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Вирус-индуцированные новообразования человека и роль 
трансмиссионной электронной микроскопии в их диагностике
М.А. Козлова, Д.А. Арешидзе, Л.М. Михалева
Научно-исследовательский институт морфологии человека имени академика А.П. Авцына ФГБНУ «Российский научный центр 
хирургии имени академика Б.В. Петровского», Москва, Россия

Резюме. Одним из важных канцерогенных факторов, и при этом чрезвычайно сложным в плане 
 изучения, являются онкогенные вирусы. В данном обзоре рассмотрены основные исторические эта-
пы изучения вирусной онкопатологии в клинике и эксперименте, приведена краткая классификация 
онкогенных вирусных инфектов, дана характеристика их участия в канцерогенезе. Описана роль 
методов электронной микроскопии в диагностике онкологических заболеваний как в практическом 
здравоохранении, так и в научно-исследовательском аспекте, а также охарактеризованы перспективы 
развития применения данного метода в изучении ультраструктурных морфологических особенностей 
вирус-индуцированных опухолей в настоящее время. Морфологическое исследование клетки методами 
электронной микроскопии позволяет установить характерные ультраструктурные паттерны для каждой 
патологии и их вариации внутри нозологической единицы. Применение возможностей электронной 
микроскопии в комплексе с другими современными методами разностороннего мультидисципли-
нарного исследования характеристик организма пациентов с вирус-индуцированной онкопатологией 
открывает горизонты для понимания корреляционных связей гомеостатических, адаптационных, 
патологических процессов, генетических, средовых и, как следствие, морфологических предпосылок 
развития и особенностей течения тех или иных заболеваний.
Ключевые слова: электронная микроскопия, вирусная онкопатология, канцерогенез, социально 
значимая патология
Для корреспонденции: Мария Александровна Козлова. E-mail: kma-morph@mail.ru
Для цитирования: Козлова М.А., Арешидзе Д.А., Михалева Л.М. Вирус-индуцированные новооб-
разования человека и роль трансмиссионной электронной микроскопии в их диагностике. Клин. эксп. 
морфология. 2024;13(4):5–17. DOI: 10.31088/CEM2024.13.4.5-17.
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Virus-induced human cancers and the role of transmission electron 
microscopy in their diagnosis
M.A. Kozlova, D.A. Areshidze, L.M. Mikhaleva
Avtsyn Research Institute of Human Morphology of FSBSI “Petrovsky National Research Centre of Surgery”, Moscow, Russia

Abstract. Oncogenic viruses are one of the important carcinogenic factors being extremely complicated to 
study. This review gives the main historical stages of clinical and experimental study of viral oncopatho logy,  
provides basic classification of oncogenic viral infections, and characterizes their role in carcinogenesis. 
We describe the role of electron microscopy methods in diagnosing oncological diseases in both practical 
healthcare and research. The article also discusses future possible uses of electron microscopy in studying 
ultrastructural morphological features of virus-induced tumors. Morphological examination of cells using 
electron microscopy methods allows to establish characteristic ultrastructural patterns for each pathology 
and their variations within the nosological form. The use of electron microscopy in combination with other 
modern methods for a comprehensive multidisciplinary study of patients with virus-induced oncopatholo-
gies opens up new horizons for understanding the correlations of homeostatic, adaptive, and pathological 
processes as well as genetic, environmental, and, thus, morphological prerequisites for the development and 
course of various diseases.
Keywords: electron microscopy, viral oncopathology, carcinogenesis, social pathology
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Введение
Проблема этиологии опухолевых процессов волнова-

ла врачей и ученых во все времена. Основополагающей 
для современных представлений об этом процессе мож-
но считать теорию раздражения, сформулированную 
в 1853 году Рудольфом Вирховом, согласно которой 
опухолевые клетки образуются из здоровых клеток ор-
ганизма вследствие воздействия повреждающих (раз-
дражающих) внешних факторов [1]. Последующие те-
ории канцерогенеза развивали эту идею, основываясь 
на открытии того или иного канцерогенного фактора.

К настоящему времени разнообразная и многофак-
торная этиология опухолевых заболеваний не вызывает 
сомнений. Для канцерогенеза требуется сочетание мно-
жества факторов. Изменение клеточного генома после 
воздействия канцерогенов может вызвать злокачествен-
ную трансформацию, если одновременно происходит 
подавление апоптоза и нарушение иммунного ответа, 
приводящее к неспособности распознать и уничтожить 
злокачественную клетку. Одним из важных канцеро-
генных факторов и при этом чрезвычайно сложным 
в плане изучения является инфекционный. И если 
бактериальные и паразитарные инфекции оказывают 
косвенное действие на частоту возникновения опухолей 
в основном за счет развития хронических воспалитель-
ных процессов или же повторяющейся интоксикации 
и травматизации тканей [2], то онкогенные вирусы 
обладают способностью к непосредственной транс-
формации клеток. Большинство из них интегрируется 
в геном клетки-хозяина и способно иммортализировать 
ее в целях обеспечения собственной беспрепятственной 
репликации [3].

Целью данного обзора являются представление 
исторического аспекта изучения вирусной онкопатоло-
гии в клинике и эксперименте, краткая классификация 
онкогенных вирусов, характеристика их роли в канце-
рогенезе, обобщенное описание роли электронной ми-
кроскопии в диагностике онкологических заболеваний 
(как в практическом здравоохранении, так и в научно-
исследовательском аспекте), а также перспективы при-
менения данного метода в изучении ультраструктурных 
морфологических особенностей вирус-индуцирован-
ных опухолей.

История изучения этиологической роли вирусов 
в канцерогенезе

Первое подтверждение вирусной этиологии опу-
холей было получено в 1907 году, когда итальянский 

врач Джузеппе Чиуффо и соавторы обнаружили, что 
бородавки человека могут передаваться посредством 
нанесения на здоровую кожу бесклеточных фильтра-
тов из клеток данного новообразования. Через 70 лет 
была подтверждена роль папилломавируса в развитии 
рака у человека. В 1908 году о возможности аналогич-
ной передачи лейкемии у кур доложили В. Эллерман 
и О. Банг, а в 1911 году П. Раус показал возможность 
бесклеточного заражения здоровых птиц веретенокле-
точной саркомой также при помощи бесклеточных экс-
трактов опухоли [4]. Эти исследования легли в основу 
вирусной теории канцерогенеза. В 1966 году Пейтону 
Раусу была присуждена Нобелевская премия по физио-
логии и медицине [5]. В дальнейшем были проведены 
исследования на широком спектре различных опухолей 
животных, подтвердившие наличие неопухолевых аген-
тов, провоцирующих развитие опухолей [6–13].

Поиски онкогенных вирусов человека долго не дава-
ли отчетливых воспроизводимых результатов, несмотря 
на то, что в их процессе было показано, что аденовиру-
сы человека могут провоцировать развитие опухолей 
у животных [14].

Накопление знаний об онкогенных вирусах, и в осо-
бенности о морфологических проявлениях их актив-
ности в системе вирус–клетка, является в значительной 
мере нетривиальной задачей. Онкогенные вирусы могут 
осуществлять свой вклад на разных этапах онкогене-
за, степень их вклада в развитие итогового заболева-
ния варьирует, по разным данным, от 15 до 100% [15]. 
Необходимо заметить, что ни для одного из онкоген-
ных вирусов запуск опухолевой трансформации не 
является неотъемлемой частью его жизненного цикла. 
Все известные онкогенные вирусы могут передаваться 
и вызывать инфекционные заболевания без инициации 
развития неоплазий. В нормальных условиях инфици-
рованная клетка реагирует на инфекцию, инициируя 
остановку клеточного цикла и запуская процесс запро-
граммированной гибели; при этом с большой долей 
вероятности элиминируется и злокачественная клетка. 
Таким образом, вполне вероятно, что вирусные онко-
гены также служат генами уклонения от иммунного 
ответа, которые не позволяют клетке-хозяину иниции-
ровать эти стереотипные ответы на инфекцию [16, 17]. 
Вероятность развития неоплазий при инфицировании 
в значительной мере связана как с наследственной пред-
расположенностью к тем или иным видам рака, так и с 
сочетанным действием различных факторов внутрен-
ней и внешней среды, усугубляющих эффекты вируса 
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(хроническое воспаление, гормональные воздействия, 
лучистая энергия солнца, воздействие химических ве-
ществ, рентгеновское излучение, диета с низким содер-
жанием клетчатки, курение, алкоголь и др.) [18–20]. При 
этом влияние нескольких факторов на риск может иметь 
характер как аддитивный, так и мультипликативный, 
то есть может соответствовать сумме рисков данных 
факторов или же произведению их рисков [21] (рис. 1).

Вирусный канцерогенез во многих случаях ассо-
циирован с непродуктивной инфекцией, находящейся 
длительное время в латентной форме, при которой за-
частую не удается выделить из опухоли возбудитель 
заболевания или обнаружить его морфологическими 
методами [22–25]. В таких случаях подтверждение ви-
русной природы заболевания является нелегкой задачей. 
Для решения данной проблемы специалистами в разное 
время предложены следующие критерии оценки [26].

Эпидемиологические
 y Географическая распространенность рассматрива-
емой вирусной инфекции должна соответствовать 
таковой для предположительно ассоциированного 
типа рака, с поправкой на наличие известных со-
путствующих факторов.

 y  Уровень определяемых вирусных маркеров выше 
у носителей заболевания, чем у представителей 
методически верно подобранной контрольной 
группы.

 y  Наличие вирусных маркеров предшествует раз-
витию опухоли; развитие опухолей происходит 
чаще у пациентов с вирусными маркерами, чем 
в их отсутствие.

 y  Частота возникновения опухолевого заболевания 
снижается за счет профилактики ассоциирован-
ной вирусной инфекции.

Вирусологические
 y  Вирус способен к опухолевой трансформации 
таргетных клеток in vitro.

 y  Вирусный геном идентифицируется в опухолевых 
клетках, отсутствуя при этом в нормальных.

 y  Инфицирование вирусом индуцирует развитие 
опухолей у животных в опыте.

Статистические
 y  Сила связи (как часто вирус ассоциирован с опу-
холью).

 y  Последовательность (наблюдалась ли взаимосвязь 
неоднократно).

 y  Специфичность ассоциации (является ли вирус 
однозначно ассоциированным с опухолью).

 y  Временны́е взаимоотношения (предшествует ли 
вирусная инфекция канцерогенезу).

 y  Биологический градиент (существует ли зависи-
мость вероятности развития опухоли от величины 
вирусной нагрузки).

Рис. 1.  Роль вирусных онкогенов в сочетании 
с сопутствующими факторами 
в инициации опухолевой трансформации 
клетки

Fig. 1.  The role of viral oncogenes in combination 
with accompanying factors in the initiation 
of malignant transformation
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 y  Биологическая достоверность (правдоподобна ли 
с биологической точки зрения вероятность индук-
ции опухолевого роста данным вирусом).

 y  Согласованность (имеет ли предполагаемая связь 
смысл с точки зрения известных характеристик 
опухоли).

 y  Экспериментальные данные (есть ли лабораторные 
данные, подтверждающие взаимосвязь) [27, 28].

К настоящему времени онкогенное действие под-
тверждено для семи вирусов человека, принадлежащих 
к разным семействам. Среди этого числа присутству-
ют два семейства РНК-вирусов, к которым относятся 
вирус гепатита С и Т-лимфотропный вирус человека 
первого типа (семейства Flaviviridae и Retroviridae, со-
ответственно), и пять разновидностей ДНК-вирусов: 
вирус Эпштейна–Барр и герпес-вирус саркомы Капоши 
(Herpesviridae), вирус гепатита B (Hepadnaviridae), ви-
рус папилломы человека (Papillomaviridae) и полиома-
вирус клеток Меркеля (Polyomaviridae). Этиологическая 
связь данных инфектов с канцерогенезом у человека 
подтверждена клинически и экспериментально, они 
классифицированы экспертами Международного агент-
ства по изучению рака как канцерогенные для человека 
(группа 1). Помимо достоверно подтвержденных в кли-
нике и опыте этиологических связей данных вирусов с 
определенными типами рака существуют основания для 
внесения ряда онкологических патологий в список ве-
роятно ассоциированных с теми же возбудителями и их 
дальнейшего всестороннего изучения. Важно отметить 
значительную распространенность и высокую соци-
альную значимость данных патологий, в особеннос ти 
затрагивающих репродуктивную функцию и передаю-
щихся в родах от матери ребенку [29–34] (табл. 1).

Доля опухолей человека вирусного происхождения 
варьирует в достаточно широком диапазоне, демон-
стрируя высокие значения (20–25%) в развивающихся 
странах Юго-Восточной Азии и Африки и относитель-
но низкие (5%) в развитых странах [35, 36].

Как уже было упомянуто, вирусы с подтвержден-
ным онкогенным действием относятся к разным семей-
ствам, однако в большинстве своем обладают относи-
тельно схожим морфологическим строением.

Вирус Эпштейна–Барр (EBV) по своему строению 
является типичным герпесвирусом. Незрелая частица 
(нуклеокапсид) вируса Эпштейна–Барр представляет 
собой икосаэдр с шестиугольным профилем, имеет диа-
метр около 80 нм и либо пуста, либо содержит в своем 
центре электронноплотный кольцеобразный нуклеоид. 
Зрелый вирион данного вируса в разрезе демонстри-
рует дополнительную внешнюю оболочку размером 
около 120 нм и всегда содержит электронноплотный 
центрально расположенный нуклеоид диаметром около 
45 нм [37, 38] (рис. 2 A).

Вирус гепатита B (HBV) – один из самых маленьких 
оболочечных вирусов животных. Вирионы размером 
30–42 нм, способные инфицировать гепатоциты, на-
зывают частицами Дейна. Такой вирион состоит из ико-

саэдрического белкового нуклеокапсида, внешней ли-
пидной оболочки и ядра (нуклеоида). Нуклеокапсид 
содержит вирусную ДНК и ДНК-полимеразу, облада-
ющую активностью обратной транскриптазы. Внешняя 
оболочка обладает встроенными белками, которые 
участвуют в связывании вирусов и проникновении 
в чувствительные клетки. Помимо частиц Дейна в сы-
воротке крови инфицированных пациентов методами 
электронной микроскопии обнаруживаются в большом 
количестве нитевидные, сферические и змеевидные 
(cobra-shaped) тела без ядра. Эти частицы не являются 
инфекционными и состоят из белков поверхностного 
антигена вируса гепатита B (HBsAg), обильно выра-
батываемого в течение жизненного цикла вируса [39, 
40] (рис. 2 B).

Диаметр сферических вирионов вируса гепатита С 
(HCV) составляет от 50 до 80 нм, они состоят из липо-
протеиновой оболочки и нуклеокапсида, содержащего 
одноцепочечный РНК-геном, ядро, гликопротеины E1 
и E2 и трансмембранные белки I типа, которые обра-
зуют ковалентные связи с инфицированными гепато-
цитами [41, 42] (рис. 2 C).

Вирионы вируса герпеса человека 8-го типа (герпес-
вируса саркомы Капоши) состоят из гексагональных 
по форме нуклеокапсидов диаметром около 110 нм, 
окруженных белковым тегументом и липопротеиновой 
оболочкой и содержащих нуклеоиды круглой, много-
угольной или столбчатой формы [43, 44] (рис. 2 D).

Вирионы Т-лимфотропного вируса человека пер-
вого типа (HTLV-I) преимущественно сферические, 
неоднородны по размеру и имеют средний диаметр 
113±23 нм. Вирионы обладают неупорядоченной по-
лиэдрической структурой капсидного ядра, различной 
в каждой вирусной частице независимо от ее величины. 
Размеры нуклеоидов также варьируют, при этом не-
которые участки белкового нуклеокапсида повторяют 
изгиб внутреннего листка липидной оболочки вируса, 
в то время как другие его части полностью отделены 
от вирусной мембраны [45, 46] (рис. 2 E).

Под общим названием «вирус папилломы челове-
ка» (HPV) объединено, по разным классификациям, 
порядка 30 вирусов, относящихся к пяти родам. ВПЧ 
относятся к безоболочечным вирусам, то есть обла-
дают простым икосаэдрическим капсидом диаметром 
40–55 нм, содержащим двухцепочечную ДНК в виде 
замкнутого кольца, включающего в себя около 8000 ну-
клеотидных пар [47–49] (рис. 2 F).

Вирион полиомавируса клеток Меркеля (MCPyV) 
представляет собой небольшую неоформленную 
без обо лочечную двуцепочечную ДНК-содержащую 
(dsDNA) вирусную частицу икосаэдрической формы 
диаметром 45–50 нм. Структура MCPyV во многом 
схожа с таковой у других полиомавирусов [50, 51] 
(рис. 2 G).

Помимо упомянутых вирусов с подтвержденным 
онкогенным действием пристальное внимание кли-
ницистов и исследователей длительное время направ-
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Рис. 2.  Изображения онкогенных вирусов, полученные методом трансмиссионной электронной микроскопии.
 A – вирус Эпштейна–Барр, B – вирус гепатита B, C – вирус гепатита C (стрелка указывает на нуклеоид вирусной 

частицы), D – вирус герпеса человека 8-го типа (герпес-вирус саркомы Капоши), E – Т-лимфотропный вирус человека 
первого типа (белые стрелки указывают на вирионы с равномерно распределенной электронной плотностью, не 
имеющие выраженных сердцевин; черные стрелки указывают на вирионы со зрелым нуклеоидом; белые головки стрелок 
указывают на частицы с недостаточно зрелым нуклеоидом; частица 3 имеет сферическое капсидное ядро), F – вирус 
папилломы человека, G – полиомавирус клеток Меркеля

Fig. 2.  Images of oncogenic viruses obtained with transmission electron microscopy.
 A – Epstein–Barr virus, B – hepatitis B virus, C – hepatitis C virus (the arrow indicates the nucleoid of the viral particle),  

D – human herpesvirus-8 (Kaposi sarcoma herpesvirus), E – human T-lymphotropic virus type 1 (white arrows indicate virions 
with uniformly distributed electron density and no pronounced core; black arrows indicate virions with a mature nucleoid;  
white arrowheads indicate particles with a partially mature nucleoid; particle 3 has a spherical capsid core), F – human 
papillomavirus, G – Merkel cell polyomavirus

C
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лено на ряд ДНК- и РНК-вирусов, свойства которых 
позволяют также предположить у них потенциальное 
канцерогенное действие [52–55] (табл. 2).

Особняком в списке вирусов, относящихся к онко-
генным, стоит вирус иммунодефицита человека (ВИЧ). 
Это обусловлено тем, что сам по себе данный вирус 

не вызывает опухолевой трансформации клеток. Тем 
не менее вызываемый им критический иммунодефи-
цит значительно повышает частоту инфицирования 
онкогенными вирусами; при этом течение данных за-
болеваний на фоне ВИЧ-инфекции отличается высо-
кой агрессивностью, тенденцией к ускоренному росту 

2

3
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и метастазированию, значительно хуже поддаваясь 
противоопухолевой терапии, чем у лиц, не инфициро-
ванных ВИЧ [56–59].

Роль электронной микроскопии в изучении 
и диагностике вирус-индуцированных 
опухолевых процессов

Ключевую роль в зарождении современной вирус-
ной цитопатологии в целом и вирусной онкопатоло-
гии как ее подраздела сыграли создание и развитие 
в ХХ веке метода электронной микроскопии, позво-
лившего значительно расширить познания об ультра-
структуре опухолей, онкогенных вирусах и их поведе-
нии в клетке.

При изучении вирус-индуцированных опухолей 
на светооптическом уровне, ограниченном разрешаю-
щей способностью светового микроскопа, невозможно 
было составить отчетливое представление об ультра-
структурных преобразованиях органоидов опухолевых 
клеток, в том числе под действием вирусных инфекций, 
о структуре онкогенных вирусов человека, их пове-
дении в клетке и других морфологических аспектах 
данных патологий.

Переломным моментом в развитии онкопатологии 
стало открытие Майклом Эпштейном и Ивонной Барр 
вирусных частиц вируса герпеса человека 4-го типа 
в клетках лимфомы Беркитта с помощью просвечи-
вающей электронной микроскопии [60–62]. За этим 
открытием последовало широкомасштабное изучение 
тонкой структуры различных опухолей человека и жи-
вотных, создавшее фундамент для большинства наших 
современных представлений об опухолевом росте, а 
также метаболических и структурных преобразованиях 
в клетке и ткани, характере опухолевого неоангиоге-
неза, что, несомненно, стало чрезвычайно значимой 

ступенью для понимания этиологии и патогенеза не 
только вирус-индуцированного, но и неинфекционного 
канцерогенеза [63, 64].

Вирус при внутриклеточном паразитировании выра-
женно нарушает, извращает метаболические процессы 
в клетке, что проявляется в изменениях ее ультраструк-
турной организации. Эти изменения распространяются 
как на отдельные органоиды клетки, так и на системы 
гомологичных органоидов или же на всю клетку в це-
лом. Характер и последовательность деструктивных 
изменений зависят от особенностей онтогенеза кон-
кретного вируса, чувствительности клетки к инфекту, 
выраженности вирусной нагрузки и ряда прочих при-
чин. Таким образом, методами электронной микроско-
пии можно установить характерные ультраструктурные 
паттерны для каждой патологии и их вариации внутри 
нозологической единицы [65].

Длительное время электронная микроскопия слу-
жила одним из основных инструментов диагностики 
опухолевых процессов. До развития и повсеместного 
внедрения методов молекулярно-генетической диагнос-
тики в клинической и экспериментальной онкологии 
именно ультраструктурное исследование с помощью 
просвечивающих электронных микроскопов позволяло 
наиболее точно верифицировать диагноз и обеспечить 
соответствующую ему терапию [66, 67].

Разумеется, у данного метода имеются свои огра-
ничения, наиболее значимым из которых является, 
конечно, его длительность. В отличие от гистологи-
ческих методов, допускающих срочную диагностику 
на замороженных и заключенных в парафин образцах, 
классическая пробоподготовка материала для просвечи-
вающей электронной микроскопии занимает до двух не-
дель, которые для пациента в тяжелом состоянии могут 
оказаться критическими. С учетом этого в настоящее 

Таблица 2 | Table 2
Вирусы человека с предполагаемым онкогенным действием | Human viruses with putative oncogenic effects

Наименование | Name Классификация| 
Classification

Предполагаемо ассоциированные опухоли | Suspected 
associated tumors

Обезьяний вакуолизирующий вирус SV40 | 
Macaca mulatta polyomavirus 1 

Polyomaviridae Злокачественные новообразования головного мозга, рак кости, 
мезотелиома | Brain cancer, bone cancer, mesothelioma

Полиомавирус человека 1 |  
Human polyomavirus 1 (BK virus)

Polyomaviridae Рак простаты | Prostate cancer

Вирус Джона Каннингема |  
John Cunningham virus (JC virus)

Polyomaviridae Злокачественные новообразования головного мозга |  
Brain cancer

Эндогенные ретровирусы человека |  
Human endogenous retroviruses (HERV) 

Retroviridae Герминогенные опухоли, рак молочной железы, рак яичников 
и меланома | Germ cell tumors, breast cancer, ovarian cancer and 
melanoma

Вирус опухоли молочной железы человека | 
Human mammary tumor virus (HMTV) 

Retroviridae Рак молочной железы | Breast cancer

Гепатит TTV | Torque teno virus (TTV) Circoviridae Опухоли желудочно-кишечного тракта, легких, молочной 
железы, миелома | Tumors of the gastrointestinal tract, lungs, and 
breast, myeloma
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время электронная микроскопия отчасти уступает свои 
диаг ностические позиции более быстрым и удобным 
в использовании методикам (ПЦР, гистологическим, 
в том числе иммуногистохимическим методам, и т.д.), 
однако приобретает дополнительное значение в каче-
стве важного инструмента исследований [68–73]. Тем не 
менее, существуют доступные для опытного специали-
ста методы ускоренной проводки биологических образ-
цов, при которых срезы могут быть готовы к просмотру 
в течение 2,5–3 часов. Для подобной проводки образцы 
ткани нарезаются очень тонко (порядка 0,5 мм), продол-
жительность пребывания в обезвоживающих растворах 
уменьшается, а полимеризация блока проводится при 
более высокой температуре в течение более короткого 
времени (например, 25 минут при +95°C). Кроме того, 
появление микроволновой обработки также позволило 
сократить время, необходимое для окрашивания, обез-
воживания и заливки образцов [74–76].

Для ускоренной идентификации патогенов в диаг-
ностической электронномикроскопической вирусоло-
гии широко применяется метод негативного контра-
стирования. Данная техника, внедренная в 1959 году 
Р. Хор  ном и С. Бреннером, использует способность 
солей тяжелых металлов рассеивать электроны для кон-
трастирования вирусов или бактерий, что позволяет де-
тально изучить поверхность объекта. Удобство и про-
стота метода обеспечивают возможность проводить 
рутинное исследование большого количества образцов. 
Одним из наиболее часто используемых негативных 
контрастов в диагностической электронной микроско-
пии является фосфорно-вольфрамовая кислота, но есть 
и другие, которые применяются регулярно (например, 
молибдат аммония, уранилацетат, соли кремневоль-
фрамовой кислоты). Очищенную суспензию вируса 
в буферном растворе инактивируют, центрифугируют 
и пропускают через фильтры до достижения необхо-
димой концентрации. Раствор контрастирующего ве-
щества либо смешивают с суспензией вируса перед 
нанесением на сетку, либо наносят на сетку после того, 
как образец адсорбировался на опорной пленке [77].

Минус методики негативного контрастирования – 
возможное искажение формы вирионов вследствие по-
верхностного натяжения при высушивании образца на 
сетке. Современным методом, позволяющим избежать 
подобных повреждений и добиться получения точных 
изображений тонкой структуры различных объектов, 
является криоэлектронная микроскопия. Ограничения 
данного метода включают необходимость в высокоспе-
циализированном дорогостоящем оборудовании и тща-
тельную пробоподготовку. Образцы при использовании 
данной методики замораживают в жидком азоте, пере-
носят в микроскоп в специальной холодильной камере 
и рассматривают в замороженном виде в специальном 
трансмиссионном электронном микроскопе, оснащен-
ном криоштативом. Многие цифровые изображения 
делаются под разными углами наклона и реконстру-
ируются компьютером в трехмерное изображение. 

Цифровая визуализация также позволяет окрашивать 
различные компоненты изображения для получения 
наглядных иллюстраций строения тех или иных био-
логических объектов [78, 79]. Сочетание возможностей 
электронной микроскопии с другими современными 
методами комплексного разностороннего исследования 
характеристик организма пациента с вирус-индуциро-
ванной онкопатологией открывает горизонты для по-
нимания корреляционных связей гомеостатических, 
адаптационных, патологических процессов, генети-
ческих, средовых и, как следствие, морфологических 
предпосылок развития и особенностей течения тех или 
иных заболеваний.

Методы электронной микроскопии позволяют
 y  Визуализировать наличие/отсутствие активных 
форм вирусов в клетках опухолей и/или при пред-
опухолевом состоянии тканей, а также в культурах 
клеток в клинике и эксперименте.

 y  При визуализации активных инфекционных аген-
тов определять области их локализации в клетке 
и внеклеточном матриксе, устанавливать характер 
взаимодействия вирусов с органоидами клетки 
и элементами тканевого микроокружения.

 y  Устанавливать качественные и количественные 
ультраструктурные особенности клеток, их орга-
ноидов (описательная и/или морфометрическая 
характеристика органоидов – форма, количество, 
локализация, признаки повышенной или снижен-
ной функциональной активности клетки, наличие 
или отсутствие признаков внутриклеточной реге-
нерации).

 y  Определять дистрофические и дегенеративные 
изменения в клетке.

 y  Оценивать характер васкуляризации опухоли.
 y  Составлять характеристику морфологической 
картины иммунного ответа.

 y  Определять типы клеточной гибели (некроз, апоп-
тоз, пироптоз, ферроптоз).

 y  Определять число физических единиц вируса на 
одну клетку.

 y  Осуществлять установку связей между феноти-
пом опухолевой клетки и генотипом патологиче-
ского агента.

 y  Выявлять различия в ультраструктуре клеток опу-
холей при наличии и отсутствии вирусной этио-
логии и различном наследственном мутационном 
статусе генов репарации ДНК.

 y  При терапии опухолей с применением продукции 
нанотехнологий осуществлять оценку эффектив-
ности лечения, локализации наночастиц в клетке, 
характера и успешности их действия. 

 y  Одна из причин канцерогенеза – нарушение функ-
ционирования митохондрий; соответственно, эти 
органоиды являются и объектом терапии, а их 
 изучение без применения электронной микро-
скопии невозможно [80–91].
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Заключение
Таким образом, несмотря на развитие современ-

ных методов исследований, электронная микроскопия 
остается необходимым, а в ряде случаев и ведущим 
методом в практике как для онколога-клинициста, 
так и для онколога-исследователя, патолога. Следует 
подчеркнуть, что в настоящее время особенно важен 
междисциплинарный подход к диагностике, лечению 
и профилактике онкологических заболеваний органов 
и тканей, где особую ценность приобретают результаты 
комплекса различных методов, применяемых в иссле-
довании, включая электронную микроскопию.
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Сравнительный анализ изменений морфологии  
стенки восходящей аорты у пациентов с двустворчатым 
и трехстворчатым аортальным клапаном при ее аневризме
Т.В. Сухачева1,2, Е.В. Пеняева1, М.А. Соборов1,3, С.В. Гарманов1,  
М.Б. Кокоев1, В.А. Мироненко1, Р.А. Серов1
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Резюме. Введение. Аневризма аорты характеризуется расширением диаметра аорты в 1,5 раза и более 
и может приводить к расслоению и разрыву стенки аорты с фатальными последствиями. Цель ис-
следования – сравнительный анализ изменений морфологии стенки восходящей аорты у пациентов 
с двустворчатым и трехстворчатым аортальным клапаном при ее аневризме.
Материалы и методы. В работе проведено исследование биоптатов восходящего отдела аорты с анев-
ризмой у 49 пациентов с двустворчатым и 99 пациентов с трехстворчатым аортальным клапаном. 
Результаты. У пациентов с двустворчатым и трехстворчатым аортальным клапаном диаметр 
восходящей аорты составил, соответственно, 51,0±9,1 мм и 54,6±11,5 мм. Морфометрическое 
исследование толщины слоев стенки аорты продемонстрировало у пациентов с трехстворчатым 
аортальным клапаном по сравнению с пациентами с двустворчатым аортальным клапаном до-
стоверное утолщение интимы (71,7±52,3 и 143,5±148,1 мкм) и адвентиции аорты (595,9±253,9 
и 801,3±388,6 мкм) (p<0,05), в то время как толщина медии (1127,0±246,9 и 1177,9±268,32 мкм) 
у этих пациентов практически не отличалась. Изменения в медии аорты (фрагментация эластиче-
ских мембран, нарушение параллельного расположения гладкомышечных клеток, плотность рас-
пределения vasa vasorum) наблюдались достоверно реже у пациентов с двустворчатым аортальным 
клапаном по сравнению с пациентами, имеющими трехстворчатый аортальный клапан. У пациентов 
с двустворчатым аортальным клапаном необходимость в оперативном вмешательстве возникала 
в более молодом возрасте, чем у пациентов с трехстворчатым аортальным клапаном, в то время 
как признаки ремоделирования интимы и медии аорты были выражены в меньшей степени, чем 
у пациентов с трехстворчатым аортальным клапаном. 
Заключение. У пациентов с двустворчатым аортальным клапаном показания к оперативному вме-
шательству возникают при менее выраженных изменениях морфологии стенки восходящей аорты. 
Построение стереометрической модели гистологических изменений стенки аорты при ее аневризме 
позволит количественно представить роль ключевых морфологических характеристик, упростить 
патологоанатомическую диагностику и оптимизировать хирургическую тактику лечения пациентов 
с этой патологией.
Ключевые слова: двустворчатый аортальный клапан, трехстворчатый аортальный клапан, аневризма 
аорты, интима аорты, медия аорты 
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Введение
Двустворчатый аортальный клапан (ДАК) является 

наиболее частым врожденным пороком сердца, встре-
чающимся у 1–2% населения. Люди с ДАК подвержены 
значительно более высокому риску развития серьезных 
аортальных осложнений, чем имеющие трехстворчатый 
аортальный клапан (ТАК), в связи с повышенной гемо-
динамической нагрузкой, вызванной самой морфологи-
ей ДАК. Пациентам с ДАК при выполнении операции 
протезирования аортального клапана (АК) по поводу 
его порока рекомендуется протезирование восходящей 
аорты, если ее дилатация превышает 50 мм и имеются 
факторы риска, в то время как пациентам с ТАК подоб-
ное хирургическое вмешательство рекомендовано при 
дилатации аорты свыше 55 мм [1]. Тенденция к более 
агрессивному хирургическому подходу у пациентов 
с расширенной аортой при ДАК обусловлена тем, что 

ДАК является фактором риска возникновения дила-
тации, аневризмы и расслоения корня аорты, причем 
даже в тех случаях, когда гемодинамические наруше-
ния функции самого клапана минимальны [2].

На формирование дилатации аорты существенное 
влияние оказывают свойства сосудистой стенки, гео-
метрия аортального русла и композиция потоков крови 
внутри аорты. В норме при ТАК поток крови в аорте 
закручен с максимальной скоростью в центре и за-
медлением в области контакта с сосудистой стенкой 
на периферии [3]. ДАК формируется внутриутробно, 
при сращении створок центр потока смещается в за-
висимости от того, какие створки соединены между 
собой. Смещение центра потока нарушает работу 
механизма Виндкесселя и определяет повышение на-
грузки на стенку аорты. В этих условиях формируется 
фиброз створок АК, который приводит в последующем 
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к аортальному пороку, чаще к пятой декаде жизни [4]. 
По-видимому, один из главных факторов в процессе 
формирования дилатации аорты при ДАК – повыше-
ние механического воздействия на аортальную стенку. 
В случае дилатации аорты при ТАК ведущим являет-
ся фактор нарушения структуры аортальной стенки. 
В связи с этим вначале из-за изменений сосудистой 
стенки происходит расширение восходящего отдела 
аорты, а затем уже формируется аортальный порок. 

Кроме того, известно, что аневризма восходящего 
отдела аорты у пациентов с ДАК клинически и морфо-
логически отличается от таковой у пациентов с ТАК. 
Важный фактор, провоцирующий развитие аортопатии 
у пациентов с ДАК, помимо наличия асимметричной 
гемодинамической нагрузки – особый эмбриональный 
фенотип гладкомышечных клеток (ГМК), которые обла-
дают свойствами, отличающимися от ГМК пациентов 
с ТАК [5–10]. Более того, механические свойства стен-
ки восходящей аорты у пациентов с ДАК отличаются 
от таковых у пациентов с ТАК, например, биомехани-
ческий тест выявил более высокие значения пикового 
напряжения перед разрывом стенки аорты у пациентов 
с ДАК, чем у пациентов с ТАК. У пациентов с ДАК 
разрыв стенки аорты равномерно охватывает все слои 
стенки, тогда как у пациентов с ТАК разрыв стенки по-

степенный и прогрессирующий [11]. Предполагается, 
что исследование топографии нарушений гистологиче-
ского строения стенки аорты у пациентов с ДАК и ТАК 
и аневризмой аорты будет иметь прогностическое зна-
чение, позволит выделить пациентов, предрасположен-
ных к аортопатии, и оптимизировать хирургическую 
тактику. 

Цели исследования – проведение сравнительного 
анализа изменений морфологии стенки восходящей 
аорты у пациентов с ДАК и ТАК при ее аневризме 
и разработка подходов к созданию стереометрической 
модели гистологических изменений аорты при этой па-
тологии, которая позволит унифицировать и упростить 
морфологическую диагностику и оптимизировать хи-
рургическую тактику лечения.

Материалы и методы
Исследование проведено на материале интраопе-

рационных биопсий восходящей аорты у 49 пациен-
тов с ДАК в возрасте 18–74 лет (73% мужчин / 27% 
женщин) и 99 пациентов с ТАК в возрасте 22–84 лет 
(64% мужчин / 36% женщин) (табл. 1). По поводу рас-
ширения восходящего отдела аорты пациентам выпол-
нены следующие виды вмешательств: пластическое 
вмешательство на восходящей аорте, супракоронарное 

Таблица 1 | Table 1
Клиническая характеристика пациентов (M±m (min-max)) | Clinical characteristics of patients [M±m (min-max)]

Клинические параметры | Clinical parameters ДАК (n=49) | BAV (n=49) ТАК (n=99) | TAV (n=99)

Возраст, лет| Age, years 49,7±13,9 
(18–74)

58,7±10,7 
(22–84)*

Пол | Gender:

мужчины, % | male, % 73 64 

женщины, % | female, % 27 36

Диаметр восходящей аорты, мм | Diameter of the ascending  
aorta, mm

49,3±9,9 
(34–74)

53,3±11,6 
(30–100)

Диаметр корня аорты, мм | Aortic root diameter, mm 41,9±9,0 
(28–85)

46,5±12,4 
(27–96)*

Ударный объем левого желудочка, мл | Stroke volume of the left 
ventricle, ml

98,1±40,6 
(37,0–174,8)

108,5±34,4 
(36,4–206,4)

Фракция выброса левого желудочка, % | Left ventricle ejection 
fraction, %

71,9±14,9 
(56–115)

71,7±21,1 
(36,5–114)

Фиброзное кольцо аортального клапана, мм | Fibrous ring  
of the aortic valve, mm

25,8±4,1 
(18–38)

25,1±3,3 
(20–36)

Стеноз аортального клапана, % | Aortic valve stenosis, % 42,4 19,1

Недостаточность аортального клапана II–IV степени, % |  
Aortic valve insufficiency, grades II–IV, %

51,5 71,4

Артериальная гипертензия, % | Arterial hypertension, % 63,6 90,4*

Ишемическая болезнь сердца, % | Coronary artery disease, % 14.3 17,5

* p<0,05 (критерий Манна–Уитни) | *p<0.05 (Mann–Whitney test)
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протезирование восходящей аорты или радикальное 
вмешательство на корне аорты, операция Бенталла–
Де Боно.

Перед операцией пациентам проводили стан-
дартное обследование, включая трансторакальную 
ЭхоКГ и мультиспиральную компьютерную томо-
графию (МСКТ) (рис. 1), для определения диаметра 
восходящей аорты и воспроизведения посредством 
3D-моделирования формы сосуда. В подавляющем 
большинстве случаев имели место диффузное рас-
ширение восходящего отдела аорты и истончение ее 
стенки.

Исследование выполнено в соответствии с Хель-
синкской декларацией Всемирной медицинской ассо-
циации и одобрено этическим комитетом НМИЦ ССХ 
им. А.Н. Бакулева (протокол № 2 от 07.10.2021). Все 
пациенты подписали добровольное информированное 
согласие на исследование биологического материала.

Забор биоптата проводили интраоперационно из 
передней части стенки восходящей аорты на 0,5–1,0 см 
выше уровня синотубулярного сочленения.

У пациентов с ДАК диаметр восходящей аорты со-
ставил 49,3±9,9 мм, фракция выброса (ФВ) левого же-
лудочка (ЛЖ) – 71,9±14,9%, ударный объем (УО) ЛЖ – 
98,1±40,6 мл. У пациентов с ТАК диаметр восходящей 
аорты составил 53,3±11,6 мм, ФВ ЛЖ – 71,7±21,1%, УО 
ЛЖ – 108,5±34,4 мл (табл. 1). Внешние признаки со-
единительнотканной дисплазии генетической природы 
у пациентов обеих групп не выявлены.

На гистологических препаратах, окрашенных гема-
токсилином и эозином (×100), выполнено морфомет-
рическое исследование толщины слоев стенки аорты. 

Проведена полуколичественная (4-балльная) оценка 
изменений морфологии интимы (миксоидные и атеро-
склеротические изменения) (×100): 0 – нет изменений; 
1 – очаговые изменения в единичных полях зрения; 
2 – изменения в менее чем половине площади полей 
зрения; 3 – изменения в более чем половине площади 
полей зрения. 

На этих же препаратах оценивали содержание ГМК 
в медии аорты в нескольких полях зрения (×100): 0 – 
нет изменений; 1 – отсутствие ГМК на площади ме-
нее одной трети толщины медии; 2 – наличие ГМК 
на площади от одной трети до двух третей толщины 
медии; 3 – наличие ГМК на площади более двух тре-
тей толщины медии. Кроме того, по 4-балльной шкале 
определяли выраженность кистовидной дегенерации 
медии аорты и диффузной базофилии (×100): 0 – нет 
изменений; 1 – базофилия в медии аорты или еди-
ничные кистовидные изменения; 2 – множественные 
очаги базофилии или несколько кистовидных образо-
ваний; 3 – множественные кистовидные образования. 
Для определения глюкозаминогликанов в стенке аорты 
гистологические препараты окрашивали альциановым 
синим (pH 2,5). Далее на этих же препаратах оценива-
ли выраженность хаотичного расположения ГМК по 
4-балльной шкале (×100): 0 – нет изменений; 1 – на-
личие очагов хаотично расположенных ГМК в еди-
ничных полях зрения; 2 – распространение очагов 
хаотично расположенных ГМК в менее чем половине 
площади полей зрения; 3 – хаотично расположенные 
ГМК присутствуют в более чем половине площади 
полей зрения. В препаратах также определяли нали-
чие vasa vasorum во внутренних 2/3 медии аорты по 
4-балльной шкале (×100): 0 – нет сосудов; 1 – немного-
численные сосуды присутствуют в единичных полях 
зрения; 2 – наличие сосудов менее чем в половине по-
лей зрения; 3 – наличие сосудов более чем в половине 
полей зрения. 

Кроме того, для выявления эластики препараты 
окрашивали по Вейгерту и по 4-балльной шкале опре-
деляли характер расположения и степень фрагментации 
эластических мембран в медии аорты (×100): 0 – нет из-
менений; 1 – очаговые изменения в единичных эласти-
ческих мембранах в поле зрения; 2 – изменения и фраг-
ментация эластических мембран в менее чем половине 
площади полей зрения; 3 – изменения наблюдаются 
в более чем половине площади полей зрения. На препа-
ратах, окрашенных трихромом по Массону, определяли 
степень фиброза стенки аорты полуколичественно по 
4-балльной шкале (×100): 0 – нет изменений; 1 – увели-
чение содержания коллагена на площади менее одной 
трети толщины медии; 2 – фиброз занимает от одной 
трети до двух третей толщины медии; 3 – фиброз за-
нимает более двух третей толщины медии.

Полученные результаты были обработаны с ис-
пользованием методов непараметрической статисти-
ки (критерий Манна–Уитни, коэффициент корреляции 
Спирмена) при уровне значимости p<0,05.

Рис. 1. МСКТ с контрастным усилением. Трехмерная 
реконструкция. Восходящий отдел аорты расширен 
у пациентов с ДАК (A) и ТАК (B).

 A – пациент 43 лет с ДАК. B – пациентка 74 лет с ТАК
Fig. 1.  Contrast-enhanced MSCT. 3D reconstruction.  

The ascending aorta is dilated in patients with BAV (A) 
and TAV (B).

 A – a 43-year-old patient with BAV. B – a 74-year-old 
patient with TAV

А B
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Результаты
Сравнительный анализ данных клинического об-

следования выявил у пациентов с ДАК и ТАК до-
стоверные отличия по возрасту (среднее значение 
49,7±13,9 года против 58,7±10,7 года), диаметру кор-
ня аорты (41,9±9,0 мм против 46,5±12,4 мм) и нали-
чию артериальной гипертензии (63,6% против 90,4%) 
(p<0,05) (табл. 1). Показатели, характеризующие со-
кратительную активность миокарда ЛЖ (ФВ ЛЖ, УО 
ЛЖ) и выраженность стеноза и недостаточности АК, 
не различались у пациентов этих групп. У пациентов 
с ДАК необходимость в хирургическом вмешательстве 
возникала раньше и при меньших показателях дилата-
ции корня аорты, чем у пациентов с ТАК (рис. 2). 

Морфометрическое исследование гистологиче-
ских препаратов стенки аорты пациентов с ДАК 
и ТАК выявило достоверные различия толщины 
интимы (71,7±52,3 (16,0–240,8) мкм и 143,5±148,1 
(14,0–848,0) мкм) и адвентиции (595,9±253,9 (197,1–
1272,7) мкм и 801,3±388,6 (185,7–2156,9) мкм), соот-
ветственно (p<0,05), в то время как толщина медии 
у пациентов двух групп достоверно не отличалась 
(1127,0±246,9 (503,3–1693,2) мкм и 1177,9±268,32 
(255,6–1798,4) мкм) (рис. 2 A–C).

У пациентов с ДАК утолщение интимы, как правило, 
было связано с миксоидными изменениями в этом слое 
с накоплением кислых глюкозаминогликанов (r=0,43; 
p=0,003) и не коррелировало с дилатацией восходящей 

аорты. У 22,9% пациентов с ДАК в интиме зарегистри-
рованы атеросклеротические изменения. Увеличение 
толщины интимы сочеталось с увеличением толщины 
медии (r=0,43; p=0,003) и изменением ее морфоло-
гии – фрагментацией эластических мембран (r=0,46; 
p=0,002), хаотичным расположением ГМК (r=0,46; 
p=0,007), увеличением числа vasa vasorum (r=0,39; 
p=0,008). В медии пациентов с ДАК реже, чем паци-
ентов с ТАК, встречались очаги нарушения структуры 
стенки аорты и упорядоченного расположения ГМК 
(фрагментация эластических волокон, хаотичное рас-
положение ГМК), а также vasa vasorum во внутренних 
отделах медии и участки, лишенные ГМК (критерий 
Манна–Уитни, p<0,05) (табл. 2). 

У пациентов с ТАК утолщение интимы коррелиро-
вало с дилатацией восходящей аорты (r=0,26; p=0,01), 
недостаточностью АК (r=0,45; p=0,0006) в отличие от 
других слоев стенки аорты (рис. 3). Увеличение тол-
щины интимы было связано с ее миксоидными (r=0,31; 
p=0,002) изменениями, иногда сопровождалось ее фиб-
розированием и атеросклеротическими изменениями 
(r=0,39; p=0,008) (рис. 4 A–C), последние были зареги-
стрированы у 40,7% пациентов с ТАК. Подобно тому, 
как это наблюдалось у пациентов с ДАК, у пациентов 
с ТАК утолщение интимы было связано с ремодели-
рованием медии – фрагментацией эластических воло-
кон (r=0,32; p=0,002), хаотичным расположением ГМК 
(r=0,26; p=0,001) и очаговым фиброзом медии (r=0,35; 

Таблица 2 | Table 2
Результаты оценки морфологических изменений в интиме и медии аорты пациентов с ДАК и ТАК и аневризмой аорты 

(медиана) | Results of the assessment of morphological changes in aortic intima and media of patients with BAV and TAV 
and an aortic aneurysm (median)

Морфологические признаки |  
Morphological features

ДАК | BAV ТАК | TAV

Интима аорты | Aortic intima Миксоидные изменения | Myxoid changes ++ ++

Атеросклеротические изменения | Atherosclerotic 
changes

+ +

Медия аорты | Aortic media Низкое содержание ГМК* | Low count of smooth 
muscle cells*

++ +++

Кистовидная дегенерация | Cystic degeneration ++ +++

Хаотичное расположение ГМК* | Chaotic 
arrangement of smooth muscle cells*

+ ++

Наличие vasa vasorum во внутренних отделах 
медии* | Vasa vasorum in the internal parts of the 
media*

++ +++

Фрагментация эластических волокон* | 
Fragmentation of elastic fibers*

++ ++++

Фиброз | Fibrosis ++ ++

* p<0,05 (критерий Манна–Уитни). +, ++, +++, ++++ – выраженность изменений в соответствии с 4-балльной шкалой оценки |  
* p<0.05 (Mann–Whitney test). +, ++, +++, ++++ – severity of changes according to a 4-point assessment scale
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Рис. 2.  Диаметр корня аорты у пациентов с ДАК и ТАК (A, p<0,05) и его изменение с возрастом пациентов (B)
Fig. 2.  Aortic root diameter in patients with BAV and TAV (A, p<0.05) and its change with patients’ age (B)

Рис. 3.  Морфометрический анализ толщины слоев стенки 
аорты у пациентов с ДАК и ТАК.

 Морфометрические данные измерения толщины 
интимы (A), медии (B) и адвентиции (C) восходящей 
аорты у пациентов с ДАК и ТАК и их изменение 
по мере дилатации аорты (D–F)

 * – критерий Манна–Уитни (p<0,05)
 # – коэффициент корреляции Спирмена (p<0,05)
Fig. 3.  Morphometric analysis of the thickness of aortic wall 

layers in patients with BAV and TAV.
 Morphometric data on the thickness of the intima (A), 

media (B), and adventitia (C) of the ascending aorta in 
patients with BAV and TAV and their change as the aorta 
dilates (D–F)

 * – Mann–Whitney test (p<0.05)
 # – Spearman correlation coefficient (p<0.05)
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Рис. 4.  Морфологические изменения интимы (A–C) и медии (D–G) аорты пациентов с ТАК.
 A – миксоидные изменения интимы с накоплением кислых глюкозаминогликанов. Окраска альциановым синим  

(pH 2,5), ×100. Пациент 84 лет с ТАК. B – фиброзирование интимы и медии аорты. Окраска трихромом по Массону, 
×100. Пациент 50 лет с ТАК. C – атеросклеротические изменения интимы аорты с петрификацией. Окраска 
гематоксилином и эозином, ×100. Пациент 52 лет с ТАК. D – кистовидная дегенерация медии. Зоны, не содержащие ГМК 
(стрелки). Окраска гематоксилином и эозином, ×100. Пациент 64 лет с ТАК

Fig. 4.  Morphological changes in aortic intima (A–C) and media (D–G) in patients with TAV.
 A – myxoid changes in the aortic intima with accumulated acidic glycosaminoglycans. Alcian blue staining (pH 2.5), ×100. 

A 84-year-old patient with TAV. B – fibrosis of aortic intima and media. Masson’s trichrome staining, ×100. A 50-year-old patient 
with TAV. C – atherosclerotic changes in the aortic intima with petrification. H&E, ×100. A 52-year-old patient with TAV.  
D – cystic degeneration of the media. Zones without SMCs (arrows). H&E, ×100. A 64-year-old patient with TAV

p=0,0007) (рис. 4 D–F). У некоторых пациентов во внут-
ренних 2/3 толщины медии аорты встречались vasa 
vasorum (рис. 4 G).

Обсуждение
В работе проведено исследование морфологиче-

ских изменений стенки аорты у пациентов с ДАК 
и ТАК и дилатацией аорты. Сопоставление клиниче-
ских данных пациентов с ДАК и ТАК показало, что 
необходимость коррекции АК и аневризмы аорты 
у пациентов с ДАК возникает в среднем на 10 лет 
раньше, чем у пациентов с ТАК, подобно описанному 
другими авторами [11, 12]. Кроме того, известно, что 
у пациентов с ДАК ремоделирование медии аорты, 
в том числе апоптоз ГМК, обнаруживается раньше, 
чем у пациентов с ТАК, и наступает до выраженной 

дилатации аорты, в основном в области повышенной 
нагрузки [13]. 

Морфометрическое исследование стенки восходя-
щей аорты показало, что одним из характерных при-
знаков ремоделирования интимы аорты при ее дила-
тации является увеличение толщины интимы, которое 
в большей степени характерно для пациентов с ТАК 
и реже наблюдается у пациентов с ДАК. Согласно 
данным литературы, утолщение интимы происходит 
за счет миграции фенотипически измененных ГМК из 
ее средней оболочки. Кроме того, в утолщенной интиме 
наблюдается значительное увеличение компонентов 
внеклеточного матрикса, преимущественно кислых 
глюкозаминогликанов [8, 14, 15]. Необходимо отме-
тить, что в нашем исследовании у пациентов с ДАК 
абсолютная толщина интимы аорты была значительно 

А B

C D
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меньше и ее атеросклеротические изменения встреча-
лись реже, чем у пациентов с ТАК, как и в работах дру-
гих авторов [9, 16]. Одним из возможных объяснений 
такой слабо выраженной адаптивной реакции интимы 
на дилатацию аорты у пациентов с ДАК можно счи-
тать сниженную способность ГМК к миграции и про-
лиферации (в условиях in vitro) по сравнению с ГМК 
пациентов с ТАК [5, 10]. 

В настоящей работе исследование морфологиче-
ских изменений медии при аневризме аорты выявило 
у пациентов с ДАК хорошо организованную ламелляр-
ную структуру средней оболочки аорты по сравнению 
с более хаотичной их организацией у пациентов с ТАК. 
Аналогичная закономерность, не связанная с дилатаци-
ей аорты, описана ранее [6, 9, 10]. Кроме того, у паци-
ентов с ДАК реже наблюдаются ламинарный некроз, 
фиброз, кистовидная дегенерация медии аорты [7–9]. 
Описанные изменения медии чаще встречались и были 
выражены в большей степени у пациентов с ТАК, чем 
у имеющих ДАК, подобная перестройка морфологии 
среднего слоя аорты описана у пациентов с синдромом 
Марфана [17]. Более того, с возрастом также увели-
чивается частота таких неспецифических изменений 
среднего слоя аорты [18].

Очевидно, что у пациентов с ДАК и ТАК механизмы 
ремоделирования внеклеточного матрикса стенки аор-

ты различаются: в аорте пациентов с ДАК содержание 
незрелого коллагена снижено [6], а экспрессия матрикс-
ных металлопротеиназ MMP2 и MMP9 увеличена по 
сравнению с пациентами с ТАК [19, 20], в то время как 
экспрессия тканевого ингибитора металлопротеина-
зы-1 (TIMP1), по разным данным, снижена [20] или не 
различается [19]. Изменения внеклеточного вещества 
средней оболочки аорты при ее аневризмах разного 
происхождения в настоящее время активно изучаются. 
Показано, что в морфофункциональных изменениях 
медии аорты значительную роль играет патология и ее 
мышечно-эластических единиц, в частности за счет 
своеобразного амилоидоза стенки крупных артерий, 
в этом процессе принимает участие не только амилоид-
бета (Аβ), но и MFG-E8 (лактадгерин – Milk Fat Globule 
Epidermal Growth FactorVIII) и его фрагмент Medin, 
секретируемые ГМК сосудов [21, 22]. 

Предполагается, что у пациентов с ДАК ГМК нахо-
дятся в состоянии так называемого эндотелиально-эпи-
телиально-мезенхимального (EndMT/EMT) перехода, 
связанного с нестабильностью клеточных контактов, 
изменением полярности и подвижности клеток путем 
реорганизации цитоскелета [23]. Нарушение регуляции 
EndMT/EMT с активацией сигнального пути NOTCH 
во время эмбриогенеза полулунных клапанов и вос-
ходящей аорты у пациентов с ДАК приводит к незре-

E F

G Рис. 4.  Окончание. E – фрагментация эластических волокон 
медии аорты. Окраска по Вейгерту, ×100. Пациент  
84 лет с ТАК. F – фиброз медии аорты (стрелки). 
Окраска гематоксилином и эозином, ×100.  
Пациент 40 лет с острым расслоением аорты и ТАК. 
G – множество vasa vasorum во внутренних  
2/3 медии аорты (стрелки). Окраска гематоксилином 
и эозином, ×100. Пациент 61 года с ТАК

Fig. 4.  Еnd. E – fragmentation of elastic fibers of the aortic 
media. Weigert’s stain, ×100. An 84-year-old patient with 
TAV. F – fibrosis of aortic media (arrows). H&E stain, 
×100. A 40-year-old patient with acute aortic dissection 
and TAV. G – numerous vasa vasorum in the inner two-
thirds of aortic media (arrows). H&E, ×100. A 61-year-old 
patient with TAV
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лости и нестабильности аорты, которая в дальнейшем 
под воздействием нефизиологической асимметричной 
гемодинамической нагрузки может вызывать ее дила-
тацию [10, 23]. Кроме того, у пациентов с ДАК гены 
EndMT/EMT регулируются особым набором miRNA, 
отличающимся от такового у пациентов с ТАК, в част-
ности miR-200 регулирует гены EndMT/EMT, специ-
фичные для ДАК, но не связанные с ТАК [10].

Считается, что для ГМК пациентов с ДАК характе-
рен фенотип незавершенной дифференцировки со сни-
жением экспрессии сократительных белков, например 
aSMA и смутелина, по сравнению с пациентами с ТАК, 
независимо от дилатации аорты [8, 9, 16]. Анализ се-
кретома ГМК медии аорты пациентов с ее аневризмой 
с помощью масс-спектрометрии выявил различия 
между пациентами с ДАК и ТАК по 38 белкам: в част-
ности, у пациентов с ДАК подавлена экспрессия семи 
белков, а 30 белков активирована, в том числе ассо-
циированных с трансформирующим фактором роста 
(TGF)-β [24]. Более того, исследование протеома об-
разцов интимы и медии восходящей аорты у пациентов 
с ДАК и ТАК обнаружило и количественно опреде-
лило экспрессию 2894 белков, которые группирова-
лись в два разных клас тера, что подтверждает наличие 
разных профилей экспрессии белков в стенке аорты 
у этих пациентов [23]. В частности, аорта пациентов 
с ДАК характеризуется нестабильностью и повышен-
ной проницаемостью эндотелиальной базальной мем-
браны еще до расширения аорты: низкое содержание 
ламинина γ1 и подавление экспрессии эндотелиального 
соединительного белка CD31 (PECAM1), вероятно, ос-
лабляет функцию эндотелиального барьера, в то время 
как у пациентов с ТАК эндотелий теряет целостность 
по мере расширения аорты [10].

Снижение плотности распределения vasa vasorum, 
зарегистрированное в нашей работе у пациентов 
с ДАК, совпадает с данными ряда авторов, описываю-
щих значительное подавление экспрессии ключевых 
ангиогенных факторов (VEGFA, VEGFC, VEGFR1, 
NRP1, NRP2) у пациентов с ДАК и дилатированной 
аортой [23], что предполагает подавление ангиогенеза 
у этих пациентов. 

Заключение
У пациентов с двустворчатым аортальным клапа-

ном показания к оперативному вмешательству возни-
кают в более молодом возрасте по сравнению с паци-
ентами с трехстворчатым аортальным клапаном и при 
менее выраженных изменениях морфологии стенки 
восходящей аорты и характеризуются хаотичным рас-
положением гладкомышечных клеток, фрагментаци-
ей эластических волокон, наличием vasa vasorum во 
внут ренних отделах медии. Это может свидетельство-
вать о более выраженной несостоятельности стенки 
аорты у пациентов с двустворчатым аортальным кла-
паном по сравнению с пациентами с трехстворчатым 
аортальным клапаном и ее недостаточной адаптации 

к гемодинамической перегрузке при дилатации со-
суда. Оценка изменений интимы аорты, а также осо-
бенностей расположения гладкомышечных клеток, 
фрагментации эластических волокон, определение 
их количества, изучение фиброза и патологии vasa 
vasorum в средней оболочке аорты при ее аневризме 
могут явиться важным шагом к разработке объемной, 
стереометрической модели строения стенки аорты 
в норме и патологии.
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Abstract. Introduction. Colorectal cancer (CRC) is one of the most common oncological diseases, the patho-
genesis of which is closely associated with the development of inflammation. The study of inflammation 
regulation, including the balance of pro- and antiinflammatory cytokines, is a promising topic for research, 
allowing for a deeper understanding of the pathogenesis of CRC and improving clinical approaches to the 
treatment for and diagnosis of this disease. This study investigates the altered secretion of proinflammatory 
cytokines, i.e., TNF-α and IL-1β, in CRC patients, aiming to elucidate immune dysregulation mechanisms. 
We sought to investigate the secretion characteristics of pro-inflammatory cytokines, such as tumor necrosis 
factor-alpha (TNF-α) and interleukin-1 beta (IL-1β), in patients with CRC.
Materials and methods. We enrolled 25 newly diagnosed CRC patients and 20 age- and sex-matched cont-
rols. Monocytes were isolated from the peripheral blood of participants using magnetic separation based on 
the CD14 marker. The isolated monocytes were cultured and subjected to dual stimulation with bacterial 
lipopolysaccharide at 24 hours and 7 days, followed by quantitative measurement of basal and stimulated 
cytokine levels using an enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).
Results. We revealed a significant reduction in TNF-α secretion in CRC monocytes after initial LPS stimu-
lation, with no subsequent recovery upon restimulation. In contrast, IL-1β secretion elevated markedly in 
CRC patients, particularly after restimulation. These results suggest an impaired TNF-α response and an 
exacerbated IL-1β response in CRC, indicating a potential immune tolerance mechanism that may contri-
bute to tumor progression. The distinct cytokine dynamics observed point at complex immune dysregulation 
within the CRC microenvironment. 
Conclusion. The observed cytokine secretion patterns may indicate immune dysregulation in the microen-
vironment of CRC. Our study underscores the importance of understanding the specific roles of cytokines 
in CRC pathogenesis and highlights the potential for targeted therapeutic interventions to modulate these 
immune responses. Further research is necessary to explore the underlying signaling pathways and the 
broader implications of these findings for CRC treatment strategies. This work provides critical insights into 
the pro-inflammatory cytokine profiles in CRC, advancing our understanding of the immune landscape in 
cancer and opening new avenues for therapeutic exploration.
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Introduction
Colorectal cancer (CRC) represents a significant global 

health burden ranking as the third most common cancer 
worldwide. The pathogenesis of CRC is complex and in-

volves a multifaceted interplay between genetic, environ-
mental, and immunological factors. Central to this process 
is the tumor microenvironment (TME) which includes vari-
ous cellular and molecular components that collectively 
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Измененный провоспалительный цитокиновый ответ 
у пациентов с колоректальным раком как признак  
иммунной дисрегуляции
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Резюме. Введение. Колоректальный рак является одним из самых распространенных онкологических 
заболеваний, чей патогенез тесно связан с развитием воспаления. Изучение регуляции воспаления, 
в том числе баланса провоспалительных и противовоспалительных цитокинов, – перспективная тема 
для исследования, позволяющая глубже понять патогенез колоректального рака и улучшить клини-
ческие подходы в лечении и диагностике этого заболевания. В данной работе изучена секреция про-
воспалительных цитокинов, таких как фактор некроза опухолей альфа (TNF-α) и интерлейкин-1 бета 
(IL-1β), у пациентов с колоректальным раком с целью выяснения механизма иммунной дисрегуляции.
Материалы и методы. Проведено исследование особенностей секреции провоспалительных ци-
токинов – TNF-α и IL-1β у пациентов с колоректальным раком. В исследование были включены 
25 пациентов с колоректальным раком и 20 сопоставимых по возрасту и полу участников из группы 
сравнения. Из периферической крови участников методом магнитной сепарации по маркеру CD14 
были выделены моноциты. Моноциты культивировали и подвергли двойному стимулированию бак-
териальным липополисахаридом через 24 часа и через 7 суток с количественным определением 
базальных и стимулированных уровней цитокинов иммуноферментным методом. 
Результаты. Результаты исследования показали значительное снижение секреции TNF-α в культуре 
моноцитов после первоначального стимулирования липополисахаридом без последующего восста-
новления уровня секреции при повторной стимуляции. Секреция IL-1β, напротив, была значительно 
повышена у пациентов с колоректальным раком, особенно после повторной стимуляции. Эти резуль-
таты свидетельствуют об измененном цитокиновом ответе, выражающемся в истощении секреции 
TNF-α и усиленной секреции IL-1β у пациентов с колоректальным раком, что может способствовать 
развитию иммунной толерантности опухоли. 
Заключение. Наблюдаемая особенность секреции цитокинов может указывать на иммунную дис-
регуляцию в микроокружении колоректального рака. Наше исследование подчеркивает значимость 
изучения роли цитокинов в патогенезе колоректального рака и может быть основой для изучения 
терапевтической коррекции изменений цитокинового ответа у пациентов с колоректальным раком.
Ключевые слова: колоректальный рак, цитокины, фактор некроза опухоли-альфа, интерлейкин-1 
бета, иммунная толерантность
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influence cancer progression. Among these components, 
inflammation plays a crucial role in both the initiation and 
progression of CRC.

Inflammation is increasingly recognized as a key fac-
tor in the development of many cancers, including CRC. 
Chronic inflammation in the colon, as seen in conditions 
such as inflammatory bowel disease, significantly elevates 
the risk of developing CRC [1]. This is largely due to the 
persistent presence of pro-inflammatory cytokines, reac-
tive oxygen species, and other mediators that can induce 
genetic mutations and promote a favorable environment 
for tumorigenesis.

Macrophages, a critical component of the immune sys-
tem, are highly plastic cells capable of adopting various 
functional phenotypes in response to environmental sig-
nals. In the context of CRC, macrophages can exhibit either 
a pro-inflammatory (M1) or anti-inflammatory (M2) pheno-
type. M1 macrophages are characterized by their ability to 
produce high levels of pro-inflammatory cytokines, such as 
TNF-α and IL-1β, which can promote anti-tumor immunity. 
Conversely, M2 macrophages are associated with tissue 
repair and immunosuppression, often contributing to tu-
mor growth and metastasis by secreting anti-inflammatory 
cytokines and growth factors [2, 3].

The role of macrophage reactivity and cytokine secre-
tion in CRC is of particular interest. Pro-inflammatory 
cytokines, including TNF-α and IL-1β, play pivotal roles 
in modulating the immune response and influencing the 
behavior of other cells within the TME. TNF-α is involved 
in promoting inflammation and apoptosis, while IL-1β is 
known to enhance the inflammatory response and has been 
implicated in contributing to angiogenesis and tumor in-
vasiveness [4, 5].

In CRC, the balance between these cytokines can signi-
ficantly impact disease progression. Dysregulated cytokine 
production can lead to chronic inflammation that supports 
tumor growth and immune evasion. For instance, elevated 
levels of IL-1β have been associated with increased tumor 
aggressiveness and poorer prognosis in CRC patients [6]. 
Similarly, aberrant TNF-α signaling has been linked to both 
tumor-promoting and tumor-suppressing effects, depending 
on the context and timing of its expression [7, 8].

Understanding the dynamics of cytokine secretion and 
macrophage reactivity in CRC is crucial for developing tar-
geted therapies aimed at modulating the immune response. 
By elucidating the mechanisms underlying the altered cy-
tokine profiles in CRC patients, we can identify potential 
biomarkers for disease progression and therapeutic targets 
to improve patient outcomes. This study aimed to provide 
insights into specific alterations in TNF-α and IL-1β secre-
tion by monocytes in CRC patients, shedding light on the 
complex interplay between inflammation and cancer.

Materials and methods
Study participants

The study encompassed 45 participants: 25 newly di-
agnosed colorectal adenocarcinoma patients and 20 age- 

and sex-matched controls. We excluded subjects with 
specific acute and chronic diseases. Only individuals who 
had not yet undergone any therapeutic interventions, such 
as chemotherapy, or radiation therapy, were included. 
All procedures, including comprehensive post-operative 
pathomorphological analysis, adhered to the 1975 Helsinki 
Declaration and its 2013 update. All stages of the study 
comply with the legislation of the Russian Federation and 
regulatory documents of the research organization. Written 
informed consents were obtained from all participants. The 
research protocol No. 8 was approved by the local ethical 
committee of the Petrovsky National Research Center of 
Surgery on October 20, 2022.

Monocyte culture isolation and double 
lipopolysaccharide stimulation assay

Mononuclear cells were isolated from 30-ml blood 
samples via Ficoll density gradient centrifugation, fol-
lowed by CD14+ cell immunomagnetic separation using 
LS Columns and CD14+ MicroBeads (Miltenyi Biotec 
Inc., USA). Isolated CD14+ monocytes were cultured at 
1,000,000 cells/ml in X-VIVO serum-free medium (Lonza, 
Switzerland) with L-glutamine, gentamicin, and phenol red, 
at 37°C and 5% CO₂. Triplicate cultures were established 
per patient. Lipopolysaccharides (LPSs) from Escherichia 
coli 0111:B4 (Sigma-Aldrich, USA) were used for stimu-
lation at a concentration of 1 µg/ml. Two healthy patients 
received LPS on day 1, with the third serving as a control. 
Cytokine levels were assessed at 24-hour intervals and after 
a medium refresh. Restimulation with LPS occurred in one 
healthy individual on day 6. The medium was collected on 
day 7 for final cytokine analysis and stored at –70°C until 
assayed for TNF-α and IL-1β concentrations.

Measurement of TNF-α and IL-1β concentrations
TNF-α and IL-1β concentrations in the culture medium 

were quantified using ELISA kits (Human TNF-alpha/
TNFSF1A DuoSet ELISA and Human IL-1beta/IL-1F2 
DuoSet ELISA; R&D Systems Inc., USA). Assessments 
included the following figures: 1) basal cytokine levels after 
24 hours without LPS (nonstimulated), 2) cytokine levels 
after 24 hours of LPS stimulation (first stimulation), 3) ba-
sal cytokine levels on day 7 in cultures not restimulated 
with LPS (non-restimulated), and 4) cytokine levels on day 
7 following a 24-hour LPS restimulation (restimulation).

Statistical analysis
We performed statistical analysis using SPSS Statistics 

v. 26.0. Data distribution and differences between the CRC 
and control groups were assessed with the Shapiro-Wilk 
test and Mann-Whitney U-test, respectively. Quantitative 
results are presented as median and interquartile range.

Results
Table 1 provides characteristics of study participants. 
In our study, we aimed to investigate the differential 

cytokine responses of blood monocytes in CRC patients 
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and healthy controls to LPS stimulation. We focused on 
TNF-α and IL-1β, given their pivotal roles in modula ting 
tumor inflammation and their distinct cellular mecha-
nisms [9, 10].

Upon LPS stimulation, we found that monocytes from 
CRC patients exhibited an initial secretion of TNF-α, fol-
lowed by an exhaustion in its secretion. Specifically, a lower 
basal level was observed after a 7-day culture and minimal 
increase upon LPS restimulation (Table 2). Conversely, 
IL-1β secretion showed elevated baseline levels and in-
creased responsiveness to restimulation in CRC patients 
(Table 2).

Discussion
Our study elucidates differential cytokine secretion pat-

terns in blood monocytes from CRC patients as compared 
to that in healthy controls. Specifically, monocytes in CRC 
show an exhaustion in TNF-α secretion and an elevated 
IL-1β secretion following LPS stimulation. These cytokines 
serve distinct roles in inflammatory processes, regulated via 
unique pathways and kinetic profiles [11–13]. We revealed 
a marked reduction in TNF-α secretion by monocytes in 
CRC patients after initial LPS stimulation, with no signifi-
cant recovery upon restimulation. This suggests a potential 
exhaustion or dysfunction of monocytes, which could im-
pair the body’s ability to mount an effective inflammatory 

Table 1 | Таблица 1
Characteristics of study participants | Характеристика 

участников исследования 

Characteristics | 
Характеристика

Control Group 
(n=20) | Группа 

сравнения

CRC Patients 
(n=25) | 

Пациенты с КРР

Age (years) |  
Возраст (лет)

58 (56–63) 61 (59–65)

Sex, M/F | Пол, м/ж 13/7 14/11

CRC Stage: | Стадия КРР

T3N0M0 – 12

T3N1aM0 – 6

T1N0M0 – 2

T3N2bM1a – 1

T3N1cM0 – 1

T4bN2aM0 – 1

T4bN2bM1c – 1

T4bN2bM0 – 1

CRC – colorectal cancer | КРР – колоректальный рак

Table 2 | Таблица 2
Levels of TNF-α and IL-1β Secretion | Уровень секреции TNF-α и IL-1β

Control Group |  
Группа сравнения

CRC patients | 
Пациенты с КРР

p (U-test) |  
p (U-тест)

TNF-α concentration (pg/ml) | Концентрация TNF-α (пг/мл)

Level at 24 hours |  
Уровень через  
24 часа

Nonstimulated | Нестимулированный 135 (89–199) 97 (79–134) 1.0

First LPS stimulation | Первая стимуляция ЛПС 3,356 (2,740–5,030) 4,503 (2,532– 7,148) 0.222

Level at 7 days |  
Уровень через 
7 дней

Non-restimulated | Нерестимулированный 148 (99–169) 4 (2–5) 0.001*

Restimulation with LPS | Рестимуляция ЛПС 141 (92–185) 7 (4–9) 0.001*

IL-1β concentration (pg/ml) | Концентрация IL-1β (пг/мл)

Level at 24 hours | 
Уровень через  
24 часа

Nonstimulated | Нестимулированный 114 (66–208) 274 (264–328) 0.001*

First LPS stimulation | Первая стимуляция ЛПС 984 (856–1,101) 1,258 (1,198–1,581) 0.008*

Level at 7 days |  
Уровень через 
7 дней

Non-restimulated | Нерестимулированный 120 (106–147) 187 (175–203) 0.001*

Restimulation with LPS | Рестимуляция ЛПС 123 (82–148) 248 (215–288) 0.001*

LPS – lipopolysaccharide; CRC – colorectal cancer | ЛПС – липополисахарид; КРР – колоректальный рак.
* Statistically significant difference between the control group and CRC patients | * Статистически значимые различия между 
группой сравнения и пациентами с КРР
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response against tumor cells. The inability to sustain TNF-α 
production could facilitate immune evasion by the tumor, 
contributing to its progression and metastasis. Conversely, 
IL-1β secretion was significantly elevated in colorectal can-
cer patients, especially following restimulation. IL-1β is 
known to enhance inflammatory responses and has been im-
plicated in promoting tumor invasiveness and angiogenesis. 
The heightened IL-1β levels may reflect a state of chronic 
inflammation within the colorectal cancer microenviron-
ment, which could support tumor growth and spread.

The exhaustion of TNF-α secretion could indicate an 
impaired proinflammatory response, facilitating immune 
evasion by tumor cells. TNF-α plays a dual role in cancer, 
potentially promoting antitumor immunity through its in-
flammatory effects, while also being capable of promoting 
tumor growth under certain conditions [7, 8]. The inability 
of monocytes to sustain TNF-α production in CRC patients 
may impair effective immune surveillance and response, 
contributing to tumor progression.

The TNF-α pathway, primarily modulated through 
NF-κB signaling, is involved in acute inflammation and 
cellular survival mechanisms, including apoptosis via Fas 
receptors [11]. 

IL-1β is a potent proinflammatory cytokine that acti-
vates immune cells and is regulated through the NLRP3 in-
flammasome pathway [10]. In our findings, IL-1β secretion 
was significantly elevated in CRC patients, particularly 
after restimulation with LPS. This heightened IL-1β level 
suggests a state of chronic inflammation within the CRC 
microenvironment, which is conducive to tumor growth 
and metastasis. IL-1β has been implicated in promoting 
angiogenesis, tumor invasiveness, and creating a protu-
morigenic inflammatory milieu [14]. The elevated IL-1β 
in CRC patients could thus reflect an environment that 
supports cancer cell survival and dissemination.

IL-1β, conversely, activates immune cells and is regu-
lated through the NLRP3 inflammasome pathway [12, 13]. 
The secretion kinetics of these cytokines are divergent as 
well, with TNF-α peaking within 1–2 hours after LPS ex-
posure and IL-1β reaching a peak at 4–6 hours [11–13].

These findings raise questions about altered immune re-
sponses in CRC. Monocytes in CRC patients may undergo 
a form of “tolerization,” reducing their efficacy against 
tumors and potentially fueling the tumor microenviron-
ment. The abnormal cytokine secretion patterns observed 
underscore the complexity of CRC pathogenesis and the 
role of chronic inflammation therein.

The altered secretion profiles in CRC potentially align 
with the theory that CRC is an inflammation-associated 
malignancy. This leads us to several hypotheses that war-
rant further investigation:

1. Acquired immune tolerance in monocytes could serve 
as a protective mechanism for tumor cells against 
immune attack [15, 16]. This could particularly be 
relevant given that IL-1β secretion is elevated in 
CRC patients, necessitating a broader cytokine panel 
for a complete understanding.

2. Abnormalities in key signaling pathways such as 
NF-κB and MAPK in monocytes could be pivotal 
in understanding the observed phenotypes [17].

3. The tumor microenvironment, a dynamic entity 
involving various soluble factors and exosomes, 
could influence the reduced TNF-α resecretion [18].

4. A depletion in monocyte count in CRC patients could 
also contribute to the observed exhaustion of TNF-α 
secretion [19].

5. CRC-associated alterations in gut microbiota 
and intestinal permeability could be influencing 
monocyte interactions and subsequent cytokine 
secretion [20].

Collectively, these results and hypotheses open up new 
avenues for future research aimed at elucidating the com-
plex interplay between inflammation, immune responses, 
and CRC pathogenesis. To fully understand the altered 
cytokine dynamics, further research should explore the 
signaling pathways involved in TNF-α and IL-1β regula-
tion. Investigating the roles of NF-κB, MAPK, and NLRP3 
inflammasome pathways could provide deeper insights 
into the molecular mechanisms driving these changes. 
Expanding the cytokine panel to include other pro- and 
antiinflammatory mediators will help delineate the com-
plex network of immune interactions in CRC. This could 
identify additional biomarkers for disease progression and 
potential therapeutic targets.

Longitudinal studies assessing cytokine levels through-
out the course of CRC treatment could elucidate their prog-
nostic value and guide the development of personalized 
immunotherapy strategies. Monitoring cytokine profiles 
may also help predict patient responses to existing therapies 
and improve treatment outcomes.

Understanding how the tumor microenvironment influ-
ences monocyte function and cytokine secretion will be 
crucial. Factors such as hypoxia, tumor-derived exosomes, 
and stromal cell interactions likely play significant roles in 
shaping the immune response in CRC.

Conclusion
The altered cytokine response observed in colorec-

tal cancer patients highlights a significant dysregula-
tion in immune function that may contribute to tumor 
progression. Our findings underscore the importance of 
cytokines, particularly TNF-α and IL-1β, in modulat-
ing the immune landscape within the colorectal cancer 
micro   environment.

The observed cytokine profile suggests that monocytes 
in colorectal cancer patients may undergo a form of “to-
lerization,” reducing their efficacy in attacking tumor cells 
and potentially fostering a more permissive environment 
for tumor development. This immune tolerance could be 
a strategic adaptation by the tumor to evade immune sur-
veillance.

These results indicate that targeting cytokine respon-
ses could be a viable strategy for colorectal cancer treat-
ment. Modulating the immune response to restore effec-
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tive TNF-α production while controlling excessive IL-1β 
secretion might improve antitumor immunity and inhibit 
tumor progression. Future therapies could focus on rever-
sing monocyte exhaustion and reactivating their proinflam-
matory functions.

In conclusion, this study provides critical insights into 
the proinflammatory cytokine profiles in colorectal cancer, 
advancing our understanding of the immune dysregulation 
associated with cancer progression. These findings expand 
possibilities for therapeutic exploration aimed at modu-
lating immune responses to improve patient outcomes in 
colorectal cancer.
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Влияние ибупрофена на остеогенные свойства матриксов, 
несущих аденовирусные конструкции с геном BMP2
И.А. Недорубова1, В.О. Черномырдина1,2, А.Ю. Меглей1,2, В.П. Басина1,  
В.С. Кузнецова1,2, А.В. Васильев1,2, Т.Е. Григорьев3,4, Ю.Д. Загоскин3,  
С.Н. Чвалун3, Д.В. Гольдштейн1, Т.Б. Бухарова1

1  ФГБНУ Медико-генетический научный центр имени академика Н.П. Бочкова, Москва, Россия
2  ФГБУ Национальный медицинский исследовательский центр «Центральный научно-исследовательский институт 

стоматологии и челюстно-лицевой хирургии» Минздрава России, Москва, Россия
3  ФГБУ Национальный исследовательский центр «Курчатовский институт», Москва, Россия
4  ФГАОУ ВО Московский физико-технический институт (национальный исследовательский университет), Москва, Россия

Резюме. Введение. Разработка ген-активированных остеопластических материалов открывает новые 
возможности для эффективного лечения пациентов с дефицитом костной ткани.
Материалы и методы. Исследование проводили с использованием мультипотентных мезенхималь-
ных стромальных клеток, выделенных из жировой ткани крыс. Были получены матриксы на основе 
полилактидных гранул (PLA-гранул), коллагена I типа и фибрина, импрегнированные аденовирус-
ными конструкциями с геном BMP2 (Ad-BMP2) и ибупрофеном. Адгезию клеток на матриксах оце-
нивали методом сканирующей электронной микроскопии. Кинетику высвобождения аденовирусов 
исследовали методом спектрофотометрии, а ибупрофена – УФ-спектрофотомерии. Эффективность 
остеогенной дифференцировки клеток оценивали по экспрессии генов остеогенных маркеров ме-
тодом ПЦР в режиме реального времени, продукции белков остеоиндукторов методом иммунофер-
ментного анализа, по активности щелочной фосфатазы и минерализации внеклеточного матрикса 
мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток, полученных из жировой ткани крыс, при 
окрашивании ализариновым красным.
Результаты. Добавление ибупрофена во время трансдукции мультипотентных мезенхимальных 
стромальных клеток, полученных из жировой ткани крыс, аденовирусами с геном BMP2 не только 
способствовало эффективной доставке целевого гена и продукции белка BMP-2, но и обеспечивало 
более выраженную остеогенную дифференцировку клеток. Включение ибупрофена в состав матриксов 
на основе PLA-гранул, коллагена I типа и фибрина позволило добиться длительного высвобождения 
препарата из материала. Разработанные матриксы, импрегнированные Ad-BMP2 и ибупрофеном, 
характеризуются высокими адгезионными свойствами. Вирусы, высвобождающиеся из матриксов, 
эффективно трансдуцировали клетки и индуцировали остеогенную дифференцировку мультипотент-
ных мезенхимальных стромальных клеток, полученных из жировой ткани крыс.
Заключение. Полученные матриксы, содержащие аденовирусные конструкции с геном BMP2 и ибу-
профеном, обладают остеогенными свойствами in vitro и имеют высокий потенциал использования 
для лечения костных дефектов.
Ключевые слова: аденовирусные векторы, ибупрофен, костный морфогенетический белок, поли-
лактид, коллаген, фибрин, остеогенная дифференцировка
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Effect of ibuprofen on osteogenic properties of matrices carrying 
adenovirus with the BMP2 gene
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Abstract. Introduction. The development of gene-activated osteoplastic materials opens up new opportuni-
ties for effective treatment of patients with bone deficiency.
Materials and methods. The study was carried out using multipotent mesenchymal stromal cells (MSCs) 
isolated from adipose tissue of rats. We obtained matrices based on polylactide acid granules (PLA gra-
nules), type I collagen, and fibrin that were impregnated with adenovirus with the BMP2 gene (Ad-BMP2) 
and ibuprofen. Cell adhesion on the matrices was assessed with scanning electron microscopy. The release 
kinetics of adenoviruses and ibuprofen was studied with spectrophotometry and UV spectrophotometry, 
respectively. We used real-time PCR to evaluate the efficiency of osteogenic differentiation of cells with the 
expression of genes of osteogenic markers; enzyme-linked immunosorbent assay to assess the production 
of proteins; and alizarin red staining to analyze the activity of alkaline phosphatase and the mineralization 
of the MSCs extracellular matrix.
Results. The addition of ibuprofen during transduction of MSCs with adenoviruses with the BMP2 gene not 
only contributed to the effective delivery of the target gene and production of the BMP-2 protein, but also 
ensured more pronounced osteogenic differentiation of cells. The inclusion of ibuprofen in matrices based 
on PLA granules, type I collagen, and fibrin made it possible to achieve long-term release of the drug from 
the material. The developed matrices impregnated with Ad-BMP2 and ibuprofen are characterized by high 
adhesive properties. Viruses released from the matrices effectively transduced cells and induced osteogenic 
differentiation of MSCs.
Conclusion. The developed matrices containing adenovirus with the BMP2 gene and ibuprofen have osteo-
genic properties in vitro and a high potential use in the treatment of bone defects.
Keywords: adenoviral vectors, ibuprofen, bone morphogenetic protein, polylactide, collagen, fibrin, osteo-
genic differentiation
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Введение
В настоящее время разработка новых остеопласти-

ческих материалов стала одним из ключевых направ-
лений в области регенеративной медицины костной 
ткани. Многообещающим подходом является использо-
вание биорезорбируемых и биосовместимых матриксов 
с включенными в них генетическими конструкциями, 
содержащими гены белков остеоиндукторов, в част-
ности костного морфогенетического белка 2 (BMP2). 
BMP-2 представляет собой основной белок, участву-
ющий в процессе остеогенеза путем рекрутирования 
и стимуляции дифференцировки клеток костной тка-

ни [1]. Такие ген-активированные матриксы (ГАМ) спо-
собны стимулировать регенерацию кости, активируя 
естественные механизмы остеогенной дифференци-
ровки клеток. 

Для доставки гена BMP2 в клетки могут быть ис-
пользованы различные вирусные и невирусные векто-
ры, среди которых аденовирусы имеют наибольший 
потенциал клинического применения при лечении за-
болеваний костной ткани. К преимуществам векторов 
на основе аденовирусов относятся высокая эффектив-
ность доставки трансгена, возможность трансдукции 
делящихся и неделящихся клеточных популяций, 
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большая пакующая емкость. Проникая в клетки, они 
находятся в ядре в виде эписомы, сводя к минимуму 
риск возникновения инсерционного мутагенеза и обе-
спечивая временную экспрессию гена, что является 
предпочтительным при разработке методов лечения де-
фицита костной ткани [2]. Основная проблема исполь-
зования аденовирусных конструкций – возникновение 
иммунной реакции на вектор и, следовательно, сниже-
ние эффективности терапии и возникновение нежела-
тельных побочных эффектов [3]. Добиться снижения 
иммуногенности аденовирусов можно за счет примене-
ния нестероидных противовоспалительных препаратов 
(НПВП). Кроме того, есть данные, свидетельствующие 
о том, что НПВП незначительно повышают активность 
щелочной фосфатазы и образование коллагена I типа 
на ранней стадии дифференцировки культивируемых 
остеобластов, что может повлиять на минерализацию 
кости во время регенерации [4]. В настоящее время 
наиболее перспективным НПВП является ибупрофен 
(Ibu), действие которого основано на неселективном 
ингибировании циклооксигеназ (ЦОГ), что приводит 
к снижению синтеза простагландинов и препятствует 
развитию воспалительного процесса [5].

Еще одним подходом к снижению реакции организ-
ма на вирусы может быть включение аденовирусных 
векторов внутрь матриц-носителей, труднодоступных 
для иммунных клеток [6], или доставка трансдуциро-
ванных клеток в составе тканеинженерных конструк-
ций [7]. Наряду с этим использование матриксов бу-
дет обеспечивать локальную доставку генетических 
векторов в область костного дефекта. Для получения 
матриксов могут быть использованы природные и син-
тетические полимеры. При разработке методов лечения 
заболеваний, связанных с дефицитом костной ткани, 
важно, чтобы материалы обладали оптимальными 
механическими свойствами, были биосовместимыми 
и биодеградируемыми [8, 9]. Необходимыми качества-
ми обладают матриксы на основе полилактида (PLA), 
скорость биодеградации которых соответствует време-
ни восстановления костной ткани, а продукты гидроли-
за естественным образом выводятся из организма [10]. 
Основной недостаток матриксов на основе гранул 
PLA – неспособность материала сохранять форму, по-
этому добавление в качестве связующего компонента 
различных гидрогелей позволит заметно увеличить 
как механические свойства материалов, так и способ-
ность к моделированию при имплантации. В то же 
время ненаполненные гранулами гидрогели обладают 
невысокими модулями упругости и не обеспечивают 
необходимую остеокондукцию. Коллаген I типа (Col) 
представляет наибольший интерес для разработки 
остеопластических материалов, поскольку является 
одним из основных компонентов кости, а продукты 
его разложения могут участвовать в синтезе нового 
костного матрикса [11]. Наряду с этим перспективно 
использовать фибриновый гидрогель на основе плазмы, 
обогащенной тромбоцитами (platelet-rich plasma, PRP), 

которая может быть получена у пациента и характе-
ризуется высокой биосовместимостью. Кроме того, 
PRP служит источником необходимых для регенера-
ции компонентов, таких как цитокины, факторы роста 
и ангиогенные факторы [12]. Матриксы на основе PLA-
гранул и фибринового гидрогеля, импрегнированные 
аденовирусными конструкциями с геном BMP2 [13], 
показали высокую эффективность in vivo на модели 
критического дефекта теменных костей крыс. Коллаген 
в составе матриксов может способствовать более вы-
раженному репаративному остеогенезу. 

Цель настоящей работы – исследовать влияние ибу-
профена на свойства ГАМ на основе коллаген-фибри-
нового гидрогеля и PLA-гранул, содержащих аденови-
русные конструкции с геном BMP2, in vitro.

Материалы и методы
Исследование проводили с использованием муль-

типотентных мезенхимальных стромальных клеток, 
полученных из жировой ткани крыс (ММСК ЖТ). 
Манипуляции с животными были одобрены локаль-
ным этическим комитетом Сеченовского университета 
(PRC-079 от 06.04.2021). Жировую ткань после выде-
ления помещали в среду ДМЕМ («ПанЭко», Россия), 
содержащую 1 мг/мл цефазолина («Биосинтез», 
Россия), переносили в чашки Петри, измельча-
ли и добавляли 0,1% раствора коллагеназы I типа 
(«ПанЭко», Россия) в среде ДМЕМ с цефазолином. 
Измельченную ткань инкубировали 1,5 часа при тем-
пературе +37°С, встряхивая каждые 15 минут. Клетки 
осаждали центри фугированием в течение 10 минут  
(1100 об./мин) при 15°С, высевали в чашки Петри 
и культивировали при 37℃ в атмосфере 5% СО2 
в ростовой среде ДМЕМ/F12 («ПанЭко», Россия), 
содержащей 10% эмбриональной телячьей сыворот-
ки (ЭТС, Biosera, Франция), 0,584  мг/мл L-глутамина 
(«ПанЭко», Россия), 5000 ед./мл пенициллина 
(«ПанЭко», Россия) и 5000 мкг/мл стрептомицина 
(«ПанЭко», Россия). Трансдукцию клеток проводи-
ли в среде ДМЕМ/F12 с антибиотиками и 2% ЭТС 
в течение 24 часов. Далее клетки культивировали 
в среде, содержащей ДМЕМ, 10% ЭТС, 0,584 мг/мл 
L-глутамина, 0,05 мг/мл L-аскорбиновой кислоты 
(Sigma, США), 2,16 мг/мл β-глицерофосфата (Sigma, 
США), 5000 ед./мл пенициллина и 5000 мкг/мл стреп-
томицина, при 37℃ и 5% СО2.

В качестве матриц-носителей для аденовирусных 
конструкций с геном BMP2 человека и ибупрофена 
(Ibu) использовали матриксы на основе полилактидных 
гранул (PLA-гранул), коллагена I типа (Col, «ИМТЕК», 
Россия) и фибрина, полученного из PRP крыс. PLA-
гранулы были изготовлены из поли-L-лактида с моле-
кулярной массой 200 кДа (4032D, NatureWorks, США) 
методом распыления раствора в криованну и последу-
ющей лиофильной сушкой. Для формирования плотно-
го фибринового сгустка к полученной по ранее описан-
ной методике PRP [13] добавляли тромбин (100 NIH, 



КЛИНИЧЕСКАЯ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МОРФОЛОГИЯ / CLINICAL AND EXPERIMENTAL MORPHOLOGY       Том 13  № 4  2024 39

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

PZ Cormay, Польша) в 10% растворе хлорида кальция 
(«Микроген», Россия). 

Аденовирусные конструкции в концентрации 
1280 TCID50/мл и Ibu в концентрации 1,25 мг/мл по 
отдельности импрегнировали в пористые PLA-гранулы 
в течение 1 часа, после чего смешивали с коллагеновым 
гидрогелем, добавляли PRP и для полимеризации раст-
вор тромбина в хлориде кальция.

Для оценки адгезионных свойств матриксов по 
окончании культивирования ММСК ЖТ на их по-
верхности клетки фиксировали в 2,5% растворе глу-
тарового альдегида (Panreac, США) в течение 12 часов 
при температуре +4°С, затем промывали в PBS и де-
гидратировали при 4°С в батарее водных растворов 
этанола: 50%, 75%, 80%, 90% и в абсолютном этаноле. 
После этого образцы высушивали на воздухе и иссле-
довали методом сканирующей электронной микро-
скопии (СЭМ) с ускоряющим напряжением 15 кВ 
с использованием микроскопа Phenom ProX (Phenom, 
Нидерланды).

Для оценки кинетики высвобождения аденовирус-
ных конструкций из матриксов их помещали в про-
бирки с 2 мл физиологического раствора («ПанЭко», 
Россия) и инкубировали в течение 28 суток, отбирая 
по 100 мкл раствора каждые 3 суток. Аликвоты храни-
ли при температуре –80℃. Затем выделяли вирусную 
ДНК с помощью набора QIAamp MinElute Virus Spin 
Kit (Qiagen, Германия) согласно инструкции произ-
водителя и оценивали концентрацию вирусной ДНК 
на спектрофотометре Nano Drop OneC (Thermo Fisher 
Scientific, США) при 260 нм.

Кинетику высвобождения Ibu из матриксов в фи-
зиологический раствор определяли по оценке погло-
щения раствора ибупрофена при 264 нм УФ-спектро  -
фотометрии с использованием спектрофотометра 
Cary 50 (Varian, США).

Относительную экспрессию гена BMP2 человека 
после трансдукции клеток аденовирусными векторами 
и генов остеогенных маркеров, экспрессирующихся 
в ММСК ЖТ крыс (RunX2, Spp1 и Alpl), оценивали 
методом ПЦР в режиме реального времени (ПЦР-РВ). 
Для этого из клеток выделяли общую РНК с помощью 
набора RNeasy Plus Mini kit (Qiagen, Германия), прово-
дили cинтез кДНК на матрице РНК c использованием 
RevertAid (Thermo Scientific, Германия) согласно про-
токолам производителя. ПЦР-РВ проводили в термо-
циклере Bio-Rad iQ Cycler (Bio-Rad, США) с исполь-
зованием интеркалирующего красителя SYBR Green 
I («Евроген», Россия). Уровни экспрессии мРНК ана-
лизируемых генов были нормированы на средние зна-
чения экспрессии референсных генов Glyceraldehyde 
3-phosphate dehydrogenase (Gapdh) и Actin-β (Actβ). 
Нуклеотидные последовательности используемых 
праймеров приведены в таблице.

Оценку продукции белков остеиндукторов (BMP-2, 
Alpl) в супернатанте проводили методом иммунофер-
ментного анализа (ИФА). Среду собирали на протя-
жении всего срока и хранили при температуре –80℃. 
Затем раствор белка концентрировали на центри-
фужных фильтрах Amicon (Merck Millipore, США) 
и исследовали с использованием наборов Quantikine 
Elisa kit (R&D Systems, США) и Elisa kit (Cloud-Clone 
Corp., КНР) согласно инструкциям производителей. 
Измерения проводили на планшетном спектрофото-
метре xMark (Bio-Rad, США).

Активность щелочной фосфатазы определяли в кле-
точных лизатах с помощью набора Quantitative Alkaline 
Phosphatase ES Characterization Kit (Merck Millipore, 
США) согласно инструкции производителя. 

Для обнаружения минерализации ВКМ ММСК ЖТ 
клетки, фиксированные охлажденным 70% этанолом, 
были окрашены 2% водным раствором ализаринового 

Таблица | Table
Последовательности праймеров | Primer sequences

Ген | Gene Последовательность нуклеотидов | Nucleotide sequence

Actβ for GAGATTACTGCCCTGGCTCC
rev GCTCAGTAACAGTCCGCCTA

Alpl for TGCCTACTTGTGTGGCGTGA
rev CGTGACCTCGTTCCCCTGAG

BMP2 for ACTACCAGAAACGAGTGGGAA
rev GCATCTGTTCTCGGAAAACCT

Spp1 for GACGATGACGACGGAGACC
rev TGGCAGTGAAGGACTCATCA

RunX2 for ACAACAGAGGGCACAAGTTCTAT
rev CTGCACTGAAGAGGCTGTTTG

Gapdh for GCGAGATCCCGCTAACATCA
rev CCCTTCCACGATGCCAAAGT
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красного (Sigma-Aldrich, США) pH=4,1 в течение 5 ми-
нут. Далее ММСК ЖТ промывали дистиллированной 
водой от несвязавшегося красителя и получали изо-
бражения с помощью световой микроскопии.

Статистическую обработку данных проводи-
ли в программе SigmaPlot 12.0 (SYSTAT Software, 
США). В каждой группе было не менее шести био-
логических повторов, результаты представлены 
в виде среднее±стандартное отклонение. Для опре-
деления вида распределения использовали крите-
рий Колмогорова‒Смирнова. Для попарного сравне-
ния групп использовали t-критерий Стьюдента или 
U-критерий Манна–Уитни. Для множественного срав-
нения групп применяли дисперсионный анализ One 
Way ANOVA Holm-Sidak тест. Различия между груп-
пами считались статистически значимыми при уровне 
ниже 5% (p<0,05).

Результаты
Показано, что трансдукция ММСК ЖТ Ad-BMP2 

приводила к увеличению экспрессии целевого гена 
в 1042±53 раза по сравнению с контрольными, не-
трансдуцированными клетками. Продукция белка 
BMP-2 клетками также существенно увеличивалась 
и через 14 суток составляла 210,6±3,0 пг/мл. При этом 
добавление к клеткам Ibu в концентрации 0,125 мг/мл 
приводило к повышению эффективности трансдукции 
ММСК ЖТ: относительная экспрессия BMP2 в клет-
ках в этом случае увеличивалась в 1158±23 раза по 
сравнению с контролем, а продукция белка составляла  
261±3 пг/мл (рис. 1).

Через 14 суток после трансдукции ММСК ЖТ Ad-
BMP2 без добавления Ibu и с добавлением Ibu наблю-
далась эффективная остеогенная дифференцировка 
клеток (рис. 2). Показано увеличение экспрессии генов 

RunX2 и Spp1 в 5,2±1,1 и 3,4±0,1 раза, соответственно, 
для Ad-BMP2 и в 7,6±0,6 и 9,1±0,3 раза, соответствен-
но, для Ad-BMP2 + Ibu. Кроме того, в трансдуциро-
ванных клетках обнаружено увеличение активности 
Alpl в 2,3±0,1 раза для AdBMP2 и в 2,9±0,1 раза после 
добавления Ad-BMP2 + Ibu по сравнению с контролем.

Затем были получены ГАМ, состоящие из PLA-
гранул, коллагена I типа и фибринового гидрогеля 
на основе PRP (Mat). В качестве депо Ibu и аденови-
русных конструкций были выбраны высокопористые 
PLA-гранулы. Включение Ibu в PLA-гранулы приводи-
ло к его быстрому высвобождению: уже через 1 сутки 
в растворе наблюдалось около 40% Ibu, а к 7-м сут-
кам 90%. При этом смешивание гранул с гидрогелем 
способствовало более медленному выходу Ibu. Из Mat 
через 1 сутки высвобождалось около 15% Ibu, а пол-
ное высвобождение происходило только через 4 не-
дели (рис. 3 A). Также оценили влияние Ibu в составе 
матриксов на кинетику высвобождения аденовирусных 
конструкций из Mat. В течение первых 7 суток не было 
выявлено значимых различий в кинетике высвобож-
дения AdBMP2 из матриксов с включением Ibu и без 
него. Однако через 10 суток наблюдалось увеличение 
скорости высвобождения аденовирусных частиц из 
Mat-Ad-BMP2 + Ibu (рис. 3 B).

С помощью СЭМ оценили адгезионные свойства 
матриксов, импрегнированных Ad-BMP2 с добавлени-
ем Ibu и без добавления Ibu (рис. 4). Показана высо-
кая цитосовместимость всех исследуемых матриксов. 
Импрегнация аденовирусных конструкций и Ibu не 
влияла на адгезию клеток к поверхности материалов 
и их морфологию. Часть ММСК ЖТ распластывалась 
на поверхности PLA-гранул, а часть клеток находилась 
в толще гидрогеля, при этом клетки имели характерную 
для ММСК полигональную форму.

Рис. 1.  Влияние Ibu на аденовирусную трансдукцию ММСК ЖТ. 
 A – относительная экспрессия гена BMP2. ПЦР-РВ. B – продукция белка BMP-2. ИФА
 * p<0,05 (по сравнению с контролем). # p<0,05 (по сравнению с трансдуцированными клетками без Ibu)
Fig. 1.  Ibu effect on adenoviral transduction of MSCs. 
 A – relative expression of the BMP2 gene. Real-time PCR. B – BMP-2 protein production. ELISA
 * p<0.05 (compared to the сontrol), # p<0.05 (compared to transduced cells without Ibu)

А B
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Рис. 2. Влияние Ibu на остеогенную дифференцировку ММСК ЖТ, трансдуцированных Ad-BMP2. 
 A, B – относительная экспрессия генов остеогенных маркеров. ПЦР-РВ. C – активность щелочной фосфатазы. 

Спектрофотометрия. D – минерализация ВКМ ММСК ЖТ. Окрашивание ализариновым красным, ×10  
* p<0,05 (по сравнению с контролем), # p<0,05 (по сравнению с трансдуцированными клетками без Ibu)

Fig. 2.  Ibu effect on osteogenic differentiation of MSCs transduced with Ad-BMP2. 
 A, B – relative expression of genes of osteogenic markers. Real-time PCR. C – alkaline phosphatase activity. Spectrophotometry.  

D – ECM mineralization of MSCs. Alizarin red staining, light microscopy, ×10 
* p<0.05 (compared to the control), # p<0.05 (compared to transduced cells without Ibu)

А B С

D

Контроль Ad-BMP2 Ad-BMP2 + Ibu

Рис. 3.  Кинетика высвобождения Ibu (A) и аденовирусных конструкций (B) из Mat
Fig. 3.  Release kinetics of Ibu (A) and adenovirus (B) from Mat

А B

Трансдуцирующую способность аденовирусных 
конструкций в составе матриксов оценивали по экспрес-
сии целевого гена и продукции белка BMP-2 (рис. 5). 
Показано, что Ad-BMP2, импрегнированные в Mat, 
высвобождались из матриксов и эффективно транс-
дуцировали ММСК ЖТ. Через 14 суток после инкуба-

ции клеток с ГАМ наблюдалось увеличение экспрес-
сии гена BMP2, причем в клетках, культивируемых 
с Mat-Ad-BMP2 + Ibu, этот показатель был выше, чем 
для ММСК ЖТ в присутствии Mat-Ad-BMP2 без Ibu: 
в 13,1±0,4 и 14,4±0,3 раза, соответственно (рис. 5 A). 
Кроме того, наблюдалось увеличение продукции белка 
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BMP-2 в культурах ММСК ЖТ при инкубации с Mat-
Ad-BMP2 в присутствии Ibu и без него (рис. 5 B). При 
этом также было обнаружено статистически значимое 
увеличение продукции BMP-2, продуцируемого клет-
ками, которые культивировали с Mat-AdBMP2 с Ibu 
(387,7±31,5 пг/мл), по сравнению с Mat-Ad-BMP2 без 
Ibu (487,7±1,9 пг/мл).

Эффективность остеогенной дифференцировки 
ММСК ЖТ после инкубации с Mat-Ad-BMP2 с Ibu 
и без него оценивали по экспрессии гена Alpl, про-
дукции и активности соответствующего белка и ми-
нерализации внеклеточного матрикса (ВКМ) (рис. 6). 
Показано существенное увеличение экспрессии гена 
Alpl в 5,6±0,8 и 10,9±1,0 раза, соответственно, для 
клеток в присутствии Mat-Ad-BMP2 и Mat-Ad-BMP2 
+ Ibu (рис. 6 A). При инкубации ММСК ЖТ с ис-
следуемыми ГАМ наблюдалось увеличение продук-

ции данного белка в 4,6±0,6 раза для Mat-Ad-BMP2 
и в 5,3±0,5 раза для Mat-Ad-BMP2 + Ibu по сравнению 
с неактивированными Mat (рис. 6 B). Наряду с этим 
обнаружено увеличение активности Alpl в 3,2±0,1 раза 
в клетках, которые инкубировали с Mat-Ad-BMP2, 
и в 3,5±0,2 раза с Mat-Ad-BMP2 + Ibu по сравнению 
с Mat (рис. 6 C). Кроме того, наблюдалась минера-
лизация ВКМ ММСК ЖТ после инкубации клеток  
с ГАМ (рис. 6 D).

Обсуждение
Аденовирусы хорошо себя зарекомендовали в 

ген ной терапии, обладают высокой эффективнос тью 
трансдукции различных клеток и одобрены для клини-
ческого применения в качестве вакцин [14]. С учетом 
этого аденовирусные векторы представляют большой 
интерес при разработке новых ГАМ для регенерации 

Рис. 4.  Адгезия ММСК ЖТ на матриксах через 7 суток. СЭМ, ×1000, масштабный отрезок 80 мкм
Fig. 4.  Adhesion of MSCs on matrices after 7 days. SEM, ×1000, scale bar 80 µm

Рис. 5.  Трансдуцирующая способность Ad-BMP2, импрегнированных в Mat. 
 A – относительная экспрессия гена BMP2. ПЦР-РВ. B – продукция белка BMP-2. ИФА
 * p<0,05 (по сравнению с Mat), # p<0,05 (по сравнению с Mat-Ad-BMP2 без Ibu)
Fig. 5.  Transducing ability of Ad-BMP2 impregnated in Mat. 
 A – relative expression of the BMP2 gene. Real-time PCR. B – BMP-2 protein production, ELISA 
 * p<0.05 (compared to Mat), # p<0.05 (compared to Mat-Ad-BMP2 without Ibu)

А B
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костной ткани. Основным ограничением использо-
вания аденовирусных конструкций может быть им-
мунный ответ организма, особенно при повторном 
введении вируса. Для решения этой проблемы векто-
ры импрегнировали в биосовместимые матриксы на 
основе PLA-гранул, коллагена I типа и фибринового 
гидрогеля и добавили в состав ГАМ широко исполь-
зуемый НПВП – ибупрофен. Ранее было показано, что 
инкубация ММСК ЖТ с Ibu приводит к повышению 
доли клеток, трансдуцированных аденовирусными 
конструкциями с геном GFP [15]. В нашей работе до-
бавление Ibu во время трансдукции клеток Ad-BMP2 
способствовало увеличению экспрессии целевого гена 
и продукции белка. 

Влияние НПВП на остеогенные свойства клеток 
зависит от механизма действия препарата и может 
как снижать, так и усиливать остеогенную дифферен-
цировку клеток [16, 17]. Однако в литературе нет ин-
формации о действии Ibu на дифференцировку клеток 
при аденовирусной трансдукции. В нашем исследова-
нии обнаружено, что добавление Ibu во время транс-
дукции ММСК ЖТ способствует более выраженной 
остеогенной дифференцировке клеток. Несмотря на 
то, что есть сообщения, что сами НПВП с неселектив-

ным ингибированием ЦОГ снижают активность Alpl 
преостеобластов [18], в данной работе показано, что 
при трансдукции ММСК ЖТ Ad-BMP2 в присутствии 
Ibu активность Alpl возрастала по сравнению с транс-
дуцированными клетками без Ibu.

Высокие дозы Ibu оказывают цитотоксическое 
действие на ММСК ЖТ [15]. В связи с этим разраба-
тываются различные матриксы для пролонгирован-
ной доставки Ibu [19, 20], чтобы исключить риск воз-
никновения нежелательных последствий, связанных 
с высокой дозировкой препарата. Включение Ibu в ма-
триксы на основе PLA-гранул, коллагена I типа и фи-
бринового гидрогеля позволило нам обеспечить более 
длительное и постепенное высвобождение НПВП по 
сравнению с матриксами на основе хитозана и нано-
частиц гидрокси апатита или хитозана и биоактивного 
стекла [19].

Аденовирусные конструкции, высвобождающие-
ся из ГАМ, эффективно трансдуцируют ММСК ЖТ. 
In vitro исследование остеогенных свойств разработан-
ных ГАМ показало, что включение в состав матриксов 
Ibu приводит к значимому увеличению экспрессии гена 
Alpl в ММСК ЖТ по сравнению с клетками, которые 
инкубировали с Mat-Ad-BMP2 без Ibu, что может быть 

Рис. 6.  Остеогенная дифференцировка ММСК ЖТ через 14 суток после инкубации с Mat-Ad-BMP2 c Ibu и без Ibu. 
 A – относительная экспрессия Alpl. ПЦР-РВ. B – продукция Alpl. ИФА. C – активность Alpl. Спектрофотометрия.  

D – минерализация ВКМ ММСК ЖТ. Окрашивание ализариновым красным, световая микроскопия, ×10 
* p<0,05 (по сравнению с Mat), # p<0,05 (по сравнению с Mat-Ad-BMP2 без Ibu)

Fig. 6.  Osteogenic differentiation of MSCs 14 days after incubation with Mat-Ad-BMP2 with and without Ibu. 
 A – relative expression of Alpl gene. Real-time PCR. B – Alpl protein production, ELISA. C – Alpl activity. Spectrophotometry.  

D – ECM mineralization of MSCs. Alizarin red staining, light microscopy, ×10 
* p<0.05 (compared to Mat), # p<0.05 (compared to Mat-Ad-BMP2 without Ibu)
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Mat Mat-Ad-BMP2 Mat-Ad-BMP2 + Ibu
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связано с положительным влиянием Ibu на эффектив-
ность трансдукции клеток. Можно предположить, что 
в in vivo исследованиях матриксы будут способствовать 
выраженной регенерации костной ткани, а включенный 
в состав Ibu будет снижать имунный ответ на вирус-
ные векторы и положительно влиять на трансдукцию 
Ad-BMP2 клеток-предшественников и их дифферен-
цировку в остеобласты.

Заключение
Таким образом, разработанные ген-активированные 

матриксы, импрегнированные Ad-BMP2 и Ibu, показали 
высокую эффективность в экспериментах in vitro: они 
не оказывают токсического действия, поддерживают 
клеточную адгезию и способствуют остеогенной диф-
ференцировке мезенхимальных стромальных клеток, 
полученных из жировой ткани крыс. Разработанные 
матриксы обладают высоким потенциалом для клини-
ческого применения при лечении пациентов с дефек-
тами костной ткани.
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Патоморфологические изменения в легких морской свинки 
при моделировании инфекции, вызванной различными 
генетическими вариантами вируса SARS-CoV-2
А.В. Шиповалов, Г.А. Кудров, Е.К. Ивлева, Е.В. Спиридонова,  
В.В. Омигов, О.В. Пьянков, О.С. Таранов
ФБУН Государственный научный центр вирусологии и биотехнологии «Вектор» Роспотребнадзора, Кольцово Новосибирской 
области, Россия

Резюме. Введение. Основной характеристикой патогенности изучаемого вируса является его способ-
ность вызывать гибель чувствительных лабораторных животных. Отсутствие летальных лаборатор-
ных моделей для вируса SARS-CoV-2 требует поиска других подходов для оценки патогенности. 
Изучение инфекционного процесса в тканях легких морских свинок позволяет выявить особенности 
и закономерности течения заболевания, определить значимые гистологические признаки и основные 
критерии патогенности. Целью исследования было проведение сравнительного патоморфологическо-
го исследования легких морских свинок, инфицированных различными генетическими вариантами 
SARS-CoV-2, с использованием метода морфометрических стандартизированных критериев.
Материалы и методы. В эксперименте на аутбредных морских свинках (n=96) изучено структурное 
состояние легких в зависимости от патогенеза COVID-19. Животные в случайном порядке были 
разделены на семь опытных групп и одну контрольную по шесть самцов и шесть самок в каждой. 
Опытные группы были интраназально инфицированы штаммами геновариантов Ухань, альфа, бета, 
гамма, дельта и омикрон (последний представлен двумя генетическими линиями – BA.5.2 и EG.5) 
вируса SARS-CoV-2, животным контрольной группы вводили 0,9% NaCl. Динамику вирусной на-
грузки определяли в назальных смывах по полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией 
(ОТ-ПЦР) и инфекционному титру (на культуре клеток Vero E6). На 15-е сутки выживших животных 
выводили из эксперимента. Патоморфологическое исследование проводили методом оптической 
микроскопии гистологических препаратов легких.
Результаты. При гистологическом исследовании тканей легкого морской свинки отмечено сходство 
патологического процесса у морских свинок и пациентов с COVID-19, проявляющегося в виде диф-
фузного альвеолярного повреждения. Выявлены достоверные различия по ряду патоморфологических 
признаков, вызванных коронавирусом разных генетических вариантов. Определенный морфометри-
ческим методом максимум патологического действия SARS-CoV-2 на ткани легких был вызван гено-
вариантом гамма. Дистелектазы в легких морских свинок, как достоверно различающийся для всех 
геновариантов SARS-CoV-2 признак, связанный с избыточной цитокиновой активностью, является, 
по нашему мнению, основным маркером патогенности штаммов SARS-CoV-2. Альвеолярно-геморра-
гический синдром характерен для всех изученных вариантов коронавируса, за исключением омикрон 
EG.5. Генетические линии варианта омикрон оказывают минимальное патологическое действие на 
ткани легких и не вызывают гибели морских свинок.
Заключение. Морская свинка может применяться в качестве релевантной животной модели COVID-19. 
Характер патоморфологических изменений легких зависит от геноварианта вируса SARS-CoV-2, 
вызывающих эти изменения.
Ключевые слова: SARS-CoV-2, COVID-19, морская свинка, легкие, патоморфология, генетические 
варианты SARS-CoV-2
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Введение
За время пандемии COVID-19 зарегистрировано не-

сколько генетических вариантов вируса SARS-CoV-2, 
создающих повышенный риск здоровью населения. 
Молекулярно-генетические и вирусологические ис-
следования указывают на то, что вновь выявляемые 
генетические линии характеризуются как более транс-
миссивные и одновременно менее патогенные [1]. 
В связи с этим 5 мая 2023 года Всемирная организа-
ция здравоохранения отменила статус пандемии для 
COVID-19 [2]. При этом заболевание, вызванное ко-
ронавирусом SARS-CoV-2, продолжает представлять 
серьезное испытание для мирового здравоохранения 
и научного сообщества. Исследования биологических 
характеристик новых штаммов SARS-CoV-2, направ-
ленные на более глубокое понимание патогенеза 
инфекции для оценки возможных рисков усиления 

патогенности, остаются актуальными и критически 
важными [3].

Необходимое условие получения достоверных про-
гностических результатов – использование животных 
моделей. На сегодняшний день разработаны и успешно 
применены в доклинических испытаниях следующие 
модели: сирийские хомячки [4], приматы [5], хорьки [6] 
и трансгенные гуманизированные мыши, экспрессиру-
ющие человеческий ангиотензинпревращающий фер-
мент 2 [7], однако летальность и развитие тяжелого 
заболевания с повреждением легких были показаны 
только для трансгенных мышей [8]. Тем не менее высо-
кая стоимость и сложность их получения ограничивают 
широкое использование данной модели.

Сирийские хомячки проявили высокую воспри-
имчивость к инфицированию SARS-CoV-2 и про-
демонстрировали разнообразный спектр тяжести 

Pathomorphological changes in lung tissue of guinea pigs in SARS-CoV-2 
infection model
A.V. Shipovalov, G.A. Kudrov, E.K. Ivleva, E.V. Spiridonova, V.V. Omigov, O.V. Pyankov, O.S. Taranov
State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”, Koltsovo, Novosibirsk oblast, Russia

Abstract. Introduction. The main characteristic of pathogenicity of SARS-CoV-2 virus is its ability to cause 
death in sensitive laboratory animals. The absence of lethal animal infection models requires the search 
for other approaches to assess pathogenicity. Studying infectious processes in guinea pig lungs allows us 
to identify the features and patterns of the disease, determine significant histological characteristics, and 
identify the main pathogenic criteria. We aimed to conduct a comparative pathomorphological study of lung 
tissue in guinea pigs infected with various SARS-CoV-2 variants using morphometric standardized criteria.
Materials and methods. We looked at structural changes in the lungs of 96 outbred guinea pigs depending 
on COVID-19 pathogenesis. The animals were randomly divided into seven experimental and one control 
groups of 6 males and 6 females each. The experimental groups were intranasally infected with the following 
SARS-CoV-2 strains: Wuhan, Alpha, Beta, Gamma, Delta, and Omicron (the last one represented by two 
genetic lineages BA.5.2 and EG.5). The control group was intranasally injected with 0.9% NaCl. The viral 
load over time was determined with RT-PCR on nasal flushes and infection titer (on Vero E6 cell culture). 
The animals that survived were removed from the experiment on day 15. Pathomorphological examination 
was performed with optical microscopy of histological lung specimens.
Results. We detected diffuse alveolar damage as a similar pathological feature in the lungs of both patients 
with COVID-19 and guinea pigs. Significant differences were revealed in the number of pathomorphological 
signs caused by various genetic variants of COVID-19. The most considerable pathological effect of SARS-
CoV-2 on lung tissue was caused by the Gamma variant. We suppose guinea pig lung dystelectasis to be the 
main marker of pathogenicity of SARS-CoV-2 strains, since this sign differs significantly in SARS-CoV-2 
variants and is associated with excessive cytokine activity. Alveolar hemorrhagic syndrome is characteristic 
of all the studied coronavirus variants except for Omicron EG.5. The genetic lineages of the omicron variant 
have a minimal pathological effect on lung tissue and do not cause death in guinea pigs.
Conclusion. Guinea pig is an appropriate animal for a SARS-CoV-2 model. Pathomorphological changes 
in the lungs depend on the SARS-CoV-2 variant causing them.
Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, guinea pig, lungs, pathomorphology, SARS-CoV-2 variants 
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заболевания [4, 9]. При этом данная модель имеет 
свои ограничения, такие как 100% выздоровление к 
14-м суткам после инфицирования [10] и специфич-
ный иммунный ответ на S-белок, несхожий с челове-
ческим [11].

Инфекционную патологию при отсутствии леталь-
ности у изучаемых животных возможно определить 
гистологическими методами, анализируя микропрепа-
раты тканей легких. При этом картина патоморфологи-
ческих изменений имеет значимые различия в зависи-
мости от вида лабораторного животного, геноварианта 
вируса SARS-CoV-2, вызывающего инфекционный 
процесс, и инфицирующей дозы. Например, при зара-
жении мышей BALB/c и сирийских хомячков высоки-
ми дозами коронавируса в тканях легких наблюдаются 
проявления альвеолярно-геморрагического синдрома, 
вызванные прямым цитопатическим действием вируса 
на альвеолоциты и эндотелий капилляров [12–13], что 
отмечено у пациентов с COVID-19 [14] и характерно 
для многих респираторных инфекционных агентов. 
Подобные поражения легочной ткани грызунов являют-
ся основными при исследовании in vivo вирулентности 
высокопатогенного вируса гриппа птиц [15].

С учетом сказанного выше обоснованным становит-
ся поиск новой животной модели. Морских свинок до-
вольно часто используют в экспериментах, связанных с 
исследованием иммунного ответа на различные инфек-
ции. К настоящему времени публикаций, подтвержда-
ющих восприимчивость данного вида к SARS-CoV-2, 
нет, как и публикаций, достоверно опровергающих это.

Цель исследования – проведение сравнительного 
патоморфологического исследования тканей легких 
морских свинок, инфицированных различными ге-
новариантами вируса SARS-CoV-2, с использовани-
ем метода морфометрических стандартизированных 
критериев.

Материалы и методы
В эксперименте использовали самцов и самок аут-

бредных морских свинок массой 200–250 граммов, по-
лученных из питомника лабораторных животных ГНЦ 
ВБ «Вектор» Роспотребнадзора. Морским свинкам под-
кожно имплантировали транспондеры (чипы) IPTT-300 
(BMDS, США) для бесконтактного измерения темпера-
туры и идентификации ID и помещали их по две в ин-
дивидуально вентилируемые клетки. Животные имели 
свободный доступ к пище и воде. Акклиматизация к ус-
ловиям эксперимента была проведена в течение 7 дней 
до заражения. Во время экспериментов температура 
в клетках поддерживалась на уровне +22–24°C, отно-
сительная влажность 40–55%. Морских свинок взвеши-
вали, измеряли температуру и оценивали на клиниче-
ские признаки болезни ежедневно. Все эксперименты 
на животных одобрены биоэтическим комитетом ГНЦ 
ВБ «Вектор» Роспотребнадзора (протокол БЭК № 3 
от 15.06.2021) и проводились в соответствии с соот-
ветствующими национальными (ГОСТ 33215-2014. 

Межгосударственный стандарт. Руководство по со-
держанию и уходу за лабораторными животными. 
Правила оборудования помещений и организации 
процедур, ГОСТ 33216-2014. Межгосударственный 
стандарт. Руководство по содержанию и уходу за ла-
бораторными животными. Правила содержания и ухода 
за лабораторными грызунами и кроликами) и междуна-
родными [16–19] руководящими принципами по уходу 
и гуманному использованию животных. Для модели-
рования инфекционного процесса использовали семь 
штаммов, относящихся к основным геновариантам 
вируса SARS-CoV-2: линия Ухань (EPI_ISL_406844), 
альфа (EPI_ISL_6565012), бета (EPI_ISL_6492245), 
гамма (EPI_ISL_6565014), дельта (EPI_ISL_7338789), 
омикрон BA.5.2 (EPI_ISL_16613436) и омикрон EG.5 
(EPI_ISL_18520144). Морские свинки были разделены 
на восемь групп по 12 животных (шесть самцов и шесть 
самок). Перед заражением их анестезировали – вну-
тримышечно вводили золетил 100 (Virbac, Франция) 
в дозе 20 мг/кг. Заражение животных проводили ин-
траназально инокуляцией вируса в объеме 100 мкл, 
в дозе 4 lg ТЦД50. Животным контрольной группы вво-
дили 100 мкл 0,9% раствора NaCl. Начиная со вторых 
суток после заражения получали смывы из полости 
носа. Инфекционный титр вируса определяли по 50% 
тканевой цитопатической дозе вируса для культуры 
клеток почки зеленой мартышки Vero Е6. Параметром 
контроля вирусной нагрузки в пробах считали поро-
говое значение Ct в полимеразной цепной реакции 
с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР). Суммарные 
антитела к SARS-CoV-2 в сыворотке крови морских 
свинок определяли методом твердофазного иммуно-
ферментного анализа. Через 15 суток после заражения 
у выживших животных брали кровь и выводили их из 
эксперимента, вводя сверхдозу (200 мг/кг) золетила 100 
с последующим обескровливанием. Легкие фиксиро-
вали в 10% растворе забуференного формалина для ги-
стологических исследований («БиоВитрум», Россия). 
После фиксации доли каждого легкого (верхушечная, 
сердечная, диафрагмальная и добавочная – для право-
го и верхушечная, сердечная, диафрагмальная – для 
левого) были изолированы и проведены через гисто-
логический вакуумный инфильтрационный процессор 
замкнутого типа Tissue-Tek VIP 6 (Sacura, Япония). 
Срезы, полученные на автоматическом ротационном 
микротоме Accu-Cut SRM 200 (Sakura, Япония), окра-
шивали гематоксилином и эозином, затем покрывали 
покровной пленкой в автоматическом стейнере Tissue 
Tek Film (Sakura, Япония). Светооптическое исследо-
вание и микрофотосъемку проводили на микроскопе 
AxioImager Z1 (Zeiss, Германия) с использованием про-
граммного пакета AxioVision 4.8.2 (Zeiss, Германия). 
Оценку распространенности и степени выраженнос-
ти патологических проявлений инфекции проводи-
ли при анализе сканов срезов, полученных на циф-
ровом сканере микропрепаратов Olympus SlideView 
VS200 (Olympus, Германия; программный пакет 
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VS200ASW 3.2) с увеличением объектива ×20. При ги-
стологическом исследовании тканей легких животных, 
инфицированных вирусом SARS-CoV-2, применяли 
метод стандартизированных критериев, учитывающий 
следующие патоморфологические признаки: воспали-
тельная инфильтрация межальвеолярных перегородок, 
перибронхиальная и периваскулярная воспалительная 
инфильтрация, кровоизлияния в просвет альвеол и 
бронхов, наличие фибрина в альвеолярном простран-
стве, выраженность отека, в том числе межальвеоляр-
ных перегородок, расширение и полнокровие сосудов. 
Степень распространенности основных патоморфоло-
гических проявлений – воспалительной инфильтрации 
и альвеолярно-геморрагического синдрома – оцени-
вали по 5-балльной шкале: 1 балл – площадь патоло-
гических изменений на срезе занимает до 10% общей 
площади среза; 2 балла – от 10 до 25% площади среза; 
3 балла – от 25 до 50% площади среза; 4 балла – от 50 
до 75% площади среза; 5 баллов – площадь патологи-
ческих изменений более 75% общей площади среза. 
Остальные признаки инфекции (периваскулярная и 
перибронхиальная инфильтрация, альвеолярный и пе-
риваскулярный отек, полнокровие сосудов) оценивали 
по 3-балльной шкале, где 1 балл – слабая, 2 балла – 
умеренная, 3 балла – выраженная. Для количествен-
ных переменных (площади патологических изменений 
ткани легкого) были рассчитаны базовые статистиче-
ские показатели. Статистическую обработку результа-
тов проводили с помощью программы Statistica 13.0. 
Парное сравнение независимых выборок проведено с 
применением U-критерия Манна–Уитни, для взаимос-
вязанных выборок использован тест Вилкоксона. При 
сравнении показателей в более чем двух независимых 
группах использован тест Краскела–Уоллеса с тестом 
множественных сравнений Данна. Различия считали 
статистически значимыми при p≤0,05. В качестве кон-
троля сравнения использовали легкие интактных мор-
ских свинок, содержавшихся в тех же условиях, что и 
животные опытных групп.

Результаты
Независимо от геноварианта вируса у всех живот-

ных со второй недели отмечались клинические при-
знаки заболевания в виде отказа от еды и воды, стре-
мительного снижения веса. Начало гибели животных 
было зарегистрировано с десятых суток после инфи-
цирования. Смертность в группах Ухань, альфа, бета, 
гамма и дельта варьировала от 25 до 75% без значимых 
межгрупповых различий.

В тканях органов-мишеней не была подтверждена 
репликация инфекционно активного вируса, однако 
РНК вируса SARS-CoV-2 обнаруживалась до пятых 
суток после инфицирования в смывах полости носа. 
У всех выживших после заражения животных были 
выявлены IgG к антигену SARS-CoV-2.

На аутопсии у всех животных отмечена характерная 
картина для острого повреждения легких: резкое уве-

личение объема, плотная, «резиновая», консистенция, 
висцеральная плевра лаковая, темно-красного цвета. 
Выявлено большое количество обтурирующих тромбов 
в основном стволе, легочных артериях и их ветвях, что 
указывает на развитие ДВС-синдрома.

При гистологическом исследовании легких обна-
ружены патологические изменения, характерные для 
диффузного альвеолярного повреждения, – внутриаль-
веолярный отек. Наблюдали инфильтрацию меж аль-
вео лярных перегородок лимфоцитами и нейтрофилами 
(рис. 1 А). Встречались фокусы гиперплазии бронхи-
ального и альвеолярного эпителия, что трактовалось 
нами как маркер репаративного процесса. Наряду с 
гиперплазией альвеолярного эпителия наблюдали 
его десквамацию (рис. 1 В). В легких морских сви-
нок, инфицированных геновариантами Ухань, гамма 
и дельта, по ходу крупных и мелких бронхов, включая 
терминальные респираторные бронхиолы, наблюдали 
обильную воспалительную инфильтрацию. В отдель-
ных бронхах выявили деструкцию стенки. На срезе 
бронхиол наблюдалась воспалительная инфильтрация 
(рис. 1 С). В отдельных сосудах, преимущественно 
венозного отдела, обнаружена периваскулярная ин-
фильтрация, но без видимого повреждения стенки 
(рис. 1 D). 

Появление многоядерных клеток в очагах инфильт-
рации респираторного отдела легких, как и изменение 
формы и размеров альвеолярного эпителия свидетель-
ствуют о цитопатическом воздействии вируса SARS-
CoV-2 (рис. 1 E). Просветы альвеол были заполнены 
отечной жидкостью, в которой выявлялись макрофаги 
и нейтрофилы в качестве маркеров воспалительной 
реакции (рис. 1 F). Кровоизлияния с практически 
полным заполнением просвета альвеол эритроцитами 
встречались довольно часто. Регистрировались массы 
эритроцитов в просвете кровеносных сосудов, также 
отмечены полнокровие и тромбоз мелких сосудов.

Штамм геноварианта альфа (рис. 2 A) и референс-
штамм Ухань (не приведен на рисунке) вызывали у 
животных сходные повреждения легких, проявляю-
щиеся в основном в виде дистелектазов и инфильтра-
ции межальвеолярных перегородок. Геновариант бета 
(рис. 2 B) по сравнению с другими VOC вариантами, 
исключая омикрон, вызывал менее выраженные пато-
логические повреждения легких, дистелектазы имели 
очаговый характер и значительно меньшую площадь. 
В легких животных, инфицированных геновариантом 
гамма, площадь поражения и количество оценивае-
мых патологических изменений были максимальны-
ми (рис. 2 С). Среди основных патоморфологических 
признаков выделялись дистелектазы и полиморфная 
воспалительная инфильтрация межальвеолярных пере-
городок и стенок сосудов. Геновариант дельта вызы-
вал схожую патологическую картину (рис. 2 D), при 
этом проявление признаков было менее интенсивным. 
Патоморфологические признаки, регистрируемые 
в легких лабораторных животных, инокулированных 
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Рис. 1. Гистологический срез легкого морских свинок, инфицированных вирусом SARS-CoV-2.
  A – лимфоцитарная инфильтрация межальвеолярных перегородок. B – слущенные эпителиоциты в просвете альвеол. 

C – перибронхиальная инфильтрация. D – периваскулярная инфильтрация. E – изменение пневмоцитов (увеличение 
размеров, увеличение ядерно-цитоплазматического отношения, образование синцитиев) как проявление цитопатического 
эффекта. F – отечная жидкость в просвете альвеол. Окраска гематоксилином и эозином. Масштабный отрезок указан  
на микрофотографиях

Fig. 1. Histological section of a guinea pig lung infected with SARS-CoV-2. 
 A – lymphocytic infiltration of interalveolar septa. B – exfoliated  epithelial cells in the alveolar lumen. C – peribronchial 

infiltration. D – perivascular infiltration. E – changes of alveolar cells (increased size and nuclear-cytoplasmic ratio; syncytia 
formation) as manifestation of the cytopathic effect. F – edematous fluid in the alveolar lumen. H&E stain. Scale bar is displayed 
on the micrographs
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Рис. 2. Гистологический срез легкого морских свинок, инфицированных вирусом SARS-CoV-2 разных генетических вариантов 
в дозе 30 ID50. 

 A – альфа. Выраженная воспалительная нейтрофильно-лимфоцитарная инфильтрация межальвеолярных перегородок 
со снижением воздушности паренхимы, периваскулярная лимфоцитарная инфильтрация преимущественно мелких 
сосудов. B – бета. Слабая воспалительная лимфоцитарная инфильтрация межальвеолярных перегородок с сохранением 
воздушности паренхимы. C – гамма. Обширное кровоизлияние с фокусами некроза легкого. D – дельта. Обширные зоны 
некроза на фоне альвеолярной геморрагии. E – омикрон BA.5.2. Диффузные мелкие геморрагии. F – омикрон EG.5. 
Крупный фокус инфильтрации межальвеолярных перегородок с полной потерей воздушности в данной зоне. Окраска 
гематоксилином и эозином. Масштабный отрезок указан на микрофотографиях

Fig. 2. Histological section of a guinea pig lung infected with various genetic variants of SARS-CoV-2 at a dose of 30 ID50. 
 A – Alpha. Pronounced inflammatory infiltration of interalveolar septa with decreased airiness of the parenchyma, 

perivascular lymphocytic infiltration of mainly small vessels. B – Beta. Weak inflammatory infiltration of interalveolar septa  
and maintenance of the airiness of the parenchyma. C – Gamma. Extensive hemorrhage with foci of lung necrosis.  
D – Delta. Extensive necrotic zones on the background of alveolar hemorrhage. E – Omicron BA.5.2. Diffuse small hemorrhages. 
F – Omicron EG.5. A major focus of infiltration of the interalveolar septa with a complete loss of airiness in this area. H&E stain. 
Scale bar is displayed on the micrographs
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штаммами генетических линий варианта омикрон 
(рис. 2 E, F), обладали меньшей степенью выраженнос-
ти по сравнению с таковыми при остальных геновари-
антах. При гистологическом исследовании выявлялся 
небольшой внутриальвеолярный отек, инфильтрация 
стенок альвеол, отмечены явления плазмо- и гемор-
рагии, выраженные признаки уплотнения легких от-
сутствовали. Однако вирус SARS-CoV-2 генетической 
линии омикрон EG.5 (рис. 2 F) не вызывал геморраги-
ческих проявлений, выявляемых при инфицировании 
морских свинок штаммом другой генетической линии – 
омикрон ВА.5.2, что может свидетельствовать о посте-
пенной аттенуации коронавируса в связи с адаптацией 
к человеческой популяции.

Для выявления достоверных различий между пато-
морфологическими изменениями тканей легких в груп-
пах морских свинок, инфицированных коронавирусом 
SARS-CoV-2 различных генетических линий, был про-
веден статистический анализ с учетом балла выражен-
ности патологии (рис. 3). 

Выраженность геморрагического синдрома значимо 
не различалась между группами, во всех группах меди-
ана не превысила 1 балл. Исключением является груп-
па омикрон EG.5, достоверно отличающаяся от групп 
Ухань (p=0,0075), бета (p=0,0013), гамма (p<0,0001), 
дельта (p<0,0001), омикрон ВА.5.2 (p=0,0274).

Степень выраженности дистелектаза была значи-
мо выше у животных, инфицированных вариантами 
Ухань, альфа и гамма, со значением медианы в 3 балла. 
Меньшая степень выраженности патологии показана 
в группах бета и дельта, минимальная – у генетических 
линий варианта омикрон. Признак в группе Ухань до-
стоверно отличен от такового в группах бета (p=0,0002), 
дельта (p<0,0001), омикрон EG.5 (p<0,0001) и омикрон 
ВА.5.2 (p<0,0001). В группе альфа данная патология 
более выражена, чем в группах бета (p=0,0008), дельта 
(p=0,0002), омикрон EG.5 (p<0,0001) и омикрон ВА.5.2 
(p<0,0001). Группа гамма имеет достоверные различия 
с группами омикрон EG.5 (p=0,0250) и омикрон ВА.5.2 
(p=0,0036).

Воспалительная инфильтрация межальвеолярных 
перегородок проявлялась достоверно более выраженно 
у животных группы Ухань, альфа и гамма (медиана – 
3 балла), менее выраженно – в группах бета и дельта 
(2 балла). Значения данного признака достоверно отли-
чались между группами варианта омикрон и группами 
Ухань (p<0,0001), альфа (p<0,0001), гамма (p=0,0002 
для ВА.5.2 и 0,0013 для EG.5). В группах Ухань и альфа 
этот показатель значимо отличался от таковых в группе 
бета (p=0,0025 и 0,0363, соответственно), а значения 
в группе Ухань от группы дельта (p=0,0049).

Достоверное различие между значениями воспали-
тельной инфильтрации стенки бронхов регистрировали 
в препаратах групп Ухань (p<0,0001), гамма (p=0,0056 
для ВА.5.2 и p=0,0068 для EG.5) и дельта (p=0,0022 для 
ВА.5.2 и p=0,0029 для EG.5) по сравнению с группами 
варианта омикрон.

Воспалительная инфильтрация стенок сосудов 
в группах Ухань (p<0,0001) и гамма (p=0,0103 для 
ВА.5.2 и p=0,0002 для EG.5) достоверно отличалась 
от таковой в группах варианта омикрон.

Такой патологический признак как полнокровие 
альвеолярных капилляров достоверно чаще встречался 
в препаратах группы Ухань по сравнению с группами 
гамма (p=0,0169) и омикрон (p<0,0001 для ВА.5.2 и 
p=0,0020 для EG.5). В группе бета этот признак встре-
чался чаще, чем в группе омикрон ВА.5.2 (p=0,0165).

Обсуждение
В данной работе было показано, что интраназаль-

ное инфицирование морских свинок (Cavia porcellus) 
генетическими вариантами вируса SARS-CoV-2 Ухань, 
альфа, бета, гамма, дельта и омикрон (последний пред-
ставлен двумя генетическими линиями – BA.5.2 и EG.5) 
приводит к клиническому заболеванию, проявляюще-
муся со второй недели  после заражения. 

У инфицированных животных выявлены патологи-
ческие изменения в тканях легких, соответствующие 
вирусной пневмонии. Степень тяжести выявленных 
патоморфологических изменений достоверно разли-
чалась между некоторыми вариантами SARS-CoV-2. 
В большинстве случаев повреждение легких послужи-
ло причиной гибели животных. 

Показано, что основным патоморфологическим 
проявлением в легких морских свинок является диф-
фузное альвеолярное повреждение в сочетании с аль-
веолярно-геморрагическим синдромом, что полностью 
соответствует гистологическим изменениям, наблю-
даемым у пациентов, умерших от COVID-19 [20]. 
В результате нашего исследования также были выяв-
лены характерные для коронавирусной инфекции [14] 
дисциркуляторные расстройства кровообращения 
в виде венозного полнокровия в мелких сосудах  
легких.

Известно, что поверхностные белки вируса SARS-
CoV-2 могут воздействовать на Т-лимфоциты, вызы-
вать цитокиновый шторм и серию иммунных ответов 
в организме [21]. Развитие интерстициального вос-
паления за счет активации цитокиновой системы при-
водит к утолщению и отеку межальвеолярных пере-
городок, снижая воздушность легких [22]. Следует 
отметить, что подобное влияние вирусиндуцирован-
ного воспаления на тяжесть инфекционного процес-
са характерно и для вируса гриппа, хотя и в меньшей 
степени [23–24].

На гистологических препаратах легких морских 
свинок наблюдали ярко выраженное уплотнение па-
ренхимы легкого (дистелектаз). Данный патоморфоло-
гический признак, достоверно различающийся для всех 
геновариантов SARS-CoV-2, связан со способностью 
разных генетических вариантов коронавируса вызы-
вать гипериммунные воспалительные реакции и, по 
нашему мнению, может служить критерием оценки 
тяжести заболевания.
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Рис. 3. Частота развития постинфекционной легочной патологии при экспериментальном инфицировании морской свинки 
геновариантами SARS-CoV-2 в дозе 30 ID50. 

 A – дистелектаз. B – геморрагии. C – воспалительная инфильтрация межальвеолярных перегородок. D – воспалительная 
инфильтрация стенок бронхов. E – воспалительная инфильтрация стенок сосудов. F – полнокровие альвеолярных 
капилляров. На диаграмме: точки – индивидуальные значения, вершины гистограмм – медианы, горизонтальные линии – 
95% доверительные интервалы. 

  * р≤0,05; ** р≤0,01; *** р≤0,001; **** р≤0,0001
Fig. 3. Frequency of post-infection pulmonary pathology in experimental inoculation of guinea pigs with SARS-CoV-2 variants at 

a dose of 30 ID50.
 A – dystelectasis. B – hemorrhages. C – inflammatory infiltration of interalveolar septa. D – inflammatory infiltration of bronchial 

walls. E – inflammatory infiltration of blood vessel walls. F – dilation and congestion of capillaries in alveolar walls. Legend: 
individual values (points); medians (tops); 95% confidence intervals (horizontal lines).

  * р≤0.05; ** р≤0.01; *** р≤0.001; **** р≤0.0001
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Описанные патоморфологические изменения лег-
ких морских свинок, вызванные вирусом SARS-CoV-2, 
характерны и для других животных моделей, иссле-
дованных нами ранее, – мышей линии BALB/c [12] 
и сирийских хомячков [13] при низких дозах инфи-
цирования.

Можно констатировать, что применяемый в на-
шем исследовании для сравнительной оценки степе-
ни повреждения легкого как основного органа-мише-
ни метод морфометрических стандартизированных 
критериев может быть использован как при изучении 
биологических свойств новых генетических вариантов 
и линий вируса SARS-CoV-2 на разных видах лабо-
раторных животных, так и для исследований in vivo 
перспективных терапевтических препаратов и вакцин 
против COVID-19.

Заключение
В работе представлены результаты исследования, 

показывающие сходство гистологически выявляемых 
изменений тканей легкого, поврежденного инфекцией, 
вызванной вирусом SARS-CoV-2, у человека и морской 
свинки, что позволяет использовать выбранное нами 
модельное животное для изучения COVID-19.
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Сканирующая электронная микроскопия легких крыс 
при блеомициновом фиброзе
С.В. Буравков1,2, С.А. Гаврилова1, Е.В. Иванов1

1  ФГБОУ ВО Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, Москва, Россия
2  ФГБУН Государственный научный центр Российской Федерации – Институт медико-биологических проблем РАН,  

Москва, Россия

Резюме. Введение. Легочный фиброз – одно из тяжелых заболеваний легких, имеющее высокий риск 
смертности и функциональных нарушений. Блеомициновая модель легочного фиброза грызунов 
является одной из наиболее распространенных и часто используемых. Комплексные методики иссле-
дования депарафинированных тканей позволяют получить ценную информацию о морфологических, 
микроструктурных и химических изменениях в тканях без проведения отдельных исследований, на 
уже существующем материале. Целью данного исследования было выявление методом сканирующей 
электронной микроскопии характерных морфологических изменений в депарафинированных образцах 
легких на модели легочного фиброза, вызванного интратрахеальным введением блеомицина крысам. 
Материалы и методы. В работе моделировали развитие фиброза легких на крысах-самцах Вистар 
массой 200–250 граммов путем интратрахеального введения блеомицина. Спустя 28 дней легкие 
перфузировали 4% раствором нейтрального забуференного формалина через полую вену до оста-
новки сердца, образцы дофиксировали 10% забуференным формалином в течение 36 часов, прово-
дили через спирты и заливали в парафин. Для проведения сканирующей электронной микроскопии 
толстые, 250 мкм, срезы депарафинировали в ксилоле и спирте, насыщали гексаметилдисилазаном 
и высушивали на воздухе. После напыления золотом образцы просматривали и фотографировали на 
настольном электронном микроскопе JCM-7000.
Результаты. При помощи световой микроскопии признаки фиброза были обнаружены во всех ис-
следованных препаратах легких крыс из экспериментальной группы. При этом выявлена очаговость 
развития фиброза и выделены три типа структурных изменений: 1) незначительные отличия от по-
казателей в контрольной группе, 2) признаки воспаления с начальными явлениями образования 
коллагена, 3) области с полностью завершенным фиброзом.
Заключение. Применение сканирующей электронной микроскопии толстых срезов значительно рас-
ширяет возможности исследования легких при таких патологиях как фиброз, позволяя исследовать 
ультраструктуру поверхности с высоким разрешением, а также идентифицировать различные вклю-
чения, вызывающие патологические изменения, обнаруживаемые с помощью метода рентгеновско-
го микроанализа. Такой подход позволяет просто, быстро и недорого подготавливать образцы для 
сканирующей электронной микроскопии из архивных парафиновых блоков и дает более детальную 
структурную информацию о развитии фиброза легких.
Ключевые слова: сканирующая электронная микроскопия, блеомициновый фиброз, легкие крыс
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Scanning electron microscopy of rat lungs with bleomycin-induced 
pulmonary fibrosis
S.V. Buravkov1,2, S.A. Gavrilova1, E.V. Ivanov1
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Abstract. Introduction. Pulmonary fibrosis is a serious lung disease with high risks of mortality and functional 
impairments. The model of bleomycin-induced pulmonary fibrosis in rodents is one of the most common 
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and frequently used models. Complex methods for analyzing dewaxed tissues enable us to obtain valuable 
information about morphological, microstructural, and chemical changes in tissues using the existing mate-
rial, i.e., without conducting separate studies. The purpose of this paper was to identify characteristic mor-
phological changes in a model of bleomycin-induced pulmonary fibrosis, the medication being administered 
intratracheally, using scanning electron microscopy (SEM) in deparaffinized lung samples.
Materials and methods. The experiment included male Wistar rats weighing 200–250 g, in which pulmo-
nary fibrosis was modeled by intratracheal administration of bleomycin. After 28 days, the lungs were fixed 
with perfusion of a 4% solution of neutral buffered formalin through the vena cava until cardiac arrest. The 
samples were further fixed with 10% buffered formalin for 36 hours, plunged into alcohols, and embedded 
in paraffin. For SEM, thick 250-μm sections were deparaffinized in xylene and alcohol, saturated with hexa-
methyldisilazane, and air-dried. After gold sputtering, the samples were viewed and photographed under a 
JCM-7000 benchtop electron microscope.
Results. Light microscopy revealed signs of fibrosis in the lungs of all experimental rats. The fibrosis was 
local. We distinguished three types of structural changes: 1) slight structural differences from the control 
animals, 2) inflammation with initial signs of collagen formation, and 3) areas with complete fibrosis.
Conclusion. The use of SEM in analyzing thick sections significantly expands the possibilities of studying 
the lungs in such pathologies as fibrosis and allows one to examine high-resolution surface ultrastructures 
and identify various inclusions that cause pathological changes seen with X-ray microanalysis. This approach 
is simple, fast, and low-cost to prepare samples for SEM using existing paraffin blocks and provides more 
detailed structural information about the development of pulmonary fibrosis.
Keywords: scanning electron microscopy, bleomycin fibrosis, rat lungs
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Введение
Фиброзирование является основным механизмом 

развития интерстициальных заболеваний легких, 
представляющих собой высокие риски смертности 
и функциональных нарушений. Первичный (идиопа-
тический) легочный фиброз – относительно редкое, 
но крайне тяжелое заболевание, трудно поддающееся 
лечению [1, 2]. В последние годы существенно выросла 
встречаемость вторичного легочного фиброза, кото-
рый может развиться в исходе пневмонии, вызванной 
SARS-CoV2, и сопровождается значительным сни-
жением респираторных функций [3]. Существующие 
антифибротические препараты ограничены в своих воз-
можностях, а для разработки новых требуется более 
глубокое понимание механизмов повреждения и фи-
брозирования легких. За последние десятилетия мно-
гими исследовательскими учреждениями проведены 
сотни научных работ, посвященных легочному фиб-
розу, в которых накоплены архивные гистологические 
материалы. Комплексные методики исследования депа-
рафинированных тканей позволяют получить ценную 
информацию о морфологических, микроструктурных 
и химических изменениях в тканях без проведения 
отдельных исследований, на уже существующем ма-
териале. 

Блеомициновая модель легочного фиброза грызу-
нов является одной из наиболее часто используемых 

и описанных в литературе. Она характеризуется от-
носительно быстрым образованием фиброзной ткани, 
сохраняющейся в течение нескольких месяцев на фоне 
относительно низкой летальности и значимого сниже-
ния функции легких [4–6]. Блеомициновая модель вы-
полняется в разных модификациях, с разными путями 
введения и дозами блеомицина. Поскольку путь введе-
ния в значительной степени влияет на повреждающий 
механизм и область воздействия, важно иметь четкие 
представления о механизмах повреждения и репарации 
для каждого из вариантов. Сканирующая электронная 
микроскопия (СЭМ) депарафинированных тканей – 
удобный и информативный метод исследования, ко-
торый пока не в должной степени освещен в научной 
литературе. Для последующего применения метода к 
архивным материалам требуются исследования, вы-
полненные на контролируемых сериях экспериментов. 

Цель исследования – выявить характерные морфо-
логические изменения в модели легочного фиброза, 
вызванного интратрахеальным введением блеомицина 
крысам, методом СЭМ в депарафинированных образ-
цах легких. 

Материалы и методы
При проведении исследований мы руководствова-

лись положениями Европейской конвенции по защите 
позвоночных животных, используемых для экспери-
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ментов или в иных научных целых, а также правилами 
проведения работ с использованием эксперименталь-
ных животных (Страсбург, 1986). Исследование одоб-
рено на заседании биоэтического комитета факультета 
фундаментальной медицины МГУ имени М.В. Ломо-
но сова (протокол № 2 от 09.02.2023). 

Самцы крыс Вистар массой 200–250 граммов были 
получены из питомника конвенционального содер-
жания в Институте медико-биологических проблем 
РАН. Всего в исследование после периода акклима-
тизации 2 недели ввели 30 животных (десять – группа 
контроля, 20 – экспериментальная группа, в которой 
моделировали легочный фиброз). В течение всего вре-
мени крыс содержали в конвенциональном виварии 
факультета фундаментальной медицины МГУ имени 
М.В. Ломоносова при 12-часовом цикле освещения со 
свободным доступом к воде и стандартному комбикор-
му по три особи в клетке. 

При моделировании фиброза блеомицин (Nippon 
Kayaku, Япония), разведенный в стерильном физио-
логическом растворе, вводили интратрахеально кры-
сам, анестезированным изофлураном в дозе 7,5 мг/кг. 
Методику моделирования фиброза и дозу препарата 
выбирали согласно данным литературы [6, 7]. За кры-
сами наблюдали в течение 28 дней, после чего при 
глубокой анестезии вскрывали грудную клетку, сердце 
и легкие перфузировали 4% раствором нейтрального 
забуференного формалина через полую вену до оста-
новки сердца. Легкие извлекали из грудной клетки 
и заполняли таким же раствором формалина для рас-
правления альвеол. Диафрагмальную долю правого 
легкого иссекали в области видимой патологии, вы-
деляли срез толщиной не более 4 мм, который затем 
фиксировали в 10% нейтральном забуференном фор-
малине в течение 36 часов. Далее образцы легкого от-
мывали проточной водой, обезвоживали в изопропило-
вых спиртах восходящей концентрации, минеральном 
масле и парафине, после чего заливали в парафиновые 
блоки. 

В исследовании применяли методы корреляционной 
микроскопии для сравнения результатов, полученных 
при помощи световой микроскопии, с данными СЭМ. 
Для проведения СЭМ использовали блоки, залитые 
в парафин, с которых после получения срезов для све-
товой микроскопии и их окрашивания гематоксилином 
и эозином и по методу Массона получали толстые срезы, 
250 микрон. После этого их депарафинировали в ксило-
ле в течение суток при постоянном щадящем помеши-
вании на шейкере (Shaker S-3, Латвия) при 50 об./мин,  
проводили через 1000 спирт (30 минут) и гексаметил-
дисилазан (30 минут). Гексаметилдисилазан дает воз-
можность обойтись без сушки при критической точке 
и высушивать образцы на воздухе без нарушения тон-
ких структур поверхности [8]. Высушенные на возду-
хе образцы монтировали на столиках для микроскопа 
с использованием углеродного двустороннего скотча 
и напыляли золотом. 

Анализ и фотографирование проводили на настоль-
ном сканирующем электронном микроскопе, оснащен-
ном рентгеновским микроанализатором JCM-7000 
(JEOL, Япония). Цифровые фотографии сохраняли 
в формате TIFF с разрешением 1.3 МП.

Результаты
По результатам световой микроскопии признаки 

фиброза были обнаружены в 100% исследованных 
препаратов легких крыс из экспериментальной группы. 

Корреляционная микроскопия очень удобна для 
сравнения результатов световой и электронной микро-
скопии. На рисунке 1 A представлен срез, окрашенный 
гематоксилином и эозином, а на рисунке 1 B – ультра-
структура поверхности последующего толстого среза, 
подготовленного для проведения сканирующей микро-
скопии. Следует отметить, что при депарафинирова-
нии и монтаже срезов на столике для проведения СЭМ 
стоит обращать внимание на сторону, которая будет 
обращена наружу, иначе нарушится соответствие све-
товой и электронной картины.

Более детальные изображения различных участ-
ков легких, полученные с помощью СЭМ у живот-
ных контрольной группы, приведены на рисунке 2. 
Поверхность серозной оболочки висцеральной плевры 
представлена плоским одноклеточным эпителием из 
мезотелиальных клеток полигональной формы со мно-
жеством микроворсинок, образующих межклеточные 
соединения (рис. 2 A, B). 

На рисунках 2 C и D показана ультраструктура по-
верхности бронха у животных контрольной группы 
при разном увеличении. Отчетливо видны складча-
тость и клеточная структура поверхности, клетки ко-
торой покрыты многочисленными микроворсинками. 
Наличие эритроцитов на поверхности свидетельству-
ет об операционном заборе материала и не является 
артефактом.

Ультраструктура альвеолярной поверхности лег-
ких крыс контрольной группы представлена на рисун-
ках 2 E и F. При малом увеличении (рис. 1 B) альвеоляр-
ная часть легких напоминает пчелиные соты, каждая 
альвеола выстлана уплощенными клетками альвеоляр-
ного эпителия, основную часть которых занимают аль-
веолоциты 1-го типа, на их долю приходится 90–95% 
всей поверхности альвеолы. Эти клетки активно уча-
ствуют в газообмене и тесно контактируют с легочны-
ми кровеносными капиллярами. Альвеолоциты 2-го 
типа (рис. 2 F) имеют округлую или овальную форму 
и обладают многочисленными короткими микровор-
синками на апикальной поверхности. 

Исследование структуры поверхности с помо-
щью СЭМ легких крыс с блеомицининдуцированным 
фибро зом при малом увеличении отчетливо выявило 
места пораженных областей. Следует сказать, что по-
ражение легких носило гнездный характер. В местах, 
где фиброзный процесс не начался, ультраструктура 
альвеол (рис. 3 A, B), а также эпителий висцеральной 



КЛИНИЧЕСКАЯ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МОРФОЛОГИЯ / CLINICAL AND EXPERIMENTAL MORPHOLOGY       Том 13  № 4  2024 61

ОРИГИНАЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ

Рис. 1.  Малое увеличение срезов легких крыс в контрольной группе животных.
 A – 5 мкм срез, окрашенный гематоксилином и эозином. B – 250 мкм срез, подготовленный для проведения СЭМ. 

Масштабный отрезок соответствует 500 мкм
Fig. 1.  Low magnifications of lung sections of rats in the control group of animals.
 A – 5-μm section stained with H&E. B – 250-μm section prepared for SEM. The scale bar is 500 μm

А B

плевры (рис. 3 C, D) не отличались от таковых у конт-
рольных животных. Вместе с тем встречались места 
с резко выраженной воспалительной реакцией с лей-
коцитарной инфильтрацией (рис. 4 A, B) с появлением 
тонких отдельных волокон коллагена (до 0,1 мкм), еще 
не сплетающихся в пучки. В областях с полностью за-
вершившимся фиброзом практически отсутствовала 
клеточная структура, а все пространство было занято 
волокнами коллагена. Размер волокон, расположенных 
отдельно, составлял порядка 0,1 мкм, они часто рас-
полагались хаотично, однако, сливаясь в жгуты, могли 
достигать 5 мкм, заполняя все пространство в ткани. 
В значительной степени поиск локализации мест иссле-
дования под электронным сканирующим микроскопом 
облегчался наличием параллельных гистологических 
срезов, окрашенных гематоксилином и эозином и три-
хромом по Массону.

Обсуждение
В исследовании использовался метод корреляцион-

ной микроскопии, когда параллельно анализировали 
срезы 5 мкм в световом микроскопе, окрашенные ге-
матоксилином и эозином или по Массону, а в скани-
рующем электронном микроскопе – толстые, 250 мкм, 
срезы после их депарафинирования. Это дает возмож-
ность легко идентифицировать как место, так и соот-
ветствующие структуры. Очень часто в работах можно 
встретить корреляционные исследования в конфокаль-
ном или флуоресцентном микроскопе с последующей 
сканирующей электронной микроскопией для получе-
ния более детальной морфологической информации о 
структуре [9]. В случае наличия каких-либо включений, 
имеющих место при различных профессиональных 
заболеваниях легких, таких как силикозы, асбестозы 

и т.д., они легко могут быть идентифицированы, и их 
химический состав определен с помощью рентгенов-
ского микроанализа [10, 11].

Исследования легких методом сканирующей элек-
тронной микроскопии проводились в Институте мор-
фологии человека еще в 1987 году Л.К. Романовой [12]. 
Однако тогда не осуществлялось корреляционное ис-
следование со световой микроскопией, а изучались 
объемные образцы легочной ткани, подготовленные 
специально для СЭМ. 

В своей работе мы показали, что архивный матери-
ал, залитый в парафин, возможно использовать для ис-
следований не только в световом, но и в сканирующем 
электронном микроскопе, что дает возможность более 
детально увидеть ультраструктуру клеточной поверх-
ности без каких-либо значительных дополнительных 
затрат. 

В наших исследованиях не отмечены изменения 
мезотелиальных клеток висцеральной плевры при раз-
витии фиброзного процесса при использованной нами 
модели легочного фиброза. Считается, что основной 
функцией мезотелиальных клеток является секреция 
серозной жидкости, а также синтез и транспорт ве-
ществ из серозной жидкости в лимфатическое русло. 
Мезотелиальные клетки висцеральной плевры (МКВП) 
метаболически активны, поддерживают динамическое 
состояние гомеостаза в плевральном пространстве. 
В ответ на повреждение они реагируют пролифера-
цией и хемотаксисом, покрывая участки оголенного 
внеклеточного матрикса. Этот ответ опосредуется 
аутокринной сигнализацией, обусловленной выработ-
кой хемокинов. Юкстакринные и паракринные связи 
между клетками обеспечивают быструю реакцию во 
время воспаления [13]. МКВП являются фагоцитар-
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Рис. 2.  Сканирующая электронная микроскопия ультраструктуры поверхности легких крыс контрольной группы.
 A – легкое в области висцеральной плевры. Масштабный отрезок 20 мкм. B – тот же участок при большем увеличении. 

Видны многочисленные микроворсинки и множественные межклеточные контакты. Масштабный отрезок 5 мкм. 
C – ткань легкого в области бронхов. Масштабный отрезок 20 мкм. D – тот же участок при большем увеличении. 
Масштабный отрезок 5 мкм. E – ультраструктура поверхности альвеолы. Масштабный отрезок 20 мкм. F – тот же 
участок при большем увеличении. В центре отчетливо виден альвеолоцит 2-го типа. Масштабный отрезок 2 мкм

Fig. 2. SEM of the ultrastructure of the lung surface in the control group of animals.
 A – lung in the area of  visceral pleura. The scale bar is 20 µm. B – an enlarged view of the area marked with a square in A. 

Numerous microvilli and multiple intercellular contacts are visible. The scale bar is 5 µm. C – lung tissue in the area of bronchi. 
The scale bar is 20 µm. D – an enlarged section of bronchi, marked with a square in C. The scale bar is 5 µm. E – ultrastructure 
of the alveolar surface. The scale bar is 20 µm. F – enlarged area marked with a square in E. Type 2 alveolar cells are clearly 
visible in the center. The scale bar is 2 µm
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Рис. 3.  Сканирующая электронная микроскопия ультраструктуры поверхности легких крыс с блеомициновым фиброзом.
 A – ткань легкого в области альвеол. Масштабный отрезок 50 мкм. B – тот же участок при большем увеличении. 

Масштабный отрезок 5 мкм. C – легкое в области висцеральной плевры. Масштабный отрезок 20 мкм. D – тот же 
участок при большем увеличении. Масштабный отрезок 5 мкм

Fig. 3. SEM of the ultrastructure of the lung surface with bleomycin-induced fibrosis.
 A – lung tissue in the area of alveoli. The scale bar is 50 µm. B – enlarged section of alveoli marked with a square in A. The scale 

bar is 5 µm. C – lung in the area of   the visceral pleura. The scale bar is 20 µm. D – enlarged section of the ultrastructure of the 
pleural surface marked with a square in C. The scale bar is 5 µm

ными и продуцируют несколько цитокинов и молекул 
адгезии [14]. Мезотелиальные клетки имеют микровор-
синки и множество межклеточных контактов. Размер 
и форма, а также количество микроворсинок и орга-
нелл в МКВП могут отражать ее функциональность. 
В МКВП экспрессируются белки плотных соединений, 
которые, как известно, определяют парацеллюлярную 
проницаемость [15].

Развитие фиброза носило гнездный характер, вслед-
ствие чего изменения альвеол трудно было оценить. 
В тех местах, где процесс не начался, ультраструк-
тура поверхности альвеолоцитов как 1-го, так и 2-го 
порядка выглядела неизмененной и не отличалась от 
контрольных образцов. Альвеолоциты 2-го порядка – 

это активно секретирующие клетки, формирующие 
легочный сурфактант. Очень часто поверхность аль-
веолоцитов покрыта сурфактантом, представляющим 
собой поверхностно активную жидкую среду. Функция 
сурфактанта – снижение поверхностного натяжения 
пленки тканевой жидкости, покрывающей альвео-
лярный эпителий, что препятствует слипанию стенки 
при дыхании. Кроме того, легочный сурфактант осу-
ществляет бактерицидную и иммуномодулирующую 
функции, стимулирует активность альвеолярных ма-
крофагов. 

Предложенный нами метод корреляционного ана-
лиза можно использовать при исследовании других 
легочных патологий. В последнее время значительный 
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интерес возник при исследовании методом СЭМ лег-
ких пациентов, инфицированных SARS-CoV-2. Так, 
в работе T. Congiu et al. [16] были обнаружены зна-
чительные изменения в ультраструктуре легких, вы-
званные сужением дыхательных путей. Альвеолярные 
полости были заполнены фибриллярными структура-
ми, похожими на фибрин. Внутри альвеол часто при-
сутствовали эритроциты, окруженные ретикулярной 
фибриновой сетью, что указывает на геморрагический 
альвеолит. Альвеолярные изменения тесно коррели-
ровали с изменениями сосудов, в которых отмечались 
повреждение эндотелия и тромбоз. Фибринозные 
микротромбы многократно обнаруживались в ка-

пиллярах межальвеолярной перегородки. Кроме 
того, нередко выявлялась пролиферация капилляров 
в альвеолярных перегородках, указывающая на нео-
ангиогенез [17].

Заключение 
Применение сканирующей электронной микро-

скопии существенно расширяет возможности иссле-
дования легких при различных патологиях, включая 
фиброз. Для анализа могут использоваться парафи-
новые блоки, в том числе архивные, с которых режут 
толстые, 250-микронные, срезы и депарафинируют 
их. Параллельные срезы, получаемые для световой 

Рис. 4. Очаг воспалительной реакции в легких крыс с блеомициновым фиброзом и завершившимся фиброзом.
 A – множественные лимфоциты и коллагеновые пучки. Масштабный отрезок 10 мкм. B – тот же участок при большем 

увеличении. Масштабный отрезок 5 мкм. C – участок завершившегося фиброза, отмечаются множественные пучки 
коллагеновых волокон. Масштабный отрезок 20 мкм. D – тот же участок при большем увеличении. Масштабный 
отрезок 2 мкм

Fig. 4. The focus of the inflammatory reaction in the lungs of rats with bleomycin-induced fibrosis and complete fibrosis.
 A – multiple lymphocytes and collagen bundles. The scale bar is 10 µm. B – enlarged area of   inflammation marked with a square 

in A. The scale bar is 5 µm. C – area of   complete fibrosis, multiple bundles of collagen fibers. The scale bar is 20 µm.  
D – enlarged area marked with a square in C. The scale bar is 2 µm
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микроскопии, значительно облегчают идентификацию 
ультраструктур на сканирующей электронной микро-
скопии. Помимо получения высокого разрешения 
ультраструктур поверхности становится возможной 
химическая идентификация различных включений, 
вызывающих патологические изменения, с помощью 
метода рентгеновского микроанализа. 

Такой подход является простым, быстрым и недо-
рогим способом подготовки образцов для сканирующей 
электронной микроскопии из архивных парафиновых 
блоков. Он дает более детальную структурную инфор-
мацию о развитии фиброза легких.
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Морфология скелетных мышц при динамической 
физической нагрузке и коррекции L-карнитином
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Резюме. Введение. Работы, посвященные исследованию морфологических изменений в скелетной 
мышечной ткани при динамической физической нагрузке, остаются единичными. Данные о миопро-
текторных свойствах L-карнитина во многом противоречивы. Цель исследования – анализ ультра-
структурных изменений миосимпластов камбаловидной и подошвенной мышц крыс в условиях 
интенсивной физической нагрузки и действия L-карнитина. 
Материалы и методы. Животные (крысы) были разделены на три группы: 1) контрольную – без 
нагрузки; 2) группу сравнения – с физической нагрузкой; 3) экспериментальную – с физической 
нагрузкой и получением L-карнитина (100 мг/кг). Физическую нагрузку моделировали ежедневным 
(21 сутки) принудительным плаванием животных «до предела» с грузом, равным 10% от массы тела. 
Результаты. Интенсивная физическая нагрузка приводит к появлению ряда деструктивных изме-
нений в скелетной мышечной ткани обоих типов мышц: внутриклеточного и интерстициального 
отека, образованию инвагинаций и повреждений кариолеммы, миофибрилл и митохондрий. Профи-
лактическое введение L-карнитина снижает степень выраженности и частоту появления деструкции 
миосимпластов. 
Заключение. Результаты исследования подтверждают наличие протекторных свойств у L-карнитина 
в отношении скелетных мышечных волокон при интенсивной физической нагрузке.
Ключевые слова: миосимпласт, подошвенная мышца, камбаловидная мышца, динамическая физи-
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Morphology of skeletal muscles under dynamic exercise and correction 
with L-carnitine
I.А. Khutorskaya1,2, G.F. Shaymardanova3, V.P. Balashov1, V.N. Abramov1,  
A.V. Balashov1, E.V. Bystrova1, I.A. Evstifeeva1

1 National Research Mordovia State University, Saransk, Russia
2 Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Moscow, Russia
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Abstract. Introduction. There is paucity of information on morphological changes in skeletal muscle tis-
sue under dynamic exercise. Data on myoprotective properties of L-carnitine are contradictory. The paper 
aimed to analyze ultrastructural changes in characteristic multinucleated structures of the soleus and plantaris 
muscles of rats under intense physical activity and the action of L-carnitine. 
Materials and methods. The animals were divided into three groups: 1) the control group, in which the rats 
that did not have physical activity; 2) the comparison group, where the rats had intense physical activity; 
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Введение
Тренировочный и соревновательный режим актив-

ности профессиональных спортсменов имеют тен-
денцию к увеличению их интенсивности и нередко 
осуществляются на уровне предельных возможностей 
организма. Это может приводить к значительным не-
гативным изменениям в разных функциональных 
системах и травматизации [1–5]. Для физического 
перенапряжения типичны изменения метаболизма, 
отражающие рост специфических маркеров повреж-
дения мышечных волокон, интенсификацию свобод-
норадикальных процессов с одновременным сниже-
нием активности антиоксидантных систем. Данный 
комплекс нарушений не только является маркером 
травматизации, но и оказывает негативный эффект 
на клеточном, тканевом и органном уровнях [6–10]. 
Препараты метаболического типа действия – струк-
турные аналоги природных биологически активных 
веществ. Для них характерны низкие показатели ток-
сичности и высокая эффективность в профилактике 
повреждений органов и тканей в условиях стрессор-
ного и ишемического воздействий. Одним из наиболее 
перспективных препаратов данной группы является 
L-карнитин. Он применяется в качестве корректора 
мышечных нарушений, оказывает антиоксидантное 
и антигипоксическое действие и обладает широким 
спектром биологических эффектов [11]. При этом дан-
ные о миопротекторных свойствах L-карнитина про-
тиворечивы, а механизм его действия по улучшению 
результатов физических нагрузок не вполне ясен [12]. 
Несмотря на актуальность представленной проблемы, 
работы, посвященные изучению ультраструктурных 
изменений в миосимпласте при динамической фи-
зической нагрузке и профилактическом применении 
препаратов метаболического типа действия, остают-
ся единичными. В отношении L-карнитина методами 
гистохимического окрашивания было показано, что 

препарат уменьшает выраженность гипертрофии мы-
шечных волокон как медленного, так и быстрого фено-
типа при динамической физической нагрузке в течение 
20 суток [13]. Изучение ультраструктурных изменений 
могло бы дать больше информации о механизме мио-
протекторного действия L-карнитина.

Цель исследования – анализ ультраструктурных из-
менений миосимпластов камбаловидной и подошвен-
ной мышц крыс при моделировании интенсивной фи-
зической нагрузки и применении L-карнитина. 

Материалы и методы
Объектами исследования являлись половозрелые 

крысы обоего пола с массой тела 250–300 граммов. 
Исследование проводилось на мышцах двух противо-
положных фенотипов. Камбаловидная мышца млеко-
питающих образована преимущественно медленными 
мышечными волокнами [14–16]. Подошвенная мышца 
содержит главным образом мышечные волокна быстро-
го типа [17, 18].

Животные случайным образом были разделены на 
три группы (по шесть крыс): 1) контрольная – крысы 
со стандартной двигательной активностью для ти-
пичных условий вивария; 2) группа сравнения – кры-
сы, подвергшиеся интенсивной физической нагрузке 
и получившие физиологический раствор в качестве 
плацебо; 3) экспериментальная – крысы, подверг-
шиеся интенсивной физической нагрузке и получав-
шие фармакологическую коррекцию L-карнитином. 
Внутрибрюшинные инъекции L-карнитина (элькар – 
раствор для парентерального введения 100,0 мг/мл 
в ампулах по 5,0 мл; «ПИК-ФАРМА», Россия) прово-
дили стерильными шприцами ежедневно однократно 
за 15–20 минут до начала эксперимента в дозе 100,0 
мг/кг, в объеме, не превышающем 1,0 мл.

Динамическую физическую нагрузку моделирова-
ли по модифицированной методике В.Х. Василенко, 

and 3) the experimental group, where the rats received L-carnitine at a dose of 100 mg/kg and had intense 
physical activity. Dynamic exercise was for 21 days running and implied forced swimming “to the limit” 
with a load equal to 10% of body weight. 
Results. An electron microscopic study showed intense dynamic physical activity to lead to a number of 
destructive changes in the skeletal muscle tissue of both types of muscles: the appearance of intracellular 
and interstitial edema, the formation of invaginations, and damage to the nuclear membrane, myofibrils, 
and mitochondria. Preventional injection of L-carnitine reduces the severity and frequency of damage to 
characteristic multinucleated structures. 
Conclusion. The research results indicate that L-carnitine protects skeletal muscle fibers during intense 
physical activity. 
Keywords: characteristic multinucleated structures, plantaris muscle, soleus muscle, dynamic physical 
activity, L-carnitine
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С.Б. Фельд мана (1989) в виде ежедневного прину-
дительного плавания животных «до предела» в бас-
сейне с грузом, равным 10% от массы тела [19, 20]. 
Груз прикрепляли к основанию хвоста животного. 
Продолжительность эксперимента составляла 21 сут-
ки. Температура воды в бассейне поддерживалась на 
уровне 30±2ºС [1]. Признаком невозможности продол-
жения плавания являлось отсутствие активных движе-
ний у животных с последующим утоплением не менее 
10 секунд [21].

По окончании эксперимента у животных под нар-
козом (тиопентал натрия, 40,0 мг/кг) извлекали кам-
баловидную (m. soleus) и подошвенную (m. plantaris) 
мышцы. Участки мышц для электронномикроскопи-
ческого исследования фиксировали в 4% нейтральном 
забуференном параформальдегиде, затем дофиксиро-
вали в 2,5% растворе глутарового альдегида и в 1% 
растворе OsO4 на фосфатном буфере с добавлением 
сахарозы и заливали в Epon 812 (Fluka, Германия). 
Ультратонкие срезы изготавливали на ультрамикро-
томе LKB-III (LKB, Швеция) и контрастировали ура-
нил-ацетатом и цитратом свинца. Образцы изучали 
с помощью трансмиссионного микроскопа HT 7700 
Exalens (Hitachi, Япония).

Животных содержали в соответствии с требова-
ниями ГОСТ 33216-2014 «Руководство по содержа-
нию и уходу за лабораторными животными. Правила 
содержания и ухода за лабораторными грызунами 
и кроликами» в виварии. Работа выполнена с соблю-
дением всех необходимых требований по гуманному 
обращению с животными в соответствии с решением 
локального этического комитета Медицинского ин-
ститута Мордовского государственного университета 
им. Н.П. Ога рева (протокол № 44 от 18.11.2016).

Результаты 
У животных контрольной группы ультраструктура 

миосимпластов исследуемых мышц является типич-
ной. При исследовании m. soleus и m. plantaris наблю-
дали типичное строение компонентов мышечных во-
локон с незначительными зонами цитоплазматического 
и интерстициального отека.

Динамическая физическая нагрузка у животных 
группы сравнения приводила к появлению ряда 
морфологических изменений в скелетной мышеч-
ной ткани. Характер выявленных изменений был 
однотипен для миосимпластов быстрой и медлен-
ной мышц. Изменения были мозаичны, то есть на-
ряду с участками мышечных волокон, которые имеют 
нормальное строение, наблюдались зоны с наруше-
ниями ультра структуры. В этих зонах кариолемма 
части ядер образовывала многочисленные инвагина-
ции разной глубины (рис. 1 A). Иногда встречались 
участки повреждения ядерной оболочки (рис. 1 A). 
При сравнении с ядрами миосимпластов у животных 
контрольной группы отмечали меньшую электронную 
плотность и иногда уменьшение доли пристеночно-

го гетерохроматина, что может свидетельствовать об 
усилении транскрипционной активности. Отмеченные 
изменения могут быть также обусловлены развитием 
внутри ядерного отека.

У части мышечных волокон крыс группы сравнения 
систематически наблюдали локальные зоны отека мио-
симпласта, которые варьировали по размерам. Такие 
зоны отека обычно располагались перинуклеарно, а 
также среди скоплений митохондрий между соседни-
ми миофибриллами (рис. 1 A). Сами миофибриллы 
сохраняли типичное строение. Однако в ряде мышеч-
ных волокон отмечались разрывы и разволокнение 
мио фиб рилл, вокруг которых, как правило, формиро-
вались зоны отека (рис. 1 B). Правильное чередование 
изотропных и анизотропных дисков также частично 
утрачивалось, что проявлялось нарушением параллель-
ности соседних миофибрилл (рис. 1 C). Были типичны-
ми миофибриллы в состоянии контрактуры. 

Энергетический аппарат мышечных волокон тоже 
подвергался изменениям. Наряду с типичными мито-
хондриями иногда наблюдались органеллы изогнутой 
или неправильной формы, а также набухшие митохонд-
рии (рис. 1 B). В участках отека они либо были элек-
тронноплотными, либо имели электронносветлый ма-
трикс. Митохондрии с электронноплотным матриксом 
характеризовались плотноупакованными и правильно 
ориентированными кристами. Наблюдали и набухшие 
митохондрии с элементами нарушения целостности 
мембран, для которых был характерен электронно-
светлый матрикс, что может свидетельствовать об их 
повышенной функциональной нагрузке [22]. Степень 
повреждения при этом изменялась от появления не-
больших участков просветления матрикса до его пол-
ной гомогенизации вследствие деструкции крист. Такие 
органеллы имели вид вакуолей, ограниченных двойной 
мембраной с остатками крист.

Наряду с описанными изменениями ультраструкту-
ры компонентов цитоплазмы можно отметить появле-
ние триад с варьирующим размером Т- и L-трубочек 
(рис. 1 D). Интенсивная физическая нагрузка не ока-
зывала существенного влияния на скопления между 
миофибриллами гранул гликогена, рибосом и полисом.

У животных экспериментальной группы, получав-
ших L-карнитин в дозе 100,0 мг/кг перед сеансами 
принудительного плавания, морфология мышечных 
волокон преимущественно соответствовала их стро-
ению, описанному для животных контрольной груп-
пы. Можно отметить, что, как и у животных группы 
сравнения, наблюдался мозаичный характер изме-
нений ультраструктуры скелетной мышечной ткани 
в обоих типах мышц. Следует отметить, что зоны 
миосимпласта с подобными изменениями были зна-
чительно меньшими и степень таких изменений была  
ниже. 

Строение большинства ядер миосимпластов соот-
ветствовало типичному, но встречались единичные 
ядра с измененной структурой – наличием инвагинаций 
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Рис. 1.  Ультраструктура камбаловидной (A, C) и подошвенной (B, D) мышц животных группы сравнения. Стрелки (С) – участки 
с нарушением чередования изотропных и анизотропных дисков. D – участок с разрушением кариолеммы

 CM – набухшие митохондрии, E – отек, I – инвагинации кариолеммы, М – митохондрии, N – ядро, Nc – ядрышко, Т – триада
Fig. 1.  Ultrastructure of the soleus (A, C) and plantaris (B, D) muscles of the animals from the comparison group: areas with disrupted 

alternation of isotropic and anisotropic discs (arrows on C). D – area with destructed nuclear membrane
 CM – collapsed mitochondria, Е – edema, I – invaginations of the nuclear membrane, M – mitochondria, N – nucleus, Nc – nucleolus, T – triad

А

C

B
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и меньшей электронной плотностью. Однако по срав-
нению с животными группы сравнения выраженность 
инвагинаций меньше. Участки повреждения кариолем-
мы отсутствовали (рис. 2 A).

Деструкцию миофибрилл наблюдали редко. В этом 
случае были видны участки смещения саркомеров или 
повреждение миофиламентов (рис. 2 B). В сопоставле-
нии с группой сравнения зоны межмиофибриллярного, 
околоядерного и интерстициального отека встреча-
лись реже и были значительно меньшими по площади  
(рис. 2 A–D). Изменения структуры триад и канальцев 
саркоплазматической сети отмечали реже, чем у жи-
вотных группы сравнения. Большинство митохондрий 
имело электронноплотный матрикс с типичной ори-
ентацией крист (рис. 2 A, B). Только единичные ор-
ганеллы обладали нитевидными кристами и меньшей 
электронной плотностью (рис. 2 D).

Результаты количественного анализа поврежден-
ных митохондрий представлены на рисунке 3. Как 
отмечалось ранее, доля митохондрий с элементами 
деструкции в группе контроля была невелика и не за-
висела от фенотипа мышечных волокон. Она соста-
вила 2,3±0,55% в камбаловидной мышце и 2,1±1,22% 
в подошвенной мышце. У животных группы сравне-
ния интенсивная физическая нагрузка сопровожда-
лась статистически достоверным увеличением доли 
поврежденных митохондрий до 6,9±3,00% (р=0,0016) 
и 21,5±6,93% (р=0,0001) в составе камбаловидной 
мышцы и подошвенной мышцы. Следовательно, под 
влиянием L-карнитина проявляется заметная тенден-
ция к снижению доли поврежденных митохондрий 
в составе мышечных волокон камбаловидной мышцы. 
Для подошвенной мышцы данный показатель статисти-
чески достоверно снижается до 5,8±1,59% (р=0,0001). 
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Рис. 2.  Ультраструктура камбаловидной (A, C) и подошвенной (B, D) мышц животных экспериментальной группы.  
Стрелка (С) – зона с нарушением чередования изотропных и анизотропных дисков

 CM – набухшие митохондрии, E – отек, IE – интерстициальный отек, М – митохондрии, N – ядро
Fig. 2.  Ultrastructure of the soleus (A, C) and plantaris (B, D) muscles of the animals from the experimental group: zone with disrupted 

alternation of isotropic and anisotropic discs (arrow on C)
 CM – collapsed mitochondria, E – edema, IE – interstitial edema, M – mitochondria, N – nucleus
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Рис. 3.  Доля (в %) поврежденных митохондрий в разных 
группах: 1 – контрольная; 2 – сравнения;  
3 – экспериментальная. Представлены средние 
значения (M) и среднеквадратичное отклонение (SD) 

 * – различия статистически значимы по отношению 
к показателю группы контроля, при p<0,01667; # – различия 
статистически значимы по отношению к показателю группы 
сравнения, при p<0,01667

Fig. 3.  The percentage of damaged mitochondria in all groups: 
1 – the control group, 2 – the comparison group, 3 – the 
experimental group. Mean values (M) and standard 
deviations (SD) are presented

 * – differences are statistically significant in relation to the control 
group, p<0.01667; # – differences are statistically significant 
in relation to the comparison group, p<0.01667
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Обсуждение
Результаты нашей работы показали негативное вли-

яние длительной интенсивной динамической физиче-
ской нагрузки на ультраструктуру скелетных мышеч-
ных волокон. Следует отметить, что ее повреждающее 
воздействие наблюдалось как в быстрых, так и в мед-
ленных мышцах и имело сходный характер и степень 
выраженности. В то же время значительная часть отме-
чаемых нами изменений ультраструктуры миосимплас-
тов мозаична, обратима и, соответственно, некритична 
для дальнейшего функционирования мышц.

Можно предположить, что описанные изменения 
ультраструктуры мышечных волокон во многом обу-
словлены значительным увеличением содержания лак-
тата в саркоплазме на фоне интенсивной физической 
нагрузки. Наиболее значимым следствием лактацеде-
мии является развитие интрасимпластического отека. 
Кроме того, лактат вызывает ацидоз, который, в свою 
очередь, интенсифицирует свободнорадикальное окис-
ление липидов [23, 24]. Известно, что свободноради-
кальное окисление липидов повреждает мембранные 
структуры. Этот каскад внутриклеточных процессов, 
по-видимому, вызывает наблюдавшиеся в нашей работе 
изменения ультраструктуры мышечных волокон.

Способность L-карнитина уменьшать степень по-
вреждения миосимпластов быстрых и медленных 
мышц позволяет предположить его компенсаторное 
влияние на описанные выше процессы. По данным 
литературы, L-карнитин принимает участие в обе-
спечении транспорта жирных кислот в митохондри-
альный матрикс, где реализуется их β-окисление [25]. 
Он также оказывает антиоксидантное и антигипокси-
ческое действие. L-карнитин ограничивает накопле-
ние ацетил-КoA и лактата в крови и мышечной ткани 
и способствует сохранению целостности мембран [12, 
25–27]. Препарат уменьшает окислительный стресс, 
увеличивая активность антиоксидантных ферментов, 
а также может предотвратить индукцию апоптоза [28, 
29]. Основываясь на данных литературы и получен-
ных нами результатах, можно предположить, что од-
ним из звеньев, обеспечивающих миопротекцию при 
интенсивных динамических физических нагрузках, 
является протекторный эффект L-карнитина в отно-
шении структуры и функции митохондрий [25, 26, 
30]. Проведенный нами количественный анализ доли 
поврежденных митохондрий в составе мышечных во-
локон как быстрой, так и медленной мышц в целом 
подтверждает предположения о механизме протектор-
ного действия L-карнитина, хотя следует подчеркнуть, 
что при количественном анализе статистически значи-
мый эффект был нами доказан только для подошвенной 
мышцы.

Заключение
Интенсивная динамическая физическая нагрузка 

вызывает ряд негативных изменений ультраструктуры 
миосимпластов как в быстрых, так и в медленных ске-

летных мышцах. Профилактическое внутрибрюшин-
ное введение L-карнитина крысам в дозе 100,0 мг/кг 
существенно уменьшает частоту встречаемости и сте-
пень выраженности изменений в изученных скелетных 
мышцах.
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Placenta percreta: placental villous invasion or a form of adhesive disease?
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Abstract. Introduction. According to the International Federation of Gynecology and Obstetrics (FIGO) 
classification placenta percreta is the most severe form of placenta accreta spectrum (PAS) which is character-
ized by placental invasion through the entire myometrium and possible involvement of extrauterine tissues. 
The disease is associated with prior cesarean sections and placenta previa. This paper presents a clinical 
case of placenta percreta. The diagnosis was made based on ultrasound and MRI and confirmed intraopera-
tively. Histological examination revealed thinning of the uterine segment, fibrosis of the posterior wall of 
the bladder, and adhesions between the uterus and the bladder. We aimed to compare clinical, instrumental, 
and histological data and intraoperative imaging.
Materials and methods. Histological study was performed on paraffin sections (H&E and Mallory stain-
ing). We studied immunohistochemistry of cytotrophoblasts and syncytiotrophoblasts with antibodies to 
cytokeratin-8.
Results. MRI and ultrasound examination showed placental invasion extending beyond the serous lining 
of the uterus and involving the posterior wall of the bladder. At 37 weeks, elective cesarean section and 
surgical excision of the uterine wall with invaded villi were performed. Histological study revealed invasive 
cytotrophoblasts in the uterine wall and fibrous bladder wall. Involvement of the bladder wall was due to 
adhesions and the development of fibrosis.
Conclusion. Trophoblast and villous invasion did not extend beyond the uterus. Placenta percreta can be 
supposed to be one of the forms of pelvic adhesive diseases.
Keywords: cesarean section, uterine scar, healing of the uterine wall, placenta accreta spectrum, placenta 
percreta, invasion
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Placenta percreta: плацентарная ворсинчатая инвазия 
или вариант спаечной болезни?
Н.В. Низяева1, И.А. Куликов2, Т.Н. Белоусова2, К.А. Артемьева1, А.П. Милованов1, Н.Б. Тихонова1,  
Т.В. Фокина1, Е.Р. Милютина2, Е.И. Боровкова3, И.А. Гейлис2, Ю.Е. Доброхотова3, Л.М. Михалева1

1  Научно-исследовательский институт морфологии человека имени академика А.П. Авцына ФГБНУ «Российский научный 
центр хирургии имени академика Б.В. Петровского», Москва, Россия

2  ГБУЗ МО Видновский перинатальный центр, Видное, Россия
3  ФГАОУ ВО Российский национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова Минздрава России, 

Москва, Россия

Резюме. Введение. В соответствии с классификацией Международной федерации акушеров и ги-
некологов (FIGO) placenta percreta является наиболее тяжелой формой приращения плаценты 
и  характеризуется ее инвазией через всю стенку матки с возможным вовлечением окружающих 
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Introduction
The term “placenta accreta” was coined in the 20th 

century, when scientists F.C. Irving and A.F. Hertig defined 
it as “abnormal partial or complete attachment of the pla-
centa to the wall of the uterus” [1]. Abnormal attachment 
and invasion of placenta villi manifest in their inability to 
separate from the wall of the uterus.

According to the FIGO (The International Federation 
of Gynecology and Obstetrics) classification, there are 
3 major categories of placenta accretа spectrum (PAS) 
disorders according to the degree of invasiveness and 
local tissue destruction. Grade 1 is abnormally adher-
ent placenta (pl. accreta) when villi adhere directly to 
the myometrium without the decidual interface. Grade 
2 implies abnormally invasive placentation (pl. increta) 
when villi invade the myometrium. Grade 3 is abnormally 
invasive placentation (pl. percreta) when villi invade the 
full thickness of the uterine wall either to the serosa or 
beyond it. Grade 3 is subcategorized into grade 3a, where 
trophoblasts and placental villi are limited to and include 
the uterine serosa; grade 3b with placental invasion into 
the urinary bladder; and grade 3c, when placental villi 
invade other pelvic tissues [2]. PAS is a dangerous com-
plication of pregnancy that is associated with a high risk 
of massive blood loss and increases maternal morbidity 
and mortality.

In recent years, the rate of PAS has grown significantly 
from 1 in 1,200 [3] through 1 in 250 to 1 in 500 world-
wide [4–6]. Observational studies in the United States 
reported the rate of 1 to 272 in 2016 [7]. The most thor-
oughly studied and proven factor leading to an increased 
PAS incidence is the number of previous cesarean sections 
(CSs) [2]. “Risk factors for PAS were 3%, 11%, 40%, 61%, 
and 67% for the first, second, third, fourth, and fifth CSs, 
respectively” [5]. Uterine scar dehiscence represents an 
incomplete disruption of the uterine wall at the site of previ-
ous cesarean delivery and typically occurs within the an-
terior lower uterine segment overlying the bladder [8–12].

Risk factors for PAS include a patient’s history of 
multiple uterine surgeries (myomectomy, hysteroscopy, 
curettage), uterine artery embolization, placenta previa, 
PAS [10], and metabolic disorders [11–12]. These risk 
factors can initiate inflammation and lead to incomplete 
regeneration of damaged tissues in the future [4].

Case report
Patient O., 37 years old, was admitted to the Department 

of Perinatal Pregnancy at Vidnovsky Perinatal Center in 
2022 to receive therapy for prolonging pregnancy. On ad-
mission, she was at 33 weeks and 2 days of gestation.

The pregnant woman gave her consent to participate in 
a biomedical study (in compliance with the Declaration of 

тканей. Данное состояние ассоциировано с предшествующим кесаревым сечением и предлежанием 
плаценты. Представлен клинический случай прорастания плаценты. Диагноз был поставлен на ос-
новании данных УЗИ и МРТ и подтвержден интраоперационно. При гистологическом исследовании 
выявлены истончение сегмента матки, фиброз и наличие спаек между маткой и мочевым пузырем. 
Цель исследования – сопоставление клинических, инструментальных данных, интраоперационной 
картины и данных гистологического исследования.
Материалы и методы. Гистологическое исследование проведено на парафиновых срезах (гематокси-
лин и эозин, окраска по Маллори). Иммуногистохимическое исследование цито- и синцитиотрофо-
бласта осуществляли с применением антител к цитокератину-8.
Результаты. Данные МРТ и УЗИ показали инвазию ворсин плаценты, выходящую за пределы се-
розной оболочки матки и затрагивающую заднюю стенку мочевого пузыря. Плановое оперативное 
родоразрешение было выполнено на сроке 37 недель. Проведено хирургическое иссечение стенки 
матки с инвазированными ворсинами плаценты. Гистологическое исследование выявило инвазивные 
клетки цитотрофобласта в стенке матки и фиброз стенки мочевого пузыря. Прорастание и вовлечение 
стенки мочевого пузыря произошли за счет спаек и развития фиброза.
Заключение. Трофобласт и инвазия ворсин не распространялись за пределы матки. По нашему мнению, 
placenta percreta может быть одним из вариантов спаечной болезни органов малого таза.
Ключевые слова: кесарево сечение, рубец на матке, заживление стенки матки, спектр приросшей 
плаценты, placenta percreta, инвазия
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Helsinki) and publish pictures and personal information in 
this case report. The research was approved by the Local 
Bioethics Committee (protocol No. 231 dated 28.08.2023).

Parity and history of present illness
The patient had 5 pregnancies in total. In 2007, the 

first healthy baby (a girl, 2,900 grams) was delivered af-
ter spontaneous labor at 38 weeks. In 2012, the second 
healthy baby (a boy, 2,690 grams) was born after urgent 
spontaneous delivery. In 2013, the patient delivered the 
third healthy baby (a boy, 4,200 grams) at 38 weeks. The 
patient underwent an emergency CS due to a narrow pelvis. 
In 2020, the woman had the fourth pregnancy complicated 
by severe preeclampsia. The patient underwent operative 
vaginal delivery at 35 weeks and gave birth to a healthy 
girl (2,600 grams).

The last pregnancy was natural. The woman had a sin-
gleton pregnancy complicated by. placenta previa. The fe-
tus was in the cephalic position. Ultrasound examination 
showed the patient to have placenta villi invaded the uterine 
scar and the bladder wall after previous CSs. The uterine 
scar was unstable and accompanied by the formation of a 
uterine hernia-like prolapse.

The first trimester was uncomplicated. Ultrasound exa-
mination at 13 weeks and 6 days visualized chorionic villi 
position on the uterine scar niche. No markers of preec-
lampsia were identified. Ultrasound examination at 19 
weeks and 6 days showed a 1.6-mm myometrium in the 
area of the uterine scar dehiscence and revealed placenta 
рrevia.

At 33 weeks, the patient was admitted to hospital be-
cause of elevated risk of premature labor. Having been hos-
pitalized, the patient had an ultrasound examination and 

MRI done. Ultrasound examination was performed  using 
a transabdominal and transvaginal device (MEDISON 
ACCUVIX A30-RUS 2014, Korea) and an ultrasound di-
agnostic device (Samsung-Medison WS80A-RUS 2019, 
Korea). The retroplacental myometrium was 158x133 mm 
large. Aberrant vessels penetrated the serosa of the blad-
der (Fig. 1). The placenta had diffuse thickening of up to 
46 mm and was located along the anterior wall, its lower 
edge overlapping the area of the internal os. High risk of 
placental invasion into the bladder was detected.

MRI was performed with MAGNETOM Verio (Siemens 
AG, Erlangen, Germany) with the power of 3T clinical im-
aging and standard surface coils. Scanning was performed 
according to the routine protocol [13–14]. We received T2-
weighted images obtained in three mutually perpendicular 
planes, a slice thickness being 3–4 mm and the field of view 
being 32–42 cm; T2-weighted images with signal suppres-
sion from adipose tissue in the axial plane; T1-weighted im-
ages in sagittal and axial planes; T1-weighted images with 
suppression of MR signal intensity from adipose tissue in 
any plane; and diffusion-weighted images. The results were 
interpreted with a unified scoring system MAPI-RADS 
(Morbidly Adherent Placenta Imaging Reporting and Data 
System) [15] (Fig. 2A–C).

Ultrasound examination and MRI detected changes 
associated with neoangio- and vasculogenesis including 
large retroplacental blood vessels in combination with local 
thinning of the uterine wall in its anterior area adjacent to 
the bladder and hernia-like protrusion of the uterine wall, 
or “uterine window” (Fig. 2A–C).

MRI revealed placenta percreta of class 5 (according to 
MAPI-RADS). Considering the depth of the placental inva-
sion and the high risk of intraoperative massive blood loss, 

Fig. 1.  Ultrasound signs of placenta percreta.
 A – protrusion of the placenta beyond the uterine wall, absence of retroplacental myometrium, B – aberrant vessels located 

perpendicular to the wall of the bladder
Рис. 1.  Ультразвуковые признаки placenta percreta.
 A – распространение плаценты за стенку матки, отсутствие ретроплацентарного миометрия, В – аберрантные сосуды 

расположены перпендикулярно стенке мочевого пузыря

А

B
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a planned abdominal delivery was performed at 37 weeks 
of pregnancy using proprietary technique, which involves 
combining homeostatic tourniquets and a Zhukovsky dou-
ble-balloon obstetric catheter (Fig. 3A–D) [16]. (Further 
description of the improved methodology of organ pre-
serving operations was given in the article “A method of 
surgical delivery of patients with placenta ingrowth in the 
uterine scar” [16].)

A midline laparotomy and CS in the area of the uterine 
fundus were performed. A healthy full-term baby with the 
Apgar score of 7–8 points was removed from the  uterine 
cavity (a boy; 3,890 g; 51 cm). There was no separation 
of the placenta. Both the uterus and the bladder were 
sewed up in two rows each with separate vicryl sutures. 
Intraoperative blood loss was 1,547 ml. The patient had two 
1,000-ml doses of autoplasma transfused. Intraoperatively, 
1,281 ml of blood were collected and 336 ml of autologous 
red blood cells were reinfused.

We did CS under epidural anesthesia with subsequent 
transition to endotracheal anesthesia at the stage of metro-
plasty. Midline laparotomy having been performed, a seg-
ment of the thinned myometrium was sent to the laboratory 
for further examination. Local prolapse of the uterine wall 
(200×200 mm) with a pronounced vascular network was 
visualized (Fig. 3 A, B). The first tourniquet was applied 
above the uterine hernia-like prolapse in the area of the 

trigone. The mobilization of the bladder was difficult due 
to placental invasion and severe tissue fibrosis. Below the 
uterine prolapse, the second uterine tourniquet was placed 
to grasp the bladder in the area of the trigonе. The uterine 
hernia-like prolapse with an area of placental invasion was 
excised. Sixty millimeters of the posterior wall of the blad-
der were resected (Fig. 3 C). The postoperative period was 
uncomplicated and lasted 7 days.

The extracted placenta with myometrium fragments 
attached to it were sent for further examination (Fig. 3 D).

Gross examination
Without membranes and the umbilical cord, the pla-

centa weighed 420 g and was 18×14×2.5 cm large. At the 
edge, where the myometrium was attached to the maternal 
surface of the placenta, it was 60×40 mm and its thick-
ness varied from 15 mm to less than 1 mm at the serous 
uterine layer. Adjacent to the removed uterine wall, there 
was a grayish area similar to the mucous membrane of the 
bladder.

Histological examination
For histological examination, the samples of myomet-

rium and placenta were fixed in 10% buffered formalin 
(#60-001/S, BioVitrum LLC, Russia). The samples were 
washed, dehydrated, and embedded in Histomix Extra 

Fig. 2.  MRI T2WI in the Cor, Sag, and Ax planes.
 А–С – the zone of deep placenta increta. Placenta 

percreta spreads beyond the serous membrane of the 
uterus involving the posterior wall of the bladder 
(arrows)

Рис. 2.  МРТ T2VI в плоскости Cor, Sag, Ax.
 А–С – зона глубокого врастания плаценты. На МРТ 

изображении определяется распространение 
плаценты за пределы серозной оболочки матки 
с вовлечением задней стенки мочевого пузыря 
(стрелки)

С

А B
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Fig. 3.  Proprietary surgical technique for PAS. Intraoperative view.
 А – intraoperative view of a hernia-like prolapse of the uterine wall. В – The first tourniquet was placed over the area of 

invaded placental villi into the uterine scar in the fundus area. С – the bladder was mobilized up to the border of the healthy 
tissue. The site of placental villi invaded into the myometrium was excised between two tourniquets, then bladder resection was 
performed. Note that there was no bleeding between tourniquets. D – maternal surface of the placenta with attached myometrium 
zone (placental villi invaded into the myometrium), as well as a resected area of the bladder (yellow arrow shows the posterior 
wall of the bladder; black arrow shows the mucous layer of the bladder)

Рис. 3.  Авторская методика хирургического лечения PAS. Интраоперационный вид.
 А – интраоперационный вид грыжеподобного выпячивания стенки матки. В – первый турникет наложен на область 

инвазии ворсин плаценты в рубец в области дна матки. С – мочевой пузырь мобилизован до границы здоровых тканей. 
Участок внедрения ворсин плаценты в миометрий иссечен между двумя наложенными турникетами; выполнена 
резекция мочевого пузыря. Обращает на себя внимание отсутствие между турникетами кровотечения.  
D – материнская поверхность плаценты с прикрепленной зоной миометрия (ворсины плаценты внедряются 
в миометрий), резецированный участок мочевого пузыря (желтая стрелка указывает на заднюю стенку мочевого 
пузыря; черная стрелка указывает на слизистую оболочку мочевого пузыря)

А

C

B
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paraffin (#10342, BioVitrum LLC, Russia) after 24 hours 
of fixation. The 4-μm thick paraffin slides were prepared 
with a rotary microtome (Sakura, Japan), deparaffinized 
and rehydrated in a graded ethanol series, washed in wa-
ter, and stained with hematoxylin and eosin (#07-006, 
BioVitrum LLC, Russia) and Mallory trichrome kit (#21-
036, BioVitrum LLC, Russia). Then they were dehydrated 
and placed in Vitrogel (#12-005, BioVitrum LLC, Russia) 
for further microscopic examination.

Immunohistochemical study
The sections from the paraffin blocks were mounted 

on lysine-coated glass slides (Menzel-Gläser Polysine®, 
Thermo Scientific, USA) and rehydrated. Then they un-
derwent heat-induced antigen retrieval in citrate solution 
(pH 6.0) and were blocked (1h at RT in 10% goat serum 
+ 0.1% Tween-20 in Tris-buffered saline) and incubated 
overnight at 4ºC with primary antibodies specifically in-
teracting with the antigen on the section. Finally, they 
were washed with a phosphate buffer. We found the pro-
ducts of interaction of primary antibodies with the antigen 
using the horseradish peroxidase conjugate specifically 
bound to secondary anti-species antibodies. We used 
Novolink™ Polymer Reagent Kit (Leica Biosystems, 
Germany) to detect bound primary antibodies (#RE7150, 
Leica, UK), counter-staining with Mayer’s hematoxylin 
solution (BioVitrum LLC, Russia, article No. 05-002/S), 
dehydration in a graded ethanol series, and mounting with 
Vitrogel (BioVitrum LLC, Russia, article No. 05-002/S). 
An aqueous solution of 3.3-diaminobenzidine tetrahydro-
chloride was used to stain the product of immunohisto-
chemical reactions.

To detect epithelial cells, we carried out an immuno-
histochemical study with primary mouse monoclonal an-
tibody to cytokeratin 8 (cat# DB098-RTU, DB Biotech, 
Košice, Slovakia). The presence of brown staining cells 
indicated positive immunohistochemical reaction. To check 
for negative immunohistochemical reaction, the sections 
were subjected to standard immunohistochemical proce-
dure without being incubated with primary antibodies. We 
performed microscopic examination using the Leica micro-
scope system which consists of Leica DM2500 microscope, 
Leica DFC290 video camera image microscopy, analysis 
software, and Image Scope M (Leica, Germany).

On histological examination, we determined that the 
lower uterine segment was thinned to the serous coat of 
the uterus and had invaded villi and an uneven layer of 
borderline fibrinoid. In the decidual lamina, there were vast 
deposits of fibrinoid and few decidual cells (Fig. 4). In the 
myometrium of uteroplacental area, we found multiple villi 
with dystrophic changes, including the loss of basophilia 
of nuclei coated in fibrinoid (“villi – shadows”), with cy-
totrophoblast remnants (Fig. 4–5). Mature intermediate 
villi dominated in the villous tree and corresponded to the 
gestational age.

We revealed a moderate local lymphoid infiltration and 
vasculitis (signs of chronic cystitis) in the bladder wall 

and observed small foci of squamous metaplasia in the 
transitional epithelium. We also detected separate muscle 
bundles, edematous serous membrane with local microvas-
cular thrombosis and/or adjacent retroplacental hematoma 
zone, and a large retrochorial hematoma reaching the serous 
uterine membrane (Fig. 4–5).

On immunohistochemical examination with primary 
antibody to cytokeratin-8, we detected invasive cyto-
tropoblast cells in the uterine wall located up to the sub-
serosal layer, including those reaching the adventitia of 
the walls of subserosal vessels (Fig. 5 A, B), as well as 
multinucleated giant cells (Fig. 5 C). Multinucleated giant 
cells are known to be associated with invasion cessation 
because in normal pregnancy, they are located at the bor-
der of invasion [17].

We also found large deposits of fibrinoid in the utero-
placental region. The fibrinoid is known to be a combined 
product of coagulation of plasma proteins and tropho-
blastic secretion [18]. We detected an increased amount 
of fibrinoid, multiple hemorrhages, and damaged areas in 
the uteroplacental region, which significantly damaged 
the normal structure of the myometrium [19]. In addition, 
multiple placental villi were found to be covered with fetal 
fibrinoid, and trophoblast cells were CK+. Trophoblast cells 
were the only ones to survive in the uterine wall.

Discussion
The obtained results question how invasive placenta-

tion should be interpreted according to the latest FIGO 
classification. Ultrasound and intraoperative data have 
shown close interactions between the wall of the uterus 
and the bladder. Histological examination did not confirm 
the presence of trophoblast cells and placental villi in the 
bladder wall or the parametrium, but showed fibrosis of 
the wall. We assume that it is not placenta percreta but 
it is the formation of adhesions between the uterine wall 
and the bladder. The wall of the bladder was attached 
to the wall of the uterus with connective tissue that has 
proliferated, which may be considered a form of pelvic 
adhesive disease. The structures smaller than 1 mm are 
thought to be visualized on weekly ultrasound examina-
tion and MRI. Visual examination methods are not likely 
to determine the thinned layer of the myometrium, and 
a false impression is created that the placental villi ex-
tend beyond the uterine wall. Should these lesions be 
classified as a controversial form of placenta percreta? 
Or should this form be left as a clinical one for diag-
nosis using instrumental methods (ultrasound and MRI) 
in order to assess surgical complexity and the risks of 
bleeding? Ultrasound and MRI data allow one to evaluate 
not only the depth of placental invasion into the myo-
metrium, but also how much blood vessels of the utero-
placental area and the pelvis are involved and adhesions 
and collaterals between organs form. The operation with 
two tourniquets and Zhukovsky double-balloon obstet-
ric catheter may be used at different depths of placental  
invasion.
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Fig. 4.  Histological examination of the uteroplacental region.
 A – uteroplacental region with the attached bladder wall, B – The mucous membrane of the bladder is lined with transitional 

epithelium, C – the lumen of the vessel (arrows). D, E – the area where the bladder wall attaches to the thinned uteroplacental 
segment; the area of fibrosis is visible. А–С – H&E stain, ×50. D, E – Mallory staining: smooth muscle cells (purple), connective 
tissue (blue), ×50

Рис. 4.  Гистологическое исследование маточно-плацентарной области.
 А – маточно-плацентарная область с прикрепленной стенкой мочевого пузыря, B – слизистая оболочка мочевого 

пузыря выстлана эпителием переходного типа, C – просвет сосуда отмечен стрелками. D, Е – область прикрепления 
стенки мочевого пузыря к истонченному маточно-плацентарному сегменту, виден участок фиброза. А–С – окраска 
гематоксилином и эозином, ×50. D, E – окраска по Маллори: гладкомышечные клетки были фиолетовыми, 
соединительная ткань – синей, ×50

А B

C D
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А

B C

Fig. 5.  Immunohistochemical staining with primary antibodies to cytokeratin-8 (CK8).
 A – uteroplacental region with the attached bladder wall. Invasive trophoblast at the border between the uterus and the bladder 

(arrow, brown), ×50. B – preserved placental villi and trophoblast cells in a fibrinoid in the uterine wall (brown staining), (the 
area in the square in Fig. A), ×200. C – CK8+ trophoblast cells and multinucleated cells in the vascular wall of the myometrium, 
(the area in the circle in Fig. A), ×400

Рис. 5.  Иммуногистохимическое окрашивание с использованием первичных антител к цитокератину-8 (CK8)
 А – маточно-плацентарная область с вовлеченной задней стенкой мочевого пузыря. Инвазивный трофобласт на границе 

матки и мочевого пузыря (отмечен стрелкой; окрашен в коричневый цвет), ×50. B – сохранившиеся ворсины плаценты 
и клетки трофобласта, замурованные в фибриноид, в стенке матки (коричневое окрашивание) (отмечено квадратом на 
рис. А), ×200; C – клетки трофобласта CK8+ и многоядерные клетки в стенке сосуда (отмечено кругом на рис. А), ×400

Conclusion
Pathologists should use an integrated approach taking 

into account the findings of visual diagnostic methods (ul-
trasound and MRI), intraoperative view, and histological 
data. This case report showed a new comprehensive ap-
proach to morphological verification of PAS. Such clinical 
cases should be thoroughly analyzed to be considered in the 
future when making amendments to the FIGO classification.
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Фиброэпителиальный стромальный полип вульвы 
с атипичными клетками, ассоциированный с беременностью
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Резюме. Приведено редкое наблюдение фиброэпителиального стромального полипа вульвы с атипич-
ными клетками, развившегося у 43-летней женщины во время второй половины беременности и симу-
лировавшего злокачественное новообразование. Подчеркивается опасность ошибочной интерпретации 
фиброэпителиального стромального полипа вульвы как злокачественной опухоли. Описаны подходы 
к иммуногистохимической диагностике фиброэпителиального стромального полипа вульвы. Показа-
но, что для верификации этого новообразования необходимо иммуногистохимическое исследование 
с маркерами Кi67, Vimentin, panCytokeratin, S-100, CD34, Estrogen Receptor, Progesterone Receptor, 
SMA, Desmin, CD10. На доброкачественный характер поражения указывают анамнестические данные 
о появлении и развитии фиброэпителиального стромального полипа вульвы в период беременности, а 
также результаты иммуногистохимического исследования, демонстрирующие экспрессию рецепторов 
к женским половым гормонам в стромальных клетках. Подчеркивается необходимость динамического 
наблюдения за пациенткой для исключения местных признаков малигнизации в зоне хирургического 
вмешательства и своевременной диагностики рецидива.
Ключевые слова: фиброэпителиальный стромальный полип вульвы, беременность, патологическая 
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Fibroepithelial stromal polyp of the vulva with atypical cells associated 
with pregnancy
E.L. Kazachkov1,2, M.K. Lebedeva1,2, D.V. Gogoleva1,2, G.V. Sychugov1,2,  
E.A. Kazachkova1, U.A. Medvedeva1, A.A. Dub1

1 South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russia
2 Chelyabinsk Regional Department of Pathology, Chelyabinsk, Russia

Abstract. We present a rare observation of a fibroepithelial stromal polyp of the vulva with atypical cells 
which developed in a 43-year-old woman during the second half of pregnancy and simulated malignancy. 
The risk of misinterpreting а fibroepithelial stromal polyp of the vulva as a malignant tumor is emphasized. 
The article describes approaches to differential immunohistochemical diagnosis of a fibroepithelial stromal 
polyp of the vulva. It is shown that immunohistochemical study with markers Ki67, Vimentin, panCytokeratin, 
S-100, CD34, Estrogen Receptor, Progesterone Receptor, SMA, Desmin, and CD10 is necessary to verify 
this neoplasm. The benign nature of the lesion is indicated by data from a medical history on the appearance 
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Введение
Фиброэпителиальный стромальный полип (ФСП) –

доброкачественное полиповидное новообразование 
мезенхимального происхождения [1], состоящее из 
трех компонентов: стромы, формирующей ножку по-
липа, фиброваскулярной основы и покровного эпите-
лия. ФСП встречается в желудочно-кишечном тракте, 
на коже, в миндалинах [2], а также в органах нижних 
отделов мочевой системы (мочевой пузырь, уретра) 
и женской половой системы (влагалище, вульва, реже 
шейка матки) [1, 3–5]. Зачастую это солитарное об-
разование, иногда на ножке, плотноэластической кон-
систенции. Микроскопически для него характерны 
звездчатые и многоядерные стромальные клетки, ко-
торые имеют тенденцию к скоплению вдоль эпидер-
мально-стромальной границы и вокруг кровеносных 
сосудов фиброваскулярной основы [6]. Выделяют два 
гистологических варианта ФСП: гипоклеточный, со-
стоящий из веретеновидных уни- и биполярных клеток, 
и гиперклеточный – с выраженным ядерным полимор-
физмом и частыми митозами [7]. Одной из характер-
ных и признанных особенностей таких образований 
является появление в части из них выраженной атипии 
стромальных клеток, и хотя данное обстоятельство не 
должно расцениваться как признак малигнизации, это 
зачастую приводит к гипердиагностике злокачествен-
ной опухоли [1, 8]. Сочетание в ФСП гиперклеточнос-
ти, большого количества причудливых многоядерных 
стромальных клеток и патологических митозов, ассоци-
ированных с беременностью, описывают в литературе 
крайне редко [5, 9, 10], в связи с чем мы представляем 
собственное наблюдение ФСП вульвы с атипичными 
клетками у беременной пациентки, симулирующего 
злокачественное новообразование мезенхимального 
происхождения. Пациентка дала информированное со-
гласие на публикацию этого наблюдения в открытой 
печати. 

Клиническое наблюдение 
Пациентка Р., 43 года. Соматический статус: ожире-

ние II степени, диффузный нетоксический зоб 1-й сте-

пени, эутиреоз. Акушерский анамнез: шесть беремен-
ностей, три самопроизвольных выкидыша, трое родов. 
Гестационная артериальная гипертензия и гестацион-
ный сахарный диабет во время последней беремен-
ности, закончившейся своевременными родами без 
осложнений. При анализе медицинской документации 
установлено, что в ходе гинекологического осмотра 
на 22-й неделе последней беременности какие-либо 
новообразования вульвы не обнаружены. Обследована 
на инфекции, передающиеся половым путем, – пато-
логия не выявлена. За две недели до родов в области 
задней спайки на коже промежности было выявлено 
образование плотноэластической консистенции на 
широком основании, грибовидной формы, белесова-
тое, безболезненное, до 2,5 см в диаметре. На третий 
день послеродового периода под местной анестезией 
проведено иссечение данного образования в пределах 
здоровых тканей. 

В патологоанатомическую лабораторию прислан 
фрагмент кожи с узлом серо-белого цвета, на широ-
кой короткой ножке, плотноэластической консистен-
ции, грибовидной формы, размерами до 2,5×2,0 см. 
При гистологическом исследовании образование без 
четких границ, покрыто многослойным плоским не-
ороговевающим эпителием с сохраненной стратифи-
кацией и явлениями легкого акантоза. Стромальный 
компонент неравномерной клеточной плотности 
(рис. 1 A). Клетки в центральной зоне плеоморфные, 
нередко многоядерные, с явлениями выраженной ати-
пии, иногда с картинами митозов патологического типа 
(рис. 1 B). В поверхностных отделах дермы подобные 
клетки с атипичными характеристиками не обнаруже-
ны. Волокна стромы формируют короткие пересекаю-
щиеся и вихреобразно расположенные пучки. 

Проведено иммуногистохимическое (ИГХ) ис-
следование материала с антителами к Кi67 (Clone 
МIВ-1; Dako, Дания; 1:100), виментину (Clone V9; Cell 
Marque, США; 1:200), панцитокератинам (Clone AE1/
AE3; Cell Marque, США; 1:150), S-100 (Clone 4C4.9; 
Dako, Дания; ready-to-use), CD34 (Clone QBEnd10; 
Dako, Дания; 1:200), рецепторам к эстрогену (Clone 

and development of a fibroepithelial stromal polyp of the vulva during pregnancy, as well as the results 
of immunohistochemical study demonstrating the expression of receptors to female sex hormones in 
stromal cells. We underscore the necessity of a follow-up of the patient over time to exclude local signs of 
malignization in the area of surgical intervention and timely diagnosis of recurrence.
Keywords: fibroepithelial stromal polyp of the vulva, pregnancy, anatomic pathology
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SP1 Spring Bioscience Corp., США; 1:100), рецепторам 
к прогестерону (Clone 1E2; Cell Marque, США; 1:100), 
SMA (Clone 1A4; Spring Bioscience Corp., США; ready-
to-use), десмину (Clone D3; Cell Marque, США; 1:200), 
CD10 (Clone SP67; Dako, Дания; 1:50). 

В ядрах атипичных крупных клеток центральной 
зоны образования определялись слабая гетерогенная 
реакция на рецепторы эстрогена (рис. 2 A) и яркая 
выраженность реакции на рецепторы прогестерона  
(рис. 2 B). В клетках стромы выявлена интенсивная 
диффузная ИГХ реакция к виментину в цитоплазме 
и CD10 (рис. 2 C) на мембранах. CD34 демонстрировал 
неспецифическую реакцию в безъядерных волокни-
стых структурах между атипичными клетками. Уровень 
выраженности реакции к маркеру пролиферативной 
активности Ki-67 (рис. 2 D) был значительно выше 
в центральной гиперклеточной области образования 
(45–50%), чем на периферии стромальных клеточных 
скоплений (около 10%). ИГХ реакция на панцитокера-
тины (AE1/AE3), SMA, десмин и S-100 в атипичных 
клетках была отрицательной. 

С учетом данных анамнеза и клинических прояв-
лений образования вульвы (возникновение и развитие 
поражения во второй половине беременности), а также 
представительства в атипичных стромальных клетках 
рецепторов к женским половым гормонам (эстрогенам, 
прогестерону) в протоколе прижизненного патолого-

анатомического исследования операционного матери-
ала мы сформулировали следующее заключение.

O99.8 (МКБ-10): фиброэпителиальный стромаль-
ный гиперклеточный полип вульвы в проекции кожи 
задней спайки на ножке 2,5×2,0 см, ассоциированный 
с беременностью 40 недель: наличие причудливых 
многоядерных стромальных клеток и картин пато-
логических митозов, высокий уровень маркера Ki67 
(экспрессия в ядрах 45–50% клеток с цитологическими 
чертами атипии), выраженность реакции на рецепторы 
прогестерона и эстрогена в ядрах крупных атипичных 
клеток стромы.

Обсуждение
Природа ФСП вульвы и особенности его структуры 

вызывают интерес патологоанатомов с 1960-х годов 
в связи со сходством этого новообразования со злока-
чественными опухолями мезенхимального происхож-
дения. Этиология ФСП сегодня остается не до конца 
ясной. Одни исследователи [9, 11] предполагают, что 
такие полипы происходят из грануляционной ткани 
 после локальной альтерации (механическая травма, лу-
чевая терапия, сахарный диабет 2-го типа, генитальный 
псориаз, врожденная лимфедема). Другие [6, 7] важным 
причинным фактором и модулятором роста вульвова-
гинальных полипов считают гормональные влияния. 
Некоторые авторы [1, 4] полагают, что стромальные 

А B

Рис. 1. Морфологическая картина фиброэпителиального стромального полипа вульвы.
 А – образование покрыто многослойным плоским неороговевающим эпителием. В стромальном компоненте 

неравномерная клеточная плотность: на периферии – умеренный отек, немногочисленные фибробластоподобные клетки, 
в центральной (глубокой) зоне – высокая клеточность с явлениями ядерного полиморфизма. B – стромальные клетки 
причудливой формы с обильной бледно-базофильной цитоплазмой и эксцентрично расположенными полиморфными 
ядрами с грубым комковатым хроматином и картинами патологических митозов (до четырех в пределах одного поля 
зрения при ×400) (стрелки). Окраска гематоксилином и эозином, A – ×100, B – ×400

Fig. 1. Morphologic picture view of a fibroepithelial stromal polyp of the vulva.
 A – the mass is covered with multilayer squamous non-keratinizing epithelium. The stromal component has uneven cell density: 

edematous (on the periphery, with few fibroblast-like cells), high cellularity with signs of nuclear polymorphism (in the central 
(deep) zone). B – stromal cells of bizarre shape with abundant pale-basophilic cytoplasm and eccentrically located polymorphic 
nuclei with rough lumpy chromatin and patterns of pathological mitoses (up to 4/1 HPF) (arrows). H&E stain, A – ×100,  
B – ×400
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клеточные элементы ФСП происходят из гормончув-
ствительных мезенхимальных клеток или, возможно, 
из популяции примитивных стволовых клеток, локали-
зованных у женщин в миксоидном субэпителиальном 
слое нижних отделов полового тракта [8]. Кроме того, 
ФСП вульвы наиболее часто возникает у пациенток 
репродуктивного возраста (в среднем 35 лет) [1], ха-
рактеризуется быстрым ростом, как и в приведенном 
нами наблюдении (до 2,5 см в поперечнике менее чем 
за 18 недель гестации). Зачастую ФСП вульвы тесно 
коррелирует с гормональными сдвигами в женском ор-
ганизме (пубертатный период, беременность, прием 
тамоксифена, экзогенных прогестинов, заместительная 
гормональная терапия в постменопаузальном перио-
де), а также может спонтанно регрессировать после 
родов [5, 11].

Заключение
В литературе подчеркивается опасность ошибоч-

ной интерпретации псевдосаркоматоидных вульвова-
гинальных фиброэпителиальных стромальных полипов 
как злокачественных новообразований. При формули-
ровании заключения в протоколе прижизненного па-
тологоанатомического исследования операционного 
материала в представленном наблюдении мы остано-
вились на доброкачественном характере поражения, 
поскольку основывались на факте появления и разви-
тия фиброэпителиального стромального полипа вульвы 
в период беременности, результатах иммуногистохи-
мического исследования, демонстрирующих реакцию 
к маркерам рецепторов к женским половым гормонам 
в стромальных клетках, а также на современных дан-
ных литературы. Тем не менее мы полагаем, что не-

Рис. 2. Иммуноморфологическая картина фиброэпителиального стромального полипа вульвы.
 Выраженная ИГХ реакция в атипичных стромальных клетках на рецепторы к эстрогенам (A) и прогестерону (B);  

C – стромальные клетки иммунопозитивны к CD10; D – высокая пролиферативная активность стромальных клеток, 
маркер Ki67 экспрессируется в ядрах 45–50% атипичных клеток стромы. Иммуногистохимический метод, полимеразная 
тест-система, ×100

Fig. 2. Immunomorphologic picture of a fibroepithelial stromal polyp of the vulva.
 Atypical stromal cells express receptors for estrogen (A) and progesterone (B); C – stromal cells are immunopositive for CD10; 

D – high proliferative activity of stromal cells, Ki67 marker is expressed in the nuclei of 45–50% of atypical stromal cells.  
IHC assay, polymerase test system, ×100

А

C

B

D
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обходимо динамическое наблюдение за пациенткой 
с целью объективной оценки характера заживления, 
исключения местных признаков малигнизации в зоне 
хирургического вмешательства и своевременной диа-
г ностики рецидива, который изредка регистрируется 
при неполном удалении фиброэпителиального стро-
мального полипа вульвы.

Вклад авторов
Концепция и дизайн исследования – Е.Л. Казачков, 
М.К. Лебедева, Д.В. Гоголева, Г.В. Сычугов, Э.А. Казачкова, 
Ю.А. Медведева, А.А. Дуб. 
Сбор и обработка материала – М.К. Лебедева, Д.В. Гоголева.
Написание текста – Е.Л. Казачков, Ю.А. Медведева, А.А. Дуб.
Редактирование – Е.Л. Казачков, Э.А. Казачкова.

Author contributions
Conceived the study and designed the experiment – E.L. Kazachkov, 
M.K. Lebedeva, D.V. Gogoleva, G.V. Sychugov, E.A. Kazachkova, 
U.A. Medvedeva, A.A. Dub. 
Collected the data and performed the analysis – M.K. Lebedeva, 
D.V. Gogoleva.
Wrote the paper – E.L. Kazachkov, U.A. Medvedeva, A.A. Dub.
Edited the manuscript – E.L. Kazachkov, E.A. Kazachkova.

Конфликт интересов. Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.
Disclosure. The authors declare no conflict of interest.

Литература/References
1.  The WHO Classification of Tumours Editorial Board (eds.). 

WHO classification of tumours. Female genital tumours. V. 4. 
5th ed. Lyon: IARC, 2020. 632 p. 

2.  Marini K, Garefis K, Skliris JP, Peltekis G, Astreinidou A, Flo rou V. 
Fibroepithelial polyp of palatine tonsil: a case report. Pan Afr 
Med J. 2021;39:276. DOI: 10.11604/pamj.2021.39.276.31057. 

3.  Ogura N, Inagaki M, Yasuda R, Yoshida S, Maeda T. A vagi-
nal fibroepithelial stromal polyp: a case report with mag-
netic resonance images. BJR Case Rep. 2022;8(2):20210189. 
DOI: 10.1259/bjrcr.2021018. 

4.  Yoo J, Je BK, Yeom SK, Park YS, Min KJ, Lee JH. Giant fi-
broepithelial stromal polyp of the vulva: diffusion-weighted and 
conventional magnetic resonance imaging features and patho-
logic correlation. J Pediatr Adolesc Gynecol. 2019;32(1):93–7. 
DOI: 10.1016/j.jpag.2018.08.00. 

5.  Song JS, Song DE, Kim KR, Ro JY. Cellular pseudosarcomatous 
fibroepithelial stromal polyp of the vagina during pregnancy: a le-
sion that is overdiagnosed as a malignant tumor. Korean J Pathol. 
2012;46(5):494–8. DOI: 10.4132/KoreanJPathol.2012.46.5.494. 

6.  Daneshpajooh A, Mirzaei M, Iranpour M. An unusual presenta-
tion of giant fibroepithelial polyp of the vagina. Iran J Pathol. 
2021;16(4):456–60. DOI: 10.30699/IJP.2021.522689.2566.

7.  Dura MC, Aktürk H, Sungur GŞ, Alsalamin WOI. A giant fi-
broepithelial polyp of the vulva. Cureus. 2023;15(5):39152. 
DOI: 10.7759/cureus.39152. 

8.  Nucci MR, Young RH, Fletcher CD. Cellular pseudosarcomatous 
fibroepithelial stromal polyps of the lower female genital tract: 
an underrecognized lesion often misdiagnosed as sarcoma. Am 
J Surg Pathol. 2000;24(2):231–40. DOI: 10.1097/00000478-
200002000-00009. 

8.  Chan MM, Yong TT, Sittampalam K. Giant labial fibroepi-
thelial stromal polyp. Malays J Pathol. 2013;35(1):91–4. 
PMID: 23817400. 

9.  Lee MH, Hwang JY, Lee JH, Kim DH, Song SH. Fibroepithelial 
polyp of the vulva accompanied by lymphangioma circum-
scriptum. Obstet Gynecol Sci. 2017;60(4):401–4. DOI: 0.5468/
ogs.2017.60.4.401. 

10.  Баринова И.В., Кондриков Н.И., Волощук И.Н. Патология вуль-
вы и влагалища. Диагностические алгоритмы: Практическое 
руководство. Москва: ГЭОТАР-Медиа, 2023. 192 с.

 Barinova IV, Kondrikov NI, Voloshchuk IN. Pathology of the vul-
va and vagina. Diagnostic algorithms: Practical guide. Moscow: 
GEOTAR-Media, 2023. 192 р. (In Russ.).

11. Rexhepi M, Trajkovska E, Besimi F, Rufati N. Giant fibroepithe-
lial polyp of vulva: a case report and review of literature. Pril 
(Makedon Akad Nauk Umet Odd Med Nauki). 2018;39(2-3): 
127–30. DOI: 10.2478/prilozi-2018-0051.

Информация об авторах
Евгений Леонидович Казачков – доктор медицинских наук, профессор, заведующий кафедрой патологической анатомии и судебной 
медицины имени профессора В.Л. Коваленко ЮУГМУ, врач-патологоанатом патологоанатомического отделения № 2 ГБУЗ ЧОПАБ.
Марина Константиновна Лебедева – аспирантка кафедры патологической анатомии и судебной медицины  
имени профессора В.Л. Коваленко ЮУГМУ, врач-патологоанатом патологоанатомического отделения № 5 ГБУЗ ЧОПАБ.
Дарья Витальевна Гоголева – аспирантка кафедры патологической анатомии и судебной медицины имени профессора В.Л. Коваленко 
ЮУГМУ, заведующая патологоанатомическим отделением № 5 ГБУЗ ЧОПАБ. 
Глеб Вячеславович Сычугов – кандидат медицинских наук, доцент кафедры патологической анатомии и судебной медицины  
имени профессора В.Л. Коваленко ЮУГМУ, заместитель главного врача по медицинской части ГБУЗ ЧОПАБ.
Элла Алексеевна Казачкова – доктор медицинских наук, профессор, профессор кафедры акушерства и гинекологии ЮУГМУ.
Юлия Алексеевна Медведева – кандидат медицинских наук, доцент, доцент кафедры патологической анатомии и судебной медицины 
имени профессора В.Л. Коваленко ЮУГМУ.
Анжела Алексеевна Дуб – доктор медицинских наук, доцент, профессор кафедры патологической анатомии и судебной медицины 
имени профессора В.Л. Коваленко ЮУГМУ.



КЛИНИЧЕСКАЯ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МОРФОЛОГИЯ / CLINICAL AND EXPERIMENTAL MORPHOLOGY       Том 13  № 4  2024 91

КЛИНИЧЕСКИЕ НАБЛЮДЕНИЯ

Author information
Evgeniy L. Kazachkov – Dr. Sci. (Med.), Professor, Head of the V.L. Kovalenko Department of Anatomic Pathology and Forensic Medicine, 
South Ural State Medical University; Pathologist, Pathology Department No. 2, Chelyabinsk Regional Department of Pathology.  
https://orcid.org/0000-0002-2008-7671
Marina K. Lebedeva – Postgraduate Student, V.L. Kovalenko Department of Anatomic Pathology and Forensic Medicine, South Ural State 
Medical University; Pathologist, Pathology Department No. 5, Chelyabinsk Regional Department of Pathology. 
https://orcid.org/0000-0002-5362-3549
Darya V. Gogoleva – Postgraduate Student, V.L. Kovalenko Department of Anatomic Pathology and Forensic Medicine, South Ural State 
Medical University; Head of the Pathology Department No. 5, Chelyabinsk Regional Department of Pathology. 
https://orcid.org/0000-0001-5425-6472
Gleb V. Sychugov – Cand. Sci. (Med.), Associate Professor, V.L. Kovalenko Department of Anatomic Pathology and Forensic Medicine,  
South Ural State Medical University; Deputy Chief Medical Officer, Chelyabinsk Regional Department of Pathology.  
https://orcid.org/0000-0003-3251-6944
Ella A. Kazachkova – Dr. Sci. (Med.), Professor, Professor, Department of Obstetrics and Gynecology, South Ural State Medical University.  
https://orcid.org/0000-0002-1175-4479
Uliia A. Medvedeva – Cand. Sci. (Med.), Associate Professor, Associate Professor, Department of Anatomic Pathology and Forensic Medicine, 
South Ural State Medical University 
https://orcid.org/0009-0004-1088-9242 
Anzhela A. Dub – Dr. Sci. (Med.), Associate Professor, Professor, Department of Anatomic Pathology and Forensic Medicine, South Ural State 
Medical University.  
https://orcid.org/0000-0003-2007-3461



КЛИНИЧЕСКАЯ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МОРФОЛОГИЯ / CLINICAL AND EXPERIMENTAL MORPHOLOGY       Том 13  № 4  202492

15 июня 2024 года в Москве в культурно-просветительском центре «Зарядье» прошел научно-познаватель-
ный фестиваль «МЕДИКФЕСТ», организованный Российским научным центром хирургии имени академика 
Б.В. Петровского. В мероприятии активное участие приняли сотрудники НИИ морфологии человека Российского 
научного центра хирургии имени академика Б.В. Петровского А.П. Авцына. Фестиваль был приурочен ко Дню 
медицинского работника. В рамках «МЕДИКФЕСТа» ученые и врачи проводили просветительские мероприятия 
по профессиональной ориентации школьников и абитуриентов, проявивших интерес к медицине. Ведущие спе-
циалисты центра и института рассказали о новейших технологиях в области медицины, достижениях современ-
ной хирургии, перспективных направлениях в нормальной и патологической анатомии и гистологии человека. 
Учащиеся прослушали лекции крупных ученых о разных областях медицины, а с помощью представленных 
стендов, тренажеров, музейных препаратов и микроскопов ближе познакомились с работой врачей. 

XIV пленум Российского общества патологоанатомов

XIV Plenum of the Russian Society of Pathologists

ХРОНИКА

Научно-познавательный фестиваль «МЕДИКФЕСТ»

Scientific and educational festival “MEDIKFEST”

24–25 мая 2024 года в Уфе проходил XIV пленум 
Российского общества патологоанатомов, в организа-
ции и проведении которого активно участвовали со-
трудники НИИ морфологии человека имени академика 
А.П. Авцына Российского научного центра хирургии 
имени академика Б.В. Петровского. В рамках пленума 
были рассмотрены вопросы участия патологоанатомиче-
ской службы в реализации приоритетных направлений 
развития здравоохранения России, актуальные вопро-
сы патологоанатомической практики, проблемы орга-
низации патологоанатомической службы. Обсуждены 
результаты деятельности рабочей группы Комитета 
по охране здоровья граждан Государственной думы 
Российской Федерации, касающиеся законодательных 
основ организации патологоанатомической службы, за-

дачи кадровой политики отрасли, вопросы актуализации 
приказов Минздрава России о патологоанатомических 
исследованиях. С докладом, посвященным созданию 
первого в нашей стране референс-центра инфекцион-
ной и вирусной онкопатологии в системе Минобрнауки 
России, выступила директор НИИ морфологии человека 
имени академика А.П. Авцына член-корреспондент РАН 
Л.М. Михалева. Научный руководитель НИИ морфо-
логии человека имени академика А.П. Авцына член-
корреспондент РАН Л.В. Кактурский осветил совре-
менные тренды морфологического изучения патологии 
сердца. С докладами по актуальным вопросам патоло-
гической анатомии выступили сотрудники института 
А.Е. Бирюков, К.Ю. Мидибер, М.В. Мнихович, аспиран-
ты института А.А. Тебенькова, Н.А. Гутырчик. 


