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Особенности организации популяции альфа-клеток  
в поджелудочной железе у крыс со спонтанной гипертензий (SHR)
Т. В. Абрамова, Ю. М. Колесник
Запорожский государственный медицинский университет, Украина

Альфа-клетки панкреатических островков составляют вторую по численности популяцию эндокриноцитов поджелудочной 
железы, а синтезируемый в них глюкагон играет важную роль в регуляции гомеостаза глюкозы. При этом глюкагон-су-
прессивная терапия определяется как стратегически главный источник успеха лечения пациентов с сахарным диабетом 
2 типа. В клинической практике диабет часто ассоциирован с гипертонической болезнью в метаболическом синдроме, 
что и обусловливает интерес к патофизиологии α-эндокриноцитов. 

Цель работы – изучить параметры распределения α-клеток в панкреатических островках поджелудочной железы у гипертен-
зивных крыс линии SHR и охарактеризовать морфофункциональное состояние глюкагон-синтезирующих эндокриноцитов. 

Материалы и методы. В гистологических срезах поджелудочной железы иммунофлюоресцентным методом выявляли 
глюкагон; анализировали площадь панкреатических островков, количество в них α-клеток, концентрацию в клетках им-
мунореактивного глюкагона, удельные показатели распределения островков, α-клеток и глюкагона на единицу площади 
железы. Результаты обрабатывали пакетом статистических программ, для оценки достоверности различий в группах 
применяли t-критерий Стьюдента и W-критерий Уилкоксона. 

Результаты. У нормогликемических гипертензивных крыс линии SHR количество островков, содержащих глюкагон-син-
тезирующие α-клетки, было на 10 % больше (p < 0,05), чем у нормотензивных крыс линии Wistar. В ткани поджелудочной 
железы у крыс обеих линий встречались единичные α-эндокриноциты, не формирующие отдельные островки. У крыс 
линии SHR в гигантских островках насчитывалось на 72 % больше α-эндокриноцитов, чем у крыс линии Wistar, а в боль-
ших островках это различие было двукратным. Соответственно, α-клетки этих островков вносили существенный вклад в 
более высокие показатели содержания глюкагона в поджелудочной железе гипертензивных крыс: в гигантских островках 
количество гормона было на 80 %, а в больших островках – в 3,6 раза выше, чем у нормотензивных крыс. В работе об-
суждаются механизмы, приводящие к повышению численности α-клеток в поджелудочной железе гипертензивных крыс.

Выводы. Панкреатические островки нормогликемических гипертензивных крыс линии SHR характеризуются увеличе-
нием пула α-эндокриноцитов, численность которых в 1,9 раза больше, чем у нормотензивных крыс линии Wistar. У крыс 
линии SHR в поджелудочной железе наблюдается увеличение удельного содержания глюкагона, количество которого 
в 2 раза превышает показатели у нормотензивных крыс линии Wistar.

Особливості організації популяції альфа-клітин у підшлунковій залозі  
в щурів із спонтанною гіпертензією (SHR)

Т. В. Абрамова, Ю. М. Колесник
Альфа-клітини панкреатичних острівців становлять другу за чисельністю популяцію ендокриноцитів підшлункової 
залози, а глюкагон, що синтезується в них, відіграє важливу роль у регуляції гомеостазу глюкози. При цьому глюка-
гон-супресивна терапія є стратегічно головним джерелом успіху для пацієнтів із цукровим діабетом 2 типу. У клінічній 
практиці діабет часто асоційований із гіпертонічною хворобою в метаболічному синдромі, що й зумовлює інтерес до 
патофізіології α-ендокриноцитів.

Мета роботи – вивчити параметри розподілу α-клітин у панкреатичних острівцях підшлункової залози в гіпертензивних 
щурів лінії SHR і схарактеризувати морфофункціональний стан глюкагон-синтезуючих ендокриноцитів.

Матеріали та методи. У гістологічних зрізах підшлункової залози імунофлюоресцентним методом виявляли глюкагон; 
аналізували площу панкреатичних острівців, кількість у них α-клітин, концентрацію в клітинах імунореактивного глюка-
гону, питомі показники розподілу острівців, α-клітин і глюкагону на одиницю площі залози. Результати опрацювали за 
допомогою пакета статистичних програм, для оцінювання вірогідності відмінностей у групах застосовували t-критерій 
Стьюдента та W-критерій Вілкоксона. 

Результати. У нормоглікемічних гіпертензивних щурів лінії SHR кількість острівців, що містять глюкагон-синтезуючі α-клітини, 
була на 10 % більшою (p < 0,05), ніж у нормотензивних щурів лінії Wistar. У тканині підшлункової залози в щурів обох ліній ви-
являлись поодинокі α-ендокриноцити, що не формують окремі острівці. У щурів лінії SHR у гігантських острівцях налічували на 
72 % більше α-ендокриноцитів, ніж у щурів лінії Wistar, а у великих острівцях ця різниця була дворазовою. Відповідно, α-клітини 
цих острівців робили суттєвий внесок у вищі показники вмісту глюкагону в підшлунковій залозі гіпертензивних щурів: у гігант-
ських острівцях кількість гормона була на 80 %, а у великих острівцях – у 3,6 раза вищою, ніж у нормотензивних щурів. У роботі 
обговорюються механізми, що призводять до підвищення чисельності α-клітин у підшлунковій залозі гіпертензивних щурів.

Висновки. Панкреатичні острівці нормоглікемічних гіпертензивних щурів лінії SHR характеризуються збільшенням 
пулу α-ендокриноцитів, чисельність яких в 1,9 раза більша, ніж у нормотензивних щурів лінії Wistar. У щурів лінії SHR у 
підшлунковій залозі спостерігається збільшення питомого змісту глюкагону, кількість якого вдвічі перевищує показники 
в нормотензивних щурів лінії Wistar.
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Features of the alpha-cell population organization in pancreas of spontaneously 
hypertensive rats (SHR)

T. V. Abramova, Yu. M. Kolesnyk
Alpha cells of pancreatic islets constitute the second largest population of pancreatic endocrinocytes, and the glucagon 
synthesized in them plays an important role in the regulation of glucose homeostasis. At the same time, glucagon-suppressive 
therapy is defined as the strategically main source of success of therapy for patients with type 2 diabetes mellitus. In clinical 
practice, diabetes is often associated with hypertension in the metabolic syndrome, which causes interest in the pathophysiology 
of α-endocrinocytes.

The aim of the study was to investigate the distribution parameters of α-cells in the pancreatic islets of SHR and to characterize 
the morphological and functional state of glucagon-synthesizing endocrinocytes.

Materials and methods. In the histological sections of the pancreas, glucagon was detected by the immunofluorescence 
method; the area of pancreatic islets, as well as the number of α-cells in them, the concentration of immunoreactive glucagon 
in these cells, the specific indices of the distribution of islets, α-cells and glucagon per unit area of the gland. The results were 
processed with a package of statistical programs, to assess the reliability of the differences in the groups, the Student’s t-test 
and the Wilcoxon W-test were used.

Results. In normoglycemic SHR, the number of islets containing glucagon-synthesizing α-cells was 10 % more (p < 0.05) than 
in normotensive Wistar rats. In the pancreatic tissue, single α-endocrine cells were found in rats of both lines, not forming separate 
islets. In giant islets of SHR there were 72 % more α-endocrine cells than in Wistar rats, and in large islets this difference was 
twofold. Accordingly, α-cells of these islets contributed significantly to higher glucagon levels in the pancreas of hypertensive 
rats: in giant islets, the amount of the hormone was 80 %, and in large islets – 3.6 times higher than in normotensive rats. 
In this paper we discuss the mechanisms that lead to an increase in the number of α-cells in the pancreas of hypertensive rats.

Conclusions. Pancreatic islets of normoglycemic SHR are characterized by an increase in the α-endocrinocyte pool, which 
number is 1.9 times greater than in normotensive Wistar rats. In SHR in the pancreas, an increase in the specific glucagon 
content is observed, one’s amount is 2 times higher than that of normotensive rats of the Wistar line.

Альфа-клетки панкреатических островков составляют 
вторую по численности (15–20 %) после инсулин-син-
тезирующих b-клеток популяцию эндокриноцитов под-
желудочной железы [1,2]. Синтезирующийся в α-клетках 
глюкагон играет важную роль в регуляции гомеостаза 
глюкозы, активируя в печени глюконеогенез и повышая 
тем самым уровень гликемии. Более чем 40 лет назад 
Unger и Orci [3], предложив бигормональную гипотезу 
патогенеза сахарного диабета, рассматривали инсулин 
и глюкагон как ключевые и равнозначные регуляторы 
гомеостаза глюкозы. В настоящее время всё больше ис-
следователей, в том числе и сам R. H. Unger, склоняются 
к глюкагоноцентрической теории патогенеза диабета [4], 
определяя глюкагон-супрессивную терапию как страте-
гически главный источник успеха терапии пациентов с 
сахарным диабетом 2 типа [4,5]. В этой связи понятен 
возрастающий интерес к физиологии и патофизиологии 
α-эндокриноцитов не только в норме или при экспери-
ментальной и клинической эндокринной патологии [6,7], 
но и в случае развития неэндокринных заболеваний. К 
последним можно отнести гипертоническую болезнь, 
которая патогенетически не связна с сахарным диабе-
том, но часто с ним ассоциирована в так называемом 
метаболическом синдроме. В предыдущих исследова-
ниях нами показано, что формирование наследственной 
артериальной гипертензии у половозрелых крыс линии 
SHR сопровождается нарушением цитоархитектони-
ки панкреатических островков, уменьшением пула 
b-эндокриноцитов и удельного содержания инсулина 
в поджелудочной железе [8,9]. Подобное ремоделиро-
вание инсулярного аппарата, которое происходит на 
фоне нарушения липидного обмена у крыс линии SHR, 
способствует нарушению толерантности к глюкозе [10] 
и может рассматриваться как фактор риска развития 
метаболического синдрома.

Цель работы 
Изучить параметры распределения α-клеток в пан-
креатических островках поджелудочной железы у 
гипертензивных крыс линии SHR и охарактеризовать 
морфофункциональное состояние глюкагон-синтези-
рующих эндокриноцитов.

Материалы и методы исследования
Исследование проведено на 10 нормотензивных сам-
цах крыс линии Wistar (систолическое АД – 105,0 ± 
1,1 мм рт. ст.; масса животных – 232 ± 7 г; уровень 
гликемии натощак – 3,94 ± 0,09 ммоль/л) и 15 гипертен-
зивных крысах линии SHR (систолическое АД – 155,7 ± 
0,9 мм рт. ст.; масса животных – 306 ± 5 г) с нормо-
гликемией натощак (4,73 ± 0,10 ммоль/л). Величину 
АД измеряли с помощью системы неинвазивного 
контроля давления BP-2000 (Visitech Systems. США). 
Концентрацию глюкозы в крови, взятой из хвостовой 
вены, определяли глюкометром GlucoCard-II (Япония). 
Животные содержались в стандартных условиях ви-
вария при естественном освещении без ограничения 
доступа к воде и пище. 

Поджелудочную железу извлекали после декапита-
ции экспериментальных животных под тиопенталовым 
наркозом (50 мг/кг), фиксировали в жидкости Буэна (20 
часов) и после стандартной гистологической обработки 
заливали в парапласт (MkCormick, США). На ротацион-
ном микротоме Microm-325 (Microm Corp., ФРГ) готови-
ли серийные срезы поджелудочной железы толщиной 
5 мкм, которые депарафинировали и демаскировали в 
цитратном буферном растворе (рН = 9,0) в РТ-модуле 
(Thermo Scientific, США). Глюкагон в поджелудочной 
железе выявляли иммунофлюоресцентным методом: 
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срезы инкубировали с козьими IgG к глюкагону крысы 
(sc-7779, Santa Cruz Biotecnology, США) в разведении 
1:200 (влажная камера, Т = +4 °С, 24 часа), затем с 
мышиными IgG к IgG козы, конъюгированными с FITC 
(sc-2356, Santa Cruz Biotecnology, США), в разведении 
1:64 (влажная камера, Т = +37 °С, 45 мин) и заключали 
в смесь глицерин/фосфатный буфер (9:1). Контроль 
специфичности связывания антител проводили 
аналогичным образом, за исключением инкубации с 
первичными антителами.

Изучение иммунофлюоресцентной реакции прово-
дили на флюоресцентном микроскопе AxioImager-M2 
(Carl Zeiss, ФРГ), оснащённом камерой AxioCam-
HRm (Carl Zeiss, ФРГ), с применением высоко-
эмиссионного светофильтра 38НЕ (λex = 470/40 нм, 
λem = 525/50 нм) (Carl Zeiss, ФРГ). Количественный 
анализ иммунофлюоресцентной реакции проводили 
с помощью системы цифрового анализа изображения 
AxioVision-4.8.2 (Carl Zeiss, ФРГ). Панкреатические 
островки классифицировали в зависимости от вели-
чины площади их поперечного сечения. Концентрацию 
иммунореактивного глюкагона в α-клетках вычисляли 
как десятичный логарифм отношения интенсивности 
флюоресценции секреторных гранул к неспецифи-
ческой флюоресценции ацинарной ткани железы и 
выражали в условных единицах флюоресценции (ЕИФ). 
Содержание глюкагона в поджелудочной железе рас-
считывали как произведение концентрации глюкагона, 
площади иммунореактивного материала в клетке и 
удельного количества α-клеток (с учётом представи-
тельства островков различных типов) и выражали в 
единицах ЕИФ на 1 см2 площади среза железы. Иссле-
довали не менее 5 см2 суммарной площади срезов 
поджелудочной железы у каждого животного. 

Экспериментальные данные обрабатывали па-
кетом программ для статистического анализа EXCEL 
2003 (Microsoft Corp.) с интегрированной программной 
надстройкой AtteStat [11]. Данные с непрерывным рас-
пределением представляли в виде средней величины 
и ошибки средней (M ± m), а дискретно распределён-
ные данные (количество клеток, островков) – в виде 
медианы (Me) и межквартильного размаха (Q1 ÷ Q3). 
Достоверность различий между экспериментальными 
группами оценивали с помощью t-критерия Стьюдента 
(для непрерывно распределённых и данных с нормаль-
ным распределением) и W-критерия Уилкоксона (для 

дискретно распределённых данных), считая различия 
достоверными при р < 0,05.

Результаты и их обсуждение
Сравнительный анализ распределения панкреати-
ческих островков в поджелудочной железе показал: 
количество островков, содержащих глюкагон-синтези-
рующие α-клетки, у гипертензивных крыс линии SHR 
было на 10 % больше (p < 0,05), чем у нормотензивных 
крыс линии Wistar (табл. 1). 

При этом достоверные различия в характере рас-
пределения островков различного типа отмечались 
только со стороны больших островков (площадью 
3500 – 7500 мкм2), количество которых в поджелудоч-
ной железе было на 65 % больше у крыс линии SHR. 
Примечательно, что в ткани поджелудочной железы 
у крыс обеих линий встречались единичные α-эндо-
криноциты, не формирующие отдельные островки. 
Единичные α-клетки нормотензивных крыс отличались 
от эндокриноцитов сформированных островков на 
12–13 % меньшей площадью (p < 0,05) с более высо-
кой (на 13–36 %, p < 0,01) концентрацией глюкагона в 
цитоплазме (табл. 2). 

У гипертензивных крыс площадь единичных α-кле-
ток была также меньше, чем эндокриноцитов сформи-
рованных островков (на 20–22 %, p < 0,05), однако и 
концентрация глюкагона в них была на 13–32 % ниже 
(p < 0,05). В то же время, если показатели площади 
α-клеток сформированных островков у животных обе-
их линий не отличались, то концентрация глюкагона 
в маленьких и средних островках у крыс линии SHR 
была меньше на 21 % и 11 % соответственно (p < 0,05). 

Следует отметить, что у гипертензивных крыс 
линии SHR в гигантских островках (площадью более 
7500 мкм2) насчитывалось на 72 % больше α-эндо-
криноцитов, чем у крыс линии Wistar, а в больших 
островках это различие было двукратным (табл. 2). 
Соответственно, α-клетки этих островков вносили 
существенный вклад в более высокие показатели 
содержания глюкагона в поджелудочной железе гипер-
тензивных крыс: в гигантских островках количество гор-
мона было на 80 %, а в больших островках – в 3,6 раза 
выше, чем у нормотензивных крыс. При этом удельное 
содержание глюкагона в поджелудочной железе у 

Таблица 1. Параметры распределения панкреатических островков, содержащих α-клетки, в поджелудочной железе (на 1 см2 площади среза) 
крыс линии Wistar (числитель) и линии SHR (знаменатель)

Тип островков Количество островков,  
Me (Q1 ÷ Q3)

Количество клеток, 
Me (Q1 ÷ Q3)

Содержание глюкагона, ЕИФ, 
M ± m

Единичные α-клетки 1 (1 ÷ 3)
2 (1 ÷ 3) 

1 (1 ÷ 3)
2 (1 ÷ 3) 

8,6 ± 1,5
6,4 ± 0,9 

Маленькие, площадью <1500 мкм2 12 (9 ÷ 17)
15 (8 ÷ 18)

107 (75 ÷ 116)
109 (68 ÷ 126) 

409 ± 24
368 ± 46

Средние, площадью 1500–3500 мкм2 15 (14 ÷ 18)
12 (8 ÷ 17) 

211 (141 ÷ 272)
145 (105 ÷ 188) 

784 ± 45
681 ± 56

Большие, площадью 3500–7500 мкм2 9 (6 ÷ 17)
21 (19 ÷ 24)#

257 (121 ÷ 397)
766 (729 ÷ 911)#

1125 ± 54
4102 ± 118* 

Гигантские, площадью >7500 мкм2 9 (9 ÷ 9)
8 (6 ÷ 16)

507 (312 ÷ 543)
639 (440 ÷ 1415)

2103 ± 148
3802 ± 132*

Всего (M ± m) 53 ± 1
59 ± 1*#

1051 ± 23
1951 ± 50*#

4428 ± 30
8959 ± 39*

*: во всех таблицах указана достоверность отличий p < 0,05 для t-критерия Стьюдента; #: для W-критерия Уилкоксона.
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крыс линии SHR в 2 раза превышало аналогичный 
показатель крыс линии Wistar, равно как и удельный 
показатель численности α-эндокриноцитов был в 1,9 
раза больше у гипертензивных животных (табл. 1).

Таким образом, проведённые исследования 
показали, что, в отличие от нормотензивных крыс 
линии Wistar, у гипертензивных крыс линии SHR нор-
могликемия наблюдалась на фоне более высокого 
количества α-эндокриноцитов и содержания глюкагона 
в поджелудочной железе. Полученные данные подра-
зумевают и более высокие значения глюкагонемии у 
этих животных, которая сочетается, как ранее было 
показано [8,10], с более высоким уровнем инсулина в 
крови: 10,99 ± 0,37 мкME/мл по сравнению с 8,61 ± 0,41 
мкME/мл у крыс линии Wistar. Очевидно, что в данном 
случае у гипертензивных крыс слабо выражен или 
редуцирован паракринный эффект инсулина, который 
должен угнетать секрецию глюкагона в панкреатиче-
ских островках не только в норме, но и при экзогенном 
введении инсулина животным с аллоксановым или 
стрептозотоцин-индуцированным сахарным диабетом 
[4,12]. Увеличение пула α-эндокриноцитов и синтеза 
глюкагона в поджелудочной железе в определённой 
мере объясняет ранее выявленные нами нарушения 
липидного обмена у крыс линии SHR [10], которые, 
очевидно, являются следствием усиления липолиза 
в условиях гиперглюкагонемии. 

Вместе с тем причина, по которой у гипертензив-
ных крыс линии SHR наблюдается увеличение пула 
α-эндокриноцитов, остаётся не вполне понятной. 
Возможно, генетически детерминированное раз-
витие гипертензии у крыс линии SHR сочетается с 
нарушением модуляции транскрипционного фактора 
NeuroD1/Β2, реализующего стратегию дифференци-
ровки эмбриональных эндокриноцитов в отдельные 
линии α- и b-клеток [13], и/или более активной экс-
прессией гена глюкагона в эмбриональных эндокри-
ноцитах под влиянием транскрипционных факторов 
Brn-4 [14] и Arx [4], что приводит к преобладанию 
α-клеточного фенотипа в островках. В предыдущей 
нашей работе мы обсуждали возможные механизмы, 
приводящие к уменьшению пула b-эндокриноцитов в 
поджелудочной железе у гипертензивных крыс линии 
SHR [9]. Аналогичное уменьшение численности b-кле-
ток, которое наблюдается у мышей линии db/db со 2 
типом диабета, сопровождается редукцией синтеза 
мРНК к ключевым регуляторам дифференцировки 
b-эндокриноцитов – Nkx6.1, NeuroD1/Β2, Pdx1 [15]. 

В то же время снижение экспрессии гена инсулина 
и сопряжённых с ним транскрипционных факторов 
приводит к усилению экспрессии транскрипционных 
факторов, активирующих ген глюкагона – Pax6, Foxa1, 
Foxa2 [16]. Возможно, данный механизм лежит в 
основе увеличения пула α-клеток у гипертензивных 
крыс линии SHR и является проявлением контравер-
сионной реакции на редукцию пула b-клеток.

Другое возможное объяснение увеличения массы 
α-эндокриноцитов и содержания глюкагона в подже-
лудочной железе у гипертензивных крыс линии SHR 
может быть связано с механизмами симпатической 
и парасимпатической иннервации панкреатических 
островков, играющей важную роль в индукции секре-
ции глюкагона. Достаточно хорошо известно, что сим-
патическая иннервация является наиболее сильным 
стимулятором секреции глюкагона в поджелудочной 
железе [17,18]. При этом вопрос о том, что имеет 
больший приоритет в обеспечении глюкагон-опосре-
дованного контроля уровня гликемии: центральные 
механизмы, определяемые активностью нейронов 
вентромедиального ядра гипоталамуса («мозговой 
сенсор глюкозы») и дорсального комплекса n. vagus, 
или активность автономной нервной системы – до 
настоящего времени является предметом дискуссии 
[19]. В то же время нейрогенные механизмы патогенеза 
гипертонической болезни у человека хорошо изучены 
и являются одной из мишеней фармакотерапии, равно 
как и в экспериментальной медицине нейрогенные 
механизмы моделирования гипертензии у лаборатор-
ных животных используются и в настоящее время [20]. 
Следовательно, более высокий уровень активности 
симпатического отдела автономной нервной системы 
у гипертензивных крыс линии SHR может оказывать 
стимулирующий эффект на секрецию глюкагона 
α-клетками панкреатических островков.

Выводы
1. Панкреатические островки нормогликемических 

гипертензивных крыс линии SHR характеризуются 
увеличением пула α-эндокриноцитов, численность 
которых в 1,9 раза больше, чем у нормотензивных 
крыс линии Wistar.

2. У крыс линии SHR в поджелудочной железе 
наблюдается увеличение удельного содержания 
глюкагона, количество которого в 2 раза превышает 
показатели у нормотензивных крыс линии Wistar. 

Таблица 2. Характеристика α-клеток поджелудочной железы у крыс линии Wistar (числитель) и линии SHR (знаменатель)

Тип островков Количество α-клеток  
в плоскости сечения островка,
Me (Q1 ÷ Q3)

Площадь α-клетки, 
мкм2, M ± m

Концентрация глюкагона  
в α-клетке, 
МеИФ , M ± m

Единичные α-клетки 1
1

52,0 ± 2,2
46,7 ± 2,8

90,0 ± 16,7
49,9 ± 2,3

Маленькие, площадью <1500 мкм2 6 (4 ÷ 11)
6 (4 ÷ 9) 

59,3 ± 0,7
60,6 ± 1,2 

73,5 ± 3,7
58,0 ± 0,4*

Средние, площадью 1500–3500 мкм2 11 (8 ÷ 14)
12 (8 ÷ 20)

60,0 ± 0,5
60,0 ± 0,4

65,5 ± 2,7
58,3 ± 2,1*

Большие, площадью 3500–7500 мкм2 20 (16 ÷ 27)
44 (37 ÷ 52)#

60,2 ± 0,2
60,2 ± 1,0 

66,2 ± 1,7
71,8 ± 3,5 

Гигантские, площадью >7500 мкм2 42 (33 ÷ 57)
75 (70 ÷ 94)#

60,2 ± 0,6
60,0 ± 0,05

69,6 ± 2,8
73,8 ± 2,8
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Особенности транскрипционной активности гена K-RAS  
и экспрессии рецепторов семейства ErbB  
в аденокарциноме желудка кишечного типа
В. А. Туманский, Т. А. Христенко
Запорожский государственный медицинский университет, Украина

Цель работы – изучить особенности экспрессии мРНК гена K-RAS, а также ростовых рецепторов семейства ErbB 
(EGFR и HER2/neu) опухолевыми клетками аденокарциномы желудка кишечного типа и их взаимосвязь с уровнями 
клеточной пролиферации и апоптоза.

Материалы и методы. Проведено патогистологическое, иммуногистохимическое и молекулярно-генетическое иссле-
дование аденокарциномы желудка кишечного типа у 30 пациентов 49–86 лет, а также 10 образцов слизистой оболочки 
желудка обычной гистологической структуры.

Результаты. Установлено, что аденокарцинома желудка кишечного типа характеризуется повышенным уровнем 
экспрессии мРНК гена K-RAS [Me = 3,62 (0,57; 5,87)]. Имеется обратная слабая корреляционная связь между воз-
растанием уровня экспрессии мРНК гена K-RAS и снижением степени гистологической дифференцировки опухоли 
от G3 до G1 (r = -0,36). В 100 % аденокарцином желудка кишечного типа выявлена мембранная экспрессия рецеп-
торов EGFR и HER2/neu. При этом выраженная (++/+++) экспрессия EGFR имеет место в 76,66 % аденокарцином, 
в то время как HER2 позитивные (+++) составили 46,66 %. Имеется прямая сильная корреляционная связь между 
показателями экспрессии опухолевыми клетками рецепторов EGFR и HER2/neu (r = 0,80), прямая средней силы 
корреляционная связь между показателями экспрессии маркеров EGFR и Ki-67 (r = 0,53), а также прямая средней 
силы корреляционная связь между показателями экспрессии маркера EGFR и мРНК гена K-RAS (r = 0,57). Не 
выявлено корреляций между уровнями экспрессии опухолевыми клетками аденокарциномы желудка кишечного 
типа маркеров апоптоза (р53 и каспазы-3), рецепторов EGFR и HER-2/neu, а также уровнем экспрессии мРНК  
гена K-RAS.

Выводы. Полученные данные свидетельствуют о том, что возрастание экспрессии рецепторов EGFR и HER2/neu 
клетками аденокарциномы желудка кишечного типа приводит к активации транскрипции и трансляции гена K-RAS 
с последующей активацией ERK-сигнального пути, реализующего пролиферативный потенциал опухолевых клеток. 
Определение ErbB-рецепторного статуса аденокарциномы желудка кишечного типа целесообразно учитывать при 
выборе индивидуализированной таргетной терапии.

Особливості транскрипційної активності гена K-RAS  
та експресії рецепторів сімейства ErbB в аденокарциномі шлунка  
кишкового типу

В. О. Туманський, Т. О. Христенко
Мета роботи – вивчити особливості експресії мРНК гена K-RAS, а також ростових рецепторів сімейства ErbB (EGFR і 
HER2/neu) пухлинними клітинами аденокарциноми шлунка кишкового типу та їхній взаємозв’язок із рівнями проліфе-
рації та апоптозу.

Матеріали та методи. Здійснили патогістологічне, імуногістохімічне та молекулярно-генетичне дослідження адено-
карциноми шлунка кишкового типу у 30 пацієнтів 49–86 років, а також 10 зразків слизової оболонки шлунка звичайної 
гістологічної будови.

Результати. Встановлено, що аденокарцинома шлунка кишкового типу характеризується підвищеним рівнем експре-
сії мРНК гена K-RAS [Me = 3,62 (0,57; 5,87)]. Наявний зворотний слабкий кореляційний зв’язок між зростанням рівня 
експресії мРНК гена K-RAS і зниженням ступеня гістологічного диференціювання пухлини від G3 до G1 (r = -0,36).  
У 100 % аденокарцином шлунка кишкового типу виявлено мембранну експресію рецепторів EGFR і HER2/neu. При цьо-
му виразна (++/+++) експресія EGFR спостерігалась у 76,66 % аденокарцином, тоді як HER2 позитивні (+++) пухлини 
становили 46,66 %. Наявний прямий сильний кореляційний зв’язок між показниками експресії пухлинними клітинами 
рецепторів EGFR і HER2/neu (r = 0,80), прямий середньої сили кореляційний зв’язок між показниками експресії мар-
керів EGFR і Ki-67 (r = 0,53), а також прямий середньої сили кореляційний зв’язок між показниками експресії маркера  
EGFR і мРНК гена K-RAS (r = 0,57). Не виявлено кореляцій між рівнями експресії пухлинними клітинами аденокарциноми 
шлунка кишкового типу маркерів апоптозу (р53 та каспази-3), рецепторів EGFR і HER2/neu, а також рівнем експресії мРНК  
гена K-RAS.

Висновки. Дані, що отримали, свідчать: збільшення експресії рецепторів EGFR і HER2/neu клітинами аденокарци-
номи шлунка кишкового типу призводить до активації транскрипції та трансляції гена K-RAS із наступною активацією 
ERK-сигнального каскаду, що реалізує проліферативний потенціал пухлинних клітин. Визначення ErbB–рецепторного 
статусу аденокарциноми шлунка кишкового типу доцільно враховувати під час вибору індивідуалізованої таргетної  
терапії.
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рак шлунка, 
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The features of transcriptional activity of K-RAS gene and expression of ErbB family receptors  
in intestinal-type gastric adenocarcinoma

V. A. Tumanskiy, T. A. Khrystenko
Aim – to study the features of expression of the K-RAS gene mRNA and the ErbB family growth receptors (EGFR and 
HER-2/neu) by the tumor cells of the intestinal-type gastric adenocarcinoma, and also their relations to the processes  
of cell proliferation and apoptosis.

Materials and methods. Pathohistological, immunohistochemical and molecular-genetic studies of the intestinal-type gastric 
adenocarcinoma from 30 patients (the age ranged from 49 to 86 years) and 10 samples of the normal gastric mucosa were 
performed.

Results. It has been established that intestinal-type gastric adenocarcinoma is characterized by the elevated level of ex-
pression of the K-RAS gene mRNA [Me = 3.62 (0.57; 5.87)]. There is the inverse weak correlation between the elevated 
expression level of the K-RAS gene mRNA and the decrease of the histological differentiation degree of the tumor from 
G3 to G1 (r = -0.36). In 100 % of the intestinal-type gastric adenocarcinomas, that were investigated, membrane ex-
pression of the EGFR and HER-2/neu receptors was detected. Herewith the intense expression of the EGFR (++/+++)  
occurs in 76.66 % of the adenocarcinomas, while the HER2 positive status (+++) occurs in 46.66 % of the adenocarcinomas. 
There is the direct strong correlation between the expression levels of the EGFR and HER2/neu markers by the tumor cells 
(r = 0.80), the direct medium correlation between the expression levels of the EGFR and Ki-67 markers (r = 0.53), and the di-
rect medium correlation between the expression levels of the EGFR marker and K-RAS gene mRNA (r = 0.57). There are no 
correlations between the levels of expression of the apoptosis markers (p53 and caspase-3), EGFR and HER2/neu recep-
tors, as well as the expression level of the K-RAS gene mRNA by the tumor cells of intestinal-type gastric adenocarcinoma.

Conclusions. These data suggest that the increasing of the expression levels of EGFR and HER2/neu receptors by the tumor 
cells of intestinal-type gastric adenocarcinoma leads to the activation of transcription and translation of the K-RAS gene, followed 
by the activation of the ERK-signaling pathway that realizes the proliferative potential of the tumor cells. The examination of 
ErbB–state of the intestinal-type gastric adenocarcinoma is expediently for the individual target-treatment selection.

Несмотря на регистрируемое в последнее десяти-
летие снижение частоты рака желудка (РЖ), он, по 
данным глобальной статистики, занимает четвёртое 
место в мире по заболеваемости и второе место – по 
смертности от злокачественных новообразований 
[1]. Лечение пациентов с местно-распространённым 
РЖ в странах Западной Европы и Северной Америки 
проводится преимущественно путём неоадъювантной 
химиотерапии с последующим хирургическим удале-
нием опухоли, в то время как в странах Азии – пре-
имущественно путём оперативного вмешательства с 
последующей адъювантной химиотерапией. Показа-
тели выживаемости больных РЖ несколько улучшили 
достижения в области таргетной терапии [2]. Но даже 
при условии адекватного лечения показатель 5-летней 
выживаемости больных с продвинутыми стадиями РЖ 
не превышает 40 % [3].

В развитии РЖ активно изучается роль протоон-
когенов (c-erbB-2, K-RAS, c-myc, src и других), кон-
тролирующих пролиферацию и апоптоз опухолевых 
клеток [4], а также влияние ростовых факторов, таких 
как белки семейства ErbB (HER) – EGFR, c-erbB-2, 
c-erbB-3 и семейства c-erbB-4 – HER-1, HER-2, HER-3 и 
HER-4 [5], поскольку их активация и/или дисрегуляция 
играют важную роль в опухолевой прогрессии и мета-
стазировании [6]. Аберрантная иммуногистохимиче-
ская (ИГХ) экспрессия EGFR и HER-2/neu выявляется 
не только в РЖ, но также в раке молочной и предста-
тельной железы, в раке яичников и лёгких [5,9]. РЖ 
отличает выраженная молекулярная гетерогенность: 
аденокарцинома желудка кишечного типа (АКЖКТ) 
характеризуется преимущественно гиперэкспрес-
сией протоонкогенов (c-erbB-2, K-RAS, c-myc, src), 
контролирующих пролиферацию опухолевых клеток, 
в то время как РЖ диффузного типа характеризуется 

преимущественно гиперэкспрессией некоторых онко-
генов (c-met, K-Sam) и утратой опухолевыми клетками 
молекул межклеточной адгезии [4].

Ген K-RAS кодирует внутриклеточный белок 
(RAS-протеин), который обеспечивает передачу 
внешних сигналов ростовых факторов от клеточных 
мембранных рецепторов семейства ErbB в ядро клетки 
и является ключевым компонентом MAPK-сигнального 
каскада, регулирующего пролиферацию опухолевых 
клеток, устойчивость к апоптозу, метастазирование и 
ангиогенез в опухоли. [7]. Мутации гена K-RAS, обна-
руживаемые в некоторых злокачественных опухолях, 
ассоциированы с повышенной активностью RAS-про-
теина, аномально активирующего Ras/Raf/MEK/ERK 
(MAPK) сигнальный каскад без воздействия внешних 
сигналов ростовых факторов через мембранные 
рецепторы клетки, в том числе – через рецепторы 
эпидермального фактора роста. Именно поэтому 
опухоли, в которых выявляются мутации гена K-RAS, 
нечувствительны к анти-EGFR таргетной терапии [5,8]. 
По данным современной научной литературы, часто-
та мутаций гена K-RAS в РЖ колеблется в пределах 
0–29 % с медианой 6,5 %, в то время как амплифи-
кация гена K-RAS наблюдается в 1–9 % случаев. В 
связи с низкой частотой генетических аномалий и 
относительно малыми объёмами исследованных вы-
борок данные о взаимосвязях между K-RAS-статусом 
РЖ, его клинико-морфологическими параметрами и 
выживаемостью больных пока имеют недостаточную 
статистическую мощность [8].

Рецепторы эпидермального фактора роста (EGFR) 
являются продуктом протоонкогена ErbB1 (HER1) 
и относятся к рецепторам тирозин-специфических 
протеинкиназ. Рецептор 2 типа к эпидермальному 
фактору роста HER2 кодируется протоонкогеном 

Key words:  
gastric cancer, 
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growth factor 
receptors,  
cell proliferation, 
apoptosis.
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c-erbB-2 и является трансмембранным протеином с 
тирозинкиназной активностью, который вовлечён в 
MAPK-сигнальный каскад [7,9]. После связывания с 
лигандами EGFR формирует гетеродимеры с рецеп-
торами HER2, передающими сигнал на внутрикле-
точный RAS-протеин, который переходит в активное 
(GTP-связанное) состояние, активируя тем самым 
MAPK-сигнальный каскад. Последний, в свою очередь, 
включает несколько путей передачи сигналов, кото-
рые, регулируя функции нескольких факторов транс-
крипции, оказывают влияние на процессы клеточной 
пролиферации, апоптоза, инвазии и метастазирования, 
а также тумор-ассоциированного ангиогенеза [7,9]. 
Таким образом, рецепторы эпидермального фактора 
роста влияют на биологическое поведение и злокаче-
ственный потенциал опухоли.

Однако вопрос о прогностической ценности 
K-RAS-статуса АКЖКТ, а также уровней экспрессии 
HER2/neu и EGFR опухолевыми клетками всё ещё 
остаётся открытым [3,8].

Цель работы
Изучить особенности экспрессии мРНК гена K-RAS, 
а также ростовых рецепторов семейства ErbB (EGFR 
и HER2/neu) клетками аденокарциномы желудка ки-
шечного типа и их взаимосвязь с уровнем клеточной 
пролиферации и апоптоза.

Материалы и методы исследования
Проведено патогистологическое, иммуногистохимиче-
ское (ИГХ) и молекулярно-генетическое исследование 
аденокарциномы желудка кишечного типа (АКЖКТ) у 
30 пациентов 49–86 лет. Группу контроля составили 
10 образцов слизистой оболочки желудка обычной 
гистологической структуры. Среди исследованных 
АКЖКТ высокодифференцированные G1 карциномы 
составили 6,67 %, умеренно дифференцированные 
G2 – 26,66 %, низкодифференцированные G3 – 
66,67 %. АКЖКТ, локализующиеся в пределах слизи-
стой оболочки и подслизистой основы (Т1), составили 
10 %; карциномы, прорастающие в мышечный слой 
(Т2), – 30 %; прорастающие в подсерозную основу 
(Т3) – 46,66 %; прорастающие в серозную оболочку 
(Т4) – 13,34 %. АКЖКТ без метастазов в регионарных 
лимфатических узлах (N0) составили 60 %, карци-
номы с метастазами в 1–2 лимфатических узлах 
(N1) – 40 %.

Образцы опухоли и слизистой оболочки желудка 
фиксировали в 10 % забуференном формалине и за-
ливали в парафин. Микроструктуру рака оценивали в 
парафиновых срезах, окрашенных гематоксилином и 
эозином, в серийных парафиновых срезах проводили 
ИГХ исследование ростовых рецепторов по стандарт-
ной методике [10] с использованием моноклональных 
антител Po Rb A-Hu EGFR, Clone SP9 (DBS, США) и 
Po Rb A-Hu c-erbB-2 Oncoprotein, Clone a0485 (DAKO, 
Дания) [синоним HER2/neu], а также системы визуа-
лизации EnVisionFLEX с диаминобензидином (DAKO, 
США). Результаты ИГХ исследования оценивали в 
микроскопе AXIOPLAN 2 (Carl Zeiss, ФРГ).

Мембранную экспрессию рецепторов EGFR и 
HER2/neu оценивали в соответствии со шкалой, раз-
работанной компанией DAKO и одобренной USFDA 
[11]: (-) – полное отсутствие экспрессии либо фраг-
ментарная мембранная экспрессия менее чем в 10 % 
клеток опухоли; (+) – незначительная фрагментарная 
мембранная экспрессия более чем в 10 % клеток опу-
холи; (++) – умеренная экспрессия в базолатеральных 
отделах мембран или на всём протяжении мембран 
более чем в 10 % клеток опухоли, (+++) – значитель-
ная экспрессия в базолатеральных отделах мембран 
или на всём протяжении мембран более чем в 10 % 
клеток опухоли.

Молекулярно-генетические исследования проводи-
ли в материале, фиксированном в 10 % забуференном 
формалине и залитом в парафин. Для выделения 
тотальной РНК образцы ткани депарафинизировали 
в ксилоле и регидратировали в нисходящих концен-
трациях этанола (100 %, 96 %, 70 %), далее гомоге-
низировали и в пробирках «Axygen» (USA) повторно 
депарафинизировали и регидратировали. Для выделе-
ния из ткани тотальной РНК использовали «Trizol RNA 
Prep 100» (Isogen Lab. Ltd, Российская Федерация), для 
получения кДНК – набор «ОТ-1» (Syntol, Российская 
Федерация). Реакционная смесь общим объёмом 
25 мкл содержала 1 мкл Random-6 праймера, 2 мкл 
тотальной РНК, 8,5 мкл деионизированной Н2О, очи-
щенной от нуклеаз, 12,5 мкл реакционной смеси (2,5х) 
и 1 мкл ревертазы MMLV-RT. Обратную транскрипцию 
проводили при 45 °С в течение 45 минут с последую-
щим нагреванием в течение 5 минут при 92 °С.

Для определения уровня экспрессии мРНК 
использовали амплификатор CFX96™Real-Time 
PCR Detection Systems (Bio-Rad Laboratories, Inc., 
США) и набор реактивов для проведения ПЦР-РВ в 
присутствии SYBR Green R-402 (Syntol, Российская 
Федерация). Финальная реакционная смесь для 
амплификации включала краситель SYBR Green, 
ДНК-полимеразу SynTaq с ингибирующими активность 
фермента антителами, 0,2 мкл прямого и 0,2 мкл 
обратного специфического праймера, dNTP-дез-
оксинуклеозидтрифосфаты, 1 мкл матрицы (кДНК). 
Специфические пары праймеров (5’–3’) для анализа 
исследуемого (KRAS) и референтного (ACTB) генов 
фирмы Thermo Scientific (США) были подобраны в 
программе Primer Blast (NIH, США) (табл. 1).

Амплификация состояла из 45–50 циклов и прове-
дена при следующих условиях: денатурация – 95 °С, 
15 секунд; отжиг – 59–61 °С, 30–60 секунд; элонга-
ция – 72 °С, 30 секунд. Относительное нормализо-
ванное количество кДНК таргетного гена определяли 
методом ΔΔCt. Статистический анализ данных ПЦР 
проводили при помощи программного обеспечения 

Таблица 1. Специфические пары праймеров, использованные для анализа 
исследуемого и референтного генов

Ген Праймер Tm, °С Product  
length 
(bp)

Exon 
junction

K-RAS F = AAGACAGAGAGTGGAGGATGC
R = TGTCGGATCTCCCTCACCAA

59,17
60,25

51 642/
643

β-actin (ACTB) F = CCTTTGCCGATCCGCCG
R = GATATCATCATCCATGGTGAGCTGG

61,30
61,15

59 78/79
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CFX Manager™ (Bio-Rad, USA). В эксперимент были 
включены негативные контроли: без добавления 
кДНК матрицы в реакцию ПЦР, без добавления мРНК 
матрицы в синтезе кДНК, без добавления фермента в 
синтезе кДНК. Реакции амплификации выполняли на 
индивидуальных образцах в трёх повторах.

Статистическую обработку полученных данных 
проводили при помощи пакета «Statistica® for Windows 
6.0» (StatSoft Inc., лицензия № AXXR712D833214FAN5). 
Вычисляли медиану (Ме), нижний и верхний кварти-
ли (Q1; Q3); изучение связей между исследуемыми 
параметрами проводили с помощью коэффициента 

ранговой корреляции Спирмена (r). Результаты считали 
статистически значимыми на уровне 95 % (р < 0,05).

Результаты и их обсуждение
В результате молекулярно-генетического исследо-
вания установлено, что опухолевые клетки адено-
карциномы желудка кишечного типа в сравнении с 
клетками слизистой оболочки желудка обычного гисто-
логического строения характеризуется повышенным 
уровнем экспрессии мРНК гена K-RAS (рис. 1): меди-
ана относительного нормализованного соотношения 
уровня экспрессии мРНК гена K-RAS клетками АКЖКТ 
составляет 3,62 (0,57; 5,87).

Согласно результатам статистического анали-
за, между уровнем экспрессии мРНК гена K-RAS 
опухолевыми клетками АКЖКТ и глубиной инвазии 
опухоли (рT), а также метастатическим поражением 
регионарных лимфатических узлов (рN) корреляций 
не выявлено (табл. 2). При этом выявлена обратная 
слабая корреляционная связь между возрастанием 
уровня экспрессии мРНК гена K-RAS и снижением 
степени гистологической дифференцировки АКЖКТ 
(от G3 до G1) (табл. 2). Таким образом, более высокий 
уровень экспрессии мРНК гена K-RAS в большей мере 
характерен для высоко- и умеренно дифференциро-
ванных карцином.

При ИГХ исследовании установлено, что в 100 % 
АКЖКТ в опухолевых клетках имеет место мем-
бранная экспрессия рецепторов эпидермального 
фактора роста EGFR и HER2/neu. При этом низкий 
уровень экспрессии EGFR (+) зафиксирован в 23,4 % 
исследованных АКЖКТ, в 30 % аденокарцином имеет 
место умеренный уровень экспрессии маркера (++), в 
46,66 % АКЖКТ – высокий уровень экспрессии EGFR 
(+++) опухолевыми клетками (рис. 2). Таким образом, 
выраженная экспрессия рецепторов эпидермального 
фактора роста (++/+++) имеет место в 76,66 % иссле-
дованных АКЖКТ (рис. 3).

Согласно научным литературным данным, экс-
прессия опухолевыми клетками EGF-рецепторов 
отмечается в 9–68 % всех гистологических вариантов 
РЖ, а выраженная экспрессия этого маркера выявля-
ется в 20–25 % РЖ [12]. По данным Y. Bang et al. [2] 
экспрессия EGFR чаще выявляется в АКЖКТ, чем в 
РЖ диффузного типа. Определённая в нашем иссле-
довании существенно большая частота экспрессии 
опухолевыми клетками EGF-рецепторов характеризует 
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Рис. 1. Медианы экспрессии мРНК гена K-RAS в аденокарциноме желудка кишечного типа (1) 
и нормальной слизистой оболочке желудка (2) соответственно.

Таблица 2. Корреляционные связи между экспрессией мРНК гена K-RAS, экспрессией Ki-67, р53, каспазы-3, EGFR, HER2/neu  
опухолевыми клетками, а также показателями G, T, N (рTNM) аденокарциномы желудка кишечного типа

KRAS Ki-67 р53 casp-3 EGFR HER2/neu G T N
KRAS 1,00 0,73* 0,25 0,21 0,57* 0,68* -0,36* -0,06 -0,14
Ki-67 0,73* 1,00 0,15 0,98* 0,53* 0,61* -0,07 -0,09 -0,20
p53 0,25 0,15 1,00 0,45* 0,19 0,16 -0,28 -0,19 -0,19
casp-3 0,21 0,98* 0,45* 1,00 0,23 0,14 -0,17 -0,03 -0,11
EGFR 0,57* 0,53* 0,19 0,23 1,00 0,80* 0,01 0,27 0,22
HER2/neu 0,68* 0,61* 0,16 0,14 0,80* 1,00 -0,01 0,21 0,13
G -0,36* -0,07 -0,28 -0,17 0,01 -0,01 1,00 0,31 0,08
T -0,06 -0,09 -0,19 -0,03 0,27 0,21 0,31 1,00 0,46
N -0,14 -0,20 -0,19 -0,11 0,22 0,13 0,08 0,46 1,00

*: наличие корреляции.

(+) незначительное количество 
продукта реакции

(++) умеренное количество 
продукта реакции

(+++) значительное количество 
продукта реакции

23,34 %

30 %

46,66 %

Рис. 2. Экспрессия EGFR в аденокарциноме желудка кишечного типа.
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именно АКЖКТ, а не все гистологические варианты 
рака желудка. Установлено, что высокий уровень экс-
прессии EGFR ассоциируется с повышенным риском 
инвазии и метастазирования опухоли, в то время как 
сниженный уровень его экспрессии ассоциируется с 
угнетением пролиферации и миграции опухолевых 
клеток, а также с подавлением тумор-ассоциирован-
ного ангиогенеза [13]. M. Gao et al. (2013) установили 
наличие прямой корреляционной связи между уровнем 
экспрессии EGFR опухолевыми клетками и такими 
клинико-морфологическими характеристиками РЖ 
как размер опухоли >5 см, степень её гистологической 
дифференцировки, глубина инвазии РЖ, наличие ре-
гионарных и отдалённых метастазов [12]. M. Terashima 
et al. (2011) показали, что высокий уровень экспрессии 
EGFR опухолевыми клетками ассоциируется со сни-
женными показателями выживаемости больных РЖ 
[14]. В нашем исследовании не выявлено статистиче-
ски значимых корреляционных связей между уровнем 
экспрессии EGFR клетками АКЖКТ и степенью гисто-
логической дифференцировки опухоли (G), глубиной 
её инвазии (рT) и наличием метастазов в регионарных 
лимфатических узлах (рN) (табл. 2).

При ИГХ исследовании АКЖКТ фрагментарная 
экспрессия HER2/neu на части мембран опухолевых 
клеток (+) выявлена в 13,34 % опухолей, умеренная 
экспрессия маркера (++) определена в 40 % АКЖКТ, 
а высокий уровень экспрессии HER2/neu (+++) – 
в 46,66 % опухолей (рис. 4).

В соответствии с международным консенсусом 
[11] HER2 негативному статусу РЖ соответству-
ет (–) или (+) уровень экспрессии его клетками  
HER2/neu, сомнительному HER2 статусу опухо-
ли – (++) уровень экспрессии маркера клетками, 
HER2 позитивному статусу РЖ – (+++) уровень экс-
прессии или гиперэкспрессия HER2/neu. Причиной 
гиперэкспрессии HER2/neu является амплификация 
17q12–q21 региона ДНК. Считается, что наиболее 
достоверно наличие гиперэкспрессии HER2/neu (сле-
довательно, и степень амплификации гена) можно 
установить лишь на основании FISH-исследований, в 
то время как в ИГХ-исследованиях о гиперэкспрессии  
HER2/neu свидетельствует только выраженное (+++) 
иммуноокрашивание мембран опухолевых клеток [11]. 
Таким образом, в наших наблюдениях АКЖКТ с HER2 
позитивным статусом составили 46,66 %, а опухоли с 
HER2 негативным и HER2 сомнительным статусом – 
43,34 % (рис. 4, 5).

Согласно научным литературным данным, HER2 
позитивный РЖ составляет 4,4 % – 53,4 % всех случаев 
РЖ, при этом средний показатель составляет 17,9 % 
[9,11]. По данным Y. Bang et al. (2010), R. Terragni et al. 
(2014) имеются корреляции между гистологическим 
типом РЖ и частотой гиперэкспрессии HER2/neu: 
гиперэкспрессия маркера чаще выявляется в АКЖКТ, 
чем в карциномах диффузного типа [2,5]. Согласно 
результатам проведённого нами корреляционного 
анализа не установлено статистически значимых 
связей между уровнем экспрессии HER2/neu в АКЖКТ 
и степенью гистологической дифференцировки опухо-
ли (G), глубиной её инвазии (рT), наличием метастазов 
в регионарных лимфатических узлах (рN) (табл. 2). 

Это соответствует данным S. Ling et al. (2013), не об-
наружившим корреляции между уровнем экспрессии 
HER2/neu и глубиной инвазии РЖ, наличием реги-
онарных и/или отдалённых метастазов [15]. В то же 
время эти исследователи установили наличие прямой 
корреляции между HER2 позитивным статусом РЖ  
и показателями его гистологической G1-G2  

Рис. 3. Высокий уровень экспрессии EGFR опухолевыми клетками аденокарциномы желудка 
кишечного типа. х200.

(+) HER-2 негативный 
статус опухоли

(++) HER-2 сомнительный 
статус опухоли

(+++) HER-2 положительные 
опухоли

13,34 %

40 %
46,66 %

Рис. 4. Экспрессия HER2/neu в аденокарциноме желудка кишечного типа.

Рис. 5. Высокий уровень экспрессии HER2/neu опухолевыми клетками аденокарциномы 
желудка кишечного типа. х200.
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дифференцировки [15]. Известно также, что гиперэкс-
прессия HER2/neu опухолевыми клетками РЖ ассо-
циируется со снижением показателей выживаемости 
больных и является прогностически неблагоприятным 
фактором [9,11]. По результатам международного ран-
домизированного исследования TоGA (Trastuzumab 
for Gastric Cancer) доказано увеличение показателей 
выживаемости больных HER2 позитивным РЖ при 
лечении таргетным препаратом Трастузумаб [2].

Нами в предыдущих работах [16,17] было установ-
лено, что АКЖКТ характеризуется средним уровнем 
пролиферации опухолевых клеток [медиана экспрес-
сии Ki-67 составляет 45,10 % (30,58; 61,17)] и низким 
уровнем апоптоза [медиана экспрессии р53 = 18,81 % 
(6,56; 24,40), каспазы-3 – 66,23 (45,94; 86,16) УЕОП]. 
Выполненный в этом исследовании статистический 
анализ показал, что в АКЖКТ имеет место прямая 
сильная корреляционная связь между показателями 
экспрессии опухолевыми клетками рецепторов се-
мейства ErbB (EGFR и HER2/neu), прямая средней 
силы корреляционная связь между показателями 
экспрессии EGFR и Ki-67, а также прямая средней 
силы корреляционная связь между показателями 
экспрессии EGFR и мРНК гена K-RAS (табл. 2). То 
есть возрастание экспрессии рецепторов семейства 
ErbB 1 типа (EGFR) ассоциировано с возрастани-
ем экспрессии рецепторов семейства ErbB 2 типа  
(HER2/neu), что согласуется с приведённой выше 
информацией о гетеродимерном комплексе рецеп-
торов EGFR [7]. Кроме того, полученные данные 
свидетельствуют о том, что возрастание экспрессии 
опухолевыми клетками EGFR ассоциируется с воз-
растанием транскрипционной активности гена K-RAS 
и с возрастанием индекса пролиферации раковых 
клеток АКЖКТ. Y. J. Bang et al. [2], G. Ming et al. [12], 
M. Terashima et al. [14] также выявили корреляции 
между экспрессией EGFR опухолевыми клетками РЖ 
и индексом их пролиферации. Вероятно, активация 
экспрессии опухолевыми клетками рецепторов EGFR 
приводит к компенсаторному возрастанию количе-
ства RAS-протеина в цитоплазме за счёт активации 
транскрипции и трансляции гена K-RAS. По данным  
J. P. Manzi [7], возрастание количества активных форм 
RAS-протеина в цитоплазме опухолевых клеток, в 
свою очередь, активирует сигнальный путь ERK 
(часть сигнального каскада MARK), отвечающий за 
пролиферативную активность клеток [7].

Не выявлено корреляций между уровнями экс-
прессии опухолевыми клетками АКЖКТ маркеров 
апоптоза (р53 и каспазы-3), экспрессии EGFR и  
HER2/neu, а также уровнем экспрессии мРНК гена 
K-RAS (табл. 2). Эти результаты свидетельствуют о 
том, что рецепторы EGFR и HER2/neu, вовлечённые 
в работу MAPK-сигнального каскада, оказывают регу-
ляторное влияние на пролиферативную активность 
опухолевых клеток, но при этом не влияют на интен-
сивность апоптоза клеток АКЖКТ.

Полученные нами данные свидетельствуют о 
том, что возрастание экспрессии рецепторов EGFR 
и HER2/neu клетками АКЖКТ приводит к активации 
транскрипции и трансляции гена K-RAS с последую-
щей активацией ERK-сигнального пути, реализующего 

пролиферативный потенциал опухолевых клеток. 
Определение ErbB–рецепторного статуса АКЖКТ 
целесообразно учитывать при выборе индивидуали-
зированной таргетной терапии.

Выводы
1. Аденокарциному желудка кишечного типа 

отличает повышенный уровень транскрипционной 
активности гена K-RAS: медиана относительного 
нормализованного соотношения уровня экспрессии 
опухолевыми клетками мРНК гена K-RAS равняется 
3,62 (0,57; 5,87).

2. Для аденокарциномы желудка кишечного типа 
характерна значимая экспрессия опухолевыми клет-
ками ростовых рецепторов семейства ErbB: в 76,66 % 
опухолей выявляется выраженная экспрессия EGFR 
(++/+++); 46,66 % аденокарцином имеют (+++) имму-
нопозитивный HER2/neu статус.

3. В аденокарциноме желудка кишечного типа 
имеется тесная корреляционная взаимосвязь между 
возрастанием транскрипционной активности гена 
K-RAS, возрастанием уровня экспрессии опухолевыми 
клетками ростовых рецепторов EGFR и HER2/neu, а 
также возрастанием уровня пролиферативной актив-
ности опухолевых клеток.

Благодарность. Авторы выражают благодарность профессору 
А. М. Камышному и сотрудникам ПЦР-лаборатории учебного 
медико-лабораторного центра Запорожского государственного 
медицинского университета, с участием которых выполнены 
молекулярно-генетические исследования.

Финансирование. Работа выполнена в рамках госбюджетной 
НИР «Раннє молекулярно-генетичне та імуногістохімічне 
прогнозування схильності до прогресування раку легенів 
та органів травлення» (0117U002580) 2017–2019,  
которая финансируется МЗ Украины. 
 
Funding: The research was carried out within the state 
budget scientific-research work “Early molecular genetic 
and immunohistochemical predicting of susceptibility to lung 
and digestive system cancer progression” (0117U002580),  
2017–2019, funded by the Ministry of Health of Ukraine.

Список литературы
[1] Cancer incidence and mortality worldwide: sources, methods and major 

patterns in GLOBOCAN 2012 / J. Ferlay, I. Soerjomataram, R. Dikshit 
et al. // International Journal of Cancer. – 2015. – Vol. 136. – №5. – 
Р. E359–386.

[2] Trastuzumab in combination with chemotherapy versus chemotherapy 
alone for treatment of HER2-positive advanced gastric or gastro-
oesophageal junction cancer (ToGA): a phase 3, open-label, randomised 
controlled trial / Y. J. Bang, E. van Cutsem, A. Feyereislova et al. // 
Lancet. – 2010. – №376. – P. 687–697.

[3] KRAS and BRAF mutations are rare and related to DNA mismatch repair 
deficiency in gastric cancer from the East and the West: results from 
a large international multicentre study / N. C. van Grieken, T. Aoyama, 
P. A. Chambers et al. // British Journal of Cancer. – 2013. – Vol. 108. 
– №7. – Р. 1495–1501.

[4] Relevance of MET activation and genetic alterations of KRAS and 
E-cadherin for cetuximab sensitivity of gastric cancer cell lines 
/ S. Heindl, E. Eggenstein, S. Keller et al. // Journal of Cancer 
Research and Clinical Oncology. – 2012. – Vol. 138. – №5. –  
Р. 843–858.

[5] EGFR, HER-2 and KRAS in Canine Gastric Epithelial Tumors: A Potential 
Human Model? / R. Terragni, A. C. Gardini, S. Sabattini et al. // PLOS 
one. – 2014. – Vol. 9. – №1. – P. 1–7.

Оригінальні дослідження



135Pathologia. Volume 14. No. 2, May–August 2017 ISSN 2306-8027    http://pat.zsmu.edu.ua

[6] Lorenzen S. How will human epidermal growth factor receptor 2-neu 
data impact clinical management of gastric cancer? / S. Lorenzen, 
F. Lordick // Current Opinion in Oncology. – 2011. – №23. –  
P. 396–402.

[7] Exploring cancer proliferative signaling pathways / ed. by J. P. Manzi. 
– Boston: ThermoFisher SCIENTIFIC, 2015. – 75 p.

[8] KRAS, BRAF and gastric cancer / L. C. Hewitt, G. G. Hutchins, V. Melotte 
et al. // Translational Gastrointestinal Cancer. – 2015. – Vol. 4. – №6. 
– Р. 429–447.

[9] Abrahao-Machado L. F. HER2 testing in gastric cancer: An update / 
L. F. Abrahao-Machado, C. Scapulatempo-Neto // World Journal of 
Gastroenterology. – 2016. – Vol. 22. – №19. – P. 4619–4625.

[10] Diagnostic Immunohistochemistry / ed. by D. J. Dabbs. – 3rd ed. – 
Philadelphia : Saunders/Elsevier, 2010. – 951 p.

[11] HER2/neu Testing in Gastric Cancer by Immunohistochemistry / 
B. S. Sheffield, J. Garratt, S. E. Kalloger et al. // Archives of Pathology 
& Laboratory Medicine. – 2014. – Vol. 138. – P. 1495–1502.

[12] Relationship between expression of EGFR in gastric cancer tissue 
and clinicopathological features / M. Gao, X. Liang, Z. Zhang et al. // 
Asian Pacific Journal of Tropical Medicine. – 2013. – Vol. 6. – Issue 4. 
– P. 260–264.

[13] Hypermethylated Epidermal growth factor receptor (EGFR) promoter 
is associated with gastric cancer / X. Weng, H. Zhang, J. Ye et al. // 
Scientific Reports. – 2015. – Vol. 5. – P. 10154.

[14] Impact of expression of human epidermal growth factor receptors EGFR 
and ERBB2 on survival in stage II/III gastric cancer / M. Terashima, 
K. Kitada, A. Ochiai et al. // Clinical Cancer Research. – 2012. – Vol. 18. 
– №21. – P. 5992–6000.

[15] Shan L. HER2 expression and relevant clinicopathological features in 
gastric and gastroesophageal junction adenocarcinoma in a Chinese 
population / L. Shan, J. Ying, N. Lu // Diagnostic Pathology. – 2013. – 
Vol. 8. – P. 76.

[16] Христенко Т. А. Сравнительная иммуногистохимическая харак-
теристика экспрессии Ki-67, p53, каспазы-3 в гиперпластических 
полипах и неинвазивной аденокарциноме желудка кишечного типа 
/ Т. А. Христенко // Запорожский медицинский журнал. – 2016. – 
№4(97). – С. 83–88.

[17] Tumanskiy V. A. Comparative immunohistochemical characteristic 
of expression levels of Ki-67, p53, caspase-3 in non-invasive and 
invasive intestinal-type gastric adenocarcinoma / V. A. Tumanskiy, 
T. A. Khrystenko // Патологія. – 2016. – №2(37). – С. 70–75.

References
[1] Ferlay, J., Soerjomataram, I., Dikshit, R., Eser, S., Mathers, C., Rebe-

lo, M., et al. (2015) Cancer incidence and mortality worldwide: sources, 
methods and major patterns in GLOBOCAN 2012. International Journal 
of Cancer, 136(5), E359–386. doi: 10.1002/ijc.29210.

[2] Bang, Y. J., van Cutsem, E., Feyereislova, A., Chung, H. C., Shen, L., 
Sawaki, A., et al. (2010) Trastuzumab in combination with chemo-
therapy versus chemotherapy alone for treatment of HER2-positive 
advanced gastric or gastro-oesophageal junction cancer (ToGA): a 
phase 3, open-label, randomised controlled trial. Lancet, 376, 687–697. 
doi: 10.1016/S0140-6736(10)61121-X.

[3] van Grieken, N. C., Aoyama, T., Chambers, P. A., Bottomley, D., 
Ward, L. C., Inam, I., et al. (2013) KRAS and BRAF mutations are rare 
and related to DNA mismatch repair deficiency in gastric cancer from 
the East and the West: results from a large international multicentre 
study. British Journal of Cancer, 108(7), 1495–1501. doi: 10.1038/bjc. 
2013.109.

[4] Heindl, S., Eggenstein, E., Keller, S., Kneissl, J., Keller, G., Mutze, K., et 
al. (2012) Relevance of MET activation and genetic alterations of KRAS 
and E-cadherin for cetuximab sensitivity of gastric cancer cell lines. 
Journal of Cancer Research and Clinical Oncology, 138(5), 843–858. 
doi: 10.1007/s00432-011-1128-4.

[5] Terragni, R., Gardini, A. C., Sabattini, S., Bettini, G., Amadori, D., 
Talamonti, C., et al. (2014) EGFR, HER-2 and KRAS in Canine Gastric 
Epithelial Tumors: A Potential Human Model? PLOS one, 9(1), 1–7. 
doi: 10.1371/journal.pone.0085388.

[6] Lorenzen, S., & Lordick, F. (2011) How will human epidermal growth 
factor receptor 2-neu data impact clinical management of gastric 
cancer? Current Opinion in Oncology, 23, 396–402. doi: 10.1097/
CCO.0b013e3283469567.

[7] Manzi, J. P. (Ed.) (2015). Exploring cancer proliferative signaling path-
ways. Boston: ThermoFisher SCIENTIFIC.

[8] Hewitt, L. C., Hutchins, G. G., Melotte, V., Saito, Y., & Grabsch, H. I. 
(2015) KRAS, BRAF and gastric cancer. Translational Gastrointestinal 
Cancer, 4(6), 429–447.

[9] Abrahao-Machado, L. F., & Scapulatempo-Neto, C. (2016) HER2 testing 
in gastric cancer: An update. World Journal of Gastroenterology, 22(19), 
4619–4625. doi: 10.3748/wjg.v22.i19.4619.

[10] Dabbs, D. J. (Ed.) (2010). Diagnostic Immunohistochemistry. Philadel-
phia: Saunders/Elsevier.

[11] Sheffield, B. S., Garratt, J., Kalloger, S. E., Chang, H. H., Torlako-
vic, E. E., Gilks, C. B., & Schaeffer, D. F. (2014) HER2/neu Testing in 
Gastric Cancer by Immunohistochemistry. Archives of Pathology & Labo-
ratory Medicine, 138, 1495–1502. doi: 10.5858/arpa.2013-0604-OA.

[12] Gao, M., Liang, X., Zhang, Z., Ma, W., Chang, Z. W., & Zhang, M. Z. 
(2013) Relationship between expression of EGFR in gastric cancer 
tissue and clinicopathological features. Asian Pacific Journal of Tropical 
Medicine, 6(4), 260–264. doi: 10.1016/S1995-7645(13)60054-1

[13] Weng, X., Zhang, H., Ye, J., Kan, M., Liu, F., Wang, T., et al. (2015) 
Hypermethylated Epidermal growth factor receptor (EGFR) promoter is 
associated with gastric cancer. Scientific Reports, 5, 10154. doi: 10.1038/
srep10154.

[14] Terashima, M., Kitada, K., Ochiai, A., Ichikawa, W., Kurahashi, I., Sakura-
moto, S., et al. (2012) Impact of human epidermal growth factor receptor 
(EGFR) and ERBB2 (HER2) expressions on survival in patients with 
stage II/III gastric cancer, enrolled in the ACTSGC study. Clinical Cancer 
Research, 18(21), 5992–6000. doi: 10.1158/1078-0432.CCR-12-1318.

[15] Shan, L., Ying, J., & Lu, N. (2013) HER2 expression and relevant 
clinicopathological features in gastric and gastroesophageal junction 
adenocarcinoma in a Chinese population. Diagnostic Pathology, 8, 76. 
doi: 10.1186/1746-1596-8-76.

[16] Khrystenko, T. A. (2016) Sravnitel´naya immunogistokhimicheskaya 
kharakteristika e´kspressii Ki-67, p53, kaspazy-3 v giperplasticheskikh 
polipakh i neinvazivnoj adenokarcinome zheludka kishechnogo tipa 
[Comparative immunohistochemical characteristics of Ki-67, p53, 
caspase-3 expression in gastric hyperplastic polyps and non-invasive 
intestinal-type gastric adenocarcinoma]. Zaporozhye medical journal, 
4(97), 83–88 [in Russian]. doi: 10.14739/2310-1210.2016.4.79773.

[17] Tumanskiy, V. A., & Khrystenko, T. A. (2016) Comparative immunohis-
tochemical characteristic of expression levels of Ki-67, p53, caspase-3 
in non-invasive and invasive intestinal-type gastric adenocarcinoma. 
Pathologia, 2(37), 70–75. doi: 10.14739/2310-1237.2016.2.81333.

Сведения об авторах:
Туманский В. А., д-р мед. наук, профессор каф. патологической 
анатомии и судебной медицины, проректор по научной работе, 
Запорожский государственный медицинский университет, 
заслуженный деятель науки и техники Украины.
Христенко Т. А., аспирант каф. патологической анатомии 
и судебной медицины, Запорожский государственный 
медицинский университет, Украина. 

Відомості про авторів:
Туманський В. О., д-р мед. наук, професор каф. патологічної 
анатомії і судової медицини, проректор із наукової роботи, 
Запорізький державний медичний університет, заслужений діяч 
науки і техніки України.
Христенко Т. О., аспірант каф. патологічної анатомії та судової 
медицини, Запорізький державний медичний університет, 
Україна.

Information about authors:
Tumanskiy V. A., MD, PhD, DSc, Professor of the Department 
of Pathological Anatomy and Forensic Medicine, Pro-rector 
for Scientific Work, Zaporizhzhia State Medical University, Honorary 
Science and Engineering Worker of Ukraine.
Khrystenko T. A., PhD student, Department of Pathological 
Anatomy and Forensic Medicine, Zaporizhzhia State Medical 
University, Ukraine.

Конфликт интересов: отсутствует. 
Conflicts of Interest: authors have no conflict of interest to declare.

Надійшло до редакції / Received: 02.05.2017 
Після доопрацювання / Revised: 25.05.2017 
Прийнято до друку / Accepted: 02.06.2017

Original research



136 Патологія. Том 14, № 2(40), травень–серпень 2017 р.ISSN 2306-8027    http://pat.zsmu.edu.ua

Иммуногистохимическая характеристика  
иммуноклеточного микроокружения плоскоклеточного рака лёгкого
М. М. Баударбекова, А. В. Калмыкова
Запорожский государственный медицинский университет, Украина

Тумор-ассоциированные иммуноциты оказывают влияние на выживаемость опухолевых клеток, процессы пролиферации 
и апоптоза, а также принимают участие в реализации метастатического каскада.
Цель работы – изучение иммуногистохимических особенностей клеточного микроокружения неметастатического и 
метастатического плоскоклеточного рака лёгкого (ПРЛ).
Материалы и методы. Проведено патоморфологическое и иммуногистохимическое исследование операционного 
материала 20 больных ПРЛ 38–64 лет: I группу исследования составили 10 больных ПРЛ без метастазов в регионарных 
лимфатических узлах (РЛУ), II группу – 10 больных ПРЛ с метастазами в РЛУ.
Результаты. Выявлено, что для перитуморозных отделов стромы ПРЛ характерна максимальная плотность распре-
деления (ПР) CD4+ и CD8+ лимфоцитов. Более того, были выявлены статистически значимые различия между пока-
зателями ПР CD4+ лимфоцитов в строме ПРЛ случаев I и II группы: 401,2 (344,6; 511,3) vs. 622,4 (587,2; 793,9) кл/мм2 
в перитуморозных зонах стромы; 298,0 (246,1; 350,1) vs. 484,8 (479,3; 690,6) кл/мм2 в интертуморозных зонах стромы. 
Максимальная ПР CD20+ лимфоцитов в ПРЛ случаев I группы выявляется в перитуморозных зонах стромы, случаев II 
группы – в интертуморозных зонах стромы, в то время как максимальная ПР plc+ плазмоцитов наблюдается в интерту-
морозных зонах стромы. Максимальная ПР CD68+ макрофагов характерна для перитуморозных зон стромы ПРЛ. При 
этом имеются статистически значимые различия между ПР CD68+ макрофагов в интертуморозных зонах стромы ПРЛ 
случаев I и II групп: 259,5 (193,0; 325,2) vs. 507,1 (390,2; 617,8) кл/мм2.
Выводы. ПРЛ без метастазов в РЛУ характеризуется наличием преимущественно CD4+, CD8+ лимфоцитов и CD68+ 
макрофагов в перитуморозных зонах стромы, а также CD20+ лимфоцитов и plc+ плазмоцитов в интертуморозных зонах 
опухолевой стромы. ПРЛ с метастазами в РЛУ отличается преобладанием CD20+ лимфоцитов в перитуморозных зонах 
стромы, а также значимо большей плотностью распределения СD4+ лимфоцитов в пери- и интертуморозных зонах 
стромы, а CD68+ макрофагов – в интертуморозных зонах опухолевой стромы.

Імуногістохімічна характеристика імуноклітинного мікрооточення  
плоскоклітинного раку легені
М. М. Баударбекова, А. В. Калмикова
Тумор-асоційовані імуноцити здатні впливати на виживаність пухлинних клітин, процеси проліферації та апоптозу, також 
імуноцити беруть участь у реалізації метастатичного каскаду.
Мета роботи – вивчення особливостей мікрооточення плоскоклітинного раку легені (ПРЛ).
Матеріали та методи. Виконали патоморфологічне та імуногістохімічне дослідження операційного матеріалу 20 пацієнтів 
(38–64 років), які лікувалися в Запорізькому обласному клінічному онкологічному диспансері з приводу ПРЛ: I групу дослідження 
становили 10 пацієнтів без метастазів у регіональних лімфатичних вузлах (РЛВ), II групу – 10 пацієнтів із метастазами у РЛВ.
Результати. Виявили, що для перитуморозних відділів строми ПРЛ характерна максимальна щільність розподілення (ЩР) 
CD4+ и CD8+ лімфоцитів. До того ж були виявлені статистично значущі відмінності між показниками ЩР CD4+ лімфоцитів у 
стромі ПРЛ випадків I та II груп: 401,2 (344,6; 511,3) vs. 622,4 (587,2; 793,9) кл/мм2 у перитуморозних ділянках строми, 298,0 
(246,1; 350,1) vs. 484,8 (479,3; 690,6) кл/мм2 в інтертуморозних ділянках строми. Максимальна ЩР CD20+ лімфоцитів у ПРЛ 
випадків I групи виявляється в перитуморозних ділянках строми, випадків II групи – в інтертуморозних ділянках строми, 
водночас як максимальна ЩР plc+ плазмоцитів є в інтертуморозних ділянках строми. Максимальна ЩР CD68+ макрофагів 
характерна для перитуморозних ділянок строми ПРЛ. При цьому наявні статистично значущі відмінності між ЩР CD68+ 
макрофагів в інтертуморозних ділянках строми ПРЛ випадків I та II груп: 259,5 (193,0; 325,2) vs. 507,1 (390,2; 617,8) кл/мм2.
Висновки. ПРЛ без метастазів у РЛВ характеризується переважним розподілом CD4+, CD8+ лімфоцитів і CD68+ ма-
крофагів у перитуморозних ділянках строми, а також CD20+ лімфоцитів і plc+ плазмоцитів в інтертуморозних ділянках 
пухлинної строми. ПРЛ із метастазами у РЛВ відрізняється переважанням CD20+ лімфоцитів у перитуморозних ділянках 
строми, а також значущо більшими показниками ЩР СD4+ лімфоцитів у пери- та інтертуморозних ділянках строми, 
CD68+ макрофагів – в інтертуморозних ділянках пухлинної строми.

Immunochistochemical Characteristic of the Microenvironment  
in Squamous Cell Lung Cancer
M. M. Baudardekova, А. V. Kalmykova
Tumor-associated immunocytes can influence the survival of tumor cells, the processes of proliferation and apoptosis, these 
immunocytes also participate in the metastatic cascade.
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Aim. The purpose of this study was to estimate the features of the squamous cell lung cancer (SCLC) microenvironment using 
the immunohistochemical technique.

Materials and methods. Pathomorphological and immunohistochemical studies of the surgical material from 20 
patients, which were treated in ZRCOD because of SCLC, were conducted: 10 patients with SCLC without metastases 
in the regional lymph nodes (RLN) formed the I group and 10 patients with SCLC with metastases in the RLN formed t 
he II group.

Results. It was revealed, that the maximums of the distribution density (DD) of CD4+ and CD8+ lymphocytes are typical for 
the peritumorous sections of the SCLC stroma. Moreover, the statistically significant differences between the CD4+ lymphocytes 
DD in the stroma of the I and the II groups cases were found: 401.2 (344.6, 511.3) vs. 622.4 (587.2, 793.9) cells/mm2 in 
the peritumorous zones of the stroma; 298.0 (246.1, 350.1) vs. 484.8 (479.3, 690.6) cells/mm2 in the intertumorous zones 
of the stroma. The maximum of the CD20+ lymphocytes DD in the I group cases was revealed in the peritumorous zones of 
the stroma, in the II group cases – in the intertumorous zones of the stroma, while the maximum of the plasmocytes DD was 
observed in the intertumorous zones of the stroma. The maximum of the macrophages DD is typical for the peritumorous zones 
of the stroma. Moreover, there are statistically significant differences between the macrophages DD in the intertumorous zones 
of the stroma in the I and the II groups cases: 259.5 (193.0, 325.2) vs. 507.1 (390.2; 617.8) cells/mm2.

Conclusion. SCLC without metastasis in the RLN is characterized by the predominant distribution of CD4+, CD8+ lymphocytes 
and CD68+ macrophages in the peritumorous zones of the stroma, as well as CD20+ lymphocytes and plasmocytes in 
the intertumorous zones of the tumor stroma. SCLC with metastases in the RLN differs by the predominance of CD20+ 
lymphocytes in the peritumorous zones of the stroma, as well as the significantly higher values of CD4+ lymphocytes in the peri- 
and intertumorous zones of the stroma, CD68+ macrophages in the intertumorous zones of the tumor stroma.

Рак лёгкого (РЛ) является самым распространённым 
злокачественным новообразованием у мужчин во 
всём мире, при этом наибольшие показатели заболе-
ваемости характерны для стран Центральной и Вос-
точной Европы [1]. Согласно данным Национального 
канцер-реестра Украины, рак трахеи, бронха и лёгкого 
устойчиво занимает первое место в рейтингах заболе-
ваемости и смертности мужчин от злокачественных 
новообразований [2].

Вероятность заболевания существенно возрастает 
при воздействии неблагоприятных факторов внешней 
среды, способствующих развитию хронического воспа-
ления в лёгких (курение, профессиональные вредности 
и другие) [3,4]. Особый интерес в настоящее время 
вызывает изучение особенностей опухолевого микро-
окружения РЛ, одним из основных компонентов которо-
го является воспалительно-клеточный инфильтрат. В 
составе последнего: CD3+ Т-лимфоциты, CD4+ Т-хел-
перы, цитотоксические CD8+ Т-клетки, CD20+ В-клетки, 
plc+ плазматические клетки, активированные MUM1+ 
В-клетки, CD68+ макрофаги, CD117+ тучные клетки. 
CD11c+ мононуклеары, PD1+ миелоидные клетки и 
нейтрофильные гранулоциты (myeloperoxidase+) [5]. 
Иммуноциты составляют отдельное звено онкогенеза 
и, формируя опухолевое микроокружение, реализуют 
новые функции. Доказано, что тумор-ассоциированные 
иммуноциты оказывают влияние на выживаемость опу-
холевых клеток, процессы пролиферации и апоптоза, 
также принимают участие в реализации метастатиче-
ского каскада [6].

В ряде исследований было показано, что увели-
чение количества Т-лимфоцитов в опухоли, а также 
в перитуморозной строме ассоциировано с лучшим 
прогнозом для пациентов с меланомой, раком молоч-
ной железы, предстательной железы, головы и шеи [7].  
G. A. Banat et al. (2015) установили, что количество 
CD4+, CD8+, СD20+ лимфоцитов, а также CD68+ма-
крофагов и CD117+ тучных клеток в ткани РЛ значи-
тельно превышает таковое в нормальных лёгких, что 
связано с реализацией противоопухолевого ответа 
системой иммунного надзора [5]. Вопрос о значении 

особенностей распределения иммунокомпетентных 
клеток в РЛ всё ещё остаётся открытым [8].

Цель работы
Охарактеризовать иммуногистохимическими методика-
ми особенности иммуноцитарного микроокружения не-
метастатического плоскоклеточного рака лёгкого и рака 
с метастазами в регионарных лимфатических узлах.

Материалы и методы исследования
Проведено патоморфологическое и иммуногистохими-
ческое (ИГХ) исследование операционного материала 
20 больных плоскоклеточным раком лёгкого (ПРЛ). 
Пациенты были разделены на две группы: I группу 
сформировали 10 больных ПРЛ без метастазов в ре-
гионарных лимфатических узлах (РЛУ) (pT1-2N0M0G1-3), 
II группу – 10 больных ПРЛ с метастазами в РЛУ  
(pT1-2N1-2M0G1-3). Критериями исключения служило 
наличие отдалённых метастазов, а также прорастание 
опухоли в смежные органы.

Микроскопические особенности ПРЛ и иммунокле-
точной инфильтрации опухолевой стромы оценивали 
в микропрепаратах, окрашенных гематоксилином и 
эозином. ИГХ-исследование проводилось с исполь-
зованием моноклональных мышиных антител CD4, 
Clone MT310 (DAKO, Дания), CD8 T-Cell, Clone C8/144B 
(DAKO, Дания), CD20, Clone L26 (DAKO, Дания), 
Plasma Cell Ab-1 Plas, Сlone LIV3G11 (NeoMarkers, 
США), CD68 Macrophage, Clone PG-M1 (DAKO, Дания), 
а также системы визуализации DAKO EnVision+ System 
с диаминобензидином (DAKO, Дания).

Проведён количественный анализ распределения 
иммуноцитов в трёх зонах ПРЛ: в опухолевых ком-
плексах, в перитуморозной и интертуморозной зоне 
опухолевой стромы. Разделение стромы опухоли на 
перитуморозную и интертуморозную зоны основано на 
литературных данных, согласно которым иммунные ре-
акции более выражены в участках стромы, непосред-
ственно прилежащих к опухолевым комплексам [7].  
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lung neoplasms, 
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lung carcinoma, 
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Перитуморозную зону толщиной 25 мкм составили 
участки стромы, располагающиеся по периметру опу-
холевых комплексов, а оставшиеся участки стромы 
составили интертуморозную зону. Срезы микропре-
паратов фотографировали цифровой фотокамерой 
Canon EOS 1000D (Japan) в микроскопе Axioplan 2 
(Carl Zeiss, ФРГ) при увеличении в 200 раз; в каждом 
случае фотографировали 5 репрезентативных полей 
зрения. С целью проведения подсчётов был исполь-
зован пакет Photoshop CC (2014), инструмент counter, 
исходя из известного размера эритроцита (7 мкр); про-
граммой Photoshop CC определялась площадь, равная 
квадратному миллиметру. Затем рассчитывалась 
плотность распределения иммуноцитов на квадратный 
миллиметр как количество клеток на данной площади.

Статистическую обработку данных проводили 
на персональном компьютере с использовани-
ем пакетов анализа Excel Microsoft Office 2013 и 
Statistica for Windows 6.0 (StatSoft Inc., лицензия  
№  AXXR712D833214FAN5). Плотность распределения 
(ПР) иммуноцитов рассчитывали на квадратный мил-
лиметр. Вычисляли медиану (Me), нижний и верхний 
квартили (Q1; Q3), сравнение проводили с помощью 
непараметрического U-критерия Манна–Уитни. Разни-
ца между полученными данными расценивалась как 
статистически значимая при значении р ˂ 0,05.

Результаты и их обсуждение
При микроскопическом исследовании ПРЛ установле-
но, что опухоль состоит преимущественно из полей 
атипичных клеток с признаками плоскоклеточной 
дифференцировки. Десмопластическая строма ПРЛ 
представлена грубоволокнистой соединительной 
тканью с выраженной иммуноклеточной инфильтра-
цией. Проведённое ИГХ исследование показало, 
что клеточное микроокружение опухоли формируют 
CD4+ Т-лимфоциты, CD8+ Т-лимфоциты, CD20+ 
В-лимфоциты, plc+ плазмоциты и CD68+ макрофаги. 
Большинство иммунокомпетентных клеток распреде-
лено в опухолевой строме диффузно, за исключением 
CD20+ лимфоцитов, отличающихся тенденцией к 
формированию лимфоидных фолликулов. ИГХ-иссле-
дование позволило провести количественную оценку 

иммуноклеточного инфильтрата: оценить плотность 
распределения (ПР) иммуноцитов в отдельных зонах 
ПРЛ, а также сравнить показатели распределения в 
неметастатическом и метастатическом ПРЛ.

Показатель медианы ПР CD4+ Т-лимфоцитов варь-
ировал в широком диапазоне в зависимости от зоны 
опухоли. Медиана ПР CD4+ лимфоцитов в опухолевых 
комплексах неметастатического ПРЛ составила 13,5 
(2,0; 26,9) кл/мм2, ПРЛ с метастазами в РЛУ – 34,8 (0,0; 
52,3) кл/мм2. Аналогичный показатель существенно 
отличался в строме опухоли: в интертуморозной зоне 
неметастатического ПРЛ медиана ПР CD4+ Т-лим-
фоцитов составила 298,0 (246,1; 350,1) кл/мм2, ПРЛ 
с метастазами в РЛУ – 484,8 (479,3; 690,6) кл/мм2; в 
перитуморозной зоне неметастатического ПРЛ – 401,2 
(344,6; 511,3) кл/мм2, ПРЛ с метастазами в РЛУ – 622,4 
(587,2; 793,9) кл/мм2. Таким образом, выявлено, что 
наименьшая ПР CD4+ Т-лимфоцитов имеет место 
в опухолевых комплексах ПРЛ, а наибольшая – в 
перитуморозной зоне стромы опухоли (рис. 1). При 
использовании непараметрического U-критерия Ман-
на–Уитни выявлены статистически значимые различия 
между медианами ПР CD4+ лимфоцитов в разных 
зонах стромы ПРЛ: для интертуморозной зоны U-кри-
терий составил 16,0 (р = 0,011), для перитуморозной 
зоны – 17,0 (р = 0,014). Таким образом, установлено, 
что ПРЛ с метастазами в РЛУ характеризуется большей 
ПР CD4+ Т-лимфоцитов в строме в сравнении с ПРЛ 
без метастазов в РЛУ.

Выявлена аналогичная закономерность распреде-
ления CD8+ Т-лимфоцитов в опухолевых комплексах 
и в строме ПРЛ: минимальная ПР CD8+ лимфоцитов 
имеет место в опухолевых комплексах, а максималь-
ная ПР – в перитуморозной зоне стромы опухоли 
(рис. 1). Медиана ПР CD8+ лимфоцитов в опухолевых 
комплексах неметастатического ПРЛ составила 52,7 
(36,0; 126,9) кл/мм2, а в ПРЛ с метастазами в РЛУ – 77,0 
(38,2; 110,7) кл/мм2. Медиана ПР CD8+ лимфоцитов 
в интертуморозной зоне стромы неметастатического 
ПРЛ составила 327,0 (294,9; 400,9) кл/мм2, а в ПРЛ с 
метастазами в РЛУ – 302,3 (193,8; 490,0) кл/мм2. Ме-
диана ПР CD8+ лимфоцитов в перитуморозной зоне 
неметастатического ПРЛ составила 371,5 (283,7; 437,5) 
кл/мм2, в ПРЛ с метастазами в РЛУ – 391,123 (270,1; 
452,9) кл/мм2. Несмотря на то, что имеется тенденция 
к увеличению показателей ПР CD8+ Т-лимфоцитов в 
ПРЛ с метастатическим поражением РЛУ, статисти-
чески значимых различий между вышеназванными 
показателями ПР CD8+ Т-лимфоцитов в обеих ис-
следованных группах не выявлено (U-критерий для 
опухолевых комплексов ПРЛ составил 43,0 (р = 0,623), 
для интертуморозной и перитуморозной зон стромы 
ПРЛ – 49,0 (р = 0,970).

Известно, что CD4+ Т-лимфоциты играют важную 
роль в реализации противоопухолевого иммунно-
го ответа: они активируют цитотоксические CD8+ 
клетки, а также ингибируют ангиогенез в опухоли 
[8]. CD8+ T-лимфоциты, в свою очередь, в ответ на 
распознавание тумор-ассоциированных антигенов 
вырабатывают цитотоксические медиаторы, воздей-
ствующие непосредственно на опухолевые комплексы 
[8]. Показатель ПР CD8+ лимфоцитов в опухолевых 
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Рис. 1. Медианы плотности распределения CD4+ и CD8+ лимфоцитов в опухолевых комп-
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комплексах значительно превысил таковой для других 
исследованных иммуноцитов, что объясняется особен-
ностями функций этой популяции лимфоцитов. Одна-
ко, несмотря на значительное количество CD4+ и CD8+ 
иммуноцитов в опухолевом микроокружении, следует 
учесть возможность модификации их свойств. В ряде 
исследований было показано, что с прогрессирова-
нием РЛ возрастает интенсивность иммуноклеточной 
инфильтрации [5]. Вероятно, тумор-ассоциированные 
цитокины также оказывают влияние на Т-лимфоциты, 
угнетая их противоопухолевые свойства. Допускается 
приобретение иммуноцитами новых свойств, способ-
ствующих опухолевой прогрессии [9].

Литературные данные, описывающие особенности 
распределения CD4+ и CD8+ иммуноцитов в ПРЛ, 
варьируют, однако согласуются с полученными нами 
данными по общему принципу: количество иммуноци-
тов в строме опухоли значительно превышает таковое 
в опухолевых комплексах [5,8]. Больший показатель ПР 
иммуноцитов в опухолевой строме, в сравнении с ана-
логичным показателем для опухолевых комплексов, 
свидетельствует о большей активности противоопухо-
левых цитокинов в стромальном компоненте опухоли. 
Полученные данные подтверждают информацию о 
том, что клеточные элементы опухолевого микроокру-
жения взаимодействуют с собственно опухолевыми 
клетками.

Исследование CD20+ В-лимфоцитов в ПРЛ по-
казало, что минимальная ПР этих клеток характерна 
для опухолевых комплексов, а максимальная ПР – для 
опухолевой стромы (рис. 2). Медиана ПР CD20+ лим-
фоцитов в опухолевых комплексах неметастатического 
ПРЛ составила 2,7 (0,000; 6,7) кл/мм2, ПРЛ с метаста-
зами в РЛУ – 1,4 (0,0; 35,7) кл/мм2. Медиана ПР CD20+ 
лимфоцитов в разных зонах стромы ПРЛ составила: 
в интертуморозной зоне неметастатического ПРЛ – 
359,136 (53,8; 678,8) кл/мм2, ПРЛ с метастазами в 
РЛУ – 168,2 (84,9; 299,1) кл/мм2; в перитуморозной зоне 
неметастатического ПРЛ – 129,2 (0,0; 444,8) кл/мм2,  
ПРЛ с метастазами в РЛУ – 186,3 (0,0; 330,4) кл/мм2. 
Примечательно, что медиана ПР CD20+ В-лимфоцитов 
в интертуморозной зоне стромы ПРЛ без метастазов 
в РЛУ значительно превышает таковую в ПРЛ с мета-
стазами в РЛУ. Однако при статистическом анализе 
значимой разницы между полученными показателями 
ПР в двух группах исследования выявлено не было 
(U-критерий для опухолевых комплексов составил 
46,5 (р = 0,809), для интертуморозной зоны – 34,0 
(р = 0,241), для перитуморозной зоны – 48,5 (р = 0,939).

Установлено, что plc+ плазмоциты выявляются в 
строме ПРЛ, а также в опухолевых комплексах ПРЛ с 
метастазами в РЛУ. В ПРЛ без метастазов в РЛУ плаз-
моцитарная инфильтрация опухолевых комплексов не 
выявляется. Примечательно также, что максимальные 
показатели ПР плазмоцитов характерны для интерту-
морозной зоны стромы ПРЛ (рис. 2). Медиана ПР plc+ 
клеток в опухолевых комплексах ПРЛ с метастазами в 
РЛУ составила 15,1 (2,8; 25,5) кл/мм2. Медиана ПР plc+ 
плазмоцитов в опухолевой строме составила: в интер-
туморозной зоне неметастатического ПРЛ – 572,609 
(443,331; 760,336) кл/мм2, ПРЛ с метастазами в РЛУ – 
907,2 (409,9; 1362,0) кл/мм2; в перитуморозной зоне 

неметастатического ПРЛ – 252,3 (166,5; 414,7) кл/мм2, 
ПРЛ с метастазами в РЛУ – 754,2 (622,7; 928,6) кл/мм2. 
При статистическом анализе значимой разницы между 
показателями ПР плазмоцитов в разных зонах опухо-
левой стромы исследования не выявлено (U-критерий 
для интертуморозной зоны стромы – 5,0 (р = 0,470), для 
перитуморозной зоны стромы – 1,0 (р = 0,061).

В-лимфоциты отвечают за реализацию гумораль-
ного звена иммунного ответа. При распознавании анти-
генных детерминант опухоли эти клетки активируются, 
пролиферируют и дифференцируются в лимфатиче-
ских узлах в плазмоциты, которые синтезируют анти-
тела к распознанным антигенам [10]. Исследования, 
посвящённые роли В-лимфоцитов и плазмоцитов в 
РЛ, немногочисленны. Известно, что количество этих 
клеток в ткани РЛ больше такового в нормальном 
лёгком [5]. M. Lohr et al. (2013), М. Fujimoto et al. (2013) 
обнаружили наличие корреляций между возрастанием 
количества В-клеток и плазмоцитов в микроокружении 
ПРЛ и большими показателями выживаемости пациен-
тов [11,12]. Вероятно, В-клеточный и плазмоклеточный 
компоненты микроокружения обеспечивают реализа-
цию противоопухолевого иммунного ответа в РЛ, не 
изменяя коренным образом своих свойств.
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Выяснено, что ПР CD68+ макрофагов в стромаль-
ном компоненте ПРЛ значительно выше, чем в опухо-
левых комплексах. Отмечена тенденция к возрастанию 
ПР макрофагов в ПРЛ с метастазами в РЛУ (рис. 3). Ме-
диана ПР CD68+ клеток в опухолевых комплексах неме-
тастатического ПРЛ составила 29,7 (20,0; 35,2) кл/мм2,  
ПРЛ с метастазами в РЛУ – 74,8 (50,3; 181,9) кл/мм2. 
Медиана ПР макрофагов в разных зонах стромы со-
ставила: в интертуморозной зоне неметастатического 
ПРЛ – 259,5 (193,0; 325,2) кл/мм2, ПРЛ с метастазами в 
РЛУ – 507,1 (390,2; 617,8) кл/мм2; в перитуморозной зоне 
неметастатического ПРЛ – 395,0 (285,0; 503,2) кл/мм2,  
ПРЛ с метастазами в РЛУ – 802,2 (377,7; 979,1) кл/мм2. 
Применение непараметрического U-критерия Манна- 
Уитни позволило выявить достоверные отличия между 
медианами ПР CD4+ макрофагов в интертуморозной 
строме неметастатического и метастатического ПРЛ: 
U-критерий составил 11,0 (р = 0,004). Таким образом, 
было выявлено, что ПРЛ с метастазами в РЛУ характе-
ризуется большей ПР макрофагов в интертуморозной 
зоне стромы в сравнении с ПРЛ без метастазов в ПРЛ.

Тумор-ассоциированные макрофаги обладают 
двойственными свойствами, на основании чего они 
были разделены на две субпопуляции: М1 – макро-
фаги, эффекторные молекулы которых препятствуют 
росту опухоли (TNFα, активные формы кислорода и 
другие); М2 – макрофаги, продуцирующие матриксные 
металлопротеиназы, факторы ангиогенеза и иммуно-
супрессивные цитокины, способствующие опухолевой 
прогрессии [13]. В то же время R. Zaynagetdinov et al. 
[14] утверждают, что в условиях канцерогенеза обе 
субпопуляции макрофагов реализуют проопухолевый 
потенциал. G. A. Banat et al. (2015) установили: количе-
ство макрофагов в строме РЛ позитивно коррелирует 
с клинической стадией заболевания, что согласуется 
с полученными нами данными. Увеличение ПР макро-
фагов в строме ПРЛ с метастазами в РЛУ может сви-
детельствовать как об активации противоопухолевого 
иммунного ответа, так и о реализации макрофагами 
проопухолевых свойств.

Выводы
1. Плоскоклеточный рак лёгкого без метастазов в 

регионарных лимфатических узлах характеризуется 
преобладанием CD4+, CD8+ лимфоцитов и CD68+ 
макрофагов в перитуморозных зонах стромы опухоли, 
а также преобладанием CD20+ лимфоцитов и plc+ 
плазмоцитов в интертуморозных зонах опухолевой 
стромы.

2. Для плоскоклеточного рака лёгкого с метаста-
зами в регионарных лимфатических узлах характерно 
преобладание CD4+, CD8+, CD20+ лимфоцитов и 
CD68+ макрофагов в перитуморозных зонах стромы 
опухоли, а plc+ плазмоцитов – в интертуморозных 
зонах опухолевой стромы.

3. Плоскоклеточный рак лёгкого с метастазами в 
регионарных лимфатических узлах отличается боль-
шей плотностью распределения СD4+ лимфоцитов в 
пери- и интертуморозных зонах опухолевой стромы 
[401,2 (344,6; 511,3) vs. 622,4 (587,2; 793,9) кл/мм2; 
298,0 (246,1; 350,1) vs. 484,8 (479,3; 690,6) кл/мм2],  

а также CD68+ макрофагов в интертуморозных зонах 
стромы опухоли [259,5 (193,0; 325,2) vs. 507,1 (390,2; 
617,8) кл/мм2].

Перспективы дальнейших исследований. 
Боль шой интерес представляет выяснение роли М1 
и М2 субпопуляций макрофагов в опухолевом микро-
окружении ПРЛ.
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Dynamics of structural, functional and vegetative changes of heart  
under the influence of combined therapy  
with the use of ursodeoxycholic acid and L-arginine  
in patients with coronary heart disease associated  
with nonalcoholic fatty liver disease
N. S. Mykhailovska, L. Ye. Miniailenko
Zaporizhzhia State Medical University, Ukraine

Objective: to study the effect of the ursodeoxycholic acid and L-arginine combination on the background of basic therapy on 
the structural and functional state of the heart and indicators of the autonomic nervous system in patients with coronary heart 
disease combined with the non-alcoholic fatty liver disease.

Methods: The study involved 56 patients with coronary heart disease (CHD) and nonalcoholic fatty liver disease 
(NAFLD). Patients were randomized into two groups. Patients in the 1st group (n = 30) received only basic therapy 
of coronary heart disease, patients in the 2nd group (n = 26) in addition to basic therapy were prescribed with UDCA and  
L-arginine. 

All patients underwent daily ECG monitoring and two-dimensional echocardiography. Statistical data processing was carried 
out using the program package Statistica 6.0.

Results: In the 2nd group after 3 months of treatment there were observed decrease in indicators: myocardial stiffness index by 
45 %, Va by 7.4 %, mean heart rate in both the active (11.72 %) and the passive (8 %) periods, the number (80 %) and duration 
(85 %) of tachycardia episodes, total number of ventricular (84 %) and supraventricular (63 %) extrasystoles per day, duration 
of the ST depression (by 55 %) and the duration of its maximum episode (by 75 %) and LF/HF ratio to 24 % in the active and 
27 % in the passive period along with an increase of indicators: Ve by 7.4 %, SDNNi in both active (18 %) and passive (20 %) 
periods (p < 0.05).

Conclusions: The positive effects of adding UDCA and L-arginine to basic therapy in patients with coronary artery disease and 
NAFLD include improved diastolic function, decreased myocardial ischemia, decreased myocardial stiffness and the number 
of ventricular and supraventricular extrasystoles, as well as increased total VPS, normalization of the sympathetic-parasympathetic 
balance by increasing the parasympathetic component of the cardiovascular system.

Динаміка структурно-функціональних і вегетативних змін серця  
під впливом комбінованої терапії урсодезоксихолевою кислотою та L-аргініном  
у хворих на ішемічну хворобу серця,  
асоційовану з неалкогольною жировою хворобою печінки

Н. С. Михайловська, Л. Є. Міняйленко
Мета роботи – вивчити вплив комбінації урсодезоксихолевої кислоти та L-аргініну на тлі базисної терапії на структур-
но-функціональний стан серця та показники вегетативної нервової системи у хворих на ішемічну хворобу серця, що 
поєднана з неалкогольною жировою хворобою печінки.

Матеріали та методи. У дослідженні взяли участь 56 пацієнтів з ІХС і НАЖХП. Пацієнти рандомізовані у дві групи. Па-
цієнти 1 групи (n = 30) отримували тільки базисну терапію ішемічної хвороби серця, пацієнтам 2 групи (n = 26) додатково 
до базисної терапії призначались УДХК і L-аргінін. 

Усім пацієнтам проведені добовий моніторинг ЕКГ за Холтером і двовимірна ехокардіографія з імпульсно-хвильовою 
доплерографією. Статистичні дані опрацьовані за допомогою пакета програм Statistica 6.0.

Результати. У 2 групі після 3 місяців лікування спостерігали вірогідне зниження показників: індексу жорсткості міо-
карда – на 45 %, Va – на 7,4 %, середньої частоти серцевих скорочень як в активному (11,7 %), так і в пасивному 
(8 %) періодах, кількості (80 %) і тривалості (85 %) епізодів тахікардії, загальної кількості шлуночкових (84 %) та 
суправентрикулярних (63 %) екстрасистол за добу, тривалості депресії сегмента ST (на 55 %) і тривалості її макси-
мального епізоду (на 75 %) і співвідношення LF/HF на 24 % в активному та 27 % у пасивному періодах, поряд із віро-
гідним збільшенням показників: Ve – на 7,4 %, SDNNi як в активному (на 18 %), так і в пасивному (на 20 %) періодах  
(p < 0,05).

Висновки. Серед позитивних ефектів додавання УДХК і L-аргініну до базисної терапії у хворих на ІХС і НАХЖП – 
поліпшення показників діастолічної функції, зменшення проявів ішемії міокарда, зниження жорсткості міокарда та 
кількості шлуночкових і суправентрикулярних екстрасистол, а також збільшення загальної потужності ВНС, нормалі-
зація симпато-парасимпатичного балансу шляхом збільшення впливу парасимпатичної складової на серцево-судинну 
систему.
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Динамика структурно-функциональных и вегетативных изменений сердца  
под влиянием комбинированной терапии урсодезоксихолевой кислотой и L-аргинином 
у больных ишемической болезнью сердца, ассоциированной с неалкогольной жировой 
болезнью печени

Н. С. Михайловская, Л. Е. Миняйленко
Цель работы – изучить влияние комбинации урсодезоксихолевой кислоты и L-аргинина на фоне базисной терапии на 
структурно-функциональное состояние сердца и показатели вегетативной нервной системы у больных ишемической 
болезнью сердца, совмещённой с неалкогольной жировой болезнью печени.

Материалы и методы. В исследовании приняли участие 56 пациентов с ИБС и НАЖБП. Пациенты были рандомизи-
рованы в две группы. Пациенты 1 группы (n = 30) получали только базисную терапию ишемической болезни сердца, 
пациентам 2 группы (n = 26) дополнительно к базисной терапии назначались УДХК и L-аргинин. Всем пациентам прове-
дены суточный мониторинг ЭКГ по Холтеру и двухмерная эхокардиография с импульсно-волновой допплерографией. 
Обработка статистических данных осуществлялась с помощью пакета программ Statistica 6.0.

Результаты. Во 2 группе после 3 месяцев лечения наблюдали достоверное снижение показателей: индекса жёсткости 
миокарда – на 45 %, Va – на 7,4 %, средней частоты сердечных сокращений как в активном (11,7 %), так и в пассивном 
(8 %) периодах, количества (80 %) и продолжительности (85 %) эпизодов тахикардии, общего количества желудочковых 
(84 %) и суправентрикулярных (63 %) экстрасистол в сутки, продолжительности депрессии сегмента ST (на 55 %) и 
продолжительности её максимального эпизода (на 75 %) и соотношения LF/HF на 24 % в активном и 27 % в пассивном 
периодах наряду с достоверным увеличением показателей: Ve – на 7,4 %, SDNNi как в активном (на 18 %), так и в 
пассивном (на 20 %) периодах (p < 0,05).

Выводы. Среди положительных эффектов добавления УДХК и L-аргинина к базисной терапии у больных ИБС и 
НАХБП – улучшение показателей диастолической функции, уменьшение проявлений ишемии миокарда, снижение 
жёсткости миокарда и количества желудочковых и суправентрикулярных экстрасистол, а также увеличение общей 
мощности ВНС, нормализация симпато-парасимпатического баланса за счёт увеличения влияния парасимпатической 
составляющей на сердечно-сосудистую систему.

Introduction
Coronary heart disease (CHD) continues to occupy 
the principal place in the structure of morbidity and is one 
of the leading causes of mortality and population disability 
[1]. Non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD) is considered 
as one, associated with the metabolic syndrome states, 
thus significantly increasing the risk of cardiovascular 
diseases [2].The combination of CHD with NAFLD leads 
to a number of structural and neurohumoral disorders that 
affect the course of both diseases through the common 
pathogenic mechanisms [3].

Structural remodeling of the heart in these comorbid 
diseases aggravates the cardiovascular prognosis and 
determines the strategy of patient management [4]. For 
today, there are convincing shreds of evidence of the li-
ver morphofunctional disorders negative influence on 
the structural and functional state of the heart in people 
without cardiac pathology. They chiefly relate to the study 
of cardio hemodynamics in patients with alcoholic ste-
atohepatitis and liver cirrhosis [5]. It was established that 
the presence of NAFLD affects the cardiac remodeling due 
to neurohumoral activation, vegetative changes, volume 
overload, endothelial dysfunction, insulin resistance, oxi-
dative stress and systemic inflammation [6].

One of the leading roles in the pathogenesis of both 
coronary heart disease and NAFLD is played by the auto-
nomic dysfunction syndrome, which is based on dysre-
gulation at the level of suprasegmental and segmental 
structures with the imbalance in the functioning of the sym-
pathetic and parasympathetic parts of the autonomic 
nervous system [7].

Therefore, the improvement of treatment approaches 
to correct the structural and functional state of the heart 

and the autonomic nervous system’ violations in patients 
with coronary heart disease comorbid with the nonalcoholic 
fatty liver disease is an actual task of modern internal di-
seases’ clinic. It is viewed promising to use the combination 
of ursodeoxycholic acid (UDCA) and exogenous L-arginine 
for this purpose against the background of basic therapy 
in this category of patients.

UDCA is a drug with choleretic, hypolipidemic, an-
ti-inflammatory, as well as vasodilating effects. These 
properties can be used in the treatment of patients with 
coronary heart disease with the concomitant nonalcoholic 
fatty liver disease [8].

L-arginine is a provisionally irreplaceable amino acid 
that is a substrate for NO synthase [9]. This amino acid has 
antioxidant, cytoprotective, anti-hypoxic, membrane stabi-
lizing effects. Evidence available at present suggests that 
the administration of L-arginine improves the endothelial 
function in patients with angina, heart failure, hypercho-
lesterolemia [10]. In experimental studies, the positive 
influence of L-arginine on the autonomic nervous system 
state [11] has been proven.

However, the question of the effectiveness and appro-
priateness of the administration of UDCA and L-arginine 
combination against the background of basic therapy in 
patients with coronary heart disease with the nonalcoholic 
fatty liver disease requires comprehensive research, thus 
the direction of our work has been determined.

Purpose: to study the effect of the ursodeoxycholic 
acid and L-arginine combination on the background 
of basic therapy on the structural and functional state 
of the heart and indicators of the autonomic nervous 
system in patients with coronary heart disease combined 
with the nonalcoholic fatty liver disease.
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Materials and methods of research
The research was conducted in the “Zavodsky District 
Central Clinical Hospital № 4” in Zaporizhzhia, which is 
the clinical base of the Department of General Practice – 
Family Medicine.

The perspective study in the parallel groups admitted 
56 CHD associated with NAFLD patients, age median 56 
(48; 60). Patients were divided into two groups by the me-
thod of block randomization using the table of random num-
bers of CHD and NAFLD patients (n = 56). Patients in the 1st 

group (n = 30) received only basic coronary heart di sease 
therapy, patients in the 2nd group (n = 26) in addition to 
basic therapy were prescribed UDCA at a dose of 20 mg/kg  
of body weight per day and 4.2 % solution of L-arginine 
hydrochloride by intravenous infusion of 100 ml 1 time per 
day for 5 days followed by an oral application of 5 ml (1 g) 
three times a day. Duration of treatment was 3 months.

Angina pectoris was diagnosed according to the clas-
sification of the Canadian Association of Cardiologists. 
The presence of morpho-functional signs of non-alcoholic 
fatty liver disease was established by the ultrasound data 
according to the standard method.

Criteria for inclusion into the study: informed consent 
of the patient, presence of documented (verified) CHD 
and NAFLD. Exclusion criteria: alcoholic or liver cirrhosis, 
autoimmune and viral hepatitis, decompensated heart 
failure, acute coronary syndrome, or acute cerebrovascular 
accidents less than 3 months before the study, congenital 
or acquired heart defects, systemic, oncological, and 
autoimmune pathologies.

The studies were conducted in accordance with 
the Good Clinical Practice and the principles of the Helsinki 
Declaration. The protocol was approved by the Commis-
sion on Bioethics of Zaporizhzhia State Medical University, 
all the patients involved in the study gave written informed 
consent to participate in the study.

All patients were given general clinic, anthropometric 
research, daily ECG monitoring with the definition of myo-
cardial ischemia manifestations, heart rate variability (HRV) 
with the help of portable cardiovascular system “Cardio-
sensK” (Kharkiv). In the evaluation of HRV indices, the rec-
ommendations of the European Society of Cardio logy, 
the North American Society for Cardiac Stimulation and 
Electrophysiology, the Ukrainian Association of Cardio-
logists, which describe measurement standards, physio-
logical interpretation, and clinical use of HRV were used. 
The evaluation of the results was performed on the basis 
of the summation curves of the ST segment, heart rate 
deviations, and rhythm disturbance tables.

The following time indices were evaluated: SDNNi, 
ms – standard deviation of normal NN intervals for 24 
hours; RMSSD, ms – standard deviation of the difference 
between sequential intervals NN; PNN50 % is the percent-
age of the successive NN intervals, the difference between 
which exceeds 50 ms. The following parameters were 
used for spectral HRV analysis: HF is a high-frequency 
spectrum component (0.15–0.4 Hz); LF – low-frequency 
spectrum component (0.0410,15 Hz); LF/HF is the coeffi-
cient of sympathetic and parasympathetic balance, which 
reflects the balance of activity of the sympathetic and 
parasympathetic autonomic system units; LFn % – relative 
activity level of the vasomotor center; HFn % – relative 

level of parasympathetic control activity; TP – total power 
of the spectrum; ULF – Ultra Low-Frequency Wave Power 
(up to 0.0033 Hz); VLF is the power of very low-frequency 
waves (0.0033–0.04 Hz).

Two-dimensional echocardiography and pulse-wave 
dopplerography were performed using the Esaote ultra-
sound scanner «Mylab 40» (Italy) according to the recom-
mendations of the American Society of Echocardiography 
and the European Association for Echocardiography (2005).

The following parameters were determined (cm): the size 
of the right ventricle in the diastole (RVd., cm) and the right 
atrium in the diastole (RAd, cm), the left atrium (LA, cm) and 
the aorta, the end-diastolic (LVd, cm) and the end-systolic size 
(LVs, cm) of the left ventricle (LV), the thickness of the pos-
terior wall (LVPW, cm), the thickness of the interventricular 
membrane (IVS). The end-diastolic volume (LV EDV, ml), 
the end-systolic volume (LV ESV, ml) were calculated by 
the Simpson method (1991), the left ventricular ejection 
fraction (LVEF, %), the mass of the myocardium (LVM, g) its 
indexation to the surface area of the body (IMM LV, g/m2). Left 
ventricular myocardial stiffness index (LV MSI) was calculated 
using the equation: left ventricular end-diastolic pressure (LV 
EDP) / left ventricular end-diastolic volume (LV EDV).

The relative thickness of the walls of the left ven-
tricular (RWT) was calculated using the formula: 
RWT = (LVPW + IVS) / LVs, where: LVPW – the thickness 
of the LV posterior wall in the diastole, IVS – the thick-
ness of the interventricular wall in diastole. For the study 
of transmitral diastolic blood flow, the maximum velocity 
of the early (Ve, cm/sec) and the late (Va, cm/sec) of the fil-
ling of the LV, their ratio (Ve/Va, units), and the isovolumic 
relaxation time (IVRT, ms) were determined.

The evaluation of the LV remodeling types was carried 
out according to the classification of A. Ganau et al. (1992). 
From the parasternal position on the short axis at the level 
of the main vessels for indirect evaluation of the presence 
of pulmonary hypertension, the pulsed-wave Doppler 
spectrum of the systolic blood flow through the pulmonary 
valve (PV) was obtained to calculate the mean pulmonary 
artery pressure (PAP) using the formula:

PAP = 80 – 0.5 × Т,

where T – time of systolic flow acceleration on the PV.
Statistical data processing was carried out using 

the program package Statistica 6.0 (StatSoft Inc., № AXX-
R712D833214FAN5) according to the generally accepted 
methodology. The normal distribution was evaluated 
according to Shapiro–Wilk test. Since all of the analyzed 
data were different from the normal distribution, to compare 
the indices in two independent samples the Mann–Whitney 
U-criterion was used, and Wilcoxon’s – in the dependent 
ones. All data are presented in the form of Median and 
Quaternary Distribution Me (Q25; Q75). The differences 
were considered to be significant at p < 0.05.

Research results
The dynamics of structural and functional heart parameters 
in patients with coronary heart disease with concomitant 
NAFLD under the influence of combination therapy with 
the addition of UDCA and L-arginine is presented in 
Table 1.
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In the dynamics of observation in 3 months of treat-
ment in patients with CHD combined with NAFLD, the LV 
MSI decreased by 45 % (p < 0.05). There was also a ten-
dency towards a decrease of LV EDV, LV EDP, and an 
increase of LV EF. Changes in other parameters of struc-
tural adjustment of heart in patients of both groups during 
treatment did not reach the level of statistical probability.

In the analysis of transmitral blood flow rates, a signi-
ficant decrease in the maximum rate of LV filling in the left 
atrium systole by 10.45 % was observed and an increase 
in the maximum speed of early diastolic filling by 7.40 % 
(p < 0.05) was estimated. At the same time, there was 
a tendency to the decrease of the Ve/Va ratio and the time 
of isovolumetric relaxation of the left ventricle. The obtained 
data reflect the UDCA and L-arginine positive effect on 
the diastolic function of the left ventricle.

In patients of the 1st group, in 3 months of treatment, 
no reliable changes in the studied parameters were found. 
Only a tendency towards a decrease in the LV EDV, 
LVs and IVRT was noted. After 3 months of treatment in 
the patients of the 2nd group, compared with patients in 
the 1st group, the lower LV MSI levels by 35 %, LV EDV by 
8 %, LV EDP by 7 % and the 8 % higher LV EF (p < 0.05) 
were observed.

The results of daily ECG monitoring in the dynamics 
of observation in 3 months are shown in Table 2.

According to the results of daily ECG monitoring in 
patients receiving supplemental therapy with UDCA and 
L-arginine against the baseline therapy, there was a de-
crease in the mean heart rate in both the active (11 %) 
and the passive (8 %) periods in the dynamics of treat-
ment. The number (by 80 %) and duration (by 85 %) 

Table 1. Dynamics of structural and functional heart parameters under the influence of treatment in patients with coronary heart disease comorbid  
with NAFLD

Index,
Unit (of measurement)

The 1st subgroup Basic therapy
(n = 30)

The 2nd subgroup Basic therapy
with the addition of UDCA and L-arginine
(n = 26)

Before treatment In 3 months Before treatment In 3 months
LV RWT, un. 0.52

(0.42; 0.56)
0.51
(0.42; 0.56)

0.52
(0.50; 0.54)

0.47
(0.43; 0.48)

Aorta, cm 3.20
(3.10; 3.60)

3.20
(3.11; 3.60)

3.30
(2.98; 3.40)

3.02
(2.71; 3.30)

LAd, cm 3.80
(3.30; 4.20)

3.70
(3.45; 4.20)

3.70
(3.50; 3.90)

3.84
(3.51; 3.93)

LVd, cm 4.84
(4.70; 5.02)

4.82
(4.70; 5.00)

4.70
(4.60; 5.00)

4.85
(4.5; 5.1)

LV EDV, ml 120.14
(104.8; 127.4)

109.62
(102.6; 118.2)

102.36
(97.33; 118.4)

101.2
(106.9; 178.6)

LVs, cm 3.30
(3.20; 3.70)

3.25
(3.00; 3.47)

3.20
(3.00; 3.40)

3.52
(3.38; 3.82)

LV ESV, ml 44.13
(40.96; 58.12)

42.54
(35.0; 49.82)

42.96
(35.00; 47.43)

43.43
(43.09; 52.73)

LV EDP, mmHg 20.36
(15.98; 23.30)

20.26
(15.98; 22.5)

19.45
(18.21; 23.93)

18.82
(14.72; 24.47)

LV MSI, mmHg/ml 0.15
(0.12; 0.19)

0.17
(0.14; 0.19)

0.20
(0.13; 0.23)

0.11*
(0.08; 0.16)

IVS, cm 1.20
(1.10; 1.30)

1.20
(1.05; 1.30)

1.20
(1.20; 1.24)

1.21
(1.13; 1.31)

LVPW, cm 1.30
(1.12; 1.30)

1.25
(1.12; 1.30)

1.23
(1.20; 1.30)

1.24
(1.11; 1.29)

LVEF, % 50.00
(44.00; 55.00)

50.00
(45.00; 55.00)

51.00
(47.00; 57.00)

54.00
(50.00; 59.50)

LVM, g 217
(200; 226)

213
(198; 226)

222
(200; 266)

232
(217; 235)

IMM LV, g/m2 112
(106; 125)

109
(101; 122)

111
(106; 121)

112
(106; 115)

RVd, cm 1.80
(1.70; 2.00)

1.80
(1.70; 2.00)

1.7250
(1.70; 1.80)

2.0
(1.8; 2.1)

RAd, cm 3.6
(3.5; 3.7)

3.6
(3.5; 3.8)

3.7
(3.4; 3.8)

3.9
(3.5; 4.0)

RVWd, cm 0.33
(0.26; 0.40)

0.28
(0.26; 0.40)

0.31
(0.30; 0.42)

0.30
(0.28; 0.40)

Ve, m/s 53.00
(47.00; 68.00)

50.50
(47.50; 62.00)

50.00
(40.00; 55.00)

54.00*
(50.00; 73.00)

Va, m/s 68.00
(64.00; 71.00)

67.50
(63.50; 70.00)

69.00
(60.00; 87.00)

66.00*
(50.00; 83.00)

Ve/Va 0.79
(0.68; 1.01)

0.84
(0.70; 1.03)

0.81
(0.67; 0.88)

0.78
(0.64; 1.27)

IVRT 104.0
(100.0; 111.0)

100.0
(100.0; 104.0)

108.0
(100.0; 117.0)

100.50
(95.5; 115.5)

PAP, mmHg 12.00
(12.00; 15.00)

12.00
(12.00; 17.00)

12.00
(12.00; 15.00)

12.00
(13.00; 15.00)

*: the probability of indicators difference compared to the initial level is statistically significant;  
#: the probability of difference in the 1st and 2nd groups in three months of treatment is statistically significant.
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of episodes of tachycardia have significantly decreased. 
A significant decrease in the total number of ventricular 
(84 %) and supraventricular (63 %) extrasystoles per day 
was revealed. Also, in this category of patients, the de-
crease in the duration of depression of the ST segment 
(by 55 %) and the duration of its maximum episode (by 
75 %) was noted.

In 3 months of follow-up in patients of Group 1, 
a significantly lower number and duration of tachycardia 
episodes were observed by 43 % and 42 % respectively 
(p < 0.05). There was also a tendency to the reduction 
of depression duration of the ST segment per day. There 
were no significant changes in the number of supraven-
tricular and ventricular extrasystoles after treatment in this 
group. In patients of the 2nd group, compared with patients 
of the 1st group, after treatment, the heart rate was below 
the heart rate for the entire observation period by 13 % 
and heart rate in the active period by 15 % (p < 0.05). 
The number of episodes in the group of tachycardia did 
not differ significantly, however, the duration of episodes 
of tachycardia (p < 0.05) was significantly lower (by 42 %). 
Also, in patients of the 2nd group, fewer episodes of ven-
tricular and supraventricular extrasystoles were noted in 
6.75 and 1.95 times, respectively, compared to patients 
in group 1 (p < 0.05). In patients who received additional 
UDCA and L-arginine in 3 months of treatment, the total 
duration of ST-segment depression was 2 times lower 
and the duration of its maximum episode was 2.87 times 
(p < 0.05).

The dynamics of indicators of heart rate variability in 
patients with coronary heart disease comorbid with NAFLD 
is given in Table 3.

After 3 months of treatment, patients with additional 
UDCA and L-arginine experienced an increase in SDNNi in 
both active (18 %) and passive (20 %) periods (p < 0.05). 
There was a decrease in the LF/HF ratio by 24 % in 
the active and 27 % in the passive period (p < 0.05) due to 
a possible decrease in the contribution of the sympathetic 
component and an increase in the activity of the parasym-
pathetic component.

Patients receiving only baseline therapy observed 
a significant increase only in the HF index of active 
period (by 17 %). Patients in the 2nd group compared 
with patients in group 1 after 3 months of treatment had 
higher SDNNi values in the active period by 10 % and 
in the passive period by 12 %; HF in the active period 
by 20 % (p < 0.05). Also, the LF/HF ratio was lower by 
16 % in the daytime and by 39 % in the night period  
(p < 0.05).

The obtained data coincide with the results of oth-
er researchers [12–14]. The study of M. Kielar et al. 
(2004) shows that the regular use of L-arginine improves 
the general state of patients with coronary heart disease, 
reduces the frequency of angina attacks, decreases 
the dose of nitrates, and increases the tolerance to phy-
sical activity [15]. In the work of O.V. Kraydashenko et al. 
(2012) data are obtained on the reduction of duration and 
severity of episodes of myocardial ischemia, correlated 

Table 2. Dynamics of indicators of ectopic cardiac activity in patients with coronary heart disease comorbid with NAFLD against the background 
of baseline therapy with the addition of UDCA and L-arginine

Index,
Unit (of measurement)

The 1st subgroup Basic therapy
(n = 30)

The 2nd subgroup Basic therapy
With the addition of UDCA and L-arginine
(n = 26)

Before treatment In 3 months Before treatment In 3 months
Average heart rate over the entire period, beats per min. 70.5

(61.0; 75.0)
70.0
(67.0; 77.0)

68.5
(60.5; 74.0)

61
(60; 65)*

The average heart rate during the day, beats per min. 74.5
(62.0; 80.0)

75.5
(68.0; 83.0)

72.5
(63.0; 79.5)

64
(63; 72)*#

Average heart rate at night, beats per min. 64.0
(55.5; 66.5)

60.0
(58.0; 69.0)

60.5
(60; 64)

56
(53; 59)*

Circadian Index 1.16
(1.13; 1.22)

1.20
(1.1; 1.24)

1.20
(1.07; 1.26)

1.19
(1.12; 1.21)

Minimum heart rate throughout the period, beats per min. 50.0
(47.0; 55.0)

49.0
(46.0; 62.0)

47
(44.5; 48.5)

48
(45; 64)

Maximum heart rate throughout the period, beats per min. 109.0
(97.0; 126.0)

99.0
(89.0; 120)

129
(97.5; 143)

97
(88; 101)*

Number of tachycardia episodes, episodes per 24 hours 24.5
(13.0; 90.0)

14.0
(11.0; 68.0)

60
(3; 173)

12
(3; 17)*

Tachycardia, minutes 39.0
(2.0; 163.0)

22.5
(16.0; 118)

83.5
(3.25; 266.5)

13
(1; 23)*#

Ventricular extrasystoles, episodes per 24 hours 63
(20; 326)

54.5
(13; 248)

55
(2; 331)

8
(1; 54)*#

Supraventricular extrasystole, episodes per 24 hours 119
(35; 173)

124
(60.0; 233)

94.5
(75; 223)

63.5
(39; 119)*#

The duration of ST depression, minutes per 24 hours 16
(6; 18)

12
(7;16)

13.5
(7.75; 23)

6.0
(3.5; 8.0)*#

ST depression, uV 169
(142; 184)

175
(139; 225)

167
(120; 225)

150
(125; 185)

Episode of maximum ST depressionduration, minutes 8
(4; 13)

5.75
(4; 10.5)

8
(4; 8)

2
(2; 4)*#

Maximum ST depression, uV 97
(81; 110)

101
(85; 112)

88
(87; 112)

90
(85; 115)

*: the probability of indicators difference compared to the initial level is statistically significant;  
#: the probability of difference in the 1st and 2nd groups in three months of treatment is statistically significant.
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with the restoration of the functional state of the vascular 
endothelium, in patients receiving L-arginine in the integra-
ted therapy of coronary artery disease [16]. M.A. Teresh-
chinskaya (2012) noted that for now there is evidence 
that the pathway L-arginine-NO-cGMP plays an important 
neuro-modulating role in the functioning of the autonomic 
nervous system – increases the vagal effect and inhibits 
its sympathetic component [17].

A. Ya. Bazilevich et al. (2011) showed that the use 
of ursodeoxycholic acid in patients with coronary heart 
disease and post-infarction cardiosclerosis in combination 
with nonalcoholic fatty liver disease leads to a significant 
improvement in the left ventricular myocardial function and 
improvement of remodeling of the left heart and central 
hemodynamics during the year of treatment [14]. In an 
experimental study by M. Miragoli et al. (2011), the car-
dioprotective role of UDCA and its anti-arrhythmogenic 
effect was studied. The researchers found that UDCA 
protects against ICP-induced arrhythmias (arrhythmias 
due to intrahepatic cholestasis of pregnancy), directly by 
hyperpolarization of myofibroblasts [18].

Thus, the positive effects of adding UDCA and 
L-arginine to baseline therapy in patients with coronary 
artery disease and NAFLD include improved diastolic 
function, decreased myocardial ischemia, decreased 
myocardial stiffness and the number of ventricular and 
supraventricular extrasystoles, as well as increased total 
VPS, normalization of the sympathetic-parasympathetic 
balance by increasing the parasympathetic component 
of the cardiovascular system.

Conclusions:
1. The addition of ursodeoxycholic acid and L-arginine 

to basic therapy in patients with coronary heart disease 
comorbid with the nonalcoholic fatty liver disease is ac-
companied by a decrease in the left ventricular myocar-
dium stiffness index and an improvement in the diastolic 
function.

2. Under the influence of basic therapy with the ad-
dition of ursodeoxycholic acid and L-arginine in patients 
with ischemic heart disease and non-alcoholic fatty liver 
disease, there is a decrease in the severity of manifesta-
tions of myocardial ischemia and the number of ventricular 
and supraventricular extrasystoles against the normali-
zation of the sympathetic and parasympathetic balance 
of the autonomic nervous system.

Prospects for further research: to study the effects 
of combined therapy of UDCA and L-arginine on the state 
of endothelial dysfunction and vascular remodeling in 
patients with coronary artery disease and NAFLD.
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Table 3. Dynamics of cardiac rhythm variability in patients with coronary heart disease 
comorbid with NAFLD, against the background of baseline therapy with the addition 
of UDCA and L-arginine

Index,
Unit  
(of measure-
ment)

The 1st subgroup
Basic therapy
(n = 30)

The 2nd subgroup
Basic therapy with the addition 
of UDCA and L-arginine
(n = 26)

Before treatment In 3 months Before treatment In 3 months

Active period
mRR, ms 839

(751; 967)
947
(837; 966)

810
(752; 878)

834
(775; 966)

SDNNi, ms 47.15
(39.05; 69.45)

46.30
(36.90; 57.90)

41.40
(32.95; 43.40)

50.60
(44.30; 58.90)*#

RMSSD, ms 26.5
(18; 44)

20
(17; 21)

16.0
(12; 20.5)

26
(19; 28)

pNN50, % 2.6
(1.4; 3.75)

2.1
(1.7; 4.5)

1.0
(0.15; 1.65)

1.65
(1.1; 2.85)

TP, ms2 3114.5
(2361; 4781)

2111
(1337; 3308)

1697
(1255; 1863)

2544
(1931; 3367)

ULF, ms2 799
(624.5; 1155)

781
(499; 905)

606
(331; 763)

793
(613; 1023)

VLF, ms2 1362
(1121.5; 1937.5)

947
(598; 1483)

701
(414.5; 829.5)

1149
(900; 1714)

LF, ms2 335
(216; 440)

360
(226; 436)

231
(155; 344)

344
(294; 761)

LFn, % 74.9
(56.45; 82.2)

73.8
(67.8; 79.7)

75.4
(65; 84.5)

72.6
(62.7; 80.4)

HF, ms2 105
(90.5; 197)

123
(90; 139)*

79.0
(36.5; 121.5)

147.0
(92; 304)*#

HFn, % 25.1
(17.8; 43.55)

26.2
(20.3; 32.2)

24.6
(15.45; 35)

20.1
(15.6; 35.3)

LF/HF 3.0
(1.3; 4.7)

2.8
(2.1; 3.9)

3.1
(1.9; 5.5)

2.3
(1.7; 4.1)*#

Passive period
mRR, ms 991.5

(937; 1002)
1070
(1010; 1137)

932.0
(865.5; 1053.5)

915.0
(951; 1116)

SDNNi, ms 43
(41.85; 50)

46.5
(42.2; 45)

42.000
(29.5; 52.4)

52.400
(50; 70)*#

RMSSD, ms 28.5
(24; 59.5)

24
(22; 32)

22.0
(18; 28.5)

24.0
(16; 27)

pNN50, % 3.65
(3.2; 12.45)

3.3
(3; 12.9)

3.7
(1.5; 4.6)

4.25
(1.8; 6.3)

TP, ms2 2322
(1649.5; 3884.5)

2672
(1999; 3467)

1726
(831; 2589)

1757
(1055; 3425)

ULF, ms2 447
(330; 628)

310
(301; 496)

308
(191.5; 369.5)

340
(189; 595)

VLF, ms2 623
(338; 747)

877
(522; 960)

850
(433.5; 1177)

993
(401; 1156)

LF,ms2 610
(413.5; 892)

668
(319; 823)

401
(160.5; 649.5)

426
(310; 733)

LFn, % 62.9
(52.1; 78.15)

78.8
(69.5; 80.7)

69.4
(57.35; 80.45)

62.1
(54.4; 72.8)

HF, ms2 244.5
(177; 357.5)

216
(130; 362)

140
(75; 240)

148
(91; 320)

HFn, % 22.65
(15.7; 32.5)

21.2
(19.3; 30.5)

28.2
(19.55; 42.65)

26.1
(20.2; 45.6)

LF/HF 3.5
(2.1; 5.4)

3.7
(2.3; 4.2)

3.1
(1.35; 4.25)

2.25
(1.2; 3.5)*#

*: the probability of indicators difference compared to the initial level is statistically significant;  
#: the probability of difference in the 1st and 2nd groups in three months of treatment is statistically 
significant.
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Effect of experimental gestational diabetes  
and administration of glibenclamide on mRNA level  
of NLRP3-inflammasome and distribution of NLRP3+-cells  
in mesenteric lymph nodes in progeny
Т. М. Prozorova, V. A. Kamyshna, O. М. Kamyshnyi
Zaporizhzhia State Medical University, Ukraine

A number of dysfunctions of congenital and adaptive components of the immune system are observed in progeny of rats 
with experimental gestational diabetes (EGD). The key link in pathogenesis of EGD and other diseases is the activa-
tion of NLRP3-inflammasome. Therefore, it is an attractive target for pharmaceutical effects. Among the numerous inhibitors 
of  the  inflammasome, glibenclamide  is  the most promising drug, which can effectively  correct hyperglycemia  in pregnant  
women.

The aim of the study was to determine the level of mRNA expression of NLRP3-inflammasome and the distribution of NLRP3+-cells 
in mesenteric lymph nodes in progeny of rats with experimental gestational diabetes and after administration of glibenclamide 
to pregnant Wistar rats.

Materials and methods. A molecular-genetic study was carried out using polymerase chain reaction with real-time reverse 
transcription (RT–PCR) of mRNA expression level of the Nlrp3 gene. The distribution of NLRP3+-cells in MLN of experimental 
animals was investigated by immunofluorescence and immunohistochemical methods.

Results. The development of EGD is accompanied by transcriptional induction of the Nlrp3 gene in MLN in descendants, whose 
mRNA level increased five-fold (p < 0.05) in 1-month and 3-fold (p < 0.05) in 6-month-old animals. The administration of gliben-
clamide to pregnant rats inhibited the transcription of the Nlrp3 gene only at the age of 1 month (5.3 times, p < 0.05) and did not 
change it in the older age group. In the progeny of rats with EGD, the density of the NLRP3+-lymphocyte population in the MLN 
increased, more clearly at early observation times. The intake of glibenclamide reduced the number of NLRP3+-lymphocytes 
only at the age of 1 month (by 33 %, the cortex plateau), whereas their number in the medullary cords of 6-month-old progeny 
even increased.

Conclusion. The increased mRNA expression of NLRP3-inflammasome and density of NLRP3+-cells in MLN in descendants 
of  rats with EGD  indicates activation of pro-inflammatory signaling. Glibenclamide, as an  inhibitor of  the activation of  the 
NLRP3-inflammasome, demonstrated its effectiveness only at early observation times.

Вплив експериментального гестаційного діабету  
та введень глібенкламіду на рівень мРНК NLRP3-інфламасоми  
та розподіл NLRP3+-клітин у брижових лімфатичних вузлах у нащадків

Т. М. Прозорова, В. А. Камишна, О. М. Камишний
У нащадків щурів з експериментальним гестаційним діабетом (ЕГД) спостерігається ціла низка порушень функціонування 
вроджених й адаптивних компонентів імунної системи. При ЕГД важливою ланкою патогенезу є активація NLRP3-інфлама-
соми. Саме тому вона – привабливий об’єкт для фармацевтичного впливу. Серед інгібіторів інфламасоми перспективним 
є глібенкламід, який до того ж може ефективно коригувати гіперглікемію у вагітних.

Мета роботи – з’ясувати рівень експресії мРНК NLRP3-інфламасоми та розподіл NLRP3+-лімфоцитів у брижових лім-
фатичних вузлах у нащадків щурів з експериментальним гестаційним діабетом і після введень глібенкламіду вагітним 
щурам лінії Вістар.

Матеріали та методи. Здійснили молекулярно-генетичне дослідження методом полімеразної ланцюгової реакції  зі 
зворотною транскрипцією в режимі реального часу (ЗТ-ПЛР) рівня експресії мРНК гена Nlrp3, імунофлюоресцентне та 
імуногістохімічне дослідження розподілу NLRP3+-клітин у БЛВ у експериментальних тварин.

Результати.  Розвиток  ЕГД  супроводжується  транскрипційною  індукцією  гена Nlrp3  в  БЛВ  у  нащадків,  рівень 
мРНК  котрого  зростав у 5 разів  (р < 0,05)  в 1-місячних  і  в 3 рази –  (р < 0,05)  у 6-місячних  тварин. Введення  глі-
бенкламіду під  час вагітності  інгібує  транскрипцію  гена Nlrp3  тільки  у  віці  1 місяць  (у  5,3 раза,  р < 0,05)  і  не  змі-
нюється  у  старшій  віковій  групі.  У  нащадків щурів  з ЕГД  зростає щільність  популяції NLRP3+-лімфоцитів  у БЛВ, 
виразніше – на ранніх термінах спостереження. Приймання глібенкламіду знижує кількість NLRP3+-лімфоцитів тільки 
у віці  1 місяць  (на 33 %,  коркове плато),  тоді  як  у 6-місячних нащадків  їхня чисельність  у м’якотних  тяжах навіть  
зростає.

Висновки. Підвищення рівня експресії мРНК NLRP3-інфламасоми та щільності NLRP3+-лімфоцитів у БЛВ у нащадків 
щурів з ЕГД свідчить про активацію прозапальної сигналізації. Глібенкламід як інгібітор активації NLRP3 продемонстрував 
свою ефективність лише на ранніх термінах спостереження.
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Влияние экспериментального гестационного диабета и введений глибенкламида 
на уровень мРНК NLRP3-инфламмасомы и распределение NLRP3+-клеток  
в брыжеечных лимфатических узлах у потомства

Т. М. Прозорова, В. А. Камышная, А. М. Камышный
У потомков крыс с экспериментальным гестационным диабетом (ЭГД) наблюдается целый ряд нарушений функцио-
нирования врождённых и адаптивных компонентов иммунной системы. При ЭГД важным звеном патогенеза является 
активация NLRP3-инфламмасомы. Именно поэтому она является привлекательным объектом для фармацевтического 
воздействия. Среди ингибиторов инфламмасомы перспективным является глибенкламид, который к тому же может 
эффективно корректировать гипергликемию у беременных.

Цель работы – выяснить уровень экспрессии мРНК NLRP3-инфламмасомы и распределение NLRP3+-лимфоцитов в 
брыжеечных лимфатических узлах у потомков крыс с экспериментальным гестационным диабетом и после введения 
глибенкламида беременным крысам линии Вистар.

Материалы и методы. Осуществлено молекулярно-генетическое исследование методом полимеразной цепной реакции 
с обратной транскрипцией в режиме реального времени (ОТ-ПЦР) уровня экспрессии мРНК гена Nlrp3, иммунофлюорес-
центное и иммуногистохимическое исследование распределения NLRP3+-клеток в БЛУ у экспериментальных животных.

Результаты. Развитие ЭГД сопровождается транскрипционной индукцией гена Nlrp3 в БЛУ у потомков, уровень мРНК 
которого увеличился в 5 раз (р < 0,05) у 1-месячных и в 3 раза – (р < 0,05) у 6-месячных животных. Введение глибен-
кламида при беременности ингибирует транскрипцию гена Nlrp3 только в возрасте 1 месяц (в 5,3 раза, р < 0,05) и не 
меняется в старшей возрастной группе. У потомков крыс с ЭГД возрастает плотность популяции NLRP3+-лимфоцитов 
в БЛУ, более выражено – на ранних сроках наблюдения. Приём глибенкламида снижает количество NLRP3+-лимфоци-
тов только в возрасте 1 месяц (на 33 %, корковое плато), тогда как у 6-месячных потомков их численность в мякотных 
тяжах даже возрастает.

Выводы. Повышение уровня экспрессии мРНК NLRP3-инфламмасомы NLRP3-инфламмасомы и плотности NLRP3+-лим-
фоцитов в БЛУ у потомков крыс с ЭГД свидетельствует об активации провоспалительной сигнализации. Глибенкламид 
как ингибитор активации NLRP3 продемонстрировал свою эффективность только на ранних сроках наблюдения.

Our findings show that progeny of experimental gestational 
diabetes mellitus (EGD) rats have such immune violations 
of immunological tolerance as AIRE gene repression, re-
duced mRNA levels of Deaf1, transcription factor Foxp3, 
the  latter being confirmed by decrease  in Тreg cells  [1] 
and inhibition of gene expression suppressor cytokine 
IL-10 and negative  costimulatory molecules Ctla4  [2]. 
However, gestational diabetes (GD) increases the genes 
expression of immune response in pregnant [3] and leads 
to violations of innate and adaptive components of immune 
system in progeny. Thus, Li Q. et al. (2016) showed that 
gestational  diabetes mellitus  increased  interleukin-1β 
in progeny spleen cells  [4]. This  indicates activation of 
NLRP3-inflammasome – protein that belongs to the fam-
ily of nucleotide-binding and oligomerization domain-like 
receptors, NLRs [5]. Activation of NLRP3-inflammasome 
in GD showed  in other experiments  [6], and  the exten-
sive involvement of the NLRP3-inflammasome in such a 
range of diseases makes it a highly desirable drug target. 
Recently, numerous promising inhibitors of NLRP3-in-
flammasome activation have been described  [7–9], but 
we turned our attention to glibenclamide, which along 
with metformin and insulin can effectively correct hyper-
glycemia for pregnant women. Glibenclamide was the first 
oral hypoglycemic drug prospectively tested and used 
to manage GD [10]. A lot of meta-analysis showed that 
adequate glycemic control could be achieved with glib-
enclamide in many women with GD, and this treatment 
reduced  hyperglycemia-associated  outcomes  [11,12]. 
But the most interesting was the ability of glibenclamide 
to  inhibit  the  formation  of NLRP3-inflammasome  that 
was first detected in 2009 [13]. These results were later 
confirmed by other  studies  [14,15]. Therefore,  the aim 
of the work was to study the expression level of mRNA 

NLRP3-inflammasome and distribution of NLRP3+-cells 
in mesenteric lymph nodes in progeny of rats with ex-
perimental gestational diabetes and after glibenclamide 
administration to pregnant.

Materials and methods
The studied animals were divided into 6 experimental 
groups, each group contains 12 rats. Descendants of intact 
Wistar rats (males) were 1 month of age (group 1) and 6 
months of age (group 2). Their mothers were administered 
0.5 ml 0.1 М citrate buffer (рН = 4.5) on the 15th day of preg-
nancy once intraperitoneally. In descendants of Wistar rats 
(males) with experimental gestational diabetes (EGD) of 1 
month of age (group 3) and 6 months (group 4), mothers 
were administered 45 mg/kg of streptozotocin once intra-
peritoneally on the 15th day of pregnancy. In descendants 
of rats with EGD of 1 month of age (group 5) and 6 month 
of age (group 6), mothers were administered 45 mg/kg 
of  streptozotocin once  intraperitoneally  on  the 15th day 
of pregnancy with simultaneous administration of oral 
intragastric Glibenclamide (Farmak, Ukraine) at a dose 
of 5 mg/kg for 7 days.

The objects for molecular genetic studies with using 
of the real-time reverse transcription polymerase chain re-
action (RT-PCR) techniques were MLN of experimental 
animals. They were placed in the Bouin’s fluid, dehydrated 
with graded concentrations of ethanol and embedded in par-
affin. Molecular genetic studies were performed on archival 
material of 2 years old. RNA was extracted from histology 
sections of 15 µm  thick. They were dewaxed  in xylene 
and rehydrated with descending concentrations of ethanol 
(100 %, 96 %, 70 %). Total RNA was procured from sam-
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ples by use of “NucleoZOL” (Macherey-Nagel, Germany). 
For reverse transcription and obtaining cDNA, we used 
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (ThermoScien-
tific, USA). Reverse transcription was conducted at 42 °С 
for 60 min then at 70 °С for 5 min. To determine the level 
of mRNA Nlrp3 (NM_001191642.1), we used thermocycler 
CFX96™Real-Time PCR Detection Systems  (“Bio-Rad 
Labo ratories, Inc.”, USA) and set of reagents Luminaris 
HiGreen Fluorescein qPCR MasterMix (Thermo Scientific, 
USA). The final reaction mixture for amplification includes 
10 µl MasterMix (2Х), 0.6 µl of direct and reverse specific 
primers, 1 µl  cDNA. The  reaction mixture was brought 
to total volume of 20 µl by adding deionized Н2О. Specific 
primer pairs  (5’–3’)  for analysis of  target and  re ference 
genes were selected by the software PrimerBlast (www.
ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast) and produced by Me-
tabion (Germany) (Table 1). After initial denatu ration at 95 
°C for 10 min amplification consisted of 45 cycles and was 
conducted under the following conditions: denaturation – 
95 °С for 15 sec, annealing at 59–61 °С for 30–60 sec, 
elongation at 72 °С for 30 sec. Glyce raldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) gene was used as a reference 
gene to determine the relative value of changes in the ex-
pression level of target genes. Normalized relative quantity 
of cDNA target genes was determined by the method ΔΔCt. 
Statistical data analysis of PCR were conducted using 
available software CFX Manager™ (Bio-Rad, USA).

Structure of Nlrp3+-cells population was studied using 
analysis of serial histological sections of MLN and their 
morphometric and densitometric characteristics. For this 
study, serial sections of 5 µm thick were made on a rotary 
microtome MICROM HR-360 (Microm, Germany), then 
they were dewaxed in xylene and rehydrated with des-
cending concentrations of ethanol (100 %, 96 %, 70 %), 
washed with 0.1 M phosphate buffer (pН = 7.4) and colored 
with Nlrp3 rabbit polyclonal antibodies (Cryopyrin, H-66) 
(Santa Cruz Biotechnology, USA, sc-66846) for 18 hours 
in a humid chamber at Т = 4 оС. After washing with 0.1 M 
phosphate buffer, sections were incubated for 60 min at 
Т  =  37  оС with  secondary  antibody  solution  to whole 
molecule of rabbit IgG (Santa Cruz Biotechnology, USA), 
conjugated with FITC. After incubation, all sections were 
washed with 0.1 M phosphate buffer and placed in a mix-
ture of glycerol phosphate buffer (1:9) for subsequent flu-
orescent microscopy. Prepared histological sections were 
studied using a computer program Image J (NIH, USA), 
and the morphometric and densitometric characteristics 
of immunopositive cells were measured. We determined 
the absolute (number of cells per 1 mm2) and relative 
(%) density of  different  subsets of Nlrp3+-lymphocytes 
in cortex and medullary cords of MLN. For additional 
visualization of Nlrp3+-cells, we also performed an immu-
nohistochemical reaction with secondary rabbit antibodies 
ImmunoCruzTM Staining system (Santa Cruz Biotechno-
logy, USA), conjugated to horseradish peroxidase.

Results and discussion
Investigation of Nlrp3 gene expression in MLN showed 

that in the progeny of EGD rats there was a significant five-
fold growth of mRNA of this protein in the 1-month-old rat 
(p < 0.05), and threefold growth (p < 0.05) in the 6-month-

old animals compared with control groups (Fig. 1А, В). 
The study of rats whose mothers were treated during 
pregnancy with glibenclamide showed that the animals 
aged 1 month had a significant 5.3 times decrease of Nlrp 
gene expression (p < 0.05), but these changes were not 
detected in the older age group (Fig. 1С, D).

Studying  the distribution of  specific  subpopulations 
of Nlrp3+-cells gave the following results. Total density of im-
munopositive cells in MLN cortical plateau of 1-month-old 
EGD rats increased by 49 % compared with control group 
(р < 0.05). In the next age group comparative analysis re-
vealed no significant changes. Total number of Nlrp3+-cells 
in MLN medullary cords of 1-month-old EGD rats was 
significantly  increased by 44 %  (р < 0.05)  in  compari-
son with control group. The study of materials taken from 
the 6-month-old animal showed an increase in the total 
density by 69 % (р < 0.05) (Fig 2A, B, Fig. 3A–D).

Analysis of MLN sections in EGD progeny of rats 
treated with glibenclamide during pregnancy gave the fol-
lowing results. In cortical plateau of MLN at 1 month of age 
we obtained reducing of the total number of Nlrp3+-cells 
by 33 % (р < 0.05) in comparison with EGD1. At 6 months 
of age there were no significant changes in the number 
of immunopositive cells. As for medullary cords of mesen-
teric lymph nodes, total density of Nlrp3+-cells remained 
unchanged at 1 months of age. And at the age of 6 months, 
it increased by 29 % (p < 0.05) (Fig 2A, B).

There are three main models that describe the mecha-
nism of NLRP3-inflammasome activation. They were 
shown by K. Schroder et al. (2010) [16]. In the first model, 
extracellular adenosine triphosphate (ATP) is regarded as 
initiator of NLRP3 inflammasome activation and assembly 
with K+ efflux through a purogenic P2X7-dependent pore. 
The second model, special activators trigger the gene-
ration of reactive oxygen species (ROS), which in turn 
induce  assembly  of  the NLRP3  inflammasome  [17]. 
In the last model, these processes are triggered by some 
external irritants such as silica or alum, which are taken 
over by phagocytes. These aggregates induce lysosomal 
rupture and release of lysosomal contents via a mecha-
nism mediated by cathepsin B [18]. Other factors can also 
activate the NLRP3 inflammasome such as mitochondrial 
damage or dysfunction caused by mitochondrial Ca2+ 

overload, autophagic dysfunction and the activity of thio-
redoxin-interacting protein (TXNIP) [19].

The  inflammasomes and  the  complement  system 
are traditionally viewed as quintessential components 
of innate immunity required for the detection and elimi-
nation of pathogens. But a direct role for NLRP3 in hu-
man adaptive immune cells has not been described yet. 
In recent years, evidence suggested that NLRP3 could 
be expressed by mouse and human  lymphocytes  [20] 
and has an ability to adjust the differentiation of Th1, Th2 
Th17-cells. Recently, G. Arbore et al. (2016) have shown 

Table 1. Specific primer pairs for RT-PCR

Gene Primer Tm, °С Product 
length (bp)

Exon 
junction

Nlrp3 F = AGCTAAGAAGGACCAGCCAG
R = CGTGCATGCATCATTCCACTC

59
60

40 713/
714

GAPDH F = GCCTGGAGAAACCTGCCAAG
R = GCCTGCTTCACCACCTTCT

61
60

52 825/
826

Original research



152 Патологія. Том 14, № 2(40), травень–серпень 2017 р.ISSN 2306-8027    http://pat.zsmu.edu.ua

that NLRP3  inflammasome assembles  in human CD4+ 
T cells and initiates caspase-1–dependent interleukin-1β 
secretion, thereby promoting interferon-γ production and T 
helper 1 (TH1) differentiation in an autocrine fashion. [21]. 
Abnormal  activity  of NLRP3-  inflammasome  in Т-cells 
affects  the  development  of  inflammatory  and  autoim-
mune diseases in humans and in mice experimental 
models. Obviously, NLRP3-inflammasome activity is not 
limited to «innate immune cells» and is an integral part 
of normal Th-adaptive responses. Violation of NLRP3 
activity in CD4+ T cells in experimental models of colitis 
causes uncontrolled infiltration of Th17 cells and aggrava-
tion of bowel disease. Thus, autocrine activity of NLRP3-in-
flammasomes in lymphocytes controls Th1-Th17 balance 
in  terms of  experimental  inflammatory  bowel  disease. 
Furthermore, M. Bruchard et al. (2015) recently showed 
the ability of NLRP3 to act as a key transcription factor 
that  controls  the Th2-differentiation  [22].  In Th2  cells 
NLRP3 binds to promoter IL4 and activates it in conjun-
ction with transcription factor IRF4 [22]. In contrast to Th1, 

where NLRP3 is detected mainly in the cytoplasm by meth-
ods of immunofluorescence microscopy, in the Th2-cells it 
is localized mainly in the nucleus. It is possible that such a 
nuclear localization function can promote inflammasome 
transcription. This work showed that NLRP3 should be 
seen not only as a key inflammasome component, but as 
a transcription factor in cells CD4+ Th2. Finally, the me-
cha nisms of IL-1β-induced Th17 differentiation are related 
to the ability of TGF-β to induce expression RORγt in naive 
T cells [23]. Studies in vitro have shown that IL-1β induces 
the expression of IRF-4, positively regulates IL-21-media-
ted expression of transcription factors STAT-3 and RORγt 
[24]. In addition, the role of IL-1 in the i nduction of Th17 
phenotype was attributed to alternative splicing of Foxp3 
[25].

At the same time, NLRP3-inflammasome is one 
of the sensors of metabolic stress developing diabetes 
[26]. NLRP3--deficient NOD-mice are protected from de-
veloping diabetes by reducing migration of diabetogenic 
lymphocytes in the pancreatic islets, they have reduced 
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the number of CD4+ T cells, CD19+ B-cells and CD11b+ 
APC  in  spleen  and PLN,  but  not  in  the  thymus  [27]. 
The study has found two single-nucleotide polymorphism 
in NLRP3, associated with DM type 1 [28], and D. Carlos 
et al. (2017) showed growth of NLRP3 expression in PLN 
in NOD mice [29]. A similar increase of NLRP3 gene ex-
pression was observed in STZ-induced diabetes in mice 
C57BL/6.  Furthermore,  diabetic mice C57BL/6 also 
showed a decrease in IL-17-producing CD4 and CD8 T 
cells (Th17 and Tc17) and IFNγ-producing CD4 and CD8 
T cells (Th1 and Tc1) in PLN. Interestingly, diabetic mice 
showed an increase in the expression of genes associated 
with mitochondrial DNA, such as cytochrome b and cyto-
chrome c. Mitochondrial DNA (mDNA) of diabetic mice 
induced production of IL-1β and activation of caspase-1 
with macrophages, but was reduced in NLRP3-/--mac-

rophages. Finally, the administration of mDNA in vivo 
increased the number prodiabetic Th17/Tc17/Th1 cells 
in the PLN, but it was also canceled in NLRP3-/--mice [29].

NLRP3-inflammasome  is  an  important  pharmaco-
logical target for blocking a number of diabetes compli-
cations  [30],  and  the ability  of  glibenclamide  to  inhibit 
the formation of NLRP3 can affect the risk of inflammatory 
and autoimmune diseases in the progeny of mothers 
with GD. Recent research by S. Lamprianou et al. (2016) 
demonstrated that glibenclamide protects NOD mice from 
progressing hyperglycemia and loss of insulin-producing 
β-cells. Although  the  administration  of  glibenclamide 
does not stop the development of insulitis, but induces a 
shift of the phenotype of immune cells and protects cells 
of insulinoma MIN6 from apoptosis and loss of connex-
in Cx36 [31].

Fig. 3. Nlrp3+-cells in cortex (A, C)  
and medullary cords (B, D) of MLN. 

The reaction of indirect immuno-
fluorescence with FITC (A, B)  
and immunohistochemical 
reaction with secondary antibodies 
rabbit ImmunoCruz Staining 
system (C, D).
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Conclusions
1. The development of EGD is accompanied by trans-

criptional induction of the Nlrp3 gene in MLN in descen-
dants, whose mRNA level increased five-fold (p < 0.05) 
in 1-month and 3-fold (p < 0.05) in 6-month-old animals. 
The administration of glibenclamide to pregnant rats in-
hibited the transcription of the Nlrp3 gene only at the age 
of 1 month  (5.3  times, p < 0.05) and did not change  it 
in the older age group.

2. In the progeny of rats with EGD, the density
of the NLRP3+-lymphocyte population in the MLN 
increased, more clearly at early observation times. 
The intake of glibenclamide reduced the number of 
NLRP3+-lymphocytes only at the age of 1 month (by 33 %, 
the cortex plateau), whereas their number in the medul-
lary cords of 6-month-old progeny even increased.
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Особенности экспрессии HIF-1α и HIF-3α в гипоталамусе  
у крыс линии Вистар под влиянием  
прерывистой гипобарической гипоксии
А. В. Абрамов, В. А. Шаменко
Запорожский государственный медицинский университет, Украина

Цель работы – установить особенности экспрессии генов hif-1α и hif-3α, накопления белков HIF-1α и HIF-3α в нейронах 
паравентрикулярного (ПВЯ) и супраоптического (СОЯ) ядер гипоталамуса в условиях действия прерывистой гипоксии 
и в постгипоксический период.

Материалы и методы. Прерывистую гипоксию моделировали ежедневным 6-часовым пребыванием крыс на высоте 
6000 м (рО2 = 9,8 %) в течение 15 дней, постгипоксический период составлял 10 дней. Распределение белков HIF-1α и 
HIF-3α в гипоталамусе изучали с помощью иммунофлюоресцентного метода. Уровни экспрессии мРНК генов hif-1α и  
hif-3α в гипоталамусе определяли методом полимеразной цепной реакции с обратной транскрипцией в реальном времени.

Результаты. Установлено, что прерывистая гипоксия приводила к нарастанию в медиобазальном гипоталамусе уровня 
мРНК к HIF-1α в 13 раз, а к HIF-3α – в 8,6 раза. При этом в нейронах медиального мелкоклеточного (ммПВЯ) и задне-
латерального крупноклеточного (злкПВЯ) субъядер ПВЯ наблюдалось увеличение площади иммунореактивности к 
HIF-1α и HIF-3α, а также нарастание содержания белка HIF-1α в 2,5 (ммПВЯ) и 3,4 (злкПВЯ) раза, а белка HIF-3α – в 1,7 
и 3,0 раза соответственно. В постгипоксический период уровни мРНК к HIF-1α и HIF-3α в гипоталамусе снижались, но 
концентрация мРНК к HIF-1α оставалась в 2,5 раза выше, чем в контроле. При этом содержание белков HIF-1α и HIF-3α 
сохранялось повышенным в мелкоклеточных нейронах ПВЯ и снижалось на 50–60 % в крупноклеточных нейронах ПВЯ. 
Реакция нейронов СОЯ на гипоксию характеризовалась снижением экспрессии белков HIF-1α и HIF-3α, что проявлялось 
снижением площади иммунореактивности в нейронах с частичным восстановлением в постгипоксический период.

Выводы. Полученные результаты свидетельствуют о том, что прерывистая гипоксия приводит к усилению экспрессии 
генов семейства hif, повышению синтеза белков HIF в нейронах ПВЯ и сохранению данного эффекта в постгипокси-
ческий период.

Особливості експресії HIF-1α та HIF-3α в гіпоталамусі щурів лінії Вістар  
за умов переривчастої гіпобаричної гіпоксії

А. В. Абрамов, В. О. Шаменко
Мета роботи – встановити особливості експресії генів hif-1α та hif-3α, накопичення білків HIF-1α та HIF-3α в нейронах 
паравентрикулярного (ПВЯ) та супраоптичного (СОЯ) ядер гіпоталамуса в умовах дії переривчастої гіпоксії та в пост-
гіпоксичний період.

Матеріали та методи. Переривчасту гіпоксію моделювали щоденним 6-годинним перебуванням щурів на висоті 6000 м 
(рО2 = 9,8 %) протягом 15 днів, постгіпоксичний період становив 10 днів. Розподіл білків HIF-1α та HIF-3α в гіпоталамусі 
досліджували імунофлюоресцентним методом. Рівень експресії мРНК генів hif-1α та hif-3α в гіпоталамусі визначали за 
допомогою полімеразної ланцюгової реакції зі зворотною транскрипцією в реальному часі.

Результати. Встановили, що переривчаста гіпоксія призводила до зростання в медіобазальному гіпоталамусі рівня 
мРНК до HIF-1α у 13 разів, а до HIF-3α – у 8,6 раза. При цьому в нейронах медіального дрібноклітинного (ммПВЯ) та 
задньолатерального крупноклітинного (злкПВЯ) суб’ядер ПВЯ спостерігалось збільшення площі імунореактивності до 
HIF-1α та HIF-3α, а також зростання вмісту білка HIF-1α у 2,5 (ммПВЯ) та 3,4 (злкПВЯ) раза, а білка HIF-3α – в 1,7 і 3,0 
раза відповідно. У постгіпоксичний період рівень мРНК до HIF-1α та HIF-3α в гіпоталамусі знижувався, але концентрація 
мРНК до HIF-1α залишалась у 2,5 раза вищою, ніж у контролі. При цьому вміст білків HIF-1α та HIF-3α зберігався підви-
щеним у дрібноклітинних нейронах ПВЯ та знижувався на 50–60 % у крупноклітинних нейронах ПВЯ. Реакція нейронів 
СОЯ на гіпоксію характеризувалася зниженням експресії білків HIF-1α та HIF-3α, що проявлялось зниженням площі 
імунореактивності в нейронах із частковим відновленням у постгіпоксичний період. Результати свідчать, що перерив-
часта гіпоксія призводить до посилення експресії генів сімейства hif, підвищення синтезу білків HIF у нейронах ПВЯ та 
збереження цього ефекту в постгіпоксичний період.

Peculiarities of expression of HIF-1А and HIF-3А in hypothalamus of Wistar rats  
under the influence of intermittent hypobaric hypoxia

A.V. Abramov, V.A. Shamenko

The purpose of this study was to establish the features of the expression of hif-1α and hif-3α genes and the accumulation of 
HIF-1α and HIF-3α proteins in the paraventricular (PVH) and supraoptic (SO) nuclei of the hypothalamus under the conditions 
of intermittent hypoxia and in post-hypoxic periods.
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Materials and methods. Intermittent hypoxia was modeled by a daily 6 hour stay of rats at an altitude of 6000 m (pO2 = 9,8 %) 
for 15 days, the posthypoxic period was 10 days. The distribution of HIF-1α and HIF-3α proteins in the hypothalamus was 
investigated by immunofluorescence methods. A molecular-genetic study was carried out using polymerase chain reaction with 
real-time reverse transcription of mRNA expression level of the hif-1α and the hif-3α gene.

Results. It was established that intermittent hypoxia led to a 13-fold increase in the mRNA level in the mediobasal hypothalamus 
to HIF-1α, and 8,6-fold to HIF-3α. In neurons of medial parvocellular (PVHmp) and posterior lateral magnocellular subnuclei 
(PVHpml) of PVH, an increase in the area of immunoreactivity to HIF-1α and to HIF-3α was observed, as well as an increase in 
the HIF-1α protein content of 2,5 (PVHmp) and 3,4 (PVHpml) times, and the HIF-3α protein in 1,7 and 3,0 times, respectively. 
In the posthypoxic period, the level of mRNA to HIF-1α and HIF-3α in the hypothalamus decreased, but for HIF-1α remained  
2.5 times higher than in the control. At the same time, the content of HIF-1α and HIF-3α proteins remained increased in 
parvocellular neurons of PVH and decreased by 50-60% in magnocellular neurons of PVH. The reaction of neurons of SO to 
hypoxia was characterized by a decrease in the expression of HIF-1α and HIF 3α proteins, which was manifested by a decrease 
in the area of immunoreactivity in neurons partially restored in the post-hypoxic period.

Conclusion. The results show that intermittent hypoxia leads to an increase in the expression of the hif gene family and to an 
increase in the synthesis of HIF proteins in PVH neurons and its preservation in the post-hypoxic period.

Факторы, индуцибельные гипоксией (HIF), представ-
лены тремя изоформами белков – HIF-1, HIF-2 и 
HIF-3, экспрессия которых в клетках увеличивается 
при действии гипоксии. У человека и животных бел-
ки семейства HIF играют роль транскрипционных 
факторов и регулируют экспрессию более 600 генов, 
кодирующих синтез ключевых белков, вовлечённых 
в физиологический ответ на гипоксию [1–5]. Баланс 
между различными формами белка HIF определяет 
уровень физиологических реакций органов и тканей 
на гипоксию, интенсивность эритропоэза, ангио-
генеза, вазомоторных реакций, функциональной 
активности эндокринных желёз и метаболических 
процессов [2,6–9]. 

Одно из важных звеньев адаптации организма к 
гипоксии связано с участием нейросекреторных ядер 
гипоталамуса в механизмах нейроэндокринного отве-
та на недостаток кислорода. В частности, нейроны ме-
диального мелкоклеточного субъядра ПВЯ (ммПВЯ) 
синтезируют кортикотропин-рилизинг гормон (CRH) и 
определяют реактивность гипоталамо-гипофизарно- 
адренокортикальной системы (ГГАКС) в ответ на 
действие стрессора любой природы [10–12], обеспе-
чивают развитие адаптационных реакций и форми-
рование резистентности организма к стрессовому 
фактору [13,14]. 

Адаптивным действием обладает и другой гормон 
гипоталамуса – вазопрессин (AVP), который синтезиру-
ется в нейронах заднего латерального крупноклеточ-
ного субъядра ПВЯ (злкПВЯ), супраоптического ядра 
(СОЯ), а также как ко-трансмиттер в нейронах ммПВЯ 
[6,10,12,15]. Ранее нами было показано повышение 
функциональной активности нейронов ПВЯ при 
адаптации к гипоксической гипоксии [16–18]. Однако 
особенности экспрессии белков семейства HIF в 
гипоталамических ядрах при действии прерывистой 
гипоксии до настоящего времени не изучены.

Цель работы
Установить особенности экспрессии генов hif-1α и 

hif-3α, накопления белков HIF-1α и HIF-3α в нейронах 
паравентрикулярного и супраоптического ядер гипо-
таламуса в условиях действия прерывистой гипоксии 
и в постгипоксический период.

Материалы и методы исследования
Исследование проведено на 48 половозрелых самцах 
крыс линии Вистар массой 220–250 г, которые были 
разделены на 3 группы по 16 животных в каждой: 
контрольная, с 15-дневными гипоксическими трени-
ровками (ГТ), с ГТ и 10-дневным постгипоксическим 
периодом. Прерывистую гипоксию (ГТ) моделировали 
ежедневным 6-часовым пребыванием крыс в вентили-
руемой барокамере (объём – 1,0 м3) с постепенным 
повышением высоты с 1000 м до 6000 м с 1 по 6 день 
эксперимента (по 1000 м в день) и последующим 
пребыванием на высоте 6000 м (рО2 = 9,8 %) до 15 
дня исследований.

Мозг экспериментальных животных быстро из-
влекали после одномоментной декапитации под тио-
пенталовым наркозом (50 мг/кг) через 24 часа после 
окончания эксперимента. Для определения белков HIF 
и экспрессии генов hif мозг фиксировали в жидкости 
Буэна (20 часов) и после стандартной гистологической 
обработки заливали в парапласт (MkCormick, США). 
Объектом изучения были медиальное мелкоклеточ-
ное (ммПВЯ) и заднелатеральное крупноклеточное 
(злкПВЯ) субъядра паравентрикулярного ядра гипота-
ламуса, а также супраоптическое ядро гипоталамуса 
(СОЯ) [10,15].

Для иммунофлюоресцентного выявления белков 
HIF серийные фронтальные срезы гипоталамуса тол-
щиной 14 мкм депарафинировали и демаскировали в 
цитратном РТ-буфере (рН = 6,0) в РТ-модуле (Thermo 
Scientific, США), инкубировали (24 часа, Т = +4 оС) с мы-
шиными моноклональными антителами (IgG) к HIF-1α 
или HIF-3α (Santa Cruz Biotechnology, США) (разведе-
ние 1:200), затем – с козьими антителами к IgG мыши, 
конъюгированными с FITC (Santa Cruz Biotechnology, 
США) (разведение 1:64, 45 мин, Т = +36 °С) и за-
ключали в смесь глицерин/фосфатный буфер (9:1). 
Изучение иммунофлюоресцентной реакции прово-
дили на микроскопе AxioImager-M2 (Carl Zeiss, ФРГ), 
оснащённом камерой AxioCam-HRm (Carl Zeiss, ФРГ), 
с применением высокоэмиссионного светофильтра 
38НЕ (λex = 470/40 нм, λem = 525/50 нм) (Carl Zeiss, 
ФРГ). Количественный анализ иммунофлюоресцент-
ной реакции проводили с помощью системы цифрового 
анализа изображения AxioVision-4.8.2 (Carl Zeiss, ФРГ): 
определяли площадь иммунореактивного материала 
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(мкм2) и содержание белков HIF (усл. ед. иммунофлюо-
ресценции – Еиф) в области субъядер ПВЯ и СОЯ.

Для оценки относительного уровня мРНК к HIF-1α и 
HIF-3α в медиобазальном гипоталамусе использовали 
метод полимеразной цепной реакции в реальном вре-
мени (ПЦР). Ткань гипоталамуса депарафинировали, 
гомогенизировали и с помощью набора «Trizol RNA 
Prep 100» (Изоген, Российская Федерация) выделяли 
РНК, концентрацию и качество которой оценивали 
на спектрофотометре Libra S32PC (Biochrom ltd., 
Великобритания). Обратную транскрипцию (синтез 
кДНК) проводили с использованием набора реагентов 
«ОТ» (Синтол, Российская Федерация). Специфи-
ческие пары праймеров для анализа исследуемого 
и референсного генов были подобраны с помощью 
программного обеспечения Primer-BLAST (NIH, США) 
и синтезированы фирмой Invitrogen (Thermo Scientific, 
США): для HIF-1α использовали прямой праймер GGC 
GAG AAC GAG AAG AAA AAT AGG, обратный праймер 
TCG ACG TTC GGA ACT CAT CC; для HIF-3α использо-
вали прямой праймер CAC GCT TTG GAC TCT GAT GC 
и обратный праймер GCT CAG CAA AGT GTG GAT GC; 
в качестве референс-гена был использован ген 
глицеральдегид-3-фосфат-дегидрогеназы (GAPDH). 
Определение уровня экспрессии исследуемых ге-
нов hif проводили с использованием набора Maxima 
SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific, 
США) на амплификаторе CFX96 Real-Time PCR 
Detection Systems (Bio-Rad, США). Для выражения 
относительного уровня экспрессии генов использова-
ли сравнительный ΔΔCt метод. Анализ данных ПЦР 
проводили с помощью программного обеспечения CFX 
Manager (Bio-Rad, США).

Статистический анализ экспериментальных дан-
ных проводили пакетом программ для статистического 
анализа EXCEL 2003 (Microsoft Corp.) с интегриро-
ванной программной надстройкой AtteStat [19]. Для 
оценки достоверности различий в группах применяли 
t-критерий Стьюдента.

Результаты и их обсуждение
Гипоксические тренировки (ГТ) приводили к повы-
шению иммунореактивности к HIF-1α в области ПВЯ 
более чем на 50 %: в ммПВЯ площадь иммунореактив-
ности увеличивалась на 58,7 % (p < 0,001), а в злкПВЯ – 
на 55,1 % (p < 0,005) (табл. 1). Это сопровождалось 
нарастанием содержания белка HIF-1α в структурах: 
в ммПВЯ – в 2,5 раза (p < 0,001), а в злкПВЯ – в 3,4 
раза (p < 0,001). На этом фоне в медиобазальном 
гипоталамусе отмечалось 13-кратное нарастание 
уровня мРНК к HIF-1α, что свидетельствовало об 
активации гена hif-1α под влиянием ГТ. Вместе с тем 
в области крупноклеточных нейронов СОЯ ГТ приво-
дили к ограничению площади иммунореактивности к 
HIF-1α в нейронах на 46 % (p < 0,001) без изменения 
содержания белка (p > 0,5).

В отличие от HIF-1α, увеличение экспрессии белка 
HIF-3α в ответ на ГТ в большей степени проявлялось 
в крупноклеточном злкПВЯ, в котором площадь 
иммунореактивности к HIF-3α увеличивалась в 2 
раза (p < 0,001), а содержание самого белка – в 3 

раза (p < 0,001) (табл. 2). В мелкоклеточном ммПВЯ 
площадь иммунореактивности к белку HIF-3α не из-
менялась (p > 0,1), а его содержание увеличивалось 
на 73,5 % (p < 0,001). В области крупноклеточных 
нейронов СОЯ гипоксические тренировки приводили 
к умеренному ограничению площади иммунореак-
тивности к HIF-3α в нейронах на 13,5 % (p < 0,05) без 
статистически значимых изменений содержания белка 
(p > 0,1). На этом фоне в медиобазальном гипоталаму-
се отмечалось нарастание уровня мРНК к HIF-3α в 8,6 
раза, что указывало на общую для нейросекреторных 
нейронов активацию гена hif-3α в ответ на гипоксиче-
ский стимул.

Полученные данные свидетельствуют о том, что 
прерывистая гипоксия повышает экспрессию генов се-
мейства hif и усиливает синтез белков HIF-1α и HIF-3α  
в пептидергических нейронах ПВЯ. Вероятно, что по-
вышение экспрессии генов hif в данном случае можно 
рассматривать как сигнальный механизм активации 
пептидергических нейронов ПВЯ в ответ на гипокси-
ческий стимул. Действительно, ранее нами было уста-
новлено повышение уровня образования CRH и AVP в 
ПВЯ при действии гипоксической гипоксии [16–18]. Эти 
нейропептиды реализуют механизмы стероидогенеза 
и адаптации организма к действию стрессоров различ-
ного генеза [14,20]. В то же время угнетение синтеза 
белков семейства HIF в СОЯ свидетельствует о том, 
что AVP-синтезирующие нейроны СОЯ, по-видимому, 
не участвуют в механизмах адаптационного ответа 
на гипоксию. Это согласуется с ранее установленным 
фактом, что многодневная гипоксическая гипоксия 
приводит к дистрофическим измерениям в СОЯ [16,21]. 
Таким образом, мы полагаем, что активация генов 
семейства hif при многодневном действии гипоксиче-
ской гипоксии может являться одним из молекулярных 
маркеров активации пептидергических нейронов 
нейросекреторных ядер гипоталамуса, участвующих 
в механизмах нейроэндокринного ответа на стресс. 
В этой связи эффективность гипоталамических ме-
ханизмов адаптации к гипоксии, опосредованных HIF, 
была нами оценена через 10 дней после окончания ГТ.

Было установлено, что в постгипоксическом 
периоде уровень мРНК к HIF-1α в медиобазальном 
гипоталамусе снижался в 5 раз (p < 0,001) по сравне-
нию со сроком окончания ГТ, но оставался при этом 
в 2,5 раза (p < 0,001) выше, чем в контроле (табл. 1). 
В CRH/AVP-синтезирующих мелкоклеточных ней-
ронах ммПВЯ сохранялись высокие показатели им-
мунореактивности к белку HIF-1α, а его содержание 
составляло 80 % (p < 0,05) от показателя окончания ГТ, 
что было в 2 раза выше, чем в контроле. Сохранялись 
высокие параметры синтеза белка HIF-1α в AVP-син-
тезирующих крупноклеточных нейронах злкПВЯ, в 
которых содержание белка хотя и снижалось на 45 % 
(p < 0,002) по сравнению с окончанием ГТ, но сохра-
нялось на 85 % (p < 0,001) выше, чем в контроле. В 
крупноклеточных нейронах СОЯ в постгипоксический 
период содержание белка HIF-1α не изменялось, хотя 
отмечалось некоторое восстановление параметров 
иммунореактивности к HIF-1α, площадь которой воз-
растала на 20 % (p < 0,002) по отношению ко времени 
окончания ГТ.
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В то же время концентрация мРНК к HIF-3α в медио-
базальном гипоталамусе в постгипоксический период 
снижалась до контрольных значений (табл. 2). При 
этом существенно уменьшалась площадь иммунореак-
тивности к белку HIF-3α и содержание самого белка в 
крупноклеточных нейронах злкПВЯ, хотя эти показатели 
оставались на 20–25 % выше, чем в контроле (p < 0,05). 
В СОЯ показатели площади иммунореактивности к 
белку HIF-3α восстанавливались до контрольных зна-
чений, однако содержание самого белка в структуре 
не изменялось. В противоположность реакции круп-
ноклеточных AVP-синтезирующих нейронов, в CRH/
AVP-синтезирующих мелкоклеточных нейронах ммПВЯ 
площадь иммунореактивности к белку HIF-3α продолжа-
ла увеличиваться на 26,5 % (p < 0,001) при сохранении 
показателей содержания белка на уровне значений, 
соответствующих окончанию ГТ.

Таким образом, полученные данные свидетель-
ствуют о том, что многодневное действие гипокси-
ческой гипоксии приводит к повышению экспрессии 
генов hif-1α и hif-3α и усилению синтеза белков HIF-1α 
и HIF-3α в пептидергических нейронах ПВЯ, но не в 
крупноклеточных нейронах СОЯ. Важно, что данный 
эффект в значительной мере сохранялся через 10 
дней после окончания ГТ, а наиболее интенсивное 
увеличение содержания белков семейства HIF в ответ 
на гипоксию отмечалось в ммПВЯ. Как уже говорилось 
ранее, его мелкоклеточные нейроны ммПВЯ являются 
основным источником синтеза CRH в гипоталамусе и 
одновременно синтезируют AVP ко-пептид в CRH-ер-
гических нейронах. Многие исследователи полагают, 
что уровень функциональной активности ПВЯ в значи-
тельной мере определяет успешность стратегии адап-
тации организма к стрессорам различного генеза, в том 
числе и к гипоксии [6,12,14,17,18]. Хотя доказательства 
прямого влияния HIF-1α на синтез CRH в гипоталамусе 

в открытом литературном доступе мы не обнаружи-
ли, но известно, что HIF-1α активирует ген POMC в 
гипоталамических нейронах при гипоксии [22,23] так 
же, как и CRH – в гипоталамусе и аденогипофизе 
при стрессе [6,12]. При этом блокирование синтеза 
HIF-1α в гипоталамических нейронах, синтезирующих 
POMC, приводит к дисбалансу энергического обмена 
в организме и способствует развитию ожирения ги-
поталамического генеза [23], а фармакологическая 
стимуляция образования HIF-1α, напротив, повышает 
эффективность активации ГГАКС в ответ на острый 
стресс умеренной интенсивности [24].

Следует обратить внимание на тот факт, что уме-
ренная гипоксическая нагрузка приводит к активации 
оксидативного и нитрозирующего стресса в нейронах 
[25], а тяжёлая гипоксия вызывает воспалительный 
процесс и апоптоз нейроцитов [26,27]. Однако даже 
кратковременная экспозиция в воздушной среде с 10 % 
содержанием О2 повышает в нейронах концентрацию 
белков HIF-1α [28] и HIF-3α [29]. Считается, что про-
дукция белка HIF-1α является критически важной для 
адаптации клеток к гипоксии [4,8,9] и обеспечивает 
молекулярные механизмы адаптации мозга к гипо-
ксии [28,30]. При этом HIF-1α оказывает нейропротек-
торный эффект и стимулирует репарацию нервной 
ткани, повышая в ней пул скавенджеров свободных 
радикалов (гем-гидроксилазы-1, гем-оксигеназы-1) и 
факторов ангиогенеза (VEGF, VEGFR1, ангиопоэтин) 
[1,30–32]. В условиях гипоксии HIF-1α является важным 
регулятором метаболизма глюкозы, активатором генов 
трансмембранных транспортёров глюкозы и ключевых 
ферментов гликолиза, что приводит к увеличению пула 
АТФ в нервных клетках [1]. При умеренной гипоксиче-
ской нагрузке HIF-1α оказывает мощный антиапопто-
тический эффект и уменьшает клеточную гибель при 
ишемии мозга [28,33].

Таблица 1. Показатели экспрессии HIF-1α в медиобазальном гипоталамусе при действии прерывистой гипоксии (M ± m)

Показатели Группы животных
Контрольная Гипоксические тренировки Постгипоксический период

Площадь материала, иммунореактивного к HIF-1α, в СОЯ (мкм2) 4,835 ± 0,357 2,601 ± 0,113* 3,125 ± 0,113*#

Площадь материала, иммунореактивного к HIF-1α, в злкПВЯ (мкм2) 4,117 ± 0,392 6,385 ± 0,652* 5,116 ± 0,584
Площадь материала, иммунореактивного к HIF-1α, в ммПВЯ (мкм2) 2,670 ± 0,099 4,237 ± 0,375* 4,553 ± 0,312*
Содержание HIF-1α в СОЯ (Еиф) 0,044 ± 0,002 0,043 ± 0,003 0,045 ± 0,002
Содержание HIF-1α в злкПВЯ (Еиф) 0,039 ± 0,003 0,134 ± 0,016* 0,073 ± 0,008*#

Содержание HIF-1α в ммПВЯ (Еиф) 0,200 ± 0,011 0,493 ± 0,032* 0,396 ± 0,033*#

Содержание мРНК к HIF-1α в медиобазальном гипоталамусе (у. е.) 1,000 ± 0,431 12,805 ± 1,527* 2,498 ± 0,613*#

*: достоверность отличий p < 0,05 по отношению к показателям контрольной группы; #: после гипоксических тренировок.

Таблица 2. Показатели экспрессии HIF-3α в медиобазальном гипоталамусе при действии прерывистой гипоксии (M ± m)

Показатели Группы животных
Контрольная Гипоксические тренировки Постгипоксический период

Площадь материала, иммунореактивного к HIF-3α в СОЯ (мкм2) 2,865 ± 0,164 2,476 ± 0,108* 2,859 ± 0,126#

Площадь материала, иммунореактивного к HIF-3α в злкПВЯ (мкм2) 2,882 ± 0,169 5,859 ± 0,548* 3,607 ± 0,259*#

Площадь материала, иммунореактивного к HIF-3α в ммПВЯ (мкм2) 2,351 ± 0,077 2,615 ± 0,152 3,309 ± 0,140*#

Содержание HIF-3α в СОЯ (Еиф) 0,028 ± 0,002 0,033 ± 0,003 0,033 ± 0,002*
Содержание HIF-3α в злкПВЯ (Еиф) 0,030 ± 0,002 0,090 ± 0,009* 0,036 ± 0,002*#

Содержание HIF-3α в ммПВЯ (Еиф) 0,146 ± 0,008 0,253 ± 0,017 * 0,264 ± 0,016*
Содержание мРНК к HIF-3α в медиобазальном гипоталамусе (у. е.) 1,000 ± 0,258 8,565 ± 0,838* 1,246 ± 0,328 

*: достоверность отличий p < 0,05 по отношению к показателям контрольной группы; #: после гипоксических тренировок.
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Для клеток млекопитающих характерна ко-лока-
лизация обеих изоформ белка HIF [34], однако при 
гипоксии концентрация HIF-1α повышается в основ-
ном в цитоплазме нейронов [28], а уровень HIF-3α 
увеличивается главным образом в клеточном ядре 
[34]. Данная особенность может быть обусловлена 
спецификой взаимного участия обеих изоформ HIF в 
молекулярных механизмах адаптации к гипоксии по 
принципу отрицательной обратной связи. Так, белок 
HIF-1α может влиять на экспрессию гена hif-3α, а белок 
HIF-3α, как правило, тормозит синтез HIF-1α [4,8,9]. 
Однако ген hif-1α – всего лишь одна из мишеней для 
белка HIF-3α. Помимо регулирования транскрипции 
специфичных для HIF-3α целевых генов, существует 
большая группа генов, однонаправленная регуляция 
которых характерна для обеих изоформ белка HIF. 
В частности, это гены, регулирующие катаболизм 
моносахаридов, р53-опосредованные процессы кле-
точного апоптоза, механизмы индукции оксидативного 
стресса и антиоксидантной защиты [3,5]. В настоящем 
исследовании установлено, что гипоксические трени-
ровки приводили к более интенсивному накоплению 
белка HIF-1α в нейронах ПВЯ, содержание которого в 
2 раза превышало соответствующие значения HIF-3α  
в ммПВЯ и на 50 % – в злкПВЯ. Следовательно, повы-
шение концентрации белка HIF-3α в гипоталамусе не 
обязательно должно приводить к торможению актив-
ности гена hif-1α и, значит, к выключению активности 
генов, регулируемых белком HIF-1α.

Таким образом, проведённые исследования показа-
ли, что белки HIF могут играть важную роль в молекуляр-
ных механизмах регуляции физиологической функции 
пептидергических нейронов гипоталамуса в ответ на 
гипоксический стимул. Вероятно, что изменение экс-
прессии генов hif и соотношения пула белков семейства 
HIF в нейронах может модулировать интенсивность 
синтеза тех ключевых гипоталамических нейропепти-
дов, которые определяют функциональную активность 
гипофиза и периферических эндокринных желёз, и, 
соответственно, адаптивную возможность организма к 
гипоксии. В то же время сохранение высоких показате-
лей экспрессии гена hif-1α в паравентрикулярном ядре 
гипоталамуса в постгипоксический период свидетель-
ствует о формировании системного структурного следа 
адаптации к гипоксии и, следовательно, эффективности 
предложенного режима гипоксических тренировок с 
целью повышения общей резистентности организма.

Выводы
1. Прерывистая гипобарическая гипоксия приво-

дит к повышению синтеза мРНК к HIF-1α и HIF-3α, а 
также самих белков в котриколиберин- и вазопрес-
синергических нейронах паравентрикулярного ядра 
гипоталамуса.

2. Гипоксические тренировки снижают уровень 
образования белков HIF-1α и HIF-3α в крупноклеточных 
нейронах супраоптического ядра.

3. Основные показатели повышения функциональ-
ной активности нейронов паравентрикулярного ядра 
гипоталамуса сохраняются на протяжении 10 дней 
после окончания действия прерывистой гипоксии.
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Predictive value of melatonin and serotonin levels  
in early recovery period of cerebral ischemic hemispheric stroke
S. O. Medvedkova
Zaporizhzhia State Medical University, Ukraine

The aim was developing of criteria for prediction of the early recovery period outcome of cerebral ischemic hemispheric stroke 
(CIHS) on the base of the identification of serum concentration of melatonin and plasma level of serotonin.

Materials and methods: complex clinical and paraclinical investigation was carried out in 77 patients (the average age of patients 
was 57.9 ± 0.9 years) on early recovery period of CHIS using of clinical scales (National Institute of Health Stroke Scale, Barthel 
Index, modified Rankin Scale) on the 10th, 30th, 90th and 180th day of disease, and visualization of cerebral structures by CT scan, 
and identification of the serum concentration of melatonin and serotonin plasma level on the 10th, 30th day of disease, and also 
by the calculation of the melatonin/serotonin ratio (MSR) as serum concentration of melatonin divided by serotonin plasma level.

Results. Using the comparative ROC-analysis it was defined that the most informative parameters for prediction of moderate 
and severe disability as for value according to mRS ≥ 3 points on the 180th day are the level of MSR on the 30th day (AUC = 0.78, 
p < 0.05), serotonin plasma level on the 30th day (AUC = 0.74, p < 0.05), dynamics of serum concentration of melatonin 
on the 30th day (AUC = 0.67, p < 0.05), dynamics of serotonin plasma level on the 30th day (AUC = 0.67, p < 0.05), dynamics 
of MSR on the 30th day (AUC = 0.66, p < 0.05) and serum concentration of melatonin on the 30th day (AUC = 0.66, p < 0.05).

Conclusions. The level of MSR ˃212,0 on the 30th day was the predictor of moderate and profound disability for modified 
Rankin’s scale ≥3 points on the 90th (AUC = 0.81, p ˂ 0.05; sensitivity = 100.0 %, specificity = 75.0 %) and on the 180th day 
of disease was (AUC = 0.78, p ˂ 0.05; sensitivity = 100.0 %, specificity = 73.3 %); the serotonin plasma level ≤0.15 mcmol/l 
on the 30th day of CIHS was the predictor of moderate and profound disability for modified Rankin’s scale ≥3 points on the 180th 
day of disease (AUC = 0.74, p ˂ 0.05; sensitivity = 60.0 %, specificity = 86.7 %).

Прогностичне значення рівнів мелатоніну та серотоніну  
в ранньому відновному періоді мозкового ішемічного півкульового інсульту

С. О. Мєдвєдкова
Мета роботи – розробка критеріїв прогнозування виходу раннього відновного періоду мозкового ішемічного півкульового 
інсульту (МІПІ) на підставі визначення сироваткової концентрації мелатоніну та рівня серотоніну у плазмі крові.

Матеріали та методи. Здійснили комплексне клініко-параклінічне дослідження 77 хворих (середній вік 57,9 ± 0,9 року) 
в ранньому відновному періоді МІПІ з використанням клінічних шкал (National Institute of Health Stroke Scale, Barthel 
Index, modified Rankin Scale) на 10, 30, 90 та 180 добу захворювання, візуалізації церебральних структур методом 
комп’ютерної томографії, визначення сироваткової концентрації мелатоніну, рівня серотоніну у плазмі крові на 10, 30 
добу захворювання, а також розрахунком співвідношення мелатоніну та серотоніну (СМС) = сироваткова концентрація 
мелатоніну/рівень серотоніну у плазмі крові.

Результати. На підставі порівняльного ROC-аналізу встановили, що найінформативнішими параметрами для прогно-
зування помірної та вираженої інвалідизації у вигляді значення по mRS ≥ 3 бали на 180 добу є рівень СМС на 30 добу 
(AUC = 0,78, р < 0,05), вміст серотоніну в плазмі крові на 30 добу (AUC = 0,74, р < 0,05), динаміка сироваткової концентрації 
мелатоніну на 30 добу (AUC = 0,67, р < 0,05), динаміка рівня серотоніну в плазмі крові на 30 добу (AUC = 0,67, р < 0,05), 
динаміка СМС на 30 добу (AUC = 0,66, р < 0,05) і сироваткова концентрація мелатоніну на 30 добу (AUC = 0,66, р < 0,05).

Висновки. Рівень СМС ˃212,0 на 30 добу МІПІ є предиктором помірної та глибокої інвалідизації у формі значення за 
модифікованою шкалою Ренкіна ≥3 бали на 90 (AUC = 0,81, p ˂ 0,05; чутливість = 100,0 %, специфічність = 75,0 %) та 
180 добу захворювання (AUC = 0,78, p ˂ 0,05; чутливість = 100,0 %, специфічність = 73,3 %); вміст серотоніну у плазмі 
крові ≤0,15 мкмоль/л на 30 добу МІПІ виступає предиктором помірної та глибокої інвалідизації у вигляді значення за 
модифікованою шкалою Ренкіна ≥3 бали на 180 добу захворювання (AUC = 0,74, p ˂ 0,05; чутливість = 60,0 %, специ-
фічність = 86,7 %).

Прогностическое значение уровней мелатонина и серотонина в раннем 
восстановительном периоде мозгового ишемического полушарного инсульта
С. А. Медведкова

Цель работы – разработка критериев прогнозирования исхода раннего восстановительного периода мозгового ишеми-
ческого полушарного инсульта (МИПИ) на основании определения сывороточной концентрации мелатонина и уровня 
серотонина в плазме крови.

Материалы и методы. Проведено комплексное клинико-параклиническое исследование 77 больных (средний возраст 
57,9 ± 0,9 года) в раннем восстановительном периоде МИПИ с использованием клинических шкал (National Institute 
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of Health Stroke Scale, Barthel Index, modified Rankin Scale) на 10, 30, 90 и 180 сутки заболевания, визуализации цере-
бральных структур методом компьютерной томографии, определения сывороточной концентрации мелатонина и уровня 
серотонина в плазме крови на 10, 30 сутки заболевания, а также расчётом соотношения мелатонина и серотонина 
(СМС) = сывороточная концентрация мелатонина/уровень серотонина в плазме крови.

Результаты. На основании сравнительного ROC-анализа установлено, что наиболее информативными параметрами для 
прогнозирования умеренной и выраженной инвалидизации в форме значения по mRS ≥ 3 балла на 180 сутки являются 
уровень СМС на 30 сутки (AUC = 0,78, p < 0,05), содержание серотонина в плазме крови на 30 сутки (AUC = 0,74, p < 0,05), 
динамика сывороточной концентрации мелатонина на 30 сутки (AUC = 0,67, p < 0,05), динамика уровня серотонина 
в плазме крови на 30 сутки (AUC = 0,67, p < 0,05), динамика КИБМ на 30 сутки (AUC = 0,66, p < 0,05) и сывороточная 
концентрация мелатонина на 30 сутки (AUC = 0,66, p < 0,05).

Выводы. Уровень СМС ˃212,0 на 30 сутки МИПИ является предиктором умеренной и глубокой инвалидизации в фор-
ме значения по модифицированной шкале Рэнкина ≥3 балла на 90 (AUC = 0,81, p ˂ 0,05; чувствительность = 100,0 %, 
специфичность = 75,0 %) и 180 сутки заболевания (AUC = 0,78, p ˂ 0,05; чувствительность = 100,0 %, специфич-
ность = 73,3 %); содержание серотонина в плазме крови ≤0,15 мкмоль/л на 30 сутки МИПИ выступает предиктором 
умеренной и глубокой инвалидизации в форме значения по модифицированной шкале Рэнкина ≥3 балла на 180 сутки 
заболевания (AUC = 0,74, p ˂ 0,05; чувствительность = 60,0 %, специфичность = 86,7 %).

Introduction
Diagnostics and treatment of the patients with cerebral 
stroke is one of the main problems in modern neurology. 
Medical and social significance of this problem is caused 
by the high morbidity, disability and mortality for above 
mentioned pathology [7]. Cerebral stroke is the main 
reason of disability among surviving patients. Post-stroke 
disability takes the first place among the reasons of disabil-
ity concerning adults in the majority countries of the world. 
80 % of people after brain stroke become disabled, 25 % 
of people need the nursing care [3]. Differentiated deter-
mination of optimal structure and number of medical ther-
apies based on the individual prognosis is one of the ways 
for improvement of functional outcome among the patients 
with cerebral ischemic stroke [2].

In recent clinical and experimental investigations 
the role of serotonin [1] and melatonin [4–6,8] has been 
persuasively proved in pathogenesis of acute focal cere-
bral ischemia. This fact is the basis for suggestion about 
the possibility to use the humoral markers with aim to pre-
dict the outcome of cerebral ischemic stroke. 

Its aim was developing criteria for prediction of the out-
come during the early recovery period of CIHS on the base 
of the identification of serum concentration of melatonin 
and the level of serotonin in the plasma.

Material and methods of investigation
In order to achieve the aim, complex clinical and paracli-
nical investigation was carried out in 77 patients (55 men 
and 22 women, the average age was 57.9 ± 0.9 years) 
on early recovery period of CIHS. The inclusion criteria 
were: men and women at the age from 33 to 74 years old 
with the confirmed cerebral hemispheric ischemic stroke 
according to the data of clinical and computer tomogra-
phy study; hospitalization during the first 24 hours from 
the beginning of disease. The patients with the following 
criterion were excluded from the investigation: acute dis-
orders of cerebral circulation in anamnesis; haemorrhagic 
transformation of cerebral infarction; combined stroke; ≥2 
lesions; somatic pathology on the stage of decompensa-
tion; cancer pathology.

The evaluation of the level for neurological deficit was 
carried out in all the patients according to the National Insti-

tute of Health Stroke Scale (NIHSS), the level of functional 
independence according to Barthel Index (BI) and disability 
according to modified Rankin Scale (mRS) on the 10th, 
30th, 90th and 180th day of disease. Visualization of cere-
bral structures was done using the CT scanner Siemens 
Somatom Spirit (Germany). 

Blood samples were collected into 2 vacutainer 
tubes (one – with clot activator, the next – with EDTA) 
by venipuncture from median cubital vein on the anterior 
forearm in the morning (7–7.30 AM) on the 10th and 30th 
day from CHIS onset. Melatonin serum level was mea-
sured using an immunoassay (IBL, Germany, Cat. 
No. RE54021) at Scientific Medical Laboratory Center 
(head – prof. A. Abramov) of ZSMU. Serotonin plasma 
level was measured using a fluorescent spectrophotometry 
(λex = 300 nm, λem = 540 nm) at Laboratory Diagnosis 
and General Pathology Department (head – prof.  A.Trailin) 
of the Zaporizhzhia Medical Academy of Postgraduate 
Education. Melatonin/Serotonin ratio (MSR), dynamic 
coefficients of melatonin (ΔME), serotonin (ΔSE) and MSR 
(ΔMSR) changes from the 10th day to the 30th day as 
compared to the 10th day were calculated.

Statistical data processing was done using the Sta-
tistica 6.0 (StatSoft Inc., USA, serial number AXXR712D-
833214FAN5) application. Descriptive statistics are 
presented as median and interquartile range – Ме [Q1; 
Q3]. The criteria of Mann–Whitney and Kruskal–Wallis 
were used for the estimation of intergroup differences, 
binary logistic regression and ROC-analysis were used 
for development of the predicting criteria.

Results and their discussion
On the 10th and 30th day of disease essential differences 
of serum concentration of melatonin, plasma concentra-
tion of serotonin and their correlation among the patients 
with CIHS depending on the age and sex were not revealed.

Distribution of patients with CIHS depending 
on the mRS index on the 90th and 180th day of disease is 
revealed in the Table 1. 

As the primary endpoints, the cases of mode-
rate and profound disability on the 90th and 180th day 
of the disease according to the indexes of mRS ≥ 3 points  
were registered respectively in 14 (18.2 %) and 12 (15.6 %) 
patients.
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Using the comparative ROC-analysis we defined that 
the most informative parameters for prediction of moderate 
and severe disability for mRS ≥ 3 points on the 90th day 
of CIHS are the following (in decreasing order of predic-
tive value): the level of MSR on the 30th day (AUC = 0.81, 
p < 0.05), the serotonin plasma level on the 30th day 
(AUC = 0.69, p < 0.05), dynamics of MSR level on the 30th 
day (AUC = 0.67 p < 0.05), the serotonin plasma level 
on the 30th day (AUC = 0.65, p < 0.05) and dynamics 
of serum concentration of melatonin on the 30th day 
(AUC = 0.64, p < 0.05) (Table 2).

In accordance with the date from the table 2, the most 
informative parameters for prediction of moderate and se-
vere disability for mRS ≥ 3 points on the 180th day are 
also MSR level on the 30th day(AUC = 0.78, p < 0.05), 
the serotonin plasma level on the 30th day (AUC = 0.74, 
p < 0.05), dynamics of serum concentration of melatonin 
on the 30th day (AUC = 0.67, p < 0.05), dynamics of the se-
rotonin plasma level on the 30th day (AUC = 0.67, p < 0.05), 
dynamics of MSR on the 30th day (AUC = 0.66, p < 0.05) 
and the serum concentration of melatonin on the 30th day 
(AUC = 0.66, p < 0.05).

On the basis of ROC-analysis the definitions 
of above mentioned indexes for prediction of moderate 
and severe disability for mRS ≥ 3 points on the 90th 
day (Table 3) and on the 180th day of CIHS (Table 4) 
with the optimal correlation of sensitivity and specificity 
were determined.

It was defined that prognostic criterion of moderate 
and severe disability for mRS ≥ 3 points on the 180th 
day of CIHS were: MSR level on the 30th day ˃212.0, 
MSR dynamics on the 10th–30th day ˃1.019, the serum 
concentration of melatonin on the 30th day ≤29.1 pg/ml  
and dynamics of serum concentration of melatonin 
on the 10th–30th day ≤0.382, whereas the level of serotonin 
in blood plasma on the 30th day is ˃0.15 mcmol/l and its 
dynamics on the 10th–30th day ≥-0.318 were associated 
with the mRS ≤2 points on the 180th day of disease. 

So, decreasing of serum concentration of melatonin 
on the 30th day or its increasing no more than 38.2 % from 
the level on the 10th day of disease are prognostically un-
favorable for the functional outcome during early recovery 
period of CIHS. It allows considering mentioned options 
of melatonin dynamics as the markers of insufficiency 
in the system of endogenous antioxidant protection. At 
the same time it is the base for more intensive neurometa-
bolic and antioxidant therapy among the patient of such 
a group.

Moreover, decreasing of serotonin level in blood plas-
ma on the 30th day more than 31.8 from its level on the 10th 
day of the disease is also prognostically unfavorable factor. 
The availability of correlation interaction between plasma 
serotonin concentration and its level in brain was proved 
earlier by T. Audhya with co-authors [9]. Received data 
is also coordinated with the results of I. V. Shilonosova’s 
investigation (2012), where inverse correlation between 
the content of humoral serotonin on the 16th–24th day 
of CIHS and the level of neurological deficit was defined 
[1]. Taking into consideration the ability of serotonin 
to play the role of angiogenesis inductor [4] and revealed 
by us interconnection between its concentration in blood 
and forecast of CIHS treatment, we can affirm about 

the pathogenetic significance of serotonin in the realization 
of sanogenesis mechanisms during early recovery period 
of CIHS. 

Among the studied indexes the highest information 
value for prognosis of functional outcome of early recovery 
period of CIHS as for the results of this research was set 
for the ratio of melatonin and serotonin on the 30th day 
of disease (AUC = 0.81 against 0.45 и 0.69 for melatonin 
and serotonin respectively). It defines the practical usage 
of mentioned criterion as surrogate marker of objectifi-
cation of interconnection of melatonin and its metabolic 
precursor – serotonin among the patients with CIHS as 

Table 1. Distribution of patients with CIHS depending on the mRS index on the 90th 
and 180th day of disease

mRS score the 90th day, 
n (%)

the 180th day, 
n (%)

0 13 (16.9 %) 21 (27.3 %)
1 21 (27.3 %) 20 (26.0 %)
2 29 (37.7 %) 24 (31.2 %)
3 13 (16.8) 11 (14.2 %)
4 1 (1.3 %) 1 (1.3 %)

Table 2. Comparative analysis of informational content as for melatonin and serotonin 
levels, MSR on the 10th and 30th day of CIHS for prediction of moderate and severe 
disability for mRS ≥ 3 points on the 90th and 180th day of disease on the basis 
of calculations of Area Under the Curve index (AUC)

Options End point, AUC
mRS ≥ 3  
the 90th day

mRS ≥ 3  
the 180th day

The serotonin plasma level on the 10th day, mcmol/l 0.41 0.42
The melatonin serum level on the 10th day, pg/ml 0.53 0.54
MSR level on the 10th day 0.54 0.55
The serotonin plasma level on the 30th day, mcmol/l 0.69* 0.74*
The melatonin serum level on the 30th day, pg/ml 0.45 0.66*
MSR level on the 30th day 0.81* 0.78*
ΔSE 0.65* 0.67*
ΔME 0.64* 0.67*
ΔMSR 0.67* 0.66*

mRS: modified Rankin Scale score; *: significance of differences with the value of AUC = 0.5; 
p < 0.05.

Table 3. Criteria for prediction of moderate and severe disability for mRS ≥ 3 points 
on the 90th day of CIHS

Criterion Sensitivity Specificity
MSR level on the 30th day of CIHS ˃212.0 100 % 75.0 %
The serotonin plasma level on the 30th day ≤ 0.15 mcmol/l 50.0 % 86.4 %
ΔMSR ˃ 0.658 66.7 % 72.1 %
ΔSE ≥ -0.318 50.0 % 83.7 %
ΔME ≤ 0.513 100 % 45.2 %

Table 4. Criteria for prediction of moderate and severe disability for mRS ≥ 3 points 
on the 180th day of CIHS

Criterion Sensitivity Specificity
MSR level on the 30th day of CHIS ˃ 212.0 100 % 73.3 %
The serotonin plasma level on the 30th day ≤0.15 mcmol/l 60.0 % 86.7 %
ΔSE ≥ -0.318 60.0 % 84.1 %
ΔME ≤ 0.382 100 % 48.4 %
ΔMSR ˃ 1.019 60.0 % 79.5 %
The melatonin serum level on the 30th day ≤ 29.1 pg/ml 60.0 % 79.7 %
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for prognosis of outcome during the early recovery period 
of disease.

Conclusions
Conducted investigation allows us to draw out the fol-

lowing conclusions:
1. The level of MSR ˃ 212.0 on the 30th day of CIHS is 

the predictor of moderate and profound disability for modi-
fied Rankin’s scale ≥3 points on the 90th (AUC = 0.81, 
p ˂ 0.05; sensitivity = 100.0 %, specificity = 75.0 %) 
and on the 180th day of disease (AUC = 0.78, p ˂ 0.05; 
sensitivity = 100.0 %, specificity = 73.3 %).

2. The serotonin plasma level ≤0.15 mcmol/l on the 30th 
day of CIHS is the predictor of moderate and profound dis-
ability for modified Rankin’s scale ≥3 points on the 180th 
day of disease (AUC = 0.74, p ˂  0.05; sensitivity = 60.0 %, 
specificity = 86.7 %).

Perspective for further scientific investigations is 
the development of differential approach for arranging treat-
ment and rehabilitation in patients with CIHS, taking into 
account the individual prognosis of outcome on the early 
recovery period of disease, based on the identification 
of the serum concentration of melatonin and the serotonin 
plasma level.
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Експресія матриксних металопротеїназ у дифузних гліомах: 
діагностична роль
Т. В. Шинкаренко
ДЗ «Дніпропетровська медична академія МОЗ України», м. Дніпро

Дифузні гліоми – злоякісні пухлини з високою інвазивністю, що забезпечується синтезом протеаз, зокрема матриксних 
металопротеїназ (ММP). Експресія металопротеїназ неодноразово фіксувалася в різних формах дифузних гліом, однак 
значення особливостей експресії в диференціальній діагностиці потребує додаткових досліджень.
Мета роботи – визначити діагностичну роль особливостей експресії MMP-3 та MMP-9 у дифузних гліомах головного 
мозку різного гістологічного типу та ступеня злоякісності.
Матеріали та методи. Здійснили гістологічне та імуногістохімічне дослідження 52 дифузних гліом астроцитарного та 
олігодендрогліального типу з Grade (ступенем злоякісності) II–IV. Середній вік пацієнтів становив 43,13 року (від 22 до 
73 років), співвідношення чоловіків і жінок – 1,08:1.
Результати. У дифузних гліомах інтенсивність експресії MMP-3 та MMP-9 і локалізація накопичених відповідних протеїнів 
були подібними (інтенсивність експресії збігалась у 76,9 % новоутворень). Для ММР була характерна переважно цито-
плазматична реакція в пухлинних клітинах, а також ендотелію судин. Виражена (++) експресія MMP-3 – характерна для 
80,8 % гліобластом (Grade IV за ВООЗ), 57,1 % пухлин, що належать до Grade III, та тільки для 14,3 % дифузних астроци-
том та олігодендрогліом (p < 0,01). Частка гліобластом із вираженою експресією MMP-9 сягала 75 %, у дифузних гліомах 
Grade II–III подібну інтенсивність експресії MMP-9 реєстрували у 42,9 % і 37,7 % пухлин відповідно (p < 0,05). У астроци-
тарних пухлинах виражена експресія MMP спостерігалася частіше, ніж в олігодендрогліальних, але статистично значущої 
відмінності не зафіксовано (p > 0,05). Інтенсивність експресії ММР залежала від проліферативної активності пухлини 
та віку пацієнта (p < 0,05). Порівнюючи експресію ММР серед жінок і чоловіків, не виявили статистично вагомої різниці.
Висновки. Експресія MMP-3 та MMP-9 є подібною за інтенсивністю та локалізацією накопичених протеїнів у дифуз-
них гліомах головного мозку. Інтенсивність експресії MMP залежить від ступеня злоякісності дифузних гліальних пухлин 
і Grade-залежних показників, що може використовуватись у диференційній діагностиці.

Экспрессия матриксных металлопротеиназ в диффузных глиомах: диагностическая роль

Т. В. Шинкаренко
Диффузные глиомы – злокачественные опухоли с высокой инвазивностью, которая обеспечивается синтезом протеаз, в 
частности матриксных металлопротеиназ (ММP). Экспрессия металлопротеиназ неоднократно фиксировалась в различ-
ных формах диффузных глиом, однако значение особенностей экспрессии в дифференциальной диагностике глиальных 
опухолей требует дополнительных исследований.
Цель работы – определить диагностическую роль особенностей экспрессии MMP-3 и MMP-9 в диффузных глиомах го-
ловного мозга различного гистологического типа и степени злокачественности.
Материалы и методы. Осуществлено гистологическое и иммуногистохимическое исследования 52 образцов диффуз-
ных глиом астроцитарного и олигодендроглиального типа с Grade (степенью злокачественности) II–IV. Средний возраст 
пациентов составил 43,13 года (от 22 до 73 лет), соотношение мужчин и женщин – 1,08:1.
Результаты. В диффузных глиомах интенсивность экспрессии MMP-3 и MMP-9 и локализация накопленных белков 
были подобны (уровень экспрессии совпадает в 76,9 % новообразований). Для ММР была характерна преимущественно 
цитоплазматическая реакция в опухолевых клетках, а также эндотелии сосудов. Выраженная (++) экспрессия MMP-3 
была характерна для 80,8 % глиобластом (Grade IV по ВОЗ), 57,1 % опухолей, отнесённых к Grade III, и только для 
14,3 % диффузных астроцитом и олигодендроглиом (p < 0,01). Доля глиобластом с выраженной экспрессией MMP-9 
достигала 75 %, в диффузных глиомах Grade II–III подобный уровень экспрессии MMP-9 регистрировали в 42,9 % и 
37,7 % опухолей соответственно (p < 0,05). В астроцитарных опухолях выраженная экспрессия MMP наблюдалась чаще, 
чем в олигодендроглиальных, однако статистически значимого различия не зафиксировано (p > 0,05). Интенсивность 
экспрессии ММР зависела от пролиферативной активности опухоли и возраста пациента (p < 0,05). При сравнении 
экспрессии ММР среди женщин и мужчин статистически значимой разницы выявлено не было.
Выводы. Экспрессия MMP-3 и MMP-9 подобны по интенсивности и локализации накопленных белков в диффузных гли-
омах головного мозга. Интенсивность экспрессии MMP зависит от степени злокачественности диффузных глиальных 
опухолей и Grade-зависимых показателей, что может быть использовано в дифференциальной диагностике.

Expression of matrix metalloproteinases in diffuse gliomas: diagnostic value

T. V. Shynkarenko
Diffuse gliomas are malignant tumors with high invasiveness, last is provided by the synthesis of proteases, in particular matrix 
metalloproteinases (MMPs). Expression of metalloproteinases has been repeatedly documented in different forms of diffuse 
gliomas, but the differential diagnostic possibilities of its usage need additional research.
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The aim of the work was to determine the diagnostic role of MMP-3 and MMP-9 expression in brain diffuse gliomas of different 
histological types and malignancy grades.

Materials and methods. Histological and immunohistochemical examination of diffuse astrocytic and oligodendroglial gliomas 
(Grade II-IV) was performed (52 samples). The average age of the patients was 43.13 years (age range was 22–73 years), 
the male: female ratio was 1.08:1.

Results. The intensity of MMP-3 and MMP-9 expression and localization of preserved proteins are similar in diffuse gliomas 
(however, expression levels coincide in 76.9 % of tumors). Predominantly cytoplasmic expression is showed by tumor cells, 
as well as vascular endothelium. The high level (++) expression of MMP-3 is characteristic for 80.8 % glioblastomas (Grade 
IV WHO), 57.1 % of the Grade III tumors, and only among 14.3 % of diffuse astrocytes and oligodendrogliomas (p < 0.01). 
The proportion of glioblastomas with high level expression of MMP-9 reaches 75 %; the similar expression level of MMP-9 is 
recorded in Grade II-III diffuse gliomas (in 42.9 % and 37.7 % of tumors, respectively), p < 0.05. The high level expression of 
MMPs is more frequent in astrocytic tumors than in oligodendrogliomas, but statistically significant difference is not observed 
(p > 0.05). Expression of MMPs depended on proliferative tumor activity and patient’s age (p < 0.05). There was no statistically 
significant difference between MMPs expression in women and men.

Conclusions. The expression of MMP-3 and -9 is similar by pattern and intensity in diffuse gliomas of the brain. The intensity 
of MMPs expression depends on the malignancy grade and Grade-dependent features of diffuse glial tumors.

Дифузні  гліоми  головного мозку –  злоякісні  пухлини 
астроцитарного  та олігодендрогліального  типів  ІІ–ІV 
ступенів  злоякісності  (Grade)  за ВООЗ – характери-
зуються  поширенням неопластичних  клітин  уздовж 
пучків білої речовини, судин, а також під мозковими 
оболонками  [1,2], що  унеможливлює  тотальне  хі-
рургічне  видалення  пухлини,  а  отже  зумовлює  ви-
сокий ризик рецидивів  і  суттєво впливає на прогноз 
захворювання.

Відомо, що інвазивні властивості забезпечуються 
численними механізмами,  серед них найдосліджені-
шим є руйнування навколишньо клітинного матриксу 
(НКМ)  [3,4]. НКМ – складна мережа, що побудована 
з  колагенів,  протеогліканів, фібронектину,  ламініну 
тощо; виконує функцію бар’єра на шляху переміщення 
неопластично трансформованих клітин. Протеоліз НКМ 
відбувається під  впливом ферментів, що належать 
здебільшого до родини матриксних металопротеїназ 
(MMP), серинових, цистеїнових та аспартатових про-
теїназ, надмірний синтез яких зафіксований у великій 
кількості солідних новоутворень [5].

MMP представлені 23 ферментами  (MMP 1–23), 
що розділені на шість груп за особливостями будови та 
специфічністю до субстратів: колагенази, желатинази, 
стромелізини, матрілізини, ММР мембранного типу та 
інші (некласифіковані). Експресія MMP визначається 
в пухлинних клітинах, фібробластах, ендотеліоцитах, 
нейтрофілах; ММР забезпечують деградацію структур-
них протеїнів НКМ, а також регулюють проліферацію, 
апоптоз,  ангіогенез  та  імунну  відповідь  унаслідок 
протеоліза рецепторів, факторів росту  та адгезії  [6]. 
Регуляція активності ММP відбувається шляхом змін 
експресії відповідних генів, активації неактивних форм 
ферментів у НКМ і блокування активних ММP тканинни-
ми інгібіторами металопротеїназ (ТІМР) чи неспецифіч-
ними інгібіторами протеаз (альфа-2 макроглобуліни) [7]. 
Визначення особливостей експресії ММР може стати 
основою для розробки  та призначення специфічної 
таргетної терапії [8].

У дифузних  гліомах визначається надмірна екс-
пресія переважно MMP-2, MMP-9 і деяких інших, не-
одноразово вказувалось на збільшення інтенсивності 
експресії MMP у високозлоякісних астроцитомах (Grade 
III–IV)  [9–11],  але  частина дослідників  не  знайшли 

статистичної значущості відмінностей експресії MMP 
у пухлинах різного  ступеня  злоякісності  [12].  Також 
невизначеним залишилось співвідношення експресії 
MMP пухлинами астроцитарного  та олігодендроглі-
ального типів.

Мета роботи
Визначити діагностичну роль особливостей експресії 
MMP-3 та MMP-9 у дифузних гліомах головного моз-
ку різного гістологічного типу та ступеня злоякісності.

Матеріали і методи дослідження
Дослідили 52 дифузні гліоми пацієнтів, які лікувались 
у нейрохірургічному відділенні Дніпропетровської об-
ласної клінічної лікарні імені І. І. Мечникова протягом 
2010–2017 рр. Пацієнти не отримували хіміо- чи радіо-
терапії до операції. Гістологічний діагноз встановлений 
згідно з сучасними гістологічними та імуногістохімічни-
ми критеріями [2]. У дослідження включені 7 дифузних 
астроцитом  (Grade  II),  9 анапластичних астроцитом 
(Grade III), 24 гліобластоми (Grade IV), 7 олігодендроглі-
ом (Grade II), 5 анапластичних олігодендрогліом (Grade 
III). Середній вік пацієнтів становив 43,12 ± 11,20 року. 
Співвідношення чоловіків і жінок – 1,08:1.

Імуногістохімічний метод.  Імуногістохімічне до-
слідження  здійснили  згідно  з  протоколами  компанії 
Termo Scientific (TS), (США): для визначення експресії 
MMP-3  (клон SL-1  ID3,  р.  1:200  (TS,США)), MMP-9 
(клон Ab-1 GE-213, р. 1:200 (TS,США)) та Ki-67 (клон 
sp6, р. 1:400 (TS, США)) у зрізах завтовшки 4 мкм ви-
користовували систему візуалізації Lab Vision Quanto 
(TS, США) з виявленням білкового ланцюга за допо-
могою DAB Quanto Chromogen (TS, США). Експресію 
ММР визначали за локалізацією накопиченого білка у 
структурах пухлин (пухлинні клітини, судини, вогнища 
некрозу, кальцифікати), а також напівкількісно за рівнем 
накопичення у  структурах неоплазії  («-» – відсутнє, 
«+/-»  –  слабке,  «+» –  помірне,  «+/++» –  виражене, 
«++» – максимальне накопичення)  та  інтенсивністю 
експресії:  «+»  (10–40 % площі ділянки  зрізу  з  най-
більшою  інтенсивністю експресії),  «++»  (коричневий 
колір займає >40 % площі «гарячої ділянки»). Площа 
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коричневого кольору визначалася шляхом послідовних 
деконволюції, бінаризації, гістограми кольорів (ImageJ). 
Індекс проліферації (ІП) визначали за методикою, що 
описана  раніше  [13,14],  як  середнє  значення  спів-
відношення  кількості Ki-67-імунореактивних ядер до 
загальної кількості пухлинних ядер у фотографіях зон 
новоутворення з найбільшим скупченням клітин, що 
проліферують.

Статистичний  аналіз  здійснили  за  допомогою 
програмного забезпечення DoctorStat (версія 1.9). Дані 
представлені у вигляді M ± m, де M – середнє арифме-
тичне значення, m – стандартна похибка середнього. 
Статистичну значущість відмінності результатів у гру-
пах досліджуваних пухлин перевірено за допомогою 
точного тесту Фішера (2xN). Значення p < 0,05 прийнято 
статистично значущим [15].

Результати та їх обговорення
Індекс  проліферації  пухлинних  клітин  у  дифузних 
астроцитарних та олігодендрогліальних пухлинах го-
ловного мозку коливався від 0,9 до 32,6 %, середнє 
значення – 15,4 ± 10,3 %. Найвищі значення ІП заре-
єстровані у гліобластомах (18,8 ± 8,4 %), найнижчі – у 
пухлинах, що належать до Grade  II,  –  3,6  ±  2,1 %. 
Анапластичні гліоми (Grade III) характеризувалися ви-
сокими значеннями ІП, але поступалися гліобластомам 
(14,2 ± 9,1). ІП <10 % був властивий 21 пухлині (40,4 %).

Локалізація ММР-3  і ММР-9 у дифузних  гліомах 
була дуже подібною (табл. 1). Максимальна експресія 
ММР-3 та ММР-9 визначалася в ендотеліальних клі-
тинах судин гліом (++), які різко виділялися в оточенні 
негативних перицитів і сполучної тканини – особливо у 
великих судинах (рис. 1,2). Також максимальний рівень 
експресії був властивий перинуклеарній зоні пухлинних 
клітин, тоді як відростки формували слабопозитивний 
фон, а невиражену інтрануклеарну реакцію реєстру-
вали рідко. Менш  інтенсивна експресія визначалась 
в пухлинних клітинах із багатьма ядрами або у стані 
мітозу.  Більш  інтенсивна  експресія ММР  спостері-
галась на периферії  пухлини  та периваскулярно. У 
навколосудинній  зоні  пухлин виявлялись поодинокі 
імунореактивні  нейтрофіли  та макрофаги. Потрібно 
відзначити інтенсивне накопичення ММP (++) у зовніш-
ніх шарах кальцифікатів при менш позитивному центрі 
обвапнування. Ділянки некрозу показали несуттєве 
накопичення ММP, що вказувало на незначну роль, 
яку вони відіграють у резорбції некротизованої ткани-
ни  гліом. У реактивних астроцитах у перифокальній 
зоні  олігодендрогліом  спостерігалася  значна  пери-
нуклеарна експресія ММP-3 (++), дещо інтенсивніша 
за експресію ММP-9 (+). Протилежне співвідношення 
зафіксоване в гемістоцитах.

Інтенсивність експресії MMP-3 та MMP-9 (табл. 2). 
Виражена експресія MMP статистично вірогідно ча-
стіше фіксувалась у пухлинах більш літніх пацієнтів 
(>50 років), а також у пухлинах, для яких була властива 
інтенсивна проліферація пухлинних клітин  (ІП > 10), 
p < 0,01. Експресія ММP не залежала від статі пацієнтів 
(p > 0,05). У астроцитарних гліомах частіше спостері-
гали інтенсивну експресію, ніж в олігодендрогліальних 
пухлинах. Однак  статистичної  значущості  остання 

Таблиця 1. Локалізація та рівень накопичення ММP-3 та ММP-9 
у дифузних гліомах

Локалізація MMP-3 MMP-9
Пухлинні клітини:
  інтрануклеарно +/- +/-
  перинуклеарно +/++ +/++
  відростки +/- +
Ендотелій судин ++ ++
Сполучна тканина судин - -
Реактивні астроцити (периферія пухлини) ++ +
Некротизована тканина + +
Багатоядерні клітини +/- +/-
Клітини з фігурами мітозу +/- +/-
Гемістоцити +/++ ++
Кальцифікати ++ ++

-: відсутнє; +/-: слабке; +: помірне; +/++: виражене; ++: максимальне накопичення.

Рис. 1. Олігодендрогліома 
(Grade II). Виражена експресія 
MMP-9 ендотелієм судин.  
ІГХ метод ,  
додаткове забарвлення  
гематоксиліном Майєра.  
Зб. ×1000.

Рис. 2. Гліобластома  
(Grade IV). Експресія MMP-9 
ендотелієм гломерулоїдних 
судин.  
ІГХ метод,  
додаткове забарвлення  
гематоксиліном Майєра.  
Зб. ×400.

Рис. 3. Гліобластома 
(Grade IV). Інтенсивна (++) 
експресія MMP-9 пухлинними 
клітинами (переважно 
перинуклеарна реакція).  
ІГХ метод,  
додаткове забарвлення 
гематоксиліном Майєра.  
Зб. ×400.
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залежність не мала  (p > 0,05). Пухлинним клітинам 
дифузних астроцитом та олігодендрогліом  (Grade  II) 
була властива неінтенсивна експресія ММР-9 (рис. 1), 
в  анапластичних  астроцитомах  та  анапластичних 
олігодендрогліомах (Grade III) визначалась тенденція 
до інтенсивної експресії пухлинними клітинами ММР, 
а гліобластоми (рис. 2, 3) характеризувались здебіль-
шого вираженою експресією ММP (++). Інтенсивніша 
експресія MMP властива злоякіснішим дифузним глі-
омам (MMP-3 p < 0,01; MMP-9 p < 0,05). Виявлений 
значний прямий взаємозв’язок між експресією ММP-
3  та MMP-9  у  дифузних  гліомах  головного мозку 
(p < 0,001) (табл. 2). Статистично вірогідної відмінності 
показників експресії MMP у пухлинах астроцитарного 
та олігодендрогліального  типів не  зафіксували,  але 
виявили  суттєво  вищі  значення  інтенсивності  екс-
пресії MMP-3  та MMP-9  у  астроцитарних  пухлинах  
(табл. 2).

Дослідження  інших  авторів  продемонстрували 
чималий вплив різноманітних генетичних та антиген-
них властивостей на ступінь  злоякісності  та прогноз 
дифузних гліом. Особлива увага приділяється експресії 
ММР-2  та ММР-9, що пояснюється  їхнім внеском у 
переміщення неопластичних клітин у НКМ головного 
мозку [4,8]. V. Thorns et al. (2003), як і ми, спостеріга-
ли концентрування ММР периваскулярно, а  також у 
перифокальних  зонах пухлин  [11]. Локалізація ММР 
у  пухлинних  клітинах  і  в  ендотелії  судин  поясню-
ється  їхнім підвищеним  інтрацелюлярним синтезом 
із  наступним виділенням  у  навколишньо  клітинний  
простір [4,6].

Як  встановлено нами раніше,  ІП  і  вік  хворих  є 
Grade-залежними факторами  [12], що пояснює  їхній 
взаємозв’язок з інтенсивністю експресії MMP. Q. Xue 
(2017) у клітинній культурі  гліобластоми показав, що 
надлишкова  експресія ММP-9  стимулює  клітинну 
проліферацію  [10]  і може бути одним  із механізмів 
пухлинної прогресії.

Висновки
1. У дифузних гліомах визначається однакове за 

локалізацією накопичення MMP-3  та MMP-9,  а для 
76,9 % дифузних гліом характерна також подібна ін-
тенсивність експресії MMP-3 та MMP-9. Виражена (++) 
експресія MMP-3 характерна для 80,8 % гліобластом 
(Grade IV за ВООЗ), для 57,1 % анапластичних гліом 
(Grade III) та для 14,3 % дифузних астроцитом та олі-
годендрогліом (p < 0,01).

2. Виражена експресія MMP-9 спостерігається  у 
75 % гліобластом, а також реєструється у 42,9 % дифуз-
них гліом Grade II та у 37,7 % анапластичних гліальних 
пухлин Grade III (p < 0,05).

3. У астроцитарних пухлинах виражена експресія 
MMP  спостерігається  частіше,  ніж  в  олігодендро-
гліальних,  але  статистично  значущої  відмінності  не 
зафіксовали (p > 0,05).

Перспективи подальших досліджень полягають 
у вивченні діагностичної та прогностичної ролі інших 
клініко-морфологічних  та  ІГХ  характеристик дифуз-
них гліом головного мозку.
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Myocardial hypertrophy and intracardial hemodynamics  
in children with bicuspid aortic valve
А. V. Kamenshchyk, O. G. Ivanko
Zaporizhzhia State Medical University, Ukraine

Bicuspid aortic valve is one of the most common congenital heart diseases with low manifestation in childhood and severe 
consequences in adults that determines the importance in early diagnostics of myocardial changes in this anomaly. According 
to the literature the polymorphisms in the genes of NFATC family could result both in impaired embriogenetic valves formation 
and development of postnatal myocardial hypertrophy.

The aim of the study was to detect the early changes of intracardial hemodynamics at aortic valve in children with bicuspid 
aortic valve (BAV) and establish their interrelations to the signs of myocardial hypertrophy in these children. 

Materials and methods: Dopplerograhphic study of basic intracardiac hemodynamics parameters in 38 children with BAV and 
in 28 children of control group was conducted. The results were processed statistically by Student’s t-test, correlation analysis 
and multiple regression. 

Results: In the result of study the moderate concentric left ventricle myocardial hypertrophy development was detected in 
62 % of children with BAV which is accompanying to significant increasing of blood flow velocity and pressure gradient at aortic 
valve. There were not established significant correlations between the parameters of hemodynamics at valve and left ventricle’s 
posterior wall depth and septum depth whereas the highest inputs of these values were obtained in the left ventricle systolic 
dimension and volume and less in the hypertrophic signs. 

Conclusions: In children with BAV the moderate concentric myocardial hypertrophy with significant changes of intracardial 
hemodynamics at aortic valve takes place with the highest inputs in left ventricle volumetric values The obtained data serves 
as a substantiation for the treatment and prevention of it further development.

Гіпертрофія міокарда та внутрішньосерцева гемодинаміка  
в дітей із двостулковим аортальним клапаном серця
А. В. Каменщик, О. Г. Іванько
Двостулковий аортальний клапан є однією з найпоширеніших вроджених вад серця, котра має малосимптомний перебіг у 
дитинстві та важкі прояви в дорослому віці, що визначає важливість ранньої діагностики змін у міокарді при цій аномалії. 
Згідно з науковими літературними даними, поліморфізми генів сімейства NFATC можуть впливати як на ембріогенетичний 
формування клапанів серця, так і на розвиток постнатальної гіпертрофії міокарда. 

Мета роботи – визначення ранніх змін внутрішньосерцевої гемодинаміки на аортальному клапані в дітей із двостулковим 
клапаном серця (ДАК) і встановлення взаємозв’язків цих параметрів із показниками гіпертрофії міокарда.

Матеріали та методи. У 38 хворих із ДАК та у 28 умовно здорових дітей контрольної групи здійснили доплерографічне 
дослідження параметрів внутрішньосерцевої гемодинаміки зі статистичним опрацюванням даних за критерієм Стьюдента, 
методами кореляційного аналізу та множинної регресії. 

Результати. У результаті дослідження в 62 % хворих із ДАК встановлена наявність помірної концентричної гіпертрофії 
міокарда, що поєднувалася зі значним підвищенням градієнта тиску та швидкості кровотоку на аортальному клапані. 
Водночас не встановили значущих кореляцій між параметрами гемодинаміки на клапані та товщиною задньої стінки 
лівого шлуночка й міжшлуночкової перетинки з наявністю найбільших внесків даних, що отримали, в систолічний об’єм 
і розмір лівого шлуночка та менших – у показники, що відбивають міокардіальну гіпертрофію.

Висновки. У дітей із ДАК наявна помірна концентрична гіпертрофія міокарда лівого шлуночка, що супроводжується суттєви-
ми змінами гемодинаміки аортального клапана з найбільшим впливом цих змін на волюметричні показники лівого шлуночка.

Гипертофия миокарда и внутрисердечная гемодинамика у детей  
с двустворчатым аортальным клапаном сердца

А. В. Каменщик, О. Г. Иванько
Двустворчатый аортальный клапан является одним из наиболее распространённых врождённых пороков сердца, имеет 
малосимптомное течение в детском возрасте и тяжёлые осложнения у взрослых, что определяет важность ранней 
диагностики изменений в миокарде при этой патологии. Согласно научным литературным данным, полиморфизмы 
генов семейства NFATC могут влиять как на эмбриогенетическое формирование клапанов сердца, так и на развитие 
постнатальной гипертрофии миокарда. 

Цель работы – определение ранних изменений внутрисердечной гемодинамики на аортальном клапане у детей с дву-
створчатым клапаном сердца (ДАК) и выявление взаимосвязей этих параметров с показателями гипертрофии миокарда. 
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Материалы и методы. У 38 больных с ДАК и у 28 условно здоровых детей контрольной группы было проведено доппле-
рографическое исследование параметров внутрисердечной гемодинамики с последующей статистической обработкой 
полученных данных при помощи критерия Стьюдента, методами корреляционного анализа и множественной регрессии. 

Результаты. В результате исследования у 62 % больных с ДАК установлено наличие умеренной концентрической 
гипертрофии миокарда, которая сочеталась с повышением градиента давления и скорости кровотока на аортальном 
клапане. В то же время не выявлено значимых корреляций между параметрами гемодинамики на клапане и толщиной 
задней стенки левого желудочка и межжелудочковой перегородки при наличии наибольших вкладов полученных пара-
метров в систолический объём и размер левого желудочка и, соответственно, меньших – в показатели, отражающие 
гипертрофию у этих больных.

Выводы. У детей с ДАК имеет место умеренная концентрическая гипертрофия миокарда левого желудочка, которая 
сопровождается существенными изменениями гемодинамики аортального клапана с наибольшим влиянием этих из-
менений на волюметрические показатели левого желудочка.

Introduction
Congenital heart defects (CHD) in children has recently 
attracted the attention of the medical community. The per-
manent increasing in CHD incidence could be attributed 
to environmental influence producing genotoxic effects as 
well as infections during pregnancy affecting the genome at 
formation the heart structure. At the same time, in the gen-
eral structure of CHD there is also a growing number of 
cardiac defects involving valve abnormalities, and, as we 
know, the consequences of these defects in the form of 
acute cardiovascular events occur mainly in adulthood. 
Nevertheless, until recently the most widespread CHD 
like bicuspid aortic valve (BAV) with the populational prev-
alence is from 10 to 20 cases per 1000 was considered 
as the small anomaly of the heart. That’s why the problem 
of children management with BAV currently remains quite 
actual [1,2]. First of all, because oBAV is the most wide-
spread congenital heart disease which is mainly revealed 
occasionally by heart ultrasound and has low manifestation 
during childhood. In adults the defect is complicated with 
aortal dissection, aortal valve failure and aortal stenosis 
[3]. At the same time, this anomaly is often accompanied 
by other aortal defects and genetic syndromes [4,5]. It is 
also must be emphasized that one of the BAV manifesta-
tions is the myocardial hypertrophy with slow progression 
caused either by morphologic and functional features of 
this CHD or by independent co-morbid condition related 
to polymorphisms of NFATC genes that, by turn, leads to 
formation of valve anomalies within the embryogenesis 
and postnatal stress-induced myocardial hypertrophy. 
These genes are represented by 5 modifications with 
an expression in different tissues and also participate in 
hypertrophic response of bones and heart muscles. From 
the other hand, in some studies the role of NFATC proteins 
in development of cardiac dysfunction and myocardial 
hypertrophy was proven [6,7].

The aim of the study was to detect the early changes 
of intracardial hemodynamics at aortic valve in children 
with BAV and established their interrelations to the signs 
of myocardial hypertrophy in this cohort of patients.

Materials and methods
There was conducted a study of basic dopplerographic 
parameters in 38 children with BAV. In the control group 
28 healthy children without differences in their age, sex 
and body weight compared to BAV patients were included 
(10.2 y. o. ± 0.7 y. o. and 10.9 y. o. ± 0.8 y. o. respectively; 

p > 0.05, BMI 17.08 kg/m2 ± 0.70 kg/m2 and 18.9 kg/m2 
± 0.84 kg/m2 respectively; p > 0.05). Most of patients in 
both comparable groups were the boys (28 (75 %) and 17 
(62 %) respectively; p > 0.05). All the children were free of 
signs of heart failure. Dopplerographic study was conduct-
ed with “Medison – 8000” scaner and 2.5 MHz transducer 
with detection of dopplerographic data and calculation of 
left ventricle myocardial mass by Devereux R. B. – 1.04 
[(LVold + VSd + LVPWd)3 – LVold3] -13,6) [8] and index of 
left ventricle myocardial mass – by P. Gosse – M/H2.7 [9], 
where the LVold is left ventricle diastolic volume in ml, VSd 
is diastolic ventricular septum depth in mm, LVPWd is left 
ventricle posterior wall depth in mm, M is left ventricle mass 
and H is height were done to all children. The relative left 
ventricle posterior wall depth (rLVPWd) was calculated 
by Ganau (2*LVPWd/LVDd) [10], where LVPWd is the left 
ventricle posterior wall depth and LVDd is the left ventricle 
diastolic dimension. The left ventricle geometry type was 
established by P. Verdecchia [11] in dependence of left 
ventricle myocardium mass index and relative left ventri-
cle posterior wall depth values. The data were processed 
consequently with Statistica 6.0 program by using Student 
t-test, Spearman correlations and multiple regressions by 
counting the beta regression coefficients. The study was 
approved by the Ethics Committee of the Hospital and 
Medical University. The informed consent from the parents 
was taken.

Results and discussion
At the first stage of the study the comparative analysis of 
basic anatomical data and heart hemodynamics in two 
above mentioned groups of patients was conducted. This 
data is represented in the Table 1.

As it is shown in Table 1 there are basic signs of disor-
ders in heart hemodynamics concerned to bloodstream at 
aortal valve with an essential increasing of peak flow veloci-
ty (6.90 m/s ± 3.67 m/s against 0.97 m/s ± 0.05 m/s respec-
tively; p < 0.05) and peak pressure gradient (17.56 mm Hg 
± 3.89 mm Hg and 3.38 mm Hg ± 0.33 mm Hg respectively; 
p < 0.05) that was in correspondence to this anomaly. 
There was also the established increasing of left ventricle 
mass (146.51 g ± 30.4 g against 80.13 g ± 12.01 g in 
control group; p < 0.05) and index of left ventricle mass 
(61.37 g/m2.7 ±17.51 g/m2.7 and 27.97 g/m2.7 ± 4.46 g/m2.7 
respectively; p < 0.05). In 24 from 38 patients with BAV 
the left ventricle posterior wall depth (LVPWd) and ventricu-
lar septum depth was more than 8 mm and their rLVPWd 
was 0.49 mm ± 0.04 mm compaired to those with LVPWd 
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less than 8mm where this value was 0.34 mm ± 0.01 mm  
(p < 0.05). In the same time, indexes of left ventricular 
myocardial mass were 104.25 g/m2.7 ± 33.10 g/m2.7  

and 42.66 ± 17.13 g/m2.7 respectively (р < 0.05). Thus, 
in 63.2 % of these patients with increasing both relative 
LVPWd and index of left ventricle mass the concentric 
hypertrophy of left ventricle took place, whereas in other 
14 patients (36.8 %) there was normal left ventricle geo-
metry. In addition, there was not any significant difference 
revealed with the parameters of heart hemodynamics at 
aortal valve and dimensions of heart chambers in children 
with BAV and control group. This has led to the systematic 
study of the correlation relationship between the LVPWd, 
VSd and aortal valve’s hemodynamics in patients with 
BAV. The obtained data is represented in Table 2. As it is 
shown in Table 2, both in children with BAV and control 
group the most significant correlations between the left 
ventricle posterior wall depth and ventricular septum depth 
to the diameters of aorta and pulmonary artery, transversal 
dimension of left atrium, longitudinal and transverse di-
mension of right ventricle, left ventricle diastolic dimension 
and the diastolic volume were obtained. Comparatively 
to the control group in children with BAV there were not 
significant correlations between left atrium longitudinal 
dimension and LVPWd (R = -0.04), VSd (R = 0.1), LVDs 
and LVPWd (R = 0.11) to VSd (R = 0.16), LVol s or LVPWd 
and VSd (R = 0.25 and 0.58 respectively; p < 0.05), PAV 
or LVPWd (R = -0.11) and VSd (R = -0.09).

At the same time, in BAV patients the significant 
correlations between right atrium transverse dimension 
or LVPWd and VSd were found (R = 0.37; p < 0.05 and 
R = 0.45; respectively, p < 0.05), that distinguishes this 
group of patients from the in control. It should be also 
emphasized that comparatively to control in children with 
BAV the opposite direction of LVPWd or VSd and Ejec F 
correlations with low values of coefficients were found 
(R = 0.32 and R = -0.34 respectively; p < 0.05).

The other feature of conducted correlation analysis 
in children with BAV was an absence of significant inter-
relations between the blood flow velocity at aortal valve 
and LVPWd or VSd. In both above mentioned groups 
the obtained correlation coefficients to the aortal valve 
pressure gradient were non significant.

Thus, despite the stated increase of bloodstream 
velocity and pressure gradient at aortic valve in BAV 
children, these parameters of intracardiac hemo dynamics 
were not influenced significantly on the myocardial hy-
pertrophy whereas in control group the medium and high 
level of interrelations were established (Table 2). Based 
on obtained data the individual comparative inputs of 
peak AVPG and peak AVV in the LVPWd and VSd were 
estimated by multiple regression method in children with 
BAV and in control group.

These data is shown in the Table 3. As it is seen from 
the Table 3, the mentioned parameters of hemodynamics 
at aortal valve had small inputs on LVPWd and VSd either 
in BAV children or in control. It also should be noted, that 
highest significant inputs in heart chambers dimensions 
in the control group were the peak pressure gradient into 
the left atrium longitudinal dimension (beta = 1.57) and 
peak bloodstream velocity with negative input value into 
the atrium’s transversal dimension (beta = -0.81).

Taking into account the opposite direction of these 
inputs it could be assumed an adaptation influence of 
pressure gradient increasing at aortal valve into left atrium 
lengthening as well as flow velocity into decreasing of their 
transversal dimension respectively, that is, the general 
elongation of left atrium in the control group in response 
to increasing of blood flow and pressure gradient at aortal 
valve was marked. On the other hand, these tendencies 
were not seen in children with BAV in whom the increased 
LVPWd took place.

Based on these results the inputs of blood flow pa-
rameters at aortic valve into left ventricle hemodynamics 
in both groups of patients were established. The data are 
represented in the Table 4.

In Table 4 it is shown that in children with BAV in com-
parison to the control the highest inputs had the valve’s 
pressure gradient into LVDs (-2.43 against 0.71 respec-
tively; p < 0.05), gradient pressure and blood flow velocity 
into LVold (1.50 against -1.33 respectively; p < 0.05 and 
1.50 against -1.08 respectively; p < 0.05) and the blood 
flow velocity into S Vol. However, the inputs of mentioned 
blood flow parameters at the aortal valve into the LVPWd 
and VSd were insignificant both as in control as in children 
with BAV.

Thus, the marked signs of left ventricular hypertrophy 
in children with BAV did not have direct interrelations 
with the parameters of hemodynamics at aortal valve. It 
should be also emphasized that in BAV children the total 

Table 1. Morphologic and functional echodopplerographic signs in children  
with bicuspid aortic valve and in the control group

Parameters of heart hemodymamics M ± m
Сhildren with BAV,  
(n = 38)

Control,
(n = 28)

PА (diameter of pulmonary artery), mm 19.35 ± 0.49 19.25 ± 0.42
Ао (diameter of aorta), mm 19.36 ± 3.06 19.25 ± 0.46
Left atrium longitudinal dimension, mm 25.82 ± 1.11 22.91 ± 0.94
Left atrium transversal dimension, mm 24.72 ± 0.74 22.94 ± 0.83
Right atrium longitudinal dimension, mm 25.89 ± 1.11 23.68 ± 1.03
Right atrium transversal dimension, mm 25.00 ± 0.78 23.18 ± 0.85
Right ventricle longitudinal dimension, mm 44.7 ± 1.31 43.24 ± 1.46
Right ventricle transversal dimension, mm 22.43 ± 0.54 21.94 ± 0.57
LVDd (left ventricle diastolic dimension), mm 41.42 ± 1.37 40.61 ± 1.11
LVDs (left ventricle systolic dimension), mm 25.39 ± 1.06 26.25 ± 0.93
LVold (left ventricle diastolic volume), ml 81.9 ± 6.64 75.57 ± 5.43
LVols (left ventricle systolic volume), ml 26.06 ± 2.86 26.33 ± 2.35
S Vol (systolic volume), ml 56.41 ± 4.32 50.78 ± 3.19
Ejec F (ejection fraction), % 69.57 ± 1.26 66.71 ± 1.05
VSd (ventricular septum depth), mm 8.35 ± 0.40 7.24 ± 0.28
LVPWd (left ventricle posterior wall depth), mm 8.37 ± 0.41 7.21 ± 0.26
MVV (mitral valve peak bloodstream velocity), m/s 0.91 ± 0.04 0.89 ± 0.05
MVPG (mitral valve peak pressure gradient), mm Hg 7.87 ± 3.86 5.39 ± 3.55
AVV (aortal valve peak bloodstream velocity), m/s 6.90 ± 3.67* 0.97 ± 0.05
AVPG (aortal valve peak pressure gradient), mm Hg 17.56 ± 3.89* 3.38 ± 0.33
TVV (tricuspid valve peak bloodstream velocity), m/s 2.15 ± 1.51 7.99 ± 4.99
TVPG (tricuspid valve peak pressure gradient), mm Hg 4.49 ± 2.81 4.75 ± 3.57
PAV (pulmonary artery peak bloodstream velocity), m/s 6.24 ± 3.69 4.52 ± 3.57
PAVPG (pulmonary artery valve peak pressure gradient), mm Hg 8.82 ± 3.60 10.77 ± 4.85
LVMM (left ventricle myocardial mass), g 146.51 ± 30.4* 80.13 ± 12.01
ILVMM (index of left ventricle myocardial mass), g/m2.7 61.37 ± 17.51* 27.97 ± 4.46
rLVPWd (relative left ventricle posterior wall depth), mm 0.41 ± 0.02* 0.35 ± 0.01

*: p < 0.05.
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Table 2. Correlation coefficients (R) between left ventricle posterior wall (LVPWd) and ventricular septum (VSd) depths and the parameters  
of heart hemodynamics in children with bicuspid aortic valve and in the control group

Parameters of hemodynamics R (p)
LVPWd Vsd
BAV control BAV control

PА (diameter of pulmonary artery), mm 0.37 (0.02) 0.62 (<0.01) 0.34 (0.03) 0.66 (<0.01)
Ао (diameter of aorta), mm 0.41 (<0.01) 0.64 (<0.01) 0.36 (0.02) 0.67 (<0.01)
Left atrium longitudinal dimension, mm -0.04 (0.8) 0.34* (0.05) 0.1* (0.54) 0.38 (0.03)
Left atrium transversal dimension, mm 0.35 (0.03) 0.39 (0.02) 0.50 (<0.01) 0.44 (<0.01)
Right atrium longitudinal dimension, mm 0.25 (0.12) 0.26 (0.14) 0.37 (0.02) 0.30 (0.08)
Right atrium transversal dimension, mm 0.37 (0.02) 0.24 (0.17) 0.45 (<0.01) 0.28 (0.1)
Right ventricle longitudinal dimension, mm 0.61 (<0.01) 0.55 (<0.01) 0.61 (<0.01 0.60 (<0.01)
Right ventricle transversal dimension, mm 0.51 (<0.01) 0.47 (<0.01) 0.48 (<0.01) 0.49 (<0.01)
LVDd (left ventricle diastolic dimension), mm 0.45 (0.04) 0.65 (<0.01) 0.47 (<0.01) 0.69 (<0.01)
LVDs (left ventricle systolic dimension), mm 0.11 (0.51) 0.67* (<0.01) 0.16 (0.31) 0.70* (<0.01)
LVold (left ventricle diastolic volume), ml 0.40 (0.01) 0.62 (<0.01) 0.43 (<0.01) 0.64 (<0.01)
LVols (left ventricle systolic volume), ml 0.26 (0.1) 0.55 (<0.01) 0.25 (0.12) 0.58 (<0.01)
S Vol (systolic volume), ml 0.49 (0.01) 0.60 (<0.01) 0.50 (<0.01) 0.63 (<0.01)
Ejec F (ejection fraction), % 0.32 (0.04) -0.34* (0.03) 0.29 (0.07) -0.38* (0.01)
MVV (mitral valve peak bloodstream velocity), m/s -0.12 0.47) 0.05 (0.81) 0.009 (0.95) 0.10 (0.59)
MVPG (mitral valve peak pressure gradient), mm Hg -0.04 (0.83) 0.19 (0.32) 0.06 (0.74) 0.15 (0.45)
AVV (aortal valve peak bloodstream velocity), m/s 0.23 (0.17) -0.33* (0.08) 0.19 (0.24) -0.33* (0.09)
AVPG ( aortal valve peak pressure gradient), mm Hg 0.18 (0.26) -0.03 (0.85) 0.20 (0.22) -0.04 (0.86)
TVV (tricuspid valve peak bloodstream velocity), m/s -0.01 (0.95) -0.26 (0.18) 0.13 (0.45) -0.33 (0.09)
TVPG (tricuspid valve peak pressure gradient), mm Hg 0.04 (0.83) -0.18 (0.36) 0.12 (0.49) -0.25 (0.21)
PAV (pulmonary artery peak bloodstream velocity), m/s -0.11 (0.50) -0.53* (<0.01) -0.09 (0.58) -0.58* (<0.01)

*: statistic significance between correlation coefficients. 

Table 3. The inputs of peak pressure gradient and peak bloodstream velocity at aortic valve into heart chamber dimensions in children  
with bicuspid aortic valve by the data of obtained regression quotients (beta) compared to control group

Parameters of hemodynamics peak bloodstream velocity peak pressure gradient
BAV control BAV control

Left atrium longitudinal dimension, mm -0.65 1.08 -0.45 1.57*
Left atrium transversal dimension, mm -0.14 -0.81* -0.30 -0.71
Right atrium longitudinal dimension, mm 0.62 -0.70 0.88 -0.81
Right atrium transversal dimension, mm -0.07 0.97 -0.31 0.19
Right ventricle longitudinal dimension, mm -0.09 -0.03 -0.08 -0.21
Right ventricle transversal dimension, mm -0.21 -0.32 -0.34 0.05
VSd, mm 0.23 0.16 -0.11 0.31
LVPWd, mm -0.16 -0.45 0.51 -0.38

*: p < 0.05.

Тable 4. The inputs of peak bloodstream velocity and peak gradient pressure at aortic valve into the left ventricle hemodynamics, left ventricle posterior wall 
depth and ventricular septum depth by the data of obtained regression coefficients (beta) in children with bicuspid aortic valve compared to control group

Parameters of hemodynamics AVV AVPG
BAV control BAV control

LVDd (left ventricle diastolic dimension), mm -2.96* 1.42* -2.43* 0.71
LVDs (left ventricle systolic dimension), mm -0.03 -0.18 -0.16 -0.15
LVold (left ventricle diastolic volume), ml 1.50* -1.08 1.51* -1.33
S Vol (systolic volume), ml 1.40* 0.31 0.80 1.05
Ejec F (ejection fraction), % -0.25 -0.18 0.0001 -0.64
VSd, mm -0.13 -0.56 0.1 -0.32
LVPWd, mm 0.19 0.16 0.13 0.11

*: p < 0.05; AVV: arterial valve bloodstream velocity; AVPG: arterial valve pressure gradient. 

number of obtained significant correlations compared to 
the control group were less both to LVPWd (3 against 9, 
respectively) and to VSd (11 against 13 respectively). The 
results of multiple regression analysis in children with BAV 
showed an absence of important inputs of aortal valve’s 
hemodynamics into left atrium dimensions compared to 

the control, which has become the another confirmation 
of early myocardial desadaptive changes in this cohort 
of patients.

At the same moment, in children with BAV the signif-
icant influences of the aortal valve bloodstream velocity 
on the left ventricle diastolic parameters and on the sys-
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tolic volume were obtained, that were correspondent to 
decreasing of left ventricle diastolic dimension and to 
compensatory increasing of the ejection fraction in LVPWd 
and VSd thickening.

Conclusions
1. In children with BAV the parameters of hemodyna-

mics at aortal valve have the highest inputs into the left ven-
tricle diastolic dimension, systolic dimension and volume.

2. In children with BAV in absence of the heart failure and 
clinical manifestations the moderate concentric hypertrophy 
of left ventricle takes place which is combined to significant 
disorders of intracardial hemodynamics at aortic valve.

3. The detected features of myocardial hypertrophy 
in its early manifestation in children with BAV create a 
theoretical substantiation for the prevention, diagnostics 
and therapy of this anomaly.
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Differential diagnosis algorithm of endogenous catatonia,  
catatonia-morphic and catatonia-mimicking states
D. N. Safonov
Zaporizhzhia State Medical University, Ukraine

Subject relevance. The process of mental pathology pathomorphosis leads to the polymorphism of its clinical manifestations 
and, as a consequence – to difficulties in identification and differential diagnosis. The solution to this problem is in the adaption 
of diagnostic methodology to clinical realities by including into their structure instruments formed basing on pathomorphosis 
factors and trends. In this perspective, the most prominent example is endogenous catatonia, which in the academic tradition is 
conventionally affiliated with the form of schizophrenia with the same name. According to the classical understanding, endogenous 
catatonia, or, in the narrow sense – catatonic syndrome, is a group of intermittent motor disorders, arranged with polymorphic 
shell constellation of neuropsychiatric manifestations.

The aim is to develop pathomorphosis adapted clinical algorithm of endogenous catatonia differential diagnostics.

Materials and methods: 236 patients of Zaporizhzhia Regional Psychiatric Clinic were examined. Patients were divided into 
groups due to their mental disorders:
– core group: patients with elements of endogenous catatonia in the structure of different clinical forms of schizophrenia (there 
were 144 patients in this group);
– comparison group # 1: 69 patients with late neurotropic effects of neuroleptic therapy (LNENT);
– comparison group # 2: 103 patients with catatonia-morphic dissociative disorders (CDD);
– comparison group # 3: 90 patients with organic catatonic disorder (OrCD);

Results. Using Bush-Francis Catatonia Rating scale as an instrument of clinical analysis and statistical research of results with 
A. Wald’s sequential analysis (modificated by E. V. Gubler) an algorithm of differential diagnostics of endogenus catatonia which 
includes 3 steps of Recognition Scale for Endogenous Catatonia is developed.

Conclusion. Designed scales have a number of categorical differences from existing analogues, foremost by virtue of 
specificity of clinical-discursion compositions of using marks and disqualified conditions and excluding phenomena spectrum 
availability. The validity level: true positive diagnostic results (sensibility) = 94.43 %, pseudo-negative = 5.56 %, true negative 
(specificity) = 90.00 %, pseudo-positive = 10.00 %.

Алгоритм диференційної діагностики ендогенної кататонії,  
кататономорфних та кататономімікричних станів

Д. М. Сафонов
Процес патоморфозу психічної патології призводить до поліморфізму її клінічних проявів та, як наслідок, – до труднощів 
в ідентифікації та диференціальній діагностиці. Вирішення цієї проблеми полягає в адаптації діагностичних методик до 
клінічних реалій шляхом включення до їхнього складу інструментів, що сформовані на основі факторів патоморфозу та 
його тенденцій. З цього погляду найяскравішим прикладом є ендогенна кататонія, яка в академічній традиції, зазвичай, 
пов’язується з однойменною формою шизофренії. Відповідно до класичного розуміння, ендогенна кататонія або, у вузь-
кому сенсі, кататонічний синдром є групою моторних порушень із поліморфною оболонкою психоневрологічного порядку.

Мета роботи – розробка патоморфоз-адаптованого клінічного алгоритму диференціальної діагностики ендогенної 
кататонії.

Матеріали та методи. Обстежили 236 пацієнтів Запорізької обласної психіатричної лікарні. Пацієнтів поділили на групи 
в зв’язку з їхніми психічними розладами:
– основна група: хворі з елементами ендогенної кататонії у структурі різних клінічних форм шизофренії (144 хворі);
– група порівняння № 1: 69 пацієнтів із пізніми нейротропними ефектами нейролептичної терапії (ПНЕНТ);
– група порівняння № 2: 103 хворі з кататономорфними дисоціативними розладами (КДР);
– група порівняння № 3: 90 хворих з органічним кататонічним розладом (ОрКР).

Результати. Використання клінічної шкали Буша–Френсіса як інструмента клінічного аналізу та статистичного дослі-
дження результатів у рамках подвійного послідовного аналізу А. Вальда (модифікованого Є. В. Гублером) призвело до 
створення алгоритму диференціальної діагностики ендогенної кататонії, котра містить 3 кроки використання «Шкали 
розрізнення ендогенної кататонії» («ШРЕК»).

Висновки. Розроблена шкала має низку категоріальних відмінностей від наявних аналогів передусім через специфіку 
клініко-дискурсивних композицій із використанням маркерів і дискваліфікуючих станів. Рівень валідності: істинно позитивні 
результати діагностики (чутливість) = 94,43 %, псевдонегативні = 5,56 %, істинно негативні (специфічність) = 90,00 %, 
псевдопозитивні = 10,00 %.
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Алгоритм дифференциальной диагностики эндогенной кататонии,  
кататономорфных и кататономимикрических состояний

Д. Н. Сафонов
Процесс патоморфоза психической патологии приводит к полиморфизму её клинических проявлений и, как следствие, – 
к трудностям в идентификации и дифференциальной диагностике. Решение этой проблемы заключается в адаптации 
диагностических методик к клиническим реалиям путем включения в их состав инструментов, сформированных на 
основе факторов патоморфоза и его тенденций. С этой точки зрения наиболее ярким примером является эндогенная 
кататония, которая в академической традиции обычно связывается с одноименной формой шизофрении. Согласно 
классическому пониманию, эндогенная кататония или, в узком смысле, кататонический синдром, является группой 
моторных нарушений с полиморфной оболочкой психоневрологического порядка.

Цель работы – разработка патоморфоз-адаптированного клинического алгоритма дифференциальной диагностики 
эндогенной кататонии.

Материалы и методы. Обследовано 236 пациентов Запорожской областной психиатрической больницы. Пациенты 
были разделены на группы в связи с их психическими расстройствами:

– основная группа: больные с элементами эндогенной кататонии в структуре различных клинических форм шизофрении 
(144 больных);

– группа сравнения № 1: 69 пациентов с поздними нейротропными эффектами нейролептической терапии (ПНЭНТ);

– группа сравнения № 2: 103 больных с кататономорфными диссоциативными расстройствами (КДР);

– группа сравнения № 3: 90 больных с органическими кататоническими расстройствами (ОрКР).

Результаты. Использование клинической шкалы Буша–Френсиса в качестве инструмента клинического анализа и ста-
тистического исследования результатов в рамках двойного последовательного анализа А. Вальда (модифицированного  
Е. В. Гублером) привело к созданию алгоритма дифференциальной диагностики эндогенной кататонии, которая включает 
в себя 3 шага применения «Шкалы различения эндогенной кататонии» («ШРЭК»).

Выводы. Разработанная шкала имеет ряд категориальных отличий от существующих аналогов, прежде всего в силу 
специфики клинико-дискурсивных композиций с использованием маркеров и дисквалифицирующих состояний. Уро-
вень валидности: истинно положительные результаты диагностики (чувствительность) = 94,43 %, псевдоотрицатель-
ные = 5,56 %, истинно отрицательные (специфичность) = 90,00 %, псевдоположительные = 10,00 %.

Subject relevance
The process of mental pathology pathomorphosis (PM) 
leads to polymorphism of its clinical manifestations and, 
as a consequence – to difficulties in identification and 
differential diagnosis. The solution to this problem is in 
the adaption of diagnostic methodology to clinical realities 
by including into their structure instruments formed basing 
on PM factors and trends [18–22].

In this perspective, the most prominent example is en-
dogenous catatonia (EC), which in the academic tradition 
conventionally is affiliated with the form of schizophrenia 
with the same name. According to the classical under-
standing, EC, or, in the narrow sense – catatonic syndrome 
(CS), is a group of intermittent motor disorders, arranged 
with polymorphic shell constellation of neuropsychiatric 
manifestations [1,2,19–22].

With psychiatric diagnosis formalization degree in-
censement, as a result of adaptation to the requirements 
of evidence-based medicine, which is typical of the inter-
national psychiatric discourse of XXI century, diagnostic 
algorithms that provide specialized diagnostic scales have 
been established in clinical practice, including: Rosebush 
and colleagues scale (1999), The Modified Rogers Scale 
(MRS, 1991), Bush-Francis Catatonia Rating Scale 
(BFCRS, 1996), Northoff Catatonia Scale (NCS, 1999), 
Catatonia Rating Scale (CRS, 2008). Analysis of scales 
above finds lack of signs that are specific to EC structure, 
contamination of diagnostic positions and replication of 
same phenomena. That leads to discursive heterogeneity 

and artificial etiopatogenetic homogenization, without any 
formal system of adaptation to EC PM [3–15].

In this regard, the development of PM adapted diag-
nostic tool for EC differentiation is an urgent task of modern 
clinical psychiatry.

The aim of this study is to develop pathomorphosis 
adapted clinical algorithm of endogenous catatonia diffe-
rential diagnostics.

The research design and basic features 
of contingents and methods
453 patients struggling catatonia and behavior disorders 
of different genesis have been examined on the basis of 
the Zaporizhzhia Regional Psychiatric Clinic. For further 
examination 236 patients were chosen by prevailing criteria 
(primarily by the nosology). All the patients have been 
hospitalized in stable somatic state due to psycho-somatic 
examination. The duration of the disorder takes from 5 to 
30 years. The average age of patient was approximately 
34 years.

Patients were divided into groups due to their mental 
disorders:

– core group: patients with elements of endogenous 
catatonia in the structure of different clinical form of schizo-
phrenia (there are 144 patients in this group);

– comparison group # 1: 69 patients with late neuro-
tropic effects of neuroleptic therapy (LNENT);

– comparison group # 2: 103 patients with catatono-
morphic dissociative disorders (CDD);
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– comparison group # 3: 90 patients with organic 
catatonic disorder (OrCD);

On the stage of testing diagnostic tool sensitivity and 
specificity, 30 patients with schizophrenia disorder with 
excluded phenomena of catatonic range were included 
to the comparison group.

Following research methods were used:
– psycho-pathological method – used for identification 

of disorder due to ICD-10 and analysis of its course with 
the help of the diagnostic scales (PANSS / Bush-Francis 
Catatonia Rating Scale (G. Bush, M. Fink, G. Petrides, 
1996) [16,17];

– catamnestic method – analysis of new diagnostic 
specificity, determine the effectiveness of the developed 
differential diagnostics tool.

– clinical and statistical methods – were used for re-
search results processing and assessment of the results’ 
authenticity. All calculations were implemented on PC by 
dint of SPSS 15.0 and Excel programs from Microsoft 
Office 2003 pack. There a designation and arithmetical 
mean and variations were conducted for every quantitative 
indicator M (s), standardized mistakes of average M ± m, 
Student’s criterion for quantitative indicators, unified signifi-
cation of statistical probability p, diagnostic value grade (of 
diagnostic coefficients (DC) and Kullback’s informativeness 
measure (IM)) an a part of A. Wald’s sequential analysis 
(modificated by E. V. Gubler). Statistic manipulations of 
research results were implemented on PC by Excel pro-
grams from Microsoft Office 2003 pack.

Research results
Comparative analysis of the endogenous catatonia 

symptoms occurrence was performed with different re-
presentative of the comparison group, videlicet:

– LNENT [20] (Table 1);
– CDD [21] (Table 2);
– OrCD [22] (Table 3).
With DC and IM calculations by the formulas (E. V. Gub- 

 ler, 1978);

DC = 10lg
A1 ; (1)
A2

IM = 10lg
A1 × 0.5 [A1 – A2]; (2)
A2

where: DC – diagnostic coefficient;
IM – Kullback’s informativeness measure;
А1 – sign frequency in comparison group # 1;
А2 – sign frequency in comparison group # 2.
All important signs were made into differential-diagno-

stic tables (step 1, 2 and 3 ECDS) and posted in descend-
ing order of informativeness:

Filling scales of clinical forms was based on consistent 
observation and registration of psychopathological phe-
nomena, postural and facial features, articulation, content, 
emphatic intonational-verbal communication parameters, 
neurological stigmas and complex patterns of behavior.

“Yes” mark was put in table in case of the phenomena 
presence, “No” mark was put in table in case of phenomena 
absence. On filling each line, the amount calculation of DC 
has been produced. By dint of mark DC addition, reaching 
value of ∑DC = +13 or -13, imposed preliminary diagnostic 

Table 1. ECDS, step 1 – form (differentiation of EC and LNENT) [20]

Sign (mark) Yes No ∑DC

negativism (passive) -5.66 +9.05
impulsive actions -6.35 +8.05
echophenomena -6.19 +7.08
retrograde amnesia -8.31 +4.59
paramimia -6.73 +5.27
autoagression -9.13 +3.59
catalepsy -7.02 +4.03
solidification -8.11 +3.20
oneiric -13.75 +1.77
stupor -7.60 +2.62
negativism (active) -7.32 +2.35
stereotyped movements -6.10 +2.68
tremor at rest +6.94 -2.28
autonomic disorders +9.67 -1.35
agression +7.45 -1.58
motor automatisms -5.77 +1.96
mutism -6.03 +1.80
choreoathetosis +6.87 -1.30
dystonia +5.51 -1.33
rigidity -4.43 +0.97

Table 2. ECDS, step 2 – form (differentiation of EC and CDD) [21]

Sign (mark) Yes No ∑DC

echophenomena -8.60 +7.52
impulsiveness -5.08 +7.65
autoagression -8.83 +3.56
stupor -8.09 +2.66
negativism -7.58 +2.46
paramimia -4.83 +2.46
tremor +5.71 -1.44
demonstrativeness +5.59 -1.38
stereotypy -3.23 +2.03
autonomic disorders +2.33 -1.69
dyspnea +3.82 -0.98

Table 3. ECDS, step 3 – form (differentiation of EC and OrCD) [22]

Sign (mark) Yes No ∑DC

negativism (passive) -5.31 +8.93
impulsive actions -5.74 +7.88
tremor at rest +7.81 -3.20
catalepsy -5.41 +3.73
solidification -6.25 +2.97
paramimia -3.38 +4.19
echophenomena -2.27 +5.05
negativism (active) -4.79 +2.01
oneiric -6.45 +1.48
stupor -4.23 +2.10
mutism -5.22 +1.70
crepuscular disorder +7.81 -0.77
nystagmus +7.81 -0.77
autoaggression -2.65 +2.22
ambivalency -2.45 +2.35
agression +5.92 -0.94
retrograde amnesia -1.68 +1.70
passive submission +0.63 -0.23
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conclusion of belonging psychopathological disorders to 
LNENT, CDD and OrCD (if ∑DC = +13), or to primary (en-
dogenous) catatonia (if ∑DC = -13), which has confidence 
level = 95 % (p = 0.05). Reaching value of ∑DC = + 20 or 
-20 imposed a final diagnostic conclusion, which has con-
fidence level = 99 % (p = 0.01). If higher confidence level 
is needed, process of phenomena education continues 
until reaching value ∑DC = +30 or -30 appropriate = 99.9 % 
(p = 0.001) confidence level.

There is a protocol of differential diagnostic of EC 
based on ECDS, steps 1–3 (Fig. 1).

The analysis of the developed protocol of differential 
diagnosis has been performed. Taking into account spe-
cificity of views on the discuss on the identification of psy-
chomotorical and behavioral disorders of catatonic range 
double check in 2 vectors of the sensitivity and specificity 
of new diagnostics tool was made on anonymized and 
randomized contingent (sensitivity analysis) and on 30 pa-
tients of psychiatric hospital excepted catatonic semiotics 
(specificity analysis). These 2 vectors are:

1) formal competence (for clinical-statistical indicators 
of sensibility and specificity of ECDS protocol to diagno-
sis, obtained by verified diagnostic protocol – BFCRS): 
sensibility = 84.03 % (121 of 144 anonymized and rando-
mized comparison group), specificity = 83.33 % (25 of 30  
patients with excluded by dint of BFCRS catatonic  
symptoms);

2) discursively-native competence (for clinical-statistical 
indicators of sensibility and specificity of ECDS protocol 
to diagnosis, obtained by council of competent specia-
lists: sensibility = 94.43 % (121 of 144 anonymi zed and 
randomized comparison group), specificity = 90.00 %  

(25 of 30 patients with excluded by dint of consensus 
catatonic symptoms).

Using of designed protocol allowed reaching the level 
of true positive results (sensibility) = 94.43 %, pseudo-
ne gative = 5.56 %, true negative (specificity) = 90.00 %, 
pseudo-positive = 10.00 %.

Conclusions:
1. There differential diagnostic properties of clini-

cal-psychopathological semiotics signs were revealed 
and analyzed in EC, LNENT, CDD and OrCD patients. 
Values of DC and IM were calculated. Reliability analysis 
of differences and IM values allowed separating valid signs 
for syndromic accessory of catatonia differential.

According to the methodology of diagnostic decision 
reliability for probability level attainment 95 % (p = 0.05), 
threshold ∑DC – is a constant = ±13, for reaching probability 
99 % = ±20, for reaching probability 99.9 % = ±30:

– if ∑DC < -13, -20 and -30 psychopathological semiotic 
complex with probability 95%, 99% і 99,9% respectively, 
it speaks in favour to EC;

– if ∑DC < +13, +20 and +30 psychopathological semio-
tic complex with probability 95%, 99% і 99,9% respectively 
speaks in favour to CDD, OrCD and LNENT;

– in the range -13 < ∑DC < +13 – conclusion should not 
be considered reliable, because wherein p > 0.05.

2. All important signs were made into differential-di-
agnostic tables and posted in descending order of infor-
mativeness ∑IM. All the valid and discursively-native marks 
were used in based on three-step realization algorithm 
ECDS protocol. Designed scale allows making a diag-

Catatonic
syndrome 

(CS)
Known anamnesis

Yes

Yes

Yes

Yes

No

No
∑DC = ±13

∑DC = ±13

∑DC = ±13 ∑DC <-13

∑DC <-13

∑DC <-13

∑DC >13

∑DC >13

∑DC >13

No

No

neuroleptics
background reception

RSEC
Step 2

RSEC
Step 1

RSEC
Step 3

endogenous catatonia

organic catatonia

dissociative spectrum
psyhopatological dicorders

late neurotrophic effects
of neuroleptic therapy

replacement 
with atypical neuroleptic

including benzodiazepines
and psychotherapy

including of neuroprotective
and nootropics drugs

neurological
and medico-genetic 

examination
other conditions

the presence 
of psychogenic trigger

the presence 
of the organic trigger

Fig. 1. Protocol of differential diagnostic of EC based on ECDS, steps 1–3.
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nostic decision of relatively psychopathological disorder 
to EC, LNENT, CDD or OrCD on any reliability level: 
95 % (p = 0.05), 99 % (p = 0.01) or 99.9 % (p = 0.001). 
Based on the designed scale EC differential diagnostic 
protocol has been formed. Using of designed protocol 
allowed reaching the level of true positive results (sensi-
bility) = 94.43 %, pseudo-negative = 5.56 %, true negative 
(specificity) = 90.00 %, pseudo-positive = 10.00 %.

Designed scales have a number of categorical dif-
ferences from existing analogues, foremost by virtue of 
specificity of clinical-discursion compositions of using 
marks and disqualified conditions and excluding pheno-
mena spectrum availability.
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The effectiveness of automatic laparoscopic diagnostics of liver pathology 
using different methods of digital images classification
D. N. Bayazitov1, N. V. Kresyun1, А. B. Buzіnovsky2,3, N. R. Bayazitov1, A. V. Lyashenko1,  
L. S. Godlevsky1, T. V. Prybolovets1, K. A. Bidnyuk1

1Odesa National Medical University, Ukraine, 2International center on researches and education in the field of informational technologies 
and systems at National Academy of Sciences and Ministry of Education of Ukraine, Kyiv, 3Odesa Regional Clinic Hospital, Ukraine

Сomputer automatic diagnostic (CAD)/classification of videoimages is actual for laparoscopic surgery. Such CAD is supposed 
to explore intraoperatively for support surgeon decisions.

Aim: to evaluate the effectiveness of the CAD systems developed on the basis of two classifiers – HAAR features cascade and 
AdaBoost for the detection of cirrhotic and metastatic damages of the liver.

Materials and methods. The development of CAD was based on training of HAAR features cascade and AdaBoost classifiers 
with images/frames, which have been cropped out from video gained in the course of laparoscopic diagnostics. RGB frames which 
were gamma-corrected and converted into HSV have been used for training. Also descriptors were extracted from images with 
the modified method of Local Binary Pattern (LBT), which includes data on color characteristics (”modified color LBT” – MCLBT) 
and textural ones for AdaBoost classifier training. 1000 positive images along with 500 negative ones of both types of pathology 
were used for training. After cessation of training the tests were performed with the aim of the estimation of effectiveness 
of recognition. Test session images were different from those ones which have been used for training of the classifier. Test 
control sessions were performed with trained classifiers with 319 frames containing cirrhotic and 253 frames with metastatic 
deteriorations in liver tissue. 365 frames with the absence of mentioned pathology were used as a control group – practically 
healthy liver state.

Results. Classification of test video-images revealed that the highest recall for cirrhosis diagnostics was achieved after training 
of AdaBoost with MCLBT descriptors extracted from HSV images – 0.655, and in case for metastatic damages diagnostics – for 
MCLBT gained from RGB images – 0.925. Hence developed AdaBoost based CAD system achieved 69.0 % correct classification 
rate (accuracy) for cirrhotic and 92.7 % for metastatic images. The accuracy of Haar features classifier was highest in case 
of metastatic foci identification and achieved 0.701 (RGB) – 0.717 (HSV) values.

Conclusions. Haar features based cascade classifier turned to be less effective when compared with AdaBoost classifier trained 
with MCLBT descriptors. Metastatic foci are better diagnosed when compared with cirrhotic liver deterioration with the explored 
approaches to digital images classification.

Ефективність автоматизованої лапароскопічної діагностики  
патологічного стану печінки при застосуванні різних методів класифікації  
цифрових зображень

Д. М. Баязітов, Н. В. Кресюн, А. Б. Бузиновський, М. Р. Баязітов, А. В. Ляшенко,  
Л. С. Годлевський, Т. В. Приболовець, К. А. Біднюк

Комп’ютерна автоматизована діагностика (КАД)/класифікація відеозображень є актуальною в лапароскопічній хірургії. 
Подібна КАД передбачається до використання впродовж виконання лапароскопічного втручання з метою підтримки 
ухвалення рішення хірургом.

Мета роботи – оцінити ефективність КАД, що створені на базі двох класифікаторів: каскадного класифікатора ознак 
Хаара та AdaBoost під час діагностики циротичних змін печінки та метастатичного її ураження.

Матеріали та методи. Створення КАД здійснювали шляхом навчання каскадного класифікатора ознак Хаара та AdaBoost 
зображеннями/кадрами, котрі були вилучені з відеоряду, що отримали під час лапароскопічної діагностичної процедури. 
Кадри, що отримані в RGB форматі шкали кольорів, обробляли за допомогою гама-корекції та трансформували у шкалу 
HSV, після чого обидва типи кадрів використовували для навчання. За допомогою модифікованого методу локальних 
бінарних патернів (LBT), котрий включав показники колірності («модифікований за кольором LBT» – MCLBT), а також 
характеристики текстури, визначали дескриптори для навчання AdaBoost класифікатора. Загалом для навчання кожного 
класифікатора використовували 1000 зображень із підтвердженими діагнозами та 500 – з їхньою відсутністю для кожної 
форми патології печінки. Після завершення навчання виконували контрольне тестування та визначали ефективність 
діагностики відзначених класифікаторів. При цьому для тестування використовували зображення, котрі не застосовували 
під час навчання: 319 зображень циротично зміненої та 253 зображення метастатичних змін поверхні печінки, а також 
365 зображень печінки без патологічних змін.

Результати. Контрольне тестування засвідчило, що найвищим показник повноти діагностики цирозу печінки був при 
використанні AdaBoost класифікатора, котрий було навчено за допомогою MCLBT-дескрипторів, що отримали з кадрів 
у HSV форматі – 0,655, a також під час діагностики метастатичного ураження печінки – при використанні MCLBT-де-
скрипторів, що одержали з кадрів у RGB форматі – 0,925. Отже, КАД на основі AdaBoost класифікатора дає можливість 
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ефективно діагностувати циротичні зміни в 69,0 % та метастатичне ураження – в 92,7 % випадків. Коректна діагностика 
за допомогою класифікатора на основі ознак Хаара була найвищою у випадку діагностики метастатичного ураження та 
становила 0,701 та 0,717 під час навчання з використанням RGB і HSV форматів зображень відповідно.

Висновки. Класифікатор на основі ознак Хаара є менш ефективним порівняно з класифікатором AdaBoost, що навчений 
за MCLBT-дескрипторами під час вирішення питань автоматизованої діагностики стану печінки. За допомогою класифіка-
торів, котрі застосовані, метастатичне ураження діагностується ефективніше порівняно з циротичними змінами печінки.

Computer automatic diagnostic (CAD)/classification 
of videoimages is actual for minimal invasive abdominal 
surgery and endoscopy [1–5]. CAD systems are intensively 
developed for tracking laparoscopic instrumentation [6], 
identification of zones of pathology [4,7,8] and the diminu-
tion the risk of damage of healthy tissues [2]. Thus, A. La-
hane et al. [2] used series of computer vision algorithms to 
track surgical instruments and coarse location of the cystic 
artery. It indicates the possibility of an injury to the cystic ar-
tery by automatically detecting the proximity of the surgical 
instruments with respect to the cystic artery [2]. 

Some peculiarities were stressed for video-laparo-
scopic images automatic classification [5]. Thus, authors 
pointed on the absence of tangible differences in elements 
of images as a result of rather high level of noise and lack 
of lightness. Besides, another obstacle, which complicates 
the CAD is confined to high variability of the shape of ob-
jects, which are searching for. Also the majority of pixels 
contain prevalently red color hues, which reduced their 

informative significance. The quick change of the angle 
of object along with changes of their illumination and 
specular reflections significantly impact on the result 
of automatic recognition [5]. Hence, the usage of gam-
ma-correction in the course of preprocessing of primarily 
gathering information, which permits to identify relations 
between quantitative pixel characteristics and their actual 
brightness is justified [4]. 

Taking into consideration the necessity of fast 
working of algorithm for video-data analysis, it is rea-
sonable to explore classifier based on Haar-features 
cascade [6]. Haar features system first time proposed 
by [9] for face recognition was described in details in a 
lot of works, including those ones devoted to tracking 
of laparoscopic instrumentation [6]. Exploration of Haar 
features presumes the investigation of the sum of pixels 
intensity after broking initial image into rectangular tile 
regions or windows [6]. Hence, exclusion the process 
of analyzing each pixel of an image separately saves 

Эффективность автоматизированной лапароскопической диагностики патологии 
печени при использовании разных методов классификации цифровых изображений

Д. Н. Баязитов, Н. В. Кресюн, А. Б. Бузиновский, Н. Р. Баязитов, А. В. Ляшенко,  
Л. С. Годлевский, Т. В. Приболовец, Е. А. Биднюк
Компьютерная автоматизированная диагностика (КАД)/классификация видеоизображений является актуальной в лапа-
роскопической хирургии. Подобные КАД используются интраоперационно во время лапароскопического вмешательства 
для поддержки принятия решений хирургом.

Цель работы – оценить эффективность КАД, созданных на базе двух классификаторов: каскадного классификатора 
признаков Хаара и AdaBoost при диагностике цирротических изменений печени и её метастатического поражения.

Материалы и методы. Создание КАД проводилось путём обучения каскадного классификатора признаков Хаара и 
AdaBoost изображениями/кадрами, которые были получены из видеоряда, зарегистрированного во время лапароско-
пической диагностической процедуры. Кадры, полученные в RGB формате шкалы цветности обрабатывали путём 
гамма-коррекции и трансформировали в шкалу HSV, после чего оба типа кадров применяли для обучения. С помощью 
модифицированного метода локальных бинарных паттернов (LBT), который включал показатели цветности («моди-
фицированный по цветности LBT» – MCLBT), а также характеристики текстуры, определяли дескрипторы, которыми 
проводили обучение AdaBoost классификатора. В целом для обучения каждого классификатора использовали 1000 
изображений с подтверждёнными диагнозами и 500 – с их отсутствием для каждой формы патологии печени. После 
окончания обучения проводили контрольное тестирование и определяли эффективность диагностики применённых 
классификаторов. При этом для тестирования использовали изображения, которые не применялись во время обучения: 
319 изображений цирротично изменённой и 253 изображения метастатических изменений поверхности печени, а также 
365 изображений печени без патологических изменений.

Результаты. Контрольное тестирование показало, что наиболее высоким показатель полноты диагностики цирроза 
печени был при использовании AdaBoost классификатора, который обучен с помощью MCLBT-дескрипторов, получен-
ных при обработке кадров в HSV формате – 0,655, a также при диагностике метастатического поражения печени – при 
использовании MCLBT-дескрипторов, полученных при обработке кадров в RGB формате – 0,925. Таким образом, КАД 
на основе AdaBoost классификатора позволяет эффективно диагностировать цирротические изменения в 69,0 % и 
метастатические поражения – в 92,7 % случаев. Корректная диагностика с применением классификатора на основе 
признаков Хаара была наиболее высокой в случае диагностики метастазов и составляла 0,701 и 0,717 при обучении с 
применением RGB и HSV форматов изображений соответственно.

Выводы. Классификатор на основе признаков Хаара менее эффективен в сравнении с классификатором AdaBoost, 
который обучали с помощью MCLBT-дескрипторов при решении вопросов автоматизированной диагностики состояния 
печени. С помощью применённых классификаторов метастатические изменения диагностируются более эффективно 
в сравнении с циррозом печени.

Ключевые слова:  
заболевания 
печени, 
лапароскопия, 
диагностическое 
изображение, 
изображения 
обработка 
компьютерная.

Патология. – 2017. – 
Т. 14, № 2(40). –  
С. 182–187

Original research



184 Патологія. Том 14, № 2(40), травень–серпень 2017 р.ISSN 2306-8027    http://pat.zsmu.edu.ua

the time for analysis and makes the process of recogni-
tion congruent with the flowing of vi deoframes. For each 
window the sum of pixel intensities in adjacent windows 
is calculated and the difference is taken between those 
regions and the window in question. Obtained difference 
is indicative for the classification of the target window 
which is necessary for the comparison of gained data with 
those ones presented in the library specially composed 
for the training of the Haar cascade classifier. Hence, 
critical step for gaining results is confined to the correct 
creation of the library of Haar-features which provides with 
maximal versions of divergent appearance of pathological 
process in target zone. 

The training of Haar features based cascade needs 
a lot of time which might be measured in months when 
tens of thousands of images are used [6]. That is clear 
disadvantage of the method and it is hard to avoid it as 
far as increasing the number of images is proportional to 
the effectiveness of diagnostics [6]. 

We have chosen the two versions of pathology with 
relatively low for the CAD – suspicion of focal metastatic 
damage of liver and suspicion of cirrhotic deteriorations 
of the liver. Such an approach permits to minimize the size 
of zone of interest as well as to avoid to some extent 
the drastic visual variability of pathological appearance. 
Besides, we hoped to get most informative and few/least  
numerous descriptors of texture, color and shape of patho-
logical zones.

Texture features extracted from pathological endome-
trium were different from normal one, and were characte-
rized by lower image intensity, while variance, entropy and 
contrast gave higher values [4]. Thus, for the hysteroscopic 
images the heightened mediana of grey scale is clearly 
identified and along with more homogenous and less 
contrast might be treated as informative differential index 
for normal state identification [4]. That is why we decided 
to use both color and texture features for training Haar- 
features based classifier. Besides, as an alternate to Haar 
features-based classifier we have explored AdaBoost 
classifier trained with minimal number of descriptors gained 
from Local Binary Pattern (LBP) method application. The 
classical method of LBT manipulates with grey scale 
of color and ignores other colors information. Instead 
of the modified LBT method, which includes data on color 
characteristics (modified color LBT – MCLBT) [11,12] was 
used in the present investigation for gaining color and 
texture descriptors [3,13]. 

The main aim of this work was to work out and to 
compare the effectiveness of CAD based on Haar-fea-
tures cascade classifier with AdaBoost – based CAD and 
which were trained to distinguish between normal and 
pathological state of liver being damaged with metastases 
or cirrhosis. 

Materials and methods
The next steps were performed in the course of collecting 
data and their analysis: 

– Calibration of digital camera, which included white 
balance and conversion of color scale into digital code; that 
was performed in accordance to instructions of camera’s 
manufacturer;

– The frontal position of the object which was under 
inspection with deviation from right angle up to 15 ± 5° and 
distance to visualized zone from 3 to 5 cm was used [4]; 
those images which have been got in a such a fashion were 
used for both CAD system training and testing;

– There is no documentation for OpenCV that de-
scribes what size the positive samples should be scaled 
to. Some tutorials suggest using sizes around 20 x 20 
or pixels for face recognition or 24 x 24 pixels for polyps 
endoscopic diagnostics [7]. In our investigation those 
zones which have been of interest from diagnostic point 
of view have been identified off-line with their size 60 х 
60 pixels and used for training of classifier; in the course 
of laparoscopic intervention the speed of video frames 
was modified via using the low frequency filter and size 
of image was artificially modified from 30 x 30 up to 60 x 60 
pixels, which was necessary for optimizing classificatory  
performance.

– Gamma-correction performing of gained image with 
the recalculation of gamma-coefficient;

– Conversion of RGB scale into HSV one; such a 
conversion was justified by orientation of Haar features 
on the estimation of the intensity of pixels;

The OpenCV library contains a built-in function for 
developing this library via Haar feature classifiers [10]. 
We have used the next OpenCV modules in our work: 
1) OpenCV_core – for basic calculations, generation 
of pseudorandom numbers, XML import/export e. c.;  
2) OpenCV_imgproc – images processing; 3) OpenCV_
highgui – simple UI, upload/storage of images and video; 
4) OpenCV_ml  – methods and models of adaboost trai-
ning; 5) OpenCV_video – movement analysis and tracking 
(optical stream, templates of movement, background abo-
lishing; 6) OpenCV_objdetect – detection of the objects  
on images (Haar, HOG e. c.); 7) OpenCV_calib3d — 
camera calibration.

– Training to Haar features, using both RGB and 
HSV images.

– Training AdaBoost classifier with MCLB templates 
[14]; in both cases key features, which were used, were 
confined to mean, entropy, contrast, homogeneity and 
excesses.

– Results of classification were stored at data base 
which permitted to perform additional analysis later on.

All the laparoscopic videos were got with laparo-
scopic camera with 5 mm aperture diameter “Carl Storz 
Tricam Camera (Carl Storz, Germany) during 2011–2016 
years. That camera had the analogous input (PAL 475 
horizontal lines) and incoming signal was digitalized with 
the pixel density of 720 х 576 and capture was made with 
video capture card “averMedia HD capture Studio 203” 
(Avermedia, France) and presented at CAD interface  
(Fig. 1). 

Criteria (both technical and medical), which have been 
used for the inclusion were the next: documented digital 
camera calibration made in accordance to the manufac-
turer instruction; the average severity of patient’s state 
and approving of diagnoses by results of clinician and 
laboratory and instrumental investigations.

Features extraction and classifiers training. Being 
applied to RGB scale MCLBT calculates LBT for R and G 
channels of normalized RGB color space [11,12]. 
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The more stable data were provided with RGB – MCLBT  
under different conditions of illumination intensity as far 
as after normalization the invariant state of “R” and “G” 
channels was achieved. 

The texture characteristics calculation using HSV – 
MCLBT was performed via recalculations on Hue chan-
nel, which was invariant with regard to illumination and 
saturation variability. For LBT calculation the radius of 1.5 
and 12 pixels was applied [12]. The pertinent pattern was 
created for each of scale vector, as a result and the cha-
racteristic vector was determined for templates of MCLBT, 
which included mean, entropy, contrast, homogeneity and 
excesses. 

For the training of classifiers 32 laparoscopic video-
images patients with metastatic liver damage and 35 with 
cirrhosis were used as “positive” ones (Fig. 2). Also for 
the classifier training 40 videos gained from normal liver 
surface were used as a control – “negative” images. Each 
video was classified in accordance to final diagnoses, 
which have been proved with clinical and instrumental 
methods of diagnostics or/and with histological data. 
Hence, in all the cases training was performed retro-
spectively.

Each video contained 2500–3000 frames, among 
which manually those ones for teaching and testing col-
lections were verified, cropped out and storage. 

For the classifiers training the next parameters were 
explored: 

– False positive rate f = 0.3;
– Windows with the size of frame as 60 х 60 pixels;
– Number of positive images – n = 1000 for each 

pathology;
– Number of negative images – n = 500.
After cessation of training the tests were performed 

with the aim of the estimation of effectiveness of reco-
gnition. 

Test session images were different from those ones 
which have been used for training of the classifier. Test 
control sessions were performed with 319 frames contain-
ing cirrhotic and 253 frames with metastatic deteriorations 
in liver tissue. 365 frames with the absence of mentioned 
pathology was used as a control group – practically healthy 
liver state.

Statistical procedures. To assess the performance 
of our classifiers, we use the measures precision, recall 
and F-score [7].

Precision measures the fraction of the detected-posi-
tive instances, which are true-positive:

Precision = TP / (TP + FP).

TP is the number of true-positive instances, FP is 
the number of false-positive instances.

Recall is the fraction of all true-positive instances, 
which are also detected positive. The formula for calcu-
lating the recall is:

Recall = TP / P.

P is the number of positive instances.
F-score (also F-measure or F1-score) is the harmonic 

mean of precision and recall. It is thereby a combination 
of these two measures in a single number.

F = 2 * Precision * Recall / (Precision + Recall).

In several sections, the measure accuracy is used as 
well. Accuracy is the proportion of correctly classified items 
out of all the items classified.

Accuracy = (TP + TN) / (TP + TN + FP + FN).

TN is the number of true-negative, FN is the number 
of false-negative instances.

Results
Gained data revealed that the effectiveness of diagno-
stics of cirrhosis was lower than diagnostics of metastasis 
independently of type of frames which have been used 
for training (Table 1). The highest recall for cirrhosis 
diagnostics was registered after training with MCLBT 
obtained from HSV converted images – 0.655, while for 
metastasis diagnostics recall for RGB – MCLBT was higher 
than for HSV – MCLBT – 0.925 and 0.913 respectively. 

Fig. 1. Interface of the CAD software.

Fig. 2. General scheme on the CAD working. With the squares “zones of interest” are automatically 
defined and tracked.
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Nevertheless for both types of pathology MCLBT-based 
methods permitted to get better diagnostics results in 
comparison with the based on RGB and HSV images 
training of classifier. 

The presence of rather low level of true positive results 
of diagnostics in case of training with RGB and HSV imag-
es independently of type of pathology should be stressed 
(Table 1). Further extraction of features and training with 
corresponded templates permitted to increase number 
of true positive results of diagnostics along with reduction 
of false negative results. Thus, the net increase of true 
positive diagnoses in case of MCLBT usage for training 
pertained to training with both RGB and HSV images was 
from 1.3 up to 1.5 times for both pathology, while decrease 
of false negative diagnoses was from 1.65 (RGB) to 1.42 
(HSV) for cirrhosis and reduction of false negative diagno-
ses achieved from 4.57 times (RGB) to 3.64 times (HSV).

Discussion
Hence, gained data are in favor for the rather high effec-
tiveness of automatic diagnostics of liver pathology with 
the created CAD.

Meanwhile, it was mentioned that only Haar-like 
feature based classifier is not enough to be a strong 
object classifier as far as it needs prolonged recalculation 
of features for robust detection of image [6]. Our results 
also have revealed that training with RGB and HSV images 
was less effective for proper diagnostics, especially in case 
of cirrhotic deteriorations detection. That might be a sign 
of rather weak potential of HAAR features based classifier 
for the correct recognition of suspected pathology. Thus, 
work performed by [7] which was devoted to automatic 
diagnostics colon polyps via endoscopic images analysis 
revealed that usage of Haar-features or Histogram of ori-
ented Gradients based detectors were weak for reliable 
colon polyps automatic detection. Much more effective 
was an approach based on Global image feature such 
as Joint Composite Description, which permitted to gain 
precision of diagnostics of 93.3 % and weighted average 
recall of 98.5 %. Main reasons for not satisfactory results 
were the enormous variety of appearance of such lesions 
and their orientation. It should be noted that both factors 
are not so important and are rather well controllable in 
the course of laparoscopic intervention. That justifies our 
efforts in the direction of improving effectiveness of diag-
nostic which is based on Haar-features detectors.

Training with modified templates of both RGB and 
HSV images and minimal MCLBT derived descriptors 
substantially improved results of classification performed 
with AdaBoost classifier. Thus, MCLBT descriptors which 
were got both from HSV and RGB images permitted to 
reduce number of false negative diagnoses from 3.64 times 
to 4.57 times when pertained to the results of diagnostics 
of metastatic liver damage after training with only HSV 
or RGB – derived HAAR features correspondently. Less 
pronounced reduction was observed in case of diagno-
stics of cirrhosis – from 1.2 (HSV) to 1.65 (RGB) times. 
At the same time increasing the number of true positive 
diagnoses was more modest and raised up to from 1.3 
to 1.5 times for both cirrhosis and metastases. A little bit 
better results gained with RGB images to some extend 
correspond with data after [15]. Authors showed the prefe-
rence of RGB images for tissue classification, when used 
with widely applied feature descriptors and that combining 
the tissue texture with the reflectance spectrum improves 
the classification performance.

Hence, more pronounced improvement – reduction 
of false negative results points on meaningful role played 
by extracted features and used templates for classifier 
training. Despite main advantage of Haar features based 
classification, namely – small amount of data used for 
the machine learning process as well as avoiding overfitting 
of trained classifier [7], the exploration of MCLBT-based 
training of AdaBoost should be recognized as more 
effective for laparoscopic CAD of liver state. This result 
does not exclude principal possibility of high effectiveness 
of cascade classifier trained with MCLBT descriptors as 
well and AdaBoost trained with Haar descriptors [3,11].

Today we have no strict recommendations on the pro-
tocol of automatic classification of laparoscopic video- 
images. Meanwhile, being based upon delivered data 
it is reasonable to use MCLBT descriptors for AdaBoost 
classifier training for resolving problems of automatic 
diagnostics in laparoscopic surgery. 

Conclusions
1. The CAD of laparoscopic images based on the Ada-

Boost classifier permitted effectively classify cirrhotic 
and metastatic deterioration in liver tissue with highest 
recall gained with MCLBT from HSV images used for 
training – up to 0.672, and for MCLBT RGB – up to 0.912 
correspondently.

Table 1. Detector performance of HAAR features-based and AdaBoost classifiers trained with different types of images

Classifier Frames type  
used for training

True positive True negative False positive False negative Precision Recall F1 Score Accuracy

Cirrhosis
Haar-features cascade RGB 133 225 140 186 0.487 0.417 0.450 0.523

HSV 162 202 163 157 0.498 0.508 0.503 0.532
AdaBoost MCLBT (RGB) 206 280 85 113 0.708 0.524 0.602 0.711

MCLBT (HSV) 209 263 102 110 0.672 0.655 0.663 0.690
Metastasis
Haar-features cascade RGB 166 267 98 87 0.629 0.656 0.642 0.701

HSV 173 270 95 80 0.645 0.684 0.664 0.717
AdaBoost MCLBT (RGB) 234 339 26 19 0.900 0.925 0.912 0.927

MCLBT (HSV) 231 327 38 22 0.859 0.913 0.895 0.903
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2. MCLBT used descriptors for training AdaBoost 
classifier proved to increase the precision, recall, F1 score 
as well as accuracy of automatic diagnostics of cirrhotic 
and metastatic changes in liver. 

Perspectives of future investigations. It is supposed 
to continue training of both classifiers with increased 
number of laparoscopic images and with extended forms 
of laparoscopy – defined pathology. Also the exploration 
of best version of developed CAD is supposed to perform 
in operation room.
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Персонификация периоперационного биомониторинга
О. Н. Бойцова
Запорожский государственный медицинский университет, Украина

Количество методов периоперационного мониторинга постоянно увеличивается благодаря достижениям современной 
науки. Однако увеличение количества мониторируемых показателей и внедрение новейших мониторинговых систем 
не явилось гарантом исключения периоперационных осложнений. Стандартный мониторинг позволяет контролировать 
наиболее общие характеристики гомеостаза внутренней среды организма, которые являются лишь запоздалым отра-
жением изменений энергоструктурной активности в массе клеток тела больного. Поэтому продолжительность жизни 
оперированных больных не достигает среднестатистической демографической.

Цель работы – улучшение результатов лечения пациентов с острой абдоминальной хирургической патологией путём 
придания периоперационному обеспечению энергопротективной направленности на основе персонифицированного 
энергоструктурного мониторинга.

Материалы и методы. Работа выполнена по результатам изучения энергопротективной способности анестезиологи-
ческого обеспечения и периоперационной интенсивной терапии 317 больных с острой абдоминальной хирургической 
патологией. На всех этапах анестезиологического обеспечения проводилась оценка глубокой картины показателей 
кислородного режима, непрямое определение основного обмена, транспорта кислорода, кислотно-основного, водно- 
электролитного состояния, показателей гемодинамики и микроциркуляции, определение надёжности энергоструктурной 
активности (ЭСА), её свойств, резервов и возможностей ауторегуляции. Дополнительно на основных периоперационных 
этапах у 30 больных определяли маркеры ишемии головного мозга: белок S100 и NSE (нейронспецифическая энолаза) 
в сыворотке венозной крови методом иммуноферментного анализа.

Результаты. Установлена тесная корреляционная зависимость между ранними проявлениями повреждений нейронов 
и клеток астроглии с энергоструктурными изменениями в организме больных. Наиболее сильная корреляционная взаи-
мосвязь наблюдалась между энергоосмолярной ауторегуляцией и уровнями маркеров ишемии головного мозга (p < 0,01). 
Включение в биомониторинг как его компонента энергоструктурной активности, её свойств, резервов, эффективности 
ауторегуляции позволяет даже в отсутствие дорогостоящих и трудоёмких исследований нейроспецифических белков 
иметь представление о степени повреждения клеток головного мозга.

Выводы. Дополнение стандартов периоперационного биомониторинга аудитом энергоструктурной активности (ЭСА) 
позволит не только своевременно выявлять изменения энергопродуктивной способности массы клеток тела (МКТ) 
больного, но и повысить периоперационную безопасность путём применения опережающей тактики лечения.

Персоніфікація периопераційного біомоніторингу

О. М. Бойцова
Кількість методів периоперационного моніторингу постійно зростає завдяки досягненням сучасної науки. Однак збільшення 
кількості показників, що моніторуються, і впровадження новітніх моніторингових систем не стало гарантом виключення 
периопераційних ускладнень. Стандартний моніторинг дає змогу контролювати найбільш загальні характеристики 
гомеостазу внутрішнього середовища організму, які є тільки запізнілим відбиттям змін енергоструктурної активності в 
масі клітин тіла хворого. Тому тривалість життя оперованих хворих не досягає середньостатистичної демографічної.

Мета роботи – поліпшення результатів лікування пацієнтів із гострою абдомінальною хірургічною патологією шляхом 
надання периопераційному забезпеченню енергопротективної спрямованості на основі персоніфікованого енергострук-
турного моніторингу.

Матеріали та методи. Робота виконана за результатами вивчення енергопротективної здатності, анестезіологічного 
забезпечення та периопераційної інтенсивної терапії 317 хворих із гострою абдомінальною хірургічною патологією. На всіх 
етапах анестезіологічного забезпечення здійснили оцінювання глибокої картини показників кисневого режиму, непряме 
визначення основного обміну, транспорту кисню, кислотно-лужного, водно-електролітного стану, показників гемодинаміки 
та мікроциркуляції, визначення надійності енергоструктурної активності (ЕСА), її властивостей, резервів і можливостей 
ауторегуляції. Додатково на основних периопераційних етапах у 30 хворих визначали маркери ішемії головного мозку: 
білок S100 та NSE (нейронспецифічна енолаза) в сироватці венозної крові методом імуноферментного аналізу.

Результати. Встановлено тісну кореляційну залежність між ранніми проявами ушкоджень нейронів і клітин астроглії з 
енергоструктурними змінами в організмі хворих. Найсильніший кореляційний взаємозв’язок спостерігається між енер-
гоосмолярною ауторегуляцією та рівнями маркерів ішемії головного мозку (p < 0,01). Включення до біомоніторингу як 
його компонента енергоструктурної активності, її властивостей, резервів, ефективності ауторегуляції дає можливість 
навіть за відсутності дорогих і трудомістких досліджень нейроспецифічних білків мати уявлення про ступінь пошкодження 
клітин головного мозку.

Висновки. Доповнення стандартів периопераційного біомоніторингу аудитом енергоструктурной активності (ЕСА) 
дасть можливість не тільки своєчасно виявляти зміни енергопродуктивної здатності маси клітин тіла (МКТ) хворого, а й 
підвищити периопераційну безпеку шляхом застосування випереджувальної тактики лікування.
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Personification of perioperative biomonitoring

O. N. Boitsova
The number of perioperative monitoring methods is constantly increasing due to the achievements of modern science. However, 
an increasing number of indicators for monitoring and introduction of the newest monitoring systems was not enough to guarantee 
the exclusion of perioperative complications. Standard monitoring allows us to control the most common characteristics of 
homeostasis, the internal environment of the body, which are only a belated reflection of changes in energy-structural activity 
in the mass of cells in the patient’s organism. Therefore, the life expectancy of operated patients does not reach the average 
life expectancy of the population.

Aim. Improvement in treatment results of patients with acute abdominal surgical pathology, by energy-protective perioperative 
management, based on personified energy-structural monitoring.

Materials and methods. The research was performed on the results of the study of energy-protective ability, anesthetic management 
and perioperative intensive care of 317 patients with acute abdominal surgical pathology. At all the stages of anesthesia management 
we analyzed the oxygen regime features, acid-base and water-electrolyte status, basal metabolic rate, indicators of oxygen transport, 
central hemodynamics and microcirculation, reliability of energy-structural activity (ESA), its properties, reserves and possibilities for 
autoregulation. Brain ischemia markers levels, neurospecific proteins S100 and NSE (neuron specific enolase) were additionally 
determined in venous blood serum by enzyme immunoassay at the main stages of monitoring.

Results. A close correlation has been established between early manifestations of neurons and glial cells damage and energy-
structural changes in patient’s organism. The strongest correlation is observed between energy-osmolar autoregulation and 
levels of cerebral ischemia markers (p < 0.01). Inclusion of energy-structural activity, its properties, reserves, efficiency of 
autoregulation in biomonitoring, as its component, allowed knowing the degree of brain cells damage even in the absence of 
expensive and laborious studies of neurospecific proteins.

Conclusions. Supplementing the standards of perioperative biomonitoring with an audit of energy-structural activity (ESA) will 
allow not only to identify changes in the energy-productive capacity of the patient’s body cell mass on time, but also to increase 
perioperative safety by using of advanced treatment strategy.

Количество методов периоперационного мониторинга 
постоянно увеличивается благодаря достижениям 
современной науки [1]. Классический вариант мо-
ниторинга включает в себя контроль показателей 
гемодинамики, вентиляции, оксигенации, водного ба-
ланса, термометрию [2]. Дополнительно используется 
мониторинг состояния центральной нервной системы, 
нейромышечной проводимости, уровня аналгезии. Од-
нако увеличение количества мониторируемых показа-
телей и внедрение новейших мониторинговых систем 
не явилось гарантией исключения периоперационных 
осложнений [3–5]. Поэтому продолжительность жизни 
оперированных больных не достигает среднестати-
стической демографической [6,7]. Стандартный мо-
ниторинг позволяет контролировать наиболее общие 
характеристики гомеостаза внутренней среды организ-
ма, которые являются лишь запоздалым отражением 
изменений энергоструктурной активности в массе 
клеток тела больного, и не даёт энергопротективной 
направленности периоперационному анестезиологи-
ческому обеспечению пациентов [8,9].

Цель работы
Улучшение результатов лечения пациентов с острой 
абдоминальной хирургической патологией путём при-
дания периоперационному обеспечению энергопротек-
тивной направленности на основе энергоструктурного 
мониторинга.

Задачи исследования. 1. Улучшить мониторинг 
периоперационной безопасности, используя аудит 
энергоструктурной активности в массе клеток тела 
больного.

2. Персонифицировать методику периоперацион-
ного биомониторинга, основываясь на определении 

надёжности энергоструктурной активности, достаточ-
ности её резервов, динамики свойств и возможностей 
ауторегуляции.

Материалы и методы исследования
Работа выполнена по результатам изучения энерго-
протективной способности, анестезиологического обе-
спечения и периоперационной интенсивной терапии 
317 больных. В исследование включены пациенты в 
возрасте от 18 до 88 лет. Среди них мужчин 132 (42 %), 
женщин 185 (58 %). Всем пациентам были выполнены 
оперативные вмешательства в экстренном и срочном 
порядке по поводу острой абдоминальной хирургиче-
ской патологии. Постановка диагноза проводилась в 
соответствии с существующими стандартами. Общее 
количество операций составило 349. Операцион-
но-анестезиологический риск оценивали по шкале 
физического статуса ASA и по уровню энергострук-
турной активности [10]. Продолжительность операций 
варьировала от 35 до 190 минут, продолжительность 
анестезий – от 50 до 240 минут.

На всех этапах анестезиологического обеспечения 
проводилась оценка глубокой картины показателей кис-
лородного режима (артерио-венозной разницы потреб-
ности (Cx, мл/л) и фактора компенсации потребности в 
транспорте кислорода (Qx, усл. ед.)), непрямое опре-
деление основного обмена (ОО = VO2*7,07, ккал/сут),  
транспорта кислорода, кислотно-основного, водно-э-
лектролитного состояния, показателей гемодинамики 
и микроциркуляции. Мониторинг гемодинамики и 
сатурации артериальной крови проводили аппаратом 
«ЮТАС-ЮМ-300». Газовый состав крови и параме-
тры кислотно-основного состояния определяли с 
помощью аппарата ABL 800 FLEX (Radiometr, Дания).  

Key words:  
patient safety, 
intraoperative 
monitoring, 
S 100 calcium 
binding protein 
beta subunit, 
phosphopyruvate 
hydratase.
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По общепринятым формулам рассчитывали содержа-
ние кислорода в артериальной и венозной крови (CaO2 
и CvO2, мл/л), артерио-венозную разницу по кислороду 
(avO2, мл/л), доставку и потребление кислорода (DO2 
и VO2, мл/мин*м2). Сердечный выброс определяли ме-
тодом, предложенным И. Б. Заболотских и соавторами 
(патент № 2186520 (РФ) A61B5/029, 2002), который 
является высокоточным и позволяет получать данные, 
максимально приближенные к реальности в режиме 
реального времени. Все исследуемые показатели 
сравнивали с должными величинами, которые рассчи-
тывались с учётом возраста, пола, роста и веса каждо-
го пациента. Так как энергоструктурная стабильность 
организма определяется его потребностью в потре-
блении кислорода и зависит от возможностей систем 
жизнеобеспечения удовлетворить эту потребность, на 
всех периоперационных этапах проводили определе-
ние надёжности энергоструктурной активности (ЭСА), 
её свойств (адаптивности, стабильности, адекватно-
сти), резервов (миокардиального, кислородно-транс-
портного, микроциркуляторно-митохондриального) и 
эффективности ауторегуляции (гемодинамической, 
энергоосмолярной) [6]. Надёжность (уровень) энерго-
структурной активности определяли путём сравнения 
интенсивности текущей энергопродукции с уровнем 
должного основного обмена.

Дополнительно у 30 больных определяли мар-
керы ишемии головного мозга: белок S100 и NSE 
(нейронспецифическая энолаза) [11,12]. Пациенты, 
включённые в исследование, не имели психических и 
острых неврологических заболеваний, злокачествен-
ных образований лёгких, меланомы, так как данные 
состояния сопровождаются значительным повыше-
нием уровня нейроспецифических белков, что могло 
повлиять на результаты проводимого исследования. 
Определение концентрации S100 и NSE в сыворотке 
венозной крови выполняли методом иммунофер-
ментного анализа на микропланшетном фотометре 

DIGISCAN с помощью диагностических наборов CanAg 
S100 EIA и CanAg NSE EIA (Швеция) соответственно 
в Центральной научно-исследовательской лабора-
тории Запорожского государственного медицинского 
университета.

Для расчёта уровня статистической значимости 
различий p между двумя зависимыми выборками 
использовался непараметрический Т-критерий 
Вилкоксона. Для выявления и оценки тесноты связи 
между уровнями маркеров ишемии головного мозга 
и энергоструктурной активности в массе клеток тела 
больных использовали коэффициент ранговой кор-
реляции Спирмена. Критический уровень значимости 
принимался равным 0,05. Статистическую обработку 
полученных данных проводили с применением па-
кета прикладных программ «Microsoft Excel 2007» и 
«Statistica® for Windows 6.0».

Результаты и их обсуждение
В зависимости от исходного уровня нейроспецифиче-
ских белков больные были разделены на две группы. 
В первую группу вошли 13 (43,3 %) больных с исходно 
нормальными маркерами ишемии головного мозга, 
которым проводилась периоперационная терапия и 
анестезиологическое обеспечение с применением 
энергопротективных технологий. Во вторую – 17 
(56,7 %) больных с исходно повышенными маркерами 
ишемии головного мозга, которым проводилось стан-
дартное анестезиологическое и периоперационное 
обеспечение. Динамика параметров энергоструктурной 
активности и уровня нейроспецифических белков на 
основных этапах периоперационной терапии пред-
ставлены в таблицах 1, 2. Энергоструктурный статус 
больных первой группы (табл. 1) на исходном этапе 
характеризовался надёжностью энергоструктурной 
активности, которая обеспечивала безопасность пе-
риоперационной терапии. Миокардиальный резерв 
сохранялся, однако отсутствовали кислородно-транс-
портный и микроциркуляторно-митохондриальный 
резервы, что указывало на тенденцию к гипоэнерго-
динамии и гипоэнергобиотии энергоструктурной актив-
ности. У больных отмечалась кислородно-осмолярная 
стабилизация, которая не допускала систолическую 
дестабилизацию кровоснабжения. Энергоструктур-
ная активность характеризовалась адаптивностью, 
стабильностью и адекватностью энергоструктурных 
взаимодействий. В конце операции, а также в первые 
послеоперационные сутки появилась опасность энер-
гоструктурных повреждений.

Несмотря на возросший миокардиальный резерв 
(p < 0,05), увеличивалась кислородно-транспортная и 
микроциркуляторно-митохондриальная недостаточ-
ность, что соответствовало относительному дефициту 
энергодинамии и дефицитной энергобиотии. Поддер-
живалась гемодинамическая энергопротективность, 
обеспечивающая устойчивость персонификации 
энергобиотии. Однако кислородно-осмолярная стаби-
лизация, ответственная за поддержание цитоархитек-
тоники, сменялась гипоосмолярной дестабилизацией. 
Постепенно снижались адаптивность, стабильность 
и адекватность энергоструктурной активности, на-

Таблица 1. Динамика параметров энергоструктурной активности  
и уровня нейроспецифических белков у пациентов с исходно нормальными 
маркерами ишемии головного мозга

Этапы
Параметры

Исход Конец операции 1 сутки

Безопасность, % 3 [2;8] – –
Опасность, % – 9 [6;17]* 10 [5;18]**
Миокардиальный резерв, % 9 [5;23] 14 [12;32]* 15 [10;26]**
Кислородно-транспортная 
недостаточность, %

11 [8;12] 20 [9;23]** 19 [17;25]**

Микроциркуляторно-митохондри аль-
ная недостаточность, %

10 [7;11] 16 [8;19]** 16 [14;20]**

Энергоосмолярная стабилизация, % 101 [100;102] – –
Гипоосмолярная дестабилизация, % – 7 [6;8]** 7 [5;8]**
Гемодинамическая стабилизация, % 101 [100;102] 101 [100;102] –
Систолическая дестабилизация, % – – 5 [4;7]
Адаптивность, % 126 [121;129] 118 [110;124]** 122 [113;126]**
Стабильность, % 106 [103;108] – –
Нестабильность, % – 16 [8;19]** 16 [14;20]**
Адекватность, % 90 [89;97] 84 [82;92]** 84 [81;89]**
S 100, нг/л 76,31 [60,04;87,15] 78,12 [63,65;125,3] 96,19 [81,73;167,1]*
NSE, мкг/л 1,88 [1,09;4,45] 11,84 [2,57;23,49]** 8,79 [2,57;36,02]**

Данные представлены в виде медианы, первого и третьего квартилей Ме [k25 %; k75 %]. 
*: p < 0,05 в сравнении с исходными данными; **: р < 0,01 в сравнении с исходными данными.
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растала нестабильность. На этом фоне повысилась 
сывороточная концентрация S 100 и NSE (p < 0,01).

Энергоструктурный статус больных второй группы 
с исходно повышенными маркерами ишемии головного 
мозга (табл. 2) на всех этапах периоперационного 
обеспечения характеризовался ненадёжностью энер-
гоструктурной активности и опасностью энергострук-
турных повреждений.

Хотя к концу операции у больных отмечалось уве-
личение миокардиального резерва, обеспечивающее 
высокую антигипоксическую и антиишемическую спо-
собность периоперационной терапии, однако в первые 
послеоперационные сутки у пациентов развивалась 
миокардиальная недостаточность. У всех без исключе-
ния больных отсутствовали кислородно-транспортный 
и микроциркуляторно-митохондриальный резервы. 
Ауторегуляция энергоосмолярной и гемодинамической 
энергопротективности носила дестабилизирующий 
характер за счёт нестабильности и деструктивности 
энергоструктурной активности. Появилась неадекват-
ность энергоструктурного взаимодействия, поэтому 
сывороточная концентрация S 100 и NSE оставалась 
высокой.

Взаимосвязь параметров энергоструктурной 
активности и нейроспецифических белков больных 
обеих групп исследования представлена в таблице 
3. Наиболее сильная корреляционная взаимосвязь 
наблюдалась между энергоосмолярной ауторегуля-
цией и уровнями маркеров ишемии головного мозга 
(p < 0,01). Проявилась сильная обратная корреля-
ционная связь между свойствами энергоструктурной 
активности, резервами (кислородно-транспортным, 
микроциркуляторно-митохондриальным) и уровнями 
S100 и NSE (p < 0,01).

При изучении данных, полученных при исследова-
нии больных первой и второй групп, было установлено, 
что при дополнении стандартного периоперационного 
обеспечения энергопротективными технологиями вос-
становление энергоструктурного статуса происходило 
быстрее по сравнению со стандартным анестезиоло-
гическим и периоперационным обеспечением. Изме-
нение энергоструктурного статуса при достижении 
энергопротективности устранялось с конца операции 
и оставалось стабильно надёжным в раннем после-
наркозном и раннем послеоперационном периодах.

В результате проведённых исследований была 
доказана тесная корреляционная зависимость между 
ранними проявлениями повреждений нейронов и кле-
ток астроглии с энергоструктурными трофотропными 
изменениями.

Включение в биомониторинг как его компонента 
энергоструктурной активности, её свойств, резервов, 
эффективности ауторегуляции позволяет даже в от-
сутствие дорогостоящих и трудоёмких исследований 
нейроспецифических белков иметь представление о 
степени повреждения клеток головного мозга.

Выводы
Дополнение стандартов периоперационного биомони-
торинга аудитом энергоструктурной активности (ЭСА) 
позволит не только своевременно выявлять изменения 

энергопродуктивной способности массы клеток тела 
(МКТ) больного, но и повысить периоперационную 
безопасность путём применения опережающей так-
тики лечения.
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Эффективность лечения больных с переломами голени  
после внутрикостного блокированного остеосинтеза  
с применением дозатора нагрузки
Ю. В. Сухин, Ю. Ю. Павлычко, П. В. Данилов
Одесский национальный медицинский университет, Украина

Цель работы – оценка эффективности устройства для определения величины нагрузки на нижнюю конечность в по-
слеоперационном периоде у больных с переломами костей голени.

Материалы и методы. Разработано и применено устройство, которое позволяет в реальном времени определять 
величину нагрузки на нижнюю конечность, а также сигнализировать о чрезмерной или слабой нагрузке. Сенсорный 
блок со стелькой и датчиком располагается в обуви под пяткой пациента, а основной блок крепится на голень при 
помощи ремня. В реальном времени регистрируется текущее значение нагрузки на ногу. Полученные данные за-
писываются в энергонезависимую память. Система даёт возможность уведомить пациента или врача электронным 
письмом о наличии сильной или слабой нагрузки на нижнюю конечность, а также отсутствии нагрузки в течение 
продолжительного периода.

Результаты. Применение дозатора нагрузки проведено нами у 38 больных с переломами костей голени, которые 
находились на стационарном лечении в центре травматологии и ортопедии г. Одессы в период от 1,5 до 12 месяцев. 
В основную группу вошли больные, которым применялся в реабилитационном периоде дозатор нагрузки на нижнюю 
конечность (поперечный перелом диафиза костей голени – 9 больных, косой перелом –11 больных). Контрольную 
группу составили пациенты без применения дозатора нагрузки (10 пациентов с косым переломом средней трети костей 
голени, 8 больных с поперечным переломом обеих костей голени в средней трети). В результате применения устройства 
удалось сократить срок сращения переломов на две недели и избежать такого осложнения, как контрактура сустава 
и несращение перелома.

Выводы. Устройство позволяет пациентам с травмами нижних конечностей придерживаться оптимальной нагрузки в 
период реабилитации, избегая чрезмерной и слабой нагрузки на нижнюю конечность.

Разработка даёт возможность определить статистику нагрузки и передачу её на сервер, благодаря чему лечащий 
врач может контролировать процесс реабилитации. При использовании данного устройства больной может давать 
оптимальную нагрузку на оперированную конечность до полного сращения перелома, что даёт возможность сохра-
нить стереотип ходьбы, снизить риск повреждения фиксатора, а также позволяет оптимизировать остеогенез в зоне 
перелома.

Ефективність лікування хворих із переломами гомілки  
після внутрішньокісткового блокованого остеосинтезу з застосуванням  
дозатора навантаження
Ю. В. Сухін, Ю. Ю. Павличко, П. В. Данілов 
Мета роботи – оцінювання ефективності пристрою для визначення величини навантаження на нижню кінцівку в після
операційному періоді у хворих із переломами кісток гомілки.

Матеріали та методи. Розроблено та застосовано пристрій, котрий дає можливість у реальному часі визначати вели-
чину навантаження на нижню кінцівку, а також сигналізувати про надмірне або слабке навантаження. Сенсорний блок 
з устілкою та датчиком розташовується у взутті під п’ятою пацієнта, а основний блок кріпиться на гомілку за допомогою 
ременя. У реальному часі реєструється поточне значення навантаження на ногу. Дані записувались в енергонезалежну 
пам’ять. Система дає можливість повідомити пацієнта або лікаря електронним листом про наявність сильного чи слабкого 
навантаження на нижню кінцівку, а також відсутність навантаження протягом тривалого періоду.

Результати. Застосовувався дозатор навантаження у 38 хворих із переломами кісток гомілки, які перебували на стаціо-
нарному лікуванні в центрі травматології та ортопедії м.Одеси в період від 1,5 до 12 місяців. До основної групи ввійшли 
хворі, яким застосовувався в реабілітаційному періоді дозатор навантаження на нижню кінцівку (поперечний перелом 
діафіза кісток гомілки – 9 хворих, косий перелом – 11 хворих). Контрольну групу становили пацієнти без застосування 
дозатора навантаження (10 пацієнтів із косим переломом середньої третини кісток гомілки, 8 хворих із поперечним 
переломом обох кісток гомілки в середній третині). Застосування пристрою скоротило термін зрощення переломів на 
два тижні та дало змогу уникнути такого ускладнення як контрактура суглоба й незрощення перелому.

Висновки. Пристрій дає можливість пацієнтам із травмами нижніх кінцівок дотримуватись оптимального наванта-
ження в період реабілітації, уникаючи надмірного та слабкого навантаження на нижню кінцівку. Розробка забезпечує 
визначення статистики навантаження та передачу її на сервер, завдяки чому лікар може контролювати процес ре-
абілітації. Під час використання пристрою хворий може давати оптимальне навантаження на оперовану кінцівку до 
повного зрощення перелому, що зберігає стереотип ходьби, знижує ризик пошкодження фіксатора, а також оптимізує 
остеогенез у зоні перелому.
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Treatment efficiency of patients with shin fracture after intraosseous blocked  
osteosynthesis by using the load dispenser

Yu. V. Sukhin, Yu. Yu. Pavlychko, P. V. Danilov
The purpose of research: еvaluation of the effectiveness of the device for determining the value of the load on the lower ex-
tremity while walking in real time with controlling and signalization of excessive and insufficient load.

Materials and methods. Еlaborated and applied device, that allows to determine the load magnitude on the lower extremity in real 
time, and also to signal about excessive or weak load. The sensory block with the insole and the sensor is located in shoes, under 
patient’s heel, and the main block is fixed on the shin with the help of the strap. Current value of the load on the leg is registered 
in real time. Received data is recorded in nonvolatile memory. The system provides an opportunity to notify patient or doctor by 
email about the presence of a strong or weak load on the lower extremity, and also about the absence of load for a long period.

Results. We used the loading batcher in 38 patients with the shin bones fractures, who were on inpatient treatment at the trau-
matology and orthopedics center in Odessa in the period from 1.5 to 12 months. The main group included patients, who used 
the load batcher on the lower extremity in rehabilitation period (transversal fracture of the shin bones diaphysis – 9 patients, 
oblique fracture – 11 patients). The control group consisted of patients, who didn’t use the load batcher (10 patients with 
oblique fracture of the shin bones in the middle third, 8 patients with transversal fracture of both shin bones in the middle third).  
As a result of applying the device we succeeded to reduce the fracture fusion period for two weeks and avoid such complications 
as contracture of joint and fracture nonunion.

Conclusions. The device allows patients with traumatic consequences reaching the optimal load in rehabilitation period, 
avoiding excessive load on the lower extremity.

The elaboration provides an opportunity to determine the statistics of the load and its transfer to the server, due to that physician 
can control the rehabilitation process. Applying this device patient can optimally load operated extremity until complete fracture 
fusion, it provides an opportunity to preserve the walking stereotype, to reduce the risk of the clamp damage and also optimizes 
osteogenesis in the fracture zone.

Для создания оптимальных условий сращения перело-
ма требуется не только точность репозиции отломков, 
стабильная фиксация, малотравматичность техники 
операции, но и дозированная нагрузка на конечность 
в послеоперационном периоде [1]. По данным научной 
литературы, оптимальной считается нагрузка 20–30 % 
от массы тела больного [2,3]. Избыточная нагрузка мо-
жет привести к повреждению фиксатора и повторному 
смещению костных отломков, а недостаточная не будет 
способствовать адекватному остеогенезу [4,5].

При этом важно, чтобы контроль нагрузки был по-
стоянным. Для пациента крайне сложно определить на-
грузку на нижнюю конечность в период реабилитации. 
Иногда для этого используют бытовые весы, а потом 
«запоминают» усилие, соответствующее необходимой 
нагрузке, которое стараются выдерживать во время 
ходьбы. Такой метод крайне неточен, и мало кто из 
пациентов им пользуется ввиду сложности определе-
ния нагрузки при каждом шаге.

Цель работы
Оценка эффективности устройства для определения 
величины нагрузки на нижнюю конечность в послеопера-
ционном периоде у больных с переломами костей голени.

Материалы и методы исследования
Для решения этой проблемы разработано и запа-
тентовано [Патент на полезную модель № 100049 от 

10.07.2015 (устройство для определения нагрузки 
на ногу)] прибор, который позволяет в реальном 
времени определять величину нагрузки на нижнюю 
конечность, а также сигнализировать о чрезмерной 
или слабой нагрузке [6]. 

Анализ лечения больных после интрамедуллярно-
го остеосинтеза блокированным стержнем с примене-
нием разработанного устройства проведён нами у 38 
человек, которые находились на стационарном лече-
нии в центре травматологии и ортопедии г. Одессы в 
период от 1,5 до 12 месяцев. Пациентов мужского пола 
было 28, женского – 10. Возраст больных составлял 
от 35 до 49 лет.

В основную группу (20 больных) вошли пациенты, 
которым применялся в реабилитационном периоде 
дозатор нагрузки на нижнюю конечность. В основной 
группе поперечный перелом диафиза костей голени 
отмечали у 9 больных, косой перелом – у 11 больных.

Группу сравнения составили пациенты (18 боль-
ных) без применения дозатора нагрузки: 10 пациен-
тов – с косым переломом средней трети костей голени, 
8 больных – с поперечным переломом обеих костей 
голени в средней трети (табл. 1).

Сроки сращения поперечного и косого переломов 
костей голени у больных основной группы и группы 
сравнения определяли в сроки от 16 до 20 недель по 
данным рентгенологического исследования. 

Статистическую обработку результатов проводили 
на персональном компьютере в программе Statistica 
6.1 (серийный номер BXXR502C631824NET3). Закон 
распределения отличался от нормального, поэтому 
вычисляли медиану и интерквартильный интервал 
количества недель в реабилитационный период. 
Достоверность отличий сравниваемых величин опре-
деляли с применением непараметрического метода 
для сравнения выборок разного объёма – критерия 

Key words:  
shin bone fractures, 
postoperative 
period, 
rehabilitation.
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Таблица 1. Распределение больных по виду перелома костей голени

Вид перелома костей голени  
согласно классификации АО 

Основная группа Группа сравнения

Поперечный перелом костей голени (2А) 9 8
Косой перелом костей голени (2А) 11 10

Оригінальні дослідження
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Манна–Уитни (Z). Результаты считали достоверными 
при p < 0,05.

Результаты и их обсуждение
Разработанное устройство состоит из электронной 
платы, на которой расположен микропроцессор с 
программным обеспечением и энергонезависимой 
памятью для сохранения статистики, модуль WiFi для 
передачи статистики на сервер и программирования 
параметров, вибромотор и пьезоизлучатель для сигна-
лизации о чрезмерной или слабой нагрузке, контрол-
лер заряда аккумулятора, аккумулятор, универсальный 
порт для подключения датчика веса, подзарядки акку-
мулятора и программирования параметров устройства. 
Измерительный модуль состоит из стельки и сенсора 
веса. Программирование параметров устройства 
производится с помощью блока программирования. 
Подзарядка аккумулятора производится при помощи 
блока питания (рис. 1).

Устройство реализуется следующим образом: сен-
сорный блок со стелькой и датчиком располагается в 
обуви под пяткой пациента, а основной блок крепится 
на голень при помощи ремня (рис. 2). 

После включения устройства в программу микро-
контроллера загружается значение веса пациента. 
После этого в реальном времени регистрируется теку-
щее значение нагрузки на ногу. Если текущее значение 
превышает заданное значение в 20 % от веса пациента, 
то срабатывает устройство звуковой сигнализации для 
оповещения пациента о чрезмерной нагрузке на ногу. 
Если значение веса с датчика близко к критическому 
значению, но меньше его, то устройство начинает ви-
брировать для оповещения пациента о приближении к 
критической нагрузке. Полученные данные записывают-
ся в энергонезависимую память. Устройство позволяет 
сохранять и передавать на сервер статистику ходьбы 
пациента для контроля реабилитации врачом.

В случае введения больным при настройке параме-
тров своей домашней WiFi сети, после каждого сеанса 
реабилитации устройство будет отсылать статистику 
на сервер. На сервере в любой момент пациент или его 
лечащий врач могут посмотреть статистику нагрузки на 
ногу. В случае сильной или слабой нагрузки на ниж-
нюю конечность, а также полного отсутствия нагрузки 
продолжительный период система уведомит об этом 
пациента или врача электронным письмом. Данные с 
сервера могут использоваться для принятия решения 
об изменении методики реабилитации.

Больным с косым переломом средней трети голени 
разрешалась дозированная нагрузка на конечность 
через 6 недель со дня операции, а при поперечном 
переломе – с 1–3 дня после операции в зависимости 
от интенсивности болевого синдрома. Нагрузка со-
ставляла до 20 % от общего веса больного. А через 
8 недель со дня операции нагрузку на конечность 
увеличивали до 30 %. 

Приводим данные для сравнения сроков сращения 
поперечного и косого перелома костей голени у боль-
ных основной группы и группы сравнения (табл. 2). 

В результате проведённого исследования были 
получены следующие результаты: применение доза-

тора нагрузки положительно отразилось на состоянии 
больных основной группы. Период реабилитации у 
больных с поперечным переломом уменьшился в 
среднем на две недели: 15 недель – у основной и до 
17 – у контрольной группы соответственно. Выше-
изложенная закономерность была подтверждена и 
статистически, с использованием непараметрического 
метода – критерия Манна–Уитни (Z = 3,75), с высоким 
уровнем достоверности (p < 0,001). У больных с косым 
переломом мы также наблюдали уменьшение времени 
реабилитации, но оно было не таким явным, как у 
больных с поперечным переломом: 19 у основной и 
19,7 недели – у контрольной группы.

Используя разработанное устройство дозирован-
ной нагрузки и ранней разработки движений в суставах, 
удалось избежать такого осложнения, как контрактура 
сустава и несращение перелома.

Рис. 1. Устройство для определения нагрузки на нижнюю конечность. 
1: микропроцессор; 2: электронная плата; 3: модуль WiFi; 4: датчик веса; 5: вибромотор; 
6: пьезо излучатель; 7: аккумулятор; 8: контроллер зарядки аккумулятора; 9: универсальный порт; 
10: блок программирования; 11: блок питания; 12: элемент крепления; 13: стелька; 14: корпус.

Рис. 2. Расположение датчика веса и крепление основного блока.

Original research
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Выводы
1. Разработанное устройство позволяет пациентам 

с травмами нижних конечностей придерживаться оп-
тимальной нагрузки в период реабилитации, избегая 
чрезмерной и слабой нагрузки на нижнюю конечность. 
Устройство ведёт статистику нагрузки и передаёт её 
на сервер, благодаря чему лечащий врач может кон-
тролировать процесс реабилитации. 

2. Устройство гарантирует оптимальную нагрузку 
на оперированную конечность до полного сращения 
перелома, даёт возможность сохранить стереотип 
ходьбы, снижает риск повреждения фиксатора, позво-
ляет оптимизировать остеогенез в зоне перелома, что 
способствует сокращению сроков сращения перелома 
и сроков реабилитации на 2 недели.
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Таблица 2. Сравнение сроков реабилитации больных с применением и без применения дозатора нагрузки

Группы 
Данные 

Поперечный перелом костей голени (2А) Косой перелом костей голени (2А)
основная группа контрольная группа основная группа контрольная группа

Количество больных по характеру повреждения 
согласно классификации АО

9 8 11 10

Медиана 15,00 17,00 19,00 19,70
Интерквартильный интервал (14,50; 16,00) (16,75; 17,75) (18,00; 20,00) (18,00; 20,50)
Значение критерия Манна–Уитни Z = 3,75 Z = 1,29
Достоверность p < 0,001 p < 0,2
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Alternative method of treating prolonged wound defects of trunk  
and extremities
E. V. Ponomarenko, I. S. Kovalenko
Zaporizhzhіa State Medical University, Ukraine

The aim of the study is to improve the treatment results in patients with prolonged wound defects on the trunk and extremities 
by using alternative methods.

Materials and methods of research: 75 patients with neurotrophic disorders aged 19–76 years were treated. Of the total 
number 25 (33.3 %) of patients were treated according to the methodology having been developed in the clinic.

Results and discussion: In 25 (33.3 %) cases of a neurotrophic ulcerative defect, skin regeneration course was prescribed 
for 2 to 6 weeks. We have had positive results (complete defects healing) in all the cases. The clinical experience of using 
hyaluronic acid preparation has been scientifically substantiated by the complex pathomorphological studies of skin biopsy 
material (histological, histochemical, immunohistochemical techniques ones using monoclonal antibodies Rb a-Hu Collagen I, 
Clone RAHC11 and Rb a-Hu Collagen III, Clone RAHC33 (Imtek, Russian Federation) to collagen I and III types).

Conclusions: The choice of corrective intervention method and the closure of the defect depended on the size, depth of 
the wound and the functional characteristics of the site of the injury. The new method of treatment of neurotrophic ulcers expands 
the prospects for treatment of patients with defects in the integumentary tissues. At the pathomorphological examination, 
the signs of healing with hyperproliferative processes were revealed in the epidermis, hyperkeratosis, parakeratosis, and 
excessive accumulation of collagen type I that characterized pathological healing and was often determined in the epidermis 
in chronic ulcers. Differential approach to selecting the method of closing wound surfaces makes it possible to achieve positive 
results in 98.1 % of cases.

Альтернативний спосіб лікування тривало існуючих ранових дефектів тулуба та кінцівок

О. В. Пономаренко, І. С. Коваленко
Мета роботи – поліпшити результати лікування хворих із тривало існуючими рановими дефектами тулуба та кінцівок 
шляхом застосування альтернативних методів.

Матеріали та методи. У клініці проліковано 75 хворих із нейротрофічними розладами віком від 19 до 76 років. 25 (33,3 %) 
пацієнтів від загальної кількості проліковано за методикою, котра розроблена в клініці.

Результати. У 25 (33,3 %) випадках нейротрофічного виразкового дефекту призначений курс редермалізації протягом 2–6 
тижнів із позитивним результатом (повне заживлення дефекту) в усіх випадках. Клінічний досвід застосування препарату 
гіалуронової кислоти науково обґрунтований комплексним патоморфологічним дослідженням біопсійного матеріалу 
шкіри (гістологічними, гістохімічними, імуногістохімічними методиками з використанням моноклональних антитіл Rb a-Hu 
Collagen I, Clone RAHC11 та Rb a-Hu Collagen III, Clone RAHC33 («Імтек», Російська Федерація) до колагену I та III типів).

Висновки. Вибір методу корегуючого втручання та закриття дефекту залежав від розмірів, глибини рани та функціо-
нальних особливостей ділянки пошкодження. Новий спосіб лікування нейротрофічних виразок розширює перспективи 
лікування пацієнтів із дефектами покривних тканин. Під час патоморфологічного дослідження виявлялись ознаки загоєння 
з гіперпроліферативними процесами в епідермісі, гіперкератозом, паракератозом і надмірним накопиченням колагену І 
типу, що характеризує патологічне загоєння та часто визначається в епідермісі при хронічних виразках. Диференційний 
підхід до вибору методу закриття ранових поверхонь дає можливість досягнути позитивних результатів у 98,1 % випадків.

Альтернативный способ лечения длительно существующих раневых дефектов  
туловища и конечностей

Е. В. Пономаренко, И. С. Коваленко

Цель работы – улучшить результаты лечения больных с длительно существующими раневыми дефектами туловища 
и конечностей путем применения альтернативных методов.

Материалы и методы. В клинике пролечено 75 больных с нейротрофическими трофическими дефектами в возрасте 
от 19 до 76 лет. 25 (33,3 %) пациентов от общего количества пролечено по методике, разработанной в клинике.

Результаты. В 25 (33,3 %) случаях нейротрофических язвенных дефектов был назначен курс редермализации в течение 
2–6 недель с положительным результатом (полное заживление дефекта) во всех случаях. Клинический опыт применения 
препарата гиалуроновой кислоты был научно обоснован комплексным патоморфологическим исследованием биопсий-
ного материала кожи (гистологическими, гистохимическими, иммуногистохимическими методиками (с использованием 
моноклональных антител Rb a-Hu Collagen I, Clone RAHC11 и Rb a-Hu Collagen III, Clone RAHC33 («Имтек», Российская 
Федерация) к коллагену I и III типов).
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Выводы. Выбор метода корректирующего вмешательства и закрытия дефекта зависел от размеров, глубины раны 
и функциональных особенностей участка повреждения. Новый способ лечения нейротрофических язв расширяет 
перспективы лечения пациентов с дефектами покровных тканей. При патоморфологическом исследовании обнаружи-
вались признаки заживления с гиперпролиферативными процессами в эпидермисе, гиперкератозом, паракератозом 
и чрезмерным накоплением коллагена I типа, что характеризует патологическое заживление и часто определяется в 
эпидермисе при хронических язвах. Дифференцированный подход к выбору метода закрытия раневых поверхностей 
позволяет достичь положительных результатов в 98,1 % случаев.

Patients with prolonged wound defects are, first of all, 
the category of patients with disability for an indefinite 
period, possible disability and a significant decrease in 
the quality of life. As a rule, the patients receive long-term 
courses of treatment in several medical institutions, as 
outpatients too. The presence of wound surfaces leads 
to the limitation of physical activity, the need for regular 
painful dressings, permanent sense of malaise, the onset 
of drugs’ side effects, emotional disorder.

Most often, the causes of prolonged wounds formation 
are vascular diseases (trophic ulcers in chronic venous 
insufficiency, ischemic ulcers in obliterating diseases of 
arteries), complicated forms of diabetes mellitus (neu-
ropathic form of diabetic foot), cancer (radiation ulcers), 
and so on. Neurotrophic ulcer defects, as consequences 
of spinal cord injury and peripheral nerves, are difficult to 
conservative therapy and surgical correction. In the United 
States, every year more than 8-10 thousand new cases of 
complicated vertebral and spinal trauma are recorded, in 
Ukraine this figure is 2–3 thousand per year [3].

Despite the introduction of high-tech non-invasive 
neurosurgical techniques, the vast majority of patients 
with the consequences of traumatic injury to the spinal 
cord are disabled [1,4].

The aim of the study is to improve the treatment results 
of patients with long-standing wound defects of trunk and 
extremities by using alternative methods.

Materials and methods of research
75 patients with neurotrophic disorders aged 19 to 76 years 
old, with an average age of 47.5 years, were treated from 
2011 to 2017 at the clinical basis of the Department of 
Disaster Medicine, Military Medicine, Anesthesiology and 
Intensive Care of Zaporizhzhia State Medical University. 
Women – 27 (36 %), men – 48 (64 %). There were 25 
(33.3 %) patients of the total number treated according to 
the new methodology using hyaluronic acid preparation, 
which has been developed in the clinic [2].

The patients were performed the following diagnostic 
measures: general clinical examination, angiological, 
neurological examination, clinical and laboratory diag-
nostics, microbiological monitoring of the wound contents, 
CT, electroneuromyography, Doppler ultrasonography, 
photodocumentation.

The complex pathomorphological study of the skin 
biopsy material was performed by histological (staining 
with hematoxylin and eosin), histochemical (Van Gieson’s 
stain), immunohistochemical (according to the standar-
dized protocols [6]. Using monoclonal antibodies Rb a-Hu 
Collagen I, Clone RAHC11 and Rb a-Hu Collagen III, Clone 
RAHC33 (Imtec, Russian Federation) to collagen types I 
and III). For the morphometric study, the skin preparations 
were photographed in 5 visual fields by the digital camera 

“Canon EOS 1000D” (Japan) in the microscope Axioplan 
2 (Carl Zeiss, Germany) with the magnification x200 and 
analyzed using the software ImageJ [11]. For the mor-
phometric measurement of the relative area occupied by 
immunopositive structures, a standard “threshold of sensi-
tivity” (the Threshold tool) was set up in the filtered image 
DAB channel for automatic segmentation of the digital 
image into two main types of pixel points (black and white), 
followed by the calculation of the ratio of the number Black 
pixel points (immunopositive zones) to the total number of 
pixels in the image, expressed in %. The statistical proces-
sing of the results was performed on a personal computer 
using the analysis package in the program Excel Microsoft 
Office 2013 and Statistica® for Windows 6.0 (StatSoft Inc., 
License number AXXR712D833214FAN5). Median (Me), 
lower and upper quartiles (Q1, Q3) were calculated.

Results and discussion
With neurotrophic ulcers (6 (8 %) of patients) with damage 
to peripheral nerve trunks, it was mandatory to conduct 
electroneuromyographic examinations with a neurosur-
geon’s inspection and the appointment of a special treat-
ment. In 5 cases of trophic ulcers on the lower extremities, 
autografting was performed by a split skin graft, in one 
case of a wound defect on the forearm, they performed 
plasty with a rotation skin adipose flap on the axial blood  
supply.

In the 44 (58.7 %) patients, the decubital trophic de-
fects III–IV degree in the spine (27 cases) area and the site 
of greater trochanter of femoral bones (21 cases) were 
diagnosed. The choice of the type of surgical intervention 
depends on the size of the defect.

In 12 patients there were 2 localizations simultaneous-
ly, in 4 patients – 3 localizations. In case of vertebral locali-
zation of neurotrophic ulcers, in 7 cases, plasty was used 
with one or two V-like skin and muscle rotation flaps; in 16 
cases plasty was with skin adipose dicotyledonous pedicle 
flap; in 9 cases of neurotrophic ulcers in the site of greater 
trochanter plasty with rotation skin adipose dicotyledonous 
pedicle flap was performed. In other cases wound defects 
plasty was performed by the split autografting.

To prevent the development of seromas and hema-
tomas in the early postoperative period, active drainages 
were installed for up to 5–7 days. Mandatory preoperative 
preparation included rational antibacterial therapy, taking 
into account the sensitivity of the sown flora, restoring 
electrolyte, water and protein balance. In all the patients, 
the primary healing of wound defects has been noted. 
Cases of rejection, marginal necrosis of flaps haven’t 
been marked. In 3 cases subflapular seroma (up to 5 cm 
in diameter), which was successfully eliminated, occurred. 
In the remote period recurrences of neurotrophic ulcers 
have not been noted.
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In 25 (33.3 %) cases of neurotrophic ulcer defect on 
the heels and residual defects in the area of the sacrum, 
buttocks a redermalization course was prescribed for 2 to 
6 weeks with a positive result (complete defect healing) 
in all the cases.

Clinical manifestations of neuropathy were absence 
of pain, immutability of skin integuments temperature and 
their normal color, intact pulsation in the dorsal arteries 
of the foot, the presence of hyperkeratosis on the sole, 
specific deformity of the fingers, feet and joints. Trophic 
ulcers were localized in the places of excessive pressure 
on the sole – the area of the heel, the heads of metatarsal 
bones, the lateral part of the foot. The electroneuromyo-
graphy confirmed the diagnosis in all the cases, namely, 
the lack of electrical conductivity along the peripheral nerve 
endings of the leg.

The basis of the new method for the treatment of 
trophic ulcers in the lower extremities is using a combined 
preparation of hyaluronic acid with sodium salt of succinic 
acid [2].

We have used the preparation of hyaluronic acid with 
sodium salt of succinic acid by injecting 1.0 ml of 1.5 % 
solution intracutaneously around the ulcer defect once 
per week for 5–7 weeks. During the treatment, dynamic 
measurements of the trophic ulcer defect were performed.

All the patients were treated according to this method 
and they were discharged with a positive result, namely, 
the complete healing of the trophic ulcer defect.

The introduction of hyaluronic acid preparations into 
the extracellular matrix provides the site of the surgery 
with the additional amount of hyaluronic acid to optimize 
the performance of its biological functions in the skin, 
such as: the tissues’ turgor and flexibility increases and 
the processes of elastogenesis, collagenogenesis and an-
giogenesis are stimulated. Sodium succinate (sodium salt 
of succinic acid) operates at the level of mitochondria – to 
activate the processes of cellular respiration, ATP synthesis 
and the structural proteins of the skin.

This treatment technique can be used not only at 
the conditions of in-patient department but at the out-pa-
tient setting too which significantly reduces the terms of 
treatment and patient’s stay in the hospital.

Despite the fact that redermalization is the technique 
that requires special training, its further use does not 
require specific instruments, anesthetic support, or ope-
rating room.

Conducting weekly measurements of ulcer defect 
makes it possible to evaluate the results of treatment in 
the dynamics and be able to correct treatment, which does 
not require special tools either, except for centimeter tape 
or tracing paper.

Thus, the combination of the afore-mentioned positive 
influences has contributed to increase the efficiency of 
treatment, to accelerate the recovery of patients, reduce 
the number of complications and reduce the number of 
bed days.

In addition to the fact that the use of this method does 
not require special means and the attracting of the other 
profile specialists, it can be used in the outpatient mode 
for the treatment of prolonged existing trophic ulcers with 
vascular etiology in the complex with surgical methods of 
intervention.

Example. Patient L., 1982, the history of the disease 
No. 1199 was admitted to the Department of Thermal 
Injury and Reconstructive Surgery with the diagnosis: 
Consequences of severe spinal trauma. Vertebral fracture 
L1. Spinal cord contusion. Neurotrophic ulcer defects of 
the lumbar, sacrum, buttocks, both heels. Lower Para-
plegia. Dysfunction of the pelvic organs in the form of 
retention.

Date of hospitalization: 25.01.2012.
Date of discharge: 07.03.2012.
On admission to the hospital the patient complained 

of the presence of wounds on the sacrum, buttocks, heels.
Anamnesis of illness: the patient considers himself 

to have been ill for six months, when he was injured fal-
ling from the height at the construction site. He has had 
the course of complex treatment in the neurosurgical de-
partment. In the postoperative period there were bedsores 
in the area of sacrum, heels. The patient was hospitalized 
to the department of thermal trauma for further treatment. 
Local examination of the sacrum area showed wound de-
fect 10x10 cm with straight edges and active granulations, 
in the area of both heels there is necrosis.

The patient received the course of antibacterial, infu-
sion therapy, exercise therapy, massage, debridement of 
wound defects.

21.06.12 – operative intervention was performed – 
closure of the neurotrophic wound defect of the sacral area 
with a rotation two-lobe fasciocutaneous flap. Sutures were 
removed on the 14th day.

02.11.11 – necrectomy of the marginal necrosis of 
the flap, secondary suturing, autoplasty.

18.11.11 – autoplasty of wound defects of heels.
13.12.11 – epicystostoma surgery.
19.01.12 – autoplasty of residual wound defects.
The patient is again hospitalized with residual wound 

defects in the area of the sacrum and heels and new 
neurotrophic defects in the buttocks.

After the course of antibacterial therapy, defects 
debridement

15.02.12 – autoplasty of wound defects was per-
formed.

From 08.02.12 the course of injection 1.5 % solution 
of hyaluronic acid started. In the dressing room, the pa-
tient’s wound defect area was debrided with an antiseptic 
solution. The size of the defect was measured with 
the centimeter tape before the beginning of the therapy. 
Completely ready-to-use glass Luer-lock syringe filled 
beforehand and an additional needle with a solution of 
non-structured hyaluronic acid with succinate (concen-
tration of hyaluronic acid 15 mg/ml) was used. Indenting 
from the edge of the ulcer for 0.5 cm, 0.1–0.2 ml solution 
is injected intracutaneously once by the tunnel method. 
Spacing between the injections is 0.5 cm.

A sterile gauze bandage was applied on the wound 
defect. The procedure was repeated 2 times a week with 
the obligatory measurement of the wound defect and its 
photographing. The course of treatment was 2 weeks. 
After the treatment course, the complete epithelization of 
wound defects in the area of both heels and the buttocks 
was noted.

The clinical experience of using hyaluronic acid prepa-
ration has been scientifically substantiated by the studies 
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performed in accordance with the program of joint scientific 
research of the Department of Medicine of Catastrophes, 
Military Medicine, Anesthesiology and Intensive Care, 
and the Institute of Clinical Pathology, ZSMU, dated Nov 
20, 2015 on the base of the Institute of Clinical Pathology, 
ZSMU.

During the complex pathomorphologic examination 
of the skin biopsy material from the para-wound zone 
in 25 (33.3 %) patients with neurotrophic defects of 
the integumentary tissues, who had been treated by 
the method of using hyaluronic acid 1.5 % with sodium 
succinate, it was found that the epidermis in these areas 
had a different morphology from the epidermis of healthy 
skin, which was represented by a stratified epithelium 
and consisted of several layers of keratinocytes. During 
maturation, these cells move from the proliferative state in 
the basal layer to the differentiated state, acquire stratified 
structure, lose their nuclei and form enucleated corneal  
layer.

In pathohistological examination of the skin biopsy 
material stained with hematoxylin and eosin, in this group 
of patients after the injections of hyaluronic acid prepara-
tion, the signs of healing wounds were revealed. In most 
cases, they were characterized by the formation of a thick, 
hyperproliferative epidermis containing mitotic active cells 
not only in the basal but also in the supra-basal layers, 
which according to some literature data is the result of 
activation and excessive expression of c-myc [9]. Further-
more, the other differences were found – the presence 
of hyperkeratosis (thick corneal layer) and parakeratosis 
(the presence of nuclei in the corneal layer), which can give 
evidence of the incomplete differentiation of keratinocytes 
and often characterizes the epidermis of chronic ulcers 
[7]. It is known that induction of c-myc and suppression of 
K6/K16 can lead to inhibition of keratinocytes migration in 
human skin, which contributes to the incomplete activation 
of keratinocytes and possibly the development of chronic 
wounds [8,9]. In some cases, the restricted areas of gra-
nulation tissue formation were identified and the areas of 
pseudoepytheliomatous hyperplasia, that is often revealed 
in chronic defects’ edges and caused by chronic injury of 
the damaged areas.

At the histochemical studies of the skin fragments in 
this group of patients, stained according to Van Gieson’s 
method, the areas of sclerosed dermis with intensely 
developed collagen framework were revealed as unsy-
stematically arranged thin and thick bundles of collagen 
fibers and inflammatory cell infiltration between them. In 
some cases, the normal structure of the dermis with a 
neat and orderly network of collagen was detected, which 
was covered with a thin layer of epidermis. It is known 
that the initial phase of wound healing is characterized by 
the release of IL-1 and TNFα by keratinocytes that acting 
autocrinely, increase the migration and proliferation of 
keratinocytes, activate adjacent fibroblasts and increase 
the secretion of FGF (fibroblast growth factor), which in turn 
promotes the migration of fibroblasts and the accumulation 
of ECM components, primarily collagens [12]. The other 
important signaling molecule produced by both keratino-
cytes and fibroblasts is TGF-β. Its expression induces 
the formation of granulation tissue, reepithelization and 
tissue reconstruction [5].

In the parallel immunohistochemical examination of 
these skin fragments, using monoclonal antibodies to col-
lagen types I and III in most cases its marked expression 
was revealed with considerable accumulation in the form 
of wavy pale and intensely colored single and collected in 
fascicles, sometimes interwoven with each other fibrillary 
structures in all the layers of the dermis. During photodigital 
skin fragments morphometry in patients with neurotrophic 
ulcers it was determined that the relative area of collagen 
type I deposition is 28.15 (24.35; 35.24) % and collagen 
type III – 23.01 (20.94; 25.95) %.

Thus, it was determined that in the dermal structures 
of most patients in this group there was a denser accu-
mulation of collagen type I than collagen type III, that 
according to the findings of other studies may be the result 
of an imbalance between the processes of synthesis and 
degradation of proteins of extracellular matrix and leads 
to the pathological scarring [10,14]. According to some 
studies, it has been established that chronic inflammatory 
infiltration in the zones of skin damage is accompanied 
by activation of leukocytes, cytokines and matrix metal-
loproteinases, which support the inflammatory reaction, 
stimulate pathologic production of collagen by fibroblasts, 
their proliferation and pathological fibrosis, as well as 
lipodermatosclerosis [10].

In the complex microscopic examination of skin tissue 
sections stained with hematoxylin and eosin and according 
to Van Gieson’s method in the control group of patients 
(20 ones with wound defects of the integumentary tissues 
of the trunk and extremities without damage to the ner-
vous structures) the areas with intensive development of 
the dermal collagen framework covered with a thin layer of 
the epidermis, that contained mitotic active keratinocytes 
in the supra-basal layers, often with flattening of the der-
mally-epidermal junction. Fibroblast clusters and a focal 
lymphocytic infiltration were revealed among collagen 
bundles. In the analysis of digital images of skin samples 
with immune positive zones in this group of patients it 
was also observed an intense accumulation of collagens 
types I and III as pale and dark brown fibrous structures of 
thin single and organized into bundles fibrils in all dermal 
layers. In this case, the relative area of accumulation of 
collagen type I was lower than in the previous group and 
amounted to 19.01 (14.80; 22.73) % and collagen type 
III – 26.67 (25.11; 33.01) %. This way it was found that in 
the dermis of the most patients in this group a significant 
accumulation of collagen type III was observed, which 
usually occurs at the early stages of regeneration than 
collagen type I that according to the data of the other 
studies is revealed in immature connective tissue [13] and 
is explained by the early stages of surgical interventions 
and the intake of skin biopsy material after tissue damage 
in this group of patients.

Conclusions:
1. The choice of the method of corrective interven-

tion and the closure of the defect depended on the size, 
depth of the wound and the functional characteristics of 
the damaged site.

2. The new method of treatment of neurotrophic ulcers 
of the lower extremities using hyaluronic acid preparation 
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with sodium succinate enhances the prospects for treat-
ment of patients with integumentary tissues defects.

3. Pathomorphological examination of skin fragments 
in patients with neurotrophic ulcers revealed signs of 
healing with hyperproliferative processes in the epidermis, 
hyperkeratosis, parakeratosis, and the excessive accumu-
lation of collagen type I which characterizes pathological 
scarring and is often determined in the epidermis in chronic 
ulcers.

4. Differential approach to the selection of the me-
thod of closing wound surfaces associated with damage 
to the central and peripheral nervous systems makes it 
possible to achieve positive results in 98.1 % of cases.
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Особенности иммуногистохимической экспрессии  
Kі-67, p16INK4a, HPV16 в цервикальной интраэпителиальной  
неоплазии и раке шейки матки
В. А. Туманский, З. А. Пирогова
Запорожский государственный медицинский университет, Украина

Рак шейки матки (РШМ) является распространённой опухолью у женщин, её развитию предшествует ряд патологических 
процессов, среди которых ключевую роль играет цервикальная интраэпителиальная неоплазия (CIN).

Цель работы – изучение особенностей иммуногистохимической (ИГХ) экспрессии Ki-67, p16INK4a, HPV16 в эпителии 
шейки матки (ШМ) с диспластическими изменениями различной степени тяжести (CIN I–III) и в опухолевых клетках 
плоскоклеточного РШМ.

Материалы и методы. Проведено патогистологическое и ИГХ исследование биопсий ШМ матки 53 больных 18–45 
лет, из которых 34 женщины страдали CIN I–III, у 9 диагностирован плоскоклеточный РШМ, в 10 случаях изучена ШМ 
обычной структуры.

Результаты. Установлено, что при лёгкой CIN I дисплазии эпителий ШМ характеризуется низким уровнем пролифе-
рации по экспрессии Кі-67 (Me = 17,87 % (13,76; 22,44)) и крайне низким уровнем экспрессии p16INK4a (Me = 0,00 (0,00; 
29,64)); доля HPV16-позитивных пациенток с CIN I составляет 27,27 %. При средней CIN II дисплазии эпителиоциты ШМ 
характеризуется средним уровнем пролиферации (Me Кі-67 = 44,96 % (34,91; 55,41)) и умеренным уровнем экспрессии 
p16INK4a (Ме = 75,71 (51,24; 82,41)); доля HPV16-позитивных пациенток с CIN II составляет 71,43 %. При тяжёлой CIN III 
дисплазии эпителий ШМ характеризуется высоким уровнем пролиферативной активности (Ме Кі-67 = 74,62 % (68,50; 
84,67)) и высоким уровнем экспрессии p16INK4a (Ме = 117,47 (95,38;123,93)); доля HPV16-позитивных пациенток с CIN III 
составляет 77,78 %. У всех больных РШМ в опухолевых клетках выявлена ядерно-цитоплазматическая экспрессия 
HPV16, а также высокий уровень экспрессии Ki-67 и p16INK4a. Имеются прямые корреляционные связи между уровнями 
экспрессии Ki-67, p16INK4a, HPV16, а также показателями степени тяжести CIN.

Выводы. Полученные данные свидетельствуют о том, что с нарастанием тяжести диспластических изменений много-
слойного плоского эпителия ШМ возрастает и экспрессия эпителиоцитами Ki-67, p16INK4a, HPV16. Отсутствие статистически 
значимых различий между показателями экспрессии Ki-67, p16INK4a, HPV16 в эпителии ШМ с тяжёлой CIN III дисплазией 
и в опухолевых клетках РШМ свидетельствует о том, что эти маркеры не играют решающей роли в дифференциальной 
диагностике тяжёлой дисплазии и плоскоклеточного РШМ.

Особливості імуногістохімічної експресії Kі-67, p16INK4a, HPV16  
у цервікальній інтраепітеліальній неоплазії та карциномі шийки матки

В. О. Туманський, З. О. Пирогова
Рак шийки матки (РШМ) є поширеною пухлиною в жінок, її розвитку передує низка патологічних процесів, серед котрих 
ключову роль відіграє цервікальна інтраепітеліальна неоплазія (CIN).

Мета роботи – вивчення особливостей імуногістохімічної (ІГХ) експресії Ki-67, p16INK4a, HPV16 в епітелії шийки матки 
(ШМ) із диспластичними змінами різного ступеня тяжкості (CIN I–III) та в пухлинних клітинах плоскоклітинного РШМ.

Матеріали та методи. Здійснили патогістологічне та ІГХ дослідження біопсій ШМ матки 53 хворих 18–45 років. 34 
жінки страждали CIN I–III, у 9 діагностований плоскоклітинний РШМ, у 10 випадках вивчена шийка матки звичайної  
структури.

Результати. Встановили, що при легкій CIN I дисплазії епітелій ШМ характеризується низьким рівнем проліферації за 
експресією Кі-67 (Me = 17,87 % (13,76; 22,44)) і вкрай низьким рівнем експресії p16INK4a (Me = 0,00 (0,00; 29,64)); частка 
HPV16-позитивних пацієнток із CIN I становить 27,27 %. При середній CIN II дисплазії епітеліоцити ШМ характеризується 
середнім рівнем проліферації (Me Кі-67 = 44,96 % (34,91; 55,41)) і помірним рівнем експресії p16INK4a (Ме = 75,71 (51,24; 
82, 41)); частка HPV16-позитивних пацієнток із CIN II становить 71,43 %. При важкій CIN III дисплазії епітелій ШМ харак-
теризується високим рівнем проліферативної активності (Ме Кі-67 = 74,62 % (68,50; 84,67)) і високим рівнем експресії 
p16INK4a (Ме = 117,47 (95,38; 123,93)); частка HPV16-позитивних пацієнток із CIN III становить 77,78 %. У всіх хворих на 
РШМ у пухлинних клітинах виявлена ядерно-цитоплазматична експресія HPV16, а також високий рівень експресії Ki-67 
і p16INK4a. Наявні прямі кореляційні зв’язки між рівнями експресії Ki-67, p16INK4a, HPV16, а також показниками ступеня 
тяжкості CIN.

Висновки. Дані, що отримали, свідчать: із наростанням тяжкості диспластичних змін багатошарового плоского епі-
телію ШМ зростає й експресія епітеліоцитами Ki-67, p16INK4a, HPV16. Відсутність статистично значущих відмінностей 
між показниками експресії Ki-67, p16INK4a, HPV16 в епітелії ШМ із важкої CIN III дисплазією та в пухлинних клітинах 
РШМ свідчить про те, що ці маркери не відіграють вирішальної ролі в диференціальній діагностиці важкої дисплазії та 
плоскоклітинного РШМ.
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Immunohistochemical characteristic of expression levels of Kі-67, p16INK4a, HPV16 
in cervical intraepithelial neoplasia and cervical cancer

V. A. Tumanskiy, Z. A. Pyrogova
Squamous cervical cancer (SCC) is a common tumor in women, which is preceded by the series of pathological processes, 
among which the key role is played by cervical intraepithelial neoplasia (CIN).

Aim. To study the characteristics of immunohistochemical (IHC) expression of Ki-67, p16INK4a, HPV16 in squamous cervical 
epithelium (SCE) with dysplastic changes of varying degree (CIN I–III) and also in the tumor cells of SCC.

Materials and methods. Pathohistological and IHC studies of uterine cervix biopsies from 53 patients (the age ranged from 
18 to 45 years) were performed.

Results. It was found that SCE with CIN I is characterized by the low Ki-67 expression level (Me = 17.87 % (13.76, 22.44)) 
and the extremely low p16INK4a expression level (Me = 0.00 CUOD (0.00; 29.64)). The proportion of HPV16-positive patients 
with CIN I is 27.27 %. CIN II is characterized by the average proliferation level in SCE (Me = 44.96 % (34.91, 55.41)) 
and the moderate p16INK4a expression level (Me = 75.71 CUOD (51.24, 82, 41)). The proportion of HPV16-positive patients 
with CIN II is 71.43 %. CIN III is characterized by the high proliferation level (Me = 74.62 % (68.50, 84.67)) and by the high 
p16INK4a expression level of in SCE (Me = 117.47 CUOD (95.38, 123, 93)); the proportion of HPV16-positive patients with CIN III 
is 77.78%. In all the patients with SСС, nuclear and cytoplasmic expression of HPV16 was detected in the tumor cells. High 
expression levels of Ki-67 and p16INK4a were detected in the tumor cells. There are direct correlations between the expression levels 
of Ki-67, p16INK4a, HPV16 and CIN degree.

Conclusions. These data indicate that the expression levels of Ki-67, p16INK4a and HPV16 increase with the increasing 
of CIN grade. The absence of statistically significant differences between the expression levels of Ki-67, p16INK4a and HPV16 
in CIN III and the same levels in the tumor cells of SCC indicates that these markers cannot be used for differential diagnosis 
between CIN III and SCC.

Рак шейки матки (РШМ) является одним из самых 
распространённых онкологических заболеваний в 
развитых странах мира [8]. По данным Национального 
канцер-реестра Украины, заболеваемость РШМ зани-
мает 2 место в структуре онкозаболеваемости женщин 
в возрасте 30–54 лет, а также 2 место в структуре 
смертности от злокачественных новообразований 
женщин в возрасте 18–54 лет [1].

В настоящее время доказано, что основным этио-
логическим фактором РШМ является вирус папилломы 
человека (ВПЧ) [8,10]. При этом способность индуциро-
вать злокачественный рост имеют только онкогенные 
штаммы ВПЧ: 16, 18, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 
59, 66, 68 и 70 типа [7]. Кроме того, известно, что ВПЧ 
16 типа и филогенетически родственные 31, 33, 35, 52, 
58 типы вируса индуцируют развитие плоскоклеточного 
РШМ, в то время как ВПЧ 18 типа и ВПЧ 39, 45, 59 и 
68 типов индуцируют развитие аденокарциномы шейки 
матки (ШМ) [13].

С развитием РШМ тесно связана проблема 
предопухолевых патологических процессов ШМ. 
Ключевую роль среди них играет цервикальная ин-
траэпителиальная неоплазия (CIN), которая градуи-
руется по степени тяжести на лёгкую (CIN I), средней 
степени (CIN II) и тяжёлую CIN III [5]. Своевременное 
выявление инфицирования онкогенными штаммами 
ВПЧ и наличия CIN разной степени тяжести важно 
для снижения заболеваемости и смертности от 
РШМ. Несмотря на известные микроскопические 
критерии, которые дают возможность определять 
степень тяжести CIN, в настоящее время углублённо 
изучаются иммуногистохимические (ИГХ) маркеры, 
позволяющие уточнить прогностическое значение 
CIN разной степени тяжести для развития РШМ. С 
этой целью определяются уровни экспрессии марке-
ра клеточной пролиферации Ki-67, применяющегося 
для отличия CIN от доброкачественных реактивных 

изменений ШМ [11], а также белка p16, препятствую-
щего образованию комплекса Cyclin D/Cdk4,6 и G1–S 
переходу в клеточном цикле [3], повышенная экс-
прессия которого в многослойном плоском эпителии 
ШМ ассоциирована с инфицированием онкогенными 
штаммами ВПЧ [4,14]. Кроме того, существуют моно-
клональные антитела к определённым типам ВПЧ, в 
том числе и к ВПЧ 16 типа (HPV16), который играет 
важную роль в трансформации CIN в плоскоклеточ-
ный РШМ. Однако данные об уровне экспрессии 
перечисленных маркеров в CIN различной степени 
тяжести и их взаимосвязи с вероятностью развития 
РШМ противоречивы.

Цель работы
Изучить особенности иммуногистохимической экспрес-
сии Ki-67, p16INK4a, HPV16 в цервикальной интраэпите-
лиальной неоплазии различной степени тяжести и в 
плоскоклеточном раке шейки матки у женщин, инфи-
цированных вирусом папилломы человека.

Материалы и методы исследования
Проведено комплексное патоморфологическое иссле-
дование биопсийного материала ШМ 43 пациенток 
18–45 лет, у которых при ПЦР исследовании было 
обнаружено инфицирование ВПЧ. По степени тяжести 
дисплазии эпителия ШМ (CIN) выделено 4 группы: 1 
группа – 11 биоптатов ШМ со слабой CIN I дисплазией, 
2 группа – 14 биоптатов ШМ с умеренной CIN II дис-
плазией, 3 группа – 9 биоптатов ШМ с тяжёлой CIN III 
дисплазией, 4 группа – 9 биоптатов плоскоклеточного 
РШМ. В контрольной группе исследован материал 10 
биоптатов ШМ обычной гистоструктуры у женщин, не 
инфицированных ВПЧ.

Key words:  
cervix uteri,  
uterine cervical 
neoplasms,  
human papilloma 
virus,  
Ki-67 antigen.
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В парафиновых срезах, окрашенных гематоксили-
ном и эозином, оценивали структуру экзоцервикса, а 
также наличие и степень тяжести CIN в соответствии 
с гистологической классификацией опухолей женской 
половой системы [5]. ИГХ-исследование проводили по 
стандартной методике [9] с использованием монокло-
нальных антител Mo a-Hu Ki-67 Antigen, Clone MIB-1, 
(DAKO, Дания), Mo Anti-p16(INK4) Antigen, Clone G175-
405 (BioGenex, США), Mo Antibody to Human Papilloma 
Virus type 16, Clone Camvir-1 (Diagnostic BioSystems, 
США), а также системы визуализации DAKO EnVision+ 
System с диаминобензидином (DAKO, Дания).

Уровень экспрессии Ki-67 эпителием и опухолевыми 
клетками ШМ оценивали в баллах по B. Risberg et al. 
(2002) путём подсчёта процента клеток с иммунопози-
тивными (ИМПЗ) ядрами в 5 полях зрения микроскопа 
Axioplan 2 («Carl Zeiss», ФРГ) при увеличении х200. При 
этом 0–5 % клеток с ИМПЗ ядрами составляли 0 баллов, 
6–25 % ИМПЗ клеток –1 балл, 26–50 % ИМПЗ клеток – 2 
балла, 51–75 % ИМПЗ клеток –3 балла и 76–100 % ИМПЗ 
клеток – 4 балла. Ноль и 1 балл соответствовали низкому 
уровню экспрессии Ki-67, 2 и 3 балла – среднему уровню, 
4 балла – высокому уровню экспрессии Ki-67.

Уровень экспрессии p16INK4a эпителием и опу-
холевыми клетками ШМ измеряли методом фото-
цифровой морфометрии [2]. ИГХ-микропрепараты 
фотографировали цифровой камерой «Olympus 
3040» (Япония) в микроскопе Axioplan 2 («Carl 
Zeiss», ФРГ) при увеличении х200 в 5 полях зрения, 
интенсивность экспрессии оценивали в плагине 
Colour Deconvolution программы обработки цифро-
вых изображений ImageJ в баллах (от 0 – белый до 
255 – черный) и градуировали на 4 уровня: негативная 
реакция – 0–20 баллов; низкий уровень экспрессии – 
21–50 баллов; умеренный – 51–100 баллов; высокий 

уровень экспрессии – более 100 баллов.
При оценке результатов ИГХ-реакции на HPV16 

учитывали наличие либо отсутствие позитивной ре-
акции в эпителии и опухолевых клетках ШМ.

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили на персональном компьюте-
ре в программе «Statistica® for Windows 6.0» (StatSoft 
Inc., лицензия № AXXR712D833214FAN5). Вычисляли 
медиану уровня экспрессии (Ме), нижний и верхний 
квартили (Q1; Q3). Для анализа различий экспрессии 
ИГХ маркеров в биоптатах ШМ с диспластическими 
изменениями и в биоптатах ШМ нормальной гистоло-
гической структуры рассчитывали непараметрический 
U-критерий Манна–Уитни. Анализ различий экспрес-
сии исследованных ИГХ маркеров в CIN различной 
степени тяжести проводили при помощи непараме-
трического однофакторного дисперсионного анализа 
Краскела–Уоллиса. Наличие связей между уровнями 
экспрессии исследуемых ИГХ маркеров и градацией 
CIN определяли с помощью расчёта коэффициента 
ранговой корреляции Спирмена. Результаты считали 
достоверными при р < 0,05.

Результаты и их обсуждение
В результате ИГХ-исследования установлено, что у 
женщин, не инфицированных ВПЧ, многослойный 
плоский эпителий ШМ имеет обычную структуру и 
характеризуется низким уровнем пролиферации: 
медиана экспрессии Ki-67 составляет 5,46 % (4,96; 
6,03). Ядерная экспрессия Ki-67 имеет место в оди-
ночных эпителиоцитах базального и парабазального 
слоев экзоцервикса. Экспрессия p16INK4a и HPV16 в 
многослойном плоском эпителии ШМ обычной гисто-
структуры не выявляется. Это соответствует данным 
современной научной литературы, по которым в мно-
гослойном плоском эпителии ШМ уровень экспрессии 
Ki-67 колеблется в пределах 3–10 %, а экспрессия 
маркеров p16INK4a и HPV16 не определяется [6,15,16].

В биоптатах ШМ пациенток 1 группы с патогисто-
логическим диагнозом CIN I многослойный плоский 
эпителий ШМ характеризуется низким уровнем проли-
ферации: медиана уровня экспрессии Ki-67 составляет 
17,87 % (13,76; 22,44). Ядерная экспрессия Ki-67 имеет 
место в эпителиоцитах парабазального слоя и в единич-
ных клетках промежуточного слоя. У 27 % пациенток 1 
группы с CIN I в промежуточном и поверхностном слоях 
эпителиального пласта ШМ выявляется ядерно-цито-
плазматическая экспрессия p16INK4a крайне низкого уров-
ня: медиана экспрессии p16INK4a составляет 0,00 (0,00; 
29,64). У 27,27 % пациенток с CIN I выявлена экспрессия 
HPV16 в ядрах одиночных койлоцитов (эпителиоци-
тов, подвергшихся койлоцитарной трансформации), 
локализованных преимущественно в парабазальном 
и промежуточном слоях экзоцервикса.

При ИГХ исследования биоптатов ШМ пациенток 
2 группы с CIN II установлено, что Ki-67-иммунопози-
тивные клетки занимают от 1/3 до 2/3 толщи эпители-
ального пласта ШМ (рис. 1).

Многослойный плоский эпителий ШМ с диспла-
стическими изменениями средней степени тяжести 
характеризуется средним уровнем пролиферативной 

Рис. 1. Умеренный уровень экспрессии Ki-67 эпителием шейки матки при CIN II. х200.
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активности: медиана уровня экспрессии Ki-67 состав-
ляет 44,96 % (34,91; 55,41). Разница между низким 
уровнем экспрессии Ki-67 в эпителиоцитах ШМ с лёгкой 
CIN I дисплазией и средним уровнем экспрессии Ki-67 
в эпителии ШМ со средней CIN II дисплазией статисти-
чески значима (р ˂ 0,05) (рис. 2).

У 12 (86 %) пациенток 2 группы с CIN II в эпите-
лиоцитах парабазального и промежуточного слоёв 
экзоцервикса имеет место ядерно-цитоплазматическая 
экспрессия p16INK4a, у 2 (14 %) пациенток – негативная 
ИГХ-реакция на белок p16INK4a в эпителии шейки матки. 
Медиана уровня экспрессии p16INK4a в эпителии ШМ с 
CIN II составляет 75,71 (51,24; 82,41), что соответствует 
умеренному уровню экспрессии данного маркера. Раз-
ница между уровнями экспрессии p16INK4a в эпителии 
шейки матки с лёгкой CIN I и средней CIN II дисплазией 
статистически значима (р ˂ 0,05) (рис. 3).

У 71,43 % пациенток 2 группы со средней CIN II дис-
плазией эпителия ШМ в койлоцитах, локализованных в 
парабазальном и промежуточном слоях экзоцервикса, 
определяется ядерная HPV16 (рис. 4). Разница между 
уровнями экспрессии данного маркера в эпителии ШМ 
с лёгкой CIN I и средней CIN II дисплазией статистиче-
ски значима (р ˂ 0,05).

При ИГХ исследовании биоптатов ШМ пациен-
ток 3 группы с тяжёлой CIN III дисплазией эпителия 
Ki-67-иммунопозитивные эпителиоциты выявляются 
во всех слоях экзоцервикса. Многослойный плоский 
эпителий ШМ с тяжёлыми диспластическими изме-
нениями CIN III характеризуется средним уровнем 
пролиферации: медиана уровня экспрессии Ki-67 
составляет 74,62 % (68,50; 84,67). Разница между 
уровнями экспрессии Ki-67 в эпителии ШМ с лёгкой 
CIN I, средней CIN II и тяжёлой CIN III дисплазией ста-
тистически значима (р ˂  0,05) (рис. 1). В эпителиоцитах 
всех слоёв экзоцервикса ШМ с CIN III определяется 
высокий уровень ядерно-цитоплазматической экс-
прессии p16INK4a, медиана которой составляет 117,47 
(95,38;123,93). Разница между уровнями экспрессии 
белка p16INK4a в эпителии ШМ с лёгкой CIN I, средней 
CIN II и тяжёлой CIN III дисплазией статистически 
значима (р ˂ 0,05) (рис. 3).

У 77,78 % пациенток 3 группы с CIN III в койлоцитах, 
локализованных во всех слоях экзоцервикса, опреде-
ляется ядерная экспрессия HPV16. Разница между 
уровнями экспрессии данного маркера в эпителии 
ШМ с лёгкой CIN I, средней CIN II и тяжёлой CIN III 
дисплазией статистически значима (р ˂ 0,05).

При ИГХ-исследовании биоптатов ШМ пациенток 
4 группы с патогистологическим диагнозом РШМ уста-
новлено, что Ki-67-ИМПЗ опухолевые клетки хаотично 
располагаются на протяжении всей толщи опухолевого 
пласта (рис. 5). Опухолевые клетки характеризуются 
средним уровнем пролиферации: медиана уровня 
экспрессии Ki-67 составляет 75,10 % (44,92; 80,36). 
Разница между уровнями экспрессии Ki-67 в эпителии 
ШМ с лёгкой CIN I и средней CIN II дисплазией, а также 
в опухолевых клетках РШМ статистически значима  
(р ˂ 0,05), в то же время медианы экспрессии Ki-67 в 
эпителии ШМ с тяжёлой CIN III дисплазией и в опу-
холевых клетках РШМ статистически достоверно не 
отличаются (р > 0,05) (рис. 2).

В опухолевых клетках плоскоклеточного РШМ у 
всех пациенток 4 группы определяется ядерно-ци-
топлазматическая экспрессия p16INK4a (рис. 6), ме-
диана которой составляет 96,31 (80,32;111,25), что 
соответствует умеренному уровню экспрессии данного 
маркера.

Разница между уровнями экспрессии p16INK4a в эпи-
телии ШМ с лёгкой CIN I и средней CIN II дисплазией, 
а также в опухолевых клетках РШМ статистически 
достоверна (р ˂  0,05), в то время как между медианами 
экспрессии p16INK4a в эпителии ШМ с тяжёлой CIN III 
дисплазией и в опухолевых клетках РШМ статистиче-
ски значимых различий не выявлено (р > 0,05) (рис. 3).

Кроме того, у всех больных РШМ в опухолевых 
клетках выявляется ядерная экспрессия HPV16. 
Разница между показателями экспрессии данного 
маркера в эпителии ШМ с лёгкой CIN I дисплазией 
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Рис. 2. Уровень экспрессии Ki-67 в многослойном плоском эпителии шейки матки с лёгкой CIN I, 
средней CIN II, тяжёлой CIN III дисплазией и в плоскоклеточном раке шейки матки (Cr coli uteri).
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Рис. 3. Уровень экспрессии p16INK4a в многослойном плоском эпителии шейки матки с лёгкой CIN I, 
средней CIN II, тяжёлой CIN III дисплазией и в плоскоклеточном раке шейки матки (Cr coli uteri).
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и в опухолевых клетках РШМ статистически значима  
(р ˂  0,05), в то время как медианы ядерной экспрессии 
HPV16 в эпителии ШМ со средней CIN II дисплазией 
и в опухолевых клетках РШМ достоверно не отли-
чаются, также не выявлено статистически значимых 
различий в экспрессии этого маркера в эпителии ШМ 
с тяжёлой CIN III дисплазией и в опухолевых клетках 
РШМ (р > 0,05).

Результаты проведённого исследования сви-
детельствуют о наличии статистически значимых 
различий между возрастанием уровня клеточной 
пролиферации, определяемого по экспрессии Ki-67, 
и возрастанием степени тяжести дисплазии эпителия 
ШМ в последовательности CIN I – CIN II – CIN III. 
К. Gupta et al. [6] также обнаружили статистически 
значимые различия между уровнями экспрессии Ki-67 
в эпителии ШМ при дисплазии разной степени: CIN I, 
CIN II и CIN III. В то же время M. Panjkoviæ, Т. Ivkoviæ-
Kapicl [15] нашли статистически значимые различия 
между уровнями экспрессии Ki-67 в эпителии ШМ 
при лёгкой CIN I и средней CIN II дисплазии, но не 
обнаружили статистически значимой разницы между 
уровнями экспрессии этого маркера в эпителии ШМ 
при средней CIN II и тяжелой CIN III дисплазии. Полу-
ченные нами данные о возрастании уровня экспрессии 
маркера p16INK4a и частоты выявления положительной 
реакции с HPV16 при возрастании дисплазии эпителия 
в последовательности CIN I – CIN II – CIN III согласуются 
с результатами исследований A. Godoy, K. Bazzo, F. Pas-
qualotto [12] и M. G. Donà et al. [16]. Л. М. Захарцева 
и Е. А. Пекур (2013) возрастание экспрессии p16INK4a в 
неоплазиях ШМ рассматривают как косвенный признак 
интеграции ВПЧ высокого риска в клеточный геном с 
последующей опухолевой трансформацией эпители-
альных клеток [5].

При анализе полученных результатов был выявлен 
ряд корреляций между уровнями экспрессии маркеров 
Ki-67, p16INK4a, HPV16, а также показателем степени 
тяжести дисплазии эпителия CIN (табл. 1).

Установлено, что в эпителии ШМ с лёгкой CIN I, 
средней CIN II и тяжёлой CIN III дисплазией имеется 
прямая сильная корреляционная связь между уровня-
ми экспрессии эпителиоцитами Ki-67 и белка p16INK4a 
(коэффициент корреляции Спирмена = 0,95), а также 
между уровнем экспрессии эпителиоцитами Ki-67 и 
показателем степени тяжести дисплазии эпителия 
шейки матки CIN (коэффициент корреляции Спир-
мена = 0,92). M. Panjkoviæ, Т. Ivkoviæ-Kapicl (2006) 
также нашли наличие корреляции между уровнем 
экспрессии эпителием ШМ Ki-67 и показателем степени 
тяжести дисплазии CIN [15]. Нами получены данные 
о тесной взаимосвязи между инфицированием клеток 
экзоцервикса HPV16 и возрастанием пролиферации 
эпителиоцитов ШМ, о чём свидетельствует прямая 
корреляционная связь средней силы между уровнями 
экспрессии Ki-67 и маркера HPV16 (коэффициент 
корреляции Спирмена = 0,63), что соответствует дан-
ным других исследователей [12]. Кроме того, была 
выявлена прямая корреляционная связь средней 
силы между уровнями экспрессии маркеров p16INK4a и 
HPV16 (коэффициент корреляции Спирмена = 0,66), а 
также между уровнями экспрессии HPV16 и показате-

Рис. 4. Экспрессия HPV16 в койлоцитах и в эпителии экзоцервикса при CIN II. х200.

Рис. 5. Ki-67-иммунопозитивные опухолевые клетки в плоскоклеточном раке шейки матки. х250.

Рис. 6. Ядерно-цитоплазматическая экспрессия p16INK4a в опухолевых клетках плоскоклеточного 
рака шейки матки. х200.
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лем степени тяжести CIN (коэффициент корреляции 
Спирмена = 0,40). Между уровнем экспрессии p16INK4a 
и показателем степени тяжести CIN была выявлена 
прямая сильная корреляционная связь (коэффициент 
корреляции Спирмена = 0,88).

Белок p16INK4a представляет собой ингибитор 
циклин-зависимых киназ и играет важную роль в 
регуляции клеточного цикла, повышенная экспрес-
сия p16INK4a может запускать остановку клеточного 
деления [5]. Многие опухоли характеризуются инак-
тивацией гена p16INK4a, что приводит к нарушению 
регуляции клеточного цикла и к бесконтрольной 
пролиферации клеток. В опухолях, связанных с 
трансформирующим действием ВПЧ, отмечается 
возрастание экспрессии p16INK4a, которое оказывается 
неэффективным для регуляции клеточного цикла [5]. 
Среди них A. Godoy et al. (2014) сообщали о наличии 
взаимосвязи между инфицированием HPV16 эпите-
лия шейки матки, возрастанием уровня экспрессии им 
p16INK4a и возрастанием степени тяжести дисплазии 
CIN [17]. Кроме того, ИГХ маркеры HPV16 и p16INK4a 
были предложены рядом авторов в качестве биомар-
керов, приемлемых для оценки степени тяжести дис-
пластических изменений в ШМ [12,18]. В то же время 
P. Zhong et al. (2015) не обнаружили корреляций меж-
ду уровнями экспрессии HPV16 и p16INK4a в эпителии 
шейки матки с CIN различной степени тяжести [16].

A. Godoy et al. (2008) получили данные о том, 
что экспрессия маркеров р16 и Ki-67 прогрессивно 
нарастает с возрастанием степени дисплазии и до-
стигает максимума при тяжёлой CIN III дисплазии и 
при РШМ [12]. Однако полученные нами данные об 
отсутствии статистически значимых различий между 
показателями экспрессии Ki-67, p16INK4a, HPV16 в эпи-
телии шейки матки с тяжёлой CIN III дисплазией и в 
опухолевых клетках рака шейки матки свидетельствуют 
о том, что эти маркеры не играют решающей роли в 
дифференциальной диагностике тяжёлой дисплазии 
и плоскоклеточного рака шейки матки.

Выводы
1. При лёгкой CIN I дисплазии эпителий шейки 

матки характеризуется низким уровнем пролиферации 
по экспрессии Кі-67 (Me = 17,87 % (13,76; 22,44)) и 
крайне низким уровнем экспрессии p16INK4a (Me = 0,00 
(0,00; 29,64)); доля HPV16-позитивных пациенток с 
CIN I составляет 27,27 %.

2. При средней CIN II дисплазии эпителиоциты 
шейки матки характеризуется средним уровнем про-
лиферации по экспрессии Кі-67 (Me = 44,96 % (34,91; 
55,41)) и умеренным уровнем экспрессии p16INK4a 
(Ме = 75,71 (51,24; 82,41)); доля HPV16-позитивных 
пациенток с CIN II составляет 71,43 %.

3. При тяжёлой CIN III дисплазии эпителий шейки 
матки характеризуется высоким уровнем пролифера-
тивной активности по экспрессии Кі-67 (Ме = 74,62 % 
(68,50; 84,67)) и высоким уровнем экспрессии p16INK4a 
(Ме = 117,47 (95,38; 123,93)); доля HPV16-позитивных 
пациенток с CIN III составляет 77,78 %.

4. У всех больных раком шейки матки в опухолевых 
клетках выявлена ядерная экспрессия HPV16. Опухо-

левые клетки характеризуются высоким уровнем экс-
прессии Ki-67 (Ме = 75,10 % (44,92; 80,36)) и высоким 
уровнем экспрессии p16INK4a (Ме = 96,31 (80,32; 111,25)).
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Проблемні питання лікування ендометріоїдних кіст яєчників  
у жінок репродуктивного віку
О. С. Шаповал
ДЗ «Запорізька медична академія післядипломної освіти Міністерства охорони здоров’я України»

Поширення ендометріоїдної хвороби, труднощі в діагностиці, виборі тактики лікування зумовлюють наявні проблеми ме-
неджменту ендометріозу. Відсутність настання періоду стійкої ремісії, висока частота рецидиву захворювання дають підставу 
вважати цю проблему актуальною у групі пацієнток репродуктивного віку, особливо серед жінок із раніше реалізованим 
репродуктивним потенціалом, оскільки саме вагітність вважається важливим принципом у лікуванні ендометріоїдної хвороби.
Мета роботи – вивчення ефективності різних схем лікування ендометріоїдних кіст яєчників у пацієнток із раніше реа-
лізованим репродуктивним потенціалом.
Матеріали та методи. Обстежили 44 жінки у віці 17–49 років: перша група – 25 здорових невагітних жінок, друга – 19 
жінок з ендометріоїдними кістами яєчників, які отримували традиційне (підгрупа 2а) та комплексне (підгрупа 2б) лікування.
Результати. Виявлено, що в пацієнток, які отримували традиційну терапію, після завершення курсу лікування спостері-
галась вихідна активація гуморальної ланки імунної системи, що вказувало на необхідність застосування імунокорекції. 
У хворих, які отримували комплексну терапію, відзначалась нормалізація імуногомеостазу організму, стабілізація про-
цесів апоптозу та проліферації – основних ланок етіопатогенезу ендометріоїдної хвороби, що свідчило про підвищення 
ефективності лікування. Здійснюючи контрольну УЗД у динаміці через 1 і 3 місяці в пацієнток, які продовжували прийом 
комплексної терапії, відзначали зменшення розміру патологічного утворення та виражений антипроліферативний ефект 
на гіперпластично змінений ендометрій, що діагностований до початку лікування у 21,05 % хворих. Через 3 місяці ліку-
вання необхідності в біопсії ендометрію в цій групі пацієнток не було.
Висновки. При використанні комплексного підходу до лікування ендометріоїдних кіст яєчників відзначається нормалізація 
показників імуногомеостазу організму, регрес ендометріоїдних утворень яєчників і відсутність гіперпластичних процесів 
ендометрію, що дає можливість рекомендувати таку схему для дальшого використання.

Проблемные вопросы лечения эндометриоидных кист яичников  
у женщин репродуктивного возраста
О. С. Шаповал
Широкое распространение эндометриоидной болезни, трудности в диагностике и выборе тактики лечения обусловливают 
существующие проблемы менеджмента эндометриоза. Отсутствие наступления периода стойкой ремиссии, высокая 
частота рецидива заболевания позволяют считать данную проблему актуальной в группе пациенток репродуктивного 
возраста, и особенно среди женщин с ранее реализованным репродуктивным потенциалом, поскольку именно бере-
менность считается важным принципом в лечении эндометриоидной болезни.
Цель работы – изучение эффективности различных схем лечения эндометриоидных кист яичников у пациенток с ранее 
реализованным репродуктивным потенциалом.
Материалы и методы. Обследовано 44 женщины в возрасте 17–49 лет: первая группа – 25 здоровых небеременных 
женщин, вторая группа – 19 женщин с эндометриоидными кистами яичников, получавших традиционное (подгруппа 
2а) и комплексное (подгруппа 2б) лечение.
Результаты. Выявлено, что у пациенток, получавших традиционную терапию, по окончании курса лечения наблюдалась 
исходная активация гуморального звена иммунной системы, что указывало на необходимость применения иммуно-
коррекции. У больных, получавших комплексную терапию, отмечалась нормализация иммуногомеостаза организма, 
стабилизация процессов апоптоза и пролиферации – основных звеньев этиопатогенеза эндометриоидной болезни, что 
свидетельствовало о повышении эффективности проводимого лечения. При проведении контрольного УЗИ в динамике 
через 1 и 3 месяца у пациенток, которые продолжали приём комплексной терапии, отмечалось уменьшение размера 
патологического образования и выраженный антипролиферативный эффект на гиперпластически изменённый эндоме-
трий, диагностированный до начала лечения у 21,05 % больных. Через 3 месяца лечения необходимости в проведении 
биопсии эндометрия в данной группе пациенток не было.
Выводы. При использовании комплексного подхода к лечению эндометриоидных кист яичников отмечается нормализа-
ция показателей иммуногомеостаза организма, регресс эндометриоидных кист яичников и отсутствие гиперпластических 
процессов эндометрия, что позволяет рекомендовать данную схему для дальнейшего использования.

Problematic issues of treatment of ovarian endometriomas in women of reproductive age

O. S. Shapoval

Introduction. The wide spread of endometriosis disease, difficulties in diagnosing and choosing the tactics of its treatment 
cause the existing problems of management of endometriosis. Absence of the onset of the period of stable remission, high 
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frequency of recurrence of the disease make it possible to consider this problem actual in the group of patients of reproductive 
age, and especially among women with previously realized reproductive potential, since pregnancy is considered to be the 
important principle of treatment of endometriosis.

The aim of the study was to study the effectiveness of various treatment regimens for endometriomas in patients with previously 
realized reproductive potential.

Materials and Methods. 44 women aged from 17 to 49 years were examined: the first group consisted of 25 healthy nonpregnant 
women, the second group included 19 women, with endometriomas receiving the traditional (subgroup 2a) and complex 
(subgroup 2b) treatment.

Results. It was revealed that in patients receiving traditional therapy, in the end of the course of treatment, the initial activation 
of the humoral unit of the immune system was observed, which indicated the need for immunocorrection. In patients receiving 
complex therapy, normalization of the body’s immune homeostasis, stabilization of the processes of apoptosis and proliferation, 
the main links in the etiopathogenesis of endometriosis were noted, which indicated an improvement in the effectiveness of 
the treatment. The control ultrasound in the dynamics in 1 and 3 months in patients who continued to receive complex therapy, 
revealed a decrease in the size of pathological formation and a pronounced antiproliferative effect on the hyperplastically altered 
endometrium, diagnosed before the start of treatment in 21.05 % of patients. After 3 months of treatment, there was no need 
for an endometrial biopsy in this group of patients.

Conclusions. With the use of a comprehensive approach to the treatment of endometriomas normalization of the body’s 
immunodeficiency parameters, regression of the endometriomas and the absence of hyperplastic endometrial processes are 
noted, which allows to recommend this scheme for further use.

Поширення ендометріоїдної хвороби, труднощі в діа-
гностиці, виборі методу лікування зумовлюють наявні 
проблеми менеджменту ендометріозу. Довготривала 
консервативна терапія з вірогідною конверсією в опе-
ративні методики накладають відбиток на ритм життя 
сучасної жінки й супроводжуються матеріальними, 
психологічними втратами [1]. Найпоширенішими фор-
мами ендометріозу вважаються ендометріоз яєчників 
та аденоміоз, частота яких, за даними дослідників, ва-
ріює від 12 до 40 % [2,3]. Особливості такої локалізації, 
високий відсоток злукоутворення обтяжують ступінь 
безпліддя, котре, за даними ряду авторів, при ендоме-
тріозі діагностується у 20–50 % жінок репродуктивного 
віку [4,5]. Дисбаланс між процесами проліферації та 
апоптозу, швидкість появи нових гетеротопій, імуноло-
гічні порушення також впливають на повноцінне функ-
ціонування органів репродуктивної системи, особливо 
на процеси овуляції [1,4,6,7]. Наявні методи лікування 
ендометріоїдних кіст яєчників дають змогу досягти 
стану тимчасової ремісії. Виконані в минулому опера-
тивні втручання без протирецидивної реабілітацій ної 
терапії продемонстрували свою неефективність. Так, 
протягом перших 5 років після цистектомії частота 
рецидивів становить 50–55 % [4,7]. Тому актуальними 
залишаються проблеми вивчення та корекції нових 
аспектів ланок етіопатогенезу ендометріоїдної хвороби.

Мета роботи
Вивчення ефективності різних схем лікування ендо-
метріоїдніх кіст яєчників у пацієнток із реалізованим 
репродуктивним потенціалом.

Матеріали і методи дослідження
Обстежили 80 жінок у віці 17–49 років. Першу групу 
(контрольну) становили 25 здорових невагітних жі-
нок репродуктивного віку без ознак гінекологічної та 
хронічної соматичної патології, які реалізували свою 
репродуктивну функцію та звернулися до лікувального 
закладу з питань вибору контрацепції. До другої групи 

увійшли 19 жінок, які народили і в яких на УЗД діагно
стована ендометріоїдна кіста яєчника. Залежно від про-
веденої терапії хворих поділили на 2 підгрупи. Підгрупа 
2а (9 жінок) – пацієнтки, які отримували традиційне 
лікування препаратами прогестерону та протизлукову 
терапію. Підгрупа 2б (10 жінок) – пацієнтки, які отри-
мували комплексне лікування, що передбачало поряд 
із традиційною терапією використання препаратів з 
імуномодулюючим та антипроліферативними ефектом.

Для оцінювання ефективності терапії всі пацієнтки 
пройшли сонологічне дослідження органів малого таза 
до початку лікування та через 1 і 3 місяці. У всіх пацієнток 
вивчали показники адаптивного імунітету. Визначення 
субпопуляційного складу лімфоцитів здійснювали за 
допомогою використання моноклональних антитіл до 
антигенів CD3

+ (загальна кількість Тлімфоцитів), CD4
+ 

(Тхелпери), CD8
+ (Тсупресори), CD19

+ (Влімфоцити) 
виробництва НВО «Гранум» (м. Харків). Визначали по-
казники гуморальних факторів (IgA, IgM, IgG) із викори
станням моноспеціфіческіх сироваток проти відзначених 
імуноглобулінів за методом Mancini G.

Статистичне опрацювання даних виконали з ви-
користанням комп’ютерних програм пакета Statistica 
(StatSoft Statisticа v.6.0). Статистичну значущість 
відмінностей порівнюваних показників із нормальним 
розподілом встановлювали з використанням tкритерію 
Стьюдента для середніх величин. У випадках, коли ха-
рактер розподілу аналізованих показників за критерієм 
згоди Колмогорова–Смирнова не відповідав нормаль-
ному закону, статистичну значущість порівнюваних 
показників встановлювали з використанням критерію 
серій Вальда–Вольфовіца при рівні значущості p < 0,05. 
Аналізовані дані представлені як медіана (Me) та між-
квартильний розмах (RQ), що являє собою різницю між 
значеннями 75 та 25 процентилей (RQ = 75 % UQ – 25 % 
LQ), де UQ – верхній квартиль; LQ – нижній квартиль.

Результати та їх обговорення
Дані, що отримані при сонологічному дослідженні до лі-
кування, виявили вірогідне збільшення лінійних розмірів 

Оригінальні дослідження
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матки щодо жінок контрольної групи, а саме – довжини – 
в 1,1 раза (р ˂ 0,05), товщини – в 1,57 раза (р ˂ 0,05). 
Відзначалось вірогідне збільшення лінійних показників 
довжини та товщини обох яєчників. Показники об’єму 
здорових яєчників були збільшені в 2,54 раза у групах 
порівняння, що хоч не було статистично вірогідно, але 
клінічно свідчило про розвиток гіперплазії органа. Об’єм 
яєчників з ендометріомою був вірогідно збільшений у 
5,53 раза порівняно з контрольною групою. Мінімальні 
розміри ендометріоїдних вогнищ сонологічно розпізна-
валися як включення у тканині яєчника, максимальні 
розміри становили 74,3 мм. Показники Мехо були віро-
гідно збільшені в 1,53 раза, що свідчило про активізацію 
процесів проліферації. У 15,79 % хворих відзначалась 
неоднорідність Мехо. Загалом у другій групі у 21,05 % 
жінок виявлені міома матки та фонова патологія ендо-
метрія. Локалізація ендометріоїдних гетеротопій, крім 
яєчників, сонологічно встановлена практично в кожному 
п’ятому випадку. Це зумовлює складність лікування 
таких пацієнток і необхідність пошуку комплексного 
підходу до терапевтичної корекції.

Раніше під час дослідження імунного статусу в жі-
нок з ендометріоїдною хворобою виявили зміни, які ха-
рактеризувались збереженням кількості Тлімфоцитів 
та їхніх субпопуляцій, незначним збільшенням кількості 
Влімфоцитів, гіперглобулінемією [8]. Ґрунтуючись на 
цих результатах, здійснили порівняльний аналіз стану 
імунного статусу в жінок, які отримували традиційне та 
комплексне лікування (табл. 1).

У результаті дослідження встановили, що вміст 
лімфоцитів із фенотипом CD3

+ і CD4
+ у жінок 2а під-

групи відповідав показникам контролю, водночас 
відзначалось несуттєве підвищення на 13 % кількості 
лімфоцитів із фенотипом CD8

+ і зниження лімфоцитів 
із фенотипом CD16

+ на 18 % (табл. 1).
У жінок 2б підгрупи загальна кількість Тлімфоцитів 

із фенотипом CD3
+, рівень Тлімфоцитів із хелперною 

функцією (CD4
+) і Ткілерів (CD8

+) не змінювались щодо 
відповідних значень контрольної групи. Вміст NKклітин 
(CD16

+) був знижений на 41 % відносно групи контролю.
Вміст лімфоцитів із фенотипом CD19

+ у жінок 2а 
підгрупи збільшувався на 25 % стосовно контролю. 
Показники концентрації IgА та IgM перевищували зна-
чення контрольної групи на 19 % і 64 % відповідно, на 
тлі практично не зміненого рівня IgG (табл. 2).

У жінок 2б підгрупи рівень лімфоцитів із фенотипом 
CD19

+ збільшувався на 13 % щодо контролю. Концентра-
ція IgА, IgМ та IgG перевищувала значення контрольної 
групи на 31 %, 27 %,10 % відповідно.

Отже, в жінок 2а підгрупи спостерігався дисбаланс 
Тклітинної системи, котрий на цьому етапі можна 
трактувати як «прихований імунодефіцитний стан», що 
перебігає на тлі запального процесу, котрий, вочевидь, 
потребує комплексного лікування з застосуванням 
імуномоделюючої терапії.

У жінок 2б підгрупи відзначався дисбаланс Тклі-
тинної системи, який супроводжується, вочевидь, тран-
зиторним аутоімунним компонентом, що свідчить про 
збіг патогенетичної структури імунних порушень зі спек-
тром імуноактивності препаратів, котрі застосовували.

Результати дослідження свідчать: при традицій-
ній терапії в лікуванні ендометріоїдних кіст яєчників 

зберігаються імунні порушення, зокрема, активація 
гуморальної ланки імунної системи, що надалі може 
призвести до розвитку вторинних бактеріальних інфек-
цій. Це диктує необхідність застосування препаратів з 
імуномодулюючим ефектом.

З метою корекції імунних порушень пацієнтки під-
групи 2б приймали амінодигідрофталазіндіон натрію 
в режимі 0,1 г 2 рази на добу 20 днів. Препарат має 
імуномоделюючий і протизапальний ефект унаслідок 
зменшення активності гіперактивованих макрофагів, 
пригнічення синтезу прозапальних цитокінів, стиму-
ляції фагоцитозу та покращення мікробіцидної функції 
нейтрофільних гранулоцитів. Виражений вплив від-
бувається на антителогенез, особливо підвищується 
синтез Ig G. Комплексне лікування доповнювалося 
призначенням антипроліферативного комбінованого 
препарату індол3карбінол, який містив індол3кар-
бінол – 90 мг, екстракт броколі – 10 мг, суміш овочів 
сімейства хрестоцвітних – 238 мг, аскорбінову кисло-
ту – 50 мг у режимі 1 капсула 2 рази на добу під час їжі 
протягом 3 місяців. Препарат блокує гормонзалежні 
та гормоннезалежні механізми, які активізують пато-
логічний клітинний ріст, впливає на клітини з високим 
проліферативним потенціалом. Антипроліферативний 
ефект реалізується внаслідок нормалізації метаболізму 
та балансу естрогенів, зниження утворення патологіч-
ного метаболіту 16αгідроксіестрону шляхом активації 
певних ізоформ цитохрому Р450. Також відбувається 
вплив на систему цитоплазматичних протеїнкіназ, 
пригнічення ефектів прозапальних цитокінів.

Оцінювання ефективності терапії здійснювали на 
підставі визначення даних ультразвукового обстеження 
через 1 і 3 місяці на тлі курсу лікування. Результати 
дослідження наведені в таблиці 3.

Таблиця 1. Стан Тклітинної ланки імунної системи в жінок з ендометріоїдними 
кістами залежно від напряму терапії, Me (75 % Q–25 % Q = RQ)

Показник,  
одиниці вимірювання

1 група
(n = 25)

2а підгрупа
(n = 9)

2б підгрупа
(n = 10)

CD3
+, % 64

(66 – 64 = 2)
64
(66 – 60 = 6)

64
(68 – 60 = 8)

CD4
+, % 38

(40 – 36 = 4)
38
(46 – 36 = 10)

40
(42 – 38 = 4)

CD8
+, % 22

(32 – 18 = 14)
25
(28 – 19 = 9)

22
(32 – 20 = 12)

CD16
+, % 17

(25 – 12 = 13)
14*

(22 – 9 = 13)
10*ϯ

(19 – 5 = 14)

*: статистично значуща різниця (р < 0,05) щодо контрольної групи; 
Ϯ: статистично значуща різниця (р < 0,05) щодо 2а підгрупи.

Таблиця 2. Стан гуморальної ланки імунної системи в жінок з ендометріоїдними 
кістами залежно від напряму терапії, Me (75 % Q–25 %Q = RQ)

Показник,  
одиниці вимірювання

1 група
(n = 25)

2а підгрупа
(n = 9)

2б підгрупа
(n = 10)

CD19
+, % 16

(20 – 14 = 6)
20
(23 – 18 = 5)

18
(24 – 14 = 10)

Ig A, г/л 1,6
(1,9 – 1,2 = 0,7)

1,9*

(2,2 – 1,8 = 0,4)
2,1*

(2,4 – 1,9 = 0,5)
Ig М, г/л 1,1

(1,4 – 0,8 = 0,7)
1,8*

(2,0 – 1,2 = 0,8)
1,4
(1,7 – 1,1 = 0,6)

Ig G, г/л 10
(12 – 8 = 4)

10
(12 – 9 = 3)

11ϯ

(12 – 9 = 3)

*: статистично значуща різниця (р < 0,05) щодо контрольної групи; 
ϯ: статистично значуща різниця (р < 0,05) щодо 2а підгрупи.
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Виявлено зменшення лінійних розмірів матки в 
групах порівняння, а також вірогідне зменшення по-
казника Мехо через 3 місяці лікування в підгрупі 2б. 
Це свідчить про стабілізацію проліферативного потен-
ціалу клітин, а тканина ендометрію, як найактивніше 
проліферуюча структура в організмі, підтверджує цей 
факт. Через 1 і 3 місяці терапії відзначалось також 
зменшення лінійних розмірів та об’єму обох яєчників. 
Виявлені клінічні відмінності між підгрупами. Отже, 
результати свідчать про ефективність комплексного 
підходу до лікування ендометріоїдної хвороби та дають 
можливість рекомендувати цю схему лікування лікарям 
акушерамгінекологам.

Висновки
1. Для пацієнток з ендометріоїдними кістами яєч-

ників характерними є порушення в імунній системі, які 
характеризуються підвищенням кількості Влімфоцитів 
та основних груп імуноглобулінів, що свідчить про пору-
шення механізмів імунного захисту та підтверджує їхню 
участь у патогенезі ендометріоїдної хвороби.

2. На тлі традиційного лікування ендометрі-
оїдних кіст яєчників після завершення курсу те-

рапії зберігається активація гуморальної ланки 
імунної системи, що зумовлює необхідність проведення  
імуно корекції.

3. У 21,05 % пацієнток з ендометріозом діагно
стуються гіперпластичні процеси ендометрію, що 
свідчить про підвищений проліферативний потенціал 
та зумовлює необхідність призначення препаратів з 
антипроліферативним ефектом.

4. У групі пацієнток з ендометріозом яєчників, які 
отримували комплексну терапію, відзначалася норма-
лізація показників імуногомеостазу організму, регрес 
ендометріоїдних утворень яєчників і відсутність гіпер-
пластичних процесів ендометрію, що дає можливість 
рекомендувати цю схему для використання.

Перспективи подальших наукових досліджень 
полягають у розробці алгоритму обстеження та прогно-
зування перебігу захворювання з метою початкового 
вибору консервативного або оперативного методу 
лікування.

Список літератури
[1] Баскаков В.П. Эндометриоидная болезнь / В.П. Баскаков, Ю.В. Цве-

лев, Е.Ф. Кира. – СПб., 2012. – 452 с.
[2] Унанян А.Л. Активный и неактивный аденомиоз: клиникоморфо-

логические варианты развития, дифференцированный подход к 
терапии / А.Л. Унанян, И.С. Сидорова, Е.А. Коган // Акушерство, 
гинекология и репродукция. – 2012. – Т. 6. – №2. – С. 25–30.

[3] Авраменко Н.В. Эндометриоз: патогенез, классификация, диагно
стика, современные аспекты терапии / Н.В. Авраменко // Патология. 
– 2014. – №2(31). – С. 4–11.

[4] Brosens I. Endometriosis in adolescents is a hidden, progressive and 
severe disease that deserves attention, not just compassion / I. Brosens, 
S. Gordts, G. Benagiano // Human Reproduction. – 2013. – Vol. 28. – 
P. 2026–2031.

[5] Эндометриоз и фертильность. Ключевые моменты лечения / 
С.А. Гаспарян, Р.М. Ионова, О.С. Попова, А.А. Хрипунова // Акушер-
ство, гинекология и репродукция. – 2015. – Т. 9. – №4. – С. 66–72.

[6] Sourial S. Theories on the Pathogenesis of Endometriosis / S. Sourial, 
N. Tempest, D.K. Hapangama // International Journal of Reproductive 
Medicine. – 2014. – Vol. 14. – P. 187–196.

[7] Ковалева Л.А. Особенности терапии эндометриоза (клиническая 
лекция) / Л.А. Ковалева // Гинекология. – 2013. – Т. 15. – №4. – 
С. 19–22.

[8] Шаповал О.С. Состояние клеточного и гуморального звеньев им-
мунной системы у женщин репродуктивного возраста с новообра-
зованиями яичников / О.С. Шаповал, Л.Л. Воронцова // Патологія. 
– 2014. – №3(32). – С. 83–87.

References
[1] Baskakov, V. P., Cvelev, Yu. V., & Kira, E. F. (2012). E´ndometrioidnaya 

bolezn’ [Endometriosis disease]. Saint Petersburg. [in Russian].
[2] Unanyan, A. L., Sidorova, I. S., & Kogan, E. A. (2012). Aktivnyi i 

neaktivnyi adenomioz: klinikomorfologicheskie varianty razvitiya, 
differencirovannyi podkhod k terapii [Active and inactive adenomiosis: 
clinicomorphologic variables of development and differential approach 
to treatment]. Akusherstvo, ginekologiya i reprodukciya, 6(2), 25–30. 
[in Russian].

[3] Avramenko, N. V. (2014). E´ndometrioz: patogenez, klassifikaciya, 
diagnostika, sovremennye aspekty terapii [Endometriosis: etiology, 
pathogenesis, diagnostics, modern aspects of treatment]. Pathologia, 
2(31), 4–11. doi: http://dx.doi.org/10.14739/23101237.2014.2.28543. 
[in Russian].

[4] Brosens, I., Gordts, S., & Benagiano, G. (2013). Endometriosis in ad-
olescents is a hidden, progressive and severe disease that deserves 
attention, not just compassion. Human Reproduction, 28, 2026–2031. 
doi: 10.1093/humrep/det243.

[5] Gasparyan, S. A., Ionova, R. M., Popova, O. S., & Khripunova, A. A. 
(2015). E´ndometrioz i fertil’nost’. Klyuchevye momenty lecheniya 
[Endometriosis and fertility. Key moment of treatment]. Akusherstvo, 
ginekologiya i reprodukciya, 9(4), 66–72. doi: 10.17749/2070
4968.2015.9.4.066072. [in Russian].

[6] Sourial, S., Tempest, N., & Hapangama, D. K. (2014).Тheories on the 
Pathogenesis of Endometriosis. International Journal of Reproductive 
Medicine, 14, 187–196.

Таблиця 3. Дані ультразвукового обстеження в динаміці у групах порівняння 
через 1 і 3 місяці терапії (М ± m, мм)

Параметри 1 група
(n = 25)

підгрупа 2а
(n = 9)

підгрупа 2б
(n = 10)

Результати через 1 місяць терапії
Параметри матки
Довжина 51,58 ± 0,48 46,0 ± 1,9* 45,0 ± 1,7*
Ширина 46,42 ± 0,62 44,02 ± 1,12* 42,17 ± 1,54*
Товщина 35,08 ± 0,54 37,44 ± 1,26 37,12 ± 1,38
Мехо 6,12 ± 0,75 7,37 ± 0,67 7,34 ± 0,63
Параметри контрлатеральних яєчників
Довжина, мм 30,32 ± 0,17 35,33 ± 1,32* 34,31 ± 1,17*
Ширина, мм 28,14 ± 0,13 24,11 ± 1,98* 23,75 ± 1,08*
Товщина, мм 16,72 ± 0,17 26,17 ± 1,36* 25,24 ± 1,15*
Об’єм, см3 7,44 ± 0,67 15,23 ± 2,23* 14,32 ± 1,57*
Параметри яєчників з ендометріоїдною кістою 
Довжина, мм 30,32 ± 0,17 46,34 ± 2,14* 44,17 ± 2,35*
Ширина, мм 28,14 ± 0,13 36,28 ± 2,19* 34,72 ± 2,15*
Товщина, мм 16,72 ± 0,17 29,26 ± 3,23* 27,32 ± 3,48*
Об’єм, см3 7,44 ± 0,67 28,17 ± 3,43* 25,54 ± 3,53*
Результати через 3 місяці терапії
Параметри матки
Довжина 51,58 ± 0,48 45,82 ± 0,85* 44,13 ± 0,85*
Ширина 46,42 ± 0,62 43,16 ± 0,43*ϯ 41,14 ± 0,47*ϯ

Товщина 35,08 ± 0,54 36,45 ± 1,12 35,42 ± 1,14
Мехо 6,12 ± 0,75 6,28 ± 0,34 ϯ 5,18 ± 0,33ϯ

Параметри контрлатеральних яєчників
Довжина, мм 30,32 ± 0,17 34,32 ± 1,17* 32,61 ± 1,32
Ширина, мм 28,14 ± 0,13 24,09 ± 1,08* 23,35 ± 1,16*
Товщина, мм 16,72 ± 0,17 25,94 ± 1,15* 23,76 ± 1,23*
Об’єм, см3 7,44 ± 0,67 14,32 ± 1,57* 13,28 ± 1,32*
Параметри яєчників з ендометріоїдною кістою
Довжина, мм 30,32 ± 0,17 45,22 ± 1,34* 42,35 ± 1,65*
Ширина, мм 28,14 ± 0,13 35,75 ± 1,38* 32,58 ± 1,34*
Товщина, мм 16,72 ± 0,17 28,37 ± 2,37* 24,37 ± 2,43*
Об’єм, см3 7,44 ± 0,67 27,91 ± 4,76* 22,93 ± 4,73*

*: статистично значуща різниця (р < 0,05) щодо контрольної групи;  
Ϯ: статистично значуща різниця (р < 0,05) щодо підгрупи 2а.

Оригінальні дослідження



213Pathologia. Volume 14. No. 2, May–August 2017 ISSN 2306-8027    http://pat.zsmu.edu.ua

[7] Kovaleva, L. A. (2013). Osobennosti terapii e´ndometrioza (klinicheskaya 
lekciya) [Endometriosis therapy features (clinical lecture)]. Ginekologiya, 
15(4), 19–22. [in Russian].

[8] Shapoval, O. S., & Vorontsova, L. L. (2014). Sostoyanie kletochnogo i 
gumoral’nogo zven’ev immunnoj sistemy u zhenschin reproduktivnogo 
vozrasta s novoobrazovaniyami yaichnikov [State of cellular and humoral 
immune system in women of reproductive age with tumorlike ovary for-
mations]. Pathologia, 3(32), 83–87. doi: http://dx.doi.org/10.14739/2310
1237.2014.3.36982.

Відомості про автора:
Шаповал О. С., канд. мед. наук, доцент каф. акушерства 
та гінекології, ДЗ «Запорізька медична академія післядипломної 
освіти МОЗ України».

Сведения об авторе:
Шаповал О. С., канд. мед. наук, доцент каф. акушерства 
и гинекологии, ГУ «Запорожская медицинская академия 
последипломного образования МЗ Украины».

Information about author:
Shapoval O. S., PhD, Associate Professor, Department 
of Obsterics and Gynecology, SI “Zaporizhzhia Mediсal Academy 
of Postgraduate Education”, Ukraine.

Конфлікт інтересів: відсутній. 
Conflicts of Interest: author has no conflict of interest to declare.

Надійшло до редакції / Received: 10.04.2017 
Після доопрацювання / Revised: 03.06.2017 
Прийнято до друку / Accepted: 15.06.2017

Original research



214 Патологія. Том 14, № 2(40), травень–серпень 2017 р.ISSN 2306-8027    http://pat.zsmu.edu.ua

The effectiveness of GenoType MTBDRplus  
using in the diagnosis of tuberculosis in Zaporizhzhia region
R. M. Yasinskyi1, O. M. Raznatovska1, O. V. Konakova1, O. M. Kamysnyi1,  
N. A. Rokhmanova2, A. V. Klymenko2, Jean-Luc Berland3, Marie Gauhier3

1Zaporizhzhia State Medical University, Ukraine, 2MI “Zaporizhzhia Regional Antituberculous Clinical Dispensary”, Ukraine,  
3Fondation Mérieux, Emerging Pathogens Laboratory, France

The method GenoType MTBDRplus, v.2 allows to study clinical material from positive and negative smears, to examine patients 
with new and previously treated cases of tuberculosis pulmonary and extrapulmonary localization. But now there is a small 
amount of researches concerning the use of this method in the diagnosis of tuberculosis.

Aim. To evaluate the effectiveness of GenoType MTBDRplus, v.2 method using in clinical material research due to the diagnosis 
of tuberculosis in the Zaporizhzhia region in comparison with standard methods of investigation.

Materials and methods. The analysis of 52 results of studies of clinical material using the GenoType MTBDRplus test 
system, v.2 from patients who were examined and treated in dispensaries of the Zaporizhzhia region in 2016 was carried 
out. There were 67.3 % of men and 32.7 % of women among the patients. The mean age of the patients was 46.0 ± 1.9 
years. The study of the clinical material using the GenoType MTBDRplus test, v.2 was performed according to the standard  
instructions.

Results. The results were positive in 12.5 % of the cases when tested by GenoType MTBDRplus, v.2 (p ˂ 0.05) among 
negative results of the microscopy of the clinical material. The proportion of coincidence between the cultural and molecular 
genetic methods was 90 % for sputum and 100 % for other clinical material. In the presence of multiresistance, both methods 
of investigation coincided in the number of detected cases (50 % for the GenoType MTBDRplus method, v.2 and 42.9 % 
for the cultural method, respectively, p ˂  0.05). In comparison with the results of the cultural method, the GenoType MTBDRplus 
test, v.2 made it possible to establish resistance to rifampicin in 35.7 % (p < 0.05) of patients whose resistance was not determined. 
False-positive and false-negative results are due, perhaps, to the heterogeneity of strains of mycobacterium tuberculosis in clinical 
specimens, the absence of viable mycobacteria, the absence of phenotypic manifestations of mycobacterium tuberculosis 
genetic mutations, and errors in the investigations. The sensitivity of the GenoType MTBDRplus test, v.2 is about 78 %, but 
the specificity reaches 97 %. At the same time, the sensitivity of the test for multidrug resistance determining reaches 100 %, 
the specificity is about 89 %. The greater positive predictive value for cases in which the DNA of mycobacteria is determined 
and the negative predictive value is for cases in which multidrug resistance is determined.

Conclusions. This indicates that the using of the GenoType MTBDRplus test, v.2, together with the cultural method 
of investigation, has a high diagnostic value, high sensitivity (100 %) and specificity (89 %) for the definition of multiresistanc, 
and makes it possible to obtain a result in a short time compared to culture.

Ефективність застосування методу GenoType MTBDRplus  
у діагностиці туберкульозу в Запорізькій області

Р. М. Ясінський, О. М. Разнатовська, О. В. Конакова, О. М. Камишний,  
Н. А. Рохманова, А. В. Клименко, Жан-Люк Берланд, Марі Ґуйєр
Метод GenoType MTBDRplus 2 версії (GenoType MTBDRplus, v.2) дає можливість досліджувати клінічний матеріал 
із позитивних і негативних мазків, обстежувати хворих із новими та повторними випадками туберкульозу легень і 
позалегеневої локалізації. Але нині кількість досліджень щодо використання цього методу в діагностиці туберкульозу  
невелика.

Мета роботи – оцінити ефективність застосування методу дослідження клінічного матеріалу з використанням методу 
GenoType MTBDRplus, v.2 у діагностиці туберкульозу в Запорізькій області порівняно зі стандартними методами до-
слідження.

Матеріали та методи. Здійснили аналіз 52 результатів досліджень клінічного матеріалу за допомогою тест-системи 
GenoType MTBDRplus, v.2 від пацієнтів, які обстежувалися та лікувалися в диспансерах Запорізької області у 2016 році. 
Серед пацієнтів було 67,3 % чоловіків і 32,7 % жінок. Середній вік хворих становив 46,0 ± 1,9 року. Дослідження клінічного 
матеріалу з використанням тесту GenoType MTBDRplus, v.2 здійснили за стандартом, відповідно до інструкції виробника.

Результати. При негативних результатах мікроскопії клінічного матеріалу у 12,5 % випадках результати виявилися пози-
тивними під час дослідження за допомогою методу GenoType MTBDRplus, v.2 (р ˂  0,05). Частка збігів між культуральним 
і молекулярно-генетичним методами становила 90 % для харкотиння та 100 % для іншого клінічного матеріалу. За на-
явності мультирезистентності обидва методи дослідження майже збігалися за кількістю виявлених випадків (50,0 % для 
методу GenoType MTBDRplus, v.2 та 42,9 % для культурального методу відповідно, р ˃ 0,05). Порівняно з результатами 
культурального методу, тест GenoType MTBDRplus, v.2 дав можливість встановити стійкість до рифампіцину у 35,7 %  
(р ˂  0,05) пацієнтів, у яких не визначалася стійкість. Хибно-позитивні та хибно-негативні результати зумовлені, можливо, 
гетерогенністю штамів мікобактерій туберкульозу у клінічних зразках, відсутністю життєздатних мікобактерій, фенотипічних 
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проявів генетичних мутацій мікобактерій туберкульозу, помилками під час дослідження тощо. Чутливість тесту GenoType 
MTBDRplus, v.2 становить майже 78 %, але специфічність сягає 97 %. Натомість чутливість тесту щодо встановлення 
мультирезистентності сягає 100 %, специфічність – майже 89 %. Більша прогностична цінність позитивного результату 
для випадків, у яких визначаються ДНК МБТ, а прогностична цінність негативного результату – для випадків, у яких 
визначається мультирезистентність.

Висновки. Застосування тесту GenoType MTBDRplus, v.2. поряд із культуральним методом дослідження має високу 
діагностичну цінність, високу чутливість (100 %) і специфічність (89 %) щодо визначення мультирезистентності й дає 
змогу отримати результат у коротший термін порівняно з культуральним дослідженням.

Molecular-genetic (MG) test system GenoType MTB-
DRplus, v.2 allows simultaneously identifying M. tuber-
culosis complex (MBT) in a clinical material (sputum, 
pleural fluid, bronchial aspirate, liquor from, etc.) and its 
resistance to rifampicin (R), isoniazid (H) [1,2,5]. The com-
plex polymerase chain reaction and followed hybridiza-
tion on the strips and determination of mutations in different 
parts of the rpoB gene, causing the appearance of resi-
stance to R, as well as in areas of gene katG and inhA, 
leading to the appearance of resistance to H are principles 
of the this method [2,5].

GenoType MTBDRplus, v.2 method in contrast to v. 1 
allow examination of clinical material not only from positive 
but also negative smears, in patients with newly diagnosed 
and recurrent cases of pulmonary tuberculosis and ex-
trapulmonary localizations of tuberculosis [5].

According to the foreign author’s researches, test 

system GenoType MTBDRplus, v.2 has high sensitivity, 
specificity, predictive value of positive and negative results 
allows to get results in the first 2 days of inspection, there-
by increasing the efficiency of diagnosis chemo-resistant 
forms of tuberculosis [3,6,7,9,10].

But these researches regarding method`s sensitivity 
and specificity are different, there is a small amount of na-
tional investigations relating to the application GenoType 
MTBDRplus, v.2 method in the diagnosis of tuberculosis, 
this resulted in the necessity of our own research.

The aim
To evaluate the effectiveness of GenoType MTBDRplus, 
v.2 method using in clinical material research due to the  
dia gnosis of tuberculosis in the Zaporizhzhia region in com-
parison with standard methods of investigation.

Эффективность использования метода GenoType MTBDRplus  
в диагностике туберкулёза в Запорожской области

Р. Н. Ясинский, Е. Н. Разнатовская, О. В. Конакова, А. М. Камышный,  
Н. А. Рохманова, А. В. Клименко, Жан-Люк Берланд, Мари Гуйер
Метод GenoType MTBDRplus, v.2 позволяет исследовать клинический материал с положительных и отрицательных мазков, 
обследовать больных с новыми и повторными случаями туберкулёза лёгких и внелёгочной локализации. Но в настоя-
щее время количество исследований касательно использования данного метода в диагностике туберкулёза невелико.

Цель работы – оценить эффективность использования метода исследования клинического материала с применением 
метода GenoType MTBDRplus, v.2 в диагностике туберкулёза в Запорожской области в сравнении со стандартными 
методами исследования.

Материалы и методы. Проведён анализ 52 результатов исследований клинического материала с использованием 
тест-системы GenoType MTBDRplus, v.2 от пациентов, которые обследовались и лечились в диспансерах Запорож-
ской области в 2016 году. Среди пациентов – 67,3 % мужчин и 32,7 % женщин. Средний возраст больных составлял 
46,0 ± 1,9 года. Исследование клинического материала с использованием теста GenoType MTBDRplus, v.2 проводили 
по стандарту, согласно инструкции.

Результаты. При отрицательных результатах микроскопии клинического материала в 12,5 % случаев результаты 
оказались положительными при исследовании методом GenoType MTBDRplus, v.2 (р ˂ 0,05). Доля совпадений между 
культуральным и молекулярно-генетическим методами составила 90 % для мокроты и 100 % для другого клинического 
материала. При наличии мультирезистентности оба метода исследования совпадали по количеству выявленных случаев 
(50 % для метода GenoType MTBDRplus, v.2 и 42,9 % для культурального метода соответственно, р ˂  0,05). В сравнении 
с результатами культурального метода, тест GenoType MTBDRplus, v.2 позволил установить устойчивость к рифампицину 
у 35,7 % (р ˂  0,05) пациентов, у которых устойчивость не определялась. Ложно-положительные и ложно-отрицательные 
результаты обусловлены, возможно, гетерогенностью штаммов микобактерий туберкулёза в клинических образцах, 
отсутствием жизнеспособных микобактерий, фенотипических проявлений генетических мутаций микобактерий тубер-
кулёза, ошибками при проведении исследования. Чувствительность теста GenoType MTBDRplus, v.2 составляет около 
78 %, но специфичность достигает 97 %. В то же время чувствительность теста по определению мультирезистентности 
достигает 100 %, специфичность – около 89 %. Большая прогностическая значимость положительного результата для 
случаев, в которых определяются ДНК микобактерий, а прогностическая значимость отрицательного результата – для 
случаев, в которых определяется мультирезистентность.

Выводы. Это свидетельствует о том, что использование теста GenoType MTBDRplus, v.2 вместе с культуральным методом 
исследования имеет высокую диагностическую ценность, высокую чувствительность (100 %) и специфичность (89 %) 
по определению мультирезистентности и даёт возможность получить результат в более короткий срок сравнительно с 
культуральным исследованием.
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Materials and methods
The analysis of 52 results of studies of clinical material 
using the GenoType MTBDRplus test system, v.2 from 
patients who were examined and treated in dispensaries 
of the Zaporizhzhia region in 2016 was carried out. There 
were 67.3 % of men and 32.7 % of women among the pa-
tients. The mean age of the patients was 46.0 ± 1.9 years. 
Comparison of the received results by using the Geno-
Type MTBDRplus, v.2 test was performed with standard 
methods of MBT identification: Ziehl-Neelsen staining 
method, microbiological method using an automated sys-
tem BACTEC MGIT 960, seeding on solid culture media 
Lowenstein-Jensen and Finn II (the data of BACTEC MGIT 
960 results in all cases coincide with the results on solid 
nutrient media, so their total results regarded as a cultural 
investigation results) with a further determination of re-
sistance to drugs [4]. Results of smear microscopy were 
evaluated as negative – in cases of absence of acid-fast 
bacilli (AFB), 1–9 AFB – the presence of the appropriate 
number of AFB in smear microscopy, “1+” – in the pres-
ence of 10–99 AFB in smear, “2+” – in the presence of 1–10 
AFB in each vision`s field of smear, “3+” – in the presence 
of more than 10 AFB in each vision`s field of smear [8].

In order to master the technique and for permis-
sion to perform this technique, physician-bacteriologist 
from Community institution “Zaporizhzhia regional clinical 
tuberculosis dispensary” was trained in the laboratory 
of new pathogens, Fondation Merieux (Lyon, France) 
from 12.01.2014 to 12.12.2014 in topic: “The identification 
of Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) and de-

termine its resistance to rifampicin and/or isoniazid using 
GenoTypeMTBDRplus” and received the certificate.

The study of the clinical material using the GenoType 
MTBDRplus test, v.2 was performed according to the stan-
dard instructions [2,5].

Statistical analysis was performed by using “Statistica® 
for Windows 6.0” (StatSoft Inc., № AXXR712D 833214-
FAN5). Statistical significance of differences between 
groups in qualitative indicators was determined by the one-
tailed Fisher’s exact criterion. For the levels of statistical 
significance values of the probability of the difference 
between the groups (p) levels of less than 0.05 were 
taken. We determined the sensitivity, specificity, predictive 
value of positive and negative results and their confidence 
intervals.

Results and discussion
The results of the Geno Type MTBDRplus, v.2 test data 

with culture investigation data of clinical material compara-
tively with the microscopy results were compared (Table 1).

We determined that the results of these tests coincided 
with the microscopy result “3+”, “2+” and “1+” in 100 % of 
cases. If the result of microscopy was “1–9 AFB” there was 
a coincidence of results with cultural test in 50 % of cases. 
The results were positive in 17.5 % of the cases when 
tested by cultural method and in 12.5 % of the cases when 
tested by GenoType MTBDRplus, v.2 (p ˂ 0.05) among 
negative results of the microscopy of the clinical material. 
Thus, in negative results of smear microscopy of clinical 
material GenoType MTBDRplus, v.2 test and the cultural 
method have significant diagnostic value.

We found that presence of MBT DNA in clinical material 
was not detected by cultural test in 1 case, MBT were diag-
nosed only by using test system GenoType MTBDRplus, 
v.2 when comparing the results of diagnostic methods. In 4 
cases MBT were found only by cultural method, and MG 
test system Geno Type MTBDRplus, v.2 showed negative 
results (Fig. 1).

The proportion of coincidence between the culture 
and molecular genetic methods was 90 % for sputum 
and 100 % for other clinical material.

False-positive and false-negative results are due, 
perhaps, to the heterogeneity of strains of mycobacterium 
tuberculosis in clinical specimens, the absence of viable 
mycobacteria, the absence of phenotypic manifestations 
of mycobacterium tuberculosis genetic mutations, and er-
rors in the investigations.

When analyzing coincidence of positive results be-
tween test GenoType MTBDRplus, v.2 and cultural method 
we found that resistance to anti-tuberculosis drugs (H/R) 
by the cultural method was determined in 64 % of patients 
(Table 2). Mutations in the genotype of MBT that are 
responsible for resistance to H/R were determined in 93 
% of patients by the GenoType MTBDRplus, v.2 method.

In the presence of drug resistance HR (multire-
sistance), both methods of investigation coincided 
in the number of detected cases (50 % for the GenoType 
MTBDRplus method, v.2 and 42.9 % for the cultural me-
thod, respectively, р ˃  0.05). But the use of MG test allows 
you to receive the result within two days, which proves its 
diagnostic value.

Table 1. The results of investigation by cultural and molecular genetic methods 
compared with the results of microscopy of clinical material

The method Rezult The results of microscopy
negative 1-9 AFB 1+ 2+ 3+

Cultural Positive 7* 1 3 2 5
Negative 33 1 0 0 0

Geno Type MTBDRplus, v.2 Positive 5* 0 3 2 5
Negative 35 2 0 0 0

In total, n = 52 40 2 3 2 5

*: significant difference between the results of the cultural, MG with smear microscopy results 
(р < 0.05).
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Fig. 1. The distribution of investigation results of clinical material by coincidence and differences 
between culture (C) and MG methods.
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In comparison with the results of the cultural method, 
the GenoType MTBDRplus test, v.2 made it possible 
to establish resistance to rifampicin in 35.7 % (p < 0.05) 
of patients whose resistance was not determined.

That is, in a positive result of GenoType MTBDRplus, 
v.2 test its informativeness in determine resistance to drugs 
exceeded cultural method by almost 30 %. The difference 
between the results of MG and cultural methods, perhaps, 
due to the fact that not always the mutations that cause 
the occurrence of resistance to drugs appear phenotypi-
cally, as well as heterogeneity of strains of the pathogen.

Sensitivity, specificity and predictive value of Geno 
Type MTBDRplus, v.2 method was established compared 
to cultural results (Table 3).

According to the preliminary results of the investigation 
we found, that the sensitivity of the GenoType MTBDRplus 
test, v.2 is about 78 %, but the specificity reaches 97 %.  
At the same time, the sensitivity of the test for multidrug re-
sistance determining reaches 100 %, the specificity is about 
89 %. The greater positive predictive value for cases in which 
the DNA of MBT is determined and the negative predictive 
value is for cases in which multidrug resistance is determined.

Conclusions
1. According to the preliminary results of the investi-

gation we found, that the use of GenoType MTBDRplus, 
v.2 test system allows determining additional 12.5 % of 
patients with bacterial excretion among patients with 
negative smears, p ˂ 0.05. The proportion of coincidence 
between the cultural and molecular genetic methods is 90 
% for sputum and 100 % for other clinical material.

2. Test system GenoType MTBDRplus, v.2 allows 
establishing resistance to rifampicin in 35.7 % (p < 0.05) 
patients, in comparison with the results of the cultural me-
thod. The proportion of multi-resistance detection is almost 
the same, but the diagnostic value of molecular genetic test 
is explained by much greater speed of results receiving 
(within two days versus to 2–3 weeks by use an automated 
system BACTEC MGIT 960 and 2–3 months – while use 
solid cultural media).

3. The specificity of positive result of GenoType 
MTBDRplus test, v.2 is 97 %, the sensitivity of the test 
for multidrug resistance determining reaches 100 %. 
The greater positive predictive value has MG method 
(93.3 %), and the negative predictive value – multidrug 
resistance determining (100 %).

Perspectives of further researches. Further 
investigation of clinical material from patients with pul-
monary tuberculosis I and II categories of dispensary 
observation in Zaporizhzhia region by using a Geno Type 
MTBDRplus, v.2 test system according to the project 
Fondation Merieux (France and ZSMU, Ukraine). It is 
planned to add this method with determination of resi-
stance to second-line anti-tuberculosis drugs 2, identifi-
cation of nontuberculous MBT.

Funding: material and technical support of research has been 
granted by Fondation Mérieux (France) on the basis  
of a memorandum between Zaporizhzhia State Medical University 
(Ukraine) and Fondation Mérieux (France), 2015.
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NSAIDs: can the presence of infectious agent influence  
the choice of analgesic drug?
О. А. Podpletnya, O. V. Khomiak, I. P. Koshova
SE ”Dnipropetrovsk Medical Academy of Ministry of Health of Ukraine”, Dnipro

Purpose. Considering the significant prevalence of comorbid pathology there is a high probability of NSAID use in patients with 
concomitant infection. In view of this screening of antimicrobial properties of their main groups was conducted for the purpose 
of selecting the most promising ones for further in-depth study.

Materials and methods. The study of microorganisms’ sensitivity was conducted using standard research methods – the method 
of “wells” and by determining the antibacterial properties of drugs, using tablets, based on the ability of the drug to diffuse into 
agar, used for sowing the test-culture. As the test cultures S. aureus, S. mutans, S. pyogenes, P. aeruginosa, E. Coli, isolated 
from patients who were treated in hospital were used. Predominant blocker of COX-1 (acetylsalicylic acid, ASA), nonselective 
blockers of COX-1 and COX-2 (ketorolac, diclofenac sodium, ibuprofen, mefenamic acid, dexketoprofen), predominant blockers 
of COX-2 (meloxicam and nimesulide), selective blockers of COX-2 (celecoxib), selective blockers of COX-3 (COX-1 in the brain) 
paracetamol and metamizole were tested.

Results. The studies found that most of the tested NSAIDs have antimicrobial activity. Leader drugs in expressiveness of 
antimicrobial effects are drugs that have sufficient COX-1 (3) - activity: ASA, diclofenac, dexketoprofen, metamizole and 
lesser extent – paracetamol. Tested NSAIDs showed the highest activity against gram-positive coccal flora, mostly affecting 
S. Pyogenes. Blockers of COX-3 paracetamol and metamizole, unlike other studied drugs, showed stronger antipseudomonal 
(both – moderate) and antistaphylococcal action (metamizole).

Conclusions. NSAIDs with antimicrobial activity can potentially increase the activity of antiinfectious therapy. At the same time, 
the antimicrobial activity of NSAIDs, theoretically, can promote microbial resistance because of existence of microorganisms in a 
medium with subthreshold concentrations of drugs with antimicrobial activity. Considering this, further clinical and pharmacological 
research of this problem has a great practical importance.

НПЗП: чи може наявність інфекційного агента впливати на вибір  
знеболювального препарату?

О. А. Подплетня, О. В. Хомяк, І. П. Кошова
Мета роботи – у зв’язку із значною поширеністю коморбідної патології великою є ймовірність застосування НПЗП у хворих, 
що мають супутній інфекційний процес. З урахуванням цього здійснене скринінгове дослідження антимікробних власти-
востей основних груп цих препаратів із ціллю відбору найперспективніших із них для дальшого поглибленого вивчення.

Матеріали та методи. Чутливість МО вивчали з використанням стандартних методів дослідження: методу «колодязів» 
і методу визначення антибактеріальних властивостей препаратів за допомогою таблеток, що заснований на здатності 
лікарської речовини дифундувати в агар, на який висівали тест-культури. Як тест-культури використовували S. aureus, 
S. mutans, S. pyogenes, P. aeruginоsa, E. сoli, що виділені від хворих, які перебували на лікуванні у стаціонарі. Протесто-
вані переважний блокатор ЦОГ-1 (ацетилсаліцилова кислота, АСК), неселективні блокатори ЦОГ-1 і ЦОГ-2 (кеторолак, 
диклофенак натрію, ібупрофен, мефенамінова кислота, декскетопрофен), переважні блокатори ЦОГ-2 (мелоксикам і німе-
сулід), селективні блокатори ЦОГ-2 (целекоксиб), селективні блокатори ЦОГ-3 (ЦОГ-1 у мозку) парацетамол і метамізол.

Результати. Під час досліджень встановили, що більшість тестованих НПЗП має антимікробну активність. Препарата-
ми-лідерами з виразності протимікробних ефектів є препарати, що мають достатню ЦОГ-1(3)-активність: АСК, диклофе-
нак, декскетопрофен, метамізол, меншою мірою – парацетамол. Найбільшу активність тестовані НПЗП проявляли щодо 
грампозитивної кокової флори, більшою мірою впливаючи на S. рyogenes. Блокатори ЦОГ-3 парацетамол і метамізол, 
на відміну від інших препаратів, що вивчалися нами, сильніше проявляли антисиньогнійну (обидва – помірну) та анти-
стафілококову дію (метамізол).

Висновки. НПЗП з антимікробною активністю потенційно можуть підвищувати активність протиінфекційної терапії. 
Водночас антимікробна активність НПЗП теоретично може сприяти розвитку резистентності мікроорганізмів унаслідок 
наявності останніх у середовищі з підпороговими концентраціями засобів із протимікробною активністю. З урахуванням 
цього велике практичне значення має здійснення дальших клініко-фармакологічних досліджень проблеми.

НПВС: может ли наличие инфекционного агента влиять на выбор  
обезболивающего препарата?

Е. А. Подплетняя, Е. В. Хомяк, И. П. Кошевая

Цель работы – в связи со значительной распространенностью коморбидной патологии велика вероятность применения 
НПВС у больных, имеющих сопутствующий инфекционный процесс. С учетом этого проведено скрининговое исследо-
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вание антимикробных свойств основных групп этих препаратов с целью отбора наиболее перспективных из них для 
дальнейшего углубленного изучения.

Материалы и методы. Исследование чувствительности МО проводилось с использованием стандартных методов иссле-
дования – метода «колодцев» и метода определения антибактериальных свойств препаратов с помощью таблеток, осно-
ванного на способности лекарственного вещества диффундировать в агар, на который проводится высев тест-культуры. 
В качестве тест-культур использовали S. aureus, S. mutans, S. pyogenes, P. aeruginоsa, E. сoli, выделенные от больных, 
находившихся на лечении в стационаре. Протестированы преимущественный блокатор ЦОГ-1 (ацетилсалициловая 
кислота, АСК), неселективные блокаторы ЦОГ-1 и ЦОГ-2 (кеторолак, диклофенак натрия, ибупрофен, мефенаминовая 
кислота, декскетопрофен), преимущественные блокаторы ЦОГ-2 (мелоксикам и нимесулид), селективные блокаторы 
ЦОГ-2 (целекоксиб), селективные блокаторы ЦОГ-3 (ЦОГ-1 в мозге) парацетамол и метамизол.

Результаты. В ходе исследований установлено, что большинство тестируемых НПВС обладает антимикробной актив-
ностью. Препаратами-лидерами по выраженности противомикробных эффектов являются препараты, обладающие 
достаточной ЦОГ-1 (3)-активностью: АСК, диклофенак, декскетопрофен, метамизол, в меньшей степени – парацетамол. 
Наибольшую активность тестируемые НПВС проявляли в отношении грамположительной кокковой флоры, в большей 
степени – влияя на S. рyogenes. Блокаторы ЦОГ-3 парацетамол и метамизол, в отличие от других препаратов, изуча-
емых нами, сильнее проявляли антисинегнойную (оба – умеренную) и антистафилококковую активность (метамизол).

Выводы. НПВС с антимикробной активностью потенциально могут повышать активность противоинфекционной те-
рапии. В то же время антимикробная активность НПВС теоретически может способствовать развитию резистентности 
микроорганизмов вследствие существования последних в среде с подпороговыми концентрациями средств с противо-
микробной активностью. С учетом этого большое практическое значение имеет проведение дальнейших клинико-фар-
макологических исследований проблемы.

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) are known 
to be a large group of drugs widely used in clinical practice, 
daily, for more than thirty million people worldwide. Taking 
into account the high prevalence of comorbid pathology 
under the clinic condition, especially for the elderly, there is 
a high probability of their taking by patients with concomitant 
infectious process, taking anti-infectious drugs. Several 
possible interactions of NSAIDs with anti-infectious agents 
shall be considered at complex pathology of this kind: 
1) the probability of change of therapeutic effect (increase or 
decrease) due to the direct effects of NSAIDs on the patho-
genic flora; 2) the probability of effect of NSAIDs – increase 
or decrease of the effectiveness of anti-infectious drugs 
due to changes in the pharmacokinetic characteristics 
of the last; 3) the probability of the impact of NSAIDs on 
the development mechanisms of pathogens resistance; 
4) the probability of mutual reinforcement of side effects of 
drugs when used in combinations.

The reference sources contain a number of conflicting 
data about the direct or indirect effect of NSAIDs upon 
infectious diseases. On the one hand, acceleration of 
progression of soft tissue infections of streptococcal 
etiology (group A) at the application of certain non-se-
lective (ketorolac, ibuprofen and indomethacin), but not 
COX-2 selective NSAIDs and reduction of efficiency of 
etiotropic antibiotic therapy were found [1]. On the other 
hand, in vitro, sodium diclofenac was detected to show 
antibacterial activity against antibiotic-sensitive and 
antibiotic-resistant strains of microorganisms, including 
mycobacteria, associated by the authors with the violation 
of the DNA synthesis of sensitive flora [2], in addition, 
antimycobacterial properties of diclofenac have been 
confirmed in an experiment in vivo [3]. It is also known, 
that NSAIDs have direct membranotropic effects, due to 
which, it seems to us, they can have their own antimicro-
bial activity, by analogy with membranotropic antibiotics, 
and also modulate the action of antimicrobial agents 
(stimulate or weaken) [4]. Currently the systematized 
data about NSAIDs effect on various clinically relevant 
microorganisms are not available.

This thesis was aimed to conduct screening of 
antimicrobial properties of the major NSAIDs groups and 
selection of the most promising ones for further studies.

Materials and methods
Particular features of pharmacodynamics of drugs (se-
lectivity with respect to different types of COX), as well as 
the clinical significance and frequency of drug usage ac-
cording to main indications were taken into consideration at 
selecting NSAIDs for screening of antimicrobial properties. 
List of NSAIDs and nonnarcotic analgesic drugs (NAD) is 
provided in Table 1.

5 major clinical strains of microorganisms (MO) were 
used as testing cultures, i. e., S. aureus, S. mutans, 
S. pyogenes, P. aeruginosa, E. coli, isolated from patients 
treated in hospital. Selection of MO types was determined 
by the clinical relevance of the latter.

MO sensitivity study was conducted using the method 
of «wells» (agar diffusion method) and the method of de-
termining the antibacterial properties of chemotherapeutic 
agents using the tablets, according to guidelines [5]. The 
method is based on the ability of the drug to diffuse into 
the agar, onto which the testing culture is plated.

Sterile Petri dishes were put on a strictly horizon-
tal surface, to pour 20 ml of 2 % meat infusion agar 
(pH = 7.2–7.4) in order to create an optimal thickness of 
a layer, equal to 4–5 mm. 5 % blood or serum agar was 
applied for microbial species that do not grow using meat 
infusion agar (Streptococcus). Dishes with a medium were 
dried in a thermostat before inoculation.

A thick layer of agar was inoculated with 0.1 ml 
suspension of the tested MO and triturated with a spat-
ula until uniform distribution of MO over the surface of 
the Petri dish. Then drill (d = 6 mm) was used to drill holes 
(«wells») at equal distances from each other, to further 
fill them with the tested objects. Then the plates were 
placed to thermostat at 37 °C horizontally, to form circular 
zones. Diameters of inhibition zones were measured  
in 24 hours.
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When determining the properties of antibacterial che-
motherapeutics with the tablets, the latter were applied to 
the agar surface with the test bacteria. After incubation 
on the place of tablets application, the sterile zones were 
taken into account; criterion for evaluation was the delay 
zone of microflora growth: at level up to 10 mm or absence 
thereof the microorganisms are not sensitive to the drug; 
11–15 mm zone shows low sensitivity and more than 
15 mm zone refers to sensitive strains. Thus inhibition zones 
of MO from 5 to 10 mm indicated bacteriostatic effect; inhi-
bition zones exceeding 10 mm indicated bactericidal action.

Statistical processing of the results was carried out 
with the use of the package of licensed applications Sta-
tistica (6.1, AGAR909E415822FA serial number). Type 
of parameters distribution was analyzed by Shapiro-Wilk 
test. Significant differences between the indices, taking into 
account the type of distribution were determined by Stu-
dent’s t-test. The threshold level of statistical significance of 
the results was p < 0.05. Results are presented as M ± SD.

The results of the study of NSAIDs and NNA antimi-
crobial properties are presented in Table 2.

Some NSAIDs were detected to have a significant 
antimicrobial activity. The most pronounced antimicrobial 
effects are manifested by ASA, diclofenac, dexketoprofen, 
paracetamol and metamizole (3–4 sensitive pathogens). To 
a lesser extent, ketorolac, ibuprofen and COX-2 selective 
NSAIDs (nimesulide, meloxicam and celecoxib) have effect 
on 1–2 pathogens. There was no antimicrobial activity 
detected in mefenamic acid.

When comparing the effects of NSAIDs and NAD on 
individual pathogens, attention is drawn to the high sensi-
tivity of the non-antimicrobial drugs of the beta-hemolytic 
streptococcus S. рyogenes. It reacted substantially to all 
the NSAIDs except mefenamic acid and paracetamol, 
and to a greater extent – to ibuprofen and ASA (zone of 
growth absence is 16.0 ± 1.6 mm); with other drugs the MO 
inhibition zones were about 12-14 mm (Fig. 1).

Another representative of Streptococcus, alpha-hemo-
lytic streptococcus S. mutans, showed greater selectivity 
as for sensitivity to NSAIDs: the highest efficiency was 
shown by dexketoprofen (zone of growth absence is 
20.0 ± 1.7), other drugs were significantly less effective: 
ASA, diclofenac, metamizole had inhibition zone of MO 
within 11–12 mm, inhibition zone of paracetamol was at 
the efficiency limit, i. e., 10 mm.

The sensitivity of S. aureus was the highest to di-
clofenac and metamizole (inhibition zone is 29–31 mm), 
much lower to ASA (15 mm) and at a low level – to ibu-
profen and dexketoprofen (11–12 mm). Inhibition zone of 
this pathogen in paracetamol was at the efficiency limit, 
i.e., 10 mm (Fig. 2).

Gram-negative flora was significantly less sensitive 
to studied NSAIDs and NAD. E. coli showed complete 
resi stance to drugs of NSAIDs and NAD, P. aerugino-
sa showed moderate sensitivity to paracetamol (zone 
13.0 ± 1.2) and weak sensitivity to ASA (11.0 ± 1.2) (Fig. 3).

The study of antimicrobial effect of NSAIDs on 
the strains of testing cultures, at cultivation using blood 
agar, detected hemolytic effect of varying intensity of 
some NSAIDs (ASA, ibuprofen, nimesulide, diclofenac, 
para cetamol) (Fig. 4), which may indicate the effect of 
NSAIDs on erythrocyte membranes.

To certain extent our findings explain the data of 
available reference sources related to this subject, or 
correlate with it. Thus, interesting clinical data concerning 
the positive effects of preferential blocker of COX-1 ace-
tylsalicylic acid (ASA) are given in the study of Low-Dose 
Acetylsalicylic Acid Treatment and Impact on Short-Term 
Mortality in Staphylococcus aureus Bloodstream Infection, 
carried out by M. Osthoff, J. A. Sidler, B. Lakatos in 2016 
[6], showing that patients with staphylomycosis (excluding 
sepsis caused by E. coli) had lower mortality risks at receipt 
of ASA low-dose (12.1 % vs 27.4 %, p <0.001). There was 
also the decrease detected in cytotoxicity of S. aureus 
ratio concerning bone tissue and reduction of the risk of 
osteomyelitis at testing of salicylic acid derivative, i. e., 
diflunisal; it is associated with decreased synthesis of 
virulence factors of staphylococci due to effect on their 
accessory gene regulator (agr) [7].

Data inreference sources are insufficient for ibuprofen 
and ketorolac: controlled studies [1] detected acceleration 
of the progression of the soft tissue infections of strep-
tococcal etiology (group A) at their application, as well 
as reduction of the effectiveness of etiotropic antibiotic 
therapy. Within our study ketorоlaс and ibuprofen showed 
no antimicrobial activity against S. mutans (the latter, 
according to our data, in general, was less sensitive 
to the inhibitory effects of NSAIDs), but were effective 
(more pronounced for ibuprofen) against S. pyogenes, 

Table 1. List of NSAIDs and NNAs used in the research

Group International name Trade name
Predominant COX-1 blockers Acetylsalicylic acid (ASA) Aspirine
Nonselective COX-1 and COX-2 blockers Ketorolac Ketorol

Ketanov
Ibuprofen Nurofen
Diclofenac sodium Voltaren

Dicloberl 
Dexketoprofen Dexalgin
Mefenamic acid Mefenamic acid

Predominant COX-2 blockers Nimesulid Nimesil
Meloxicam Movalis

Selective COX-2 blockers Celecoxibe Celebrex
Selective COX-3 blockers
(COX-1 in the brain)

Paracetamol Panadol
Efferalgan

Metamizole Analgin

Table 2. Indicators of MO growth delay at testing NSAIDs and NNA

Growth delay zones of test-strains, mm
(M ± SD, n = 6)
№ Drug name S. aureus S. mutans S. pyogenes E. coli P. aeruginоsa
1 ASA 15,0 ± 1,2 12,0 ± 1,4 16,0 ± 1,6 8,0 ± 0,7 11,0 ± 1,2
2 Ketorolac 0 6,5 ± 0,6 13,5 ± 1,2 0 0
3 Ibuprofen 11,0 ± 1,0 9,0 ± 1,1 16,0 ± 1,7 0 0
4 Diclofenac sodium 29,0 ± 1,7 11,0 ± 1,0 12,0 ± 1,0 4,0 ± 0,6 0
5 Dexketoprofen 12,0 ± 0,9 20,0 ± 1,7 13,0 ± 1,0 0 0
6 Mefenamic acid 0 0 0 0 0
7 Nimesulid 0 0 13,0 ± 1,1 0 0
8 Meloxicam 4,0 ± 0,1 7,0 ± 0,9 13,0 ± 1,1 0 0
9 Celecoxibe 6,0 ± 0,4 0 12,0 ± 1,1 0 0
10 Paracetamol 10,0 ± 1,1 10,0 ± 1,2 8,0 ± 0,9 3,0 ± 0,4 13,0 ± 1,2
11 Metamizole 31,0 ± 1,9 11,0 ± 1,2 14,0 ± 1,2 0 0
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which is known to have a high sensitivity to antimicrobial 
agents of different groups and slowly develop resistance  
to them.

According to the reference sources sodium diclofenac 
showed antibacterial activity against antibiotic-sensitive 
and antibiotic-resistant strains of listeria and mycobacteria, 
explained with impaired DNA synthesis of sensitive flora 
[2]. Use of 30–50 mg/20 g diclofenac for mice reliably 
protected them from infection caused by gram-negative 
Salmonella typhimurium [8]; under conditions of our 
experiment it had practically no effect on gram-negative  
flora.

We found no data about the presence of the antimi-
crobial effect of ketoprofen and its dextrarotary isomer 
dexketoprofen on gram-positive cocci (as shown in our 
experiments), though there is available information about 
the use of ketoprofen in addition to enrofloxacin for intra-
tracheal infection of pigs with gram-negative Haemophilus 
parasuis, while NSAIDs significantly improved vital signs 
of animals compared to the group receiving fluoroquino-
lone only [9].

No data about the direct impact of selective COX-2 
blockers on gram-positive pathogenic flora are found, but 
there is an evidence of potentiating effect of celecoxib on 
sensitivity of S.aureus to antibiotics through increasing of 
SIRT1 protein regulatory level in macrophages [10] and 
through inhibiting efflux of antibiotics from a microbial 
cell [11].

In contrast to other studied drugs, COX-3 blockers, i. e.,  
paracetamol and metamizole, showed stronger pseu-
domonas (both-moderate) and antistaphylococcal effect 
(metamizole).

The more pronounced overall antimicrobial activity of 
nonselective anti-COX drugs is probably due to the fact 
that one of the NSAIDs effect mechanisms on the deve-
lopment of MO resistance may be an impact on the syn-
thesis of prostaglandin E2 (PGE2), as PGE2 is shown 
to be the stimulation factor of staphylococci resistance 
development [12].

Treatment of comorbidity shall also consider that 
NSAIDs may mask symptoms of infection process, low-
ering body temperature, which can lead to an incorrect 
evaluation of the efficacy of anti-infectious effect at their 
combined use.

Conclusions
1. The studies revealed the majority of the tested 

NSAIDs to have an antimicrobial activity.
2. Leader-drugs of antimicrobial effects are prepara-

tions with sufficient COX-1(3)-activity: ASA, diclofenac, 
dexketoprofen, metamizole, and paracetamol to a lesser 
extent.

3. Tested NSAIDs had the greatest activity against 
gram-positive cocci flora, mostly affecting S. Pyogenes.

4. Significance of antimicrobial activity of NSAIDs may 
be evaluated as a factor potentially enhancing the activity 
of anti-infectious therapy.

5. Antimicrobial activity of NSAIDs can theoretically 
contribute to the development of MO resistance due 
to the existence of the latter in a medium with sub-
threshold concentrations of agents with antimicrobial 

Fig. 1. Effect of NSAIDs  
on S. pyogenes. 

Fig. 2. Effect of NSAIDs  
on S. aureus.

1: ASA;  
2: Ibuprofen; 
3: Celecoxibe; 
4: Nimesulid; 
5: Paracetamol; 
6: Ketorolac;  
7: Diclofenac sodium; 
8: Meloxicam; 
9: Dexketoprofen; 
10: Metamizole.

Fig. 3. Effect of NSAIDs  
on P. aeruginosa.

Fig. 4. Hemolytic effect 
of NSAIDs.

1: ASA;  
2: Ibuprofen; 
3: Celecoxibe; 
4: Nimesulid; 
5: Paracetamol.
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activity. From this perspective, further clinical and phar-
macological studies of the problem are of great practical  
importance.
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Особливості стану цитокінового статусу в інфертильних чоловіків  
на тлі токсокарозної інвазії
Л. Л. Воронцова, М. І. Дуб, В. А. Коваленко, М. Є Журавльова
ДЗ «Запорізька медична академія післядипломної освіти МОЗ України»

Мета роботи – враховуючи, що механізми взаємодії між організмом господаря та паразитом до кінця остаточно не з’ясо-
вані, тим більше поглиблені механізми впливу на репродуктивну систему чоловіка, метою дослідження стало вивчення 
стану цитокінового статусу в чоловіків із порушенням репродуктивної функції на тлі токсокарозної інвазії.

Матеріали та методи. Обстежили 77 чоловіків у віці від 20 до 45 років, котрих поділили на 5 груп. Контрольну групу 
становили 12 фертильних чоловіків. До групи порівняння увійшли 27 інфертильних пацієнтів із нормальним рівнем фраг-
ментації ДНК сперматозоїдів і з відсутністю антитіл до токсокар; до третьої групи – 12 інфертильних чоловіків із високим 
рівнем фрагментації ДНК сперматозоїдів і наявністю антитіл до токсокар; до четвертої – 14 інфертильних пацієнтів із 
високим рівнем фрагментації ДНК сперматозоїдів і відсутністю антитіл до токсокар; до п’ятої – 12 інфертильних чоловіків 
із нормальним рівнем фрагментації ДНК сперматозоїдів і наявністю антитіл до токсокар. Усім чоловікам здійснили 
комплексне дослідження, що включало аналіз спермограми за рекомендаціями ВООЗ, визначення рівня фрагментації 
ДНК сперматозоїдів і наявності токсокарозної інвазії та оцінювання цитокінового статусу.

Результати. Дані дослідження свідчать про певний взаємозв’язок між основними параметрами сперматозоїдів (їхньою 
концентрацією, рухомістю та морфологією) та частотою фрагментації їхньої ядерної ДНК. Чим важче патозооспермія, 
тим більша ймовірність того, що частота фрагментації ДНК у сперматозоїдах буде вищою від норми. Результати дослі-
дження цитокінового статусу свідчать: вплив тільки антитіл без підключення Т-клітинної відповіді явно є недостатнім 
для повного подолання паразитарної інвазії. 

Висновки. В інфертильних чоловіків на тлі токсокарозної інвазії пусковим механізмом стимуляції імунної відповіді Th2 
типу, вочевидь, є компоненти оболонки інвазованих личинок паразита, а приєднання імунної відповіді Th1 типу призво-
дить до формування хронічного процесу (хронічного протікання інвазії), що негативно впливає на розвиток адекватної 
імунної відповіді.

Особенности состояния цитокинового статуса у инфертильных мужчин  
на фоне токсокарозной инвазии

Л. Л. Воронцова, М. И. Дуб, В. А. Коваленко, М. Е. Журавлёва
Цель работы – учитывая, что механизмы взаимодействия между организмом хозяина и паразитом до конца окончательно 
не выяснены, тем более углублённые механизмы влияния на репродуктивную систему мужчины, целью исследования стало 
изучение состояния цитокинового статуса у мужчин с нарушением репродуктивной функции на фоне токсокарозной инвазии.

Материалы и методы. Обследовано 77 мужчин в возрасте от 20 до 45 лет, которые были разделены на 5 групп. Контрольную 
группу составили 12 фертильных мужчин. В группу сравнения вошли 27 инфертильных пациентов с нормальным уровнем 
фрагментации ДНК сперматозоидов и с отсутствием антител к токсокарам; в третью группу – 12 инфертильных мужчин с 
высоким уровнем фрагментации ДНК сперматозоидов и наличием антител к токсокарам; в четвёртую – 14 инфертильных 
пациентов с высоким уровнем фрагментации ДНК сперматозоидов и отсутствием антител к токсокарам; в пятую – 12 
инфертильных мужчин с нормальным уровнем фрагментации ДНК сперматозоидов и наличием антител к токсокарам. 
Всем мужчинам было проведено комплексное исследование, включавшее анализ спермограммы по рекомендациям ВОЗ, 
определение уровня фрагментации ДНК сперматозоидов, наличия токсокарозной инвазии и оценка цитокинового статуса.

Результаты. Данные исследования свидетельствуют об определённой взаимосвязи между основными параметрами 
сперматозоидов (их концентрацией, подвижностью и морфологией) и частотой фрагментации их ядерной ДНК. Чем 
тяжелее патозооспермия, тем больше вероятность того, что частота фрагментации ДНК в сперматозоидах будет выше 
нормы. Результаты исследования цитокинового статуса свидетельствуют, что влияние только антител без подключения 
Т-клеточного ответа, очевидно, является недостаточным для полного преодоления паразитарной инвазии. 

Выводы. У инфертильных мужчин на фоне токсокарозной инвазии пусковым механизмом стимуляции иммунного ответа 
Th2 типа, очевидно, являются компоненты оболочки инвазированных личинок паразита, а присоединение иммунного 
ответа Th1 типа ведёт к формированию хронического процесса (хронического протекания инвазии), что негативно влияет 
на развитие адекватного иммунного ответа.

Features of the state of cytokine status in infertile men against the background of toxocariasis
L. L. Vorontsova, M. I. Dub, V. A. Kovalenko, M. Ye. Zhuravlova
Aim. Given that the mechanisms of interaction between the host organism and the parasite have not been completely clarified, 
especially profound mechanisms of influence on the reproductive system of men, the aim of the research was to study the state 
of cytokine status in men with reproductive disorders against the background of toxocariasis.
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Materials and methods. For this purpose, 77 men aged 20 to 45 years, who were divided into 5 groups, were examined. The 
first (control) group consisted of 12 fertile men; the second group (comparison group) – 27 infertile patients with the normal level 
of fragmentation of sperm DNA and the lack of antibodies to toxocarae; the third group includes 12 infertile men with a high 
level of fragmentation of sperm DNA and the presence of antibodies to toxocarae; the fourth group included 14 infertile patients 
with a high level of fragmentation of sperm DNA and the lack of antibodies to toxocarae, and the fifth group included 12 infertile 
men with a normal level of fragmentation of sperm DNA and the presence of antibodies to toxocarae. All the men underwent a 
comprehensive study that included analysis of the spermogram according to WHO recommendations, determination of the level 
of fragmentation of sperm DNA, the presence of toxocariasis and evaluation of the cytokine status.

Results. The data obtained from the study indicate a definite relationship between the main parameters of spermatozoa 
(their concentration, mobility and morphology) and the frequency of fragmentation of their nuclear DNA. The heavier 
the pathozoospermia, the more likely that the frequency of DNA fragmentation in spermatozoa will be higher than normal. 
The results of the study of the cytokine status indicate that the effect of only the antibodies without the connection of the T-cell 
response is obviously insufficient to completely overcome parasitic infestation. 

Conclusions. Thus, in infertile men against the background of toxocariasis, the triggering mechanism of stimulation of the Th2 
type immune response are obviously the components of the shell of the parasite larvae which were invaded in host organism, 
and the attachment of the Th1 type immune response leads to the formation of the chronic process (chronic invasion), which 
adversely affects the development of an adequate immune response.

В останні роки відзначається зниження активності спер-
матогенезу в чоловіків у різних країнах [1]. Приблизно 
у 25 % із них причину інфертильності не виявляють 
[2]. Під час спроби пояснити можливі причини таких 
стрімких темпів порушення чоловічого репродуктив-
ного потенціалу більшість авторів звертають увагу на 
факти змін у способі життя людини, особливо місця 
його існування, а також на ендокринні, імунні, генетичні 
порушення [3–5]. На жаль, проблема паразитарної 
інвазії перебуває поза увагою багатьох практичних 
лікарів, науковців, фахівців ветеринарної медицини. 
Серо-епідеміологічні та клініко-морфологічні обстежен-
ня населення України саме на токсокароз виконуються 
поки недостатньо [6,7]. 

Сьогодні паразитози розглядають як захворювання, 
в основі патогенезу яких – складний комплекс взаємо-
зв’язку й взаємозалежності патологічних процесів, що 
є наслідком не тільки шкідливої дії самих гельмінтів 
на організм господаря, але і його відповідної реак-
ції, котра має пристосувальний і пошкоджувальний  
фактор [8].

Гельмінтози можуть викликати різні порушення 
імунного статусу господаря. Провідним типом регу-
ляції в імунній відповіді є цитокіновий, який впливає 
на всі види імунокомпетентних клітин, у тому числі на 
Т- і В-лімфоцити (ключові в набутій імунній відповіді). 
Механізми взаємодії між організмом господаря та 
паразитом до кінця остаточно не з’ясовані, тим біль-
ше поглиблені механізми впливу на репродуктивну 
систему чоловіка [9].

Отже, для розроблення нових підходів до діагно-
стики порушень репродуктивного здоров’я чоловіків, 
що протікають на тлі токсокарозної інвазії, необхідно 
враховувати стан цитокінового статусу з урахуванням 
регуляторного впливу Т-хелперів (Тh) 1 та 2 типів, котрі 
відіграють важливу роль у розвитку імунних реакцій, та 
особливостях імунної відповіді таким чином. 

Мета роботи
Вивчення стану цитокінового статусу в чоловіків із 
порушенням репродуктивної функції на тлі токсока-
розної інвазії.

Матеріали і методи дослідження
Обстежили 77 чоловіків у віці 20–45 років, які дали 
інформовану письмову згоду на участь у дослідженні, 
що схвалене комітетом із біоетики ДЗ «Запорізька 
медична академія післядипломної освіти МОЗ Укра-
їни», та відповідно до етичних і морально-правових 
вимог наказу Міністерства охорони здоров’я України 
№ 281 від 01.11.2000 р. Пацієнтів поділили на 5 груп. 
Першу (контрольну) групу становили 12 фертильних 
практично здорових чоловіків, яких обстежували як 
донорів банку сперми (згідно з наказом № 787 від 
09.09.2013 р.). До другої групи (порівняння) ввійшли 
27 інфертильних пацієнтів із нормальним рівнем фраг-
ментації ДНК сперматозоїдів і з відсутністю антитіл 
до токсокар. Третю групу становили 12 інфертильних 
чоловіків із високим рівнем фрагментації ДНК сперма-
тозоїдів і наявністю антитіл до токсокар. До четвертої 
групи увійшли 14 інфертильних пацієнтів із високим 
рівнем фрагментації ДНК сперматозоїдів і відсутністю 
антитіл до токсокар. П’яту групу становили 12 інфер-
тильних чоловіків із нормальним рівнем фрагментації 
ДНК сперматозоїдів і наявністю антитіл до токсокар. 
У всіх чоловіків третьої, четвертої та п’ятої груп під 
час бактеріологічного дослідження еякуляту виявлено 
бактеріоспермію, що зумовлена грампозитивною та 
грамнегативною флорою.

Усім чоловікам здійснили комплексне дослідження, 
котре включало аналіз спермограми за рекомендаці-
ями ВООЗ [10], визначення рівня фрагментації ДНК 
сперматозоїдів і наявності токсокарозної інвазії, а також 
виконане оцінювання цитокінового статусу шляхом 
визначення в сироватці крові вмісту ІЛ-2, ІЛ-4, ІЛ-6, 
ІЛ-10, ІФ-γ та ФНП-α.

Визначення рівня фрагментації ДНК сперматозо-
їдів здійснили за допомогою методу Sperm Chromatin 
Dispertion test (патент РФ № 2373288). За нормальні 
значення вважали рівень фрагментації ДНК сперма-
тозоїдів до 30 %, високі – понад 30 % із підрахованих 
500 сперматозоїдів. 

Наявність токсокарозної інвазії визначали за до-
помогою виявлення в сироватці крові кількості антитіл 
IgG до антигенів токсокар імуноферментним методом 
(з використанням набору реактивів «Вітротест», Укра-
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їна), результат вважали позитивним при значеннях 
>1,1 МОд/мл.

Вміст цитокінів визначали імуноферментним 
методом із використанням відповідних монокло-
нальних антитіл, іммобілізованих на поверхні лунок 
полістеролового планшета з наборів тест-систем 
«ВЕКТОР-БЕСТ» (Російська Федерація). Концентрацію  
(в пг/мл) рецепторних антагоністів досліджуваних 
цитокінів визначали за калібрувальним графіком, що 
укладений згідно з інструкцією до наборів.

Статистичне опрацювання цифрових резуль-
татів виконали за допомогою програми Statistica 
(StatSoft Statisticа v.6.0.; номер ліцензії програми STA 
862D175437Q) з використанням тесту Вальда–Вольфо-
виця (Wald–Wolfowitz runs test) під час порівняння двох 
незалежних груп. Різниця вважалася вірогідною при 
досягнутому рівні значущості р < 0,05. Дані, що ана-
лізувалися, представлені як медіана (Me) та міжквар-
тильний розмах (RQ), який являє собою різницю між 
значеннями 75 і 25 процентилів (RQ = 75 % UQ – 25 % 
LQ), де UQ – верхній квартиль; LQ – нижній квартиль.

Результати та їх обговорення
Під час аналізу спермограм чоловіків контрольної 
групи встановили: відхилень від показників норм, що 
рекомендовані ВООЗ, не виявили (табл. 1). 

Досліджуючи основні показники спермограм у 
чоловіків 2 групи, відзначали зниження кількості ак-
тивно рухомих форм на 37 % і збільшення на 110 % 
нерухомих сперматозоїдів щодо аналогічних показни-
ків контрольної групи. Також відзначалось незначне 
зниження концентрації сперматозоїдів в 1 мл на 14 %, 
загальна кількість сперматозоїдів в еякуляті практично 
відповідала значенням контрольної групи, водночас 
виявлено зростання кількості патологічних форм спер-
матозоїдів на 96 % на тлі зниження нормальних форм 
на 30 % і появи сперматозоїдів зі змішаною патологією 
та зростання кількості незрілих сперматозоїдів відпо-

відно до аналогічних значень контрольної групи. Але 
зауважимо, що в чоловіків 2 групи хоч і були виявлені 
зміни показників щодо контролю, однак майже всі вони 
відповідали нормам, що рекомендовані ВООЗ. Вод-
ночас не можна залишати поза увагою, що чоловіки 
цієї групи, незважаючи на відносну нормоспермію, не 
мають дітей. Усе це зумовлює необхідність пошуку 
інших факторів, що спричиняють порушення репродук-
тивного потенціалу на тлі нібито нормальних показників 
спермограми.

У чоловіків 3 та 4 груп відзначались односпрямо-
вані зміни показників спермограми: зниження кількості 
активно рухомих сперматозоїдів на 42 та 9 % і на 68 і 
50 % на тлі збільшення нерухомих форм сперматозоїдів 
на 160 і 24 % і на 215 і 50 % щодо контролю та 2 групи 
відповідно. В обох групах з’явились дискінетичні форми 
сперматозоїдів.

У чоловіків 3 та 4 груп концентрація сперматозо-
їдів в 1 мл знижувалась на 55 і 47 % і на 45 і 35 %, а 
загальна кількість сперматозоїдів в еякуляті – на 57 і 
40 % і на 52 та 49 % щодо значень контрольної та 2 
групи відповідно. При мікроскопічному дослідженні 
пофарбованих препаратів у чоловіків 3 та 4 груп вияв-
лено зниження кількості нормальних форм спермато-
зоїдів на 38 та 11 % і на 53 та 32 % на тлі збільшення 
патологічних форм на 121 і 13 % і на 166 і 36 % щодо 
показників контрольної та 2 групи відповідно. В обох 
групах зросла кількість як сперматозоїдів зі змішаною 
патологією, так і незрілих сперматозоїдів щодо значень 
контрольної та 2 групи.

Отже, аналізуючи показники спермограми чоловіків 
3 та 4 груп, відзначили астено- та олігозооспермію, 
незначний дискінезис, виражену тератозооспермію, 
що сприяє чималому зниженню фертильності еякуляту 
чоловіків цих груп.

У чоловіків 5 групи фіксували зниження кількості 
активно рухомих сперматозоїдів на 38 % і збільшення 
нерухомих форм на 90 % щодо контролю; стосовно 2 
групи відзначені показники залишались практично без 

Таблиця 1. Основні показники спермограми в чоловіків залежно від рівня фрагментації ДНК сперматозоїдів і наявності токсокарозної інвазії,  
Me (75 % Q – 25 % Q = RQ)

Показник,  
одиниця вимірювання

1 група
(n = 12)

2 група
(n = 27)

3 група
(n = 12)

4 група
(n = 14)

5 група
(n = 12)

Активно рухомі сперматозоїди, % 38,0
(48,0 – 32,0 = 16,0)

24,0*
(27,0 – 21,0 = 6,0)

22,0*
(25,0 – 17,0 = 8,0)

12,0*,**
(19,0 – 9,0 = 10,0)

23,5*,**
(36,0 – 10,5 = 25,5)

Малорухомі сперматозоїди, % 52,0
(55,0 – 50,0 = 5,0)

52,5
(56,0 – 47,5 = 8,5)

54,0
(56,0 – 47,0 = 9,0)

51,5
(54,5 – 48,0 = 6,5)

48,0**
(56,0 – 21,5 = 34,5)

Дискінетичні форми, % 0,0
(0,0– 0,0 = 0,0)

0,0
(2,0 – 0,0 = 2,0)

2,0*
(6,0 – 1,0 = 5,0)

3,0*
(7,5 – 1,0 = 6,5)

0,0
(1,5 – 0,0 = 1,5)

Нерухомі сперматозоїди, % 10,0
(12,0 – 9,0 = 3,0)

21,0*
(26,0 – 16,0 = 10,0)

26,0
(30,0 – 15,0 = 15,0)

31,5*
(34,5 – 25,5 = 9,0)

19,0*,**
(60,0 – 14,5 = 45,5)

Кількість сперматозоїдів в 1 мл, 
(×106/мл)

92,0
(106,0 – 78,0 = 28,0)

78,7
(127,5 – 53,7 = 73,7)

41,5*
(56,0 – 32,0 = 24,0)

50,8
(78,5 – 28,8 = 49,7)

74,7**
(121,2 – 24,2 = 97,0)

Загальна кількість сперматозоїдів 
в еякуляті, (×106)

285,0
(390,0 – 240,0 = 150,0)

271,3
(380,0 – 131,4 = 248,6)

161,8
(306,0 – 125,5 = 180,5)

137,5*
(187,2 – 41,7 = 145,4)

330,3**
(549,4 – 111,5 = 437,9)

Нормальні форми 
сперматозоїдів, %

76,0
(78,0 – 72,0 = 6,0)

53,0*
(62,0 – 49,0 = 13,0)

47,0*
(58,0 – 41,0 = 17,0)

36,0*
(54,0 – 24,5 = 29,5)

54,5*,**
(62,0 – 26,0 = 36,0)

Патологічні форми 
сперматозоїдів, %

24,0
(26,0 – 20,0 = 6,0)

47,0*
(51,0 – 38,0 = 13,0)

53,0*
(59,0 – 42,0 = 17,0)

64,0*
(75,5 – 46,0 = 29,5)

45,5*,**
(74,0 – 38,0 = 36,0)

Змішана патологія, % 0,0
(0,0 – 0,0 = 0,0)

7,0*
(11,5 – 5,5 = 6,0)

9,0*
(18,0 – 6,0 = 12,0)

11,5*
(30,5 – 7,5 = 23)

14,5**
(58,5 – 7,5 = 51,0)

Юні клітини, % 2,0
(3,0 – 2,0 = 1,0)

3,0
(5,0 – 2,0 = 3,0)

3,0
(4,0 – 2,0 = 2,0)

4,5
(7,0 – 2,5 = 4,5)

5,0*
(6,5 – 3,5 = 3,0)

*: статистично значуща різниця (р < 0,05) щодо контрольної групи; **: статистично значуща різниця (р < 0,05) щодо 2 групи.

Оригінальні дослідження



227Pathologia. Volume 14. No. 2, May–August 2017 ISSN 2306-8027    http://pat.zsmu.edu.ua

змін. Концентрації сперматозоїдів в 1 мл знижувалась 
на 19 і 5 %, у той час як загальна кількість сперма-
тозоїдів в еякуляті збільшувалась на 16 і 22 % щодо 
значень контрольної та 2 групи відповідно. Виявлені 
зниження кількості нормальних форм сперматозоїдів 
на 38 % і збільшення патологічних форм на 90 % щодо 
показників контрольної групи. У чоловіків цієї групи 
була найбільша кількість сперматозоїдів зі змішаною 
патологією та незрілих сперматозоїдів відносно як 
контрольної, так і всіх дослідних груп. 

Виявлені зміни показників спермограм у чоловіків 
5 групи свідчать про наявність астено- та тератозоо-
спермії на тлі відносної полізооспермії, що вказує на 
зниження фертильності еякуляту.

Враховуючи дані про те, що пошкодження хрома-
тину у сперматозоїдах часто асоційовані зі зниженими 
показниками спермограми, а сперматозоїд, оцінений 
як «морфологічно нормальний» (при світловій мі-
кроскопії), може мати пошкоджену ДНК і навпаки [11], 
представляло інтерес вивчення рівня фрагментації 
ДНК сперматозоїдів, які асоційовані з токсокарозною 
інвазією та без її наявності в дослідних групах чоловіків.

У результаті дослідження рівня фрагментації ДНК 
сперматозоїдів встановили, що в чоловіків 2 групи 
хоч і відзначались зміни показників спермограми, але 
кількість фрагментованих сперматозоїдів становила в 
середньому 15 %. У чоловіків 3 групи рівень фрагмен-
тації ДНК перевищував норму (в середньому становив 
40 %), на тлі збільшення антитіл IgG до антигенів 
токсокар (в середньому 2,5 МОд/мл), що свідчить про 
наявність токсокарозної інвазії. Дослідження рівня 
фрагментації ДНК сперматозоїдів у чоловіків 4 групи 
виявило незначне зростання цього показника, який в 
середньому становив 33 %. У чоловіків 5 групи кількість 
фрагментованих сперматозоїдів не перевищувала 
нормальні значення та становила в середньому 16 %, 
у той час як рівень антитіл IgG до антигенів токсокар 
в середньому становив 1,8 МОд/мл, що свідчило про 
наявність токсокарозної інвазії.

Отже, дані, що отримали, підтверджують при-
пущення про певний взаємозв’язок між основними 
параметрами сперматозоїдів (їхньою концентрацією, 
рухомістю та морфологією) та частотою фрагментації 
їхньої ядерної ДНК. Встановлено, що ступінь пору-
шення сперматогенезу прямо корелює з частотою 
фрагментації ДНК у гаметах чоловіків. Чим важче 

патозооспермія, тим більша ймовірність того, що час-
тота фрагментації ДНК у сперматозоїдах буде вищою 
за норму.

Водночас не можна залишати поза увагою дані 
про те, що серед чоловіків із порушенням репродук-
тивної функції, у яких були виявлені зміни у провідних 
показниках спермограми (2 група), є такі, що не мають 
підвищеного рівня фрагментації ДНК у сперматозоїдах 
і без наявності антитіл до токсокар, що, своєю чергою, 
свідчить про наявність впливу інших факторів, котрі 
викликають зниження репродуктивного потенціалу 
чоловіків.

Досліджуючи цитокіновий статус у 2 групі (порів-
няння), виявили зниження показників ІЛ-2 та ІФ-γ на 
72 та 71 %, збільшення показників ІЛ-4, ІЛ-6, ІЛ-10 на 
3, 18, 63 % щодо групи контролю відповідно, тоді як 
вміст ФНП-α залишався без змін і відповідав значенням 
контрольної групи (табл. 2).

У чоловіків 2 групи імунна відповідь Th2 типу (гу-
морального типу) свідчить і підтверджує встановлену 
нами наявність бактеріальної інфекції.

У 3 групі відзначали зниження вмісту ІЛ-2, ІЛ-10, 
ІФ-γ на 72, 61, 68 % щодо контрольної групи відповідно. 
Збільшення вмісту ІЛ-4, ІЛ-6 та ФНП-α на 53, 17, 40 % 
і 18, 503, 583 % щодо контрольної групи та групи по-
рівняння відповідно. Вміст ІФ-γ та ІЛ-10 були збільшені 
на 11 і 17 % тільки щодо групи порівняння, тоді як ІЛ-2 
залишався без змін. 

Отже, у 3 групі спостерігалось порушення цитокіно-
вого балансу через одночасну ініціацію різноспрямова-
них цитокінових комплексів (Th1, Th2 типів).

У 4 групі спостерігалось зниження рівнів ІЛ-2, ІЛ-10,  
ІФ-γ та ФНП-α на 69, 55, 61 % і 34 % щодо значень 
контрольної групи, а ІЛ-6 на 9 % щодо групи порівняння. 
Відзначалось збільшення вмісту ІЛ-4, ІЛ-6 на 28 і 8 % 
відповідно до значень контрольної групи, тоді як вміст 
ІЛ-2, ІЛ-10, ІФ-γ та ФНП-α – на 11, 35, 36 % і 35 % щодо 
групи порівняння відповідно. ІЛ-4 залишався без змін. 

У 4 групі спостерігалась імунна відповідь Th1 типу 
(клітинний), що свідчить про наявність бактеріальної 
інфекції. З наших попередніх досліджень відомо, що 
в цій групі спостерігається незавершений фагоцитоз, 
тому в цьому випадку превалює клітинна імунна реак-
ція, котра регулюється Т-хелперами 1 типу.

У 5 групі спостерігалось збільшення ІЛ-4 на 17 і 
46 %, ІЛ-6 – на 18 і 6 %, ІЛ-10 – на 17 і 105 %, ІФ-γ – 11 

Таблиця 2. Стан цитокінового статусу в інфертильних чоловіків залежно від рівня фрагментації ДНК сперматозоїдів і наявності  
токсокарозної інвазії, Me (75 % Q – 25 % Q = RQ)

Показник, пг/мл 1 група
(n = 12)

2 група
(n = 27)

3 група
(n = 12)

4 група
(n = 14)

5 група
(n = 12)

ІЛ-2 1,87
(2,28 – 1,5 = 1,13)

0,52*
(0,66 – 0,29 = 0,37)

0,52*
(0,99 – 0,29 = 0,7)

0,58*
(0,76 – 0,29 = 0,47)

0,87*,**
(1,6 – 0,0 = 1,6)

ІЛ-4 0,53
(1,10 – 0,43 = 0,67)

0,69
(1,04 – 0,56 = 0,48)

0,81*
(0,85 – 0,69 = 0,16)

0,68
(0,89 – 0,56 = 0,33)

1,01*,**
(1,0 – 0,0 = 1,0)

ІЛ-6 1,40
(1,70 – 0,79 = 0,91)

1,66
(2,68 – 1,24 = 1,44)

1,96
(44,06 – 1,09 = 42,97)

1,51
(3,9 – 1,17 = 2,73)

1,77
(1,8 – 1,55 = 0,25)

ІЛ-10 5,88
(8,60 – 4,53 = 4,07)

1,94*
(2,87 – 0,64 = 2,23)

2,27
(3,31 – 1,94 = 1,37)

2,68
(2,96 – 1,94 = 1,02)

3,98
(20,1 – 0,09 = 20,01)

ІФ-γ 5,38
(6,17 – 3,20 = 2,97)

1,55*
(2,26 – 1,01 = 1,25)

1,72
(2,11 – 1,25 = 0,86)

2,11
(3,12 – 1,01 = 2,11)

1,64
(2,7 – 0,00 = 2,7)

ФНП-α 1,34
(1,46 – 1,17 = 0,29)

1,38
(2,90 – 0,69 = 2,21)

8,08*
(32,88 – 0,28 = 32,6)

0,67
(1,71 – 0,67 = 1,04)

0,93**
(1,6 – 0,88 = 0,72)

*: статистично значуща різниця (р < 0,05) щодо контрольної групи; **: статистично значуща різниця (р < 0,05) щодо 2 групи.
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і 46 % стосовно як до контрольної групи, так і до групи 
порівняння відповідно. ФНП-α збільшувався на 503 % 
тільки щодо контрольної групи та був знижений на 31 % 
щодо групи порівняння. ІЛ-2 щодо контрольної групи 
знижувався на 54 %, тоді як стосовно групи порівняння 
відзначалось збільшення на 67 %. 

У 5 групі спостерігалось порушення цитокінового 
балансу Th1 і Th2 типів (гуморального та клітинного).

Результати дослідження свідчать: вплив тільки 
антитіл без підключення Т-клітинної відповіді явно є 
недостатнім для повного подолання паразитарної ін-
вазії. Саме активація імунної відповіді Th1 типу сприяє 
ізоляції паразита, але водночас негативно впливає 
на розвиток адекватної імунної відповіді. Крім того, 
виходячи з наукових літературних даних, відомо, що 
підвищена концентрація цитокінів Th1 типу сприяє 
зниженню якості сперми [12–14], що спостерігаємо й 
у наших дослідженнях.

Висновки
1. Виявлені зміни показників спермограм у чоло-

віків із порушеннями репродуктивної функції свідчать 
про наявність астено-, оліго- та тератозооспермії, 
дискінезису різного ступеня виразності залежно від 
рівня фрагментації ДНК сперматозоїдів і наявності 
токсокарозної інвазії.

2. Ступінь порушення сперматогенезу прямо коре-
лює з рівнем фрагментації ДНК у чоловічих гаметах. 
Чим важча патоспермія, тим більша ймовірність того, 
що частота фрагментації ДНК у сперматозоїдах буде 
вищою за норму.

3. Дослідження механізмів імунних порушень в 
інфертильних чоловіків із токсокарозною інвазією 
свідчить про важливу роль цитокінових медіаторів у 
підтримці гомеостазу організму.

4. У інфертильних чоловіків на тлі токсокарозної 
інвазії пусковим механізмом стимуляції імунної відповіді 
Th2 типу, вочевидь, є компоненти оболонки інвазованих 
личинок паразита, а приєднання імунної відповіді Th1 
типу сприяє ізоляції паразита та призводить до форму-
вання хронічного процесу (хронічного протікання інвазії), 
що негативно впливає на розвиток імунної відповіді.

Перспективи подальших досліджень. З огляду 
на наведені факти, надалі планується комплексне ви-
вчення стану неспецифічної та специфічної ланки імун-
ної системи у фертильних та інфертильних чоловіків з 
урахуванням рівня фрагментації ДНК сперматозоїдів 
і наявності токсокарозної інвазії з метою розроблення 
нових підходів для діагностики порушень репродуктив-
ної функції чоловіків.
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Магнитно-резонансная холангиопанкреатография  
в клинической практике
Н. В. Туманская, А. В. Клименко, Т. М. Кичангина, Н. А. Ярешко, И. П. Джос
Запорожский государственный медицинский университет, Украина

В обзоре научной литературы анализируется современная роль магнитно-резонансной томографии (МРТ) в диагно-
стике патологии внутри- и внепечёночных жёлчных протоков. Описаны методология исследования, основные виды 
магнитно-резонансной холангиопанкреатографии, особенности их проведения. Приведены основные показания к ис-
пользованию метода, оценены возможности МРТ-холангиографии и факторы, влияющие на проведение исследования 
и интерпретацию полученных данных.

Магнітно-резонансна холангіопанкреатографія у клінічній практиці

Н. В. Туманська, А. В. Клименко, Т. М. Кічангіна, Н. О. Ярешко, І. П. Джос
В огляді наукової літератури аналізується сучасна роль магнітно-резонансної томографії в діагностиці патології вну-
трішньо- та позапечінкових жовчних проток. Описана методологія дослідження, основні види магнітно-резонансної 
холангіопанкреатографії, особливості їхнього проведення. Наведені основні показання до використання методу, оцінені 
можливості МРТ-холангіографії та фактори, що впливають на дослідження, інтерпретацію даних, котрі отримали.

Magnetic resonance cholangiopancreatography in clinical practice

N. V. Tumanskaya, A. V. Klymenko, T. M. Kichangina, N. A. Yareshko, I. P. Dzhos
The review of the literature analyzes the current role of magnetic resonance imaging (MRI) in diagnosing the pathology of intra- 
and extrahepatic bile ducts. The methodology of the study, the main types of magnetic resonance cholangiopancreatography, 
the features of their conduct are described. The main indications for the use of the method are given, the possibilities of MRI-
cholangiography and the factors influencing the research and interpretation of the obtained data are estimated.

Магнитно-резонансная холангиопанкреатография 
(МРХПГ) является методом, который основан на ис-
пользовании явления ядерного магнитного резонанса 
для визуализации внутри- и внепечёночных жёлчных 
протоков и протока поджелудочной железы. Впервые 
МРХПГ описана в 1986 году Валлнером и соавторами. 
Методика улучшалась на протяжении многих лет и 
совершенствуется в наши дни.

Метод магнитно-резонансной холангиопанкреато-
графии (МРГГХГ) позволяет визуализировать жёлчные 
и панкреатические протоки неинвазивно в их физио-
логическом состоянии без использования контраст-
ного препарата, может применяться в амбулаторных 
условиях без лучевой нагрузки на пациента и обслу-
живающий персонал, седации пациента и каких-либо 
побочных эффектов и осложнений [1,5,6,21,25].

МРХПГ играет фундаментальную роль в неинва-
зивном исследовании анатомических особенностей и 
патологических изменений гепатопанкреатобилиарной 
системы. Усовершенствованные методики проведения 
МРХПГ приближаются по точности к cпециальным ин-
вазивным рентгенологическим методам верификации 
диагноза, используемым в настоящее время: эндо-
скопической ретроградной холангиопанкреатографии 
(ЭРХПГ), чрескожной чреспечёночной холангиографии 
(ЧЧХ), точность которых достигает 90–97 % [1–3].

Однако некоторые авторы считают, что эти мето-
дики сопряжены с высоким риском развития осложне-
ний: общее количество осложнений эндоскопической 

ретроградной холангиопанкреатографии и, как пра-
вило, её неотъемлемой части – эндоскопической 
папиллосфинктеротомии может достигать 10,6 %, из 
них 7,3 % – тяжёлых, летальность при ретроградных 
вмешательствах на протоках составляет 0,1–1 % [3].

Цель работы
Уточнение показаний и возможности применения 

магнитно-резонансной холангиопанкреатографии при 
заболеваниях гепатопанкреатобилиарной области; 
знакомство широкого круга специалистов с возмож-
ностями применения магнитно-резонансной холанги-
опанкреатографии в клинической практике.

Методические аспекты исследования
МРХПГ основана на избирательной изуализации мед-
ленно текущих жидкостей посредством импульсных по-
следовательностей с сильной Т2-взвешенностью. При 
их длине ТЕ (больше 500 мс) неподвижные жидкости 
имеют Т2-контраст, в 16 раз превышающий сигнал от 
жира. Это создаёт очень высокую интенсивность сиг-
нала от жидкостей относительно фоновых тканей. При-
менение этого принципа при исследовании верхней 
половины брюшной полости позволяет избирательно 
визуализировать жёлчь и панкреатический секрет от-
носительно фона печени и паренхимы поджелудочной 
железы [1,4–6].
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Традиционно при МРХПГ доступны два метода 
сбора данных: проекционный метод (МРХПГ толстым 
слэбом, RARE) и многослойный метод (МРХПГ тонкими 
слоями).

При проекционной МРХПГ используется импульс-
ная последовательность RARE, разработанная в 1986 
году Hennig и соавторами и применённая для МРХПГ 
в 1995 году Laubenberger и соавторами (hbc/1). RARE 
выполняется на задержке дыхания со сбором дан-
ных от одного слэба тканей толщиной 30–70 мм за 
несколько секунд после единственного возбуждения. 
При этом достигается визуализация всех разветвлений 
жёлчных и панкреатического протоков. Данный метод 
делает возможным сбор данных за короткое время 
без постпроцессорной обработки, что обеспечивает 
визуализацию даже у пациентов с тяжёлым общим 
состоянием или страдающих клаустрофобией, когда 
необходимо сократить время исследования [5–9].

Ряд авторов считают, что особенностью много-
слойного метода является получение множественных 
изображений тонких слоёв исследуемой зоны, как пра-
вило, в аксиальной и фронтальной плоскостях (hbc/2) 
[1,5,6,21,25]. Получаемые тонкие срезы позволяют 
лучше дифференцировать минимальные стриктуры, 
незначительные дефекты наполнения, а также ком-
пенсировать артефакты частичного объёма. Наряду с 
анализом тонких срезов выполняется ЗD-реконструк-
ция с использованием МIР-алгоритма для получения 
проекции максимальной интенсивности. Полученное 
трёхмерное изображение обеспечивает более чёткую 
пространственную картину протоковой системы, позво-
ляет точно определить уровень обструкции, улучшая 
визуализацию сложных стриктур, и более детально 
планировать выполнение хирургических и эндоскопи-
ческих вмешательств [5–9].

В настоящее время большое внимание уделяется 
секретин-стимулированной МРХПГ, широко применя-
емой при патологических изменениях протока под-
желудочной железы. Секретин является эндогенным 
гормоном, стимулирующим секрецию поджелудочной 
железы. Применение его синтетического аналога 
внутривенно (1 мл/10 кг массы тела) улучшает ви-
зуализацию протока поджелудочной железы за счёт 
увеличения его калибра вследствие усиления секреции 
воды и электролитов, преимущественно бикарбоната. 
Увеличивая объём выделяемого поджелудочной желе-
зой сока, секретин не влияет на образование железой 
ферментов. После внутривенного введения секретина 
проводят сканирование толстым слэбом в корональной 
плоскости каждые 15–30 секунд в течение 10–15 минут 
[1,6]. Эффект секретиновой стимуляции начинается 
почти сразу после внутривенного введения и достигает 
максимума в течение 2–5 минут. Через 10 минут после 
инъекции калибр главного панкреатического протока 
возвращается к исходному значению. Показаниями для 
этого метода являются оценка анатомического строе-
ния панкреатического протока, обнаружение стриктур 
и дилатации протока, оценка его целостности, выявле-
ние панкреатических свищей, а также оценка функции 
поджелудочной железы и сфинктера Одди [10–13,36].

Ряд авторов описывает ещё одну разновидность 
МРХПГ: функциональную МРХПГ, которая проводится 

с использованием МР-липофильного парамагнитного 
контрастного вещества, вводимого внутривенно для 
оценки гепатопанкреато-билиарной экскреции. Иссле-
дование проводят в аксиальной и корональной плоско-
стях, через 15–120 мин после внутривенного введения 
контрастного вещества. Исследование проводится в 
импульсной последовательности Т1, при этом жёлчь 
имеет гиперинтенсивный сигнал. Этот метод может 
быть использован при аналогичных показаниях, как и 
для Т2-взвешенных MRCP, и в большинстве случаев 
имеет такую же диагностическую точность, но с не-
сколько большими финансовыми затратами, поскольку 
используется контрастный препарат. В то же время 
функциональная МРХПГ имеет ряд преимуществ, а 
именно: лучше демонстрирует связь между кистозны-
ми образованиями и внутрипечёночными жёлчными 
протоками при диагностике врождённых заболеваний 
(например, болезнь Кароли). Функциональная МРХПГ 
позволяет увидеть активную экстравазацию контраста 

Рис. 1. МРХПГ «толстым слэбом». Холецистохоледохолитиаз. Дилатация внутри- и внепечё-
ночных жёлчных протоков. Визуализируются множественные дефекты наполнения неправиль-
ной формы в жёлчном пузыре и панкреатической части холедоха.

Рис. 2. МРХПГ многослойный метод. Холецистохоледохолитиаз. Визуализируются множе-
ственные дефекты наполнения неправильной формы в жёлчном пузыре и панкреатической 
части холедоха.

Review



232 Патологія. Том 14, № 2(40), травень–серпень 2017 р.ISSN 2306-8027    http://pat.zsmu.edu.ua

при подозрении на утечку жёлчи. В тех случаях, когда 
существует значительная билиарная обструкция с на-
рушением функции гепатоцитов, возможно проведение 
отсроченной МРХПГ (до 24 часов), пока контраст не 
будет видно в жёлчном пузыре и двенадцатиперстной 
кишке [14–16].

Инвазивную методику исследования жёлчевы-
водящей системы – гидропрессивную магнитно-ре-
зонансную холангиопанкреатографию (ГПМРХПГ) 
предложили в 2010 году Ю. А. Пархисенко и А. В. Го-
рохов. В сочетании с традиционной МР томографией 
и МРХПГ ГПМРХПГ является высокоинформативным 
методом определения причин и уровня билиарной 
гипертензии. Повышение гидравлического давления в 
билиарном тракте достигается путём введения через 
наружное отверстие холангиостомы физиологического 
раствора со скоростью 0,3 мл/с до появления чувства 
наполнения (объём – 7–10 мл), что позволяет повысить 
информативность МРХПГ. Применение разработанно-
го диагностического метода во многих случаях дало 
возможность отказаться от инвазивных рентгенокон-
трастных методик исследования. Полученной инфор-
мации при ГПМРХПГ практически во всех случаях 
оказывается достаточно для определения лечебной 
тактики, вида и объёма оперативного вмешательства. 
По данным авторов, применение разработанного 
метода у больных с заболеваниями ЖВП повысило 
точность диагностики до 97,1 %, поджелудочной же-
лезы – до 94,8 % [17].

Многие авторы как в отечественных, так и зарубеж-
ных публикациях указывают на высокие возможности 
МРХПГ в диагностике различной патологии гепатопан-
креатобилиарной системы [1,18–21]. Использование 
метода МРХПГ очень актуально в связи с повышением 
встречаемости патологии ВЖП и главного панкреатиче-
ского протока ПЖ. На первом месте по распространён-
ности среди хирургической патологии билиарной зоны 
стоит ЖКБ. Этим недугом страдает приблизительно 
каждый десятый житель планеты. Поэтому раннее 
выявление ЖКБ и её осложнений является одной их 
самых актуальных проблем современной гастроэнте-
рологии и хирургии [6,22–25].

Разработаны основные показания для проведе-
ния МРХПГ больным с подозрением на ЖКБ: частые 
эпизоды абдоминального болевого синдрома с лока-
лизацией в правом подреберье, эпизоды преходящей 
желтухи, расширение холедоха, холедохолитиаз по 
данным УЗИ, необходимость уточнения наличия и ко-
личества камней в жёлчном пузыре, оценка их размера 
и положения. МРХПГ позволяет увидеть конкременты 
независимо от места их локализации: жёлчный пузырь, 
пузырный проток, внутрипечёночные и внепечёночные 
протоки [1,6,18,20–22,25].

МРХПГ имеет большое значение для изучения осо-
бенностей анатомического строения гепатобилиарной 
зоны при подготовке к традиционной и лапароскопи-
ческой холецистэктомии. МРХПГ также эффективно 
используется после проведения холецистэктомии. В 
ранние сроки – для выявления повреждений жёлчных 
протоков, их уровня и протяжённости, а также для 
оценки положения и адекватности установки дренажа. 
В поздние сроки основным показанием для проведе-

ния МРХПГ является установление причин болевого 
синдрома, билиарной гипертензии, гипербилируби-
немии (холедохолитиаз структуры) [19,20,26–29]. По 
данным ряда авторов, при выявлении холедохолитиаза 
чувствительность МРХПГ составляет 81–86 %, специ-
фичность — 97–99 %, общая точность — 93–96 %, 
прогностически положительный ответ — 93–96 %, 
прогностически отрицательный — 94–98 %. Оправдано 
использование МРХПГ у пациентов после оперативных 
вмешательств на жёлчных протоках для диагностики 
состояния и проходимости анастомозов [25,27–30].

В последнее время МРХПГ играет важную роль 
в диагностике опухолевого поражения протоковой 
системы, позволяя оценить протяжённость поражения, 
степень обструкции, а также состояние протоковой 
системы проксимальнее места обструкции. По данным 
зарубежных авторов, чувствительность МРХПГ в рас-
познавании всех типов билиарных осложнений после 
ортотопической трансплантации печени составила 
92–94 %, специфичность — 91–94 %, диагностическая 
точность — 92–94 %. Чувствительность МРТ в сочета-
нии с МРХПГ при диагностике повреждений жёлчных 
протоков составляет 99–100 %, специфичность — 
98–99 %, общая диагностическая точность — 99–100 % 
[14,16,30,31].

Некоторые авторы считают обоснованным при-
менение МРХПГ для контроля состояния и функцио-
нирования стента после эндоскопического лечения 
стенозов жёлчных протоков путём стентирования 
[21,25].

В ряде публикаций говорится о том, что точность 
МРХПГ в выявлении аномалии панкреатического 
протока pancreas divisum составляет 100 %. Вы-
сокое качество и 3D-реконструкция изображений 
позволяют увидеть изолированный вентральный и 
дорсальный протоки, открывающиеся на большом 
и малом дуоденальных сосочках соответственно. 
При исследовании протоков поджелудочной железы 
для улучшения визуализации возможно проведение 
секретин-стимулированной МРХПГ [6,32]. Накопился 
немалый опыт использования данного метода в диа-
гностике хронического панкреатита. МРХПГ позволяет 
выявить характерные изменения протоковой системы: 
неравномерное расширение и сужение протоков, фор-
мирование кистообразных расширений боковых ветвей 
и псевдокист, внутрипротоковое образование камней. В 
проведённых исследованиях чувствительность, специ-
фичность и точность МРХПГ в определении патологии 
составила 88 %, 98 %, 91 % соответственно [13,33]. 
Важным преимуществом МРХПГ в визуализации 
протоковой системы поджелудочной железы являет-
ся отсутствие риска возникновения или обострения 
панкреатита.

Многие авторы считают также неоспоримым то, 
что МРХПГ является разумной альтернативой диа-
гностической части комплексных инвазивных рентге-
ноэндоскопических методов (ЭХПГ, ЧЧХГ), которые 
следует использовать как минимально-инвазивные 
хирургические методы с лечебной целью и для полу-
чения биопсийного материала [1–3].

Обобщённый опыт проведения МРХПГ позволяет 
обоснованно наметить план адекватного лечения, 
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определить целесообразность и объём оперативного 
вмешательства, прогнозировать течение заболевания. 
Кроме того, использование МРХПГ в обследованиях 
больных с патологией органов гепатопанкреатоби-
лиарной зоны даёт возможность ограничить приме-
нение инвазивных процедур, снизить риск развития 
осложнений, уменьшить лучевую нагрузку, сократить 
длительность лечения.

Некоторые авторы обращают внимание, что при 
визуализации жёлчных протоков есть ряд факторов, 
приводящих к искажению результатов исследования 
[1,5,25,28,34].

Факторы, влияющие на качество полученных ре-
зультатов, можно разделить на три группы:

– связанные с проведением исследования (ды-
хательные и двигательные артефакты, артефакты 
реконструкций);

– связанные с внепротоковыми факторами (пульса-
ция сосудов, инородные тела, нормальные анатомиче-
ские варианты строения и патологические изменения 
близлежащих органов);

– связанные с протоковыми факторами (пнев-
мобилия, гемобилия, инородные включения, сигнал 
потока жидкости).

Факторы, связанные с проведением исследова-
ния и постпроцессинговой обработкой полученных 
данных [5,6,25,34]:

– артефакты от реконструкции – высокоинтен-
сивный сигнал от окружающей жёлчи при построении 
МIР-реконструкций из массива «сырых срезов» может 
полностью скрывать малые дефекты наполнения 
(мелкие конкременты, полипы);

– дыхательные артефакты – МРХГ по методике тон-
ких срезов требует задержки дыхания; при неполной 
задержке дыхания, обусловленной беспокойством или 
тяжёлым состоянием пациента, возможно отсутствие 
сигнала от отдельных участков протоковой системы, 
что при выполнении МIР-реконструкции может приво-
дить к получению картины разорванных или удвоен-
ных жёлчных протоков, неравномерных сужений или 
расширений протоков;

– статичность изображения – в отличие от ЭРХПГ, 
транспечёночной и чрездренажной холангиографии, 
которые являются динамическими исследованиями, 
МРХПГ – статическая методика. Это затрудняет по-
лучение информации об аномалиях соединения пан-
креатического и общего жёлчного протоков, наличии 
соустий между кистозными образованиями и панкре-
атическими протоками, истинном состоянии жёлчных 
протоков после чрезпечёночного дренирования для 
декомпрессии места обструкции.

Факторы, связанные с внепротоковыми аспек
тами [5,25,28,34,35]:

– металлические инородные материалы, такие как 
хирургические клипсы и стенты, не являются противо-
показанием к проведению МРХПГ, но в ряде случаев 
могут давать потерю сигнала в окружающей их зоне и 
симулировать обструкцию протоков при расположении 
их в непосредственной близости от билиарного дерева. 
Однако следует отметить, что титановые клипсы для 
лапароскопической холецистэктомии не вызывают 
подобных артефактов;

– нормальные анатомические варианты строения 
и патологические изменения близлежащих органов 
могут симулировать патологию протоков билиарной 
системы, например, жидкость в желудке или кишечнике 
может выглядеть как кистозное псевдообразование 
из-за близкого расположения к панкреатобилиарной 
зоне; жидкость, расположенная между складками же-
лудка, может быть ошибочно принята за неравномерно 
расширенный панкреатический проток. Если луковица 
двенадцатиперстной кишки содержит жидкость и газ, 
она может быть принята за конкремент; дивертикул 
двенадцатиперстной кишки может симулировать 
кистозное образование общего жёлчного протока 
и поджелудочной железы; кисты почек и жидкость 
внутри мочевыводящей системы могут выглядеть 
как кистозные образования поджелудочной железы; 
наслоение кишечного жидкостного содержимого и 
скопления свободной жидкости в брюшной полости 
могут ограничивать визуализацию панкреатобилиар-
ной протоковой системы или симулировать их патоло-
гические изменения;

– пульсирующая сосудистая компрессия при прове-
дении МРХПГ может дать картину псевдообструкции, 
при этом наиболее частая локализация таких непато-
логических сужений — общий печёночный проток и 
зона конфлюенса; правая печёночная артерия может 
сдавливать общий или левый печёночные протоки 
сзади, тогда как гастродуоденальная артерия может 
сдавливать центральную часть общего жёлчного про-
тока по правой переднебоковой поверхности (степень 
такой ложной обструкции жёлчного протока зависит от 
диаметра артерии).

Факторы, связанные с протоковыми агентами 
[5,25,28,34,35]:

– пневмобилия, гемобилия и инородные включения 
(паразиты, детрит) могут снижать интенсивность сиг-
нала от жёлчи и восприниматься как жёлчные камни 
либо затруднять визуализацию жёлчного пузыря или 
внепечёночных жёлчных протоков;

– иногда сигнал от потока в центральной части 
протока может приниматься за дефект наполнения, 
что чаще всего наблюдается при увеличении диаме-
тра протоков, в которых возникает турбулентный ток 
жидкости, расценивающийся как дефект наполнения.

Выводы
Несмотря на появление большого количества 

публикаций, посвящённых МРХПГ, современные 
представления о её возможностях всё ещё достаточно 
противоречивы и до конца не изучены. Анализ показал, 
что процесс освоения этой методики окончательно не 
завершён и направлен на поиск и разработку оптималь-
ных импульсных последовательностей и технических 
параметров новых методик проведения с целью полу-
чения более достоверной и детальной информации о 
протоковой системе гепатопанкреатобилиарной зоны.
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Topicality of the problem of combined course of multi-drug resistant 
pulmonary tuberculosis with diabetes mellitus
O. M. Raznatovska1, Yu. M. Bobrovnycha-Dvizova1, S. B. Norejko2, N. A. Gricova3

1Zaporizhzhia State Medical University, Ukraine, 2Bogomolets National Medical University, Kyiv, Ukraine,  
3Shupik National Medical Academy of Postgraduate Education, Kyiv, Ukraine

According to the World Health Organization, today in the world among the infectious chronic diseases one of the leading pla-
ces and causes of death is multi-drug resistant tuberculosis of the lungs, and chronic non-communicable diseases – diabetes 
mellitus. The situation is complicated by the fact that the number of patients with combined course of these two heavy separate 
illnesses that complicate each other increases. It is established that with increasing severity of diabetes mellitus, tuberculosis 
process in the lungs becomes more complicate and deteriorates, and vice versa, the specific process complicates the course 
of diabetes mellitus, contributing to the development of diabetic complications. Against this background, the effectiveness 
of treatment of patients suffering from multi-drug resistant tuberculosis of the lungs in our country remains very low, mainly 
due to the toxic adverse reactions to antimycobacterial drugs of the reserve line, and in the case of adding diabetes mellitus, 
it deteriorates even more. 

The aim of this study was to review the scientific literature to determine the relevance of the study of combined course of multi-
drug resistant tuberculosis of the lungs with diabetes mellitus and perspectives of innovative methods of diagnosis of diabetes 
mellitus. Early diagnosis of pre-diabetes, and autoimmune diseases will allow the use of timely correction techniques that 
prevents the development of diabetes mellitus, depending on its type, and in the future the development of serious irreversible 
processes, allow timely applying appropriate methods of correction of the revealed violations. 

Results. Very little amount of work is dedicated to the problem of combined course of multi-drug resistant tuberculosis of the lungs 
with diabetes mellitus, regardless of its type, the theme is relevant for today, in Ukraine there are no data regarding its study. This 
combined course of very difficult in the treatment diseases requires not only timely and early diagnosis of autoimmune diseases 
associated with diabetes mellitus type 1 and pre-diabetes, but also additional complex combined therapy.

Актуальність проблеми поєднаного перебігу  
мультирезистентного туберкульозу легень із цукровим діабетом

О. М. Разнатовська, Ю. М. Бобровнича-Двізова, С. Б. Норейко, Н. А. Гріцова
За даними Всесвітньої організації охорони здоров’я (ВООЗ), сьогодні в усьому світі серед інфекційних хронічних за-
хворювань одне з провідних місць і причин смерті посідає мультирезистентний туберкульоз легень, а неінфекційних 
хронічних захворювань – цукровий діабет. Ситуація ускладнюється тим, що збільшується кількість пацієнтів із поєднаним 
перебігом цих двох тяжких поокремо захворювань, які ускладнюють одне одного. Так, встановлено, що під час збіль-
шення ступеня тяжкості цукрового діабету ускладнюється та стає важчим перебіг туберкульозного процесу в легенях, 
і, навпаки, специфічний процес ускладнює перебіг цукрового діабету, сприяючи розвитку діабетичних ускладнень. На 
цьому тлі ефективність лікування хворих на мультирезистентний туберкульоз легень у нашій країні залишається дуже 
низькою, переважно внаслідок токсичних побічних реакцій на антимікобактеріальні препарати резервного ряду, а при 
приєднанні ще й цукрового діабету вона значуще погіршується. 

Мета роботи – огляд наукової літератури щодо встановлення актуальності вивчення поєднаного перебігу мультире-
зистентного туберкульозу легень із цукровим діабетом і перспектив інноваційних методів діагностики цукрового діабету. 
Встановлено, що рання діагностика предіабету й аутоімунних захворювань дасть можливість застосувати своєчасні 
методи корекції, що запобігатиме розвитку цукрового діабету залежно від його типу, а надалі – тяжких незворотних 
процесів, своєчасно застосувати відповідні методи корекції виявлених порушень. 

Висновки. Проблемі поєднаного перебігу мультирезистентного туберкульозу легень із цукровим діабетом (незалежно 
від його типу) присвячено дуже мало робіт, тому тема є актуальною сьогодні, а в Україні відсутні дані щодо її вивчення. 
Такий поєднаний перебіг дуже складних у лікуванні захворювань потребує не тільки своєчасної та ранньої діагностики 
аутоімунних захворювань, що асоційовані з цукровим діабетом 1 типу, та предіабету, але й додаткової складної ком-
плексної терапії.

Актуальность проблемы сочетанного течения  
мультирезистентного туберкулёза лёгких с сахарным диабетом

Е. Н. Разнатовская, Ю. М. Бобровнича-Двизова, С. Б. Норейко, Н. А. Грицова

По данным Всемирной организации здравоохранения (ВОЗ), сегодня во всём мире среди инфекционных хронических 
заболеваний одно из ведущих мест и причин смерти занимает мультирезистентный туберкулёз легких, а неинфекционных 
хронических заболеваний – сахарный диабет. Ситуация осложняется тем, что увеличивается количество пациентов с 
сочетанным течением этих двух тяжёлых по отдельности заболеваний, которые усложняют друг друга. Так, установлено, 
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что при увеличении степени тяжести сахарного диабета осложняется и утяжеляется течение туберкулёзного процесса в 
лёгких, и, наоборот, специфический процесс осложняет течение сахарного диабета, способствуя развитию диабетических 
осложнений. На этом фоне эффективность лечения больных мультирезистентным туберкулёзом лёгких в нашей стране 
остаётся очень низкой, преимущественно за счёт токсических побочных реакций на антимикобактериальные препараты 
резервного ряда, а при присоединении ещё и сахарного диабета она значительно ухудшается. 

Цель работы – обзор научной литературы на предмет установления актуальности изучения сочетанного течения муль-
тирезистентного туберкулёза лёгких с сахарным диабетом и перспектив инновационных методов диагностики сахарного 
диабета. Установлено, что ранняя диагностика предиабета и аутоиммунных заболеваний позволит применить своевре-
менные методы коррекции, предупредить развитие сахарного диабета в зависимости от его типа и в дальнейшем – тя-
жёлых необратимых процессов, своевременно применить соответствующие методы коррекции выявленных нарушений. 

Выводы. Проблеме сочетанного течения мультирезистентного туберкулёза лёгких с сахарным диабетом независимо 
от его типа посвящено очень мало работ, тема на сегодня актуальная, а в Украине отсутствуют данные о её изучении. 
Такое сочетанное течение очень сложных в лечении заболеваний требует не только своевременной и ранней диагно-
стики аутоиммунных заболеваний, ассоциированных с сахарным диабетом 1 типа, и предиабета, но и дополнительной 
сложной комплексной терапии.

According to the World Health Organization (WHO), today 
in the world among the infectious chronic diseases one 
of the leading places and causes of death is multi-drug 
resistant tuberculosis (MDRTB) of the lungs, and chronic 
non-communicable diseases – diabetes mellitus (DM) 
[22,23]. The situation is complicated by the fact that 
the number of patients with combined course of these 
two heavy separate illnesses that complicate each other 
increases. It is established that with increasing severity 
of diabetes mellitus, tuberculosis process in the lungs be-
comes more complicate and deteriorates, and vice versa, 
the specific process complicates the course of diabetes 
mellitus, contributing to the development of diabetic com-
plications [1–3]. Against this background, the effectiveness 
of treatment of patients suffering from MDRTB of the lungs 
in our country remains very low, mainly due to the toxic 
adverse reactions to antimycobacterial drugs of the re-
serve line, and in the case of adding diabetes mellitus, it 
deteriorates even more. 

Therefore, the aim of this study was to review the scien-
tific literature to determine the relevance of the study of com-
bined course of MDRTB of the lungs with DM and perspectives 
of innovative methods of diagnosis of DM.

DM is a group of metabolic diseases characterized 
by hyperglycaemia which is a consequence of defects 
in insulin secretion, its action or both these factors [4,5]. 
DM type 1 is insulin dependent disease developing primarily 
in childhood and characterized by hyperglycaemia, if it is left 
untreated, and subsequent high risk are vascular disorders 
usually developing over decades. DM type 2 is a disease 
predominantly of slow start, mainly found in adults and as-
sociated with signs of metabolic syndrome. It has a very 
high risk of vascular diseases. Although it is not insulin 
dependent, many patients with this condition will eventually 
require insulin therapy to control optimal blood glucose level.

In patients suffering from DM tuberculosis is diagnosed 
5 times more often in persons of young working age than 
in general among the population. Therefore, the DM is re-
ferred to the group of risk on tuberculosis disease [6]. 

At the preliminary analysis of the literature, we found 
out that in case of tuberculosis of the lungs with retained 
sensitivity of mycobacteria of tuberculosis (MBT), the char-
acteristics of diabetes depending on type, are [1]:

1. For DM type 1: at mild and medium-severe course – 
limited forms of the specific process without degradation, 
and for heavy one – common clinical forms with a expressed 

exudative component and the rapid development of caseous 
(tyroid) necrosis.

2. DM type 2 develops mainly in patients with recurrent 
tuberculosis cases and is characterized by asymptomatic 
course and slow progression.

In the literature it was found only a few scientific works 
devoted to studying features of state and effectiveness 
of treatment of MDRT of the lungs, including with extended 
MBT resistance (ERTB), in patients with different types 
of DM. Thus, O. G. Komissarova et al. (2013, 2015) [7,8] 
found out that in patients with DM type 1, MDRTB of the lungs 
develops in 5–10 years and is characterized by severe 
tuberculous intoxication, a common specific destructive 
(100 %) infiltrative process in the lungs with the prevalence 
of cavities up to 2 cm in diameter. In this case the patients 
were mostly aged from 19 to 29 years. In patients with DM 
type 2, on the contrary, MRTB of the lungs develops mainly 
in the first 4 years after the diagnosis of DM, the patients 
are primarily older than 50 years, and the specific process 
in the lungs is characterized by a predominance of fibro-ca-
vernous forms with cavities of more than 4 cm in diameter 
on the background of mo derately expressed tuberculous 
intoxication. In the patients with both types of DM in the early 
antimycobacterial treatment, decompensation of carbohy-
drate metabolism is defined, correction of which was held 
with insular therapy in both groups. The authors additionally 
used also a variety of pathogenic agents (angioprotectors, 
heparin and drugs to eliminate side reactions due to the ac-
tion of antimycobacterial therapy), symptomatic treatment, 
plasmaphe resis, laser- and collapsotherapy. However, 
against such a massive complex treatment, the authors 
determine that the effectiveness of therapy in terms of ces-
sation of bacterial excretion was not significantly different 
depending on the type of DM and accounted for 67–75 %, 
and according to the healing time, degradation was signifi-
cantly faster for 1 month in patients with combined course 
of DM type 1, due to the young age of patients and the nature 
of the specific process in the lungs.

Thus, in the case of pulmonary tuberculosis with pre-
served sensitivity, a concomitant DM type 1 has an aggres-
sive character, and DM type 2 has more favourable course 
due to the following factors. According to the aeti ology 
of the classification of DM by WHO [21], DM type 1 is char-
acterized by the destruction of β-cells leading to absolute 
insulin deficiency, and DM type 2 – from predominant 
insulin resistance with relative insulin deficiency to pre-
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dominant secretory defect with insulin resistance or without 
it. It means that on the basis of DM type 2 there is insulin 
resistance on the background of preserved ability of β-cells 
to secrete insulin. After all, the complex treatment of patients 
with combined course of MDRTB of the lungs and DM, 
which includes the correction of carbohydrate metabolism 
and diversity of additional pathogenetic and symptomatic 
drugs against the background of antimycobacterial therapy 
is more effective in the case of combination with DM type 1, 
despite its aggressiveness.

As it is known, insulin is a major regulator of carbohy-
drate, lipid and protein metabolisms in the body. With in-
sufficient insulin, glycogenolysis stimulates in the liver, 
thereby hyperglycemia develops. The latter, in turn, causes 
glycosylation of proteins and lipids with the formation of end 
products. 

According to V. N. Titov and Yu. K. Shyryaeva (2011) 
[9], one of the negative consequences of hyperglycemia 
is the development of systemic inflammatory response 
syndrome of the organism, which is strongly marked in pa-
tients suffering from pulmonary tuberculosis even without 
concomitant DM. 

After the review of the scientific literature on patho-
physiological factors of the adverse effects of DM 
on the course of pulmonary tuberculosis, O. G. Kaminska-
ya and R. Yu. Abdullayev (2014) [10] in their scientific 
article concluded that today established relevance of hy-
perglycaemia in the development of DM is unquestionable, 
as it facilitates the launch of a number of the adverse 
pathophysiological mechanisms which are interrelated 
and exacerbate each other – it is called oxidative stress, 
chronic vasculitis, progressive atherogenesis, angiopa-
thy, hypercoagulability syndrome. The majority of these 
mechanisms are associated with pulmonary tuberculosis.

Today the importance of the definition of prediabetes 
which involves disorders of carbohydrate metabolism: im-
paired glucose tolerance (per-oral glucose tolerance test (2 
hours after taking 75 g of glucose) ≥7.8 mmol/l), impaired 
fasting glycemia (level of glucose in plasma of venous blood 
≥6.1 mmol/l and <7 mmol/l) [4,11].

Insulin resistance is one of the links in the genesis of dis-
orders of glucose tolerance and is determined by the disrup-
tion of normal transmission of insulin on insulin-dependent 
cells [10]. It has been proven and substantiated that insulin 
resistance against the normal insulin level together with peri-
odic hyperglycaemia are factors of stimulation of β-cell func-
tion insular apparatus of the pancreas and its depletion [12]. 

Therefore, the deterioration of insulin secretion and in-
sulin resistance are the trigger mechanisms for the develop-
ment of DM type 2 and pre-diabetes is the initial stage of it. 

T. V. Smurova and S. I. Kovaliova (2007) [13] indicate 
that violations of all types of metabolism in patients suffering 
from DM type 2 lead to the accumulation of a large number 
of substances which stimulate the development of MBT. 
Ketosis is a cause of infringement of oxidative processes 
in the body, disruption of phagocytic activity of alveolar 
macrophages, inhibition of phagocytosis, etc.

It was established experimentally that the progression 
of tuberculosis correlates with a decrease in the mass 
of the pancreas and the number of β-cells in its insular 
apparatus and specific process without DM is accompanied 
by hyperinsulinemia [10].

Thus, the infectious process in the insolvency of the in-
sular apparatus can provoke disturbance of carbohydrate 
metabolism, and the more widespread is the infection, 
the greater are insulin requirements [1]. Therefore, in the case 
of specific endogenous intoxication in patients with pulmo-
nary tuberculosis, increased need for insulin is one of the first 
diagnostic signs of the presence of DM.

Combined course of tuberculosis and DM causes 
profound disruptions of the immune system by stimulat-
ing humoral immunity which is the cause of progression 
of the specific process [13].

G. G. Bayburina (2011) [14] conducted a study of immu-
nological markers of DM in patients on newly diagnosed DM, 
depending on its type: antibodies to insulin and proinsulin 
(IAA-insulin autoantibodies, AB-IAA), antibodies to gluta-
mate decarboxylase (GAD-glutamic acid decarbo xylase 
autoantibodies, AB-GAD), antibodies to cytoplasmic antigen 
of β-cells (ICA-islet-cell antibodies, AB-ICA). These studies 
were carried out to establish their association with clini-
cal symptoms, indicators of functional activity of β-cells 
of the pancreas (level of basal C-peptide and fasting insulin) 
and indicators of lipid profile (total cholesterol, α-cholesterol, 
triglycerides, calculation of atherogenic coefficient). The re-
searcher found out that among patients with DM type 1, 
immunopositive were 93.8 % of patients aged to 30 years 
and 68.6 % – in the age category of 31–50 years. The most 
significant and reliable indicators among the immunological 
markers were high titres of AB-GAD and AB-ICA. Thus, 
against the background of expressed clinical picture of DM, 
increasing of titre of immunological markers and decreasing 
in the level of basal C-peptide, indicators of lipid spectrum 
and body mass index remained in the normal range. DM 
type 2 was characterized by the following: immunopositive 
were 47.5 % of patients (due to the growth of titres AB-IAA 
and AB-GAD) against the background of normal values 
of indicators of the functional activity of β-cell of the pancreas 
and elevated levels of the lipid spectrum (total cholesterol 
and triglycerides). A direct correlation between all indicators 
of immunological markers with atherogenic coefficient was 
established; it allowed making conclusion about the depen-
dence of immunological disorders with a state of fat metab-
olism. For DM type 2 a characteristic feature is the tendency 
to develop cardiovascular complications.

Thus, diabetes without concomitant TB, depending 
on the type of the following is true. For type 1: marked clin-
ical manifestations associated with a predominant increase 
in titres of at-GAD and al-ISA and the decrease in the level 
of basal C-peptide. For type 2 – the growth of credits at IAA 
and at-GAD, levels of the lipid spectrum (total cholesterol 
and triglycerides) and body mass index between which there 
is a direct correlation, the tendency to develop cardiovascular 
complications. However, in lite rature any works have found 
on similar studies in the case of co-morbid course of MDRTB 
of the lungs and DM.

The analysis of literary sources showed that researches 
all around the world regarding the diagnosis and treatment 
of DM with different types do not tread water. In 2011 innova-
tions in the diagnosis of MD was the fact that WHO adopted 
the diagnostic levels of glycosylated (glycated) hemoglobin 
(Hb) to arrive at diagnosis of DM. Thus, the level of HbA1c 
<5.7 % is a norm, at its level between 5.7–6.4 % – the risk 
of developing DM and > at its level >6.5 % – they arrive 
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to diagnosis of DM [15,22]. This approach allows not only 
the early diagnose of diabetes, but also to promptly apply 
preventive measures in high-risk groups, preventing the de-
velopment of this severe disease.

In levels of glycosylated Hb, blood glucose and gly-
cosuria there are three levels of violation of carbohydrate 
metabolism [15,23]:

1. Compensated: the level of glycosylated Hb from 6 
to 7 %, fasting glucose up to 6 mmol/l and after meals up 
to 8 mmol/l in the absence of glycosuria.

2. Sub-compensated: the level of glycosylated Hb from 
7.1 to 7.5 %, fasting glucose from 6.1 to 6.5 mmol/l and after 
meals from 8.1 to 9 mmol/l, glycosuria (+).

3. Decompensated: the level of glycosylated Hb above 
7.5 %, fasting glucose above 6.5 mmol/l and after meals 
above 9 mmol/l, glycosuria (+++).

Molecular genetic methods of diagnostics allow timely 
and quickly detecting different variants of DM that require 
different kinds of treatment. Thus, V. E. Tytovych et al. 
(2010) [16] as a result of 11 years of research of contri-
butory and protective gal types (HLA-DRB1, DQ genes) 
in combination with immunological markers (AB-ICA, AB-
IAA and AB-GAD) found the risk of developing DM type 1 
which suggests that the presence in healthy sibs DQ-2, 
DQ-8 of gal types predicts a high risk of its development. 
And among those who have already got sick with DM type 1 
in the initial stages, a high titre of all immunological markers 
revealed. Therefore, the researchers came to the following 
conclusion that the assessment of the risk of developing 
DM type 1 on the basis of molecular-genetic and monitoring 
of immunological markers is a stage in the development 
of preventive measures aimed at prevention of the devel-
opment of the disease.

Today it is found out that one-third of cases of DM type 
1 is accompanied by other endocrine and not endocrine 
autoimmune diseases that influence the degree of its com-
pensation [17]. It is established that on the basis of most 
autoimmune diseases is the violation of T-cell immunity, 
which leads to destruction of tissue, atrophy of the organ 
and reduction of hormone production. The leading place 
among these diseases is autoimmune thyroiditis (up to 30 % 
of cases), followed by frequency of development by auto-
immune gastritis and/or pernicious anaemia (up to 10 % 
of cases) [24] and autoimmune hepatitis [18]. Therefore, 
for early diagnosis of these concomitant autoimmune 
diseases, the change of which precedes the development 
of clinical signs, the study of AT is re le vant: at autoimmune 
thyroiditis to thyroperoxide (TPO) and receptor of thyrotropic 
hormone (rTTH), autoimmune gastritis – AB to parietal cells 
of the stomach (PCS), autoimmune hepatitis – anti smooth 
muscle AB (ASMA) and antinuclear AB (ANA).

Today it is found that one-third of cases of type 1 diabetes 
is accompanied by other endocrine and not endocrine auto-
immune diseases that influence the degree of compensation 
[17]. It is established that at the root of most autoimmune 
diseases is the violation of T-cell immunity, which leads 
to destruction of tissue, atrophy of the organ and reduction 
of hormone production. The leading place among these 
diseases is autoimmune thyroiditis (up to 30 % of cases), 
followed by frequency of development are autoimmune gas-
tritis and/or pernicious anaemia (up to 10 % of cases) [24] 
and autoimmune hepatitis [18]. Therefore, for early diagnosis 

of these concomitant autoimmune diseases, which change 
precedes the development of clinical manifestations relevant 
is the study of AO: autoimmune treaded to triperoxide (TPO) 
receptor and thyrotropic hormone (rTTH), autoimmune 
gastritis – antibody to parietal cells of the stomach (PCA), 
autoimmune hepatitis – antipodal Azov AO (AGMA) and at 
antinuclear (ANA). 

It was found out that patients in the initial stages of DM 
type 1 with the growth of titre AB-GAD, AB TPO are detected 
[17], while the function of the thyroid gland is not violated. 
M. Prazny et al. (2005) [25] indicate that excess production 
of thyroid hormones leads to impairment of glucose uptake 
and acceleration of gluconeogenesis and glycogenolysis 
in the liver, and this leads to the deve lopment of insulin 
resistance. K. Vondra et al. (2005) [26] found out that hyper-
thyreosis in patients with DM type 1 is a cause for the devel-
opment of ketoacidosis.

V. V. Fadeyev et al. (2006) [19] conducted studies 
and recommend using determination of the level of the titre 
rTTH by the method of radio-receptor assay in clinical prac-
tice for the diagnosis of autoimmune thyroiditis.

In the literature some works were found devoted 
to the study of thyroid pathology in patients with pulmonary 
tuberculosis in Ukraine. Thus, S. L. Matveyeva (2017) [20] 
in order to diagnose autoimmune thyroiditis was studying 
the levels of free thyroxin (v. T4), AB rTTH, AB to thyroglobu-
lin (AB TG) and AB TPO. According to the data obtained she 
established that in patients suffering from pulmonary tubercu-
losis with concomitant DM in 66.67 % of cases autoimmune 
thyroiditis with symptoms of subclini cal hypothyroidism is 
diagnosed, which negatively affects both the clinical course 
of tuberculosis, and the result of antimycobacterial treatment.

Thus, early diagnosis of pre-diabetes, and autoimmune 
diseases will allow the use of timely correction techniques 
that prevents the development of DM, depending on its 
type, and in the future the development of serious irrevers-
ible processes, allow timely applying appropriate methods 
of correction of the revealed violations.

Conclusions
1. Very little amount of work is dedicated to the problem 

of combined course of MDRTB of the lungs with DM, regard-
less of its type, the theme is relevant for today, in Ukraine 
there are no data regarding its study. 

2. This combined course of very difficult in the treatment 
diseases requires not only timely and early diagnosis of au-
toimmune diseases associated with DM type 1 and pre-dia-
betes, but also additional complex combined therapy.

Prospects for further scientific researches. Further 
study of pathophysiological, biochemical and immunologi-
cal disorders in the case of co-morbid course of MDRTB 
of the lungs with DM, improving the corrective therapy, 
the development of ways to prevent the development of DM 
in patients suffering from MDRTB of the lungs with the pres-
ence of risk factors, etc.
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