам, от 
данного заболевания страдают 186 миллионов человек 
в мире, а его распространенность увеличивается по 
мере взросления [1, 2]. Кроме того, мужское бесплодие 
является причиной более чем половины всех случаев 
бездетности в мире [3]. Полиэтиологичность этой но-
зологии, сложность патогенеза, а также функциональ-
ное взаимодействие яичка с другими регуляторными 
внутри органными системами создают большие труд-
ности в разработке адекватных методов лечения [4].

Среди факторов риска мужского бесплодия особое 
внимание следует уделить радиоактивному воздейст-
вию. Люди, находящиеся в зонах радионуклидного за-
грязнения вблизи объектов атомной промышленности 
или переживающие последствия прошлых техноген-
ных катастроф, могут подвергаться внешнему облу-
чению в разных дозах. 

В клинической практике с успехом применяются 
методы лучевой терапии при лечении злокачественных 
новообразований. Злокачественное поражение орга-
нов репродуктивной системы занимает лидирующие 
позиции в структуре онкологической смертности. На 
рак яичек приходится 1% злокачественных новооб-
разований (ЗНО) у мужчин. Однако, несмотря на не-
большой процент, в 2018 году было зарегистрировано 
9310 новых случаев, из-за чего рак яичек остается са-
мой распространенной сóлидной опухолью у мужчин 
в возрасте 20–34 лет [5].

Возвращаясь к упоминавшейся ранее лучевой 
терапии, следует сказать, что она в последние годы 
получила наиболее широкое распространение среди 
способов лечения ЗНО яичек. Ее применение возмож-
но как внешне (дистанционная лучевая терапия), так 
и внутренне (брахитерапия). 

В дистанционной лучевой терапии применяются 
следующие установки: кобальтовые аппараты, подво-
дящие гамма-излучение высокой энергии, линейные 
ускорители электронов, производящие как высокоэнер-

гетическое тормозное излучение, так и прямое облу-
чение электронами, а также установки с более редким 
излучением, таким как ионное, протонное и нейтрон-
ное [6]. Преимуществом прицельной радиотерапии 
является минимизация риска повреждения соседних 
органов при использовании максимально возможной 
облучающей дозы. Поскольку показатели эффектив-
ности лучевой терапии высоки, для пациентов обычно 
ожидается благоприятный прогноз и увеличение про-
должительности жизни.

Тем не менее с внедрением новых диагностических 
и лечебных методов рентгенологии и радиологии вста-
ет вопрос об их безопасности. Применение лучевой 
терапии влечет за собой негативные последствия для 
организма человека [7], поэтому подбор оптимальных 
доз излучения, их своевременная корректировка и ни-
велирование токсичности данной терапии – ключевые 
моменты, которые влияют на оптимизацию лечения 
и становятся все более важными задачами современной 
онкологии. 

Данные литературы по влиянию лучевой терапии 
на мужскую репродуктивную систему неоднозначны. 
С одной стороны, лучевая терапия (ЛТ) доказанно 
влечет за собой риск возникновения бесплодия [8]. 
С другой стороны, известно, что сперматогонии типа А 
иногда выживают после ЛТ, что позволяет в конечном 
счете наблюдать восстановление сперматогенеза [9].

Результаты исследований свидетельствуют о бо-
лее агрессивном воздействии прицельной радиации 
в сравнении с общим облучением, однако они не дают 
конкретного ответа на вопросы, как быстро происходит 
апоптоз мужских гамет, на каких стадиях сперматоге-
неза они наиболее уязвимы и как долго сохраняются 
эти патоморфологические признаки.

Несмотря на многочисленные теории и предположе-
ния по данным вопросам, все существующие экспери-
ментальные модели нуждаются в усовершенствовании. 
За последнее десятилетие научно-технический прогресс 
определенно ускорил развитие методов лучевой тера-

Results. In the experimental groups, we revealed a decrease in the number of germ cells; signs of degenera-
tive changes and lysis of spermatids and spermatozoa; the appearance of intense pyknotic nuclei in primary 
spermatocytes; and a sharp decrease in the number of spermatogonia and Sertoli and Leydig cells without 
change in their structure. In the irradiation groups of 8–12 Gy, there was the deepest damage to the tubules, 
up to spermatogenic epithelium aplasia, and extensive vacuolization. 
Conclusion. In the testes, we observed dose-dependent progressive pathological changes in tissue structure 
as well as a decrease in the number of spermatogonia and other germ cells on day 7 after irradiation with a 
pulsed electron accelerator NOVAC 11.
Keywords: electron irradiation, male infertility, spermatogenesis, seminal globs
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пии, и в связи с появлением новых аппаратов возникает 
необходимость тщательного подбора новых режимов 
дозирования, а значит, моделирование нарушений спер-
матогенеза у лабораторных животных с использованием 
минимальных доз радиации является ключевой задачей 
для подробного изучения данной проблемы.

Цель исследования – морфологическая оценка спер-
матогенеза после прицельного облучения разными до-
зами электронов (экспериментальное исследование). 

материалы и методы
Экспериментальное исследование проводили на 

базе Медицинского радиологического научного центра 
имени А.Ф. Цыба.

Животные для исследования in vivo. Самцов крыс 
Вистар (масса 220±20 граммов; возраст 9–10 недель; 
n=70) содержали в виварии при контролируемой тем-
пературе (+22°С) и световом периоде (12L:12D) со сво-
бодным доступом к воде и стандартному корму. Крысы 
случайным образом были разделены на контрольную 
(I; n=10) и опытные (II–VII; n=10 в каждой) группы 
в зависимости от дозы однократного прицельного об-
лучения электронами тазового сегмента в проекции 
семенников: II – 2 Гр, III – 4 Гр, IV – 6 Гр, V – 8 Гр, 
VI – 10 Гр и VII – 12 Гр.

Все манипуляции осуществляли согласно Между-
народным рекомендациям по проведению медико-био-
логических исследований с использованием животных 
(ЕЭС, Страсбург, 1985), Европейской конвенции о за-
щите позвоночных животных, используемых для экспе-
риментов или в иных научных целях (ЕЭС, Страсбург, 
1986), Руководствам по проведению медико-биологи-
ческих исследований по уходу и использованию лабо-
раторных животных (ILAR, DELS), Правилам лабора-
торной практики и приказу Минздрава России № 199н 
от 01.04.2016 «Об утверждении правил лабораторной 
практики». Исследование было одобрено локальным 
этическим комитетом ФГАОУ ВО Первый МГМУ 
им. И.М. Сеченова Минздрава России (Сеченовский 
Университет), протокол  № 043 от 11.08.2020 г.

Облучение проводили в отделе радиационной био-
физики МРНЦ им. А.Ф. Цыба на импульсном ускори-
теле электронов NOVAC 11 (Sordina IORT Technologies, 
Италия). Данная установка позволяет получить пучок 
электронов с энергией 4, 6, 8, 10 МэВ; пучок возможно 
отколимировать до Ø 30–100 мм с шагом по 10 мм; час-
тоту бенчей в пучке можно регулировать от 1 до 24 Гц с 
шагом по 1 Гц. Исходя из представленных требований, 
для облучения были выбраны энергия 10 МэВ и частота 
9 Гц, размер поля – Ø 100 мм. Согласно проведенным 
дозиметрическим исследованиям, пучок электронов с 
такой энергией проникает на глубину не более 50 мм 
в водно-эквивалентном материале (рис. 1 A). Данный 
выбор позволяет гарантированно провести облучение 
зоны интереса требуемой дозой, а поле Ø 100 мм дает 
возможность уменьшить паразитную дозу на соседние 
ткани.

Перед облучением крысам опытных групп одно-
кратно вводили кетамин (50 мг/кг, внутримышечно) 
и ксилазин (5 мг/кг, внутрибрюшинно). Крыс под ане-
стезией помещали на предметный стол по одной, в по-
ложении лежа на спине, с расставленными в стороны 
лапами, чтобы в зону облучения попадали семенни-
ки, а легкие и сердце оставались в зоне радиацион-
ной тени (рис. 1 В). Тубус подводили к облучаемой 
области таким образом, чтобы его срез находился не 
выше 2 мм от кожи, а сам тубус был перпендикулярен 
ее плоскости.

Животных всех групп (I–VII) через 7 дней выводили 
из эксперимента путем введения высоких доз анесте-
тика. После плановой эвтаназии у крыс были изъяты 
семенники согласно дизайну эксперимента.

Морфологический блок. После извлечения оценива-
ли внешний вид семенников и состояние паренхимы на 
разрезе (кровенаполнение, воспалительные изменения, 
атрофия и т.д.), взвешивали (масса в граммах и отно-
шение массы семенников к массе тела) и измеряли. 
Затем семенники нарезали  параллельно сагиттальной 
плоскости через каждые 2 мм, фиксировали в растворе 
Буэна, после проводки (аппарат гистологической про-
водки тканей, Leica Biosystems, Германия) заливали 

Рис. 1.  Методика облучения крыс.  
А – изменение поглощенной дозы по глубине водно-
эквивалентного материала при облучении электронами 
с энергией 10 МэВ на ускорителе NOVAC 11,  
В – модель расположения крысы при облучении 
на ускорителе электронов NOVAC 11

Fig. 1. Irradiation technique in a rat model.  
А – change in the absorbed dose by the depth of water-
equivalent material when irradiated by electrons with an 
energy of 10 MeV at the NOVAC 11 accelerator,  
В – model of the rat location when irradiated  
at the NOVAC 11 electron accelerator

А

B
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в парафиновые блоки, из которых готовили серийные 
срезы (толщина 2 мкм), депарафинировали, дегидра-
тировали и окрашивали гематоксилином и эозином для 
гистологического исследования. 

Морфологический и морфометрический анализ 
проводили в 10 случайно выбранных полях зрения 
микроскопа при ×100 и ×400 в четырех рандомных сре-
зах с каждого образца, перемещая предметные стекла с 
равными интервалами вдоль осей X и Y, с использова-
нием полуавтоматического анализатора изображения. 
Цифровые изображения гистологических срезов для 
морфометрических исследований получали с помо-
щью системы видеомикроскопии (микроскоп Leica 
DM3000, Германия; камера DFC450 C; компьютер 
Platrun LG), а морфометрические данные – с исполь-
зованием программного обеспечения для обработки 
и анализа изображений Leica Application Suite (LAS) 
Version 4.9.0 (рис. 2 A–C). В каждом из полей рассчи-
тывали следующие параметры: площадь и диаметр из-
витых семенных канальцев, высота сперматогенного 
эпителия (калибровочной решеткой и линейным изме-
рительным зондом), подсчет клеток сперматогенного 
эпителия в одном извитом семенном канальце, клеток 
Сертоли и Лейдига.

Сперматогенный цикл крыс, включающий в себя 
14 последовательных стадий и характеризующийся 
определенным количеством половых клеток в сочета-
нии с фазой развития сперматид, оценивали по мето-
дике Клермонта с соавторами [10]. При этом гаметы 
идентифицировали по месту расположения в той или 
иной клеточной ассоциации и хорошо изученным ци-
тологическим параметрам ядер (диаметр, характер рас-
пределения хроматина и хромосом).

Оценку сперматогенного эпителия проводили с ис-
пользованием критериев С. Джонсона [11]: 10 баллов – 
физиологический сперматогенез; 9 – дезорганизация 
сперматогенного эпителия, много поздних сперматид; 
8 – сперматозоидов в семенном канальце ≤5, единич-
ные поздние сперматиды; 7 – сперматозоиды и поздние 
сперматиды отсутствуют, много ранних сперматид; 

6 – сперматозоиды и поздние сперматиды отсутству-
ют, единичные ранние сперматиды; 5 – сперматозо-
иды и сперматиды отсутствуют, много сперматоци-
тов; 4 – сперматозоиды и сперматиды отсутствуют, 
единичные сперматоциты; 3 – только сперматогонии; 
2 – отсутствие половых клеток, только клетки Серто-
ли; 1 балл – отсутствие элементов сперматогенного 
эпителия (тубулярная атрофия/аплазия).

Статистический анализ. Полученные данные об-
рабатывали при помощи компьютерной программы 
SPSS 12.0 (IBM Analytics, США). Все данные представ-
лены как M±m. Гипотезу нормальности распределения 
значений в выборках проверяли при помощи теста Кол-
могорова–Смирнова, после чего использовали t-тест 
Стьюдента для малых выборок, непараметрический 
U критерий Манна–Уитни и точный критерий Фишера. 
Различия между выборками считались статистически 
значимыми при р<0,05.

результаты
Масса тела животных всех экспериментальных 

групп уменьшилась в среднем на 25% по сравнению с 
массой крыс контрольной группы.

Масса и объем семенников значительно уменьши-
лись во всех группах, в 2,0 раза и более, после облу-
чения электронами по сравнению с контрольной, что 
составляет в среднем 0,4% потери от общей массы тела 
(р<0,05) (табл. 1).

После облучения электронами во всех опытных 
группах (II–VII) обнаружили снижение площади 
 семенных канальцев, их диаметра, а также высоты 
сперматогенного эпителия по сравнению с образцами 
нормальных семенников (табл. 2). Большинство се-
менных канальцев соответствовало преимущественно 
III, а также II и IV типам сперматогенного цикла.

При световой микроскопии срезов семенников крыс 
контрольной группы наблюдали нормальную гисто-
архитектонику с физиологическим сперматогенезом; 
оценка по С. Джонсону – 10±0,82 балла (табл. 2, 3, 
рис. 3).

Рис. 2.  Морфометрические данные семенников с использованием программного обеспечения для обработки и анализа 
изображений Leica Application Suite (LAS).

 A, B – сравнительные измерения семенных канальцев, C – измерение семенных шаров.  
Окраска гематоксилином и эозином, ×100

Fig. 2.  Мorphometric data of testes using Leica Application Suite (LAS) image processing and analysis software.
  A, B – comparative measurements of seminal tubules, C – measurement of seminal globules, H&E stain, ×100

А B С
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В семенниках крыс опытных групп выявили умень-
шение количества половых клеток, признаки дегенера-
тивных изменений и лизиса сперматид и сперматозои-
дов, а также появление пикнотичных ядер у первичных 
сперматоцитов; резкое снижение количества сперма-
тогоний, клеток Сертоли и Лейдига без изменения 
их структуры (табл. 3). Сперматогенный эпителий 
сморщен, в межканальцевом пространстве интерсти-
циальный отек и стаз в просветах кровеносных сосу-
дов, лимфатические сосуды расширенные. Наиболее 
глубокое поражение канальцев, вплоть до аплазии 
сперматогенного эпителия и обширной вакуолизации, 
наблюдали в группах облучения 8–12 Гр. Прогресси-
ровали деструкция и сморщивание канальцев, аплазия 
эпителия и его вакуолизация (табл. 2, рис. 5).

В образцах группы облучения дозой 2 Гр на 
долю поврежденных семенных канальцев (площадь 
28079,84 мкм2, диаметр 189,083 мкм; p<0,05) с дезор-

Таблица 2 | Table 2
Морфометрические данные семенных канальцев после облучения электронами, p<0,05 | 

Morphometric data of seminal tubules after electron irradiation, p<0.05

Доза облучения, гр | 
Radiation dose, Gy

Площадь семенных 
канальцев, мкм2 |  

Area of seminiferous tubules, 
µm2

Диаметр семенных  
канальцев, мкм | 

Diameter of the seminiferous 
tubules, µm

высота сперматогенного  
эпителия, мкм | 

Height of spermatogenic  
epithelium, µm

Контроль | Control 224151,32±44,3 344,4±34,4 110,9±13,05

2 173252,09±11,07 310,57±5,1 68,2±12,67

4 96743,16±6,4 293,08±33,2 63,1±61,7

6 50844,94±6,1 243,85±28,5 44,3±57,3

8 43783,46±7,1 228,19±35,4 39,4±15,9

10 37423,12±7,1 219,74±35,4 33,5±61,7

12 32396,19±7,1 207,34±35,4 27,9±61,7

Таблица 1 | Table 1 
Масса и объем семенников  

при разных дозах облучения, p<0,05 |  
The weight and volume of testes at different  

exposure doses, p<0.05

группы | 
Groups

вес  
семенников, г | 
Testes weight, g

Объем  
семенников | 
Testes volume 

Контроль| 
Control

1,5±0,1 1397,5±140,3

2 Гр | 2 Gy 0,8±0,05 688,3±74,2
4 Гр | 4 Gy 0,75±0,06 598,7±87,5
6 Гр | 6 Gy 0,68±0,09 530,5±68,3
8 Гр | 8 Gy 0,55±0,05 463,0±43,1
10 Гр | 10 Gy 0,48±0,05 456,5±47,4
12 Гр | 12 Gy 0,44±0,08 449,0±46,2

Рис. 3.  Семенник крысы контрольной группы.  
Окраска гематоксилином и эозином, ×400

Fig. 3.  The rat testes in the control group. H&E stain, ×400

Таблица 3 | Table 3
Оценка сперматогенеза по С. Джонсону, при p<0,05 | 
Assessment of spermatogenesis according to the Johnsen 

system, p<0.05

Доза 
облучения, гр | 
Radiation dose, 

Gy

Доля канальцев 
с аплазией | 

Proportion of tubules 
with aplasia

Оценка канальцев 
по С. Джонсону, 

баллы |  
Johnsen, score

Контроль | 
Control

0 10,0±0,8

2 1/8 8,0±0,4
4 1/6 7,0±0,4
6 1/4 5,5±0,4
8 1/3 5,0±0,1
10 1/2 4,0±1,1
12 2/3 3,0±1,1
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ганизацией эпителия и потерей полярности клеток 
приходилось до 1/8 части семенника (1–2 попереч-
ных среза канальцев в поле зрения); средний балл по 
С. Джонсону – 8,0±0,4 при p<0,05 (табл. 3). 

В микропрепаратах семенников группы облучения 
дозой 4 Гр дегенерации подверглась почти 1/6 всех 
семенных канальцев (3–4 поперечных среза в поле 
зрения), появились вакуолизированные первичные 
сперматоциты. Количество сперматид снижено, спер-
матозоиды отсутствуют; средний балл по С. Джонсо-
ну – 7,00±0,4 при p<0,05 (табл. 3). 

В образцах семенников группы 6 Гр просвет ка-
нальцев расширен и заполнен клеточным детритом 
(дегенерированные половые клетки), четкие границы 
между клетками сперматогенного эпителия потеряны. 
Подобные изменения наблюдались в 1/4 части всех ка-
нальцев (5–7 поперечных срезов в поле зрения). Тем не 
менее количество сперматоцитов, а также клеток Сер-
толи и Лейдига снижено незначительно по сравнению с 
предыдущими опытными образцами (табл. 4); средний 
балл по С. Джонсону – 5,5±0,4 при p<0,05 (табл. 3).

В группе облучения 8 Гр в 1/3 семенных каналь-
цев наблюдали появление высокодегенерированных 
сперматид и сперматоцитов, объединенных в се-
менные шары (площадь 0,7 мкм2, диаметр 0,9 мкм; 
p<0,05) – крупные структуры с множественными 

пикнотичными ядрами и интенсивно окрашенной ок-
сифильной цитоплазмой (7–8 поврежденных каналь-
цев в поле зрения). Площадь единичных первичных 
сперматоцитов составила 0,8 мкм2 при p<0,05, а диа-
метр 0,9 мкм при p<0,05, что в 1,1 раза больше, чем 
в норме. Средний балл по С. Джонсону – 5,00±0,1 при  
p<0,05 (табл. 3). 

При 10 Гр вакуолизированные сперматоциты с 
опустошенной цитоплазмой обнаружены почти в по-
ловине семенных канальцев. В большинстве половых 
клеток наблюдали пузырчатость ядерной мембраны, 
кариопикноз и гетерохромазию ядер. При этом часть 
первичных сперматоцитов утратила связь с клетка-
ми Сертоли и находилась в просвете канальца в виде 
детрита. Кроме того, количество клеток Сертоли 
и Лейдига снижено, их цитоплазма бледная, отечная, 
с пикнотическими ядрами. Средний балл по С. Джон-
сону – 4,00±1,1 при p<0,05 (табл. 3). Семенные шары 
были крупнее в сравнении с группой облучения 8 Гр 
(площадь 1,0 мкм2, диаметр 1,1 мкм), наблюдали также 
патологические митозы (рис. 4).

Самые крупные вакуоли сперматоцитов обнару-
жили в семенных канальцах группы облучения дозой 
12 Гр (площадь сперматоцитов достигала 3,71 мкм2 
при p<0,05). Количество семенных шаров возросло 
вдвое, их размер варьировал от 0,859 мкм2 до 8 мкм2, 

Таблица 4 | Table 4
Количество половых клеток в семенных канальцах при облучении разными дозами электронов, при p<0,05 |  

The number of germ cells in the seminal tubules under electron irradiation at different doses, p<0.05

Доза облучения, гр | 
Radiation dose, Gy

Сперматогонии (А и в) | 
Spermatogonia (A and B)

Сперматоциты | 
Spermatocytes

Сперматиды | 
Spermatids

Клетки Сертоли | 
Sertoli cells

Клетки Лейдига | 
Leydig cells

Контроль | Control 117,0±0,31 110,0±0,11 163,0±0,13 12,0±0,2 8,0±0,06

2 42,0±0,11 105,0±0,1  150,0±0,2 10,0±0,5 7,0±0,07

4 40,0±0,2 90,0±0,1 124,0±0,11 9,0±0,2 6,0±0,2

6 38,0±0,2 78,0±0,3  – 9,0±0,11 6,0±0,22

8 25,0±0,13 68,0±0,2 – 9,0±0,1 5,0±0,07

10 18,0±0,1 55,0±0,13 – 8,0±0,1 5,0±0,2

12 14,0±0,13 43,0±0,13 – 8,0±0,5 5,0±0,07

Рис. 4. Семенной каналец при облучении 
10 Гр: A – семенные шары (площадь 
6,43 мкм2, диаметр 2,4 мкм; p<0,05); 
B – митоз в первичном сперматоците. 
Окраска гематоксилином и эозином 
×100

Fig. 4. Seminal tubule under 10-Gy 
irradiation: A – seminal balls on the 
left (area 6.43 mm2, diameter 2.4 mm; 
p<0.05); B – mitosis within primary 
spermatocyte. H&E stain, ×100

А B
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гр | Gy Scan ×200 ×400

I группа |
Control

2 гр |
2 Gy

4 гр |
4 Gy

6 гр | 
6 Gy

Рис. 5. Семенники крыс экспериментальных групп при разных дозах облучения. Окраска гематоксилином и эозином
Fig. 5. Rat testes in experimental groups at variable radiation doses. H&E stain
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Рис. 5. Семенники крыс экспериментальных групп при разных дозах облучения. Окраска гематоксилином и эозином
Fig. 5. Rat testes in experimental groups at variable radiation doses. H&E stain

гр | Gy Scan ×200 ×400

8 гр | 
8 Gy

10 гр | 
10 Gy

12 гр | 
12 Gy

Окончание

что в 5,0–10,0 раза больше, чем площадь первичного 
сперматоцита. Размеры аплазированных семенных 
канальцев существенно меньше (площадь 14123,72 
мкм2, диаметр 76,142 мкм; высота сперматогенного 
эпителия 14,2±12,1 при p<0,05), чем в предыдущих 
группах; в связи с этим наблюдали увеличение ин-
терстициального компонента семенников с отеком. 
В этой группе чаще встречались патологические 
митозы. Повреждение семенных канальцев соста-
вило 3/4. Средний балл по С. Джонсону – 3,00±1,1  
при p<0,05 (табл. 3).

обсуждение
В настоящей экспериментальной работе впер-

вые  изучено воздействие прицельного облучения 
электронами с энергией 10 МэВ в различных дозах 
на сперматогенез крыс. Актуальность проведенного 
исследования обусловлена появлением в онкологи-
ческой практике современных аппаратов для луче-
вой терапии и необходимостью подбора правильных 
режимов дозирования, а также созданием наиболее 
перспективных моделей по изучению нарушений  
сперматогенеза. 
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При использовании лучевой терапии в лечении зло-
качественных опухолей часто происходит повреждение 
ДНК половых клеток [8, 12]. В связи с этим необходимо 
повышать безопасность облучения и сведение к мини-
муму нежелательных побочных эффектов, что является 
одной из ключевых задач современной радиотерапии. 

В настоящей работе шесть опытных групп (II–VII) 
подвергались однократному прицельному облучению 
электронами в дозах 2, 4, 6, 8, 10 и 12 Гр, соответ-
ственно, после чего были проведены морфологический 
и морфометрический анализ, результаты которого про-
демонстрировали прогрессирующее снижение коли-
чества и площади семенных канальцев, уменьшение 
толщины сперматогенного эпителия, снижение числа 
половых клеток, особенно выраженно эти признаки 
наблюдали при сублетальных дозах. 

Полученные нами результаты в целом находят от-
ражение в последних исследованиях в области радио-
логии, хотя имеются и некоторые существенные от-
личия. По данным литературы, в семенниках мышей, 
прицельно облученных умеренными дозами (око-
ло 4 Гр), только половые клетки на премейотических 
стадиях переходят в состояние апоптоза [13]. Однако 
есть исследования, в которых уже при 2 Гр прицель-
ного облучения (линейный ускоритель Elekta, модель 
Synergy) истощается пул сперматид и сперматозои-
дов, то есть постмейотическая стадия сперматогене-
за [14]. Аналогичный эффект достигается при 4 Гр 
общего облучения [15]. При прицельном облучении 
в дозе 2 Гр (на кобальтовой установке Theatron 780C, 
Atomic Energy of Canada Limited, Kanata, ON, Кана-
да) дегенерации и аплазии подверглись половые клет-
ки как на пре-, так и на постмейотических стадиях  
развития [16].

В настоящей работе при использовании импульс-
ного ускорителя электронов NOVAC 11 обнаружено 
в первую очередь снижение количества сперматогоний 
при минимальной дозе облучения. Подобный эффект 
сопровождался появлением пикнотичных ядер. Тем не 
менее семенные канальцы сохранили свою целостность 
и структурированность сперматогенного эпителия. На-
блюдаемый эффект можно объяснить более «мягким» 
воздействием электронов на ткани семенника и им-
пульсным воздействием в отличие от гамма-облучения.

Повышение дозы до 4 и 6 Гр проявлялось еще 
бóльшим усугублением аплазии и появлением вакуо-
лизированных сперматоцитов и клеточного детрита 
в просвете семенных канальцев.

В то время как дозу 6 Гр при прицельном облучении 
можно считать пограничной, дозы 8, 10 и 12 Гр оказы-
вают крайне негативное влияние на сперматогенез [15]. 

Описанное некоторыми авторами появление деге-
нерированных сперматоцитов и сперматид при общем 
гамма-облучении дозами 8–10 Гр [15] в данном случае 
наблюдалось при прицельном облучении 8 Гр: при ука-
занной дозе нарушается не только премейотический 
этап сперматогенеза, но и постмейотический. О тяже-

лой деструкции сперматогенного эпителия свидетель-
ствуют образование семенных шаров и дислокация ва-
куолизированных сперматоцитов в просвет семенных 
канальцев, а также наличие клеток с пикнотическими 
ядрами. Аналогичные результаты были получены дру-
гими исследователями [17]. Вероятно, при повышении 
облучающей дозы до сублетальной нивелируются не-
которые различия между мощным гамма-облучением 
и более слабым – ускорителем электронов, вследствие 
чего используемая высокая доза проявляется одинаково 
негативно при обоих видах облучения. 

Возможно, доза 8 Гр является не только сублеталь-
ной, но и фатальной для большинства половых кле-
ток – выявленная конденсация гетерохроматина в ядрах 
сохранившихся гамет при дозе облучения 10 Гр говорит 
об индуцированном радиацией повреждении ДНК [18]. 
Данные признаки обычно встречаются при воздействии 
низких доз прицельного облучения (<5 Гр), но при ис-
пользовании других установок [13]. Скорее всего, при 
облучении электронами на ускорителе NOVAC 11 поро-
говая доза значительно выше в связи с более щадящим 
режимом дозирования. 

При кобальтовом гамма-облучении в дозе 14 Гр 
(установка Shohada-E-Tajrish) некоторые авторы со-
общали об отсутствии половых клеток в большинстве 
семенных канальцев или наличии лишь недифферен-
цированных сперматогоний в базальном отсеке [19]. 
Практически аналогичная морфологическая картина 
в настоящем исследовании наблюдалась при дозе 
12 Гр, однако сперматогенный потенциал все еще со-
хранялся.

Таким образом, можно предположить, что эффекты 
облучения, степень и глубина поражения сперматоген-
ного эпителия являются дозозависимыми. Другие не 
менее важные факторы эффективности облучения – вид 
излучения (бета-облучение, гамма-облучение и т.д.), 
его направленность (общее, прицельное), активность 
и сила установки, а также стадия сперматогенеза. 
Данное предположение подтверждается результатами 
морфометрического анализа – снижением массы семен-
ников, диаметра семенных канальцев и высоты спер-
матогенного эпителия из-за уменьшения количества 
дифференцированных половых клеток, что зависит от 
характера радиационного воздействия при разных ре-
жимах дозирования [19, 20].

Заключение
В семенниках прослеживаются дозозависимые про-

грессирующие патоморфологические изменения гисто-
архитектоники, уменьшение количества сперматого-
ний и других половых клеток уже на 7-е сутки после 
облучения. С повышением дозы облучения увеличи-
вается количество клеток с пикнозом ядер. Наличие 
в базальном отделе семенных канальцев единичных 
низкодифференцированных сперматогоний говорит о 
возможном восстановлении сперматогенеза даже при 
суб- и летальных дозах облучения электронами, то есть 
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данный процесс можно считать обратимым, а также 
использовать в качестве модели гипосперматогенеза. 
Зафиксированные морфологические изменения спер-
матогенеза при воздействии импульсного ускорителя 
электронов NOVAC 11 являются более щадящими в от-
личие от других ранее используемых установок.
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перестройка структурных компонентов дермы крысы 
в условиях дерматотензии
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Введение. Дерматотензия известна как один из эффективных способов получения материала для 
закрытия обширных дефектов при аллопластике и хорошо зарекомендовала себя в разных областях 
хирургии, косметологии и травматологии. При этом остается актуальным вопрос перестройки кож-
ного лоскута при растяжении и возможного предела применения такого метода. В связи с этим целью 
настоящего исследования стало изучение адаптационных перестроек волокнистого остова дермы 
крысы в условиях дерматотензии. 
Материалы и методы. Материалом для настоящего исследования послужила кожа половозрелых 
крыс – самцов линии Вистар (n=30) после ее двухнедельного растяжения. Изучение кожи проводи-
лось при помощи комплексного морфологического подхода с применением световой, электронной 
микроскопии, а также иммуногистохимического метода для определения типов коллагена. 
Результаты. В ходе проведенного исследования выявлены выраженные реактивные изменения 
структурных компонентов кожи в области дерматотензии. На 14-й день от начала эксперимента на-
блюдались уменьшение толщины клеточных слоев эпидермиса, растяжение волокнистых структур 
дермы, частичная дезорганизация и их повреждение. Одновременно происходил запуск клеточных 
механизмов регенерации и активации коллагеногенеза, морфологическим субстратом которого стало 
достоверное увеличение, в 2,7 раза, численной плотности фибробластов, вырабатывающих вещества 
для построения волокнистых структур, 5-кратное увеличение макрофагов, являющихся катализатором 
функциональной деятельности фибробластов, и перераспределение типов коллагеновых волокон с 
преобладанием структур коллагена III типа. 
Заключение. Полученные результаты свидетельствуют о перестройке прежде всего волокнистого 
компонента дермы, заключающейся в репаративно-восстановительных процессах, которые необхо-
димо учитывать в клинической практике для достижения не только эстетического эффекта, но и по-
следующего адекватного функционирования и жизнедеятельности кожного лоскута.
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structural dermis remodeling in a skin expansion rat model
E.S. Mishina1, M.A. Zatolokina1, M.V. Mnikhovich2 
1 Kursk State Medical University, Kursk, Russia
2 Research Institute of Human Morphology, Moscow, Russia

Introduction. Skin expansion is known to be the most effective way to obtain skin for alloplastic closing 
of large defects, and it has proven to be successfully used in various fields of surgery, cosmetology, and 
traumatology. At the same time, the issues of skin flap restructuring when it is stretched and possible range 
of its application are still relevant. In this regard, the aim was to study the adaptive skin rearrangements of 
the fibrous skeleton in a murine skin expansion model.
Materials and methods. We used the skin of mature male Wistar rats (N=30) after a 2-week stretching. We 
utilized a complex morphological light and electron microscopy approach as well as an immunohistochemi-
cal method to determine the types of collagen and to study the alterations in skin samples. 
Results. We revealed pronounced reactive changes in the skin structural components in the skin expansion 
area. On day 14, we observed a decrease in the epidermal cell layer thickness as well as stretching, partial 
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Введение
Использование кожи в качестве аллопластического 

материала получило широкое применение в лечении 
различных хирургических патологий. Для получения 
кожного лоскута основными методами являются ис-
пользование аппарата Илизарова или баллонных ме-
тодик [1–6]. В доступной нам литературе приведены 
в основном результаты, наблюдаемые в клинической 
практике, и отсутствуют данные о морфологических 
изменениях кожи в результате растяжения [7–19]. 

В связи с этим целью работы стало изучение адап-
тационной перестройки волокнистого остова дермы 
крысы в условиях дерматотензии.

материалы и методы
Материалом для исследования стала кожа перед-

ней поверхности голени 30 лабораторных животных – 
крыс-самцов линии Вистар, которым через 5 суток 
после флексионной остеоклазии берцовых костей 
осуществляли удлинение голени при помощи аппарата 
Илизарова с суточным темпом 0,5 мм за четыре приема. 
Животных выводили из эксперимента через 14 суток 
дистракции. В качестве контроля исследовали кожный 
покров интактных животных.

Все животные находились в стандартных условиях 
в соответствии с санитарно-эпидемиологическими тре-
бованиями к устройству, оборудованию и содержанию 
экспериментально-биологических клиник (вивариев) 
(утверждены постановлением главного государствен-
ного санитарного врача Российской Федерации от 
29.08.2014 № 51). Уход и содержание, а также выведе-
ние животных из эксперимента осуществлялись в со-
ответствии со стандартами, описанными директивой 
2010/63/EU Европейского парламента и совета Евро-
пейского союза от 22 сентября 2010 года по охране 
животных, используемых в научных целях, а также пра-
вилами, утвержденными приказом Минздрава России 
от 01.04.2016 № 199н «Об утверждении правил над-
лежащей лабораторной практики». 

Для световой микроскопии материал фиксировали 
в 10% водном растворе нейтрального формалина. За-

ливку в парафин и микротомирование осуществляли по 
стандартным прописям. Срезы толщиной 5–7 мкм окра-
шивали гематоксилином и эозином, по методу Маллори. 

Для определения типов коллагена препараты, окра-
шенные сириусом красным, исследовали в поляризо-
ванном свете с использованием поляризационного 
микроскопа Altami Polar 2 («Альтами», Россия) при 
×100. Оценка соотношения типов коллагена (ТК) ос-
новывалась на отличиях в цветовой гамме, характерной 
для каждого типа и переходных форм: I тип коллагена – 
красный, III тип – зеленый. Определение соотношения 
коллагена I и III типа осуществлялось с использовани-
ем программного комплекса Altami Studio 3.0 («Альта-
ми», Россия) и ImageJ 1,47a (National Institute of Health, 
США) на основании изучения цветовой гистограммы 
выбранного участка в каждом поле зрения.

Толщину, численную плотность клеток дермы рас-
считывали на 1 мм2, предварительно подсчитывая коли-
чество клеток в поле зрения микроскопа при общем ×440.

Для сканирующей электронной микроскопии (СЭМ) 
кожу фиксировали 10% забуференным нейтральным 
формалином, обезвоживали в замороженном состоянии 
в спиртах возрастающих концентраций. После спирто-
вого обезвоживания образцов использовали метод суш-
ки в критической точке с помощью аппарата Quorum 
K350 (Quorum gala instrument GmbH, Германия). Под-
готовленные таким образом образцы монтировали на 
специальный алюминиевый столик токопроводящим 
углеродным клеем, напыляли золотом или платино-
палладиевым сплавом в напылительной установке 
Quorum Q150TS (Quorum gala instrument GmbH, Гер-
мания) и просматривали в сканирующем электронном 
микроскопе S 3400N (Hitachi, Япония). 

Статистическую обработку данных выполняли с 
использованием программы Microsoft Excel 2003 [2]. 
В связи с малой выборкой (n=30) в экспериментальных 
группах и ненормальным распределением выборки по 
Колмогорову–Смирнову для определения достовер-
ности отличий средних значений применяли критерий 
Манна–Уитни для независимых выборок и считали зна-
чимыми при р≤0,05.

disorganization, and damage of dermal fibrous structure. At the same time, cellular mechanisms of regen-
eration and activation of collagen synthesis were launched, the morphological substrate of which was (1) 
a significant 2.7-fold increase in the number density of fibroblasts, which produce substances for building 
fibrous structures, (2) a five-fold increase in macrophages, which are a catalyst for the fibroblast functional 
activity and (3) a collagen fiber types’ redistribution s with Type III collagen structures’ predominance.
Conclusion. The results indicate, first of all, the restructuring of the dermal fibrous component, which im-
plies reparative and restorative processes. These must be taken into account in clinical practice to achieve 
not only an esthetic effect but also the subsequent adequate functioning and vital activity of the skin flap.
Keywords: skin expansion, fibrous dermis, remodeling, skin, hyperextension
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результаты и обсуждение
Проведенные исследования показали, что в пери-

од дистракции происходит перестройка структурных 
компонентов кожи (рис. 1 А), проявляющаяся истон-
чением эпидермиса и нарушением его стратификации. 
Толщина дермы достоверно уменьшалась по сравнению 
с таковой в контрольной группе в 3,3 раза (табл. 1). Ин-
тересно отметить, что волокнистые структуры делятся 

на несколько типов – в верхних и нижних слоях волок-
на без преимущественной организации (рис. 1 B, D). 
Средний слой растянут параллельно направлению 
воздействия растягивающих сил. В сосочковом слое 
в основном преимущественно тонкие разветвленные 
коллагеновые волокна, формирующие нежные сетчатые 
структуры. В сетчатом слое волокна имеют больший 
диаметр (рис. 1 С, Е). Наряду с крупными пучками 

Рис. 1. Микроскопические и ультраструктурные 
характеристики кожи крыс экспериментальной группы. 

 А – микрофотография кожи после дерматотензии, 
окраска по Маллори, ×100, B – истончение 
эпидермиса и тонкие, рыхло расположенные 
волокнистые структуры в субэпидермальном слое, 
окраска по Маллори, ×400, C – фрагмент дермы 
с однонаправленными волокнистыми структурами, 
окраска по Маллори, ×400, D – сосочковый слой 
дермы, СЭМ, ×5000, E – волокнистые структуры 
дермы с преимущественной анизотропией, СЭМ, ×500

Fig. 1. Microscopic and ultrastructural features in the murine 
experimental group. 

 A – skin microscopic image after skin expansion, Mallory 
staining, ×100. B – thinning of the epidermis and thin, 
loosely located fibrous structures in the subepidermal 
layer. Mallory staining, ×400, C – dermis with 
unidirectional fibrous structures. Mallory staining, ×400. 
D – dermis papillary layer. SEM, ×5000.  
E – dermal fibrous structures with predominant anisotropy. 
SEM, ×500

А в

DС

E
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 волокон  определялись более тонкие сетчатые структуры 
и микрофибриллярный компонент, обнаруживающийся 
вокруг фибробластов. 

На границе сетчатого слоя и гиподермы наблю-
далась деструкция волокнистого остова. При этом 
активный неоколлагенез не отмечен. В сосочковом 
и наружной части сетчатого слоев дермы визуализи-
руется значительное количество сосудов микроцир-
куляторного русла, преимущественно капиллярного  
типа. 

К окончанию периода дистракции в клеточном 
компоненте соединительной ткани дермы отмеча-
лось достоверное (р≤0,05) повышение численной 
плотнос ти фиброцитов, макрофагов и тучных клеток, 
количественные показатели которых представлены 
в таб лице 1. В сосочковом слое наблюдалась активная 
макрофагальная реакция, менее выраженная в сетчатом 
слое кожи. Вблизи кровеносных сосудов микроцирку-

ляторного русла отмечены скопления тучных клеток 
(табл. 1).

При изучении срезов дермы кожи в поляризацион-
ном микроскопе в группе контрольных животных вы-
явлена равномерно высокая плотность волокнистых 
структур, среди которых в преобладающем большин-
стве визуализировались коллагеновые волокна I типа 
(табл. 2). 

В экспериментальной группе животных, в условиях 
дерматотензии, наблюдалось значительное снижение 
общей плотности коллагеновых волокон с наимень-
шей их представленностью в поверхностных слоях  
дермы.

При изучении этого же фрагмента кожи в поляриза-
ционном микроскопе определялись очень слабое крас-
ное свечение и небольшое зеленое свечение, что свиде-
тельствовало не только о снижении плотности волокон, 
но и об изменении соотношения типов коллагена. 

Таблица 1 | Table 1
Количественные характеристики структурных компонентов кожи, Me (25; 75) | 

Quantitative characteristics of the structural skin components, Me (25; 75)

Исследованные параметры |  
Investigated parameters

Контроль |  
Control

Дистракция 14 суток |
14-day distraction

Толщина эпидермиса, мкм |  
Epidermis thickness, µm

30,5 (22,8; 38,1) 12,90 (9,6; 16,1)* 

Толщина дермы, мм |  
Derma thickness, mm

2,47 (1,85; 3,05) 0,73 (0,54; 0,91)

Численная плотность клеток, на 1 мм2 дермы |  
Сell numerical density, per 1 mm2 of the dermis

Фиброциты | Fibrocytes 37,6 (28,2; 47) 19,5 (14,62; 24,37)*

Фибробласты | Fibroblasts 15,3 (11,47; 19,12) 41,7 (31,27; 52.12)*

Макрофаги | Macrophages 6,70 (5,02; 8,37) 33,0 (24,75; 41,25)*

Тучные клетки | Mast cells 7,03 (5,27; 8,78) 10,23 (7,67; 12,78) *

* Статистически значимые отличия от группы контроля (p≤0,05)
* Statistically significant differences from the control group (p≤0.05)

Таблица 2 | Table 2
Распределение типов коллагена в дерме кожи, Me (25; 75) | 

Collagen type distribution in the skin dermis, Me (25; 75)

вид эксперимента |  
Type of experiment

Площадь поля 
в тысячах пикселей |

Field area 
in thousand pixels

Плотность пикселей 
красного цвета I тип |  

Density of Red pixel 
Type I

Плотность пикселей 
зеленого цвета  

III тип |  
Density of Green pixel 

Type III

Соотношение 
коллагена I/III | 

Collagen ratio I/III

Контроль | Control 235,2 
(176,4; 294)

25,1
(18,8; 31,370

7,6  
(5,7; 9,5)

3,3  
(2,47; 4,12)

Дистракция | Distraction 348,2 (261,15; 
435,25)*

8,62 
(6,46; 10,77)*

11,9 
(8,92; 14,87)

0,72 
(0,54; 0,0,9)*

* Статистически значимые отличия от группы контроля (p≤0,05)
* Statistically significant differences from the control group (p≤0.05)



КЛИНИЧЕСКАЯ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МОРФОЛОГИЯ / CLINICAL AND EXPERIMENTAL MORPHOLOGY       Том 10  № 2  202154

Оригинальные исследОвания

Рис. 2.  Рис. 2. Кожа крыс экспериментальной и контрольной групп при световой и поляризационной микроскопии. 
 А – микрофотография кожи крыс контрольной группы, окраска гематоксилином и эозином, ×100,  

B – коллагеновые волокна дермы кожи крыс контрольной группы, поляризационная микроскопия, ×100,  
C – микрофотография кожи крыс при дистракции, окраска гематоксилином и эозином, ×200,  
D – коллагеновые волокна дермы кожи крыс контрольной группы, поляризационная микроскопия, ×200

Fig. 2.  Rat skin of the experimental and control groups under light and polarizing microscopy. 
 A – skin microscopic image in rats of the control group. H&E stain, ×100.  

B – collagen fibers of the skin dermis in rats of the control group, polarizing microscopy, ×100.  
C – microscopic image of rat skin with skin expansion, H&E stain, ×200.  
D – dermal collagen fibers in rats of the control group, polarizing microscopy, ×200

А B

C D
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При анализе данных морфометрии, представленных 
в таблице 2, выявлено достоверное (р≤0,05) уменьше-
ние коллагена I типа в 2,9 раза и увеличение коллагена 
III типа в 1,5 раза.

Выводы
Дерматотензия, активно применяемая в медицин-

ской практике, приводит к выраженным реактивным 
изменениям структурных компонентов кожи. В резуль-
тате дистракции происходит уменьшение толщины всех 
слоев кожи с частичной дезорганизацией коллагеновых 
волокон в дерме на фоне увеличения количества клеток 
в зоне растяжения. Выявленное 1,5-кратное увеличение 
волокон, содержащих коллаген III типа, свидетельствует 
о неоколлагенезе и запуске процессов восстановления 
поврежденных волокнистых структур дермы. 

Показанные морфологические и морфометрические 
особенности структурной организации кожи в условиях 
дерматотензии могут служить критериями оценки фаз-
ности репаративных процессов и учитываться при разра-
ботке этапности и скорости растяжения для обоснования 
их внедрения в клиническую практику.
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Катамениальный пневмоторакс – редкая причина спонтанного пневмоторакса у женщин репродук-
тивного возраста и одно из проявлений торакального эндометриоза. Несмотря на большой интерес 
со стороны исследователей во всем мире, четкая тактика лечения такой патологии до сих пор не 
выработана. Проведение торакоскопической ревизии плевральной полости, а также выявление и по-
следующая гистологическая верификации очагов эктопического эндометриоза играют ключевую роль 
в определении тактики лечения этой категории пациенток. В предлагаемой работе описано клиниче-
ское наблюдение успешного лечения пациентки с рецидивирующим напряженным катамениальным 
пневмотораксом с последующим мультидисциплинарным анализом заболевания.
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Recurrent catamenial tension pneumothorax in a patient with endometriosis
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Catamenial pneumothorax is a rare cause of spontaneous pneumothorax in women of reproductive age and 
one of the thoracic endometriosis manifestations. Researchers have shown an increased interest in catamenial 
pneumothorax but a clear treatment strategy for this pathology has not been developed yet. The thoracoscopic 
revision of the pleural cavity, as well as the identification and subsequent histological verification of ectopic 
endometriosis foci, play a crucial role in patient management. This case report describes the successful treat-
ment of a patient with recurrent catamenial tension pneumothorax and following multidisciplinary analysis.
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Введение
Эндометриоз является хроническим гормонально 

зависимым прогрессирующим заболеванием, харак-
теризующимся наличием эктопической эндометрио-
идной ткани. По данным литературы, до 10% женщин 
репродуктивного возраста имеют эндометриоидные 
эктопические очаги различной степени клинической 
активности [1–3]. Наиболее часто при эндометриозе 
бывают поражены яичники, маточные трубы и брю-
шина, однако эндометриоидные очаги также выявляют 
в кишечнике, сердце, легких, коже и других атипичных 
локализациях [4, 5].

Катамениальный пневмоторакс (КП) (от греч. 
katamenios – возобновляющийся ежемесячно) – ред-
кая форма спонтанного пневмоторакса у женщин 
среднего репродуктивного возраста. Для заболевания 
характерны частые рецидивы, которые возникают 
за 24 часа до начала или через 72 часа после начала 
менструации. Поражение диафрагмы при эндометри-
озе ведет к развитию торакального катамениального 
синдрома, который включает в себя боли в груди во 
время менструации, пневмоторакс, гемоптизис и ге-
моторакс. Рецидивы КП достаточны частые и могут 
достигать 70% [4, 5]. Тем не менее ввиду того, что эта 
патология в практике торакального хирурга встреча-
ется эпизодически, зачастую таких пациенток ведут 
по общепринятым протоколам, выполняя плевральные 
пункции и не выявляя буллы в легких, редко прибегают 
к оперативным вмешательствам. В свою очередь, это 
приводит к частым рецидивам пневмоторакса, в том 
числе напряженным. Как пример приводим следующее 
клиническое наблюдение. 

Клиническое наблюдение
Пациентка К., 1986 года рождения, страдает наруж-

ным генитальным эндометриозом в течение многих 
лет. В анамнезе беременностей не было, эндометриоз 
диагностирован на основании УЗИ, а также по данным 
лапароскопического оперативного вмешательства по 
поводу параовариальных кист в 2011 году, где выявле-
ны эндометриоидные гетеротопии на тазовой брюши-
не и яичниках. Специфическое лечение на тот момент 
пациентка не получала.

В 2019 году перенесла два эпизода рецидивирую-
щего спонтанного пневмоторакса, по поводу чего было 
выполнено дренирование плевральной полости; этио-
логия пневмоторакса не установлена. 

Пациентка обратилась в РНЦХ им. акад. Б.В. Пет-
ровского с целью выработки тактики лечения. Учиты-
вая рецидивирующий характер пневмоторакса, нали-
чие эндометриоза в анамнезе, заподозрен КП. С целью 
гистологической верификации экстрагенитальных 
очагов эндометриоза, а также проведения хирургиче-
ского лечения было принято решение об оперативном 
вмешательстве во второй фазе менструального цикла, 
поскольку выявление эндометриодных очагов более 
вероятно именно в этот период. 6 декабря 2019 года 

выполнена торакоскопическая операция. Интраопе-
рационно выявлены сквозные дефекты диафрагмы 
размерами от 0,5 × 0,6 до 0,3 × 0,4 см (рис. 1 А). По-
следние иссечены в пределах здоровых тканей с целью 
гистологической верификации. Выполнены пластика 
диафрагмы с использованием фторопластового фетра 
и плеврэктомия для профилактики рецидивов пнев-
моторакса. 

При гистологическом исследовании микропрепара-
та в биоптатах диафрагмы обнаружены очаги фиброза с 
мелкими отложениями гемосидерина, очаговой проли-
ферацией мезотелия плевры (рис. 1 B), таким образом, 
был диагностирован фиброз, так как эндометриоидный 
эпителий не выявлен, это не позволило подтвердить 
клинический диагноз эндометриоза.

В связи с расхождением клинического и патолого-
анатомического диагнозов проведено иммуногистохи-
мическое исследование очагов эндометриоза. Реакции 

Рис. 1. Макроскопическое и микроскопическое изображение 
эндометриодных очагов в диафрагме. 

 А – интраоперационное фото: эндометриодные очаги 
на куполе диафрагмы (указаны стрелкой),  
B – гистологическое исследование интраоперационного 
материала. На фото представлен очаг фиброза ( )  
плевры, в толще которого присутствует пигмент 
гемосидерин( ), на поверхности отмечается 
пролиферирующий мезотелий ( ).  
Окраска гематоксилином и эозином, ×200 

Fig. 1.  Gross intraoperative appearance and microscopic image of 
the endometrioid lesions in the diaphragm. 

 A – intraoperative photo: endometrioid foci on the 
diaphragm dome (indicated by the arrow), B – histological 
examination of the intraoperative material. The image 
shows the fibrotic focus of the pleura ( ), in the thickness 
of which there is hemosiderin pigment present ( );  
on the surface, there is a proliferating mesothelium ( ). 
H&E stain, ×200

А

B
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с антителами к общим цитокератинам (рис. 2 A), ре-
цепторам эстрогена (ER) (рис. 2 B), рецепторам проге-
стерона (PR) (рис. 2 C), антигену CD10 (рис. 2 D) дали 
положительную реакцию в части клеток. Проведена 
реакция с антителами к маркерам мезотелия (HBME1), 
которая оказалась положительной в клетках мезотелия 
(рис. 2 E). 

Таким образом, гистологическое исследование под-
твердило диагноз «стромальный эндометриоз». После 
выписки из стационара пациентка получала гормональ-
ную терапию диеногестом 2 мг в сутки в непрерывном 
режиме в течение 6 месяцев. К моменту написания дан-
ной статьи у пациентки достигнута полная ремиссия 
заболевания. За время наблюдения в послеоперацион-
ном периоде в течение 14 месяцев рецидивов пнев-
моторакса не обнаружено. Пациентка наблюдается у 
репродуктолога, планирует беременность. 

обсуждение
В основе патогенеза торакального эндометриоза ле-

жит маточно-перитонеальный рефлюкс [4]. Заброс мен-
струальной крови и имплантация клеток эндо метрия 
в стенки брюшной полости, в том числе в поддиафраг-
мальное пространство, приводят к диссеминации про-
цесса. Наиболее часто поражения встречаются спра-
ва – в 91,7% случаев, слева – в 4,8%, а билатеральное 

поражение отмечается редко, примерно у 3,5% паци-
енток. Такая статистика объясняется особенностями 
циркуляции жидкости в брюшной полости. Сочета-
ние торакального и генитального эндометриоза имеет 
мес то у 58,8% пациенток с катамениальным пневмо-
тораксом [5–7]. Распространение воздуха и развитие 
спонтанного пневмоторакса во время менструации про-
исходят по следующей цепочке: трансгенитальный – 
трансабдоминальный – трансдиафрагмальный путь. 
Катамениальный пневмоторакс появляется в результате 
поражения и перфорации диафрагмы эндометриоидны-
ми гетеротопиями [8, 9].

При гистологическом исследовании дифференци-
альная диагностика торакального эндометриоза, как 
правило, проводится между метастатической адено-
карциномой и мезотелиомой. Казалось бы, наличие 
стромального компонента, окружающего железы, по-
зволяет исключить диагноз «аденокарцинома» или 
«мезотелиома», однако при эндометриозе эпителий 
может проявляться в виде клеточных атипий. В ходе 
иммуногистохимического исследования, проводимого 
при торакальном эндометриозе, возможны перекрест-
ные реакции с эстрогеном и прогестероном, а также 
с кальретинином и нейроэндокринными маркерами. 
Тесное взаимодействие между патоморфологами и кли-
ницистами, на наш взгляд, может решить проблему по-

Рис. 2. Иммуногистохимическое (ИГХ) исследование. 
 A – cтепень выраженности реакции +++. Реакция с антителами к общим цитокератинам, ×400.  

B – степень выраженности реакции +++. Реакция с антителами к рецепторам эстрогена, ×400.  
С – степень выраженности реакции +++. Реакция с антителами к рецепторам прогестерона ×400.  
D – степень выраженности реакции +++. Реакция с антителами к антигену CD10, ×400.  
E – степень выраженности реакции +++. Реакция с антителами к антигену HBME1, ×400

Fig. 2.  Immunohistochemical (IHC) assay.
 A – reaction severity degree is estimated at +++. Reaction with antibodies to common cytokeratins, ×400. B – reaction severity 

degree is +++. Reaction with antibodies to estrogen receptors, ×400. С – reaction severity degree is +++. Reaction with 
antibodies to progesterone receptors. D – reaction severity degree is +++. Reaction with antibodies to antigen CD10, ×400.  
E – reaction severity degree is +++. Reaction with antibodies to HBME1, ×400

BA B C

D E
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становки правильного диагноза. В исследовании, про-
веденном в 1998 году, Douglas B. Flieder описал девять 
случаев торакального эндометриоза: всем пациенткам 
были проведены биопсия пораженных участков и под-
робное гистологическое и иммуногистогихимическое 
исследование. Во всех случаях диагноз торакального 
эндометриоза подтвержден на основании клинических 
и патоморфологических данных [10]. Настоящая работа 
в очередной раз показывает необходимость расширен-
ного патоморфологического исследования биопсийного 
материала для правильной диагностики относительно 
редких и сложных для распознавания заболеваний. 

Заключение
Проблема торакального эндометриоза и катамени-

ального пневмоторакса лежит в зоне ответственности 
как патоморфологов, так и клиницистов – торакальных 
хирургов, акушеров-гинекологов. Тщательный сбор 
анамнеза, а также внимательная ревизия плевральной 
полости и проведение биопсии всех выявленных из-
менений с последующей гистологической и иммуноги-
стохимической верификацией позволяют своевременно 
и достоверно поставить диагноз и выбрать правильную 
тактику лечения. 
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оптимизация протокола получения культуры  
дермальных фибробластов крыс 
Е.А. Пономаренко, М.А. Диатроптова, К.А. Артемьева, А.Ю. Шелков
ФГБНУ Научно-исследовательский институт морфологии человека, Москва, Россия

Введение. Получение первичных культур фибробластов необходимо для проведения эксперименталь-
ных исследований по изучению базовых механизмов реакции клеток на различные стимулы. Несмотря 
на широкое использование культур фибробластов, методы их получения из кожи не стандартизирова-
ны. Целью исследования был подбор оптимальных условий для получения культуры фибробластов из 
соединительнотканной основы кожи – дермы крыс с помощью ферментативной дезагрегации ткани.
Материалы и методы. Культуру фибробластов получали из дермы крыс Вистар массой тела  
60–65 граммов в возрасте 5–6 недель и массой 160–180 граммов в возрасте 8–10 недель. Проведена 
серия экспериментов по получению культуры фибробластов с подбором типа коллагеназы, ее кон-
центрации и времени воздействия. 
Результаты. Представлен оптимизированный протокол получения дермальных фибробластов крыс, 
обсуждаются проблемы получения культуры и практические аспекты ее использования.
Заключение. При получении первичной культуры фибробластов кожи крыс следует учитывать ряд 
факторов – тип фермента, его концентрацию, время воздействия, возраст животных, зону забора кож-
ного лоскута. У молодых крыс оптимальный результат получен при выделении клеток из аксиллярной 
зоны с применением коллагеназы II типа в концентрации 1 мг/мл и времени воздействия 90 минут. 
При использовании лоскута кожи, полученного со спины взрослого животного, ферментативное 
воздействие коллагеназой II типа в концентрации 5 мг/мл в течение 120 минут было оптимальным. 
Ключевые слова: культура фибробластов, дерма, протоколы получения, крысы
Для корреспондеции: Елена Алексеевна Пономаренко. E-mail: ponomarenkoea75@mail.ru
Для цитирования: Пономаренко Е.А., Диатроптова М.А., Артемьева К.А., Шелков А.Ю. Опти-
мизация протокола получения культуры дермальных фибробластов крыс. Клин. эксп. морфология. 
2021;10(2):62–69. DOI: 10.31088/CEM2021.10.2.62-69.
Финансирование. Исследование выполнено в рамках государственного задания Научно-исследовательского инсти-
тута морфологии человека (№ АААА-А17-117013050045-5).
Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта интересов.
Статья поступила 30.12.2020. Получена после рецензирования 25.01.2021. Принята в печать 11.02.2021.

Protocol optimization  for obtaining the culture of rat dermal fibroblasts
E.A. Ponomarenko, M.A. Diatroptova, K.A. Artemyeva, A.Yu. Shelkov
Research Institute of Human Morphology, Moscow, Russia

Introduction. Obtaining primary cultures of fibroblasts is necessary for conducting experimental studies to 
investigate the basic cell response mechanisms to various stimuli. Despite the widespread use of fibroblast 
cultures, methods for obtaining them from the skin are not standardized. The aim of the study was to find 
the optimal conditions to obtain a fibroblast culture from rat skin using enzymatic tissue disaggregation. 
Materials and methods. The fibroblast culture was obtained from the dermis of 18 male Wistar rats (N=12, 
5–6-week-old, and 60–65 g body weight; N=6, 8–10-week-old rats, and 160–180 g body weight). A series 
of experiments was carried out to obtain a fibroblast culture with selecting the collagenase type and defining 
its concentration and exposure time. 
Results. An optimized protocol to obtain rat dermis fibroblasts is presented. Moreover, the problems of 
obtaining a culture and practical aspects of its use are discussed. 
Conclusion. When obtaining a primary culture of rat skin fibroblasts we should consider the following fac-
tors: the type of the enzyme, its concentration, and exposure time; the age of the animals; the area of skin 
graft collection. In young rats, the optimal result was achieved when the cells were isolated from the axillary 
zone using collagenase type II at a 1 mg/ml concentration during a 90-minute exposure. In adult animals, 
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Введение
Первичные культуры различных клеток, использу-

емые в экспериментальной работе, получают из нор-
мальных и патологически измененных тканей живот-
ных. Для последующей работы клетки при выделении 
и субкультивировании должны максимально сохранять 
свои морфологические характеристики и функциональ-
ную активность. Таким образом, создаются условия для 
моделирования клеточных реакций in vitro. Универ-
сальной биологической моделью для изучения процес-
сов, лежащих в основе роста и пролиферации клеток, 
их метаболизма и передачи внутри- и внеклеточных 
сигналов, являются фибробласты [1]. Культура фибро-
бластов также позволяет изучать in vitro секреторную 
активность клеток как в физиологических условиях, 
так и при воздействии различных факторов по уровню 
продукции специфичных белков, цитокинов, факто-
ров роста, компонентов внеклеточного матрикса [2]. 
Фибробласты локализованы в соединительнотканном 
каркасе всех органов и тканей – сердца, желудочно-ки-
шечного тракта, легких, скелетных мышц и т.д. Одним 
из источников их получения является кожа. Выявлены 
значительные отличия в архитектонике и регенератор-
ном потенциале дермы разных участков тела [1]. 

Фибробласты кожи крысы можно получить мето-
дом первичного эксплантата и ферментативной дез-
агрегации. Метод первичного эксплантата разработан 
в 1907 году Р.Г. Харрисоном [3]. Этапы этого метода 
включают получение биоптата кожи, фрагмент кото-
рой помещают на покровное стекло в каплю плазмы 
крови с добавлением гетерологичной сыворотки, и за-
ключение в часовое стекло. Гетерологичная сыворотка 
индуцирует коагуляцию плазмы. Преципитат плазмы 
и сыворотка способствуют фиксации тканевого фраг-
мента на стекле. Компоненты преципитата содержат 
белки и факторы роста, которые обеспечивают про-
лиферацию и миграцию фибробластов [3]. Прикре-
плению эксплантата также способствуют шерохова-
тая поверхность исчерченной чашки Петри, обработка 
пластика полилизином или фибронектином [3, 4]. Од-
ним из вариантов метода является измельчение кожи 
на мелкие фрагменты, 3–4 мм, и помещение их под 
покровное стекло в культуральный сосуд с питатель-

ной средой [5, 6]. Недостатки этого метода – низкая 
адгезивность тканей, сложности селекции клеток во 
время роста, а также относительно медленный процесс 
миграции клеток из первичного эксплантата [3]. 

Распространенный в исследованиях метод – фер-
ментативная дезагрегация кожи крыс с целью более 
 быстрого получения достаточного количества дермаль-
ных фибробластов. Однако при этом существует риск 
ферментативного повреждения клеток. Метод приме-
няется при достаточном объеме ткани, когда потеря 
клеток во время дезагрегации не играет значительной 
роли для получения культуры. В качестве фермента 
обычно используют коллагеназу. Этот фермент подхо-
дит для работы с тканями, содержащими большое ко-
личество волокон [3]. Иногда для дезагрегации тканей 
и получения фибробластов применяют трипсин [5, 7]. 

Метод ферментативной дезагрегации с целью по-
лучения фибробластов включает забор участка кожи с 
последующим удалением эпидермиса и рассечением 
дермы на мелкие фрагменты, инкубацию их с протео-
литическими ферментами – коллагеназой, трипсином. 
При этом тип ферментов, их концентрация и время 
воздействия широко варьируют [3, 5, 8, 9]. Некоторые 
авторы рекомендуют в состав полной среды добавлять 
фактор роста фибробластов (fibroblast growth factor, 
FGF), положительно влияющий на рост клеток и синтез 
фибронектина, коллагена, эластина, а также трансфор-
мирующий фактор роста β (transforming growth factor, 
TGF-β), который оказывает модулирующее влияние на 
функции клеток, включая хемотаксис, и стимулирует 
синтез коллагена [10, 11].

Способы получения культуры фибробластов как 
методом первичного эксплантата, так и ферментатив-
ной дезагрегации ткани не стандартизированы [4, 5, 
8, 9, 12, 13], поэтому целью работы было создание оп-
тимального протокола получения фибробластов кожи 
крыс.

материалы и методы
В работе использовали крыс Вистар: 12 самцов мас-

сой тела 60–65 граммов в возрасте 5–6 недель и шесть 
самцов массой 160–180 граммов в возрасте 8–10 недель, 
полученных из филиала «Столбовая» Научного центра 

the enzymatic effect of collagenase type II on the skin graft obtained from the back was optimal at a 5 mg/
ml concentration during a 120-minute exposure. 

Keywords: fibroblast culture, dermis, preparation protocols, rats 
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биомедицинских технологий ФМБА России. При рабо-
те с экспериментальными животными руководствова-
лись приказом Минздрава СССР от 12.08.1977 № 755 
и Международными рекомендациями по проведению 
медико-биологических исследований (1985), а так-
же правилами лабораторной практики в Российской 
Федерации (приказ Минздрава России от 19.06.2003 
№ 267). На проведение исследования было получено 
разрешение биоэтической комиссии НИИ морфологии 
человека (протокол № 2 от 19.01.2020). Кожный лоскут 
у крыс иссекали под общим наркозом. Внутримышечно 
вводили золетил (Virbac, Франция) в дозе 15 мг/кг.

Проведен ряд экспериментов по подбору времени 
ферментативного воздействия. Использовали колла-
геназу II типа (Gibco № 17101-015, США) в диапа-
зоне доз 0,5–1 мг/мл, время воздействия составляло 
1–1,5–2 часа, при этом фрагменты кожи крысы были 
размерами менее 1 мм. Полученную культуру фибро-
бластов оценивали под цифровым инвертированным 
микроскопом (Carl Zeiss Axiovert 40 MAT, Германия). 
Концентрацию клеток после энзиматического снятия 
с пластика подсчитывали в камере Горяева. Морфоло-
гию дермальных фибробластов оценивали в нативных 
культурах и препаратах, окрашенных по Романовско-
му–Гимзе («Абрис», Россия).

Жизнеспособность клеток определяли окрашивани-
ем клеточной суспензии 0,4% раствором трипанового 
синего («ПанЭко», Россия) в соотношении 1:20.

Статистическую обработку полученных данных 
проводили в программе Sigma Stat 3.5 (Systat Software, 

Inc., США). Использовали метод парных сравнений. 
Результаты представляли в виде медианы и квартилей. 
Различия считали значимыми при p<0,05. 

результаты и обсуждение
Выделение фибробластов из кожи крыс осущест-

вляли путем ферментативного воздействия (трипсин, 
коллагеназа II), затем их культивировали в чашках 
Петри. Критерием эффективности служило фор-
мирование полного монослоя фибробластов через 
7–10–14 дней. 

Дермальные фибробласты при адгезии выглядели 
распластанными, приобретали удлиненную, верете-
новидную форму и преимущественно образовывали 
отростки первого и второго порядка. В центральной, 
наиболее широкой части клетки определялось овальное 
с четкими контурами ядро, в котором визуализирова-
лось от двух до четырех ядрышек (рис. 1).

Анализ жизнеспособности дермальных фиброблас-
тов показал, что доля погибших клеток в ходе выде-
ления невысока, выживаемость составила ≥98%. Суб-
культивирование клеток было возможным в группах 
со сформированным к требуемому сроку монослоем 
(табл.).

Несмотря на полученный положительный результат, 
хотелось бы обсудить ряд методических сложностей 
и вопросов, которые возникали при получении фибро-
бластов кожи у крыс. При выделении фибробластов 
кожи крыс определяется ряд методических сложностей, 
что требует обсуждения.

Таблица | Table
Подбор условий выделения фибробластов кожи крыс разного возраста | 
Selecting conditions for dermal fibroblast isolation in rats of different ages

возраст 
животных |

Age of animals

К
он

це
нт

ра
ци

я 
ко

лл
аг

ен
аз

ы
  

II
 т

ип
а,

 м
г/

м
л 

|
C

on
ce

nt
ra

tio
n 

of
 ty

pe
 II

 
co

lla
ge

na
se

, m
g/

m
l

в
ре

м
я 

во
зд

ей
ст

ви
я 

  
ф

ер
м

ен
та

, ч
 |

Ti
m

e 
of

 e
nz

ym
e 

ex
po

su
re

, h

Ре
зу

ль
та

т,
 н

ал
ич

ие
 м

он
ос

ло
я 

кл
ет

ок
 ч

ер
ез

 7
 с

ут
ок

 |
R

es
ul

t, 
pr

es
en

ce
 o

f a
 c

el
l 

m
on

ol
ay

er
 a

ft
er

 7
 d

ay
s

Ре
зу

ль
та

т,
 н

ал
ич

ие
 м

он
ос

ло
я 

кл
ет

ок
 ч

ер
ез

 1
0 

су
то

к 
|

R
es

ul
t, 

pr
es

en
ce

 o
f a

 c
el

l 
m

on
ol

ay
er

 a
ft

er
 1

0 
da

ys

Ре
зу

ль
та

т,
 н

ал
ич

ие
 м

он
ос

ло
я 

кл
ет

ок
 ч

ер
ез

  1
4 

су
то

к 
|  

R
es

ul
t, 

pr
es

en
ce

 o
f a

 c
el

l 
m

on
ol

ay
er

 a
ft

er
 1

4 
da

ys

К
ол

ич
ес

тв
о 

кл
ет

ок
, 

по
лу

че
нн

ы
х 

из
 1

 с
м

2   
ко

ж
и,

 ×
10

6  |
  

N
um

be
r 

of
 c

el
ls

 o
bt

ai
ne

d
fr

om
 1

 c
m

2  s
ki

n,
 ×

10
6

Ж
из

не
сп

ос
об

но
ст

ь 
 

кл
ет

ок
, %

 | 
V

ia
bi

lit
y 

ce
lls

, %
,  

 
M

e 
(Q

1;
 Q

3)

5–6 недель | 
5–6 weeks

0,5 1 – – – 2,1 
(1,6; 2,3)*

98,0 
(98,0;98,75)

5–6 недель | 
5–6 weeks

1,0 1,5 Есть |
Achieved

Есть |
Achieved

Есть |
Achieved

3,6
(2,7; 4,1)

98,5 
(98,0;99,0)

5–6 недель | 
5–6 weeks

1,0 2 – – – 2,3 
(2,2; 3,1)*

98,5 
(98,0;99,0)

8–10 недель | 
8–10 weeks

5,0 2 – Есть |
Achieved

Есть |
Achieved

4,6
(3,8; 5,6)

98,0 
(97,25;98,75)

* – статистически значимые отличия от группы успешно сформированного монослоя фибробластов у крыс в возрасте 
5–6 недель
* – statistically significant differences from the successfully formed fibroblast monolayer group in 5–6-week-old rats
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Одна из проблем была связана с тем, из какой зоны 
поверхности тела проводить забор кожи. При выделе-
нии фибробластов кожи у мышей G.G. Walmsley et al. 
(2016) использовали биоптат кожи спины размерами 
60 × 100 мм [14]. B.M. Murphy et al. (2019) получали 
фибробласты у 4-дневных мышей, поэтому забирали 
всю кожу [13]. Кожный лоскут из области спины крыс 
грубый, с большим количеством коллагеновых воло-
кон, поэтому возникали сложности при его подготовке 
к этапу ферментативной обработки. Альтернативное 
решение было предложено A. Seluanov et al. (2010). Эта 
группа исследователей выделяла фибробласты кожи у 
нескольких видов животных, включая лабораторных 
крыс и мышей. Авторы проводили забор участка кожи 
размером 1 см2 в подмышечной области, в связи с тем 
что кожа в этой зоне более тонкая и содержит меньше 
жировой ткани [8]. 

В вопросе выбора способа удаления волосяного по-
крова единого мнения нет. Предлагают удалять шерсть 
с помощью машинки для стрижки волос [14] или кре-

ма для депиляции (Surgicream, American International 
Industries) [15]. По нашим наблюдениям, тщательное 
удаление волос предпочтительно, но не обязатель-
но. При первичной обработке фрагмент кожи инку-
бировали с ферментами: раствором трипсина 0,25% 
(при 4°С) в течение 8–12 часов или диспазы 0,125–2% 
(от 1 до 24 часов) [7, 9], затем удаляли эпидермис 
и оставшиеся фрагменты волос с волосяными фолли-
кулами. Для облегчения удаления эпидермиса и жиро-
вой ткани также применяется трипсин 0,25% раствор с 
добавлением 1мМ ЭДТА. Обработку трипсином био-
птата кожи выполняют классически с преинкубацией 
в течение 8–12 часов при 4°С, затем 15 минут при 37°C, 
далее проводится механическое удаление с помощью 
скальпеля [3, 13, 15]. Для удаления эпидермиса также 
возможна инкубация в 0,25% растворе трипсина фраг-
мента кожи в течение 30–60 минут или 1,5–2 часов 
при 37°C [5, 15]. Некоторые авторы пропускают этап 
удаления эпидермиса, так как в последующем исполь-
зуются среды, которые не подходят для культивирова-

Рис. 1. Монослой дермальных фибробластов крыс после выделения. Фазово-контрастная микроскопия, ×400.
 А – 5–6 недель (7 суток), B – 5–6 недель (14 суток), C – 8–10 недель (10 суток), D – 8–10 недель (14 суток) 
Fig. 1. Rat dermal fibroblast monolayer after isolation. Phase-contrast microscopy, ×400
 А – 5–6 weeks (day 7), B – 5–6 weeks (day 14), C – 8–10 weeks (day 10), D – 8–10 weeks (day 14)

A B

C D
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ния клеток эпидермиса, например DMEM, DMEM/F12, 
М199 [8, 9, 13].

Необходимо обратить внимание на меры асептики 
при работе с фрагментом кожи животного. Так, боль-
шинство исследователей, A. Seluanov, B.M. Murphy, 
G.G. Walmsley [8, 13, 15], обрабатывали инструмен-
ты и кожу животного перед забором материала 70% 
спиртом, тогда как S.R. Gillespie и D.M. Owens [15] 
для обеззараживания участка кожи использовали 1% 
раствор бетадина в течение 2 минут и последующее 
промывание стерильной водой. При заборе фрагмен-
та кожи мы применяли спирт, а при подготовке кожи 
к измельчению – 10% бетадин (EGIS Pharmaceuticals 
Plc, Венгрия).

Процесс измельчения кожного лоскута довольно 
трудоемок. A. Seluanov et al. [8] использовали скре-
щенные скальпели для получения мелких фрагментов, 
этот же прием описан у Р.Я. Фрешни [3] в рамках ме-
тодики получения первичных культур. G.G. Walmsley 
et al. для измельчения кожи применяли лезвие бритвы 
и ножницы [14]. Мы при выполнении этого этапа ра-
боты сначала разрезали кожу на узкие полоски, потом 
прямыми ножницами каждую измельчали до фрагмен-
тов размерами 2–3 мм. Для дальнейшего измельчения 
фрагментов использовали остроконечные вертикально 
изогнутые глазные ножницы. Чем меньше в результате 
получаются фрагменты кожи, тем лучше проходит их 
ферментативная дезагрегация. 

Для последующей ферментативной обработки тка-
ни важны выбор фермента и его концентрация. Еди-
ного мнения по этому вопросу у исследователей нет. 
Классическим вариантом считают применение колла-
геназы I [9, 13]. Ряд авторов, B.M. Murphy et al. [13], 
A. Takashima et al. [5], В.А. Зуев [9], для выделения фиб-
робластов кожи использовали коллагеназу I типа. Не-
которые исследователи применяли другие ферменты. 
Так, A. Seluanov et al. [8] проводили выделение фибро-
бластов кожи и легких с помощью Liberase Blendzyme 3 
(смесь коллагеназы I и II типа). G.G. Walmsley et al. при 
получении фибробластов кожи у мышей использовали 
коллагеназу IV типа [14]. Производители этого фермен-
та рекомендуют применять коллагеназу I типа, но, как 
следует из опыта названных выше авторов, возможно 
использование коллагеназы других типов. В нашей 
работе успешно была применена коллагеназа II типа 
(Gibco, США).

Концентрация коллагеназы, применяемой для фер-
ментативной дезагрегации кожи, по данным разных 
авторов, варьирует, а в зависимости от концентрации 
изменяется и время ее воздействия. Так, B.M. Murphy 
et al. [13] применяли коллагеназу I типа в концентра-
ции 10 мг/мл в сочетании с трипсином и ДНКазой I, 
и время воздействия составило 30 минут. A. Seluanov 
et al. использовали Liberase Blendzyme 3 (коллагеназа I 
и II) в концентрации 0,14 ед, Wunsch/мл – 1 мг/мл, вре-
мя воздействия при этом составило 30–90 минут [8]. 
G.G. Walmsley et al. применяли коллагеназу IV типа 

в концентрации 1 мг/мл и инкубировали фрагменты 
кожи в течение часа [14]. Выбор концентрации фермен-
та и времени воздействия зависит от вида животного, 
производителя и серии фермента.

Коллагеназа относится к протеолитическим фер-
ментам. Она расщепляет связи между нейтральными 
аминокислотами (X) и глицином в аминокислотной 
последовательности Pro­X­Gly­Pro в коллагене. Полу-
чают ее в основном из фильтрата культуры Clostridium 
histolyticum. Фильтрат содержит не менее семи различ-
ных протеаз с молекулярной массой 68–130 кДа. Кроме 
изоформ коллагеназ в нем также отмечается примесь 
казеиназы, клострипаина, трипсина, желатиназы, эла-
стазы и т.д. Существует несколько типов очищенных 
коллагеназ (I–XI), и они различаются по специфич ности 
и способности к разрушению природного коллагена 
и синтетических субстратов. Так, коллагеназа I типа 
используется для выделения клеток из кожи, легких, 
жировой ткани, надпочечников. Коллагеназа II типа 
применяется для изоляции клеток сердца, щитовидной 
и слюнных желез, печени, костей и хрящевой ткани. 
Коллагеназу типа IV и VIII применяют для выделения 
клеток из печени, а типы V и XI дают хороший результат 
при выделении островков Лангерганса из поджелудоч-
ной железы [16]. Подбор коллагеназы, что отмечают 
и производители (Sigma, Merck, Worthington), и ее не-
обходимой концентрации (от 0,1 до 5 мг/мл) во многом 
является эмпирическим. Также экспериментально под-
бирают время диссоциации тканей: от 15 минут до не-
скольких часов [5, 9, 12, 13]. 

Следует отметить, что коллагеназа активируется 
 ионами кальция (концентрация ионов в растворе долж-
на составлять 5 мМ), но ингибируется ЭГТА, ЭДТА, 
бета-меркаптоэтанолом, глутатионом, тиогликолевой 
кислотой и 8-гидроксихинолином [16]. Более высокая 
удельная активность коллагеназы может вызвать ги-
бель клеток. В этом случае уменьшают концентрацию 
фермента или добавляют БСА, сыворотку (до 0,5% 
и 5–10%, соответственно), чтобы стабилизировать 
клетки для дальнейшего выделения [3, 17].

При ферментативной обработке степень дезагре-
гации фрагментов кожи может быть полной или час-
тичной [8, 12]. В случае полной дезагрегации ткани 
исследователи предупреждают о возможности пере-
варивания клеток, в связи с тем что промежуток вре-
мени от одного состояния к другому небольшой – всего 
10–15 минут [12].

Вопрос применения клеточного сита для отделения 
непереваренной ткани и клеточной суспензии является 
спорным. Непереваренные фрагменты тканей, или ми-
кроэксплантаты, могут также быть источниками фиб-
робластов. По данным A. Seluanov et al., фибро бласты 
мигрируют из фрагментов ткани на 2–5-й день [8]. 
В то же время фильтрация суспензии через клеточное 
сито может вызвать дополнительное осаждение на нем 
фибробластов, хотя этот прием используется в некото-
рых протоколах [14, 15].
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Проблемой при выделении фибробластов кожи, на 
наш взгляд, является сложность прикрепления кожных 
фрагментов. Так, S.M. Keira et al. рекомендуют поме-
щать фрагменты ткани на чашки Петри с исчерчен-
ным дном, размещать их под ламинарным потоком на 
40 минут для адгезии ткани и только потом добавлять 
среду культивирования [4]. Большинство авторов не 
используют дополнительные покрытия, так как фибро-
бласты хорошо адгезируются к пластику, но в качестве 
альтернативы рассматривают обработку последнего 
коллагеном и фибронектином [3, 13].

В нашем эксперименте при ферментативном методе 
получения фибробластов непереваренные фрагменты 
кожи находились в культуральной среде во взвешенном 
состоянии. Они не прикреплялись к поверхности чаш-
ки Петри, что было подтверждено микроскопически. 
Традиционный метод культивирования фибробластов 
с использованием плазмы крови в качестве покрытия 
поверхности пластика дает хорошие результаты при-
крепления неполностью дезагрегированных фрагмен-
тов кожи [3]. С этой целью проводили забор крови у 
крысы из хвостовой вены в объеме 2 мл в стандартную 
пробирку с ЭДТА. Кровь центрифугировали и исполь-
зовали плазму в качестве покрытия дна чашек Петри. 
Затем их оставляли на 1–2 часа в ламинарном шкафу 
или использовали сразу. Помещали суспензию клеток 
с непереваренными фрагментами кожи на 3–5 минут 
и затем добавляли полную питательную среду. При 
таком подходе непереваренные участки кожи при 
ферментативном получении фибробластов быстро 
прикреп лялись к поверхности, что создавало оптималь-
ные условия для получения культуры клеток.

Был проведен ряд экспериментов по подбору вре-
мени ферментативного воздействия (табл.). Через  
1,5–2 часа воздействия коллагеназы II типа фрагменты 
кожи легко разрушались и проходили через стандарт-
ный наконечник пипетки объемом 1000 мкл. В резуль-
тате серии экспериментов выявлено, что лимитирую-
щим фактором для получения фибробластов оказался 
возраст животного. Для крыс в возрасте 5–6 недель 
при получении культуры фибробластов достаточной 
концентрацией коллагеназы II типа является 1 мг/мл, 
а для крыс в возрасте 8–10 недель – 5,0 мг/мл. 

В результате нами разработан итоговый оптими-
зированный протокол выделения дермальных фибро-
бластов кожи крысы в возрасте 5–6 недель массой тела 
50–60 граммов.

протокол выделения дермальных фибробластов
Шерсть в подмышечной области сбривали. Поверх-

ность обрабатывали 96% спиртом и проводили забор 
одного лоскута кожи размером 1 см2 с последующим 
ушиванием краев раны. Фрагмент кожи помещали 
в среду ДМЕМ («ПанЭко», Россия). 

1. Фрагмент кожи крысы в предварительно подогре-
том до 37° С растворе 0,25% трипсин–ЭДТА («ПанЭко», 
Россия) помещали на 30–60 минут в СО2-инкубатор.

2. С помощью скальпеля удаляли эпидермис и с 
внутренней стороны подкожную клетчатку.

3. Для предотвращения бактериального роста фраг-
менты кожи переносили в 10% раствор бетадина (EGIS 
Pharmaceuticals Plc, Венгрия) на 5 минут, затем дважды 
промывали средой.

4. С помощью ножниц кожный лоскут измельчали 
до 2–3 мм и затем остроконечными вертикально изо-
гнутыми глазными ножницами до получения однород-
ной массы.

5. Полученную из кожи массу однородной кон-
систенции помещали в среду ДМЕМ с коллагеназой 
II типа (Gibco № 17101-015, США) в концентрации 
1 мг/мл на 1,5 часа в СО2-инкубатор при 37°С. Перио-
дически, каждые 15–20 минут, пробирку встряхивали.

6. После завершения инкубации раствор с неперева-
ренными фрагментами кожи пипетировали, используя 
наконечники с широким и узким просветом, с целью 
дополнительной механической дезагрегации ткани.

7. На следующем этапе к раствору ДМЕМ с фер-
ментом коллагеназой II типа и взвеси клеток и непере-
варенных фрагментов кожи добавляли среду ДМЕМ с 
10% ЭТС (эмбриональная телячья сыворотка) и цент-
рифугировали (325 g, 5 минут).

8. Клетки ресуспендировали в 1 мл среды ДМЕМ с 
содержанием 10% ЭТС, 40 мкг/мл гентамицина и 2мМ 
глютамина («ПанЭко», Россия).

9. Затем клетки помещали в пластиковую чашку 
Петри (10 см в диаметре) и добавляли полную среду 
ДМЕМ.

10. Далее фибробласты инкубировали в течение 
7 дней до формирования полного монослоя (рис. 1). 
На этом этапе при микроскопическом исследовании 
выявлены прикрепившиеся клетки − фибробласты 
и фрагменты кожи − микроэксплантаты, которые слу-
жат дополнительными источниками фибробластов.

Все использованные среды подогревали до 37°С. 
С возрастом, по достижении крысами массы тела 

80 граммов и более, культуру клеток фибробластов 
кожи с помощью данного протокола получить не уда-
лось, поэтому нами был разработан протокол для по-
лучения фибробластов у половозрелых крыс массой 
160–180 граммов. Метод включает забор участка кожи 
размерами 1 × 1 см со спины крысы после предвари-
тельного сбривания шерстного покрова и обработки 
кожи 70° спиртом. Выбор участка кожи был обусловлен 
большим количеством коллагеновых волокон и фибро-
бластов. Фрагмент кожи крысы помещали на 30 минут 
в предварительно прогретый до 37°С 0,25% раствор 
трипсина, в СО2-инкубатор. Затем с помощью скаль-
пеля удаляли эпидермис и подкожную клетчатку. Кожу 
измельчали и помещали в среду ДМЕМ с содержани-
ем глюкозы 4,5 г/л, L-глутамин (Capricorn Scientific, 
Германия) с коллагеназой II типа в концентрации  
5 мг/мл на 2 часа в СО2-инкубатор, встряхивая про-
бирку через каждые 15–20 минут. Раствор с неперева-
ренными кусочками кожи пипетировали и добавляли 
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 раствор ДМЕМ с 10% ЭТС, центрифугировали при 
112 g 7 минут. Клетки ресуспендировали в среде ДМЕМ 
с содержанием глюкозы 4,5 г/л, 2мМ L-глютамина,  
40 мкг/мл гентамицина и 10% ЭТС и помещали в чаш-
ку Петри или в культуральный флакон. В течение 
10 дней формировался полный монослой фибро блас-
тов (рис. 1 С).

Заключение
При получении первичной культуры фибробластов 

кожи крыс следует учитывать ряд факторов – тип фер-
мента, его концентрацию, время воздействия, возраст 
животных, зону забора кожного лоскута. Оптимальный 
результат получен при использовании кожного лоскута 
из аксиллярной области у крыс в возрасте 5–6 недель 
массой тела 60–65 граммов, применении коллагена-
зы II типа в концентрации 1 мг/мл, и времени воздей-
ствия 90 минут. Для взрослых животных массой тела 
160–180 граммов при обработке кожи, полученной из 
области спины, была оптимальной ферментативная 
дезагрегация коллагеназой II типа в концентрации  
5 мг/мл в течение 120 минут.
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2 мая 2021 года исполнилось 80 лет Андрею Петрови-
чу Милованову – Заслуженному деятелю науки Россий-
ской Федерации, выдающемуся отечественному патоло-
гоанатому, основателю школы плацентологии, доктору 
медицинских наук, профессору, члену-корреспонденту 
Российской академии естественных наук, члену cовета 
старейшин Российского общества патологоанатомов.

В 1964 году А.П. Милованов окончил лечебный фа-
культет 2-го Московского государственного медицинско-
го института имени Н.И. Пирогова, в 1968-м поступил 
в ординатуру, а затем в аспирантуру НИИ морфологии 
человека, с которым связал всю свою научную деятель-
ность, пройдя путь от младшего научного сотрудника 
до заведующего лабораторией и отделом. В 1972 году 
А.П. Милованов защитил кандидатскую диссертацию, 
уникальные материалы которой затем были обобще-
ны в монографии «Патоморфология ангиодисплазий 
конечностей», а в 1979-м – докторскую диссертацию 
на тему «Морфофункциональная перестройка малого 
круга кровообращения у жителей Северо-Востока СССР 
и ее роль в патогенезе хронических неспецифических 
заболеваний легких». В 1990 году ему было присвоено 
ученое звание профессора, в 2005-м – почетное звание 
Заслуженного деятеля науки Российской Федерации.

В 1975–1980 годах А.П. Милованов руководил на-
учно-организационным отделом института, а затем 
возглавлял лаборатории морфометрии патологических 
процессов (1980–1982), патологической анатомии бо-
лезней детского возраста (1982–1998), патологии женс-
кой репродуктивной системы (1998–2016). С февраля 
2016 года по настоящее время А.П. Милованов – глав-
ный научный сотрудник лаборатории патологии репро-
дукции. 

Андрей Петрович определил возникновение и раз-
витие нового направления научно-практических морфо-
логических исследований – плацентологии. Его научно-
исследовательская деятельность посвящена различным 
аспектам становления и развития системы мать–плацен-
та–плод, морфогенезу цитотрофобластической инвазии, 
механизмам атипичной плацентации, роли интерферо-
ногенеза в репродукции, патологии плацентарного ложа 
матки при ранних и поздних гестозах, преждевременной 
отслойке плаценты, морфологическим основам фето-
плацентарной недостаточности, становлению плацен-
тарного барьера, формированио системы гемостаза в 
маточно-плацентарной области, патогенезу ретрохори-
альных гематом. Изучение функциональной активности 
экстраэмбриональных структур в норме и при патологии 
беременности позволило сформулировать оригиналь-
ную концепцию об определяющей роли микроокруже-
ния в жизнеобеспечении эмбриона человека.

Профессор А.П. Милова-
нов – автор более 200 науч-
ных работ, в том числе 11 мо-
нографий. Приоритетные 
результаты были представ-
лены в первом отечествен-
ном руководстве для врачей 
«Патология системы мать– плацента–плод» (1999), кол-
лективных монографиях «Экстраэмбриональные и око-
лоплодные структуры при нормальной и осложненной 
беременности» (2004) и «Беременность ранних сроков. 
От прегравидарной подготовки к здоровой гестации» 
(2018), пособии для врачей «Внутриутробное развитие 
человека» (2006), руководстве для врачей «Причины 
и дифференцированное лечение раннего невынашивания 
беременности» (2011). Научную работу Андрей Петро-
вич Милованов сочетал с практической деятельностью, 
выполняя обязанности внештатного главного детского 
патологоанатома Минздрава СССР (1981–1991), а потом 
Минздрава России (1993–2000). При его участии разра-
ботаны методические указания «Принципы построения 
и заключительного клинического и патологоанатомиче-
ского диагнозов при материнской смертности» (2001), 
клинические рекомендации «Эмболия амниотической 
жидкостью: интенсивная терапия и акушерская такти-
ка» (2017). Исследования в этой области обобщены в 
руководствах для врачей «Анализ причин материнской 
смертности» (2008) и «Причины и резервы снижения 
материнской смертности на современном этапе» (2014). 

Андрей Петрович внес большой вклад в подготовку 
научных кадров и специалистов. Он вел курсы усовер-
шенствования врачей по разделу «Плацентология» в Рос-
сийской медицинской академии последипломного обра-
зования и Институте повышения квалификации ФМБА 
России, под его руководством защищены 17 докторских 
и 33 кандидатские диссертации. А.П. Милованов является 
членом диссертационного совета при Институте морфо-
логии человека, входит в состав редколлегии журнала 
«Архив патологии» и редакционного совета журнала 
«Клиническая и экспериментальная морфология». 

За выдающиеся достижения в теоретической и прак-
тической морфологии Андрей Петрович Милованов 
удостоен звания Заслуженного деятеля науки Россий-
ской Федерации (2005), награжден медалью имени Ру-
дольфа Вирхова (2007), почетной медалью А.Д. Спе-
ранского (2015).

Коллектив Института морфологии человека, ред-
коллегия журнала «Клиническая и экспериментальная 
морфология», коллеги и ученики поздравляют Андрея 
Петровича с юбилеем, желают ему доброго здоровья, 
многих лет творческой деятельности и новых свершений!

юбИЛЕИ

андрей петрович милованов  
(к 80-летию со дня рождения)

Andrey Petrovich Milovanov  
on his 80th birthday
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15–16 апреля 2021 года в Москве на базе НИИ 
морфологии человека в режиме онлайн прошла Все-
российская научная конференция с международным 
участием «Регенеративная биология и медицина». 
В ней приняли участие ученые из разных городов 
Российской Федерации, Белоруссии, Великобритании 
и Швейцарии. Участников конференции при открытии 
приветствовали директор НИИ морфологии человека 
профессор Л.М. Михалева, научный руководитель НИИ 
морфологии человека член-корреспондент РАН, про-
фессор, доктор медицинских наук Л.В. Кактурский, 
руководитель секции медико-биологических наук от-
деления медицинских наук Российской академии наук, 
академик РАН, профессор, доктор медицинских наук 
А.М. Дыгай, директор Национального медицинского 
исследовательского центра акушерства, гинеколо-
гии и перинатологии имени академика В.И. Кулакова 
академик РАН, профессор, доктор медицинских наук 
Г.Т. Сухих, директор Института регенеративной меди-
цины, декан факультета фундаментальной медицины 
Московского государственного университета имени 
М.В. Ломоносова и президент Национального обще-
ства регенеративной медицины, глава экспертного со-
вета Минздрава России по регенеративной медицине, 
научной платформы Минздрава «Регенеративная ме-
дицина» и технологической платформы «Медицина 
будущего», академик РАН, профессор, доктор биоло-
гических наук В.А. Ткачук.

На конференции были заслушаны 58 устных до-
кладов, выставлены и обсуждены 24 стендовых до-
клада, 53 участника представили свои сообщения 
только в виде тезисов. В рамках конкурса награждены 
почетными грамотами молодые ученые, сделавшие 
лучшие устные (В.В. Козин, А.С. Полтавец, А.В. Па-
нова) и стендовые (А.А. Шаймарданова, И.М. Кабдеш, 
П.А. Крохичева) доклады.

Пленарные доклады были посвящены фунда-
ментальным проблемам регенеративной биологии 

и медицины (академик РАН В.А. Ткачук, профессор 
Е.Г. Скурихин, профессор М.А. Александрова, доктор 
биологических наук Е.Р. Андреева, доктор медицин-
ских наук А.В. Ельчанинов, член-корреспондент РАН 
Б.Г. Юшков, профессор Д.В. Гольдштейн), в том чис-
ле молекулярным аспектам регенерации (профессор 
Ю.А. Романов, профессор В.Л. Катанаев, доктор био-
логических наук Д.Н. Силачев) и новейшим методам 
тканевой инженерии – формативной биофабрикации 
и роботической биопечати (кандидат медицинских наук 
В.А. Миронов, кандидат медицинских наук И.Ю. Ма-
лышев). 

Тематика секционных заседаний оказалась очень 
разнообразной и охватывала различные прикладные 
и теоретические аспекты регенеративной биологии 
и медицины. Это дало участникам конференции воз-
можность ознакомиться с результатами исследований 
как по близкой им тематике, так и в других областях, 
что несомненно будет способствовать расширению 
кругозора ученых и появлению новых идей. Моде-
раторами конференции стали ведущие специалисты 
в области регенерации. Были затронуты такие важные 
темы, как новые методы изучения регенерации костной 
и хрящевой ткани (профессор Г.Н. Берченко, кандидат 
медицинских наук А.В. Ковалев), регуляции восста-
новительных процессов (доктор биологических наук 
В.П. Ямскова, кандидат биологических наук А.В. Ло-
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Всероссийская научная конференция с международным 
участием «регенеративная биология и медицина»

All-Russian scientific conference with international participation  
“Regenerative Biology and Medicine”
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Хроника

хонина, Д.А. Артемова, К.Р. Бутов, А.А. Власова, 
А.С. Полтавец, Е.Д. Студеникина), регенерации пато-
логически измененных органов (кандидат биологиче-
ских наук Т.В. Сухачева, кандидат биологических наук 
Д.А. Арешидзе). Несколько докладов было посвящено 
регенерации у беспозвоночных и низших позвоночных 
животных (доктор биологических наук И.Ю. Долматов, 
кандидат биологических наук В.В. Козин, В.А. Гари-
пова, Е.В. Шафеи). 

На соответствующих секциях рассматривали свой-
ства индуцированных плюрипотентных стволовых 
клеток (кандидат биологических наук Ю.Г. Суздаль-
цева, кандидат биологических наук И.Э. Неганова, PhD 
А.В. Кондрашов, М. Тарунина, А.В. Панова) и разные 
экспериментальные модели изучения регенерации (кан-
дидат биологических наук А.А. Пантелеев, кандидат 
ветеринарных наук Д.Б. Авдеев, кандидат биологиче-
ских наук М.С. Краснов, кандидат биологических наук 
Н.Б. Тихонова, Р. Алатращ, Н.В.  Андрианова, К.А. Да-

риенко, О.Н. Чернова). В программе конференции 
были широко представлены результаты исследований 
в области клеточных технологий (доктор биологиче-
ских наук Е.Ю. Плотников, доктор медицинских наук 
Д.Ю. Гребнев, кандидат медицинских наук И.Ю. Ма-
клакова, кандидат биологических наук С.В. Надеж-
дин, К.Ю. Пешкова, А.А. Костенников, А.В. Котова, 
П.И. Бобылева, Д.К. Матвеева) и тканевой инженерии 
(кандидат медицинских наук А.В. Васильев, кандидат 
медицинских наук И.Р. Гильмутдинова, Е.В. Пресня-
ков, Е.А. Пахомова, И.А. Недорубова, К.С. Кушнерев, 
М.О. Мавликеев, М.С. Божокин).

В целом следует отметить высокий методический 
уровень большинства докладов. Дистанционный мо-
дус мероприятия позволил расширить возможности 
общения специалистов из разных городов и стран, что 
существенно повысило уровень конференции. 

 К сожалению, объем публикации не позволяет до-
статочно полно осветить разнообразное содержание 
материалов конференции. Тем не менее с ними можно 
ознакомиться – запись заседаний конференции будет 
несколько месяцев доступна по адресу <https://nop2030.
ru/event/regenerativnaya-biologiya-i-meditsina/>. Тезисы 
и стендовые доклады размещены на сайте НИИ мор-
фологии человека <morfolhum.ru>.

Г.Б. Большакова, доктор биологических наук,
заведующая лабораторией роста и развития

НИИ морфологии человека 
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Вышла в свет монография, посвященная патомор-
фозу опухолей человека. Ее авторы – признанные ав-
торитеты в области патологической анатомии.

Современные хирургические пособия, лекарствен-
ная и лучевая терапия, гормонотерапия, иммунотера-
пия существенно изменили естественное течение и ис-
ход многих онкологических болезней, что обозначено 
понятием «лечебный патоморфоз» опухолей. Впервые 
в виде монографии обобщен опыт исследования пато-
морфоза ведущих медицинских учреждений России в 
сопоставлении с данными зарубежных исследований 
(в зарубежной литературе применяют термин «ответ 
опухоли на проводимую терапию»).

Монография состоит из введения, четырех глав, 
включающих основы патологоанатомического исследо-
вания патоморфоза опухолей, диагностику и оценку па-
томорфоза, его проявлений и механизмов, патоморфоз 
опухолей отдельных органов, и заключения. В издании 
приведены 60 фотографий микропрепаратов, представ-
лены рисунки на светооптическом и электронномикро-
скопическом уровне. Издание великолепно оформлено 
на высоком полиграфическом уровне.

В монографии нашли отражение новые взгляды 
на современные представления о молекулярно-гене-

тическом потенциале 
и прогнозе заболева-
ний, которые следует 
учитывать патолого-
анатомам в повсед-
невной практике. Во-
прос патоморфоза опухолей освещен с философских 
позиций, и это делает монографию « Патоморфоз 
 опухолей  человека» академическим изданием. 
В главе, посвященной различным видам опухолей, 
отражены изменения, внесенные в международную 
TNM-классификацию злокачественных опухолей 8-го 
пересмотра, а также коды заболеваний по МКБ-10. 

Монография предназначена для врачей – патолого-
анатомов, онкологов, осуществляющих повседневную 
морфологическую диагностику опухолей, подвергаю-
щихся различным терапевтическим воздействиям. Она 
безусловно будет полезна радиологам, ординаторам, 
аспирантам, молодым врачам. Отечественные патоло-
гоанатомы получили систематизированное руководство 
по оценке патоморфоза опухолей.

Е.М. Непомнящая,
доктор медицинских наук, профессор
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