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Аннотация
Применение искусственного интеллекта в гинекологии находится в на-
стоящее время на начальном этапе. На основе искусственного интеллек-
та уже созданы программы для чтения цитологических изображений, 
идентификации вируса папилломы человека и кольпоскопии, что по-
вышает доступность визуального скрининга для женщин, в том числе 
проживающих в отдаленных районах. Применение систем искусствен-
ного интеллекта для цервикального скрининга способствует улучшению 
своевременной диагностики рака шейки матки.
В обзоре представлены результаты зарубежных и отечественных научных 
работ, посвященных технологиям использования искусственного интел-
лекта для выполнения цитологического исследования и кольпоскопии. 
Поиск источников литературы, опубликованных в период с 2019 по 2024 
год, проводился на платформе PubMed. Поисковые запросы включали 
следующие ключевые слова: “cervical screening”, “artificial intelligence 
in gynecology”, “artificial intelligence in colposcopy”, “artificial intelligence 
in cervical screening”.

Установлено, что программы искусственного интеллекта для интер-
претации мазка по Папаниколау (Al-Pap) на 5,8% более чувствительны 
к обнаружению CIN2+, чем ручной подсчет, с небольшим снижением 
специфичности.
В исследованиях на основе обработки искусственным интеллектом 
кольпоскопических картин процент совпадения результатов и гисто-
логическим заключением был выше, чем при интерпретации врачами-
специалистами, на 16,64 %. При идентификации HSIL+ искусственным 
интеллектом выявлена более высокая чувствительность, на 11,5% пре-
вышающая заключение кольпоскописта, в то время как специфичность 
была практически сопоставима. Кроме того, программы на основе ИИ 
оказались более точными в прогнозировании мест проведения биопсии.
Ключевые слова: искусственный интеллект, цервикальный скрининг, 
цифровая кольпоскопия.
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Cervical screening and artificial intelligence
Anna V. Kolsanova1, Svetlana M. Chechko1, Evgenii F. Kira2, Aliya R. Shamshatdinova1
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Abstract
Currently, the use of artificial intelligence (AI) in gynecology is at the initial 
stage of its implementation. However, despite the relatively short period 
of using the latest technologies, AI-based systems are gaining momentum, 
becoming a powerful tool in analysis, diagnosis, and clinical visualization 
in the practical work of obstetricians and gynecologists around the world. 
AI-based programs for reading cytological images, human papilloma virus 
(HPV) identification and colposcopy have been created to date, which makes 
it possible to increase the availability of visual screening for women.
The review presents the main categories of AI, including machine learning 
methods, and includes foreign and domestic research on AI-based technologies 
for performing cytological examination and colposcopy, published between 
2019 and 2024. The search for literature sources was performed on the PubMed 
platform. The search queries included the following keywords: “cervical 

screening”, “artificial intelligence in gynecology”, “artificial intelligence in 
colposcopy”, “artificial intelligence in cervical screening".
It was found that AI programs for the interpretation of Pap smear (Al-Pap) are 
5.8% more sensitive to the detection of CIN2+ than manual counting with a 
slight decrease in specificity.
In studies based on AI processing of colposcopic images, the percentage of 
coincidence between the results and the histological conclusion was higher 
than when interpreted by specialist doctors by 16.64%. When identifying 
HSIL+ with artificial intelligence, a higher sensitivity was revealed, 11.5% 
higher than the conclusion of the colposcopist, while the specificity was 
practically comparable. In addition, AI-based programs have proven to be 
more accurate in predicting biopsy sites.
Keywords: artificial intelligence, digital colposcopy, cervical screening.
Conflict of Interest: nothing to disclose.
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 АКТУАЛЬНОСТЬ

В последние годы количество разработок в области тех-
нологий искусственного интеллекта (ИИ) значительно 

выросло [1]. Нет такой сферы жизни человека, куда бы 
он не проник. В медицине ИИ применяется практически 
в каждой специальности: для диагностики и лечения за-
болеваний, анализа рисков, выполнения хирургических 
операций, разработки лекарств, в скрининге, статистике 
[2, 3]. Мир сталкивается с постоянно растущими требова-
ниями к предоставлению более качественного глобального 
здравоохранения, система которого борется с увеличением 
заболеваемости и затрат в медицине [5].

Искусственный интеллект – это общее понятие, кото-
рое подразумевает использование машинного труда для 
моделирования интеллектуального поведения с минималь-
ным вмешательством человека. Впервые этот термин был 
официально озвучен на летнем семинаре в Дартмутском 
колледже в 1956 году, когда самые ранние модели ИИ пы-
тались воспроизвести работу одного нейрона. Простые 
системы обладали примитивными функциями ввода-выво-
да.  Атмосфера всеобщего недоверия к разработкам техно-
логий ИИ привела к так называемой «первой зиме ИИ» с 
1974 по 1980 год, сменившись периодом «новых надежд», 
который продлился до 1987 года.  Далее наступила «вторая 
зима ИИ», которая закончилась лишь в 1993 году [5]. Воз-
никла новая волна интереса к ИИ, которая была связана с 
увеличением вычислительной мощности, созданием более 
сложных систем, что в конечном итоге стало основой со-
временных нейронных сетей [6–8].

Устройства ИИ делятся на две основные категории. 
Первая включает в себя методы машинного обучения 
(Machine Learning, ML), которые анализируют структу-
рированные данные: группируют данные пациентов или 
делают вывод о вероятности исходов заболевания. К его 
подвиду относится глубокое обучение (Deep Learning, DL). 
Методы ML могут быть контролируемыми и неконтро-
лируемыми [9]. Контролируемый алгоритм использует 
набор данных, который содержит входные функции, по-
меченные в начале обучения, для сопоставления и уста-
новления значимых отношений между входными данными 
и соответствующими выходными, а также для создания 
модели, которая способна различать выходные метки. За-
тем обученная модель делает прогнозы на основе новых 
полученных данных [10]. Неконтролируемые модели – это 
системы, управляемые данными, которые автоматически 
извлекают уроки из взаимоотношений между элементар-
ными битами информации, связанных с каждой перемен-
ной набора данных [11]. Вторая категория включает в себя 

методы обработки естественного языка (Natural Language 
Processing, NLP), которые структурируют имеющуюся ин-
формацию, например, для создания медицинских баз [9].

Несмотря на неугасающие споры по поводу необходи-
мости и пользы внедрения в практику ИИ, остановить этот 
процесс уже невозможно. Бесспорно, к положительным 
аспектам внедрения ИИ относятся возможность его при-
менения в монотонной, тяжелой работе; непрерывность 
обучения; способность анализировать и упорядочивать 
большие базы данных за короткое время; отсутствие эмо-
ций и субъективного отношения, что помогает в приня-
тии решений; сосредоточенность на конкретной задаче; 
возможность круглосуточной работы без потери качества.

Противники внедрения ИИ ссылаются на уменьшение 
количества рабочих мест для людей в определенных сек-
торах (забывая, правда, что во многих сферах, в частности 
в медицине, имеет место кадровый дефицит, и особенно 
катастрофически выглядит ситуация с медицинскими ра-
ботниками в отдаленных местностях). Также машина, по их 
мнению, не способна мыслить дальше поставленной задачи, 
а может выполнять только то, на что запрограммирована. К 
недостаткам в этой области относят и существенные затра-
ты на производство соответствующего оборудования [13].

 ЦЕЛЬ
Обзор программ искусственного интеллекта для вы-

полнения цервикального скрининга и кольпоскопии.
Стратегии поиска. Поиск литературы, посвященной 

технологиям искусственного интеллекта для выполнения 
цитологического исследования и кольпоскопии, был про-
изведен на платформе PubMed. Анализировались работы, 
опубликованные в период с 2019 по 2024 год. Ключевые 
слова запросов: “cervical screening”, “artificial intelligence in 
gynecology”, “artificial intelligence in colposcopy”, “artificial 
intelligence in cervical screening”. 

 ПРИМЕНЕНИЕ ИСКУССТВЕННОГО 
ИНТЕЛЛЕКТА ДЛЯ ЦЕРВИКАЛЬНОГО 
СКРИНИНГА

На протяжении последних 15 лет актуальной пробле-
мой в гинекологии остается стабильно высокий уровень 
заболеваемости раком шейки матки (РШМ) [14, 15]. Ос-
новная причина – недостаточный охват населения цер-
викальным скринингом и вакцинацией. Особенно остро 
проблема стоит в странах с низким уровнем дохода, где не-
доступна квалифицированная медицинская помощь ввиду 
нехватки кадров и финансового дефицита. Реализация цер-
викального скрининга требует лабораторного оснащения, 
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транспортировки образцов, многократных посещений для 
выполнения скрининга и лечения, а также привлечения 
высококвалифицированных цитологов и кольпоскопистов. 
Оснащение медицинских учреждений устройствами ИИ 
во многом решает проблему [16–18]. На сегодняшний день 
уже созданы программы для чтения цитологических изо-
бражений, идентификации вируса папилломы человека 
(ВПЧ) и кольпоскопии.

На основе 188 542 цифровых цитологических изобра-
жений с помощью DL была создана программа ИИ для ин-
терпретации мазка по Папаниколау (Al-Pap). За эталон был 
принят результат гистологического исследования. В ис-
следование было включено 2145 женщин, у каждой из них 
был произведен забор двух образцов с шейки матки, один 
из которых интерпретировала Al-Pap, другой – опытный 
цитолог.  Al-Pap обнаружил 92,6% CIN 2 и 96,1% CIN 3+, 
что сопоставимо или лучше результатов ручного подсче-
та. Анализ с помощью ИИ имел эквивалентную чувстви-
тельность (относительная чувствительность 1,01) и более 
высокую специфичность (относительная специфичность 
– 1,26) по сравнению с выводами опытных цитологов. У 
ВПЧ-положительных женщин чтение образцов с помо-
щью программы увеличивало специфичность для CIN 1 
и меньше, без снижения чувствительности по сравнению 
с ручным подсчетом [19, 20].

H. Bao и соавт. (2020) с помощью этой программы ИИ 
провели цитологическое исследование с участием 703 103 
женщин, из которых 98 549 были независимо проверены 
цитологами. Совпадение заключений Al-Pap и ручного 
метода составило 94,7%. При этом цитологическое за-
ключение ИИ было на 5,8% более чувствительно к об-
наружению CIN2+, чем ручное, с небольшим снижением 
специфичности [21].

Исследование, опубликованное в 2023 году, включа-
ло 3514 женщин, 13,9% из которых были инфицированы 
ВПЧ. Оценивалась чувствительность программы ИИ для 
оценки результатов жидкостной цитологии (AI-LBC), 
которая была сопоставима c ручным подсчетом цитоло-
гами (86,49% против 83,78%). При этом была значитель-
но выше, чем типирование HPV16/18 при обнаружении 
CIN2+ (86,49% против 54,05%), в то время как специфич-
ность AI-LBC была значительно ниже, чем при идентифи-
кации ВПЧ 16/18 типов (51,33% против 87,17%), но выше, 
чем у цитологов при обнаружении CIN2+ (51,33% против 
40,93%). AI-LBC сократил направление на кольпоскопию 
примерно на 10% по сравнению с ручным подсчетом, что 
сокращает материальные затраты. Подобные закономер-
ности также наблюдались для CIN3+ [22, 23].

Исследование, проведенное в Китае, выявило, что вы-
сокая стоимость создания программ ИИ оправдывает себя. 
Применение AI-LBC для интерпретации результатов жид-
костной цитологии раз в 5 лет может быть более эконо-
мически эффективным, чем привлечение цитологов [24]. 

 ИСКУССТВЕННЫЙ ИНТЕЛЛЕКТ  
     ДЛЯ КОЛЬПОСКОПИИ

В последние годы технологии ИИ стремительно раз-
виваются в диагностике злокачественных новообразова-
ний, таких как рак молочной железы, опухоли желудоч-
но-кишечного тракта [25, 26]. В гинекологии применение 

методов визуализации также набирает обороты, и прежде 
всего это касается кольпоскопии [27]. Дефицит высококва-
лифицированных специалистов в этой области отмечают 
во всем мире. А основным недостатком метода является 
его «операторозависимость», так как результаты чувстви-
тельности и специфичности варьируют в широких преде-
лах, что диктует необходимость оснащения кольпоскопов 
технологией ИИ [28–32].

Система Faster R-CNN была создана на основе DL при 
обработке в период с 1993 по 2000 год изображений шейки 
матки 9406 женщин Коста-Рики с помощью метода церви-
кографии, который в настоящее время не используется. Он 
основан на интерпретации двух фотографий шейки матки, 
которые были сделаны каждой пациентке после нанесе-
ния уксусной кислоты с помощью цервископа – пленочной 
камеры с фиксированным фокусом и кольцевым освеще-
нием. В результате данная разработка способна выявить 
в 55,7% случаев CIN 2+ у женщин в возрасте от 25 до 49 
лет [30-31].

В Китае разработана система Colposcopic Artificial 
Intelligence Auxiliary Diagnostic System (CAIADS). Для 
ее создания было отобрано 19 435 анонимных цифровых 
записей пациентов из шести больниц.  Записи включали 
кольпоскопические изображения, клинические данные и ре-
зультаты гистологического исследования, которые являлись 
«золотым стандартом». Процент совпадения результатов 
CAIADS с гистологическим заключением был выше, чем 
при интерпретации врачами-специалистами (82,2% против 
65,9%). При идентификации HSIL+ CAIADS показал более 
высокую чувствительность, чем заключение кольпоскопи-
ста (71,9% против 60,4%), в то время как специфичность 
была сопоставима (93,9% против 94%) [32–35].

Aiyuan Wu  и соавт. (2023) тестировали систему CAIADS 
и результаты, полученные опытным и начинающим коль-
поскопистом.  Для обнаружения CIN2 + и CIN3 + CAIADS 
показал чувствительность на уровне 80%, которая была 
практически сопоставима с результатами опытного коль-
поскописта (для CIN2 +: 80,6% против 91,3%; CIN3 +: 
80,0% против 90,0%). При сравнении показателей CAIADS 
и начинающего кольпоскописта показатели чувствитель-
ности AL были выше (для CIN2 +: 95,1% против 79,6%; 
для CIN3 +: 97,1% против 85,7%). При обнаружении рака 
шейки матки CAIADS достигла самой высокой чувстви-
тельности на 100% [36].

CerviCARE AI (Корея) – система ИИ для анализа коль-
поскопических изображений, реализуемая с помощью   
системы TeleCervicography. Для ее создания был отобран 
33 531 снимок для последующего анализа. 9639 увеличен-
ных фотографий было использовано для обучения распоз-
наванию шейки матки. Далее проводилась предварительная 
обработка изображений (резка (Images sharpening), вырав-
нивание гистограммы (Histogram equalization), CLAHE). На 
22 725 снимках было проведено обучение для классифика-
ции предраковых поражений и РШМ. Оценка эффективно-
сти модели тестировалась на 400 изображениях, которые не 
были использованы в процессе обучения. При первичной 
проверке чувствительность CerviCARE AI к цервикальным 
поражениям высокой степени составляет 98,0%. При вто-
ричной проверке для общей популяции чувствительность 
достигла 97,5%, специфичность 95,5% [37, 38].
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Еще одна система ИИ Cerviray AI (Сеул, Корея) создана с 
использованием более 10 000 кольпоскопических изображе-
ний, которые были введены в алгоритм обучения, наряду с 
результатами гистологических исследований и клинически-
ми данными. Система Cerviray AI выдает один из вариан-
тов заключения: норма, CIN 1, CIN 2-3 или рак. Проведено 
тестирование данной системы с участием 234 женщин. Все 
кольпоскопические изображения были интерпретированы 
двумя опытными специалистами в области кольпоскопии 
и системой Cerviray AI [39, 40]. Чувствительность ИИ со-
ставила 74,14%, специфичность 83,05%. Чувствительность 
метода в исполнении докторов составила 71,55% и 69,83%, 
специфичность 87,29% и 81,36% соответственно.

Научные сотрудники ФГБУ «Национальный медицин-
ский исследовательский центр имени В.А. Алмазова» 
Минздрава России совместно со специалистами ФГАОУ 
ВО «Санкт-Петербургский политехнический универси-
тет Петра Великого» с 2021 года занимаются разработкой 
программы ИИ для чтения и интерпретации кольпоскопи-
ческих изображений. Уже создана база данных «Регистр 
кольпоскопических изображений, полученных в ходе 
обследования пациенток с заболеванием шейки матки» 
(№2023620209), которая продолжает пополняться для 

обучения отечественной программы ИИ для кольпоско-
пов. Данная разработка будет внедрена в цифровой порта-
тивный кольпоскоп отечественного производства (патент 
на полезную модель №222399), разработанный на базе 
ФГБОУ ВО «Самарский государственный медицинский 
университет» Минздрава России.

 ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
ИИ в медицине является важным инструментом со-

вершенствования врачебной деятельности специалистов. 
Разработанные системы диагностики, основанные на ИИ, 
позволяют диагностировать заболевания и прогнозировать 
их, а синергия ИИ и врача может значимо повысить эф-
фективность лечения различных заболеваний, улучшить 
имеющиеся клинические стандарты оказания медицин-
ской помощи.

ИИ в гинекологии – прогрессивно развивающееся на-
правление, в котором нашли отражение различные спосо-
бы клинической визуализации, цервикального скрининга 
и цифровой кольпоскопии. Современные достижения за-
рубежных и отечественных разработок в области примене-
ния ИИ значимо способствуют повышению доступности 
методов визуального скрининга. 
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Аннотация
Портальная гипертензия, являющаяся одним из серьезных последствий 
цирроза печени, способствует усугублению таких осложнений, как асцит, 
варикозное расширение вен пищевода, желудка и передней брюшной 
стенки, спленомегалии и печеночной энцефалопатии.
В обзорной статье оценены биомолекулярные механизмы, обусловли-
вающие роль конституциональных особенностей человека в качестве 
прогностического фактора портальной гипертензии и течения цирроза 
печени. Проведен поиск публикаций и анализ литературных источников 
с использованием баз данных PubMed и eLibrary.ru преимущественно 
за последние 10 лет. По ключевым словам выполнен поиск публикаций, 
в результате которого было обнаружено 6418 работ (3623 из которых 

полнотекстовые), проведено изучение 108 публикаций, из которых на 
23 публикации представлены ссылки.
Анализ литературы позволил определить один из ведущих биомолеку-
лярных механизмов, обусловливающих корреляцию конституциональных 
особенностей организма, а именно увеличенного эндоморфного компо-
нента, и риска развития портальной гипертензии. Наибольшее влияние 
на эндоморфный компонент состава тела оказывают провоспалительные 
факторы, инсулинорезистентность и отсутствие синдрома сенсибилиза-
ции к инсулину, вызванного приемом пищи.
Ключевые слова: цирроз печени, портальная гипертензия, соматическая 
конституция, биомолекулярные пути, риски.
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Correlation between portal hypertension and somatic 
constitution: rationale behind the concept
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Abstract
Portal hypertension, one of the serious consequences of liver cirrhosis, contributes to the 
aggravation of complications such as ascites, varicose veins of the esophagus, stomach 
and anterior abdominal wall, splenomegaly and hepatic encephalopathy.
This review article evaluates the biomolecular mechanisms that determine the role of 
human constitutional characteristics as a prognostic factor for portal hypertension and the 
course of liver cirrhosis. A search for publications and an analysis of literary sources was 
conducted using the PubMed and eLibrary.ru databases, mainly for the last 10 years. A 
search for publications was performed by keywords, as a result of which 6418 works were 
found (3623 full-text papers), 108 publications were studied, of which 23 publications were 
referenced.

The analysis of papers resulted in the identification of one of the leading biomolecular 
mechanisms that determine the correlation between the constitutional features of the 
body, namely, an increased endomorphic component, and the risk of developing portal 
hypertension. The greatest influence on the endomorphic component of body composition 
derives from proinflammatory factors, insulin resistance and the absence of insulin 
sensitization syndrome caused by food intake.
Keywords: liver cirrhosis, portal hypertension, somatic constitution, biomolecular pathways, 
risks.
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 ВВЕДЕНИЕ

Портальная гипертензия (ПГ) представляет собой син-
дром, в основе которого лежит повышение давления 

в системе воротной вены выше 12 мм рт. ст.
Причины возникновения ПГ можно подразделить на 

надпеченочные, печеночные (самые распространенные) и 
подпеченочные. В зависимости от этиологии заболевания 
основными симптомами могут являться асцит, варикозно 
расширенные вены пищевода, желудка и передней брюш-
ной стенки, спленомегалия, печеночная энцефалопатия. В 
исследовании «Количественный анализ строения воротной 
вены печени и селезеночной вены у людей с разными сома-
тотипами при портальной гипертензии» была установлена 
взаимосвязь между конституциональными особенностями 
организма и рисками тяжелого течения цирроза печени 
(ЦП) и портальной гипертензии. Выраженный эндоморф-
ный компонент, то есть ожирение, увеличивает риск раз-
вития ЦП и ПГ, поэтому конституциональные особенности 
человека необходимо использовать в качестве прогности-
ческого фактора [1]. Представляют интерес механизмы, 
обусловливающие такую корреляцию и подтверждающие 
концепцию, что повышенный эндоморфный компонент 
тела является фактором риска развития и усугубления ПГ.

Для обоснования патофизиологических и биомолеку-
лярных механизмов, за счет которых эндоморфный компо-
нент тела, то есть ожирение, влияет на процесс развития 
ПГ, по ключевым словам был выполнен поиск публикаций 
в базах PubMed и eLibrary. Было обнаружено 6418 работ 
(3623 из которых полнотекстовые), проведено изучение 
108 публикаций, из которых было отобрано 23 публикации.

 ПРИЧИНЫ ПГ
Согласно данным литературы, надпеченочные и подпе-

ченочные причины ПГ, такие как тромбоз воротной вены 
или печеночных вен, с ожирением не ассоциированы [2]. 
Ожирение ассоциировано с повышенным риском сердеч-
ной недостаточности. Так, риск увеличивается на 5% для 
мужчин и на 7% для женщин с каждой единицей показате-
ля ИМТ [3]. Одним из последствий сердечной недостаточ-
ности является конгестивная (или сердечная) гепатопатия, 
при которой развиваются приводящие к фиброзу ишемия 
и синусоидальная гипертония [4].

Основную роль играют печеночные причины ПГ. 
Цирроз печени, фиброз печени, стеатогепатит, вирусный 

гепатит являются хроническими заболеваниями, приво-
дящими к увеличению сопротивления внутрипеченочных 
сосудов и развитию ПГ [5]. Увеличение сопротивления на 
постсинусоидальном участке печеночной вены связано с 
сокращением миофибробластов и фиброзом, сужающим 
просвет синусоидов. Основную роль в фиброзе играют 
звездчатые клетки, находящиеся в перисинусоидальном 
пространстве и в норме депонирующие жирорастворимые 
витамины. При острых и хронических воспалительных 
процессах звездчатые клетки активируются при взаимо-
действии с веществами, выделенными поврежденными 
гепатоцитами, апоптотическими тельцами и реактивными 
видами кислорода (ROS), и дифференцируются в миофи-
бробласты, пролиферирующие, мигрирующие в направ-
лении хемоаттрактантов и продуцирующие компоненты 
внеклеточного матрикса [6].

Известно, что печень выполняет разные функции: 
участие в обмене белков, жиров и углеводов, обезврежи-
вание токсических веществ, образование желчи, синтез 
белков плазмы крови. Для хронических воспалительных 
заболеваний печени (ЦП, НАЖБП, стеатогепатит и проч.) 
характерно нарушение и угнетение указанных функций 
вследствие уменьшения количества функционирующей 
паренхимы. При этом гепатоциты накапливают жиры и 
билирубин, увеличиваются в размерах. Если внутрикле-
точные повреждения достигают необратимого масштаба, 
происходит некроз или апоптоз гепатоцита.

В случае некроза нарушаются функции мембранных 
транспортеров, образуется дисбаланс ионов, вода поступа-
ет в клетку, вызывая ее разрыв. Даже до разрыва мембраны 
из-за дефектов в ней в межклеточное пространство может 
поступать содержимое цитоплазмы. Специфические веще-
ства, выделяемые некротизирующей клеткой (АТФ, моче-
вая кислота и др.), действуют в качестве ассоциированных 
с повреждениями (damage-associated molecular patterns, 
DAMPs) молекулярных фрагментов, сигнализирующих 
окружающим клеткам, в том числе и иммунным, о по-
вреждении и вызывающих секрецию провоспалительных 
цитокинов.

В случае апоптоза смерть клетки является контролируе-
мой самой клеткой, происходит за счет активации каскада 
каспаз митохондриальными проапоптотическими белка-
ми (цитохром С и др.), выделяемыми в ответ на клеточ-
ные повреждения, или Fas-рецепторами, активируемыми 
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Fas-лигандом иммунных клеток. В результате не развива-
ется воспаление, а апоптотические тельца фагоцитируются 
макрофагами [7].

 МЕХАНИЗМЫ РАЗВИТИЯ ПГ,  
     СВЯЗАННЫЕ С ОЖИРЕНИЕМ

Действие провоспалительных факторов на парен-
химу печени (рисунки 1, 2).

Ожирение характеризуется состоянием системного 
хронического воспаления низкой интенсивности [8]. Жи-
ровая ткань как эндокринный орган выделяет адипокины, 
подразделяющиеся на провоспалительные (ФНО-α, ИЛ-6, 
лептин, резистин) и антивоспалительные (адипонектин, 
трансформирующий фактор роста бета, ИЛ-4, ИЛ-10, ИЛ-
13, ИЛ-1). При ожирении увеличение размера адипоцитов 
провоцирует повышенную секрецию провоспалительных 
адипокинов [9].

Особенную связь с печенью имеет висцеральная жиро-
вая ткань за счет портальной системы, поэтому адипокины 
и жирные кислоты, выделяемые висцеральной жировой 
тканью, напрямую воздействуют на печень, вызывая акку-
муляцию липидов в гепатоцитах [10]. Повышенный уро-
вень выделяемого адипоцитами фактора транскрипции 
PPARγ индуцирует экспрессию транслоказы жирных кис-
лот (FAT/CD36) в гепатоцитах, ускоряя захват свободных 
жирных кислот из крови и приводя к аккумуляции диацил-
глицеролов, ненасыщенных жирных кислот и церамидов 
в гепатоцитах. При этом увеличивается окислительный 
стресс, выделяются провоспалительные цитокины сами-
ми гепатоцитами, способствуя активации Купферовских 
клеток, дополнительно выделяющих ФНО-α и ТФР-β. Так-
же окислительный стресс приводит к функциональным 
нарушениям гепатоцитов [11], при которых в межклеточ-
ный матрикс выделяются ROS. Совокупность влияний 

цитокинов и ROS вызывает активацию звездчатых клеток 
и их преобразование в миофибробласты, продуцирующие 
компоненты межклеточного матрикса в пространство Дис-
се [12]. Таким образом развиваются фиброз, потеря фе-
нестр синусоидальными эндотелиальными клетками (си-
нусоидальная капилляризация), образование фиброзных 
перегородок, приводящее к развитию цирроза печени [13].

Инсулинорезистентность (рисунок 3).
Увеличение количества жировой ткани, в особен-

ности висцеральной, ассоциировано с риском развития 
инсулинорезистентности [14]. Инсулинорезистентность 
способствует развитию ПГ на локальном (печеночном) и 
системном уровнях. Инсулин стимулирует продукцию NO 
эндотелием сосудов печени, активируя сигнальный путь 
фосфатидилинозитол-3-киназы и серин-треониновой ки-
назы (PI3K/Akt). Последующее уменьшение продукции 
NO вызывает дисфункцию эндотелия капилляров [15]. В 
условиях инсулинорезистентности уменьшается антили-
политическое действие инсулина, что приводит к гиперли-
пидемии, то есть к увеличению концентрации свободных 
жирных кислот (СЖК) в крови. За счет повышенной экс-
прессии транслоказы жирных кислот (FAT/CD36) гепато-
циты захватывают СЖК, из которых образуют триглице-
риды, накапливающиеся в гепатоцитах и усугубляющие 
стеатоз паренхимы органа. Жирные кислоты, в особен-
ности ненасыщенные, при их избытке накапливаются в 
эндоплазматическом ретикулуме гепатоцитов, вызывая 
активацию проапоптотического фактора транскрипции 
CHOP и фермента JNK, которые индуцируют синтез про-
апоптотических белков BIM и PUMA, способствующих 
дисфункции митохондрий, образованию активных форм 
кислорода. Такое воздействие не только вызывает ги-
бель клетки, но и негативно влияет на микростромальное 
окружение [16]. Инсулинорезистентность в печени имеет 
селективный характер: действие инсулина не замедляет 
глюконеогенез, но при этом стимулирует липогенез [17], 
приводя к повышенному синтезу эндогенных жирных кис-
лот, в основном пальмитиновой кислоты, что увеличива-
ет концентрацию ненасыщенных СЖК в гепатоците и их 
токсическое действие на функционирующую паренхиму.

Синдром отсутствия индуцированной пищей сенси-
билизации инсулина (AMISS – Absence of Meal-induced 
Insulin Sensitization Syndrome) (рисунки 4, 5).

Рисунок 1. Биохимический каскад, приводящий к усугублению 
стеатоза печени.
Figure 1. Biochemical cascade leading to worsening hepatic 
steatosis.

Рисунок 2. Молекулярный путь прогрессирования фиброза 
печени вследствие активации звездчатых клеток Ито.
Figure 2. Molecular pathway of liver fibrosis progression due to 
activation of Ito stellate cells.

Рисунок 3. Молекулярные пути повреждения гепатоцита при 
инсулинорезистентности.
Figure 3. Molecular pathways of hepatocyte damage during insulin 
resistance.
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В норме после приема пищи вместе с инсулином пе-
ченью выделяется гормон гепаталин, отвечающий за по-
вышение чувствительности к инсулину в основном мы-
шечной ткани. При нарушениях выделения гепаталина 
возникает пролонгированная постабсорбтивная гипер-
гликемия с компенсаторной гиперинсулинемией и гипер-
липидемией [18]. Глюкотоксический и липотоксический 
эффект на гепатоциты был рассмотрен выше.

В печени выброс гепаталина вызывается при одновре-
менном действии трех стимулов: парасимпатического воз-
действия на печень через блуждающий нерв, достаточного 
уровня печеночного глутатиона и пульсообразного повы-
шения концентрации инсулина (рисунок 1). Гепаталин яв-
ляется синергистом инсулина, выделяемым в норме после 

полноценного приема пищи. В присутствии 
гепаталина усвоение глюкозы усиливается на 
67% [19], при этом гепаталин действует на 
скелетные мышцы, почки, сердце, но не на 
печень или жировую ткань, стимулируя в них 
поглощение глюкозы и синтез гликогена [20, 
21]. Парасимпатический сигнал выделяется 
в ответ на появление в желудке пищи, содер-
жащей одновременно и белки, и углеводы, 
при этом отдельное введение белков, жиров 
или углеводов не вызывало образование сиг-
нала [22]. Уровень печеночного глутатиона 
повышается на 40–50% после приема пищи, 
что достаточно для выделения гепаталина 
в присутствии двух оставшихся стимулов. 
При этом блокирование образования NO 
введением атропина для ингибирования 
М-холинорецепторов или ингибированием 
NO-синтазы привело к снижению выделе-
ния гепаталина. Предположительно это свя-
зано с тем, что NO посредством активации 
гуанилатциклазы стимулирует выделение 
гепаталина [23]. Повышение уровня глюка-
гона в период голодания понижает уровень 
печеночного глутатиона, что приводит к от-
сутствию выделения гепаталина в ответ на 
инсулин (рисунок 2).

Предполагается, что хронические наруше-
ния выделения гепаталина вследствие отсут-
ствия одного из сигналов (например, система-
тическое принятие высокоуглеводной пищи с 
крайне малым количеством белка, не вызыва-
ющей парасимпатического сигнала) приводят 

к развитию предиабетического состояния и играют важную 
роль в патогенезе диабета. Несмотря на количество прове-
денных исследований гепаталина, его химическая структура 
до сих пор не была определена, что значительно усложняет 
его изучение и обусловливает необходимость его дальней-
шего исследования.

Мы описали современное представление о биомолеку-
лярных механизмах, обусловливающих роль конституцио-
нальных особенностей человека в качестве прогностиче-
ского фактора портальной гипертензии при хронических 
воспалительных заболеваниях печени. Одно из ведущих 
мест занимает увеличение эндоморфного компонента (жи-
ровой ткани), определяющего эти молекулярные наруше-
ния. Полученные данные особенно актуальны ввиду того, 
что в будущем цирроз печени, связанный с неалкогольной 
жировой болезнью печени, вероятно, станет более распро-
страненным заболеванием из-за роста метаболических за-
болеваний, таких как ожирение и диабет [24]. 

Рисунок 4. Путь активации выделения гепаталина в печени.
Figure 4. Pathway for activating hepatalin secretion by the liver.

Рисунок 5. Изменение синтеза гепаталина вследствие 
изменения диеты.
Figure 5. Changes in hepatalin synthesis due to changes in diet.
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Abstract
Aim – to evaluate in vitro the biocompatibility and osteoconductivity of a 
hybrid graft based on a bioorganic matrix, human bone marrow mesenchymal 
stromal cells (BM-MSC) and osteogenic growth factors.
Material and methods. Bioorganic matrices were studied for biocompatibility 
with human BM-MSC culture used in traumatology and orthopedics. For 
promoted osteogenic differentiation of BM-MSCs, allogeneic plasma enriched 
with soluble platelet factors was used. The osteogenic potential of BM-MSCs 
by the synthesis of mRNAs of early (transcription factor 2 (Run X2), alkaline 
phosphatase (ALP)) and late genes (osteopontin (OSP)) of osteogenesis 
was analyzed. The properties of cell adhesion and proliferation of MSCs 
in the conditions of a three-dimensional hybrid graft by the MTT test and 
fluorescence microscopy were assessed.
Results. The biocompatibility of the studied bioorganic matrices with human 
BM-MSCs was established. The collagen matrix promoted rapid cell adhesion 

and proliferation between the scaffold fibrils. It has also been established that 
allogeneic platelet-rich plasma affects the osteogenic differentiation of human 
BM-MSCs in vitro, increasing the expression of marker genes RunX2, ALP, 
OSP. When modeling a hybrid graft in vitro, the formation of a tight contact 
between the alloimplant and collagen biopolymer using MSCs was shown.
Conclusion. The biological properties of the developed hybrid cell-tissue 
graft characterize its biocompatibility and osteoconductivity of its constituent 
components, which makes it promising for use in regenerative medicine, 
especially in reconstructive surgery of bone defects.
Keywords: human bone marrow mesenchymal stromal cells, scaffolds, 
biopolymers, bioorganic matrix, biocompatibility, platelet-rich plasma, hybrid 
cell-tissue graft.
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Аннотация
Цель – оценить биосовместимость и остеокондуктивность in vitro ги-
бридного клеточно-тканевого трансплантата для регенеративной ме-
дицины костной ткани на основе биоорганического матрикса, мезен-
химальных стромальных клеток костного мозга (КМ-МСК) человека и 
остеогенных факторов роста.
Материал и методы. Исследованы на биосовместимость с культурой 
КМ-МСК человека биоорганические матриксы, используемые в травма-
тологии и ортопедии. Для направленной остеогенной дифференцировки 
КМ-МСК использовали аллогенную плазму, обогащенную растворимы-
ми факторами тромбоцитов. Остеогенный потенциал КМ-МСК анализи-
ровали по синтезу последними мРНК ранних (фактора транскрипции 2 / 
Run X2, щелочная фосфатаза / ALP) и поздних генов (остеопонтин / OSP) 
остеогенеза. Свойства клеточной адгезии и пролиферации КМ-МСК в 
условиях трехмерного гибридного трансплантата оценивали с помощью 
МТТ-теста и флуоресцентной микроскопии.
Результаты. Установлена биосовместимость исследуемых биоорганиче-
ских матриксов с КМ-МСК человека. Отмечена быстрая адгезия и проли-
ферация клеток между волокнами используемых матриксов. Также уста-

новлено, что аллогенная плазма, обогащенная растворимыми факторами 
тромбоцитов, достоверно влияет на остеогенную дифференцировку КМ-
МСК человека in vitro, усиливая экспрессию маркерных генов RunX2, 
ALP, OSP. При имитации трехмерного гибридного клеточно-тканевого 
трансплантата in vitro показано формирование плотного контакта между 
аллогенной спонгиозой (костной тканью) и биоорганическим матриксом 
с помощью остеогенно предифференцированных КМ-МСК.
Выводы. Биологические свойства разработанного гибридного клеточ-
но-тканевого трансплантата характеризуются биосовместимостью и 
остеокондуктивностью, что делает его перспективным для применения 
в регенеративной медицине, особенно в реконструктивной хирургии 
костных дефектов.
Ключевые слова: мезенхимальные стромальные клетки, костный мозг, 
биополимеры, биоорганический матрикс, биосовместимость, обогащен-
ная тромбоцитами аллогенная плазма, гибридный клеточно-тканевый 
трансплантат.
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 INTRODUCTION

Bone reconstruction surgery, such as auto- and 
alloplasty, has become the ‘gold standard’ in the 

restoration of critically sized bone defects that are not 
capable of self-healing and maintain chronic inflammation. 
Alloplasty is the more prevalent and acceptable choice 
for patients since the use of allogenous implants does 
not entail additional traumatization of the donor area 
and eliminates development of potential complications 
(bleeding and purulence). The evolution of the alloplasty 
method to repair non-healing defects would be regenerative 
medicine involving decellularized biomaterial, cell graft, 
osteogenetic growth factors, implantation of devitalized 
allogeneic bone equivalent and biomedical cellular 
products of living cells, biomaterial and growth factors. 
Several cell populations are associated with bone tissue 
and its formation, but the most important are osteoblasts, 
osteocytes, and osteoclasts, which are responsible for bone 
formation (osteogenesis), maintenance, and resorption, 
respectively. These cell populations come from the 
bone marrow mesenchymal stromal cells (BM-MSC). 
Compared to MSCs from the adipose tissue and the 
umbilical vein, the BM-MSC manifest a credibly higher 
efficiency of osteogenic differentiation, which accounts 

for their therapeutic perspective in cell transplantology and 
regenerative medicine of supporting tissue [1–6].

The osteogenic differentiation of BM-MSC in vitro 
is easily stimulated in the monolayer cell culture by 
the addition of the ß-glycerophosphate, hydrocortisone 
or ascorbic acid, which is confirmed by the increased 
expression of the early (Runx2 – Runt-associated 
transcription factors 2; ALP – alkaline phosphatase; 
BMP2 – bone morphogenetic protein 2 and osteonectin) 
and the late genes (OSP – osteopontin, osteocalcin) of the 
osteogenic differentiation [7]. Other growth factors also 
can perform as inductors of osteogenic differentiation 
towards BM-MSC, namely, the representatives of the 
TGF-ß superfamily (transforming growth factor ß); IGF-
1 (insulin-like growth factor 1); FGF (fibroblast growth 
factor); PDGF (platelet-derived growth factor) и VEGF 
(vascular endothelial growth factors) [1, 8].

The proliferation of BM-MSC and their differentiation 
to osteoblasts are also regulated with their cellular 
micro-environment and signaling molecules in the 
processes of the bone tissue remodeling and repair of 
non-healing defects. The conjunctive use of BM-MSC 
with osteoconductive carriers (matrices, scaffolds) 
may be an effective alternative to replacement of bone 
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defects with autologous grafts and allogenic implants 
[9, 10]. Regardless of the treatment method, a necessary 
condition for bone regeneration is the use of biomaterials 
that have an adhesive surface for the attachment of 
osteogenic cells and are capable of transmitting signals 
for the differentiation of the latter into osteoblasts in 
response to osteoinduction [11]. The introduction of 
cells into the bone defect area by injection is ineffective 
due to the impossibility of their long-term local presence 
with the receipt of a stimulating effect to start the 
tissue regeneration process, therefore it is advisable to 
transplant them on carriers (matrices, scaffolds) made of 
biopolymers [12].

Depending on their nature, the cellular carriers may 
be divided into the following groups: inorganic materials 
such as titanium or tricalcium phosphate ceramics [13]; 
synthetic biopolymers, such as polyhydroxy acids 
(polyglycolic acid, polylactic acid, polydioxanone); 
natural biopolymers such as collagen, gelatin, chitosan 
or agarose [14]; combined (composite) materials [15].

In relation to stimulation of regeneration, such carriers 
should be bioresorbable and have an osteoinductive, 
osteoconductive or combined effect.

The matrices and scaffolds are to have a porous 
structure to allow cell adhesion, proliferation and 
differentiation and to be permeable for bioactive 
substances [16–19]. The response of cells may depend on 
the physical and biological properties of the biomaterial 
used as a carrier. Such properties as topography, 
roughness, chemical composition, surface energy and 
charge, mimicking the extracellular matrix of native 
tissue, regulate cell morphology and thus differentiation; 
vital is the presence of bioactive ligands that can provide 
anchoring sites for cell attachment [20, 21].

Composite carriers that combine porosity 
(microstructure), bioactivity (osteoinductivity, 
osteoconductivity), bioresorbability and properties close 
to the native extracellular matrix of bone tissue can be 
potentially considered as the most promising matrices or 
scaffolds for stem cells in bone tissue engineering. The 
stimulation of osteogenic differentiation of BM-MSC 
cells with such osteoinductive and osteoconductive 
carriers may be amplified by the use of osteogenic 
growth factors present in the blood cells, specifically, in 
the platelets [22–25].

Over 30 growth factors were identified in the platelet 
granules, including bone tissue regeneration factors: 
TGF-ß (transforming growth factor ß) and BMP (bone 
morphogenetic protein) that modulate cell proliferation, 
stimulate genesis of osteoblasts and extracellular 
bone matrix, retard its degradation, and show an 
immunosuppressive effect. In addition to platelet 
factors, plasma proteins such as fibrin, fibronectin and 
vitronectin are also active participants in osteogenesis 
[26]. R.E. Marx et al. (1998) [27] used in their patients 
the autologous grafts taken from the ilium and saturated 

with autologous plasma enriched with soluble platelet 
factors (PRP, Platelet Rich Plasma) to reconstruct 
the maxillofacial defects and found that this method 
increases the speed of bone tissue formation and fosters 
its higher density. Other researchers did not report such 
prominent advantages of the PRP in its combination 
with the demineralized allogenous bone matrix in 
hybrid cellular tissue graft to regenerate the bone in 
nude mice [28].

 AIM
To evaluate in vitro the biocompatibility and 

osteoconductivity of a hybrid cellular tissue graft 
based on a bioorganic matrix, human bone marrow 
mesenchymal stromal cells (BM-MSC) and osteogenic 
growth factors, for the regenerative medicine of bone 
tissue.

 MATERIAL AND METHODS
Specimens of bioorganic matrices
The study focuses on four commercially available 

bioorganic matrices:
• “Collapan”, the composition of which includes 

a biopolymer serving as the basis of the organic 
component of bone tissue, namely, type I collagen, 
and hydroxyapatite with added antibiotic lincomycin 
hydrochloride (“Intermedapatit”, Russia)1;

• “Osteomatrix”, highly purified bone matrix with 
natural histoarchitecture, preserved organic collagen 
(25%) and mineral (75%) components, containing 
not lesss than 1.5 mg/cm3 of affinity-bound bone 
biopolymers sulfated glucosaminoglycans (sGAG) 
(“Connectbiopharm”, Russia)2;

• “Lyostypt”, resorbable biopolymer collagen sponge 
manufactured from natural bovine tendons (B. Braun, 
Spain)3;

• “Lyophilized bone matrix” (LBM), immunologically 
safe and sterile bone allogenous bioimplant prepared 
from post-vital donor material (“Minsk Scientific and 
Practical Center for Surgery, Transplantology and 
Hematology”, Minsk, Belarus) [29, 30].

Production of plasma enriched with soluble platelet 
factors

All clinical procedures and collection of donor blood 
were carried out in accordance with the safety rules 
described in the World Health Organization guidelines 
[31]. For this purpose, allogeneic platelet rich plasma 
(alPRP) was used. It was obtained at the Republican 
Scientific and Practical Center for Transfusiology and 
Medical Biotechnology of the Ministry of Health of 
the Republic of Belarus. To produce the alPRP, platelet 
concentrate (PC) of the blood of donors was used; the 
donors were to be allowed to donate blood and not 
to have markers of viral infections (hepatitis B/HBV, 
hepatitis C/HCV, human immunodeficiency virus/HIV) 
after the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

1 Available at:  https://collapan.ru
2 Available at:  https://bioimplantat.ru/
3 Available at:  https://catalogs.bbraun.com/en-01/p/PRID00000356/lyostypt-local-haemostatic-agent
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and molecular genetic assay (in a polymerase chain 
reaction or similar assay).

The platelet concentrate (50×1012 cells per dose) 
was produced from donor blood drawn from the ulnar 
vein (450 ml of blood) with the special kit YCELLBIO-
KIT (“BIONIR”, Russia). Following that, the blood 
was centrifuged in two stages to remove red and white 
blood cells (1550 rpm, 400 g, 20 min) with subsequent 
concentration of platelets on the laboratory centrifuge 
Liston C 2201 (“Liston”, Russia) at 2450 rpm, 1000 g, 
20 minutes. In the resulting alPRP, the amount of platelets 
was calculated using the Sysmex XN-300 hematological 
analyzer (Sysmex Corporation, Germany); the amount was 
to be at least 1.25 109/ml. The alPRP from 6 to 10 donors 
was stored in subsamples at the temperature of -30°C for 
24 months. Before using the alPRP, the platelets were 
activated by a cycle of freeze-thawing with subsequent 
sedimentation of the cell debris by centrifuging (2900 rpm, 
1400 g, 20 minutes). After the activation, the alPRP was 
used within the first hour [32].

Production of MSC culture from human bone 
marrow

To produce the BM-MSC culture, 10 ml of bone 
marrow (BM) was drawn from the iliac crest of healthy 
donors after obtaining the informed consent according to 
the resolution of the Ethics Committee of the Republican 
Scientific and Practical Center of Traumatology and 
Orthopedics of the Ministry of Health of the Republic 
of Belarus (Protocol No.3 dated 14.04.2021). The bone 
marrow punctate contained 20 U of high-molecular 
heparin per 1 ml of BM to deactivate the blood 
coagulation process. The BM punctate was then diluted 
1:1 with Dulbecco phosphate buffer saline solution 
without calcium and magnesium (PBS) (Sigma-Aldrich, 
USA). Further, 20 ml of bone marrow was layered to 15 
ml of medium (to separate the lymphocytes), the medium 
being a mixture of Ficoll and sodium diatrizoate with 
the density of 1.077 g/ml (Lonza, Switzerland) in 50 ml 
spin tubes (Corning, USA). The tubes were centrifuged 
at 450 g for 20 minutes. The mononuclear fractions 
were gathered in spin tubes with subsequent rinsing in 
α-modified Eagle’s medium with α-МЕМ ribonucleosides 
(Gibco, USA) with 2% fetal bovine serum (FBS) (Sigma-
Aldrich, USA) by centrifuging at 450 g and exposure for 
10 minutes. The extraction of human BM-MSC from 
the mononuclear fraction was by the method of plastic 
adhesion in the concentration of 0.3–0.6×106 cells/cm2 
in T75 culture tubes (Sarstedt, Germany).

The cells were then cultivated in the СО2-incubator at 
5% СО2 concentration (ESCO Cell Culture, Singapore) 
and at 37°C in the α-modified Eagle’s medium (α-MEM) 
with ribonucleosides (Gibco, USA), augmented with 
10% embryo bovine serum (EBS) (Sigma-Aldrich, 
США), 40 mM/ml glutamine (Gibco, USA) and 100 
U/ml benzylpenicillin (“Pharm-Sintez”, Russia) and 
0.1 mg/ml streptomycin (Gibco, USA), i.e. in the full 
growth medium (FGM) [33]. The BM-MSC were 
reproduced in T75 culture tubes (Sarstedt, Germany) 
with initial concentration of 300.0 ×103 cells (passages 
1 and 2). The culture medium was changed twice a 

week. When the cells reached 80-90% of confluence, 
they were disengaged using trypsin/EDTA (Sigma-
Aldrich, USA), and plated again in the concentration 
of 1500 cells/cm2 (passages 2-3). The BM-MSC were 
then immunophenotyped as CD90+, CD105+, CD45-, 
CD34- by flow cytometry. The results were checked on 
the FACS flow cytometer (Becton Dickinson, USA). The 
viability was assessed by the method of exclusion of the 
trypan blue (at least 90%) [34].

Assessment of biocompatibility of bioorganic 
matrices with BM-MSC 

The carrier matrices were used in an experiment with 
10 mg samples. The matrix samples were then cured 
in an the α-MEM medium with 10% FBS, glutamine 
and antibiotic medium for 24 to obtain the supernatants. 
The human BM-MSC was plated to the 24-well cell 
plate (Sarstedt, Germany) in the initial concentration of 
100.0×103/cm2 and cultivated for 24 hours. After the cell 
expansion, the FGM was removed from the plate cells 
and the prepared specimens of the carrier matrices (native 
specimens and their supernatants) were introduced 
directly to the wells with the human BM-MSC. The 
cultivation was at 37°С and 5% concentration of CO2 
in the CO2-incubator (ESCO CelCulture, Singapore) 
in 200 µl 0f FGM. The biocompatibility and adhesion 
capacity of CM-MSCs on the surface of matrices and 
their supernatants were assessed in direct contact after 
24-hour incubation after 1 and 7 days of co-cultivation 
by labeling with H33342 (Sigma-Aldrich, USA) at 
a concentration of 1 μg/ml. For this purpose, human 
BM-MSCs populated on carriers were incubated with 
a solution of H33342 of the appropriate concentration 
at 37°C for 20 minutes. Following the tinting, the cells 
were flushed twice with PBS, and the FGM was then 
added [35]. Labeled cells were analyzed using a Leica 
DM200 fluorescence microscope (Leica Microsystems, 
Germany) at ×100 magnification.

The cytotoxicity of the carrier matrices and their 
supernatants upon direct contact after 24-hour incubation 
after 1 and 7 days of co-cultivation was assessed using 
the MTT assay (Sigma-Aldrich, USA) [36]. The МТТ 
reagent, at 5 mg/ml was introduced to the PBS to each 
well of the plate and incubated at 37°С for 4 hours. Then, 
dimethylsulfoxide (Serva, Germany) was added to each 
well to dissolve the formazan crystals that had formed 
as the result of the activity of living cells, and the tinted 
supernatant was detected at 570 µm on the BioTek® ELx 
800 reader (BioTek, USA).

The experiments were performed in the following 
test groups where the human BM-MSC were cultivated 
together with the following bioorganic matrices: (1) 
“Collapan”, (2) “Osteomatrix”, (3) “Lyostypt”, (4) LBM 
and (5) without a specimen in the FGM with similar 
cell concentrations as control. The viability of the BM-
MSC, after joint cultivation with carrier matrices and 
their supernatants was calculated using the following 
equation (1):

(ODexp / ODcontrol)×100%
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Respectively, the cytotoxicity of the carriers and 
their supernatants was calculated using the following 
equation (2):

100% - (ODexp / ODcontrol) ×100%

where ODexp – optical density of eluates from wells with 
cells and carriers or supernatants; ODcontrol – optical 
density of eluates from wells with cells cultivated only 
with FGM.

The quantitative criteria for assessing the cytotoxicity 
of the carrier matrices and their supernatants were as 
follows: low toxicity – death of up to 30% of cells 
(viability above 70%); medium toxicity – death of up to 
30–50% of cells (viability 50–70%); high toxicity – death 
of over 50% of cells (viability below 50%).

As the basis for the creation and evaluation of a 
complex osteoconductive transplant at subsequent 
stages of the experiment, the bioorganic carrier that 
demonstrated the lowest cytotoxicity in relation to BM-
MSC was selected.

Evaluation of expansion of human BM-MSC on a 
bioorganic carrier

In the wells of the 24-well cell plate, bioorganic 
carrier with the lowest identified cytotoxicity was placed. 
Human BM-MSC of the first passage was plated to the 
carrier with concentrations of the inoculate at 50.0×103, 
100.0×103 and 300.0×103 and cultivated for 7 days 
in the FGM with and without added 5% alPRP. The 
cells were then removed with a trypsin/EDTA solution 
(Sigma-Aldrich, USA). The quantity of viable cells was 
calculated by the method of exclusion of the trypan blue 
in the Goryaev chamber [37].

Evaluation of the osteogenic differentiation of 
human BM-MSC

After two passages, the human BM-MSC were plated 
to Т25 vials (Sarstedt, Germany), 8000 /cm2 each, for 
subsequent quantitative polymerase chain reaction (PCR 
assay) in real time in 35 mm Petri dishes for visible light 
microscopy after staining. The experiments studies four 
variants of cell cultivation: BM-MSC cultivated in FGM 
(control specimen); BM-MSC cultivated in FGM with 
5% alPRP; BM-MSC cultivated in osteogenic medium 
(OM); BM-MSC cultivated in osteogenic medium (OM) 
with 5% alPRP.

The osteogenic medium contained the α-MEM 
environment with addition of 10% FBS, 10 mM 
β-glycerophosphate (Sigma Aldrich, USA), 50 mcg 
of ascorbic acid (Sigma Aldrich, USA) and 0.1 
µM dexamethasone (Sigma Aldrich, USA) [40]. 
The differentiation of BM-MSC was performed in 
the OM within four and seven days, the cultural 
medium being changed twice. The specimens of both 
osteogenic-induced and non-differentiated BM-MSC 
were cultivated in the presence of alPRP in the final 
concentration of 5%.

The in vitro evaluation of the osteogenic differentiation 
of the human BM-MSC was performed by real-time 
PCR with reverse transcription (RT-PCR) to identify 
expression of mRNA of the RUNX2, ALP and OSP genes 

on the fourth and seventh days of cell cultivation. Intra-
vital imaging of osteogenic-induced human BM-MSC 
and in vitro assessment of mineralization (formation of 
calcium deposits) were also performed using von Kossa 
staining on day 21 of cell induction.

The RT-PCR was performed in several stages [33, 
38]. Firstly, primary extraction of the total RNA from the 
human BM-MSC cultivated in the T25 vials (Sarsedt, 
Germany) was performed. The extraction was done with 
the TRI Reagent (Sigma Aldrich, USA) according to the 
manufacturer’s manual. Then the samples of total RNA 
were used to obtain complementary DNA (cDNA) by 
reverse transcription. The reaction was performed in 
20 µl mixture of 2 mcg of RNA, 5 µM Oligo (dT18)-
primer (Thermo Fisher Scientific, USA), 1 mM of 
deoxyribonucleotide triphosphate (dNTP) (Thermo 
Fisher Scientific, USA), 40 U of RNase inhibitor 
Ribolok (Thermo Fisher Scientific, USA), 1 µl (200 u/
ml) of reverse transcriptase RevertAid Premium and 5X 
buffer (Thermo Fisher Scientific, USA). Amplification 
was carried out for 30 min at 50°C. Reverse transcriptase 
was inactivated by heating at 85°C for 5 min.

The obtained cDNA was amplified as follows: 
10 minutes at 95°С (polymerase activation) with 
subsequent amplification of 40 cycles at 60°С for 1 
minute. In order to detect the osteogenic differentiation 
markers (RUNX2, ALP and OSP), the following primer 
pairs were used with the following nucleotide sequences 
(Table 1) [39].

Data were normalized relative to the reference gene 
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GapDH). 
The real-time RT-PCR was performed on the CFX96 
Touch REAL thermocycler (Bio-Rad, USA). The results 
were processed in the Bio-Rad CFX Manager software 
suite.

Relative gene expression was calculated by Livak's 
method using the following formula (3) [40]:

Gene expression = 2- ∆Ct

∆Ct = [Ct (marker gene) – Ct (GapDH)]

Osteoblast formation and mineralization were 
assessed in Petri dishes (Sarstedt, Germany). The BM-
MSC were stained with 1-2% solution of nitrate of 
silver for 45–60 minutes under UV light, then rinsed 
with distilled water and fixed with sodium thiosulfate 
for 5 minutes. The stained cells were then washed 
with deionized water, dried and evaluated using a light 
microscope Leica DM IL LED (Leica Microsystems, 
Germany) at ×100 magnification. Morphological 
transformation was characterized by a change in cell 

Genes Forward primer 5’ – 3’ Reverse primer 5’ – 3’
RUNX2 CACTGGCGGTGCAACAAGA TTTCATAACAGCGGAGGCATTTC

ALP GGTGGAAGGAGGCAGAATTG TCAGAGTGTCTTCCGAGGAG

OSP CACAGCATCTGGGTATTTGTTG CGACCAAGGAAAACTCACTACC

GapDH CGCTCTCTGCTCCTCCTGTT CCATGGTGTCTGAGCGATGT

Table 1. Nucleotide sequences for the RT-qPCR primers
Таблица 1. Нуклеотидные последовательности праймеров 
для ОТ-ПЦР
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shape to cuboid with intracellular calcium phosphate 
deposits stained black [41].

In vitro modeling of the hybrid cellular tissue graft
While developing the hybrid cellular tissue graft to 

be used in regenerative medicine for the replacement of 
bone defects, we identified its major components: human 
BM-MSC pre-differentiated to an osteogenic phenotype; 
alPRP. To simulate the environment (bone tissue), we 
used the allogenetic spongiose (surgical specimen). The 
macroscopic picture was described, the absolute number of 
pre-differentiated BM-MSCs in the graft was determined 
at the end of the 1st , 2nd and 3rd week of cultivation, and 
cell adhesion and distribution in the graft were assessed. 
To that end, intra-vital cell staining with fluorescent dye 
Hoechst 33342 was used (Sigma Aldrich, USA).

Statistical processing of data
The data from the studies are presented as the mean 

± standard error of the mean (M±SEM) in the GraphPad 
Prism 6.0 software suite (GraphPad Software, Inc., 
USA). The reliability of differences in the variation series 
was assessed using the paired Student's t-test. Differences 
were reliable at p < 0.05.

 RESULTS AND DISCUSSION
Phenotypical characteristics of human BM-MSC
The immunophenotype of human BM-MSC of the 

second passage was characterized with expression of 
specific markers CD90+ and CD105+ and absence of 
markers CD34- and CD45-. The number of cells in the 
culture that were expressing the marker CD90+ was 
99.9±0.14%, and those expressing the marker CD105+ 
was 99.14±1.23%. There was a minor quantity of cells 
expressing the markers CD34- (0.45±0.20%) and CD45- 
(0.30±0.07%). The culture was sterile (no bacteria or 
fungi), and the viability of the resulting cells was never 
below 90%.

Biocompatibility of bioorganic matrices with 
human BM-MSC

The main property of biopolymers and carrier matrices 
based on them when creating grafts for the restoration 
of large bone tissue defects should be the absence of a 
toxic effect on osteoprogenitor cells, as well as assistance 
in their attachment, proliferation and osteogenic 
differentiation. This stimulates the cells to synthesize 
new extracellular matrix on the surface of the carrier and 
its integration with the native bone tissue. Therefore, the 

carriers are to be compatible with BM-MSC supporting 
the cellular activity and mechanical integrity to foster 
a successful process of healing the defect of the bone 
tissue [11].To evaluate the cytotoxicity of matrix carriers, 
the MTT assay was used and intra-vital staining of cells 
with the fluorescent dye Hoechst 33342 (Sigma Aldrich, 
USA).

Staining with Hoechst 33342 identified nuclei of 
labeled cells which confirmed the cytocompatibility and 
capacity of human BM-MSCs for adhesion on carriers 
and their supernatants at direct contact (Fig. 1).

Figure 1 shows the presence of flat cylindrical non-
condensed nuclei of BM-MSCs and their formation of a 
homogeneous monolayer of living cells when cultured 
with carriers: red arrows show the adhesive capacity of 
the latter for cells.

The results of experiments on the cytotoxicity of 
carrier matrices and their supernatants in direct contact 
with BM-MSCs are presented in Table 2. 

When assessing acute cytotoxicity after 24 hours 
of cultivation, the cell viability ranged from 82.76% 
to 100%. Cytotoxicity was found to be absent in the 
supernatants of “Lyostypt” and “LBM” carriers at all 
times of monitoring as compared to the control specimen. 
The matrix carriers demonstrated a similar effect on BM-
MSCs. All four observed carriers had minor cytotoxicity 
that brought about the death of not more than 30% cells 
(low toxicity). Only the cultivation of BM-MSCs with 
“Lyostypt” showed the greatest viability of cells at direct 
contact after 24 hours and 7 days, and even a moderate 
proliferation of cells with its supernatant.

Proliferative activity of human BM-MSC on 
bioorganic carriers

BM-MSCs are prospective candidates for regenerative 
medicine in repairing bone defects. However, the 
introduction of BM-MSC to the osseous lesion does not 
always perform well due to cell migration with blood or 
tissue fluid or due to introduction of an insufficient amount 
of cells. Therefore, the use of bioorganic matrix carriers 
in the composition of a hybrid cell-tissue graft, capable of 

Specimens Supernatant (% of living 
cells)

Matrix carrier (% of living 
cells)

1 day 7 days 1 day 7 days

Colapan 82,76 ± 22,35 89,03 ± 15,69 87,56 ± 32,56 93,35 ± 1,56

Osteomatrix 84,25 ± 10,14 91,31 ± 13,08 88,83 ± 9,89 92,32 ± 10,58

Lyostypt 101,72 ± 4,86 124,52 ± 7,30 88,63 ± 8,47 96,55 ± 10,91

LBM 101,44 ± 12,14 80,74 ± 3,35 87,90 ± 0,55 90,85 ± 9,14

Table 2. Viability of BM-MSCs during cultivation in vitro with the 
carriers and their supernatants in direct contact. Data are expressed 
as M ± SEM
Таблица 2. Жизнеспособность КМ-МСК человека при 
культивировании in vitro с носителями и их супернатантами 
при прямом контакте. Данные представлены как M ± SEM

a

d

b

e

c

Figure 1. Nuclei labeling of Hoechst 33342 BM-MSCs after one 
day of cultivation with different carriers: (a) CCM (control sample); 
(b) Osteomatrix; (c) LBM; (d) Kollapan; (e) Lyostypt. Image taken at 
100x magnification.
Рисунок 1. Прижизненное окрашивание ядер КМ-МСК человека 
Hoechst 33342 после 24 часов культивирования с различными 
носителями: (a) ППС (контроль); (b) Остеоматрикс; (c) ЛКМ; 
(d) Коллапан; (e) Лиостипт. Изображение увеличено в х100.
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being populated by cells and performing the function of 
a framework to facilitate the plastic closure of a defect, is 
an urgent task of tissue engineering [40]. The results of 
the assessment of the proliferative activity of human BM-
MSC with the selection of their optimal concentration for 
populating the bioorganic matrix "Lyostypt" as the carrier 
with the lowest cytotoxicity are shown in Figure 2.

During the cultivation of the human BM-MSCs 
in the FGM (Fig. 2) without alPRP, by day 7, minor 
proliferation of cells was observed when 50.0х103 
and 100.0х103 cells were introduced (р ≥ 0.05), and a 
decrease in the initial amount of cells was seen in the 
higher introductory dose of 300.0х103 cells (p ≤ 0.05). 
With 5% alPRP added to the FGM, significant increase 
of proliferative activity of the cells was identified. The 
number of BM-MSC increased by 3.3 times (р = 0.02), by 
2.6 times (р = 0.0004) and by 1.3 times (р = 0.026) versus 
initial seeding concentration of 50.0х103, 100.0х103 and 
300.0х103 cells per cm2, respectively. The viability of 
BM-MSC was high in all samples and amounted to 99% 
in four series of the experiment. Thus, the increase in the 
proliferative activity of BM-MSC on the carrier was due 
to the presence of growth factors contained in alPRP.

Osteogenic differentiation of human BM-MSC
BM-MSCs have a significant potential for regenerative 

medicine, e.g. for patients with post-traumatic or 
post-surgery bone damage. BM-MSCs are capable of 
replacing the damaged cells, differentiate and synthesize 
the extracellular bone matrix in the lesion area. They 
may also indirectly contribute to tissue regeneration by 
secreting growth factors [40]. The studies of L. Meesuk 
et al. (2022) [42] showed that osteogenic differentiated 
BM-MSCs may produce more osteogenic factors than 
non-differentiated cells. This approach will be more 
efficient in repairing the bone defects.
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Figure 2. Proliferative activity of different concentrations of BM-
MSCs on the ‘‘Lyostypt” bioorganic carrier over a period of 7-d 
cultivation in vitro.
Рисунок 2. Пролиферативная активность различных 
концентраций КМ-МСК на биоорганическом носителе 
«Лиостипт» в течение 7 суток культивирования in vitro.

Figure 3. mRNA expression of osteogenic genes: (a, d) RunX, (b, e) ALP, (c, f) OSP after 4  
(top row) and 7 (bottom row) days of cultivation BM-MSCs. Data are expressed as M ± SEM.
Рисунок 3. Экспрессия мРНК остеогенных генов: (а, г) RunX, (б, д) ALP, (в, е) OSP после 4 (верхний ряд) и 7 (нижний ряд) суток 
культивирования КМ-МСК. Данные представлены как M ± SEM.
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In the in vitro experiments, the osteogenic potential 
of the cells was evaluated by the expression of 
molecular genetic markers (mRNA of osteogenic genes 
RUNX2, ALP, OSP) by RT-PCR in real time and Von 
Kossa staining of the cell monolayer with subsequent 
identification of calcium ossificates in the latter. The 
results of RT-PCR analysis of the expression of mRNA of 
osteogenic genes (RunX, ALP, OSP) are shown in Fig. 3.

After 4 days of BM-MSC cultivation in the OM, an 
increase in the expression of marker genes by osteogenic-
induced cells was identified. The synthesis of mRNA of 
the RunX gene (Fig. 3a), ALP (Fig. 3b) and OSP (Fig. 
3с) increased by 7.1 times (p = 0.001), 5.5 times (p = 
0.001) and 2.1 times (p = 0.008) respectively versus 
non-differentiated BM-MSC cultivated in the FGM. The 
addition of 5% alPRP to the OM during the differentiation 
of BM-MSC increased the expression of the OSP gene by 
12.0 times (p = 0.0001) versus non-differentiated cells 
cultivated in the FGM, and by 5.9 times (p < 0.0001) 
versus osteogenic-induced cells cultivated in the OM 
without alPRP. The presented differences are statistically 
significant.

After 7 of cultivation in the OM, the cells continued 
increasing the expression of the RunX (Fig. 3d), ALP 
(Fig. 3e) and OSP genes (Fig. 3f). Statistically valid 

results were obtained as to the growth of expression 
of the following genes: ALP – growth by 8.67 times 
(p < 0.0001) and OSP – by 22.9 times (p < 0.0001), 
respectively, versus non-differentiated BM-MSC 
cultivated in the FGM. The differences are statistically 
significant. At the same time, addition of 5% alPRP to 
the OM during differentiation of BM-MSC at this time 
did not result in a credible increase of gene expression 
in comparison with osteogenic-induced BM-MSC 
cultivated in the OM without alPRP. The synthesis of 
mRNA of the genes remained on a comparable level (р 
≥ 0.05).

Thus, cultivation in the OM credibly fosters an 
increased expression of RunX genes by the cells, and, 
respectively, osteogenic differentiation of BM-MSC. 
The addition of alPRP to the OM credibly strengthens 
expression of genes and osteogenic differentiation of 
human BM-MSC in the initial stage (up to day 7 of 
cultivation).

In the period from the 4th to the 7th day of cultivation 
in the OM (including addition of alPRP), there occurs 
re-differentiation of BM-MSC. In this period, the cells 
start expressing osteogenic markers, yet no calcium 
deposition starts in them. After 21 days of osteogenic 
differentiation, it was shown that the morphology of 
BM-MSC changed from spindle to cuboid. After Von 
Kossa’s staining of the specimens of differentiated cells 
with nitrate of silver, additionally, intracellular deposits 
of calcium phosphate were found (stained black). The 
changes were most manifested in the cells cultivated in 
the OM with 5% alPRP added (Fig. 4).

In vitro modeling of the hybrid cell-tissue graft
The results of in-vitro co-cultivation of the components 

of the hybrid cell-tissue graft under the conditions of the 
required microenvironment (bone tissue) are shown in 
Figure 5.

After the incubation of all the graft components in vitro, 
at the end of the first week a close contact of the allogeneic 
spongiosa and “Lyostypt” matrix carrier were seen, as well 
as formation of a gel-like microenvironment (blue arrow), 
represented by the alPRP elements. At the end of the third 
week, all components of the graft were seen in the dense 
gel-like medium and close interaction of fragments of the 
allogeneic spongiosa with the matrix carrier by the formed 
monolayer of cells in the form of the BM-MSC band (red 
arrow).

Figure 4. Von Kossa staining of BM-MSCs: (a) cells cultivated 
in CCM; (b) cells cultivated in OM; (c) cells cultivated in OM, 
supplemented with 5% alPRP. Images are taken at 100x 
magnification.
Рисунок 4. Окрашивание фон Косса КМ-МСК человека: 
(a) клетки, культивированные в ППС; (b) – клетки, 
культивированные в ОС; (c) – клетки, культивированные в 
ОС с добавлением 5% алПОРФТ. Изображения сделаны при 
100-кратном увеличении.

Figure 5. Co-cultivation of graft components in vitro: (a) one week, 
(b) three weeks. Image taken at 50x magnification.
Рисунок 5. Совместное культивирование компонентов 
трансплантата in vitro: (а) 1 неделя, (b) 3 неделя. Изображения 
сделаны при 50-кратном увеличении.

a b c

a b
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In the next stage, the absolute quantity of the 
osteogenic pre-differentiated BM-MSC were identified 
in the composition of the hybrid graft in the end of 
the first, second and third weeks of in vitro incubation 
(Table 3).

It is seen from the results presented in the table that 
during the first two weeks of incubation, no significant 
decrease in osteogenic pre-differentiated BM-MSC in the 
graft was observed. As the cultivation period increased to 
three weeks, the number of cells decreased in relation to 
the initially seeded number due to the dense distribution 
of the latter between the collagen fibers of the matrix 
carrier. Some of the cells migrated into the allogeneic 
spongiosa and formed a dense monolayer between the 
bone and the carrier.

Staining with the fluorescent dye Hoechst 33342 
showed a uniform population of the biopolymer collagen 
sponge with osteogenic pre-differentiated BM-MSC and 
high viability of the cells between the collagen fibers 
of the matrix carrier in all stages of cultivation (Fig. 6).

Moving on to the discussion of the results, it is worth 
noting that allogeneic bone implants are a common 
and effective approach to replacing bone defects. New 
methods of tissue engineering and cell technologies 
can give this area a second wind and find application 
in replacing long-term non-healing bone defects, when 
cell-free osteoinductive implants or MSC without 
matrix carriers cannot be effective [19, 43]. In such 
situations, tissue engineering using bioorganic matrix 
carriers, or scaffolds, osteogenic cells and factors that 

promote regeneration and vascularization of transplants 
is of practical interest for the treatment of injuries or 
replacement of bone defects [19, 44]. BM-MSC are used 
for hybrid cell-tissue grafts more often that other cells 
since they are better characterized, readily available, 
and demonstrate a prolific osteogenic potential. At the 
same time, the clinical efficacy of such a graft depends 
significantly on the number of cells seeded onto the 
carrier, or scaffold, on biocompatibility of the latter, and 
other factors [43–45].

In bone tissue regenerative medicine, various bioorganic 
carriers are used, therefore the viability, adhesion and 
proliferation of BM-MSC on the matrix will depend on the 
chemical nature and structure of the latter [11, 46]. In this 
research, we studies the cytotoxicity of four commercially 
available bioorganic carriers based on collagen (“Lyostypt”), 
гидроксиапатита/collagen (“Collapan”), bone matrix with 
sGAGs (“Osteomatrix”), and lyophilized bone matrix 
(“LBM”), analyzing the viability of BM-MSC in their 
joint cultivation. All four studied matrix carriers had low 
cytotoxicity, causing the death of no more than 30% of 
cells. However, the “Lyostypt” collagen sponge showed the 
lowest cytotoxicity and the highest biocompatibility with 
human BM-MSC, which created optimal conditions for cell 
proliferation on the matrix. Therefore, we used “Lyostypt” 
as the basis (matrix) to produce the hybrid cell-tissue 
osteoconductive graft consisting of the carrier for the cells, 
osteogenic pre-differentiated BM-MSC and alPRP factors 
with subsequent evaluation of proliferative activity and 
osteogenic differentiation of the cells. In their experiment, 
J. Zheng et al. (2022) also demonstrated that cultivation of 
human MSCc on a collagen sponge with hydrogel fostered 
their proliferation and strengthened their chondrogenic 
differentiation by means of formation of the alternative 
extracellular microenvironment [47].

Scientific data indicate conflicting results of the influence 
of soluble individual factors (lysates and relysates of platelets) 
and platelet-rich plasma on human MSC differentiation. 
Thus, the use of plasma enriched with platelet factors showed 
a positive effect on the saturation of matrices (β-tricalcium 
phosphate, calcium-deficient hydroxyapatite) of MSC and 
on the proliferation of MSC in these matrices, but had little 
effect on the osteogenic potential of MSC [48].

Thus, a characteristic feature of modern tissue engineering 
and regenerative medicine is the combination of matrices 
with various biologically active components and their 

Specimen Week 1(х 
thousand cells)

Week 2 (х 
thousand cells)

Week 3 (х 
thousand cells)

Hybrid graft 557,5 ± 24,75 530,0 ± 49,50 380,0 ± 7,07

Table 3. Proliferative activity of osteogenically predifferentiated  
BM-MSCs in graft in vitro
Таблица 3. Пролиферативная активность остеогенно 
предифференцированных КМ-МСК в составе трансплантата 
in vitro

Figure 6. Live labeling of Hoechst 33342 of osteogenically 
predifferentiated BM-MSCs in vitro graft modeling: (a) one week, (b) 
two weeks, (c) tree weeks. Images are taken at 100x magnification.
Рисунок 6. Прижизненное окрашивание красителем Hoechst 
33342 остеогенно-предифференцированных КМ-МСК при 
моделировании трансплантата in vitro. Изображения сделаны 
при 100-кратном увеличении: а) одна неделя, б) две недели,  
в) три недели.

a b c



 www.innoscience.ru 265

S c i e n c e  &  I n n o v a t i o n s  i n  M e d i c i n e  Vo l . 9 ( 4 ) / 2 0 2 4 Biotechnology Биотехнология 

saturation with cells, mainly MSC, with subsequent targeted 
differentiation of the latter. Earlier research [49, 50] and this 
study showed that platelet derivatives (lysates and relysates 
of platelets, alPRP) are effective components for stimulating 
the expansion and osteogenic differentiation of BM-MSCs in 
vitro. This approach allows obtaining a sufficient number of 
cells to create a hybrid cell-tissue graft with its subsequent 
use to replace bone defects. Moreover, the composition of 
the structure in the version of a bioorganic matrix carrier 
based on collagen, osteogenic predifferentiated BM-MSC 
and alPRP factors is optimal for potential clinical application.

 CONCLUSIONS
1. The bioorganic matrices studied for biocompatibility 

with the human BM-MSC culture showed low in vitro 
toxicity towards cells (no more than 30%). With duration 
of BM-MSC cultivation with biomaterials increased to 
7 days, the cells preserved high viability and increased 

their proliferative activity. The lowest cytotoxicity and 
the best biocompatibility was seen in the carrier from 
resorbable biopolymer collagen sponge.

2. The biological and structural characteristics of the 
collagen matrix carrier reliably promoted the adhesion of 
BM-MSC, their uniform distribution and proliferation.

3. The alPRP used as the source of soluble factors 
made an impact on the osteogenic differentiation of the 
human BM-MSC: addition of 5% alPRP to the osteogenic 
medium sped up the mineralization process (deposition 
of calcium salts in the cell matrix) and expression of 
genes of osteogenic differentiation (RUNX2, ALP and 
OSP).

4. The hybrid cell-tissue graft is characterized with 
safety, efficiency and biocompatibility with bone 
tissue making it suitable for clinical use in regenerative 
medicine when replacing the bone defects. 
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Изменения качества жизни при социальной изоляции  
у пожилых пациентов с нарушением зрения

Н.М. Агарков1, 2, Н.В. Попова2
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Тамбовский филиал (Тамбов, Российская Федерация)

Аннотация
Цель – определение характера изменения качества жизни у пожилых 
пациентов с нарушением зрения при социальной изоляции и связанных 
с ней факторов риска.
Материал и методы. Была сформирована клиническая группа из 115 
участников 60–74 лет с нарушением зрения, находящихся в условиях со-
циальной изоляции в течение месяца. В соответствии с Хельсинкской де-
кларацией социальная изоляция была определена на основе 15-балльной 
шкалы, опросник качества жизни использовался для измерения измене-
ний в качестве жизни. Факторы риска включали социально-демографиче-
ские, клинические категории и показатели функционального состояния.
Результаты. Результаты линейных смешанных моделей со случайными 
пересечениями, сравнивающих показатели качества жизни до (3,30) и 
после социальной изоляции (1,78), были значимыми (p<0,001). Во время 
социальной изоляции у 87% участников с нарушением зрения наблю-
далось снижение качества жизни (-2,39), тогда как у 13% участников 
наблюдалось повышение качества жизни (0,58). С социальной изоляцией 

были связаны следующие факторы риска: низкий уровень доходов (38%, 
p<0,001), отсутствие высшего образования (29%, p=0,002), заболевание 
легких (25%, р=0,04), функциональные или сенсорные нарушения, вклю-
чающие трудности с приготовлением пищи (28%, p=0,004), трудности 
с прохождением одного квартала (26%, р=0,03), нарушение слуха (23%, 
р=0,02) и нарушение зрения (24%, p=0,01). Незначимыми оказались пол 
(р=0,39), текущая боль (р=0,75), трудности с повседневными действиями 
(p=0,09), недержание мочи (р=0,82), сахарный диабет (p=0,87) и когни-
тивные нарушения (р=0,06).
Заключение. Период социальной изоляции привел к весьма значитель-
ному снижению общего качества жизни в выборке пожилых людей с 
нарушением зрения. Ведущими факторами риска социальной изоляции 
оказались низкий уровень доходов и отсутствие высшего образования.
Ключевые слова: социальная изоляция, нарушение зрения, пожилые, 
качество жизни, факторы риска
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Changes in quality of life during social isolation  
in elderly patients with visual impairment

Nikolai M. Agarkov1, 2, Natalya V. Popova2

1Southwest State University (Kursk, Russian Federation)
2S.N. Fedorov National medical research center, Tambov (Tambov, Russian Federation)

Abstract
Aim – to determine the nature of changes in the quality of life in social 
isolation and risk factors associated with it in elderly patients with visual 
impairment.
Material and methods. A clinical group was formed of 115 participants with 
visual impairment aged 60–74 years who were in conditions of social isolation 
for a month. In accordance with the Helsinki Declaration, social isolation was 
determined on the basis of a 15-point scale, and a questionnaire on quality of 
life was used to measure changes in the quality of life. Risk factors included 
socio-demographic, clinical categories and indicators of functional status.
Results. The results of linear mixed models with random intersections 
comparing quality of life indicators before (3.30) and after social isolation 
(1.78) were significant (p<0.001). During social isolation, 87% of participants 
with visual impairment experienced a decrease in quality of life (-2.39), while 
13% of participants had an increase in quality of life (0.58). The following risk 
factors were associated with social isolation: low income (38%, p<0.001), lack 

of higher education (29%, p=0.002), lung disease (25%, p=0.04), functional 
or sensory disorders, including difficulties with cooking (28%, p=0.004), 
difficulty in walking the distance of one block (26%, p=0.03), hearing 
impairment (23%, p=0.02) and visual impairment (24%, p=0.01). Gender 
(p=0.39), ongoing pain (p=0.75), difficulties with daily activities (p=0.09), 
urinary incontinence (p=0.82), diabetes mellitus (p=0.87) and cognitive 
impairment (p=0.06) were insignificant.
Conclusion. The period of social isolation led to a very significant decrease 
in the overall quality of life in the sample of elderly people with visual 
impairment. The leading risk factors for social exclusion were low income 
and lack of higher education.
Keywords: social isolation, visual impairment, elderly, quality of life, risk 
factors.
Conflict of interest: nothing to disclose.
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 ВВЕДЕНИЕ

В большинстве исследований негативных последствий 
социальной изоляции анализируются группы населе-

ния, испытывающие хроническую социальную изоляцию 
(более 4 недель), которая часто сочетается с другими со-
бытиями, меняющими жизнь. Обстоятельства, при которых 
люди вынуждены терпеть временные периоды социальной 
изоляции, могут быть связаны с госпитализацией, стихий-
ными бедствиями, вспышками инфекционных заболева-
ний и т.д. Такие периоды, называемые ситуационной со-
циальной изоляцией, включают относительное уменьшение 
взаимодействия между людьми, размера социальной сети, 
частоты контактов с другими людьми, участия в социальной 
деятельности и/или глубины социальных отношений [1].

Важность социальных связей, количества, качества и 
преимуществ человеческих взаимоотношений стала ос-
новным направлением исследований социальных детер-
минант здоровья, а социальная изоляция, представляющая 
как объективный, так и субъективный опыт социальной 
разобщенности, рассматривается в научной литературе 
как ключевой фактор, влияющий на здоровье человека [2]. 
Для физического и психического здоровья и долголетия 
пожилых людей исключение социальной изоляции осо-
бенно важно. Те люди, которые живут в изоляции, могут 
испытывать объективные трудности с доступом к источ-
никам эмоциональной и финансовой поддержки, а также 
к помощи лиц, осуществляющих уход, для облегчения 
физического или психологического дискомфорта [3].

Хотя негативные последствия социальной изоляции 
проявляются у людей всех возрастов [4], многочислен-
ные исследования показывают, что у пожилых людей они 
особенно выражены [1, 4, 5]. Негативное влияние социаль-
ной изоляции на качество жизни может быть опосредовано 
физическим здоровьем [6], а также эмоциональным бла-
гополучием [6, 7]. Кроме того, есть доказательства того, 
что негативные последствия социальной изоляции могут 
модулироваться социально-экономическим статусом, при 
этом лица с низким социально-экономическим статусом 
испытывают более серьезные неблагоприятные послед-
ствия [7]. Негативное влияние социальной изоляции на 
пожилых людей изучено достаточно основательно, но при 
этом о потенциальных последствиях социальной изоля-
ции и ее влиянии на качество жизни пожилых людей с 
нарушением зрения известно мало [8–10], равно как и о 
потенциальных факторах риска, которые модулируют эти 
эффекты.

 ЦЕЛЬ
Определение характера изменения качества жизни при 

социальной изоляции и факторов риска, связанных с ней, 
у пожилых пациентов с нарушением зрения.

 МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Для достижения целей исследования была сформиро-

вана клиническая группа из 115 (69 женщин, 46 мужчин) 
участников 60–74 лет с нарушением зрения, в течение ме-
сяца находящихся в условиях социальной изоляции.

Критериями включения являлись пожилой возраст, со-
циальная изоляция, нарушение зрения, способность по-
нимать письменную и устную речь, наличие письменного 
информированного согласия на участие в исследовании.

Критериями невключения были возраст младше 60 лет 
или старше 74 лет, отсутствие синдрома социальной изо-
ляции и нарушения зрения.

Критериями исключения служили отказ от участия на 
любом этапе исследования, изменение места жительства, 
смерть пациента.

Социальная изоляция была определена на основе 
15-балльной шкалы, измеряющей контакты в семье, взаи-
модействие в социальных сетях и вовлеченность сообще-
ства. Опросник качества жизни QOLI использовался для 
измерения изменений в общем воспринимаемом качестве 
жизни, а также изменений в четырех факторах качества 
жизни: достижениях, самовыражении, взаимоотношениях и 
окружении, выявленных в более ранних исследованиях [11].

Социально-демографические факторы включали воз-
раст, пол, образование и низкий уровень дохода. Кли-
нические факторы включали хронические заболевания, 
о которых сообщали сами испытуемые (диабет, болезни 
сердца, легких, рак, гипертония и инсульт), случаи боли 
и недавние госпитализации. Показатели функционального 
состояния включали нарушения зрения, слуха, недержание 

Citation
Agarkov N.M., Popova N.V. Changes in quality of life during social  
isolation in elderly patients with visual impairment.  
Science and Innovations in Medicine. 2024;9(4):268-271.
DOI: https://doi.org/10.35693/SIM635050                                 

Information about authors
Nikolai M. Agarkov – PhD, Professor of the Department  
of Biomedical Engineering.
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-4821-3692
E-mail: vitalaxen@mail.ru

Natalya V. Popova – ophthalmologist Laser surgery department.
ORCID: https://orcid.org/0000-0003-0202-7795
E-mail: mntk@mntk-tambov.ru

Corresponding author
Nikolai M. Agarkov
Address: 94, 50 let Oktyabrya st., Kursk, Russia, 305040.
E-mail: vitalaxen@mail.ru

Received: 09.08.2023
Received: 22.10.2024
Published: 26.11.2024     

Рисунок 1. Величины факторов качества жизни до 
(фиолетовый) и после (голубой) периода социальной изоляции 
у пожилых пациентов с нарушением зрения (баллы). 1 – 
фактор достижений, 2 – фактор самовыражения, 3 – фактор 
взаимоотношений, 4 – фактор окружения, 5 – общий балл 
качества жизни. По оси абсцисс представлены анализируемые 
группы, по оси ординат – величины факторов по опроснику 
качества жизни QOLI.
Figure 1. The values of quality of life factors before (purple) and 
after (blue) the period of social isolation in elderly patients with visual 
impairment (points). 1 – achievement factor, 2 – self-expression 
factor, 3 – relationship factor, 4 – environment factor, 5 – overall 
quality of life score. The analyzed groups are represented along the 
abscissa axis, and the ordinate axis is the magnitude of the factors 
according to the QOLI quality of life questionnaire.
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мочи, когнитивные нарушения, трудности с выполнением 
шести повседневных действий (купание, одевание, пере-
мещение, туалет, прием пищи, ходьба по комнате), труд-
ности с выполнением пяти инструментальных действий 
повседневной жизни (использование телефона, управ-
ление финансами, прием лекарств, покупка продуктов и 
приготовление горячих блюд), а также трудности с про-
хождением одного квартала.

Полученные результаты представлялись в виде сред-
неарифметических величин и экстенсивных показателей. 
Логистическая регрессия использовалась для определения 
скорректированной распространенности показателей по 
представляющим интерес подгруппам. Для оценки досто-
верности различий использовался критерий χ2, а различие 
принималось существенным при р<0,05.

Исследование проводилось в соответствии с Хельсинк-
ской декларацией. Все испытуемые дали письменное ин-
формированное согласие на участие в исследовании.

 РЕЗУЛЬТАТЫ
Результаты логистических регрессионных моделей со 

случайными пересечениями, сравнивающих показатели ка-
чества жизни пожилых пациентов с нарушением зрения до 
(3,30) и после социальной изоляции (1,78), были значимыми 
(p<0,001), указывая на снижение воспринимаемого качества 
жизни по сравнению с тестированием до и после изоляции. 
Серия из четырех дополнительных линейных смешанных 
моделей подтвердила, что вызванные изоляцией изменения 
в самооценке качества жизни, рассчитанные отдельно для 
показателей достижений, самовыражения, взаимоотноше-
ний и окружения, были статистически значимыми даже 
после учета возраста, пола и социально-экономического 
статуса (рисунок 1). Во время социальной изоляции у 87% 
пациентов пожилого возраста с нарушением зрения наблю-
далось снижение качества жизни (-2,39), тогда как у 13% 
пациентов наблюдалось повышение качества жизни (0,58).

Были определены социально-демографические и кли-
нические факторы риска, достоверно связанные с социаль-
ной изоляцией у пожилых пациентов с нарушением зрения 
(таблица 1). С изоляцией были связаны низкий уровень 
доходов (38%, p<0,001), отсутствие высшего образования 

(29%, p=0,002), заболевание легких (25%, р=0,04), функцио-
нальные или сенсорные нарушения, включающие трудно-
сти с приготовлением пищи (28%, p=0,004), трудности с 
прохождением одного квартала (26%, р=0,03), нарушение 
слуха (23%, р=0,02) и нарушение зрения (24%, p=0,01).

Несколько факторов не были связаны с изоляцией, 
включая пол (р=0,39), текущую боль (р=0,75), трудности 
с повседневными действиями (p=0,09), недержание мочи 
(р=0,82), сахарный диабет (p=0,87) и когнитивные нару-
шения (р=0,06).

 ОБСУЖДЕНИЕ
В многочисленных лонгитюдных исследованиях было 

обнаружено, что социальная изоляция увеличивает риск 
развития ишемической болезни сердца и инсульта незави-
симо от традиционных факторов риска сердечно-сосуди-
стых заболеваний [10, 12, 13]. Метаанализ показал, что эти 
риски увеличены почти на треть [12]. Низкая социальная 
связь также была связана с более высоким использованием 
медицинских услуг и худшими прогнозами для пациентов с 
сердечными заболеваниями. Низкая социальная поддержка 
была связана с повышением частоты повторной госпитали-
зации и смертности после инфаркта миокарда [14].

Согласно исследованиям, проводившимся более 40 лет, 
социальная изоляция была связана со значительно повы-
шенным риском преждевременной смертности от всех 
причин. Избыточная смертность, обусловленная риском 
социальной изоляции, соперничает с воздействием физи-
ческих факторов риска, таких как ожирение и курение [15]. 
J. Holt-Lunstad и соавт. (2010) [16] провели комплексный 
метаанализ 148 проспективных исследований, в которых 
измерялись как социальная изоляция, так и комбиниро-
ванный, многогранный показатель социальной связи. 
Комплексные показатели структурных компонентов со-
циальных связей, которые включали семейное положе-
ние, размер сети и участие в социальной сети, оказали 
наиболее сильное влияние по сравнению с одномерными 
показателями. За средний период наблюдения в 7,5 года у 
участников без прочных социальных связей вероятность 
смертности была на 50% выше [16].

Эти результаты согласуются с более ранними научными 
работами, показывающими, что хроническая социальная 
изоляция оказывает негативное воздействие на здоровье 
[5], а полученные в ходе исследования результаты допол-
няют эти выводы, демонстрируя, что даже относительно 
короткие периоды социальной изоляции могут иметь зна-
чительные последствия для пожилых людей. Недавние пе-
рекрестные исследования пандемии COVID-19 по всему 
миру показали, что это негативно повлияло на качество 
жизни и психическое здоровье [17], однако проведенное 
исследование уникально тем, что одна и та же группа 
участников была протестирована до, а затем сразу после 
месяца социальной изоляции. Это позволяет более обо-
снованно утверждать о взаимосвязи между обязательной 
социальной изоляцией и изменениями в воспринимаемом 
качестве жизни. В целом полученные данные указывают 
на то, что этот острый период социальной изоляции был 
связан со значительным снижением воспринимаемого ка-
чества жизни у большинства пожилых людей, включенных 
в выборку.

Фактор риска Значение, % p

Низкий уровень доходов
Да 77,3

<0,001
Нет 22,7

Отсутствие высшего 
образования

Да 60,9
=0,002

Нет 39,1

Трудности  
с приготовлением пищи

Да 56,8
=0,004

Нет 43,2

Трудности с прохождением 
одного квартала

Да 59,8
=0,03

Нет 40,2

Нарушение слуха
Да 62,1

=0,02
Нет 37,9

Нарушение зрения
Да 58,3

=0,01
Нет 41,7

Заболевание легких
Да 63,2

=0,04
Нет 36,8

Таблица 1. Распространенность социальной изоляции у 
пожилых пациентов с нарушением зрения
Table 1. Prevalence of social isolation in elderly patients with visual 
impairment
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 ВЫВОДЫ
Полученные результаты показывают, что период соци-

альной изоляции привел к весьма значительному сниже-
нию общего качества жизни в выборке пожилых людей 
с нарушением зрения. Этот эффект был повсеместным 
в том смысле, что все субфакторы шкалы качества жиз-
ни, по-видимому, были затронуты в одинаковой степени: 

пациенты сообщили о значительно более низком качестве 
жизни в областях, связанных с достижениями, самовы-
ражением, отношениями и их окружением. Ведущими 
факторами риска социальной изоляции у пожилых паци-
ентов с нарушением зрения оказались низкий уровень до-
ходов (77,3%, p<0,001) и отсутствие высшего образования 
(60,9%, p=0,002).  
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Клинико-иммунологическая характеристика COVID-19 
у пациентов в динамике заболевания

Я.А. Сафронова, М.А. Чаркина, А.С. Паньков
Оренбургский государственный медицинский университет (Оренбург, Российская Федерация)

Аннотация
Цель – изучить клинико-иммунологические показатели реконвалесцен-
тов COVID-19 через один и три месяца после перенесенного заболевания 
с определением предикторов развития изменений в легких.
Материал и методы. Объектом исследования были 35 пациентов в воз-
расте от 22 до 75 лет в динамике заболевания COVID-19, разделенные 
на две группы в соответствии с выявленными клинико-иммунологиче-
скими нарушениями. У всех обследованных были определены маркеры 
клеточного (CD-3, CD-4, CD-8, CD-19) и гуморального иммунитетов, 
цитокины (IL-6,8, TGF-β, TNF-α), ЦИК. Статистическая обработка по-
лученных результатов была проведена с использованием компьютерной 
программы Statistica 10.0.
Результаты. Было установлено, что у всех обследуемых сохраняются 
клинико-иммунологические изменения в течение всего периода наблюде-
ния, что свидетельствует о продолжающемся заболевании. При этом вы-
явлены существенные отличия выраженности изменений у лиц с учетом 
возраста и наличия хронической соматической патологии, выражающи-
еся в первую очередь в нарушении параметров Т-системы иммунитета. 

У пациентов с развитием постковидных изменений в легких выявлены 
характерные иммунологические особенности с учетом возраста.
Выводы. Нарушение выявленных показателей иммунной системы мо-
жет свидетельствовать о персистенции вируса, а значит, о пролонгации  
специфического воспалительного ответа с риском обширного поврежде-
ния ткани. В течение трех месяцев после выздоровления в обеих груп-
пах сохранялась тенденция к формированию гуморального иммунитета. 
Гуморальный иммунитет сформировался к концу первого месяца после 
перенесенного заболевания в обеих группах и сохранился в течение всего 
периода наблюдения. В группе риска развития пневмофиброза в исходе 
новой коронавирусной инфекции наиболее оптимальным является соче-
тание IL-8 и TGF-β, несмотря на достоверное уменьшение их в динамике 
по сравнению с острым периодом.
Ключевые слова: клеточный иммунитет, гуморальный иммунитет, ре-
конвалесценты COVID-19, катамнез.
Конфликт интересов: не заявлен.

Clinical and immunological characteristics of COVID-19  
in patients with disease dynamics
Yana A. Safronova, Mariya A. Charkina, Aleksandr S. Pankov

Orenburg State Medical University (Orenburg, Russian Federation)

Abstract
Aim – to study the clinical and immunological indicators of COVID-19 
convalescents 1 and 3 months after the disease in dynamics with the 
determination of predictors of the development of changes in the lungs.
Material and methods. The object of the study was 35 patients aged 22 to 75 
years in the dynamics of COVID-19 disease, divided into two groups according 
to the identified clinical and immunological disorders. Markers of cellular (CD-
3, CD-4, CD-8, CD-19) and humoral immunity, cytokines (IL-6,8, TGF-β, 
TNF-α), CEC were determined in all examined patients. Statistical processing 
of the obtained results was carried out using the Statistica 10.0 software suite.
Results. It was found that all the subjects retained clinical and immunological 
changes during the entire follow-up period, which indicates an ongoing 
disease. At the same time, significant differences in the severity of changes 
in individuals were revealed, taking into account age and the presence of 
chronic somatic pathology, expressed primarily in violation of the parameters 
of the T-system of immunity. In patients with the development of post-Covid 

changes in the lungs, characteristic immunological features were revealed, 
taking into account age. 
Conclusions. A violation of the identified indicators of the immune system 
may indicate the persistence of the virus, which means a prolongation of a 
specific inflammatory response with the risk of extensive tissue damage. The 
tendency towards the formation of humoral immunity persists in both groups 
within three months after recovery. Humoral immunity was formed by the 
end of 1 month after the disease in both groups and continued to persist 
throughout the entire follow-up period. In the risk group for the development 
of pneumofibrosis in the outcome of a new coronavirus infection, the 
combination of IL-8 and TGF-β is the most optimal, despite their significant 
decrease in dynamics compared with the acute period. 
Keywords: cellular immunity, humoral immunity, convalescents of 
COVID-19, catamnesis.
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 INTRODUCTION

Despite the fact that in May 2023, WHO declared the end 
of the COVID-19 pandemic, data on the persistence 

of symptoms in convalescents that significantly reduce the 
quality of life, continue to emerge. The main complaints 
are fatigue, shortness of breath, muscle weakness, impaired 
concentration, impaired sense of smell, and lack of sleep [1]. 
The high prevalence of respiratory failure in the outcome of 
the new coronavirus infection, the need for artificial ventilation 
in patients with severe disease contribute to the development 
of remote pulmonary complications, primarily pulmonary 
fibrosis [2]. The pathogenesis of COVID-19 is based on 
pathoimmunological mechanisms with a damaging effect on 
organs and tissues.

The diversity of clinical manifestations of the course of 
infection in the follow-up determines the interest in studying 
clinical and immunological changes in dynamics in COVID-19 
convalescents of different age. The pathogenesis of multiple 
organ damage in COVID-19 is diverse and is associated, firstly, 
with the direct cytopathic effect of the virus on tropic cells, 
secondly, with the damaging effect of cytokines, and thirdly, 
with a violation of the hemostasis system due to damage to the 
endothelium with the development of thrombosis.

The issue of the development of remote changes in a 
past infection, as well as proinflammatory mechanisms of 
prolongation of changes in the lungs, has interested scientists 
for quite some time. The aspects of formation of pulmonary 
fibrosis as a result of viral infections have been studied most 
thoroughly using MERS-CoV, SARS-CoV influenza as an 
example [3, 4, 2, 5–7]. Thus, in the influenza caused by the 
H1N1 virus, the development of fibrosis is of a multi-factor 
nature: aggressive fibroblastic activity that occurs in response 
to massive damage to lung tissue and hypoxia, high level of 
TNF-α correlating with the duration of hypoxia, and the role 
of TGF-β, independent from other factors, in the stimulation of 
fibroblast proliferation and subsequent growth of connecting 
tissue [3, 8, 9].

Based on the data from a retrospective analysis of foreign 
colleagues, Russian scientists identified the pathogenetic 
mechanisms of the lung fibrosis induced by SARS-CoV-2 
[1–3]. Important roles were identified in the tumor necrosis 
factor α, transforming factor β, interleukin-6, which is 
confirmed by the increase of the said factors in the COVID-19 
patients’ serum. The literature describes cases of detection of 
fibrogenesis biomarkers in bronchoalveolar lavage (BAL) 
24 hours after the development of ARDS [1, 2]. Data on 
the assessment of biomarkers in blood serum in comparison 

with radiological data in dynamics in convalescents are not 
provided.

The importance and clinical significance of immunological 
aspects of development of lifelong complications of the disease 
in the form of fibrosis have been studied for years [2, 3]. 
Understanding the mechanisms involved in the development 
of long-term sequelae of SARS-CoV-2 infection necessitates 
monitoring patients beyond the acute stage of SARS-CoV-2 
infection.

 AIM
To study the clinical and immunological parameters 

of COVID-19 convalescents one month and three months 
after the disease with the identification of predictors of the 
development of changes in the lungs.

 MATERIAL AND METHODS
The study was performed in the scientific research center 

of the Orenburg State Medical University (OSMU). Inclusion 
criteria: positive PCR result from the nasopharynx for the 
presence of SARS-CoV-2, bilateral viral pneumonia according 
to the results of computed tomography of the chest organs. All 
patients signed informed voluntary consent for the processing 
of personal data and medical intervention upon hospitalization.

Thirty-five (35) convalescents aged 22 to 75 years were 
examined in the dynamics of the COVID-19 disease (one and 
three months after recovery). During the examination, patients 
were divided into two groups in accordance with the identified 
clinical and immunological disorders. The first group included 
young and adult individuals (n=20); the second, elderly and 
senior individuals (n=15). As the control, the standard values 
of immunological indicators developed in the OSMU problem 
laboratory for studying the mechanisms of natural immunity 
were used.

In all of the examined individuals, markers of cellular 
immunity were identified (CD-3, CD-4, CD-8, CD-19) by 
immunofluorescence using monoclonal antibodies from 
“Sorbent” (Moscow); phagocytic index and phagocytic index 
in relation to St. aureus, metabolic activity of segmented 
neutrophils in spontaneous and induced reaction with 
nitroblue tetrazolium dye (NBT test); levels of A, M, G 
immunoglobulins in the immunodiffusion reaction, as well 
as content of circulating immune complexes (CIC) in a 
precipitation reaction with polyethyleneglycol, cytokines IL-6, 
IL-8, TGF-β, TNF-α by enzyme immunoassay (EIA) using test 
systems from “Vector Best”. To identify a possible relationship 
between qualitative characteristics, the Pearson coefficient 
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was determined; between quantitative and qualitative 
characteristics, the methods of group and one-factor variance 
analysis with the determination of the F-test, the Kruskal-
Wallis test was used. Methods of multivariate statistics were 
used, namely descriptive statistics. Statistical processing of the 
obtained results was carried out using Statistica 10.0 software 
suite.

 RESULTS 
The results obtained are shown in Tables 1–3. The average 

age of the patients in the first group was 53.7±13.5 years; 
the patients were predominantly male, 60% (15 patients). In 
the second group, the average age was 76.2±13.8 years; the 
patients were also predominantly male, 63.2% (12 patients). 
The predominance of males in the study group is associated 
with gender-specific features of the epidemiology of acute 
viral infections [10–12].

The analysis of the comorbid background revealed that 
young and adult patients had cardiovascular diseases (CVDs) 
most frequently (Fig. 1). Senior and old individuals had 
conditions of mixed nosology (diabetes mellitus, obesity, 
CVDs, diseases of the respiratory system). The most 
statistically significant (p<0.05) were the cardiovascular 
diseases in both age groups, as well as diabetes mellitus in 
senior and old age.

Among the patients with severe forms of the disease, senior 
and old patients were 58% (7 patients) from the total number of 
examined individuals (Fig. 2). The comorbid background, and 
the duration of the disease before hospitalization had statistical 
significance on the progression of the disease severity, which 
conforms with the data from the literature [10, 11, 13].

Characteristic Total 
sample

Young and 
adult age 

(n=20)

Senior and old 
age (n=15)   

Age 52,4±17,6 53,7±13,5 76,2±13,8

Sex
Male 23 (65,7%) 13 (65%) 10 (66,7%)

Female 12 (34,3%) 7 (35%) 5 (33%)

CVD 5 (14%) 4 (20%) 1 (6,7%)

Respiratory system 3 (8,5%) 1 (2%) 2 (13,3%)

Diabetes mellitus 4 (11,4%) 2 (10%) 2 (13,3%)

Obesity 4 (11,4%) 2 (10%) 2 (13,3%)

Multiple sclerosis 2 (5,7%) 2 (10%) 0

Mixed nosology 10 (28,5%) 2 (10%) 8 (53%)

Severe degree of   COVID-19 12 (34,3%) 5 (25%) 7 (46,7%)

Disease duration before 
hospitalization, M±SD 6,3±1,7 7,8±2,2 8,5±2,15

Duration of hospitalization, 
M±SD 13,56±3,44 12,47±4,03 23,71±11,2

Table 1. General characteristics of the studied groups of patients
Таблица 1. Общая характеристика исследуемых групп 
пациентов
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Figure 1. Characteristics of the sample, taking into account the 
comorbid background.
Рисунок 1. Характеристика выборки с учетом коморбидного 
фона.

Immune status 
values in 

convalescents

After one month 
Ме [Q25; Q75] 

After three months 
Ме [Q25; Q75]

Group 1
(n=25)

Group 2 
(n=19)

Group 1 
(n=25)

Group 2 
(n=19)

Leukocytes, 109/л 4,1 7,9 7,1 5,6

Lymphocytes
% 25,6

 [24,25; 27,25]
10,4 

[9,1; 14,3]
35,4

[27; 41]
24,1

[19,8; 29,7]

109/л 1,09 
[1,25; 1,37] 

0,81 
[0,61; 1,45]

2,4
[1,96; 3,034]

1,97
[1,86; 2,091]

CD-3
% 52 

[46,25; 57,25] 
44 

[39; 54]
56

[50; 60]
47

[46;51] 

109/л 0,46 
[0,62;0,72] 

0,511 
[0,166; 0,751]

1,344
[0,98; 1,608]

0,943
[0,82; 0,95]

CD-4
% 36 

[35; 37,5]
30 

[26; 41] 
48

[42; 53]
33,6

[30;41] 

109/л 0,37 
[0,19; 0,49]

0,23 
[0,16; 0,41] 

1,152
[0,769; 1,305]

0,219
[0,12; 0,68] 

CD-8
% 25 

[18; 30] 32 [25; 34] 30
[23;31]

21,6
[20,2; 26,3]

109/л 0,297 
[0,18;0,67]

0,29 
[0,19; 0,47]

0,72
[0,52; 0,758] 

0,386
[0,23;0,51] 

CD-19
% 14 

[10; 17]
15 

[12; 21]
16

[12; 23]
21,4

[20;24] 

109/л 0,129 
[0,13; 0,19]

0,15 
[0,11; 0,21]

0,379
[0,359; 0,48]

0,414
[0,37; 0,49]

PC, % 49,5 
[33,5; 66,75]

33 
[28,7; 42,9]

39
[33; 50]

38,2
[35; 41] 

PI, conv. Units 5,65 
[4,525; 6,4]

3,8 
[3,5; 3,9]

3,9
[3,7; 4,2]

4,34
[3,9; 4,4]

Spontaneous NBT, % 3,62 
[3; 4,35] 

1,2 
[0,7; 2,3]

1,0
[0,7; 1,3]

2,72
[1; 4,3] 

Stimulated NBT, % 27,8
[15; 46,28] 

44,2 
[37,8; 45,4]

35,7
[34,7; 43,7]

35,14
[25,7; 47,3]

CIC, U 144 
[154;169,5] 

178 
[67; 393]

113
[96; 227]

233,2
[175;193] 

IgA, g/l 2,4 
[2,13; 3,125]

2,53 
[2,15; 3,03] 

2,84
[2,23; 4,46]

3,51
[2,57;4,22]

IgM, g/l 0,8 
[0,6; 1,05] 

1,31 
[1,13; 1,31]

1,31
[1,31; 1,76]

0,84
[0,6;1,2] 

IgG, g/l 10,2 
[6,8; 13,34] 

10,56 
[8,94; 10,68]

11,52
[6,91; 13,81]

10
[6,79; 13,81]

IgM specific 
to SARS-CoV-2

0,95 
[1; 1,3] 

4,71
 [3,15; 10,73]

3,86
[1,77; 4,42]

1,64
[1,2; 1,97]

IgG specific 
to SARS-CoV-2

18,9
 [15,6; 20]

16,9 
[14,92; 18,67]

15,90
[11,92; 20,17]

16,65
[15; 17]

Note: values in bold are credibly (p<0.05) different from normative values.

Table 2. Indicators of immune status in COVID-19 convalescents in 
the catamnesis
Таблица 2. Показатели иммунного статуса у 
реконвалесцентов COVID-19 в катамнезе

After 1 month After 3 months
Norm

Group 1 Group 2 Group 1 Group 2

IL-6 8,6 53,16 3,3 33,72 Не > 10 пг/мл

IL-8 7,3 8,34 13,4 11,49 Не > 10 пг/мл

TNF-α 5,1 4,36 3,7 6,1 Не > 6 пг/мл

TGF-β 6,43 18,72 22,3 11,88 Не >38 нг/мл

Table 3. Assessment of cytokines in the blood of COVID-19 
convalescents in dynamics
Таблица 3. Оценка цитокинов в крови у реконвалесцентов 
COVID-19 в динамике



 www.innoscience.ru 275

S c i e n c e  &  I n n o v a t i o n s  i n  M e d i c i n e  Vo l . 9 ( 4 ) / 2 0 2 4 Infectious diseases Инфекционные болезни 

The values in bold have a credible difference from normative 
values (p<0.05). These include values of T-cellular immunity 
CD-3, CD-4, cytotoxic lymphocytes CD-8, phagocytic value, 
phagocytic index, IgА, amount of CIC, nitro-blue tetrazolium 
reduction test.

In both groups, absolute and relative lymphopenia was 
identified (CD-3, CD-4) one month after recovery. In the 
patients of the second group, the changes in CD-3 and CD-4 
persisted for three subsequent months.

The evaluation of the CD-8 level revealed minor differences 
in both groups one month after the recovery. Three months 
after the recovery, there was a tendency towards decreasing of 
the CD-8 level as compared to the control values in the older 
patient group.

In patients of both groups, the IgА level had boundary 
values one month after the recovery, while the distribution of 
IgM and IgG was normal. In older patients, an increase of the 
IgA was identified three months after the recovery with normal 
values of IgМ and IgG. The amount of specific IgM and IgG 
against SARS-CoV-2 in both groups was sufficient throughout 
the entire follow-up period.

The level of CIC was elevated in both groups one month 
after the recovery and in the follow-up.

Minor differences were seen in the assessment of phagocyte 
values in both groups; they were observed to decrease with 
the phagocyte index remaining stable, and the results of the 
spontaneous NBT test were lower one month after the discharge. 
In the second group of patients, the changes persisted.

The analysis of the cytokines revealed various changes 
(Fig. 3, 4). In the first group, the changes only appeared three 
months after the recovery (increase of the IL-8). In the patients 
of the second group, the increase of the IL-6 was seen one 
month past the infection despite the implementation of targeted 
therapy. In three months, an increase of the IL-8 and TGF-β 
was observed (Fig. 5).

 DISCUSSION
Our study established that clinical and immunological 

changes persist throughout the entire duration of the disease 
in all examined individuals; this indicates that the disease 
was in progress. The revealed significant differences in the 
degree of changes in clinical and immunological parameters 
in individuals, taking into account age and the presence of 
chronic somatic pathology, are expressed primarily in the 
violation of the parameters of the T-system of immunity. These 
circumstances are novel and require discussion [14, 15]. An 
important problem is the assessment of risks of development of 
a severe course of the disease, as well as influence of various 
factors and development of adverse outcomes [16, 2, 17]. The 
fact that the convalescents still demonstrated symptoms of 
COVID-19 for more than 21 days confirms importance of 
studying the changes in the immunity after the disease [12, 
16, 18, 19].

According to literature data, the leading role in the 
formation of immunity is assigned to CD4+ T-cells due 
to the neutralization of antibodies and the emigration of 
lymphocytes into the lung tissue [20, 4]. The functional 
lowering of the level of cytotoxic CD8+ lymphocytes 
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Figure 2. Characteristics of the sample, taking into account the 
degrees of severity.
Рисунок 2. Характеристика выборки с учетом степеней 
тяжести.

Figure 3. Cytokine changes after 1 month in convalescents.
Рисунок 3. Изменение цитокинов через 1 месяц у 
реконвалесцентов.

Figure 4. Cytokine changes after 3 months in convalescents.
Рисунок 4. Изменение цитокинов через 3 месяца у 
реконвалесцентов.

Figure 5. Change in cytokine TGF-β after 1, 3 months in 
convalescents, ng/ml.
Рисунок 5. Изменение цитокина TGF-β через 1, 3 месяца у 
реконвалесцентов, нг/мл.
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correlates with the progression of the disease, and vice versa 
[5, 7]. Disruption in several components of the immune 
system may indicate the persistent nature of the virus, and, 
respectively, the persistence of the specific inflammatory 
response and severe tissue injury.

Our research also correlates the abnormal quantities of 
CD-3 and CD-4 cells in patients with the development of 
severe forms of the disease regardless of the initial moderate 
progression. The time required for the normal levels of the 
immunity depends on the age. Additionally, the quantitative 
change in the cytotoxic CD-8 lymphocytes in the patients of 
Group 2 three months after the disease creates the conditions 
for exacerbation of chronic infections, risk of development 
of other acute infections, but still is not sufficient for the 
development of autoimmune reactions. It is necessary to study 
the immune parameters in the follow-up in order to understand 
of mechanisms of deferred changes in the convalescents’ 
organism [12, 16, 19].

As a rule, humoral and cellular immunity should be formed 
in patients who have had a new coronavirus infection, but 
the response of antibodies and specific CD8+ T-lymphocytes 
develops independently of each other and is determined by 
genetic factors [21, 19]. Within three months after the disease, 
the examined groups retained the capability for a specific 
humoral response with respect to the normal levels of cytotoxic 
lymphocytes [14, 5].

The elevated amounts of CIC in both groups in the follow-
up may be related to exacerbation of chronic diseases and 
advances a high risk of development of auto-allergic reactions 
[11, 20, 4].

A relevant intra-vital outcome of COVID-19 that 
affects the patient's quality of life is the development of 
pneumofibrosis [13, 17, 22]. The literature describes at 
least two mechanisms of development of pneumofibrosis 
under the new coronavirus infection. Firstly, the capability 
of SARS-CoV-2 to induce  the decrease of ACE-2 clearance 
in the lungs resulting in a disruption of TGF-β and CTGF 
regulation [3, 5, 15]. Secondly, the direct cytopathic action 
of TNF-α on the capillary endothelium of alveolar wall, 
the proinflammatory action being supported by IL-6, IL-8, 

IL-18 [3, 10]. The damage of the basement membranes seen 
in the new coronavirus infection promotes a progressive 
growth of fibroblastic tissue. The prognostic significance 
of these factors remains poorly understood and relevant 
for understanding the risks of developing long-term 
consequences of the disease.

The identified changes of the cytokines (IL-6, IL-8, TNF-α, 
TGF-β) in convalescents of COVID-19 were analyzed with 
respect to development of post-COVID changes in the lungs 
using the method of CT of the lungs [10, 5]. The increase 
of the IL-8 and TGF-β, when compared to the X-ray pattern 
of the pneumofibrosis in the convalescents confirms the 
correlation of the indicators. The absence of pneumofibrosis 
on CT may indicate an existing high predisposition to the 
development of pneumofibrosis with characteristic blood 
changes in the presence of any trigger (viruses of influenza, 
SARS-CoV-2, and other ARDs) [3, 13, 17]. In a similar study, 
the characteristics of immunity of patients with co-infection 
of influenza and COVID-19 in the acute stage of the disease 
when assessing the cytokines, saw normal values of IL-6, IL-
8, TGF-β, TNF-α, which indicates a low risk of development 
of lung fibrosis [12].

 CONCLUSIONS
1. The persistence of clinical and immunological changes 

in the body of convalescents indicates the persistence of 
the SARS-CoV-2 virus, and an increase in the level of CIC 
indicates the prolongation of the damaging effect of the virus 
on the body of the recovered individual.

2. The pronounced disruptions caused decrease in the 
levels of CD-3, CD-4. Statistically significant changes were 
identified in the group of senior patients due to preservation 
of absolute and relative lymphopenia throughout the period 
of observation.

3. In the risk group of pneumofibrosis development, the 
most optimal is the combined increase in the levels of IL-8 
and TGF-β. The absence of pneumofibrosis on CT with an 
immunological pattern of the blood may indicate a high 
predisposition of this group of patients towards development 
of pneumofibrosis. 
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Особенности цитокинового профиля 
у больных новой коронавирусной инфекцией 

на фоне хронического гепатита С
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Аннотация
Цель –  оценить отдельные показатели цитокинового профиля у пациентов 
с новой коронавирусной инфекцией и хроническим гепатитом C в зави-
симости от степени тяжести COVID-19 и выраженности фиброза печени.
Материал и методы. Было проведено сравнительное исследование лабо-
раторных и инструментальных данных 147 пациентов с COVID-19 и ХГС, 
которые составили первую группу; вторая группа состояла из 81 пациента 
с COVID-19, а третья группа – из 94 пациентов с ХГС. Пациенты первой 
и второй групп были разделены на подгруппы с учетом степени тяжести 
COVID-19, а также по выраженности фиброза печени.
Результаты. Установлено, что у 73% пациентов с сочетанием COVID-19 
и ХГС в разгаре новой коронавирусной инфекции наблюдалось повы-

шение уровня ряда цитокинов относительно аналогичных показателей 
у пациентов с ХГС без COVID-19. Кроме того, значения некоторых 
цитокинов значимо отличались от показателей больных COVID-19 без 
учета степени тяжести заболевания. Также отмечено, что у пациентов с 
сочетанием COVID-19 и ХГС при тяжелом течении новой коронавирус-
ной инфекции значения некоторых цитокинов были на более высоком 
уровне, чем у больных только COVID-19. Кроме того, в группе больных с 
сочетанием COVID-19 и ХГС по мере прогрессирования фиброза печени 
отмечено повышение значений некоторых цитокинов.
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Characteristics of the cytokine profile in patients  
with a new coronavirus infection with chronic hepatitis C

Elizaveta I. Temnik, Dmitrii Yu. Konstantinov, Larisa L. Popova
Samara State Medical University (Samara, Russian Federation)

Abstract
Aim – to assess individual cytokine profile parameters in patients with new 
coronavirus infection combined with chronic hepatitis C (CHC), depending 
on the severity of COVID-19 and liver fibrosis.  
Material and methods. A comparative study involved 147 patients, whose 
laboratory and instrumental examination data was analyzed. The first group 
included patients with COVID-19 and CHC; the second group consisted of 
81 patients with COVID-19, and the third group included 94 patients with 
CHC. The patients in the first and second groups were divided into subgroups 
based on the severity of COVID-19, as well as the degree of liver fibrosis.
Results. It was established that in 73% of patients with a concurrent COVID-19 
infection and CHC, the levels of several cytokines during the height of 

COVID-19 disease were higher than in CHC patients without COVID-19. 

The values of certain cytokines significantly differed from those of patients 

with COVID-19, regardless of the severity of the disease. It was also noted 

that in CHC patients with severe COVID-19 progression, the levels of certain 

cytokines were higher than in patients with COVID-19 alone. In the group 

of patients with concurrent COVID-19 and CHC, an increase in the values of 

certain cytokines was observed as liver fibrosis progressed.

Keywords: COVID-19, chronic hepatitis C, cytokines.
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 ВВЕДЕНИЕ

В настоящее время сохраняется актуальность 
новой коронавирусной инфекции COVID-19 в 

связи с повторными волнами повышенной заболе-
ваемости (на ноябрь 2023 года 10163,9 случая на 
100 тыс. в мире)1. Кроме того, несмотря на совре-
менные способы лечения, регистрируются тяжелые 
формы болезни, особенно в определенных группах 
пациентов [1–5]. Одной из таких особых групп яв-
ляются больные хроническим гепатитом С (ХГС). 
Широкая и повсеместная распространенность ХГС 
(71 млн в мире), тяжесть исходов (цирроз печени и 
гепатоцеллюлярная карцинома) и высокая леталь-
ность (более 400 тыс. в год) подтверждают актуаль-
ность изучения этой группы пациентов2.

Известно, что тяжесть течения COVID-19 
обусловлена возникновением дисрегуляции в 
системе цитокинов, развитием так называемого 
«цитокинового шторма»3. Люди, инфицированные 
вирусом гепатита С, – это особые пациенты, имеющие 
дисбаланс иммунореактивности, при этом нарушение 
цитокинового спектра ассоциировано со степенью вос-
паления и прогрессированием фиброза печени [6, 7]. Из-
учению содержания цитокинов у пациентов при сочета-
нии COVID-19 и ХГС посвящены единичные работы, и 
выводы их неоднозначны [8–11].

 ЦЕЛЬ
Изучение параметров цитокинового профиля у паци-

ентов с новой коронавирусной инфекцией в сочетании с 
хроническим гепатитом C в зависимости от степени тяже-
сти COVID-19 и степени выраженности фиброза печени.

 МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Проведено сравнительное исследование лабораторных 

и инструментальных данных пациентов трех групп (пер-
вая и вторая группы – основные, третья – контрольная). 
Первая группа – пациенты с COVID-19 и ХГС (n = 147). 
Вторая группа – пациенты только с COVID-19 (n = 81). 
Третья группа – пациенты с ХГС (n = 94). Пациенты пер-
вой и второй групп были разделены на две подгруппы в 
зависимости от степени тяжести COVID-19: подгруппа А – 
средняя степень тяжести, подгруппа Б – тяжелое течение. 
Также пациенты первой и третьей групп были разделены 
на три подгруппы в зависимости от степени выраженности 
фиброза печени: первая подгруппа (F1) – слабый фиброз, 
вторая подгруппа (F2) – умеренный фиброз, третья под-
группа (F3) – тяжелый фиброз. Общие характеристики 
пациентов представлены в таблице 1.

Критерии включения в исследование: минимальный 
возраст 18 лет, подтвержденный диагноз (качественная 
полимеразная цепная реакция с обратной транскрипцией 
[ОТ-кПЦР] на выявление РНК SARS-CoV-2 в образцах, 
полученных из назальных и назофарингеальных мазков) и 
обнаружение РНК ВГС в крови методом ПЦР на гепатит С. 

Степень тяжести новой коронавирусной инфекции опре-
делялась согласно действующим методическим рекомен-
дациям. Диагноз ХГС выставлялся согласно клиническим 
рекомендациям Минздрава РФ. Для оценки фиброза печени 
использовали аппарат FibroScan FS 502 Touch ECHOSENS 

Признак
Группы сравнения

Р1 группа (n = 147) 2 группа (n = 81) 3 группа 
(n = 94)(А1) (Б1) (А2) (Б2)

П
ол

Мужчины, 
абс. (%)

31 
(53,45)

27 
(46,55)

18 
(58,06)

13 
(41,94) 49

0,995
Женщины, 
абс. (%)

48 
(53,93)

41 
(46,07)

29 
(58,00)

21
(42,00) 45

Возраст (годы) 57,0 
(45,0; 63,0)

61,0 
(50,0; 66,0)

56,55 
(38,0; 62,0)

р1-2 0,088 
р1-3 0,076 
р2-3 0,096

ИМТ 25,97
 (24,13–28,39)

27,06 
(24,21–32,98)

20,54 
(17,87–25,37) 0,029

F1, % 43 (29,25%) - 32 (34,04%)

0,731F2, % 58 (39,46%) - 34 (36,17%)

F3, % 46 (31,29%) - 28 (29,79%)

ПЦР РНК HCV, 
Ме/мл

4530000
(38000; 6720000) - 5100000

(37500; 7100000) 0,985

Примечания: А1 – COVID-19 + ХГС среднетяжелая, Б1 – COVID-19 + ХГС тяжелая;  
А2 – COVID-19 среднетяжелая; Б2 – COVID-19 тяжелая; статистическая  
значимость различий (p): р1-2 – между первой и второй группами, р1-3 – между  
первой и третьей группами, р2-3 – между второй и третьей группами.

Таблица 1. Характеристика больных различных групп
Table 1. Characteristics of patients in the study groups

Признак
Группы сравнения

Р1 группа 
(n = 147)

2 группа 
(n = 81)

3 группа 
(n = 94)

Лейкоциты, 
10^9/л

5,62 
(4,26; 7,24) 6,5 (5,0; 8,5) 6,30 

(5,22; 7,76)

р1-2=0,016 
р1-3=0,008 
р2-3=0,762

Лимфоциты, % 30,0 
(20,0; 37,2) 27,1 (12,9) 27,3 (5,2) р=0,193

Моноциты, % 7,0 (5,0; 9,0) 7,0 (5,0; 9,0) 8,0 (5,0; 9,0) р=0,808

Тромбоциты, 
10^9/л

255,0 
(195,0; 342,0)

321,1
(233,5; 370,5)

280,0 
(212,0; 
349,0)

р1-2=0,008 
р1-3=0,429 
р2-3=0,012

АЛТ, Е/л 82,12 
(48,00; 117,65)

35,50 
(27,44; 56,54)

50,3 
(30,8; 115,6)

р1-2=0,000 
р1-3=0,100 
р2-3=0,000

СРБ, мг/мл 140,6 
(97,8; 186,6)

98,6 
(48,9; 147,0) 4,0 (3,6; 4,2)

р1-2=0,000 
р1-3 =0,000 
р2-3=0,000

КФК, Е/л 638,4 
(470,0; 1115,0)

610,5 
(449,5; 833,8)

98,6 
(40,9; 125,6)

р1-2=0,994 
р1-3=0,000 
р2-3=0,000

Ферритин, 
нг/мл 1103,1 (402,3) 924,0 

(678,9; 1193,0)
140,6 

(68,8; 267,0)

р1-2=0,022 
р1-3=0,000 
р2-3=0,000

КТ1 (< 25% 
объема) 9 (6,12%) 4 (4,94%) -

р=0,013

КТ2 (25–50% 
объема) 131 (89,12%) 65 (80,25%) -

КТ3 (50–75% 
объема) 5 (3,40%) 12 (14,81%) -

КТ4 (75+% 
объема) 2 (1,36%) 0 (0%) -

Примечания. Статистическая значимость различий (p): р1-2 – между 
первой и второй группами, р1-3 – между первой и третьей группами, 
р2-3 – между второй и третьей группами.

Таблица 2. Характеристика результатов лабораторного и 
инструментального обследования пациентов различных групп
Table 2. The laboratory data and lung-CT results in the study groups
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(Франция). В образцах крови были исследованы показа-
тели гемограммы, проведен биохимический анализ. Кон-
центрация цитокинов измерялась методом твердофазного 
иммунофлюоресцентного анализа (ИФА) при помощи тест-
систем «Вектор-Бест». Математический анализ проводился 

с помощью критерия Манна – Уитни, коэффициента кор-
реляции Спирмена, а также был проведен однофакторный 
дисперсионный анализ ANOVA, при этом достоверными 
считали межгрупповые различия при p < 0,05. В таблицах 
результаты исследования представлены в виде медианы 
(Me) и межквартильного размаха (Q25-Q75). Для стати-
стического анализа использовали IBM.SPSS.Statistics.26.

 РЕЗУЛЬТАТЫ
Результаты статистического анализа данных общекли-

нического и инструментального обследования пациентов 
в группах наблюдения представлены в таблице 2.

Пациенты первой группы по сравнению со второй 
группой имели более низкие показатели лейкоцитов (р = 
0,008), тромбоцитов (р = 0,008) и более высокие АЛТ (p 
= 0,000), СРБ (p = 0,000). Показатели КФК и ферритина 
статистически значимо были повышены у пациентов пер-
вой и второй групп по сравнению с третьей группой (р = 
0,000 и р = 0,000).

Для оценки цитокинового профиля был проведен срав-
нительный анализ полученных данных у больных обсле-
дуемых групп. Данные представлены в таблице 3.

Во всех группах пациентов было выявлено изменение 
большинства параметров цитокинового спектра (ЦС) сы-
воротки крови. В первой группе уровень ИЛ1β (p = 0,000) 
был ниже, а значения ИЛ4 (p = 0,000), ИЛ6 (p = 0,000), 
ИЛ10 (p = 0,000) и ИФНγ (p = 0,000) выше по сравнению 
с третьей группой. У больных первой группы наблюдались 
более высокие показатели ИЛ2 (p = 0,000) и более низкие 
значения ИЛ6 (p = 0,000) по сравнению с пациентами вто-
рой группы.

Анализ параметров цитокинового спектра у пациентов 
из первой и второй групп представлен в таблице 4.

В подгруппе А1 уровень ИЛ1β (p = 0,000) был ниже, 
чем в подгруппе Б1. В подгруппе А2 наблюдались более 
высокие показатели ИЛ10 (p = 0,001), ИФН-γ (p = 0,000), 
чем в подгруппе Б2. Уровни ИЛ2 (p = 0,000) были выше, 
а ИЛ6 (p = 0,000) ниже в подгруппе А1, чем у больных 
подгруппы А2. Значения ИЛ2 (p = 0,000), ИЛ10 (p = 0,001) 
у больных подгруппы Б1 были выше, а ИЛ6 (p = 0,000) 
ниже, чем у пациентов подгруппы Б2.

Для определения особенностей циркуляции изучаемых 
цитокинов больные первой группы в подгруппах со средне-
тяжелой и тяжелой формой болезни были распределены 
в зависимости от стадии фиброза печени. Сравнительная 
характеристика отдельных показателей цитокинового 
спектра в подгруппе пациентов со среднетяжелой формой 
COVID-19 + ХГС представлена в таблице 5.

Наименьшие значения ИЛ1β (p = 0,001), ИЛ4 (p = 
0,001), ИЛ6 (p = 0,001), ФНО-α (p = 0,011) наблюдались у 
среднетяжелых больных COVID-19 + ХГС с минимальным 
фиброзом печени. Уровень ИЛ2 (p = 0,016) был выше у 
больных средней тяжести с F1 по сравнению с группой 
среднетяжелых пациентов F3.

Сравнительная характеристика отдельных показате-
лей цитокинового спектра у больных с тяжелой формой 
COVID-19 + ХГС в зависимости от стадии фиброза печени 
представлена в таблице 6.

Уровень ИЛ2 был выше у больных с F2 по сравне-
нию с группой пациентов F1 (p = 0,002) и F3 (p = 0,000). 

Показатели 
(норма)

Группа 1 
(n = 147)

Группа 2 
(n = 81)

Группа 3 
(n = 94) p

ИЛ1β 
(< 5,0 пг/мл)

8,59 
(8,15; 9,04)

8,71 
(8,30; 9,15)

5,69 
(4,47; 6,74)

p1-2=0,067 
p1-3=0,008 
p2-3=0,000

ИЛ2 
(< 5,0 пг/мл)

0,52 
(0,07; 0,94)

0,05 
(0,03; 0,08)

0,27 
(0,13; 0,29)

p1-2= 0,000 
p1-3=0,150 
p2-3=0,000

ИЛ4 
(2,0–6,0 пг/мл)

11,33 
(10,74; 12,09)

11,55
(0,79)

9,71 
(9,00; 18,72)

p1-2=0,179 
p1-3=0,000 
p2-3=0,000

ИЛ6 
(5,0–15,0 пг/мл)

13,93 
(11,84; 14,98) 15,97 (1,26) 9,36 

(4,98; 13,27)
p1-2=0,000 
p1-3=0,000 
p2-3=0,000

ИЛ10 
(< 31 пг/мл)

90,12 
(87,27; 94,37) 89,5 (5,7) 39,00 

(35,27; 56,98)
p1-2=0,271 
p1-3=0,000
p2-3=0,000

ИФН-γ 
(0–9,5 пг/мл)

11,96 
(10,94; 12,92)

11,73 
(10,84; 12,69)

5,82 
(2,05; 6,23)

p1-2=0,353 
p1-3=0,000 
p2-3=0,000

ФНОα 
(0–16,0 пг/мл)

24,40 
(22,26; 25,84)

23,64 
(22,13; 25,72)

24,87 
(22,17; 27,58) 0,183

Таблица 3. Отдельные показатели цитокинового спектра  
у больных различных групп
Table 3. The cytokine range in patients of the study groups

Показа-
тели

Значения показателей у больных по степени 
тяжести

p1 группа 2 группа

А1 
n = 79 

Б1 
n = 68

А2 
n = 47

Б2 
n = 34

ИЛ1β, 
пг/мл 

8,30 
(7,95; 
9,00)

8,72 
(8,47; 9,10)

8,69 
(8,26; 9,15)

8,92 
(8,33; 
9,27)

pА1-Б1=0,000 
pА1-A2=0,007 
pА2-Б2=0,230 
pБ1-Б2=0,921

ИЛ2, 
пг/мл

0,54 
(0,06; 
0,88)

0,51 
(0,07; 1,19)

0,06
 (0,03; 0,08)

0,04  
(0,03; 0,07)

pА1-Б1=0,151 
pА1-A2=0,000 
pА2-Б2=0,078 
pБ1-Б2= 0,000

ИЛ4, 
пг/мл

11,32 
(10,73; 
11,96)

11,42 
(10,82; 
12,36)

11,47 
(11,01; 
12,21)

11,52  
(0,94)

pА1-Б1=0,222 
pА1-A2=0,102 
pА2-Б2=0,893 
pБ1-Б2=0,793

ИЛ6, 
пг/мл

13,88 
(11,65; 
14,75)

14,03 
(11,94; 
15,02)

16,03
 (15,23; 
17,26)

15,80 
(1,29)

pА1-Б1=0,295 
pА1-A2=0,000 
pА2-Б2=0,313 
pБ1-Б2=0,000

ИЛ10, 
пг/мл

91,01 
(86,35; 
95,95)

89,12 
(87,35; 
92,62)

91,59 
(87,27; 
95,95)

86,90 
(5,91)

pА1-Б1=0,224 
pА1-A2=0,659 
pА2-Б2=0,001 
pБ1-Б2=0,001

ИФН-γ, 
пг/мл

12,20 
(11,31; 
13,00)

11,68 
(10,68; 
12,52)

12,35 
(11,36; 
12,92)

10,72 
(9,07; 
12,47)

pА1-Б1=0,014 
pА1-A2=0,983 
pА2-Б2=0,000 
pБ1-Б2=0,094

ФНОα, 
пг/мл

24,70 
(22,26; 
25,89)

24,25 
(22,24; 
25,81)

23,16 
(21,91; 
25,45)

24,98
(22,39; 
26,34)

pА1-Б1=0,852 
pА1-A2=0,154 
pА2-Б2=0,122 
pБ1-Б2=0,392

Примечания: А1– COVID-19 + ХГС средней степени тяжести; Б1 – 
COVID-19 + ХГС тяжелой степени тяжести; А2 – COVID-19 средней 
степени тяжести; Б2 – COVID-19 тяжелой степени тяжести; 
статистическая значимость различий (p): pА1-Б1 – между подгруппами 
со средним и тяжелым течением COVID-19 + ХГС, pА1-A2– между 
подгруппами COVID-19 + ХГС и COVID-19 при среднетяжелом течении, 
pА2-Б2 – между подгруппами со средним и тяжелым течением COVID-19, 
pБ1-Б2 – между подгруппами COVID-19 + ХГС и COVID-19 при тяжелом 
течении.

Таблица 4. Показатели цитокинового профиля у больных 
первой и второй групп в зависимости от степени тяжести 
заболевания (M±SD)
Table 4. Cytokine profile in patients with COVID-19+HCV and 
COVID-19, depending on the severity of the disease (M ± SD)
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Наименьшие значения ИЛ4 (p = 0,000) и ИФН-γ (p = 0,000) 
наблюдались у тяжелых больных COVID-19 + ХГС с мини-
мальным фиброзом печени. Наибольшие показатели ИЛ6 
(p = 0,000) наблюдались у тяжелых больных COVID-19 + 
ХГС с выраженным фиброзом печени.

 ОБСУЖДЕНИЕ
В проведенном нами исследовании проанализирован 

характер изменений цитокинового спектра у больных 
COVID-19 в сочетании с ХГС в период разгара новой коро-
навирусной инфекции в зависимости от степени тяжести 
COVID-19 и выраженности фиброза печени.

Мы выявили несколько ключевых особенностей. У 
больных первой и второй групп по сравнению с пациен-
тами третьей группы мы установили в разгаре заболевания 
повышение изучаемых показателей цитокинового спектра 
(ИЛ1β, ИЛ2, ИЛ4, ИЛ6, ИЛ10, ИФН-γ). При этом уровень 
отдельных цитокинов в первой группе больных был зна-
чимо выше (ИЛ2) или ниже (ИЛ6), чем у больных второй 
группы.

В исследовании F.J.F. León и соавт. (2022) также отме-
чают снижение средних значений ИЛ6 и ФНОα у больных 
COVID-19 + ХГС по сравнению с больными COVID-19 [8]. 
О возможной связи между нарушением баланса цитокинов 
и прогнозом более тяжелого течения COVID-19 у опреде-
ленных групп пациентов указано в работе J. Kim и соавт. 
(2021) [1]. Однако S. Bucurica и соавт. (2023), напротив, 
отмечают повышение уровня ИЛ6 и ИЛ17 у пациентов с 
сочетанной инфекцией COVID-19 и ХГС по сравнению с 
пациентами COVID-19 [10]. K. Shirley и соавт. (2022) вы-
сказывают гипотезу о взаимосвязи более тяжелого течения 
COVID-19 у больных с сочетанием ХГС при наличии по-
вышенного уровня провоспалительных цитокинов [11]. В 
ряде исследований высокие уровни ИЛ6 зафиксированы 
у больных с меньшим поражением легких при COVID-19 
[12]. Более низкая концентрация ИЛ6 у больных COVID-19 
+ ХГС по сравнению с больными COVID-19 может быть 
объяснена усилением действия противовоспалительных 
цитокинов (ИЛ4, ИЛ10), которые подавляют выработку 
моноцитами / макрофагами провоспалительных цитоки-
нов (ИЛ6) [13, 14]. 

Изменение содержания отдельных цитокинов зависело 
от степени тяжести COVID-19 и стадии фиброза печени. 
Мы установили повышение уровня ИЛ6 у тяжелых боль-
ных COVID-19 + ХГС по мере прогрессирования фиброза 
печени. Концентрация ИЛ6 в сыворотке крови больных 
ХГС отражает степень повреждения ткани печени. Ряд ис-
следователей отмечает соответствие повышенного уровня 
ИЛ6 в крови со степенью воспаления в печеночной тка-
ни. По данным Л.Л. Поповой и соавт. (2012), у больных 
ХГС установлено достоверное повышение в сыворотке 
крови уровня ФНОα, ИЛ-4 и ИФНγ, однако связи между 
исследованными цитокинами и индексом фиброза печени 
выявлено не было [15]. Исследование D. Baskic и соавт. 
(2019) показало, что по мере прогрессирования фиброза 
печени при ХГС наблюдалось снижение концентрации 
почти всех основных цитокинов, включая ИЛ1β, ФНОα, 
ИЛ2, ИЛ4, кроме ИЛ6 [16].

В проведенном исследовании при выраженным фи-
брозе печени у больных независимо от степени тяжести 
COVID-19 наблюдалось снижение концентрации ИЛ2 
и повышение концентрации ИЛ4. В литературе описа-
на способность ИЛ4 усиливать Th-2-опосредованный 
гуморальный иммунный ответ, синтез и секрецию IgG 
активированными В-лимфоцитами, подавлять освобож-
дение провоспалительных цитокинов (TNFα, IL-1, IL-8) 

Показатели 
(норма)

A1F1 
(n = 26)

A1F2 
(n = 31)

A1F3 
(n = 22) P

ИЛ1β 
(< 5,0 пг/мл)

6,92 
(5,92;7,95)

8,92 
(8,33;9,27)

8,87 
(8,22;9,22)

p1-2 =0,000 
p1-3=0,000 
p2-3=0,632

ИЛ2 
(< 5,0 пг/мл)

0,35 
(0,04;0,98)

0,04 
(0,03;0,07)

0,07 
(0,03;0,09)

p1-2 =0,272 
p1-3=0,016 
p2-3=0,000

ИЛ4
(2,0–6,0 пг/мл)

10,74 
(10,40;11,40)

11,56 
(10,84;12,38)

11,73 
(11,11;12,09)

p1-2 =0,000 
p1-3=0,000 
p2-3=0,732

ИЛ6 
(5,0–15,0 пг/мл)

11,03 
(10,41;12,72)

15,98 
(14,92;16,78)

15,58 
(14,47;16,50)

p1-2 =0,000 
p1-3=0,000 
p2-3=0,000

ИЛ10 
(< 31 пг/мл)

90,36 
(83,38;95,98)

87,87 
(82,30;91,46)

93,18 
(89,13;95,63) 0,345

ИФН-γ 
(0–9,5 пг/мл)

12,07 
(11,05;13,92)

10,72 
(9,07;12,47)

12,37 
(11,48;13,12) 0,880

ФНОα 
(0–16,0 пг/мл)

25,68 
(23,88;26,35)

24,98 
(22,39;26,34)

23,27 
(22,22;25,37)

p1-2 =0,024 
p1-3=0,011 
p2-3=0,671

Примечания: А1F1 – COVID-19 + ХГС средней степени тяжести, 
слабо выраженный фиброз F1; А1F2 – COVID-19 + ХГС средней 
степени тяжести, умеренный фиброз F2; А1F3 – COVID-19 + ХГС 
средней степени тяжести, выраженный фиброз F3; статистическая 
значимость различий (p): p1-2 – между подгруппами со слабо выраженным 
и умеренным фиброзом печени у пациентов со среднетяжелым 
течением COVID-19 + ХГС, p1-3 – между подгруппами со слабо 
выраженным и выраженным фиброзом печени у пациентов со 
среднетяжелым течением COVID-19 + ХГС, p2-3 – между подгруппами 
с умеренным и выраженным фиброзом печени у пациентов со 
среднетяжелым течением COVID-19 + ХГС.

Таблица 5. Сравнение показателей цитокинового спектра в 
подгруппе пациентов со среднетяжелым течением COVID-19 + 
ХГС с различной выраженностью фиброза печени
Table 5. Comparison of cytokine range in mild COVID-19 + HCV 
subgroup, based on the liver fibrosis

Показатели 
(норма)

Б1F1 
(n = 26)

Б1F2 
(n = 31)

Б1F3 
(n = 22) P

ИЛ1β 
(< 5,0 пг/мл)

8,72 
(8,48; 9,03)

8,73 
(8,48; 9,08)

8,72 
(8,30; 9,32) 0,872

ИЛ2 
(< 5,0 пг/мл)

1,24 
(0,81; 1,57) 

0,30 
(0,04; 0,89)

0,08 
(0,07; 0,09)

p1-2=0,002 
p1-3=0,088 
p2-3=0,000

ИЛ4 
(2,0–6,0 пг/мл)

10,64 
(10,44; 10,90)

11,92 
(11,26; 12,51)

11,94 
(11,16; 12,44)

p1-2=0,000 
p1-3=0,000 
p2-3=0,865

ИЛ6 
(5,0–15,0 пг/

мл)
13,80 

(11,74; 14,39)
12,71 

(11,08; 13,47)
15,37 

(14,89; 17,03)
p1-2=0,106 
p1-3=0,000 
p2-3=0,000

ИЛ10 
(< 31 пг/мл)

87,96 
(86,22;89,25)

90,32 
(87,56; 93,86)

90,40 
(87,55;94,53)

p1-2=0,017 
p1-3=0,019 
p2-3=0,843

ИФН-γ 
(0–9,5 пг/мл)

7,49 
(5,99;10,49)

12,35 
(11,66; 13,07)

11,86 
(11,31; 12,98)

p1-2=0,000 
p1-3=0,000 
p2-3=0,274

ФНОα 
(0–16,0 пг/мл)

24,25 
(22,34; 24,99)

24,40 
(22,85; 26,28)

23,61 
(21,99; 25,51) 0,585

Примечания: Б1F1 – COVID-19 + ХГС тяжелой степени тяжести, 
слабо выраженный фиброз F1; Б1F2 – COVID-19 + ХГС тяжелой 
степени тяжести, умеренный фиброз F2; Б1F3 – COVID-19 + ХГС 
тяжелой степени тяжести, выраженный фиброз F3; статистическая 
значимость различий (p): p1-2 – между подгруппами со слабо выраженным 
и умеренным фиброзом печени у пациентов с тяжелым течением 
COVID-19 + ХГС, p1-3 – между подгруппами со слабо выраженным и 
выраженным фиброзом печени у пациентов с тяжелым течением 
COVID-19 + ХГС, p2-3 – между подгруппами с умеренным и выраженным 
фиброзом печени у пациентов с тяжелым течением COVID-19 + ХГС.

Таблица 6. Сравнение показателей цитокинового спектра в 
подгруппе пациентов с тяжелым течением COVID-19 + ХГС с 
различной выраженностью фиброза печени
Table 6. Comparison of cytokine range indicators in severe 
COVID-19 + HCV subgroup, based on the liver fibrosis
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[17]. В некоторых исследованиях показано стимулиру-
ющее влияние ИЛ4 на пролиферацию цитотоксических 
Т-лимфоцитов и повышение его концентрации у больных 
COVID-19 + ХГС по мере прогрессирования фиброза пе-
чени.

Таким образом, в проведенном нами исследовании у 
больных COVID-19 в сочетании с ХГС в разгаре заболева-
ния новой коронавирусной инфекцией для отдельных по-
казателей цитокинового спектра (ИЛ1β, ИЛ2, ИЛ6 и ИЛ10) 
зарегистрировано статистически значимое изменение их 
содержания в зависимости от степени тяжести COVID-19 
и выраженности фиброза печени по сравнению с их уров-
нем при каждой инфекции в отдельности.

 ВЫВОДЫ
1. У 73% пациентов с сочетанием COVID-19 и ХГС 

в разгаре новой коронавирусной инфекции установлено 

повышение уровня ИЛ1β, ИЛ2, ИЛ4, ИЛ6, ИЛ10, ИФН-γ, 
ФНОα относительно аналогичных показателей у больных 
ХГС без COVID-19; при этом значения ИЛ2 и ИЛ6 зна-
чимо отличались от показателей больных COVID-19 вне 
зависимости от степени тяжести заболевания.

2. У больных с сочетанием COVID-19 и ХГС при тя-
желом течении новой коронавирусной инфекции значения 
цитокинов ИЛ2, ИЛ10, а при среднетяжелом течении – 
ИЛ1β регистрировались на более высоком уровне, чем у 
больных COVID-19.

3. В группе больных с сочетанием COVID-19 и ХГС по 
мере прогрессирования фиброза печени отмечено повыше-
ние значений: при среднетяжелом течении – ИЛ1β, ФНОα, 
при тяжелом течении – ИЛ2, ИЛ10, ИФН-γ и независимо 
от степени тяжести заболевания – ИЛ4 и ИЛ6.  
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Automatic segmentation of demyelination  
lesions in multiple sclerosis

Aleksandr V. Zakharov1, Igor V. Shirolapov1, Elena V. Khivintseva1, Mariya S. Sergeeva1,  
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Abstract
Aim – to evaluate the effectiveness of the YOLOv8 algorithm for automatic 
segmentation of demyelination lesions in various locations in patients with 
multiple sclerosis.
Material and methods. The study included 120 patients with a clinically 
confirmed diagnosis of multiple sclerosis who underwent contrast-enhanced 
MRI. The MRI data from patients with different types of disease progression 
were analyzed. T1-weighted, T2-weighted, and FLAIR sequences were used 
for the analysis. The YOLOv8 algorithm was adapted for medical imaging and 
trained on manually annotated MRI scans. Model performance was evaluated 
using precision, recall, and F1-Score metrics.
Results. The YOLOv8 model demonstrated high segmentation performance 
with a precision of 0.79, recall of 00.73, and F1-Score of 0.65. The model 
effectively identified demyelination lesions in various locations typical 

for multiple sclerosis. However, there remains a need to improve recall to 
minimize the missed lesions. Testing on independent data confirmed the 
stability of the results of the model.
Conclusion. The YOLOv8 algorithm shows significant potential for automatic 
segmentation of demyelination lesions in multiple sclerosis patients. This 
method could be successfully implemented in clinical practice, enabling 
faster diagnosis and improved monitoring of disease progression. Further 
optimization of the model, through data augmentation techniques and hybrid 
architectures, may enhance both segmentation accuracy and recall.
Keywords: magnetic resonance imaging, multiple sclerosis, segmentation, 
deep learning.
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Аннотация
Цель – оценить эффективность использования алгоритма YOLOv8 для 
автоматической сегментации очагов демиелинизации различной лока-
лизации у пациентов с рассеянным склерозом.
Материал и методы. В исследование включены 120 пациентов с кли-
нически достоверным диагнозом «рассеянный склероз», которым была 
проведена МРТ с контрастированием. Были проанализированы МРТ 
пациентов с различным типом течения заболевания. Для анализа исполь-
зовались T1-, T2-взвешенные и FLAIR последовательности. Алгоритм 
YOLOv8 был адаптирован для медицинских данных и обучен на раз-
меченных вручную МРТ-снимках. Оценка производительности модели 
проводилась с использованием метрик точности (Precision), полноты 
(Recall) и F1-мера.
Результаты. Модель YOLOv8 показала высокие результаты сегмента-
ции: точность – 0,79, полнота – 0,73, F1 мера – 0,61. Модель эффектив-

но идентифицировала очаги демиелинизации различной локализации, 
типичной для рассеянного склероза. Остается необходимость в повы-
шении полноты для минимизации пропуска поражений. Тестирование 
на независимых данных подтвердило стабильность результатов модели.
Выводы. Алгоритм YOLOv8 демонстрирует высокий потенциал для 
автоматической сегментации очагов демиелинизации у пациентов с рас-
сеянным склерозом. Данная методика может быть успешно внедрена в 
клиническую практику, что позволит ускорить диагностику и улучшить 
контроль за прогрессированием заболевания. Для дальнейшего повы-
шения точности и полноты сегментации возможна оптимизация модели 
через использование методов усиления данных и гибридных архитектур.
Ключевые слова: магнитно-резонансная томография, рассеянный скле-
роз, сегментация, глубокое обучение.
Конфликт интересов: не заявлен.
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 INTRODUCTION

Multiple Sclerosis, or MS, is a neuroinflammatory 
disease of the central nervous system (CNS) causing 

demyelination and neural damage. The disease brings about 
frequent disability among young people (aged 18-40) [1]. 
The progression of disability in the MS patients significantly 
affects social, economic and social well-being. The annual 
economic burden of MS in the USA is 85 Billion US Dollars. 
Similar data was obtained in the European Union, where 
average annual expenditure varies from 22,800 Euro (mild 
degree of the disease) to 57,500 Euro (severe degree of 
the disease) in terms of purchasing power parity, the direct 
medical expenses making up to 68% of the total expenditure 
[2]. Timely diagnostics is an important factor in decreasing 
the disability caused by the disease by early prescription of 
disease-modifying therapy (DMT) [3].

The diagnosis of MS is based on the 2017 McDonald 
diagnostic criteria [4], which provide increased diagnostic 
accuracy for this disease based on clinical, imaging and 
immunological indicators. The main thesis of these criteria 
is the detection of dissemination of clinical or instrumental 
signs in space and/or time [4].

Dissemination in space is characterized by the emergence 
of foci of demyelination in the following anatomic regions 
of the CNS: periventricular region of the brain, cortical or 
juxtacortical region of the brain, infratentorial region of the 

brain or the spinal cord, which indicates multifocal damage. 
Dissemination in space may be manifested by one or several 
T2-hyperintensive foci characteristic of the MS, at least in 
two of the four regions of the CNS [5]. Dissemination in 
time describes the development or appearance of new foci 
of demyelination in the CNS over time. 

A key tool for diagnosing and monitoring patients with MS 
and a major component of the continually updated diagnostic 
criteria for MS is MRI [6]. 

The process of identification and segmentation of 
lesions in MS is usually performed manually by skilled 
neuroradiologists; it is a labor-intensive task prone to error 
[6]. Therefore, a necessity exists to develop automated tools 
to facilitate the procedure.

At present, work on automation of segmentation of 
demyelination foci using machine-learning algorithms 
has yielded results that are impressive enough to begin 
implementing them into routine clinical practice [7, 8]. 

Many other automated methods have been developed 
for damage detection and segmentation. Methods such as 
‘k-nearest neighbor’ [9, 10], Support Vector Machines (SVMs) 
[11, 13], Markov random fields [14, 15], ‘random forest’ [16, 
17] or special algorithms based on intensity [18-21]. The 
category of deep high-level neural networks prevailed, that 
were most frequently represented by convolutional neural 
networks (CNN) in the form of U-nets [22]. A modification 
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of this network was proposed, the nnU-Net [23], a method 
that automatically sets up pre-processing stages, architecture, 
training and post-processing for improved adaptation to the 
properties of the data set and available equipment.

Thus, in the majority of present studies, the automatic 
segmentation of the MRI data uses deep learning algorithms 
with the U-net architecture [24] in its 2D and 3D modifications 
[25]. 

Despite the continuously accumulating MRI data, it 
has not yet been possible to effectively solve the task of 
obtaining quality and stable metrics of segmentation 
algorithm performance for them to be used in clinical 
practice. Therefore, individual groups of researchers continue 
looking for the optimal architectures of neural networks, 
pre-processing of MRI data, synthetic data [26], and use of 
several architectures or approaches for their training [27, 28]. 

Identification and segmentation of the new foci of MS 
remain highly challenging tasks. At present, automatic 
methods may be more sensitive for the identification of 
new lesions but yield more false positives when compared 
to manual segmentation by radiologists experienced in 
evaluating the MS patients’ MRI data [8].

 AIM
Use the new deep learning algorithm YOLOv8 to 

identify demyelination foci in the subcortical, infratentorial, 
periventricular and juxtacortical localizations, and to 
calculate the volume of the same.

 MATERIAL AND METHODS
The study was approved by the Ethics Committee of the 

Federal State Budgetary Educational Institution of Higher 
Education “Samara State Medical University” of the Ministry 
of Health of the Russian Federation (Protocol No. 52 dated 
12.12.2023). 

The study included 120 patients with active stable 
progression of the MS diagnosed in compliance with 2017 
McDonald diagnostic criteria [4]. The average age of patients 
was 35.7±10.2 years, and the gender distribution was even. 
The disease activity was established based on the availability 
of one exacerbation within the past year or two exacerbations 
within the past two years in patients with relapsing-remitting 
MS and secondary progressive MS with exacerbations. In 
patients with primary progressive course of the disease, its 
activity was established by the progress of the disease within 
the past year. In patients with the stable course of the disease, 
there were no exacerbations or worsening of the disease 
during the specified period of time [4]. In patients with the 
active course of the disease, there was observed an increase 
of neurological deficiency by at least 2 points in one of the 
functional scales (e.g., visual, brainstem, pyramidal, sensory, 
coordination) or by at least 1 point in two functional systems. 
Progression of disability could also be seen on the EDSS 
scale (Expanded Disability Status Scale) [29]: increase by at 
least 1 point if the initial EDSS score was below 4.0 points, 
or increase by at least 0.5 points if the initial EDSS score was 
4.0 and above [30]. In patients with a progressive course, 
an increase in neurological deficit by 1 point on the EDSS 
scale was observed [4]. Neurological examination and EDSS 
[31] assessment were performed by a certified neurologist 

with more than 10 years of experience in treating patients 
with multiple sclerosis. The neurological status of patients 
according to the EDSS scale is presented in Table 1.

In 18 patients, an active course of relapsing-remitting MS 
was observed, in 68 patients, no activity was observed over 
the past two years, 30 patients had a secondary-progressive 
course with exacerbations, and the remaining 4 patients had 
a primary-progressive course of the disease.

The study was conducted using a magnetic resonance 
imaging (MRI) scanner with a magnetic field strength of 
1.5 T. To improve visualization of active demyelination 
foci, a gadolinium-based contrast agent was administered 
intravenously.

The MRI protocol for the evaluation of the demyelination 
foci included the following sequences: T1-weighted 
images (T1WI) were taken before and after administering 
of the contrast to identify the active foci and evaluate 
the accumulation of the contrast; T2-weighted images 
(T2WI) were used to identify the chronic and new foci of 
demyelination due to high sensitivity to changes in the tissue 
structure; FLAIR (Fluid Attenuated Inversion Recovery) 
was used to attenuate the signal from the fluid and better 
identification of hyper-intensive foci in the white substance, 
specifically in the vicinity of the cerebral ventricles; DWI 
(Diffusion Weighted Imaging) was used to evaluate water 
diffusion in the tissues and to differentiate the active foci 
from the chronic ones; PD-weighted images (Proton Density) 
were used for an additional characterization of demyelinated 
zones and their differentiation from the normal tissue.

 RESULTS AND DISCUSSION
YOLOv8 neural network was used to segment MRI 

images in patients with MS. YOLOv8 (You Only Look 
Once, version 8) is the latest iteration of the YOLO family 
of models designed for real-time object detection and 
segmentation tasks. This architecture is characterized by high 
processing speed and prediction accuracy, which makes it 
suitable for medical image analysis, where not only accuracy 
is important, but also the efficiency of processing large 
volumes of data when detecting several classes of objects 
simultaneously. In our study, foci of demyelination were 
subcortical, juxtacortical, periventricular and infratentorial 
localizations.

This study uses the YOLOv8 architecture with 
modifications intended for improvement of performance on 
medical data. The model was initially trained on a large set 
of images (ImageNet) with further training on a specialized 
dataset consisting of MS patients’ marked-up MRI scans. 
The images included several MRI sequences (T1-weighted, 
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score 0-3 (1) 1-4 (2) 0-4 (2) 0-3 (1) 0-3 (1) 0-2 (1) 1,0-7,0 (3,0)

Note: average values (min.-max.).

Table 1. EDSS scores of patients with MS
Таблица 1. Показатели баллов по шкале EDSS пациентов с РС
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T2-weighted, FLAIR), which ensured a better representation 
of lesion morphology.

The architecture of the model includes the following 
blocks:

1. Backbone: this block uses a modified version of CSPNet 
(Cross Stage Partial Network) to extract signs from various 
levels of abstraction. CSPNet divides the data flow into two 

parts: one part goes through a sequence of convolutions, 
whereas the other is sent to later stages. This alleviated the 
calculation burden and improve the model convergence [32].

2. Neck: this block joins the signs from various levels 
using the FPN (Feature Pyramid Network) and the PAN (Path 
Aggregation Network). FPN assists joining the signs with 
low and high resolution, and PAN improves transmission of 
information across the network, which is critical for precise 
segmentation.

3. Head: the output layer includes adaptive Anchor Boxes 
and convolution layers that predict classes of objects, their 
location and segmentation masks. In this modification of 
YOLOv8 for the purposes of medical segmentation, the 
block of deep convolution layer was also used to improve 
sensitivity to minor details of lesions [33].

To train the model, images sized 512×512 pixels were 
used. The training was performed using stochastic gradient 
descent with a momentum of 0.9 and an initial learning rate 
of 0.001. The dataset was divided into training and testing 
samples in a 90/30 ratio. Following the segmentation of 
demyelination foci by the radiologist, images were obtained 
(Fig. 1) on the basis of which ‘masks’ were formed to train 
the YOLOv8 algorithm. 

The block diagram of the complete algorithm for creating 
a training sample, including all stages of primary preparation, 
their standardization based on the features of differences in 
the matrix of the image itself, is presented in Figure 2.

Figure 1. A – MRI T2 mode with a focus of demyelination.  
B – “mask” of demyelination foci obtained as a result of 
segmentation by a radiologist.
Рисунок 1. А – МРТ Т2 режим с очага демиелинизации.  
В – «маска» очагов демиелинизации, полученная в результате 
сегментации врачом-радиологом.

Start

Input of path to DICOM files

Creation of NIFTI files from contrast 
values (create_nifti_from_contrast_volumes)

Output of path lists to NIFTI 
and raw data files 

(survey_list, raw_data_list)

For each element from 
the lists (survey_list, 

raw_data_list)

Get NIFTI metadata
 (get_nifti_meta)

Create markups of demyelination areas 
(create_demyelination_areas_markups)

Create YOLO data 
(create_yolo_data)

Convert masks to polygons 
(mask_to_polygons)

End

Figure 2. Flowchart of the algorithm for creating a training sample.
Рисунок 2. Блок-схема алгоритма создания обучающей 
выборки.

Figure 3. Metrics characterizing the quality of the model obtained 
on the test sample. A – function of the F1 graph from the Confidence 
argument; B – graph of the function Accuracy versus the argument 
Confidence; C – graph function Confidence from the argument 
Recall; D – graph function Precision by argument Recall.
Рисунок 3. Метрики, характеризующие качество модели, 
полученной на тестовой выборке. А – график функции F1 
от аргумента Confidence; B – график функции Precision от 
аргумента Confidence; C – график функции Confidence от 
аргумента Recall; D – график функции от аргумента Recall.

А B

C D

А В

Periventricular

Juxtacortical

Subcortical

Infratentorial

All localizations
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To evaluate quality of segmentation, Intersection over 
Union (IoU) and Dice Score metrics were used. 

The model was trained using the data from 30 examinations, 
each having 86 scans on average (total of 2580 scans). 

The resulting model is well capable of recognizing 
demyelination areas on MRI scans with high accuracy and 
confidence. However, it can be improved to minimize omission 
of positives. The metrics of the resulting model are shown in 
Fig. 3.

The summary of metrics characterizing the quality of the 
resulting model by separate types of demyelination foci is 
shown in Table 2.

One of the main indicators of quality of the model’s 
performance is the confusion matrix shown in Fig. 4. The 
classifier works with four classes, each matching a certain 
type of demyelination foci and the class uniting all types 
of demyelination foci. The model’s prediction are the rows 
and the truth is the columns. Using the test data, the model 
predicted 258 areas of which 210 were true, the remaining 48 
being false-positives.

The confusion matrix helps to visualize and understand 
which classes the model identifies correctly, and which ones 
cause difficulties. This is critical for further optimization of 
the model and improvement of its performance.

It is safe to say, therefore, that the evaluation of ‘precision’, 
‘recall’, ‘F1-Score’ and ‘confidence’ metrics allows a detailed 
analysis of quality of the model’s performance and its 
capability of identifying areas of interest on medical images. 
Their improvement is necessary to obtain a more stable model 
to allow using the results of its work in clinical or research 
practice. These metrics provide a comprehensive evaluation of 
the model and help in further improvement of its parameters 
and algorithms, which is critical for the development of an 
effective clinical decision support system for the diagnosis 
and treatment of MS.

 CONCLUSION
The implementation of the YOLOv8 deep learning 

algorithm for the automated segmentation of demyelination 
foci in patients with multiple sclerosis demonstrated high 
precision and efficiency, which confirms the potential of this 
approach for clinical practice. Despite the results achieved, the 
model can be improved in several areas.

Firstly, the values of segmentation completeness (Recall) 
are still lower than needed, which indicates the possibility 
of omission of individual foci of demyelination. To improve 
segmentation completeness, it is possible to look into the 

usage of hybrid architectures that combine YOLOv8 with 
other models, e.g. U-Net or nnU-Net that have demonstrated 
their efficiency in medical segmentation. A combination 
of advantages of different architectures may improve the 
model’s capability of identifying even the smallest and hard-
to-discern foci. Another prospective line of work could be the 
implementation of model ensemble when the results provided 
by several algorithms are joined to improve the overall 
precision and completeness.

Secondly, one of the ways of further optimization could be 
the use of data augmentation and synthetic image generation 
methods. Deep learning models often depend on the volume 
and diversity of data, and the increase of the data set by 
generating new MRI scans, especially for complicated or hard-
to-reach cases, could improve the precision of segmentation 
and lower the probability of false positive results. The use 
of generative adversarial networks (GANs) to create such 
synthetic data could become an effective approach.

The model can further benefit from using the domain 
adaptation methods. This approach enables the algorithms 
rained on one data set to perform efficiently on other sets of 
data different in quality or scanning methods. In real clinical 
practice, different MRI machines with different technical 
parameters are used, which can affect the scan quality. The 
adaptation of the model to different sets of data, possibly 
by means of transfer learning, could improve the model’s 
versatility and performance reliability.

Possible directions for further application of the model 
include its integration into complex medical decision-making 
support systems. Automatic segmentation of demyelination 
foci can be used not only for diagnosis, but also for monitoring 
disease progression and assessing the effectiveness of therapy. 
Regular use of MRI with automatic segmentation could assist 
doctors in following up on the patients’ condition, timely 
identification of new lesions and evaluation of changes in the 

 Localization of 
demyelination foci Precision Recall F1-Score Confidence

Periventricular (1) 0,82 0,76 0,59 0,85

Juxtacortical (2) 0,80 0,71 0,52 0,82

Subcortical (3) 0,78 0,70 0,79 0,80

Infratentorial (4) 0,76 0,68 0,58 0,78

All types of foci 0,79 0,73 0,61 0,81

Table 2. Metrics of the resulting model regarding the classification of 
individual demyelination lesions
Таблица 2. Показатели метрик полученной модели 
относительно классификации отдельных очагов 
демиелинизации

0 1 2 3 4

0
1

2
3

4

Figure 4. Confusion Matrix (0 – all types of demyelination lesions; 
1 – periventricular; 2 – juxtacortical; 3 – subcortical;  
4 – infratentorial).
Рисунок 4. Матрица ошибок модели (0 – все типы очагов 
демиелинизации; 1 – перивентрикулярные;  
2 – юкстакортикальные; 3 – субкортикальные;  
4 – инфратенториальные).
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existing ones. This will allow for faster adjustment of therapy 
and prevention of complications.

Another promising direction is the use of the model for 
training specialists. Automated segmentation algorithms can 
serve as the basis for educational systems allowing young 
doctors and radiologists learn by using real medical data and 
comparing their results with those yielded by the algorithm. 

This may assist improvement of professional training and 
lowering the human factor in diagnostics.

Thus, the implementation and further optimization of 
automated segmentation models, e.g. YOLOv8, may contribute 
significantly to the quality of multiple sclerosis diagnostics, 
speed up the data processing and alleviate the burden on the 
medical professionals. 
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Роль однонуклеотидных вариантов генов фолатного 
цикла матери с эпилепсией в формировании 

врожденных пороков развития плода
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Аннотация
Цель – изучить частоту носительства однонуклеотидных вариантов 
(ОНВ) rs1801133 и rs1801131 гена MTHFR; rs1801394 гена MTRR, 
rs1805087 гена MTR и rs1051266 гена SLC19A1 у женщин с эпилепсией и 
оценить их ассоциации с врожденными пороками развития (ВПР) плода.
Материал и методы. В исследование была включена 61 больная эпи-
лепсией, имеющая в анамнезе одну и более беременность с известным 
исходом по наличию ВПР у ребенка. Пациентки были разделены на две 
группы: у 20 были зарегистрированы различные ВПР плода (основная 
группа), у 41 пациентки рожденные дети не имели ВПР (группа сравне-
ния). ДНК была выделена из крови, генотипирование пяти ОНВ в четы-
рех генах было проведено методом полимеразной цепной реакции. Были 
определены частоты генотипов и аллелей у матерей основной группы 
и группы сравнения, различия были оценены с помощью критерия хи-
квадрат Пирсона (χ2) и точного критерия Фишера.
Результаты. Статистически значимые различия отсутствовали в частотах 
генотипов и аллелей для всех проанализированных ОНВ между основной 

группой и группой сравнения (р > 0,05). Не было выявлено статистически 
значимых различий в частотах генотипов и аллелей ОНВ исследованных 
генов у матерей детей с ВПР (n = 14) и без ВПР (n = 22), принимающих 
вальпроевую кислоту (р > 0,05). Выявлена статистически значимая вза-
имосвязь между носительством определенной гаплогруппы матери и 
формированием ВПР плода.
Выводы. Исследования носительства отдельных ОНВ генов фолатно-
го цикла в настоящее время не могут быть использованы в качестве 
достоверного прогностического инструмента ВПР плода у женщин с 
эпилепсией. Возникновение ВПР у ребенка является мультифакториаль-
ным явлением, в котором генетические факторы с небольшим размером 
эффекта могут играть роль только в случае определенных неблагопри-
ятных комбинаций.
Ключевые слова: гены фолатного цикла, однонуклеотидный вариант, 
эпилепсия, беременность, врожденный порок развития.
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The role of single nucleotide variants of folate 
cycle genes of a mother with epilepsy in the occurrence 

of congenital malformations of the fetus
Аlbina V. Yakunina1, Anna A. Usoltseva2, Vladimir A. Kalinin1, Irina E. Poverennova1, Yuliya V. Myakisheva1

1Samara State Medical University (Samara, Russian Federation)
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Abstract
Aim – to study the frequency of single-nucleotide variants (SNV) rs1801133 
and rs1801131 of the MTHFR gene; rs1801394 of the MTRR gene, rs1805087 
of the MTR gene and rs1051266 of the SLC19A1 gene in women with epilepsy 
and to evaluate their associations with major congenital malformations (MCM) 
of the fetus.

Material and methods. The study included 61 women with epilepsy who 
have children: 20 had different fetal MCM (main group), 41 patients had 
children born without MCM (comparison group). DNA was extracted from 
blood, and the genotyping of five SNVs into four genes was analyzed by 
polymerase chain reaction. The frequencies of genotypes and alleles in 
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the mothers of the main and the comparison group were determined, the 
differences were assessed using Pearson's chi-squared criterion (χ2) and 
Fisher's exact criterion.
Results. There were no statistically significant differences in the frequencies 
of genotypes and alleles for all analyzed SNVs between the main group and 
the comparison group. There were no statistically significant differences in 
the frequencies of genotypes and alleles of SNV of the studied genes of the 
folate cycle in mothers of children with malformations (n = 14) and without 
malformations (n = 22), taking valproic acid. A statistically significant 

relationship was revealed between the carrier of a certain haplogroup of the 

mother and the formation of fetal MCM.

Conclusion. The MCM in a child is a multifactorial phenomenon in which 

genetic factors with a small effect size can play a significant role only in the 

case of certain unfavorable combinations.

Keywords: folate cycle genes, single nucleotide variant, epilepsy, pregnancy, 

congenital malformation.
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 ВВЕДЕНИЕ

Проблема возникновения врожденных пороков разви-
тия (ВПР) у детей женщин с эпилепсией изучается с 

начала 60-х годов ХХ века [1, 2]. Установлено, что уро-
вень тератогенеза у женщин с эпилепсией, не получающих 
лечение противоэпилептическими препаратами (ПЭП), 
не превышает общепопуляционных значений в 3,5–5,0% 
[3], в то же время терапия ПЭП повышает риск пороков 
развития у плода в 2–3 раза [3, 4]. Факторами риска воз-
никновения ВПР считается политерапия, прием опреде-
ленных ПЭП, в первую очередь вальпроевой кислоты и 
топирамата, высокая суточная доза ПЭП [5–7].

Механизмы тератогенного влияния ПЭП до сих пор не 
известны. Предполагается эмбриотоксическое действие 
эпоксид-метаболитов ПЭП, которые опосредованно мо-
гут негативно влиять на синтез РНК и ДНК. В качестве 
тератогенного механизма рассматривается также феталь-
ный оксидативный стресс [8]. Одним из наиболее важных 
факторов формирования ВПР в настоящее время принято 
считать нарушение фолатного цикла с дефицитом фолатов 
и гипергомоцистинемией [5, 9, 10]. Фолатный цикл – это 
цепь ферментативных взаимопревращений производных 
фолиевой кислоты (витамин B9), который затрагивает базо-
вые пути метаболизма клетки. Продукты фолатного цикла 
используются для таких клеточных процессов, как восста-
новление метионина, синтез пуриновых и пиримидиновых 
нуклеотидов, метилирование ДНК [9].

В фолатном цикле участвует более десятка ферментов, 
основные из которых – MTHFR (метилентетрагидрофола-
тредуктаза), MTR (метионин-синтаза), MTRR (метионин-
синтаза-редуктаза, а также белок – переносчик фолатов в 
клетку SLC19A1. Для генов, кодирующих данные белки, 
описаны значимые однонуклеотидные варианты (ОНВ), 
которые приводят к изменению их активности [11]. Дефи-
цит MTHFR приводит к снижению метилирования ДНК, 
что вызывает активацию генов, участвующих в росте 
и дифференцировке клеток. В случае снижения актив-
ности этого фермента у женщин фертильного возраста 

усиливается влияние тератогенных и мутагенных фак-
торов внешней среды на плод, включая ксенобиотики, к 
которым относятся ПЭП [12]. Описаны ОНВ гена MTHFR 
c.677 С>Т (rs1801133) и с.1298 A>C (rs1801133), связан-
ные с ферментативным дефицитом и развитием  гипер-
гомоцистеинемии [13]. Процесс реметилирования гомо-
цистеина в метионин осуществляется ферментом MTR, 
восстановление которого из неактивного состояния про-
исходит под действием MTRR. Полиморфные варианты 
c.2756 (rs1805087) MTR и c.66 (rs1801394) MTRR приводят 
к снижению активности восстановления метионина из го-
моцистеина, что усиливается при дефиците витамина В12 
[14]. На внутриклеточную концентрацию фолиевой кисло-
ты влияет ОНВ c.80 (rs 1051266) SLC19A1, гомозиготный 
генотип GG которого является фактором риска пороков 
невральной трубки [15].

Из-за решающей роли в пути метаболизма фолатов од-
нонуклеатидным вариантам C677T и A1298C в MTHFR, 
A2756G в MTR, A66G в MTRR и A80G в SLC19A1 уделяет-
ся наибольшее внимание в плане изучения риска развития 
пороков невральной трубки [11]. Между тем исследования 
ОНВ генов фолатного цикла в популяции женщин с эпи-
лепсией, в том числе на фоне приема ПЭП, немногочис-
ленны, а результаты неоднозначны. В связи с этим опре-
деление геномной архитектуры ВПР плода у женщин с 
эпилепсией является актуальной задачей.

 ЦЕЛЬ
Изучить частоту носительства ОНВ rs1801133 и 

rs1801131 гена MTHFR; rs1801394 гена MTRR, rs1805087 
гена MTR и rs1051266 гена SLC19A1 у женщин с эпилеп-
сией и оценить их ассоциации с ВПР плода.

 МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В исследование была включена 61 пациентка с эпилеп-

сией, имеющая в анамнезе одну и более беременность, не 
прервавшуюся в первом триместре, с известным исходом 
по наличию ВПР у ребенка. Пациентки были разделены 

https://doi.org/10.35693/SIM629862
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на две группы: у 20 пациенток были зарегистрированы 
различные ВПР плода (основная группа), у 41 пациентки 
рожденные дети не имели ВПР (группа сравнения). Груп-
пы были сопоставимы по возрасту пациенток и формам 
эпилепсии. В период беременности не получали ПЭП 
8/61 (13,1%) женщин, 37/61 (60,7%) женщин принимали 
один ПЭП, 16/61 (26,2%) получали политерапию. Лече-
ние вальпроевой кислотой в монотерапии получали 23/37 
(62,2%) пациентки, в политерапию вальпроевая кислота 
была включена у 13/16 (81,3%) пациенток. Таким образом, 
36/61 (59,0%) пациенток получали вальпроевую кислоту 
в период беременности, 25/61 (41,0%) пациенток полу-
чали либо иные ПЭП, либо не принимали ПЭП в период 
беременности. ВПР плода были зарегистрированы у 14/36 
(38,9%) пациенток, получавших лечение вальпроевой кис-
лотой в период беременности, и у 6/26 (24,0%) женщин, 
не получавших вальпроевой кислоты.

Забор крови в объеме 10 мл из локтевой вены паци-
ента производили в асептических условиях в вакуумные 
пробирки. Собранная кровь наносилась на бланки из 
фильтровального ватмана производства фирмы «Грин-
вен» (Россия). Выделение геномной ДНК осуществляли 
с использованием коммерческого набора «ДНК – экспресс 
кровь» производства НПФ «ЛИТЕХ». После проведения 
термического лизиса в твердотельном термостате «Тер-
мит» образец центрифугировался на ультраскоростной 
центрифуге Minispin (Эппендорф), и супернатант брался 
в работу. Путем проведения аллель-специфичной ампли-
фикации в амплификаторах «Терцик» (ДНК-технология) 
с последующим электорофорезом с бромистым этидием 
в 3% агарозном геле определялось носительство ОНВ 
rs1801133 и rs1801131 гена MTHFR; rs1805087 гена MTR; 
rs1801394 гена MTRR и rs1051266 гена SLC19A1.

Для обозначения вариантов генотипа ОНВ rs1801133 
(с.677 С>Т) гена MTHFR были приняты следующие обо-
значения: гомозиготный высокопродуцирующий – генотип 
СС (цитозин/цитозин), гетерозиготный генотип – СТ (ци-
тозин/тимин), гомозиготный генотип по низкопродуциру-
ющему аллелю – ТТ (тимин/тимин). Для обозначения вари-
антов генотипа ОНВ rs1801131 (с.1298 А>С) гена MTHFR 
были приняты следующие обозначения: гомозиготный 
высокопродуцирующий – генотип АА (аденин/аденин), 
гетерозиготный генотип – АС (аденин/цитозин), гомози-
готный генотип по низкопродуцирующему аллелю – СС 
(цитозин/цитозин). Для обозначения вариантов генотипа 
ОНВ rs1805087 (с.2756 А>G) гена MTR были приняты 
следующие обозначения: гомозиготный высокопродуци-
рующий – генотип АА (аденин/аденин), гетерозиготный 
генотип – АG (аденин/гуанин), гомозиготный генотип по 
низкопродуцирующему аллелю – GG (гуанин/гуанин). 
Для обозначения вариантов генотипа ОНВ rs1801394 (с.66 
А>G) гена MTRR были приняты следующие обозначения: 
гомозиготный высокопродуцирующий – генотип АА (аде-
нин/аденин), гетерозиготный генотип – АG (аденин/гуа-
нин), гомозиготный генотип по низкопродуцирующему 
аллелю – GG (гуанин/гуанин). Для обозначения вариантов 
генотипа ОНВ rs1051266 (с.80 А>G) гена SLC19A1 были 
приняты следующие обозначения: гомозиготный высоко-
продуцирующий – генотип GG (гуанин/гуанин), гетеро-
зиготный генотип – GA (гуанин/аденин), гомозиготный 

Генотип/
Аллели

ВПР есть 
(основная 

группа)

ВПР нет 
(группа 

сравнения)
Р ОШ

N % N % Абс. 95% ДИ

rs 1801133 гена MTHFR

Генотип

СС 12 60 24 59

0,89 1,1 0,32–3,7СТ 8 40 17 42

ТТ 0 0 0 0

Всего 20 100 41 100

РХВ, р 0,34 0,11

Аллель

С 32 80 65 79
0,91 1,0 0,38–3,1

Т 8 20 17 21

Всего 40 82 100

rs 1801131 гена MTHFR

Генотип

АА 6 30 20 49

0,35 - -АС 11 55 16 39

СС 3 15 5 12

Всего 20 100 41 100

РХВ, р 0,84 0,34

Аллель

С 23 57 56 68
0,71 1,6 0,7–3,7

А 17 43 26 32

Всего 40 82

rs1801394 гена MTRR

Генотип

АА 3 15 6 15

0,44 - -AG 12 60 18 44

GG 5 25 17 41

Всего 20 100 41 100

РХВ, р 0,52 0,21

Аллель

A 18 57 30 68
0,93 1,4 0,6–3,3

G 22 43 52 32

Всего 40 100 82 100

rs1805087 гена MTR

Генотип

AA 12 60 27 66

0,66 - -AG 7 35 10 24

GG 1 5 4 10

Всего 20 100 41 100

РХВ, р 0,76 0,78

Аллель

A 31 77 64 78
0,91 1,0 0,6–2,8

G 9 23 18 22

Всего 40 100 82 100

rs1051266 гена SLC19A1

Генотип

AA 5 60 17 66

0,66 - -AG 9 35 11 24

GG 6 5 13 10

Всего 20 100 41 100

РХВ, р 0,52 0,002

Аллель

A 19 48 45 55
0,51 1,3 0,6–3,1

G 21 52 37 45

Всего 40 100 82 100

Таблица 1. Частота носительства аллелей и генотипов 
ОНВ rs1801133 и rs1801131 гена MTHFR; rs1805087 гена MTR; 
rs1801394 гена MTRR и rs1051266 гена SLC19A1
Table 1. The frequency of carriage of alleles and genotypes of the 
SNV rs1801133 and rs1801131 of the MTHFR gene; rs1805087 of 
the MTR gene; rs1801394 of the MTRR gene and rs1051266 of the 
SLC19A1 gene
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генотип по низкопродуцирующему аллелю – АА (аденин/
аденин).

По результатам исследования в программе MS Excel 
2013 была сформирована база данных, на основе которой 
с помощью пакетов прикладных программ SPSS Statistics 
(версия 19.0) и онлайн-калькулятора для расчета равнове-
сия Харди – Вайнберга (РХВ), доступного по электронно-
му адресу https://wpcalc.com/en/equilibrium-hardy-weinberg/, 
осуществлялся статистический анализ. Для описания каче-
ственных данных использовали процент и 95% доверитель-
ный интервал (95% ДИ). Для определения статистической 
значимости отличий между качественными признаками 
применяли критерий хи-квадрат Пирсона (χ2) при значениях 
ожидаемых частот больше 5. Если более 20% ожидаемых 
частот были меньше 5, то использовался точный критерий 
Фишера. Для оценки факторов риска, ассоциирующихся с 

развитием ВПР, оценивали показатели отношения шансов 
(ОШ, 95% ДИ). Межгрупповые различия признавались 
как статистически значимые при значении р < 0,05. Для 
выявления паттерна сходства и формирования внутренне 
гомогенных блоков использована оригинальная авторская 
программа SANCT – structural analysis of contingency tables 
(N.N. Khromov-Borisov, T.B.L. Kist, G.B. Lazzarotto).

 РЕЗУЛЬТАТЫ
Распределение генотипов в основной группе и группе 

сравнения соответствовало закону Харди – Вайнберга, 
что свидетельствует о репрезентативности выборки и 
возможности экстраполировать результаты исследова-
ния на всю популяцию. Результаты частоты носительства 
аллелей и генотипов исследуемых ОНВ представлены в 
таблице 1. Частота носительства аллелей, а также го-
мозиготных генотипов по низкопродуцирующим, высо-
копродуцирующим и гетерозиготным генотипам ОНВ 
rs1801133 и rs1801131 гена MTHFR; rs1805087 гена MTR; 
rs1801394 гена MTRR и rs1051266 гена SLC19A1 не от-
личалась у женщин, имеющих детей с ВПР, и женщин 
без ВПР у потомства.

Принимая во внимание доказанную тератогенность 
вальпроевой кислоты, нами была предпринята попытка 
исследования ассоциаций ОНВ генов фолатного цикла 
у женщин, принимавших и не принимавших вальпро-
евую кислоту, с возникновением ВПР плода. Была оце-
нена частота носительства ОНВ rs1801133 и rs1801131 

Локус ВПР есть 
n1 = 14

ВПР нет 
n2 = 22 χ2 Р

ОШ

Абс. ДИ

rs 1801133 гена MTHFR
Генотип

СС 8 11

- -

1,2 0,5–2,7

СТ 6 11 0,8 0,4–1,9

ТТ 0 0 - -

Аллели

С 22 33
0,06 0,81

1,2 0,3–6,1

Т 6 11 0,8 0,2-4,1

rs 1801131 гена MTHFR
Генотип

АА 5 11

0,76 0,68

0,7 0,3–1,7

АС 7 9 1,3 0,6–2,8

СС 2 2 1,3 0,5–3,9

Аллели

А 17 31
0,37 0,55

0,6 0,2–2,7

С 11 13 1,5 0,4–6,3

rs1801394 гена MTRR
Генотип

GG 3 8

1,64 0,44

0,6 0,2–1,8

АG 9 12 1,3 0,5–3,0

AA 2 2 1,3 0,5–3,9

Аллели

G 15 28
0,36 0,55

0,7 0,2–2,6

А 13 16 1,5 0,4–6,0

rs1805087 гена MTR
Генотип

AA 7 13

1,15 0,56

0,8 0,4–1,8

АG 7 8 1,4 0,6–3,2

GG 0 1 - -

Аллели

А 21 34
0,03 0,88

0,9 0,2–4,2

G 7 10 1,1 0,2–5,4

rs1051266 гена SLC19A1
Генотип 

AA 2 10

5,33 0,07

0,3 0,1–1,26

АG 7 4 2,3 1,1–4,9

GG 5 8 0,9 0,4–2,3

Аллели

А 11 24
0,79 0,37

0,5 0,1–2,1

G 17 20 1,9 0,5–7,2

Таблица 2. Частота носительства аллелей и генотипов ОНВ 
генов MTHFR, MTR; MTRR; SLC19A1 у пациенток, получавших 
вальпроевую кислоту в период беременности
Table 2. The frequency of carriage of alleles and genotypes of the 
SNV genes MTHFR, MTR; MTRR; SLC19A1 in patients treated with 
valproic acid during pregnancy

Гаплогруппы ВПР плода

Есть (n = 40) Нет (n = 82) p

Блок 1
TAAAA 3 7

0,24

TAAAG 4 3

TAGAG 1 2

CAAAG 5 4

CAAGG 1 0

CAGAA 0 14

CAGGA 2 5

CAGAG 3 7

CAGGG 3 5

CCAAG 2 10

CCAGA 3 1

CCGAA 8 5

CCGAG 4 5

Блок 2
CCGGA 0 2

1,00

CCGGG 0 3

TAAGA 0 1

TAGAA 0 4

CAAAA 0 3

CAAGA 0 1

CAGAA 1 0

Всего 40 82

P 0,01

Таблица 3. Блоки гаплогрупп ОНВ rs1801133 и rs1801131 гена 
MTHFR; rs1801394 гена MTRR, rs1805087 гена MTR и rs1051266 
гена SLC19A1, объединенные программой SANCT
Table 3. The blocks of the SNV haplogroups rs1801133 and 
rs1801131 of the MTHFR gene; rs1801394 of the MTRR gene, 
rs1805087 of the MTR gene and rs1051266 of the SLC19A1 gene 
combined by the SANCT program
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гена MTHFR; rs1801394 гена MTRR, rs1805087 гена MTR 
и rs1051266 гена SLC19A1 у женщин, получавщих валь-
проевую кислоту в период беременности, по группам 
«ВПР плода есть» (n1 = 14) и «ВПР плода нет» (n2 = 22). 
Статистически значимых различий частоты носительства 
аллелей высокопродуцирующих, низкопродуцирующих 
гомозиготных и гетерозиготных генотипов исследованных 
ОНВ генов фолатного цикла у женщин, имеющих детей с 
ВПР и без ВПР, выявлено не было (таблица 2).

В результате обработки было выделено два внутренне 
гомогенных блока гаплогрупп ОНВ rs1801133 и rs1801131 
гена MTHFR; rs1801394 гена MTRR, rs1805087 гена MTR 
и rs1051266 гена SLC19A1, имеющих статистические зна-
чимые различия (таблица 3).

Выявлена статистически значимая взаимосвязь меж-
ду носительством определенной гаплогруппы матери и 
формированием врожденных пороков развития плода 
(таблица 4). Показано, что женщины, имеющие детей с 
ВПР, статистически значимо чаще являлись носителями 
гаплогрупп из блока 1 (TAAAA, CAGAG, CAGGA, TAGAG, 
CAGGG, CCGAG, TAAAG, CAAAG, CCGAA, CCAGA, 
CAAGG, CAGAA, CCAAG) – в 39/40 (97,5%) случаях про-
тив 68/82 (82,9%) у обследованных без ВПР (ОШ 8,029 
[95% ДИ 1,017–63,418], p = 0,022). Носительство гапло-
групп, объединенных во второй блок (TAAGA, TAGAA, 
CAAAA, CAAGA, CAGAA, CCGGA, CCGGG), встречалось 
у матерей детей с ВПР только в 1/40 (2,5%) случае, тогда 
как у матерей детей без ВПР – в 14/82 (17,1%), что может 
быть расценено как статистически значимый протектив-
ный фактор (ОШ 0,026 [95% ДИ 0,016–0.984] p = 0,022).

 ОБСУЖДЕНИЕ
Хорошо известно, что ВПР являются следствием воз-

никновения комбинаций определенных вариантов генов и 
их взаимодействия с факторами окружающей среды [16]. 
Проведенное исследование не показало статистически зна-
чимой разницы в частоте носительства ОНВ rs1801133 и 

rs1801131 гена MTHFR; rs1801394 гена MTRR, rs1805087 
гена MTR и rs1051266 гена SLC19A1 между матерями детей 
с ВПР и без ВПР, что не позволяет использовать результа-
ты генотипирования ОНВ отдельных генов фолатного цик-
ла для прогнозирования развития ВПР плода. Идентичные 
данные были получены в исследовании W.K. Dewelle и 
соавт. (2023), которые оценивали такой же комплекс ОНВ 
генов фолатного цикла у более обширной выборки [17]. 
Значимых ассоциаций с различными ВПР плода также не 
было выявлено и в других исследованиях [18, 19].

Имеются данные о сочетанном влиянии носительства 
матерью ОНВ генов фолатного цикла и приема ПЭП в 
период беременности на возникновение ВПР плода [8]. 
Учитывая, что высокий тератогенный потенциал описан 
у вальпроевой кислоты, матери, получающие этот ПЭП в 
период беременности, были выделены в отдельную груп-
пу. Не было выявлено статистически значимых отличий 
в частоте носительства аллелей, гомозиготных генотипов 
по высокопродуцирующим аллелям, низкопродуцирую-
щим аллелям, а также гетерозиготным носителям ОНВ 
rs1801133 и rs1801131 гена MTHFR; rs1801394 гена MTRR, 
rs1805087 гена MTR, rs1051266 гена SLC19A1 между мате-
рями детей с ВПР и без ВПР как среди получавших валь-
проевую кислоту в период беременности, так и среди не 
леченных этим ПЭП. Таким образом, не было выявлено 
ассоциаций между исследованными ОНВ генов фолатного 
цикла матери и возникновением ВПР плода, в том числе 
на фоне приема ПЭП.

В настоящий момент большинство авторов признает, что 
нет единственных генов-кандидатов для прогноза ВПР пло-
да и ведения беременности высокого риска и необходима 
оценка полигенного риска, когда суммируется генетический 
риск нескольких ОНВ, связанных с определенным фено-
типом [20–22]. Использование оригинальной программы 
SANCT позволило выделить два блока однородных гапло-
групп, имеющих статистически значимые различия между 
собой. Далее было показано, что сочетанное носительство 
определенных вариантов аллелей по всем исследованным 
генам фолатного цикла матерью может расцениваться как 
фактор риска ВПР плода (ОШ 8,029 [95% ДИ 1,017–63,418], 
p = 0,022) или протективный фактор (ОШ 0,026 [95% ДИ 
0,016–0,984] p = 0,022). Следует признать, что настоящее 
исследование включает небольшое количество женщин с 
эпилепсией, поэтому полученные результаты необходимо 
трактовать с осторожностью, особенно при использовании 
в клинической практике.

 ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, результаты исследования носитель-

ства отдельных ОНВ rs1801133 и rs1801131 гена MTHFR; 
rs1801394 гена MTRR, rs1805087 гена MTR и rs1051266 
гена SLC19A1 в настоящее время не могут быть использо-
ваны в качестве достоверного прогностического инстру-
мента ВПР плода у женщин с эпилепсией. Возникновение 
ВПР у ребенка является мультифакториальным явлением, 
в котором генетические факторы с небольшим размером 
эффекта могут играть значимую роль только в случае опре-
деленных неблагоприятных комбинаций.  

Гаплогруппы
ВПР плода

Всего
Есть (n = 40) Нет (n = 82)

Блок 1
TAAAA, CAGAG, 
CAGGA, TAGAG, 
CAGGG, CCGAG, 
TAAAG, CAAAG, 
CCGAA, CCAAG, 
CCAGA, CAAGG, 
CAGAA

39 
97,5%

68 
82,9%

107 
87,7%

Блок 2 
TAAGA, TAGAA, 
CAAAA, CAAGA, 
CAGAA, CCGGA, 
CCGGG

1 
2,5%

14 
17,1%

15 
12,3%

Всего 40 (100,0%) 82 (100,0%)
122 (100,0%)

P 0,022

Таблица 4. Частота встречаемости гаплогрупп ОНВ 
rs1801133 и rs1801131 гена MTHFR; rs1801394 гена MTRR, 
rs1805087 гена MTR и rs1051266 гена SLC19A1 у матерей 
детей с ВПР и без ВПР
Table 4. The frequency of occurrence of SNV haplogroups 
rs1801133 and rs1801131 of the MTHFR gene; rs1801394 of the 
MTRR gene, rs1805087 of the MTR gene and rs1051266 of the 
SLC19A1 gene in mothers of children with and without congenital 
malformation
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Хирургическое лечение забрюшинной 
липосаркомы с использованием технологии 

эндопротезирования брюшного отдела 
аорты и левой общей подвздошной артерии

И.С. Стилиди, М.Г. Абгарян, А.Е. Калинин, Л.Р. Шулумба, О.А. Егенов
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии  

имени Н.Н. Блохина» Минздрава России  
(Москва, Российская Федерация)

Аннотация
Саркомы мягких тканей – редкие злокачественные опухоли, составляю-
щие примерно 1% всех злокачественных новообразований у взрослых, 
при этом примерно 15–20% всех сарком мягких тканей возникают в за-
брюшинном пространстве. Руководства по хирургическому лечению за-
брюшинных сарком до сих пор отсутствуют. Критерии нерезектабельно-
сти остаются неопределенными, а показания и соответствие требованиям 
к оперативному лечению разнятся.
Сосудистым резекциям при забрюшинных саркомах уделяется особое 
внимание. Хирургическое вмешательство с резекцией магистральных 
сосудов в случае их вовлечения позволяет выполнить радикальную опе-
рацию и естественно улучшает отдаленные результаты. Однако в лите-
ратуре описаны лишь единичные случаи хирургических вмешательств 
с резекцией магистральных сосудов по поводу забрюшинных сарком.
В статье описывается уникальный клинический случай двухэтапного 
успешного хирургического лечения пациента с забрюшинной липосар-
комой и инвазией в аорту и левую общую подвздошную артерию. На 
первом этапе выполнена установка внутрисосудистого графт-стента. 
Вторым этапом – en bloc удаление опухоли, нефрэктомия и гемиколэкто-

мия слева, резекция инфраренального сегмента брюшной аорты и левой 
общей подвздошной артерии.
В обсуждении приводится анализ публикаций, посвященных роли со-
судистых резекций при забрюшинных саркомах.
Примененная в нашей работе методика двухэтапного хирургического 
лечения с использованием эндопротезирования магистрального сосуда 
на первом этапе по сравнению с одномоментной резекцией и протезиро-
ванием обладает рядом преимуществ: не требуется выполнения интра-
операционного протезирования сосуда; отсутствие пережатия брюшной 
аорты и подвздошных артерий для формирования анастомозов; мини-
мальный объем кровопотери и сокращение времени операции; снижение 
риска тромбоза и эмболии.
Учитывая вышеперечисленные преимущества, данная методика может 
быть рекомендована при забрюшинных саркомах с инвазией в маги-
стральные сосуды.
Ключевые слова: забрюшинная липосаркома, резекция брюшной аорты, 
резекция подвздошных сосудов, сосудистая реконструкция.
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Surgical treatment of retroperitoneal liposarcoma  
using the technology of endoprosthetic replacement  
of the abdominal aorta and left common iliac artery  

with an endoprosthesis
Ivan S. Stilidi, Mikael G. Abgaryan, Aleksei E. Kalinin, Lola R. Shulumba, Omar A. Egenov

N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology  
(Moscow, Russian Federation)

Abstract
Soft tissue sarcomas are rare malignancies, accounting for approximately 
1% of all malignancies in adults, with approximately 15–20% of all soft 
tissue sarcomas arising in the retroperitoneal space. Guidelines for the 
surgical treatment of retroperitoneal sarcomas are still lacking. Criteria for 
unresectability remain unclear, and indications and compliance with surgical 
treatment vary.
A special focus is made on vascular resections in retroperitoneal sarcomas. 
Surgical intervention with resection of the main vessels in case of their 
involvement allows for a radical operation and naturally improves long-term 
results. However, only isolated cases of surgical interventions with resection 
of the main vessels for retroperitoneal sarcomas are described in the literature.
The article describes a unique clinical case of a two-stage successful surgical 
treatment of a patient with retroperitoneal liposarcoma and invasion of the 
aorta and left common iliac artery. At the first stage, an intravascular graft 
stent was installed. The second stage was en bloc tumor removal, nephrectomy 

and left hemicolectomy, resection of the infrarenal segment of the abdominal 
aorta and left common iliac artery.
The discussion provides an analysis of publications on the role of vascular 
resections in retroperitoneal sarcomas.
The technique of two-stage surgical treatment using endoprosthetics of the 
main vessel at the first stage, compared to one-stage resection and prosthetics, 
used in our work has a number of advantages: no need for intraoperative 
prosthetics of the vessel; no clamping of the abdominal aorta and iliac arteries 
to form anastomoses; minimal blood loss and reduced surgery time; reduced 
risk of thrombosis and embolism.
Taking into account the above advantages, this technique can be recommended 
for retroperitoneal sarcomas with invasion of the main vessels.
Keywords: retroperitoneal liposarcoma, abdominal aortic resection, iliac 
vessel resection, vascular reconstruction.
Conflict of Interest: nothing to disclose.

Сitation
Stilidi IS, Abgaryan MG, Kalinin AE, Shulumba LR, Egenov OA. Surgical treatment  
of retroperitoneal liposarcoma using the technology of endoprosthetic replacement 
of the abdominal aorta and left common iliac artery with an endoprosthesis.  
Science and Innovations in Medicine. 2024;9(4):297-302.
DOI: https://doi.org/10.35693/SIM642123

Information about authors
Ivan S. Stilidi – Academician of the Russian Academy of Sciences,  
Professor, Doctor of Medical Sciences, Director.
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-0493-1166
E-mail: biochimia@yandex.ru 
Mikael G. Abgaryan – PhD, Senior Researcher, Oncologist,  
Department of Abdominal Oncology No. 1.
ORCID: https://orcid.org/0000-0001-8893-1894
E-mail: abgaryan.mikael@gmail.com
Aleksei E. Kalinin – PhD, Senior Researcher, Oncologist,  
Department of Abdominal Oncology No. 1.
ORCID: https://orcid.org/0000-0001-7457-3889
E-mail: main2001@inbox.ru

Lola R. Shulumba – resident of the Surgical Department No. 1.
ORCID: https://orcid.org/0009-0001-6360-8932
E-mail: lolashulu@yandex.ru
Omar A. Egenov – MD, PhD, Oncologist, Department  
of Abdominal Oncology No. 1.
ORCID: https://orcid.org/0000-0002-8681-7905
E-mail: egenov.omar@mail.ru

Corresponding Author 
Omar A. Egenov
Address: N.N. Blokhin National Medical Research  
Center of Oncology, 23 Kashirskoe shosse,  
Moscow, Russia, 115478.
E-mail: egenov.omar@mail.ru

Received: 01.11.2024
Accepted: 27.11.2024
Published: 02.12.2024

 АКТУАЛЬНОСТЬ

Саркомы мягких тканей (СМТ) – редкие злокачествен-
ные опухоли, составляющие примерно 1% всех зло-

качественных новообразований у взрослых [1]. Примерно 
15–20% всех СМТ возникают в забрюшинном простран-
стве, а пятилетняя общая выживаемость (ОВ) составляет 
39–70% [2–4]. Забрюшинные саркомы (ЗС) длительное 
время протекают бессимптомно и обнаруживаются, когда 
у больного появляются жалобы на пальпируемое образо-
вание, сопровождающееся чувством быстрого насыщения, 
тяжестью, тупой болью в животе за счет сдавления или ин-
вазии соседних органов и/или магистральных сосудов опу-
холью больших размеров [5]. Их особенностью является 
высокая склонность к возникновению местного рецидива 
и мультицентрический рост. Прогноз заболевания опре-
деляется радикальностью оперативного вмешательства, 
поскольку эффективная терапевтическая альтернатива 
лечения в настоящий момент отсутствует. Химиотерапия 
и лучевая терапия могут выступать в качестве комбиниро-
ванного лечения либо в качестве самостоятельного метода 
лечения у неоперабельных больных [6]. Таким образом, 

удаление опухоли en block (единым блоком), без наруше-
ния целостности ее псевдокапсулы остается краеугольным 
камнем и единственным потенциально излечивающим ме-
тодом лечения пациентов с ЗС [6].

Руководства по хирургическому лечению ЗС до сих пор 
отсутствуют и остаются спорными из-за низкой частоты 
ее встречаемости и соответственно отсутствия большого 
опыта лечения данной когорты больных [7]. Например, 
критерии нерезектабельности остаются неопределенными, 
а показания и соответствие требованиям к оперативному 
лечению различаются в зависимости от структурного под-
разделения. Пациентов с остаточной опухолью после опе-
рации часто направляют в специализированные центры, 
поскольку целесообразность резекции единым блоком во-
влеченных в опухолевый процесс органов и магистраль-
ных сосудов необходимо определять интраоперационно.

Трансатлантическая рабочая группа недавно обновила 
консенсус по лечению первичных ЗС у взрослых [8], где 
установлены следующие критерии технической нерезек-
табельности: вовлечение верхней брыжеечной артерии, 
аорты, чревного ствола, воротной вены, костей, инвазия 
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в позвоночный канал; распространение лейомиосаркомы 
нижней полой вены в правое предсердие и инфильтрация 
нескольких основных органов и/или магистральных со-
судов [8].

Следовательно, сосудистым резекциям при ЗС уделяет-
ся особое внимание. Однако в литературе описаны лишь 
единичные случаи хирургических вмешательств с резек-
цией магистральных сосудов по поводу забрюшинных 
сарком [9, 10].

Хирургическое вмешательство с резекцией магистраль-
ных сосудов в случае их вовлечения позволяет выполнить 
радикальную операцию и естественно улучшает отдален-
ные результаты [11].

В статье представлено описание уникального клиниче-
ского случая успешного хирургического лечения пациента 
с забрюшинной неорганной липосаркомой с инвазией в 
аорту и левую общую подвздошную артерию.

 КЛИНИЧЕСКОЕ НАБЛЮДЕНИЕ
Пациент Ц., 62 лет, обратился в ноябре 2020 года в по-

ликлинику НМИЦ онкологии имени Н.Н. Блохина с жа-
лобами на образование в брюшной полости.

По данным комплексного обследования в поликлинике 
по месту жительства выявлено образование забрюшинной 
локализации. При морфологическом исследовании биоп-
сийного материала установлена липосаркома.

Пациент направлен в поликлинику НМИЦ онкологии 
имени Н.Н. Блохина, где диагноз был подтвержден. Имму-
нофенотип опухоли соответствует дедифференцированной 
липосаркоме G3 (FNCLCC). Пролиферативная активность 
Ki 67 – 40%.

КТ с в/в контрастированием: в мезогипогастральной 
области слева, с распространением в полость таза, опре-
деляется массивное многоузловое образование неоднород-
ной мягкотканной структуры за счет участков понижен-
ной плотности (некрозов) и высокоплотных включений 
(геморрагических), с нечеткими бугристыми контурами, 
размерами 14х15х16 см (рисунок 1).

Опухоль на большом протяжении тесно прилежит к 
левой поясничной и пояснично-подвздошной мышцам, 
на отдельных срезах без четкой границы; вовлекает левый 
мочеточник в его средней и нижней трети; инфильтрирует 
инфраренальный сегмент брюшной аорты, левую общую 
и наружную подвздошную артерии; частично прилежит к 
сигмовидной кишке и верхушке мочевого пузыря. По дан-
ным эндоскопических методов (колоноскопия и цистоско-
пия), прорастания в кишку и мочевой пузырь не выявлено.

Проведен консилиум и рекомендовано хирургическое 
вмешательство: первый этап – выполнение имплантации 

Рисунок 1. Снимки КТ до операции.
Figure 1. CT scans before surgery.

Рисунок 2. Внутрисосудистый графт-стент Aorfix.
Figure 2. Aorfix intravascular graft stent.
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внутрисосудистого протеза в условиях НМИЦ кардио-
логии имени А.Л. Мясникова, второй этап – удаление 
опухоли. 

19.12.2020 г. выполнено эндопротезирование брюшного 
отдела аорты и левой общей подвздошной артерии эндо-
протезом Aorfix (рисунок 2).

На рисунке 3 представлена 3D-реконструкция после 
эндопротезирования.

На втором этапе пациент оперирован в НМИЦ онко-
логии имени Н.Н. Блохина. 02.02.2021 г. выполнено уда-
ление опухоли с нефрэктомией и гемиколэктомией слева, 
резекция инфраренального сегмента брюшной аорты и 
левой общей подвздошной артерии. Интраоперационная 
ревизия: забрюшинно слева с распространением в левую 
подвздошную область определяется массивная опухоль, 
плотной консистенции, размером до 20х25х19 см в диаме-
тре. Опухоль врастает в брыжейку нисходящей ободочной 

кишки, левый мочеточник на большом протяжении про-
ходит в толще опухоли.

Установленный ранее эндопротез расположен адекват-
но, без признаков экстравазации. Опухоль инфильтрирует 
инфраренальный сегмент аорты и левую общую подвздош-
ную артерию. Выполнена мобилизация опухоли острым 
путем. Мобилизована левая половина толстой кишки. 
Циркулярно мобилизованы инфраренальный отдел аорты, 
левая и правая общие подвздошные артерии взяты на дер-
жалку. Выделены, лигированы и пересечены левые ветви 
средних ободочных сосудов, левые ободочно-кишечные 
сосуды, нижняя брыжеечная вена. Линейным сшивающе-
режущим аппаратом пересечена поперечная ободочная 
кишка в ее средней трети, нисходящая ободочная кишка 
в ее дистальной трети. Мобилизована левая почка, выде-
лены, лигированы и пересечены левые почечные сосуды 
и левый мочеточник. Выполнена резекция стенки аорты 
3х4 см. Опухоль удалена единым блоком без нарушения 
целостности псевдокапсулы в комплексе с левой почкой, 
левой половиной ободочной кишки и стенкой инфраре-
нального сегмента брюшной аорты протяженностью 6 
см и левой общей подвздошной артерии (рисунок 4). Не-
прерывность толстой кишки восстановлена двухрядным 
трансверзосигмоанастомозом. Продолжительность опера-
ции – 210 минут. Кровопотеря – 350 мл.

Плановое гистологическое заключение: дедифферен-
цированная липосаркома, G3 (FNCLCC), края резекции 
чистые – R0 (рисунок 5).

Послеоперационный период протекал без осложнений, 
пациент выписан на 15-е сутки в удовлетворительном со-
стоянии.

 ОБСУЖДЕНИЕ
В работе представлен клинический случай успеш-

ного двухэтапного хирургического лечения пациента с 
забрюшинной липосаркомой и использованием техноло-
гий эндопротезирования брюшного отдела аорты и левой 
общей подвздошной артерии на первом этапе. Решение 
о сосудистой реконструкции должно основываться на 

Рисунок 3. 3D-реконструкция после эндопротезирования.
Figure 3. 3D reconstruction after endoprosthetics.

Рисунок 4. Вид после удаления опухоли. Синяя стрелка – 
эндопротез Aorfix инфраренального сегмента брюшной 
аорты, желтая – эндопротез Aorfix левой общей подвздошной 
артерии.
Figure 4. View after tumor removal. Blue arrow – Aorfix 
endoprosthesis of the infrarenal segment of the abdominal aorta, 
yellow – Aorfix endoprosthesis of the left common iliac artery.

Рисунок 5. Макропрепарат.
Figure 5. Macropreparation.
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комплексной оценке распространенности опухолевого 
процесса, степени злокачественности опухоли, вовлечен-
ных органов и общего состояния пациента. В единствен-
ном метаанализе, опубликованном H. Hu и соавт. [12] в 
2023 году, сообщается, что агрессивный хирургический 
подход с резекцией вовлеченных в опухолевый процесс 
магистральных сосудов может обеспечить достижение 
R0/R1 резекции и улучшить отдаленные результаты 
лечения с приемлемой частотой клинически значимых 
послеоперационных осложнений. Непосредственные и 
отдаленные результаты лечения больных с сосудистыми 
резекциями были сопоставимы с результатами лечения 
пациентов, где производилось только удаление опухоли, 
что свидетельствует о безопасности сосудистых рекон-
струкций при правильном мультидисциплинарном под-
ходе к лечению [12].

В обзоре литературы, опубликованном D. Tzanis и 
соавт. в 2018 году, также сообщается, что резекция и 
реконструкция магистральных сосудов при en bloc 
удалении забрюшинных сарком могут быть выполне-
ны безопасно [13]. Авторы сообщили об идентичных 
краткосрочных и долгосрочных результатах как в группе 
сосудистых резекций, так и в группе без нее. Аналогич-
ные данные были опубликованы и в предыдущих иссле-
дованиях [14–16]. Важность достижения R0 резекции 
и его корреляция с показателями выживаемости была 
представлена в работе S. Tropea и соавт. (2012): общая 
выживаемость при достижении R0 резекции была выше, 
чем при R1 резекции, а при R1 резекции лучше, чем при 
R2 резекции [16].

О.И. Каганов и соавт. (2020) в своей работе сообщили, 
что предоперационная трансартериальная эмболизация пи-
тающих опухоль сосудов, особенно тех, которые питаются 

из ветвей поясничных артерий, средней крестцовой артерии 
или внутренней подвздошной артерии, может значительно 
снизить интраоперационную кровопотерю, время операции 
и частоту послеоперационных осложнений [18].

 ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Примененная в нашей работе методика двухэтапного 

хирургического лечения с использованием эндопротези-
рования магистрального сосуда на первом этапе по срав-
нению с одномоментной резекцией и протезированием 
обладает следующими преимуществами.

1. Не требуется выполнение интраоперационного про-
тезирования сосуда.

2. Отсутствие пережатия брюшной аорты и подвздош-
ных артерий для формирования анастомозов.

3. Минимальный объем кровопотери и сокращение вре-
мени операции.

4. Снижение риска тромбоза и эмболии.
Учитывая вышеперечисленные преимущества, данная 

методика может быть рекомендована при забрюшинных 
саркомах с инвазией в магистральные сосуды.

Таким образом, en bloc резекция с вовлеченными 
крупными сосудами позволяет выполнить радикальную 
операцию, необходимую для адекватного локального кон-
троля. Агрессивный подход с резекцией вовлеченных ма-
гистральных сосудистых структур является безопасным, 
с эквивалентными, как в группе без сосудистых резекций, 
показателями частоты осложнений, а также безрецидивной 
и общей выживаемости.

Опухолевая инвазия в крупные кровеносные сосуды 
не является противопоказанием к операции и не является 
критерием технической нерезектабельности. 
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Abstract
Aim – to study the pathomorphological features of various forms of isolated 
sphenoiditis.
Material and methods. We analyzed the data of surgical biopsy material of 23 
patients aged 18 to 68 years who were on inpatient treatment at the Regional 
Clinical Hospital named after N.A. Semashko in the period of 2019–2022.
Results. In our study, it was found that in the structure of isolated sphenoiditis, 
the most common is the polypous-cystic form of the sphenoidal sinus lesion, 
which is diagnosed statistically significantly more often than the fungal 
isolated sphenoiditis (p=0.001). The results of the pathomorphological 
study in all our observations showed a picture of a nonspecific chronic 
inflammatory process. As a rule, we observed a mucous membrane lined 
with atrial respiratory epithelium with varying degrees of edema of the plate. 
In our observations, as a rule, the structure of the epithelium was normal, and 
the most frequent change was local desquamation in the polypous and cystic 
forms and sphenochoanal polyp. In the case of mucocele, a local decrease 
in epithelial height was revealed without reliable signs of squamous cell 
metaplasia. In the case of the polypous-purulent form, local desquamation 
occurs, but with areas of atrophy. In polypous fungal forms, only signs of local 
desquamation were found. The change in the ratio of goblet, supporting and 
ciliated cells concerned, as a rule, changes in the number of goblet-shaped cells 
towards an increased (polypous, cystic forms), normal (sphenochoanal polyp) 
or reduced (fungal, mucocele, polypous-purulent) quantity. The basement 
membrane was of the usual structure (in polypous-purulent and fungal forms), 
in some cases thickened. The most pronounced thickening was registered in 
the case of sphenochoanal polyp, to a lesser extent, in polypous sphenoiditis 
with bright eosinophilic infiltration, minimally in mucocele. We observed 
the most active inflammation in the proper plate (with signs of edema) of 

the mucous membrane in the polypous form, in other forms of lesion this 
manifestation was moderate (fungal) or reduced (cyst). Edema of the lamina 
was most pronounced in the polypous form; minimal edema was seen in the 
sphenochoanal polyp, polypous-fungal form, and there was no edema in other 
forms. The data obtained indicate that at the time of the interventions, the 
process in the sinus was not aggravated. The range of features characteristic 
exclusively of a particular morphology of the lesion identified in our studies is 
minimal. The pathomorphological landscape of lesions of the sphenoid sinus, 
obtained in our study, generally corresponds to the picture of lesions of other 
groups of paranasal sinuses.
Conclusions. Against the background of a huge number of cases of acute 
and chronic rhinosinusitis, the absolute prevalence of isolated sphenoiditis, 
even with a relative magnitude of 5% of the total, is also very significant. 
Determining the phenotypes of isolated sphenoiditis is very important for 
building a consistent treatment strategy, especially against the background 
of a large number of tactical and diagnostic errors. For more effective and 
visual performance of such data analysis, we have developed a “Checklist for 
pathomorphological examination in pathology of the sphenoid sinus”. The 
pathomorphological landscape of lesions of the sphenoid sinus, obtained in 
our study, generally corresponds to the picture of lesions of other groups of 
paranasal sinuses. Examination of the autopsy material showed the presence 
of polypous changes in the sphenoid sinus and obstruction of the anastomosis 
in almost half of the observations.
Keywords: isolated sphenoiditis, phenotypes, endoscopic sphenotomy, 
pathomorphological changes.
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Аннотация
Цель – изучить патоморфологические особенности различных форм 
изолированного сфеноидита.
Материал и методы. Проанализированы данные операционно-биопсий-
ного материала 23 пациентов в возрасте от 18 до 68 лет, находившихся на 
стационарном лечении в Нижегородской областной клинической боль-
нице имени Н.А. Семашко в период 2019–2022 годы.
Результаты. Установлено, что в структуре изолированного сфеноидита 
наиболее распространенной является полипозно-кистозная форма по-
ражения клиновидной пазухи, которая диагностируется статистически 
значимо чаще, чем грибковые формы (р=0,001). Результаты патоморфо-
логического исследования во всех наших наблюдениях показали кар-
тину неспецифического хронического воспалительного процесса. Как 
правило, мы наблюдали слизистую оболочку, выстланную мерцатель-
ным респираторным эпителием с различной степенью выраженности 
отека собственной пластинки. В наших наблюдениях структура эпителия 
обычно была нормальной, наиболее частое изменение – локальная де-
сквамация при полипозных, кистозных формах и сфенохоанальном по-
липе. При мукоцеле выявлено локальное снижение высоты эпителия без 
достоверных признаков плоскоклеточной метаплазии. При полипозно-
гнойной форме – локальная десквамация, но с участками атрофии. При 
полипозно-грибковых формах также были установлены только признаки 
локальной десквамации. Изменение соотношения бокаловидных, под-
держивающих и реснитчатых клеток связано, как правило, с изменением 
количества бокаловидных клеток, которое может быть увеличенным (при 
полипозной, кистозной формах), нормальным (при сфенохоанальном 
полипе) или уменьшенным (при мукоцеле, грибковом, полипозно-гной-
ном изолированном сфеноидите). Базальная мембрана была обычного 
строения (при полипозно-гнойных и грибковых формах), в ряде случаев 
утолщена. Наиболее выраженное утолщение зафиксировано при сфено-
хоанальном полипе, в меньшей степени – при полипозном сфеноидите 
с яркой эозинофильной инфильтрацией, минимально – при мукоцеле. 

Наиболее активное воспаление в собственной пластинке (с признаками 
отека) слизистой оболочки наблюдалось при полипозной форме, при 
других формах поражения данный признак был умеренным (грибковый 
изолированный сфеноидит) или сниженным (киста). Отек собственной 
пластинки был наиболее выражен при полипозной форме, минимальный 
отек – при сфенохоанальном полипе, полипозно-грибковой форме, при 
других формах отек отсутствовал. Полученные данные свидетельствуют 
о том, что на момент выполнения вмешательств процесс в пазухе был вне 
обострения. Спектр особенностей, характерных исключительно для той 
или иной морфологии поражения, выявленных в наших исследованиях, 
минимален. Патоморфологический пейзаж поражений клиновидной па-
зухи, полученный в нашем исследовании, в целом соответствует картине 
при поражении других групп околоносовых пазух.
Выводы. На фоне огромного числа случаев острого и хронического ри-
носинуситов абсолютные цифры распространенности изолированного 
сфеноидита, даже при относительной величине в 5% от общего количе-
ства, также весьма значительны. Определение фенотипов изолированного 
сфеноидита очень важно для построения последовательной лечебной 
стратегии, учитывая большое количество тактико-диагностических оши-
бок. Для более эффективного и наглядного выполнения такого анализа 
данных нами разработан «Чек-лист патоморфологического исследова-
ния при патологии клиновидной пазухи». Патоморфологический пейзаж 
поражений клиновидной пазухи, полученный в нашем исследовании, в 
целом соответствует картине при поражении других групп околоносовых 
пазух. Исследование аутопсийного материала показало наличие поли-
позных изменений в клиновидной пазухе и обструкции соустья почти 
в половине наблюдений.
Ключевые слова: изолированный сфеноидит, фенотипы, эндоскопиче-
ская сфенотомия, патоморфологические изменения.
Конфликт интересов: не заявлен.
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 INTRODUCTION

Diagnostics and treatment of isolated sphenoiditis (IS) 
remain vital, especially with the vast implementation of 

radiological diagnostics in the clinical practice thus allowing 
identification of latent forms of IS [1-4]. The incidence rate of 
IS in the total structure of diseases of paranasal sinuses is not 
more than 5%; at the same time, up to 80% of all diseases are 
due to inflammatory pathology, and chronic diseases prevail 
[5, 6]. Patients with chronic progression of IS do not constitute 
a large group in absolute figures, but it is this group that 

requires surgical treatment most often, and the specific ratio 
of tactical and diagnostic error in this patient group remains 
high [7]. In the chronic forms of IS, polypous and cystic 
and mycotic lesions of the sphenoidal sinus prevail. At the 
same time, the literature data on nosological forms are often 
contradictory, and the description of the pathomorphological 
picture, important both for understanding the mechanisms of 
development of the pathological process and for predicting the 
course of the chronic process in IS, is found in a very limited 
number of studies [8-9].
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 AIM
To study the pathomorphological features of various forms 

of isolated sphenoiditis.

 MATERIAL AND METHODS
We analyzed the data of surgical biopsy material of 23 

patients aged 18 to 68 years who were on inpatient treatment 
at the Nizhny Novgorod Regional Clinical Hospital named 
after N.A. Semashko in the period of 2019-2022.

Inclusion criteria: isolated sphenoiditis diagnosed under 
the recommendations effective at the time (EPOS 2007-
2020, Russian clinical recommendations), radiological (CT, 
MRI) signs of pathological process in the sphenoidal sinus, 
symptomatic and latent forms of sphenoiditis.

Exclusion criteria: combined lesions of other groups of 
paranasal sinuses, nosocomial sphenoiditis, malignant tumor.

All patients underwent a comprehensive clinical check-
up, examination of the ENT organs, and an endoscopic 
examination. Surgeries were performed on the Karl Storz 
endosurgical complex under the control of rigid endoscopes 
with viewing angles of 0, 30, 45 and 70 degrees, photo and 
video recording were performed.

A pathomorphological examination was performed. The 
surgical material was fixed in 10% formalin. After fixation, 
the samples were sent for standard histological processing on 
the Excelsior ES apparatus (Thermo Scientific, USA). Filling 
into paraffin blocks was carried out using the HistoStar filling 
station (Thermo Scientific, USA). After filling, paraffin 
blocks were made. Serial sections of 5 microns thickness 
were obtained on the Microm HM 325 microtome (Thermo 
Scientific, USA). Sections were stained with hematoxylin and 
eosin on the Gemini AS staining station (Thermo Scientific, 
USA). The staining protocol included primary removal of 
paraffin and demasking for 20 minutes at 98-99°С. The 
morphological examination was performed on the Nikon 
Eclipse E400 microscope with х5, х10, х20, х40 and х100 
lenses, х10 eyepiece, visual field diameter 22 mm. The 
digital archive of the obtained material was made using the 
Leica 2500 microscope (Leica Biosystems, UK) and a digital 
scanning microscope.

During the pathomorphological examination, the state 
of the pseudostratified ciliated epithelium was assessed: 
presence of the epithelium metaplasia/atypy, cell composition 
ratio; condition of the basement membrane and proper 
plate of the mucosa, composition of the inflammatory 
cells (lymphocytes, leukocytes, neutrophils, eosinophils, 
plasmocytes, etc.), and strength of inflammation. In fungal 
processes, additional PAS-staining was performed to identify 
the strands of the mycelium (hyphae). In PAS-staining, some 
fungi become bright pink or purple. PAS also stains glycogen, 
some mucins, basement membrane, hyalin, and some fibers.

In order to ensure unification of the pathomorphological 
examination data, we designed and implemented the 
“Checklist for pathomorphological examination in pathology 
of the sphenoid sinus”.

 RESULTS
In the studied group of patients, there was a prevalence 

of polypous-cystic forms of isolated sphenoidosis that were 
diagnosed in 15/23 (65.3%) of patients. Mycotic lesion of the 
sphenoid sinus was diagnosed in 7/23 (30.4%) of examined 
patients, and in 1/23 (4.3%) of patients, a neoplasm was 

Figure 1. Retention cyst preparation. Color: hematoxylin and eosin. 
Magnification x100.
a) 13 – basement membrane; 14 – cylindrical ciliated cells of the respiratory 
epithelium; 15 – goblet cells; 16 – proper plate of the mucous membrane.
b) 9 – lymphocytes; 12 – single segmented leukocytes.

Рисунок 1. Препарат ретенционной кисты. Окраска: 
гематоксилин и эозин. Увеличение х100.
a) 13 – базальная мембрана; 14 – цилиндрические реснитчатые 
клетки респираторного эпителия; 15 – бокаловидные клетки; 16 – 
собственная пластинка слизистой оболочки.
b) 9 – лимфоциты; 12 – единичные сегментоядерные лейкоциты.

Figure 2. Preparation of a sphenochoanal polyp.
a) sphenochoanal polyp, macro-preparation.
b) 1 – cylindrical respiratory epithelium; 2 – goblet cells; 5 – thickened basement membrane; 6 – proper plate; 8 – inflammatory infiltration; 9 – capillaries;  
11 – signs of edema.
c) 1 – cylindrical respiratory epithelium; 13 – cystic structures; 14 – structureless eosinophilic contents of cysts.

Рисунок 2. Препарат сфенохоанального полипа.
a) сфенохоанальный полип, макропрепарат.
b) 1 – цилиндрический респираторный эпителий; 2 – бокаловидные клетки; 5 – утолщенная базальная мембрана; 6 – собственная пластинка;  
8 – воспалительная инфильтрация; 9 – капилляры; 11 – признаки отека.
с) 1 – цилиндрический респираторный эпителий; 13 – кистозные структуры; 14 – бесструктурное эозинофильное содержимое кист.

a b

a b c
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found, the sphenoid sinus inverted papilloma. The median 
age of patients with polypous-cystic and mycotic forms 
of IS was 46.5 [35.0;59.0] years. The age of patients with 
mycotic IS was statistically significantly higher than that 
of patients with polypous-cystic IS (р=0.03). On the whole, 

within the examined sample IS was more 
often diagnosed in women. No statistically 
significant gender differences were found in 
patients with polypous-cystic and mycotic 
forms of IS (р=0.5).

The clinical examples of examination of 
pathomorphological material in different 
phenotypes of IS are shown in Figures 1-5. 

For each preparation, an analysis of the data 
obtained using the checklist we developed was 
carried out (Fig. 6).

The analysis of pathomorphological changes 
in the mucous membrane depending on the 
phenotype revealed the following data. In the 
polypous form of the lesion, there were signs 
of local desquamation of the epithelium; in 
the surface epithelium, goblet-shaped cells 
prevailed, the basement membrane was 
thickened in the majority of specimens, proper 
plate was in the state of marked edema with 
highly active inflammation and prevailing 
eosinophils and plasmacytes. Distinctive 

features include pronounced tissue eosinophilia and villous 
structures on the surface of the mucosa.

The polypous-purulent of the lesion was mainly 
characterized by epithelial changes in the form of local 
desquamation and/or atrophy, prevalence of goblet-shaped 

Figure 3. Inverted papilloma preparation.
a) removal of papilloma (endosurgical image).
b) 7 – endophytic intrahepatic epithelial complexes. The inverted component of the papilloma.
c) 6 – goblet cells (mucocytes). Respiratory pseudomnolayer ciliated epithelium.
d) 4 – hyperplastic multilayered flat non-corneating epithelium; 4a – basal layer.

Рисунок 3. Препарат инвертированной папилломы.
a) удаление папилломы (эндохирургическое изображение).
b) 7 – эндофитные внутристеночные комплексы эпителия. Инвертированный 
компонент папилломы.
c) 6 – бокаловидные клетки (мукоциты). Респираторный псевдомногослойный 
реснитчатый эпителий.
d) 4 – гиперплазированный многослойный плоский неороговевающий эпителий;  
4а – базальный слой.

Figure 4. Preparation of polypous sphenoiditis.
a) blue arrow – the basement membrane is thickened, 
brightly eosinophilic – eosinophils.
b) illuminated eosinophils, entirely in the fields of view 
under high magnification (×400).
c) 12 – сlusters of glands.

Рисунок 4. Препарат полипозного 
сфеноидита.
a) cиняя стрелка – базальная мембрана утолщена, 
ярко-эозинофильная – эозинофилы.
b) подсвеченнные эозинофилы, сплошь в полях 
зрения под большим увеличением (×400)
с) 12 – cкопления желез.

Figure 5. Fungal form of sphenoiditis.
a) 1 – pseudostratified epithelium; 2 – site of local desquamation; 3 – stromal part.
b) 7 – fibrin. PAS staining.
c) 4a – lymphocytes, 4б – plasmocytes, 4в – eosinophils in the proper plate.
d) hyphae are filamentous (ribbon-like) structures that are tightly intertwined with each other, 
forming a single mass (red arrows, circled in red).

Рисунок 5. Грибковая форма сфеноидита.
a) 1 – псевдомногорядный эпителий; 2 – участок локальной десквамации; 3 – 
стромальная часть.
b) 7 – фибрин. PAS окрашивание.
c) 4a – лимфоциты, 4б – плазмоциты, 4в – эозинофилы в собственной пластинке.
d) гифы нитевидные (лентовидные) структуры, которые плотно сплетены друг с 
другом, образуя единую масcу (красные стрелки, обведены красным).
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cells, thickened basement membrane, infiltration of the proper 
plate mainly by lymphocyte and plasmacyte type cells with 
moderately active inflammation, minimal edema and the 
specific feature of neutrophil penetration between the cells of 
respiratory epithelium.

The cystic form was characterized by changes in the 
integumentary epithelium in the form of local dystrophy, 
prevalence of goblet cells, and a normal basement membrane. 
The cellular composition of the proper plate was mainly 
lymphocytes and segmental leukocytes with low inflammation 
activity and no edema. In the superficial sections, isolated 
small clusters of seromucous glands can be seen.

In the polypous-mycotic form, sections of local dystrophy 
of the epithelium were seen with prevalence of goblet-shaped 
cells, thickened basement membrane, limphoplasmacytic 
infiltration of the proper plate with moderate inflammation 
activity and minimal edema. Specific features include presence 
of minor dense lymphoid accumulations, areas of granulation 
tissue, and foci of mild edema.

As part of the pathomorphological study, an additional 
study on cadaveric material was performed. The condition of 
sphenoid sinus was studied during the pathological anatomical 

dissection of the corpses of patients (10 in 
total) who did not have a lifetime diagnosis 
of "chronic sphenoiditis". After opening 
the cranial cavity, the structures of the sella 
turcica were removed and a wide view of the 
sinus was provided. An assessment was made 
of the condition of the mucous membrane, the 
natural anastomosis, and the possibility of its 
drainage using a transnasal probe. The images 
are shown in Fig. 7. 

 DISCUSSION
According to the updated EPOS 2020 

classification, isolated sphenoid sinus 
lesions are defined as primary localized 
sinusitis, with or without polyps, with 
a predominant non-T-2 endotype of 
inflammation [10]. Considering the large 
number of tactical and diagnostic errors in 
this group of patients, accurate differential 
diagnosis of phenotypes is especially 
important [11-13]. Our study found that 
within the structure of isolated sphenoiditis 
the most prevalent is the polypous-cystic 
type of sphenoid sinus lesion, statistically 
diagnosed more frequent than mycotic 
isolated sphenoiditis (р=0.001).

Analyzing the pathomorphological changes 
in the mucosa in the isolated sphenoiditis, 
researchers note the predominance of 
hist iolymphocytic,  eosinophil ic and 
plasmacytic infiltration of the proper plate 
of the mucous membrane, the formation of 
lymphoid follicles. Development of serous 
edema, plethora with hemorrhages, and 

emergence of tissue macrophages are also observed. These 
changes are seen as manifestations of stress of the immune 
processes playing an important role in the sustenance of the 
chronic inflammation. The inflammatory infiltration with 
lymphocytes, neutrophils and plasmacytes is most expresses in 
the purulent rather than catarrhal form. A detailed description 
of the pathomorphological features of isolated sphenoiditis is 
given in the fundamental works of S.Z. Piskunov et al. (2004) 
and G.Z. Piskunov et al. (2017) [9, 14].

The results of the pathomorphological study in all our 
observations showed a picture of a non-specific chronic 
inflammatory process. As a rule, the mucous membrane lined 
with ciliated respiratory epithelium with varying degrees 
of swelling of the proper plate was observed. Chronic 
inflammations of the paranasal sinuses are known to have 
areas of atypy, squamous metaplasia, or mixed respiratory 
epithelium [14, 15]. In our observations, as a rule, the 
epithelium structure was normal, and the most frequent change 
was local desquamation in polypous and cystic forms and in 
the case of the sphenochoanal polyp. In the mucocele, the 
local decrease of epithelium height was observed without 
credible signs of squamous metaplasia. In cases of polypous-
purulent form, local desquamation was observed with areas 
of atrophy. In polypous-mycotic forms, only signs of local 
desquamation were identified. The change in the ratio of 

Figure 6. Checklist for the study of pathomorphological material.
Рисунок 6. Чек-лист исследования патоморфологического 
материала.

“Checklist for the study of pathomorphological material  
in sphenoidal sinus pathology”

1. Lesion phenotype: polypous-mycotic

2. Epithelium: pseudo-multilayered ciliated cylindrical

2.1. Epithelium features: normal, locally desquamated

2.2. Number of cells (tentative):

Goblet-shaped cells: decreased

Ciliated cells: normal 

Basement cells: normal

3. Basement membrane: normal

4. Proper plate:

4.1. Inflammation degree (cellular density  
 of inflammatory infiltration): marked

4.2. Inflammation activity (neutrophil infiltration,  
 necrosis, defects): moderate

4.3. Inflammation cells (approx. percentage from  
 total number):lymphocytes 60%, neutrophils 15%, 
plasmacytes 20%,  eosinophils 5%, macrophages  
(histiocytes) approx. 1%.

4.4. Other morphological specifics: hyperplasia of glands.

4.5. Foreign matter: fungi (separate fragments)

5. Notes: the superficial epithelium is artificially lost over a large area. 
There are zones of hemorrhage of an artificial nature. One of the 
preparations is a large fungal cluster. Reliable signs of fungal spread 
into the mucous membrane and vascular invasion were not found in the 
studied material.



308  www.innoscience.ru

Н ау к а  и  и н н о ва ц и и  в  м ед и ц и н е   Т. 9 ( 4 ) / 2 0 2 4Оториноларингология Otorhinolaryngology

goblet-shaped, supporting and ciliated cells (one of important 
criteria of morphological condition of the mucosa in a chronic 
inflammation) was usually related to the increase in the 
amount of goblet-shaped cells (polypous and cystic forms), 
their normal amount (sphenochoanal polyp) or decrease of the 
said amount (mucocele, mycotic, polypous-purulent isolated 
sphenoiditis).

The basement membrane was of normal structure (in 
polypous-purulent and mycotic forms), in some cases it was 
thickened. The most marked thickening was observed in the 
case of the sphenochoanal polyp, lesser thickening was seen in 
the polypous sphenoiditis with a marked eosinophil infiltration, 
and minimal thickening, in the mucocele.

The degree and nature of infiltration of the mucous 
membrane by various inflammatory cells is one of the 
main pathomorphological criteria of the forms of damage 
(phenotypes). First of all, the activity and severity of 
inflammatory infiltration were assessed. The most active 
inflammation in the proper plate (with signs of edema) were 
seen in the polypous form, while in other forms this sign was 
moderate (mycotic form) or minor (cystic form). Edema of 
the proper plate was most pronounced in the polypous form, 
minimal edema was observed in the sphenochoanal polyp and 
polypous-mycotic form, while it was absent in other forms. 
The obtained data are indirect confirmation that at the time of 
the interventions the process in the sinus was not in a phase of 
exacerbation (with conservative treatment or in latent forms). 

We observed infiltration of the proper 
plate of the mucous membrane by the 
following types of cells: macrophages, 
leukocytes, lymphocytes, neutrophils, 
plasma cells, eosinophils, and fibrocytes.

In the cystic process, cellular 
infiltration is represented mainly 
by lymphocytes, single segmented 
leukocytes, and a small number of 
fibrocytic and fibroplastic cells. In 
mucocele, there can be seen a prevalence 
of lymphocytes and plasmacytes, 
single segmented leukocytes, i.e. the 
picture is generally similar to that 
of a retention cyst. In the polypous 
process, there is observed superficial 
(diffusion, in some fields of vision), 
mixed-cell inflammatory infiltration 
with prevalence of eosinophils and 
lesser amount of plasmatic cells and 
lymphocytes. In the case of the solitary 
sphenochoanal polyp, the picture is 
different: there is a prevalence of 
lymphocytes and eosinophils with lesser 
amount of plasmacytes. In the polypous-
purulent process, the lymphocyte type 
cells with some neutrophils and minor 
amounts of plasmacytes and histiocytes. 
The situation is similar in the polypous-
mycotic process with lymphocytes 
accounting for over 90% of observed 
cells, the remaining amount consisting 
of neutrophils, plasmacytes, eosinophils 

(below 1%), and macrophages (histiocytes).
The range of features characteristic exclusively of a particular 

morphology of the lesion, identified in our studies, is minimal. 
Thus, in the retention cyst, a small number of small thin-wall 
vessels was seen within the thickness of the proper plate, some 
of them demonstrating signs of plethora. In the superficial 
areas, individual minor accumulations of seromucous glands 
were identified. In the case of solitary sphenochoanal polyps, 
cystic structures were seen in the thickness of the proper 
plate lined with ciliated cylindrical epithelium filled with 
aplastic eosinophil mass. In polypous forms, there is a marked 
infiltration of the proper plate with eosinophils. In polypous 
forms of lesions, it is important to study the level of tissue 
eosinophilia that involves studying (counting) the eosinophils 
in the fields of vision under high magnification. Reliable 
eosinophils were considered to be segmented cells with a round 
or slightly polygonal shape, with granular brightly eosinophilic 
cytoplasm, and a bipartite basophilic nucleus. Probable 
eosinophils were considered to be cells with a round or slightly 
polygonal shape, with granular brightly eosinophilic cytoplasm, 
without obvious signs of segmentation of the nucleus. Non-
nuclear structures with granular, brightly eosinophilic contents, 
as well as eosinophils in the lumen of blood vessels were not 
considered. The resulting number of eosinophils was from 
100 to 3803 in 10 fields of vision with 400х magnification 
(40х lens and 10х eyepiece, 22 mm). In this case, fragments 
of the mucous membrane in places form small villous-like 

Figure 7. Sphenoid sinus field of removal of the Turkish saddle. Cadaverous material.
a) polyp of the sphenoid sinus (blue arrow). The natural anastomosis is covered with an edematous 
mucous membrane (red arrow).
b) a large polyp that encircles the natural anastomosis (blue arrow).
c) the probe is inserted through the anastomosis into the sinus, an edematous polyposally altered mucosa 
(red arrow) is visible in the area of the anastomosis (blue arrow).
d) the probe is inserted through an unchanged, gaping anastomosis (blue arrow), unchanged mucous 
membrane (red arrow).

Рисунок 7. Клиновидная пазуха после удаления турецкого седла. Кадаверный 
материал.
a) полип клиновидной пазухи (синяя стрелка). Естественное соустье прикрыто отечной 
слизистой оболочкой (красная стрелка).
b) большой полип, обтурирующий естественное соустье (синяя стрелка).
с) зонд введен через соустье в пазуху, видна отечная полипозно измененная слизистая (красная 
стрелка) оболочка в области соустья (синяя стрелка).
d) зонд введен через неизмененное, зияющее соустье (синяя стрелка), неизменная слизистая 
оболочка (красная стрелка).

a

c

b

d
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structures. In inverted papilloma, endophytic nesting structures 
of multilayered flat nonkeratinizing epithelium with a clear 
border (inverted component) and foci of hemorrhage of an 
artificial nature are visible in the thickness of the stroma. In 
case of mucocele, areas of fraying are found in the thickness 
of the proper plate. In the case of a polypous-purulent process, 
penetration of neutrophils between the cells of the respiratory 
epithelium was observed. When mycotic lesions were studied, 
in all cases inflammatory changes of the mucosa without 
fungal invasion were observed, and the fungi colonies were 
located in the lumen of the sinus as a fungal ball. The possible 
differential diagnostic series is as follows: Aspergillus, Mucor, 
Pseudallescheria boydii, Fusarium, other variants are less 
probable. Some researchers believe that some of the clinically 
diagnosed non-invasive fungal forms of isolated sphenoiditis 
occur as a chronic invasive process [16, 17]. Our study does 
not prove this proposal. All fungal forms were not accompanied 
by signs of mucosal invasion during pathomorphological 
examination.

The pathomorphological landscape of sphenoid sinus 
lesions obtained in our study generally corresponds to the 
picture of lesions in other groups of paranasal sinuses.

During cadaveric examination of the state of the sphenoid 
sinus, direct visualization of the anastomosis through the 
open sinus was possible in 6 (60%) observations, in 4 (40%) 

observations a pathological substrate was determined in the 
lumen of the sinus, of which 3 were polypous-altered mucosa 
and one was a large polyp. With transnasal probing along the 
Zuckerkandl line, it was possible to reach the sinus without 
hindrance in four cases.

 CONCLUSIONS
Considering the overwhelming number of cases of acute and 

chronic rhinosinusitis, the absolute figures for the prevalence 
of isolated sphenoiditis, even with a relative value of 5% of the 
total, are also quite significant. Determination of phenotypes of 
isolated sphenoiditis is highly important for the development 
of a coherent treatment strategy, even more so with respect to 
many tactical and diagnostic errors.

When analyzing pathomorphological material, which 
is important both for understanding the mechanisms of 
development of the pathological process in a particular 
phenotype and for predicting the course of a chronic process, 
it is necessary to carefully document changes in the structure 
of the respiratory epithelium, including the ratio of cellular 
composition, changes in the basement membrane, inflammatory 
activity in the proper plate and its relative cellular composition.

To facilitate efficiency and ensure visualization of this 
analysis, we developed the “Checklist for the study of 
pathomorphological material in sphenoidal sinus pathology”.  
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Результаты сухожильных трансферов  
для стабилизации суставов запястья у пациентов  

с ревматоидным артритом
А.В. Розов1, А.М. Лила1, 2, Е.И. Бялик1, Е.А. Нарышкин1, С.В. Маглеваный1, А.И. Горелова1
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(Москва, Российская Федерация)

2ФГБОУ ДПО «Российская медицинская академия непрерывного профессионального 
образования» Минздрава России (Москва, Российская Федерация)

Аннотация
Цель – сравнить результатов выполнения мягкотканных стабилизирую-
щих операций по транспозиции сухожилий длинного лучевого и локтево-
го разгибателей запястья и артродеза лучезапястного сустава у пациентов 
c ревматоидным артритом.
Материал и методы. В исследование вошли 69 пациентов. 24 пациен-
там (основная группа) выполнялась транспозиция длинного лучевого и 
локтевого разгибателей запястья (транспозиция ECU+ECRL) с их по-
следующим тенодезом. 45 пациентам (контрольная группа) выполнялся 
артродез лучезапястного сустава. Для оценки функционального статуса 
до и после операции использовался опросник DASH. Для оценки каче-
ства жизни – индекс EQ-5D, для оценки боли – ВАШ, активность забо-
левания оценивалась по индексу DAS28. Средний период наблюдения 
за пациентами после операции составил 6 месяцев.
Результаты. Функциональный статус пациентов после операции, оцени-
ваемый по шкале DASH, был достоверно лучше в основной группе па-
циентов (39,41±10,17) по сравнению с контрольной группой (46,4±15,8), 
p<0,05. В обеих группах отмечалась положительная динамика боли по 

ВАШ, а также улучшение качества жизни. В группе пациентов с транс-
позицией ECU+ECRL, проводимой на стадиях поражения запястья Larsen 
II-III ст. функциональный статус кисти по DASH после операции был 
значительно лучше по сравнению с пациентами, которым транспозиция 
сухожилий проводилась на стадиях поражения запястья IV-V ст., их ме-
диана составила 38 и 48 баллов соответственно.
Выводы. Сухожильные транспозиции ECU+ECRL являются эффектив-
ным методом стабилизации суставов запястья и коррекции деформаций 
кисти, однако имеют ряд ограничений, самым главным из которых явля-
ется степень поражения суставов запястья и выраженность деформаций. 
Эффективность мягкотканных методик значительно снижается при вы-
полнении оперативных вмешательств при IV и V стадиях поражения 
кисти по Larsen.
Ключевые слова: ревматоидный артрит, ревматоидная кисть, хирургия 
кисти, ревмоортопедия.
Конфликт интересов: не заявлен.
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Abstract
Aim – to compare the results of soft tissue stabilization operations for 
transposition of the tendons of the long radial and ulnar extensors of the 
wrist and arthrodesis of the wrist joint in patients with rheumatoid arthritis.
Material and methods. The study included 69 patients. Twenty-four patients 
(the main group) underwent transposition of the long radial and ulnar extensors 
of the wrist (ECU+ECRL transposition) with their subsequent tenodesis. 
Forty-five patients (the control group) underwent arthrodesis of the wrist joint. 
The DASH questionnaire was used to assess the functional status before and 
after surgery. The EQ-5D index was used to assess the quality of life, visual 
assessment scale (VAS) was used to assess pain, and disease activity was 
assessed using the DAS28 index. The average follow-up period for patients 
after surgery was 6 months.
Results. The functional status of patients after surgery, assessed by the DASH 
scale, was significantly better in the main group of patients (39.41±10.17) 
compared to the control group (46.4±15.8), p<0.05. Both groups showed 

positive dynamics of pain according to the VAS, as well as an improvement 
in the quality of life. In the group of patients with ECU+ECRL transposition, 
carried out at stages II-III of Larsen's wrist damage, the functional status of the 
hand according to DASH after surgery was significantly better compared to 
patients who underwent tendon transposition at stages IV-V of wrist damage, 
their median being 38 and 48 points, respectively. Conclusions. ECU+ECRL 
tendon transpositions are an effective method for stabilizing the wrist joints 
and correcting hand deformities, but they have a number of limitations, the 
most important of which is the degree of damage to the wrist joints and the 
severity of the deformities. The effectiveness of soft tissue techniques is 
significantly reduced when performing surgical interventions at stages IV 
and V of hand damage according to Larsen.
Keywords: rheumatoid arthritis, rheumatoid hand, hand surgery, 
rheumoorthopedics.
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 ВВЕДЕНИЕ

Важная функциональная роль кисти и большой про-
цент молодых пациентов с поражением кисти на фоне 

ревматоидного артрита (РА) ставят перед ревмоортопеда-
ми непростую задачу – стабилизировать суставы кисти 
максимально щадящим образом и при этом частично со-
хранить ее функцию.

Актуальность проблемы сложно переоценить. Так, по 
данным Американской ассоциации ортопедов, РА и свя-
занное с ним поражение кисти – одна из наиболее частых 
причин инвалидизации пациентов [1]. Кисть и запястье 
являются теми областями, которые чаще всего поражают-
ся при РА [2]. РА, как правило, дебютирует с поражения 
пястно-фаланговых, проксимальных межфаланговых, лу-
чезапястного суставов и суставов запястья [3].

Типичными жалобами пациентов являются отек и боль 
в области мелких суставов кисти, нарушение двигательной 
функции [3, 4]. Повреждение запястья и лучезапястного 
сустава в большинстве случаев протекает по характерному 
сценарию, хорошо описанному M. Merle и соавт.: на фоне 
синовита лучезапястного сустава происходит растяжение 
капсульно-связочного аппарата дистального лучелоктевого 
сочленения с последующим подвывихом головки локтевой 
кости. Результатом этого является вывих локтевого раз-
гибателя запястья в ладонную сторону, который начинает 
работать как сгибатель запястья. Лучевые разгибатели за-
пястья, «потеряв» антагониста в виде локтевого разгиба-
теля, отклоняют кисть в лучевую сторону, вследствие чего 
развивается подвывих разгибателей пальцев кисти в локте-
вую сторону и кисть приобретает характерную форму [5].

Очевидно, что «пусковым» моментом в патогене-
зе повреждения кисти является поражение запястья 
и вывих локтевого разгибателя запястья с развитием 

сухожильно-мышечного дисбаланса [6]. Результатом такой 
деформации является выраженное нарушение функции 
кисти, которое может быть скорректировано лишь хирур-
гическим путем.

Наиболее часто выполняемой операцией на протяже-
нии последних десятилетий при поражениях запястья у 
пациентов с РА является артродез лучезапястного сустава, 
который имеет ряд существенных недостатков, наиболее 
значимым из которых является отсутствие движений в ар-
тродезированном суставе [7]. Последние годы все большее 
распространение получают стабилизирующие операции 
на суставах запястья, позволяющие в той или иной степе-
ни сохранить сгибание/разгибание [8, 9]. Они могут при-
меняться на ранних стадиях заболевания и способствуют 
профилактике развития выраженных деформаций [10].

В настоящее время наиболее эффективными хирур-
гическими методами предотвращения развития тяжелых 
деформаций являются сухожильные трансферы [11]. В 
травматолого-ортопедическом отделении ФГБНУ НИИР 
имени В.А. Насоновой нами выполняются мягкотканные 
стабилизирующие суставосберегающие операции в объ-
еме тенодеза сухожилий длинного лучевого разгибателя 
запястья и локтевого разгибателя запястья (транспозиция 
ECU+ECRL – extensor carpi ulnaris и extensor carpi radialis 
longus) с целью стабилизации запястья и выведения прок-
симального ряда запястья из ладонного подвывиха. На 
предложенную хирургическую методику получена заяв-
ка на патент.

 ЦЕЛЬ
Сравнение результатов мягкотканных стабилизирую-

щих операции по транспозиции ECU+ECRL и артродеза 
лучезапястного сустава у пациентов РА.
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 МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
В исследование вошли 69 пациентов, наблюдавшихся в 

ФГБНУ НИИР имени В.А. Насоновой с достоверным диа-
гнозом РА с поражением кисти и лучезапястного сустава, 
которым было рекомендовано оперативное лечение кисти 
при наличии двух или более критериев:

– деформации дистальных отделов кисти: ульнарная 
девиация пальцев, радиальная девиация карпально-ме-
такарпального блока, деформации пальцев по типу «шея 
лебедя» или «бутоньерка»;

– функциональный статус кисти по DASH ≥50 баллов;
– визуальная оценочная шкала (ВАШ) боли ≥4 см.
Для стабилизации суставов запястья 24 пациентам (ос-

новная группа) была выполнена мягкотканная операция в 
объеме транспозиции ECU и ECRL с последующим тено-
дезом длинного лучевого разгибателя запястья и локтевого 
разгибателя запястья.

Суть методики заключается в выведении сухожилия 
локтевого разгибателя из ладонного подвывиха с его фик-
сацией к длинному лучевому разгибателю, что увеличива-
ет тягу сухожилий разгибателей в тыльную сторону и тем 
самым выводит проксимальный ряд запястья из ладонного 
подвывиха, а также создает эффект ортезирования запя-
стья, увеличивая его стабильность. В результате восста-
навливается высота запястья в сагиттальной плоскости и 
устраняется мышечно-сухожильный дисбаланс со стороны 
разгибателей, что прерывает патогенетическую цепочку 
развития деформаций дистальных отделов кисти.

Контрольную группу составили 45 больных, которым 
выполнялся артродез лучезапястного сустава. Обе группы 
были сравнимы по исходному функциональному статусу, 
полу, возрасту, длительности заболевания и получаемой 
терапии (таблица 1).

В послеоперационном периоде всем пациентам про-
водится иммобилизация лучезапястного сустава жестким 
ортезом без ограничения подвижности в пальцах кисти в 
течение 4 недель.

Все пациенты были серопозитивными по ревматоидно-
му фактору, большую часть составили женщины – 94,2% 
в среднем возрасте 44,9 ±14,46 года с длительностью за-
болевания от 4 до 8 лет.

Рентгенологическая стадия поражения запястья опреде-
лялась по классификации Larsen 1977 г. [12], которая в зави-
симости от степени сужения суставных щелей и выражен-
ности костной деструкции включает пять стадий поражения 
суставов запястья. Согласно классификации Larsen, паци-
енты распределились следующим образом: у 8,7% была II 
стадия поражения суставов запястья, у 31,9% – III стадия, 
у 42,0% – IV стадия, у 17,4% – V стадия (рисунки 1–3).

Также перед операцией учитывались имеющиеся де-
формации кисти: радиальная девиация карпально-метакар-
пального блока наблюдалась у 14,3% больных, ульнарная 
девиация пальцев – у 10,7%, подвывихи/вывихи пястно-
фаланговых суставов имели 78,5% пациентов.

Для оценки функции лучезапястного сустава нами 
использовался опросник DASH [13]. Опросник включа-
ет 38 вопросов о функциональном статусе в бытовой и 

Показатели Транспозиция 
ECU+ECRL (n=24), 
основная группа

Артродез (n=45), 
группа контроля

p

N % N %

Пол мужской 
Пол женский

2 
22

8,33 
91,67

2
43

4,44 
95,56

0,517

Возраст (M±SD) 47,16±6,5 - 43,62±13,18 - 0,488

Длительность 
заболевания 
(M±SD)

5,01±1,07 - 6,08±2,63 - 0,374

Активность 
заболевания 
(DAS28): 
ремиссия 
низкая 
умеренная 
высокая 

0
 9 
14 
1

- 
37,5 
58,3 
4,2

0 
11
 29 
5

- 
24,4 
64,4 
11,1

0,274 
0,652 
0,513

МПКТ 
нормальная 
остеопения 
остеопороз

11 
9 
4

45,8 
37,5 

16,67

26 
12 
7

57,7 
26,6 
15,5

0,371 
0,503 
0,544

Rg стадия 
поражения 
суставов запястья 
(по Larsen): 
I 
II 
III
IV 
V

0 
3 
9 
11 
1

- 
12,5 
37,5 
45,8 
4,1

0 
3 

13 
18 
11

- 
6,6 

28,8 
40,0 
24,4

- 
0,908 
0,563 
0,749 
<0.05

Таблица 1. Клиническая характеристика больных РА
Table 1. Clinical characteristics of patients with rheumatoid arthritis

Рисунок 1. Рентгенологическая картина 
начальных стадий поражения суставов 
запястья и деформаций кисти.
Figure 1. X-ray pattern of early  
stages of wrist deformities.

Рисунок 2. Рентгенологическая 
картина поражения суставов  
запястья умеренной выраженности  
(Larsen 3-4 ст.).
Figure 2. X-ray pattern of moderate 
stages of wrist deformities  
(Larsen III-IV stages).

Рисунок 3. Рентгенологическая 
картина тяжелого поражения 
суставов кисти с полным лизисом 
костей запястья.
Figure 3. X-ray pattern of severe stages  
of wrist deformities (Larsen V stage)  
with complete carpal bones osteolysis.
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профессиональной деятельности. Результат высчитыва-
ется по формуле: 

сумма n ответов
n x 25)–1 (

. 
Максимальный балл соответствует 100. При этом чем 

выше балл, тем хуже функциональное состояние кисти.
Средний показатель функционального статуса лучеза-

пястного сустава, оцениваемый по шкале DASH, к момен-
ту операции составлял от 56 до 74 баллов, что соответство-
вало неудовлетворительному состоянию функционального 
статуса пациентов.

Боль оценивалась по ВАШ [14] и составила в среднем 
5,0±0,6 cм. Объем движений в суставах кисти оценивался 
с помощью ручного угломера. Средний объем сгибания до 
операции в группе пациентов, которым выполнялся артро-
дез, составил 26,25°, разгибания 15,45°, общая амплитуда 
ротации составила 134,2°. В группе пациентов с использо-
ванием мягкотканных методик сгибание составило 37,36°, 
разгибание 22,9° и объем ротационных движений – 164,2°. 
По указанным параметрам группы были сопоставимы.

Активность РА оценивалась по индексу DAS 28 [15]: 
большинство больных имели умеренную или низкую 
степень активности заболевания (66,7% и 24,6% соответ-
ственно), 6 пациентов (8,7%) были прооперированы на 
высокой степени активности. По данным денситометрии 
у 30,4% выявлена остеопения и у 15,9% остеопороз.

Перед проведением операции все пациенты получали 
антиревматическую терапию: нестероидные противовос-
палительные препараты 94,2%; базисные противовоспали-
тельные препараты (БПВП): метотрексат – 40 пациентов 
(57,97%); лефлуномид – 15 (21,73%); сульфасалазин – 10 
(14,49%); плаквенил – 10 пациентов (14,49%). 39 паци-
ентов (59,52%) получали глюкокортикоиды в средней до-
зировке 5 мг/сут. в пересчете на преднизолон. В периопе-
рационном периоде БПВП не отменялись. 11 пациентов 
(15,94%) нуждались в применении генно-инженерных 
биологических препаратов, одно введение которых перед 
операцией было отменено.

Для оценки качества жизни (КЖ) применялся опросник 
EQ-5D [16]. КЖ пациентов перед выполнением транспози-
ции ECU+ECRL не отличалось от пациентов с артродезом 
(индекс EQ-5D 0,128 и 0,151 соответственно, p>0,05).

Статистическая обработка данных была проведена с по-
мощью программы Statistica версия 12.0 с использованием 
общепринятых методов параметрического и непараметри-
ческого анализа. Данные представлены в виде средних зна-
чений и стандартного отклонения (M± SD), медианы (Me) с 
интерквартильным размахом [25-й;75-й перцентили].

 РЕЗУЛЬТАТЫ
В шестимесячный период наблюдения после опера-

тивного вмешательства среднее значение функции лу-
чезапястного сустава оценивали по шкале DASH. В ос-
новной группе оно составило 39,41±10,17 (медиана 38), 
для пациентов после выполнения артродеза – 46,4±15,8 
(медиана 46) (таблица 2).

Показатели (M±SD)
Транспозиция ECU+ECRL (n=24) основная группа Артродез (n=45) группа контроля

Р*
До операции После операции До операции После операции

DASH (баллы), (M±SD) 64,94±8,09 39,41±10,17 65,04±9,42 46,4±15,8 <0,05

ВАШ боли (см) 4,95±1,39 2,41±1,58 5,11±1,44 2,77±1,67 0,45

Сгибание (градусы) 37,29±11,79 18,54±11,56 26,11±11,79 0 <0,05

Разгибание (градусы) 22,91±9,43 9,58 ±7,21 15,55±8,80 0 <0,05

Общая амплитуда ротации (градусы) 164,16±26,36 149,6±35,32 134,2±32,27 131,89±38,21 <0,05

EQ-5D индекс 0,13±0,11 0,59±0,12 0,15±0,06 0,60±0,13 0,571

Таблица 2. Динамика боли и функциональных показателей 
кисти после операций
Table 2. Pain and functional outcomes trends
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Рисунок 4. Динамика функционального статуса по шкале 
DASH до и после операций в группах артродеза и трансфера 
ECU+ECRL.
Figure 4. Functional level according to DASH before and after 
surgery in both groups: arthrodesis and ECU+ECRL transfer.

Рисунок 5. Динамика функционального статуса по шкале 
DASH до и после операций в группах Larsen II-III ст. и Larsen 
IV-V ст.
Figure 5. Functional level trends according to DASH before and 
after surgery in groups: Larsen II-III and Larsen IV-V stages.
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В группе мягкотканных методик отмечалась лучшая 
динамика боли по ВАШ в сравнении с таковой в группе 
артродезов (рисунок 4).

В группе пациентов с транспозицией сухожилий по-
слеоперационный объем движений оказался значитель-
но выше по сравнению с группой артродезов: среднее 
значение сгибания составило 18,54±11,56° и 0°, раз-
гибания 9,58±7,21° и 0°, объем ротационных движений 
149,6±35,32° и 134,2±32,27° соответственно. Функцио-
нальный статус пациентов (DASH) после применения 
суставосберегающей мягкотканной методики стабилиза-
ции суставов запястья был значительно лучше по сравне-
нию с пациентами после выполнения артродеза запястья 
39,41±10,17 и 46,4±15,8 балла (р<0,05). КЖ больных в по-
слеоперационном периоде не различалось.

При анализе пациентов с тяжелыми поражениями су-
ставов запястья (IV и V стадии по Larsen), было выявлено, 
что среди больных, которым выполнялась транспозиция 
ECU+ECRL, функциональный результат в отдаленном по-
слеоперационном периоде был достоверно хуже, чем при 
выполнении операции на более ранних стадиях поражения 
суставов запястья (Larsen II и III стадии), (р<0.05) (табли-
ца 3, рисунок 5).

Медиана шкалы функционального состояния кисти 
DASH в подгруппе пациентов с IV и V стадией после опе-
рации составила 48,0 [35,0; 49,0], тогда как в подгруппе 
пациентов со II и III стадиями показатели были лучше – 
38,0 [29,0; 39,0]. При этом при выполнении транспозиции 

ECU+ECRL у больных в послеоперационном периоде не 
было выявлено различий по уровню послеоперационной 
боли, КЖ, функциям сгибания – разгибания и общей ам-
плитуде ротации в зависимости от тяжести поражения 
суставов.

В то же время после выполнения артродеза в после-
операционном периоде у пациентов с IV-V стадиями по-
ражения суставов по Larsen средний показатель DASH 
составил 46,0±15,91.

 ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Несмотря на то что патобиомеханические причины 

развития деформаций кисти при ревматоидном артрите 
достаточно хорошо изучены и описаны, последнее время 
операцией выбора у пациентов с поражением кисти на 
фоне РА оставался артродез лучезапястного сустава. Од-
нако стремление современной хирургии к переходу ко все 
более щадящим, органосохраняющим операциям привело 
к появлению прогрессивных хирургических методик в том 
числе и в ревмоортопедии. Одна из таких методик – сухо-
жильный трансфер разгибателей запястья, направленный 
на стабилизацию суставов запястья.

По нашим данным, указанная методика показывает 
хорошие функциональные результаты, однако имеет ряд 
ограничений, главным из которых является степень пора-
жения суставов запястья и выраженность их деформаций. 
Эффективность мягкотканных методик значительно сни-
жается при выполнении оперативных вмешательств при 
IV-V стадиях поражения суставов кисти по Larsen.

Поэтому при тяжелом поражении суставов запястья ва-
риантом выбора, по нашему мнению, остается артродез 
лучезапястного сустава, который дает лучшие функцио-
нальные результаты на поздних стадиях заболевания.

На удовлетворенность пациентов результатом опера-
ции влияют также предшествующие оперативному вме-
шательству деформации: ульнарная девиация карпально-
метакарпального блока и радиальная девиация пальцев 
кисти. В связи с этим ревматологам и ортопедам-хирургам 
необходимо как можно раньше выявлять пациентов с на-
чинающимися деформациями кисти на фоне РА с целью 
своевременного выполнения оперативного вмешательства 
и предотвращения развития тяжелых деформаций, плохо 
поддающихся хирургической коррекции в дальнейшем. 

Показатели (M±SD)
Транспозиция ECU+ECRL (n=24) 

после операции Р*
Larsen II-III ст. Larsen IV-V ст. 

DASH (баллы), (Me) 38,0 [29,0; 39,0] 48,0 [35,0; 49,0] <0,05

ВАШ боли (см) 2,15±1,14  2,75±2,0  0,451

Сгибание (градусы) 21,80±9,80 15,76±12,56 0,373

Разгибание (градусы) 10,45±7,89 8,9±6,81 0,289

Общая амплитуда 
ротации (градусы) 156,15±28,7 141,0±41,9 0,207

EQ-5D индекс 0,588±0,102 0,595±0,109 0,871

Таблица 3. Послеоперационные результаты транспозиции 
ECU+ECRL у больных РА в зависимости от стадии поражения 
суставов запястья по Larsen
Table 3. Postoperative results of ECU+ECRL transfers depending 
on the X-ray stage of the wrist lesion
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Влияние производного коричной кислоты  
на активность митохондриальных ферментов  

в мозговой ткани в условиях экспериментальной 
болезни Паркинсона
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Аннотация
Цель – оценить влияние производного коричной кислоты на изменение 
активности митохондриальных ферментов в ткани головного мозга крыс 
в условиях экспериментальной болезни Паркинсона.
Материал и методы. Болезнь Паркинсона моделировали у крыс самцов 
Wistar путем прямой инъекции раствора ротенона (5 мг/мл) в полосатое 
тело. Анализируемое соединение 4-гидрокси-3,5-ди-третбутил – ко-
ричную кислоту и препарат сравнения –  этилметилгидроксипиридина 
сукцинат вводили перорально в эквивалентных дозах (100 мг/кг) на про-
тяжении 30 дней с момента моделирования патологии. Далее методом 
дифференциального центрифугирования получали супернатант голов-
ного мозга, в котором оценивали изменение активности ферментов: ци-
тратсинтазы, сукцинатдегидрогеназы, цитохром-с-оксидазы и аконитазы. 
Полученные результаты обрабатывали статистически. В ходе анализа 
использовался прикладной программный пакет StatPlus 7.0.
Результаты. В ходе исследования было установлено, что введение кры-
сам 4-гидрокси-3,5-ди-третбутил коричной кислоты способствует повы-
шению активности цитратсинтазы, сукцинатдегидрогеназы, цитохром-с-
оксидазы и аконитазы в сравнении с нелечеными животными на 109,7% 

(p<0,05); 53,6% (p<0,05); 65,0% (p<0,05) и 63,1% (p<0,05) соответственно, 
тогда как на фоне применения препарата сравнения активность указан-
ных ферментов увеличилась соответственно на 56,3% (p<0,05); 57,7% 
(p<0,05); 71,7% (p<0,05) и 49,1% (p<0,05). При этом активность цитрат-
синтазы у животных, получавших 4-гидрокси-3,5-ди-третбутил коричную 
кислоту, была выше аналогичной у крыс, которым вводили референт на 
34,2% (p<0,05).
Выводы. Проведенное исследование показало, что курсовое введение 
4-гидрокси-3,5-ди-третбутил коричной кислоты животным с экспери-
ментальной болезнью Паркинсона сопровождается повышением актив-
ности митохондриальных ферментов, что может отражать существенное 
влияние данного соединения на процессы митохондриального биогенеза, 
митофагии и генерации митохондриальных активных форм кислорода.
Ключевые слова: болезнь Паркинсона, митохондриальная дисфунк-
ция, нейропротекция, нейропротекторы, этилметилгидроксипиридина 
сукцинат.
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Abstract
Aim – to evaluate the effect of cinnamic acid derivative on changes in 
mitochondrial enzymes activity in rats brain tissue under conditions of 
experimental Parkinson's disease.
Material and methods. Parkinson's disease was modeled in male Wistar 
rats by direct injection of rotenone solution (5 mg/ml) into the striatum. The 
analyzed compound 4-hydroxy-3,5-di-tretbutyl cinnamic acid and the reference 
ethylmethylhydroxypyridine succinate were administered orally in equivalent 
doses (100 mg/kg) for 30 days from the moment of pathology modeling. 
Next, a brain supernatant was obtained by differential centrifugation, in which 
changes in the activity of enzymes: citrate synthase, succinate dehydrogenase, 
cytochrome c oxidase and aconitase were evaluated. The obtained results 
were processed statistically. During the analysis, the StatPlus 7.0 application 
software suite was used.
Results. During the study, it was found that the administration of 4-hydroxy-
3,5-di-tretbutyl cinnamic acid to rats increased the activity of citrate synthase, 
succinate dehydrogenase, cytochrome c oxidase and aconitase relative to 

untreated animals by 109.7% (p<0.05); 53.6% (p<0.05); 65.0% (p<0.05) and 
63.1% (p<0.05), respectively, whereas against the background of the use of 
the reference, the activity of these enzymes increased by 56.3% (p<0.05); 
57.7% (p<0.05); 71.7% (p<0.05) and 49.1% (p<0.05), respectively. At the 
same time, the activity of citrate synthase in animals treated by 4-hydroxy-3,5-
di-tretbutyl cinnamic acid was higher than that in rats treated by the reference 
by 34.2% (p<0.05).
Conclusions. The study showed that the course administration of 4-hydroxy-
3,5-di-tretbutyl cinnamic acid to animals with experimental Parkinson's disease 
is accompanied by an increase in the activity of mitochondrial enzymes, 
which may reflect the significant effect of this compound on the processes of 
mitochondrial biogenesis, mitophagy and generation of mitochondrial reactive 
oxygen species.
Keywords: Parkinson's disease, mitochondrial dysfunction, neuroprotection, 
neuroprotectors, ethylmethylhydroxypyridine succinate.
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 ВВЕДЕНИЕ

Болезнь Паркинсона (БП) – хроническое нейродегене-
ративное заболевание, как правило, ассоциированное 

с возрастом. Заболеваемость БП на настоящий момент со-
ставляет 1-2 на 1000 человек, но прогрессирует с возрас-
том и при наличии значительного количества факторов 
риска, например, генетической предрасположенности, 
курения, воздействия нейротоксинов [1]. Патогенети-
чески БП характеризуется потерей дофаминергических 
нейронов черной субстанции с формированием патоло-
гических включений α-синуклеина – телец Леви. В то же 
время БП является заболеванием, имеющим комплексный 
патогенез, который объединяет несколько взаимосвязан-
ных патофизиологических процессов, включая и мито-
хондриальную дисфункцию. Будучи главными источни-
ками активных форм кислорода (АФК), митохондрии 
клетки играют существенную роль в прогрессировании 
БП, при этом первичным триггером митохондриальных 
нарушений является дисфункция комплекса I митохон-
дриальной дыхательной цепи [2]. Митохондриальный 
комплекс I – самый большой митохондральный компарт-
мент, состоящий из более чем 44 белков,7 из которых 
кодируется митохондриальной ДНК. Основная функция 
данного комплекса заключается в перемещении электро-
на от НАДН к убихинону, а также в транслокации про-
тонов между внутренней и наружной митохондриаль-
ными мембранами [3]. Учитывая значительный вклад 
комплекса I в транспорт электронов, неудивительно, что 
при дисфункции данной системы наблюдается повышен-
ная генерация АФК, активация окислительного стресса, 
истощение резервов внутриклеточного АТФ и как резуль-
тат – гибель клетки сразу по нескольким механизмам – 
апоптоза, посредством окислительной модификации или 
фероптоза [4]. В результате потеря дофаминергических 
структур компактной черной субстанции по описанным 

выше реакциям приводит к появлению характерных сим-
птомов БП: тремора, ригидности, брадикинезии, посту-
ральной нестабильности [4]. Однако стоит отметить, что 
в условиях БП отмечается не только дисфункция мито-
хондриального комплекса I, но и наблюдается нарушение 
активности некоторых митохондриальных ферментов, в 
частности цитратсинтазы. Важным моментом является 
то, что возникающая ферментативная дисфункция при-
водит к прогрессирующему уменьшению пула АТФ в 
клетке, в результате чего формируется патологический 
метаболический сдвиг с активацией внутреннего и внеш-
него апоптотического пути, еще больше усугубляющего 
нейродегенеративный процесс [5]. Попытки целенаправ-
ленной фармакологической коррекции дисфункции мито-
хондриального комплекса I и общей митохондриальной 
функции при БП предпринимались практически сразу 
после того, как была установлена роль данного патофизи-
ологического процесса в патогенезе БП. Первоначально 
на предмет способности восстанавливать митохондри-
альную функцию были протестированы классические 
противопаркинсонические препараты: леводопа и ее 
комбинации с карбидопой и разагилином [6]. В итоге 
было показано, что данные лекарственные средства в 
условиях БП не оказывают существенного влияния на 
активность митохондриального комплекса I и митохон-
дриальную функцию в целом. В связи с этим актуальным 
представляется разработка лекарственных средств, прин-
ципиально отличающихся от уже имеющихся препаратов 
механизмом действия. Одним из таких возможных на-
правлений создания новых средств для терапии БП может 
являться изучение средств нейропротекторного действия. 
Как правило, нейропротекция представляет собой целе-
направленное терапевтическое вмешательство, сохраня-
ющее жизнеспособность нейронов черной субстанции, 
а сами нейропротекторы являются гетерогенной груп-
пой препаратов. К их числу можно отнести антагонисты 
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NMDA-рецепторов глутаминовой кислоты, металлохе-
латоры, блокаторы кальциевых каналов, коэнзим Q10, 
креатин [7]. Ранее проведенные исследования показали, 
что потенциально эффективным нейропротекторным со-
единением является 4-гидрокси-3,5-ди-трет бутил корич-
ная кислота (ATACL), которая оказывает многофакторное 
действие на клетки головного мозга, включая подавление 
оксидативного стресса и повышение образования АТФ 
[8]. В связи с этим представляется актуальным изучение 
данного соединения на предмет возможной способности 
корректировать митохондриальную дисфункцию в усло-
виях экспериментальной БП.

 ЦЕЛЬ
В условиях экспериментальной БП оценить влияние 

соединения ATACL на изменение активности митохондри-
альных ферментов в ткани головного мозга.

 МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
Работа выполнена на 40 половозрелых крысах-самцах 

Wistar массой тела 210–230 г, полученных из питомника 
лабораторных животных «Рапполово» (Россия). На время 
исследования животные содержались в стандартных ус-
ловиях вивария Пятигорского медико-фармацевтического 
института в полипропиленовых клетках по 5 особей. Полно-
рационный экструдированный корм и воду водопроводную 
животные получали ad libitum. Подстил (гранулированную 
фракцию) меняли не реже чем 1 раз в 3 дня. Условия содер-
жания исключали стрессирование животных: температура 
окружающего воздуха 22±2°С, относительная влажность 
55–65% при 12-часовом цикле день/ночь. Оперативные 
манипуляции выполнены под хлоралгидратной анестезией 
(интраперитонеальная иньекция хлоралгидрата (PanReac 
Applichem, Испания), 350 мг/кг). Эвтаназию животных осу-
ществляли после анестезии и забора биоматериала путем 
цервикальной дислокации. Концепция работы была одобре-
на локальным этическим комитетом ПМФИ (протокол №8 
от 07.07.2023), соответствовала положениям Директивы ЕС 
2010/63 и принципам ARRIVE 2.0 [9].

Для моделирования БП крыс анестезировали, скаль-
пировали теменную область и бором при периодическом 
охлаждении (0,9% раствор хлорида натрия) проделывали 
трепанационное отверстие, удаляли твердую мозговую обо-
лочку. Согласно стереотаксическим координатам AP +0,4, 
ML -2,0 (от брегмы) и DV -3,3 (соответствуют полосато-
му телу) вводили 4 мкл раствора ротенона (Sigma-Aldrich, 
Германия) в конечной концентрации 5 мг/мл. Инъекцию 
осуществляли модифицированным шприцом Гамильтона 
(100 мкл) с канюлей и иглой G30. После инъекции игла 
оставалась в месте введения на протяжении 5 минут, после 
чего ее извлекали, ушивали рану. Шов обрабатывали 10% 
раствором повидон-йода («Бетадин», ЗАО ЭГИС, Россия). 
До пробуждения животных оставляли под согревающей 
лампой [10].

В ходе исследования были сформированы следую-
щие экспериментальные группы (n=10 каждая группа): 
ЛО – ложнооперированные животные (к данной группе 
крыс применялись все последовательные процедуры, 
описанные при моделировании БП, за исключением вве-
дения ротенона); НК – негативный контроль (животные 

с воспроизведенной БП, но не получавшие терапию); 
ЭМГПС – животные с воспроизведенной БП, получав-
шие препарат сравнения – этилметилгидроксипиридина 
сукцинат («Мексидол», НПК Фармасофт, РФ) в дозе 100 
мг/кг; ATACL – группа крыс с воспроизведенной БП, ко-
торой вводили анализируемое соединение 4-гидрокси-3,5-
ди-третбутил коричную кислоту в дозе 100 мг/кг [8]. В 
качестве препарата сравнения был выбран ЭМГПС, по-
скольку данный лекарственный препарат находит свое 
применение в терапевтических схемах лечения БП [11], а 
также оказывает влияние на изменение митохондриальной 
функции [12].

Референт и анализируемое соединение вводили перо-
рально, начиная с 14 дня после введения ротенона и на 
протяжении 30 дней (одно введение в сутки). Дизайн ис-
следования представлен на рисунке 1.

По истечении 30 дней животных под хлоралгидратной 
анестезией декапитировали, извлекали головной мозг и 
помещали на ледяную баню (температура не выше 40С). 
Далее отделяли мозжечок, полушария гомогенизировали в 
буферном растворе, состоящем из 0,1% раствора бычьего 
сывороточного альбумина (Sigma-Aldrich, Германия) + 215 
ммоль маннита (Sigma-Aldrich, Германия) + 1 ммоль эти-
ленгликольтетраацетата натрия (Sigma-Aldrich, Германия) 
+ 75 ммоль сахарозы (Sigma-Aldrich, Германия) + 20 ммоль 
4-(2-гидроксиэтил)-1-пиперазинэтансульфоновой кислоты 
(Sigma-Aldrich, Германия). Гомогенат центрифугировали 
в течение 2 минут при 1100g. Полученный супернатант 
повторно центрифугировали в градиенте перколла (Sigma-
Aldrich, Германия) в течение 10 минут при 18000g. Вторич-
ный супернатант использовали для проведения анализа.

Активность сукцинатдегидрогеназы (СДГ) оценивали 
спектрофотометрически в реакции сукцинат-зависимого 
восстановления дихлорфенолиндофенола при добавле-
нии в анализируемую среду ротенона при 600 нм. Среда 
реакции содержала 40 мкМ дихлорфенолиндофенола + 1 
мМ KCN + 10 мкМ ротенона и 50 мкМ кофермента Q2. 
Реакцию инициировали добавлением 10 мМ сукцината. 
Активность фермента выражали в Ед/мг белка. Актив-
ность цитохром-с-оксидазы (СоХ) также определяли спек-
трофотометрически в ходе реакции окисления цитохрома 
С (II) в присутствии KCN при 500 нм. Среда инкубации 
содержала цитохрома С (II) – 15 µМ и додецилсульфат 

Примечания: БП – болезнь Паркинсона; СДГ – сукцинатдегидрогеназа;  
АС – аконитаза; ЦС – цитратсинтаза; СоХ – цитохром-с-оксидаза. 
Авторское изображение выполнено с использованием ресурса 
https://www.biorender.com

Note: PD – Parkinson's disease; SDH – succinate dehydrogenase; 
AC – aconitase; CS – citrate synthase; CoX – cytochrome c oxidase. 
The author's image is made using the resource https://www.biorender.com

Рисунок 1. Дизайн исследования.
Figure 1. Design of the study.
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натрия 0,03% раствор. Активность фермента выражали 
в Ед/мг белка. Активность цитратсинтазы (ЦС) оцени-
вали спектрофотометрическим методом, основанным на 
определении окрашенных продуктов реакции деградации 
5,5'-ди-тиобис-(2-нитробензойной кислоты) в присутствии 
ацетил-КоА и оксалоацетата при 412 нм. Среда реакции 
содержала: 5,5'-дитиобис-(2-нитробензойную кислоту – 
0,1 мМ, ацетил-КоА 50 мМ и оксалоацетат50 мМ. Актив-
ность фермента выражали в Ед/мг белка. Активность ако-
нитазы (АС) оценивали спектрофометрически при 340 нм, 

в ходе сопряженной аконитаза-изоцитратдегидрогеназной 
реакции путем регистрации образовавшегося НАДФН [8].

Результаты обрабатывали методами вариационной 
статистики с применением возможностей программно-
го комплекса StatPlus 7.0 (AnalystSoft Inc., США, лицен-
зия 16887385). Полученные данные были проверены на 
нормальность распределения согласно критерию Шапи-
ро – Уилка. Для сравнения групп средних применяли па-
раметрические методы ANOVA с пост-тестом Ньюмена – 
Кейлса и непараметрические методы статического анализа 
– тест Краскела – Уоллиса с постпарным сравнением в 
тесте Данна. Сравнение с ЛО группой животных осущест-
вляли с использованием критерия Даннета. Отличия счи-
тались статистически значимыми при p<0,05.

Примечания: на box plot синяя линия – медианное значение, красная 
линия – среднее значение; # – достоверно относительно ЛО (критерий 
Даннета, p<0,05); * – достоверно относительно НК (критерий 
Ньюмена – Кейлса, p<0,05); Δ – достоверно относительно животных, 
получавших ЭМГПС (критерий Ньюмена – Кейлса, p<0,05).
Note: on the box plot, the blue line is the median value, the red line is the 
average value; # – significant to SO (Dunnet test, p<0.05); * – significant to NC 
(Newman – Keulse test, p<0.05); Δ – significant to animals treated by EMHPS 
(Newman – Keulse test, p<0.05).

Рисунок 2. Влияние 4-гидрокси-3,5-ди-третбутил коричной 
кислоты и этилметилгидроксипиридина сукцината на 
изменение активности цитратсинтазы в ткани головного 
мозга у крыс с экспериментальной болезнью Паркинсона.
Figure 2. The effect of the 4-hydroxy-3,5-di-tretbutyl cinnamic acid 
and ethylmethylhydroxypyridine succinate on the change in citrate 
synthase activity in brain tissue in rats with experimental Parkinson's 
disease.

Примечания: на box plot синяя линия – медианное значение, красная 
линия – среднее значение; # – достоверно относительно ЛО (критерий 
Даннета, p<0,05); * – достоверно относительно НК (критерий 
Ньюмена – Кейлса, p<0,05).
Note: on the box plot, the blue line is the median value, the red line is the 
average value; # – significant to SO (Dunnet test, p<0.05); * – significant to NC 
(Newman – Keulse test, p<0.05).

Рисунок 3. Влияние 4-гидрокси-3,5-ди-третбутил коричной 
кислоты и этилметилгидроксипиридина сукцината на 
изменение активности сукцинатдегидрогеназы в ткани 
головного мозга у крыс с экспериментальной болезнью 
Паркинсона.
Figure 3. Effect of the 4-hydroxy-3,5-di-tretbutyl cinnamic acid and 
ethylmethylhydroxypyridine succinate on the change in succinate 
dehydrogenase activity in brain tissue in rats with experimental 
Parkinson's disease.

Примечания: на box plot синяя линия – медианное значение,  
красная линия – среднее значение; # – достоверно относительно 
ЛО (критерий Даннета, p<0,05); * – достоверно относительно НК 
(критерий Ньюмена – Кейлса, p<0,05).
Note: on the box plot, the blue line is the median value, the red line is the 
average value; # – significant to SO (Dunnet test, p<0.05); * – significant to NC 
(Newman – Keulse test, p<0.05).

Рисунок 4. Влияние 4-гидрокси-3,5-ди-третбутил коричной 
кислоты и этилметилгидроксипиридина сукцината на 
изменение активности цитохром-с-оксидазы в ткани 
головного мозга у крыс с экспериментальной болезнью 
Паркинсона.
Figure 4. Effect of the 4-hydroxy-3,5-di-tretbutyl cinnamic acid and 
ethylmethylhydroxypyridine succinate on changes in cytochrome c 
oxidase activity in brain tissue in rats with experimental Parkinson's 
disease.

Примечания: на box plot синяя линия – медианное значение, красная 
линия – среднее значение; # – достоверно относительно ЛО  
(критерий Даннета, p<0,05); * – достоверно относительно НК 
(критерий Ньюмена – Кейлса, p<0,05).
Note: on the box plot, the blue line is the median value, the red line is the 
average value; # – significant to SO (Dunnet test, p<0.05); * – significant  
to NC (Newman – Keulse test, p<0.05).

Рисунок 5. Влияние 4-гидрокси-3,5-ди-третбутил коричной 
кислоты и этилметилгидроксипиридина сукцината на 
изменение активности аконитазы в ткани головного мозга  
у крыс с экспериментальной болезнью Паркинсона.
Figure 5. The effect of the 4-hydroxy-3,5-di-tretbutyl cinnamic 
acid and ethylmethylhydroxypyridine succinate on the change 
in aconitase activity in brain tissue in rats with experimental 
Parkinson's disease.
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 РЕЗУЛЬТАТЫ
В ходе анализа изменения активности ЦС (рисунок 2) 

было установлено, что у НК группы крыс по отношению 
к ЛО животным активность данного фермента умень-
шилась на 62,3% (p<0,05). В то же время применение 
ЭГМПС и ATACL способствовало повышению активно-
сти ЦС относительно НК группы крыс на 56,3% (p<0,05) 
и 109,7% (p<0,05) соответственно. Стоит отметить, что 
у животных, получавших ATACL, активность ЦС была 
на 34,2% (p<0,05) выше, чем у крыс, которым вводили 
ЭМГПС.

Оценивая изменение активности СДГ (рисунок 3), 
отметим, что в группе нелеченых животных (НК) актив-
ность фермента снизилась на 56,6% (p<0,05) в сравнении 
с аналогичным показателем ЛО крыс. На фоне введения 
животным ЭМГПС и ATACL наблюдалось увеличение ак-
тивности СДГ по отношению к НК группе крыс на 57,7% 
(p<0,05) и 53,6% (p<0,05) соответственно.

Аналогичная тенденция изменения была установлена 
при изучении изменения активности СоХ (рисунок 4). 
Так, у НК группы крыс в сравнении с ЛО животными 
активность СоХ уменьшилась на 53,6% (p<0,05). В то же 
время при применении ЭМГПС и ATACL активность фер-
мента увеличилась относительно показателя НК группы 
крыс на 71,7% (p<0,05) и 65,0% (p<0,05) соответственно.

Активность АС (рисунок 5) у крыс НК группы была 
ниже таковой у ЛО животных на 54,1% (p<0,05). На фоне 
введения крысам ЭМГПС активность АС увеличилась 
относительно НК группы животных на 49,1% (p<0,05), 
тогда как при применении ATACL активность фермента 
повысилась на 63,1% (p<0,05). Стоит отметить, что ста-
тистически значимых отличий активности СДГ, СоХ и 
АС между группами животных, получавших ЭМГПС и 
ATACL, не установлено.

 ОБСУЖДЕНИЕ 
Проведенное исследование показало, что введение со-

единения ATACL практически в равной степени с рефе-
рентом – этилметилгидроксипириина сукцинатом способ-
ствует восстановлению активности митохондриальных 
ферментов: ЦС, АС. СоХ и СДГ. При этом отмечено, что 
у крыс, получавших ATACL, активность ЦС была до-
стоверно (p<0,05) выше, чем у животных, получавших 
препарат сравнения. Полученные результаты могут сви-
детельствовать о многофакторном влиянии анализируе-
мого соединения на изменение митохондриальной функ-
ции в ткани головного мозга крыс с БП. Известно, что 
митохондрии – главные энергетические станции клетки, 
структуры, находящиеся в постоянном динамическом 
равновесии, которое объединяет два взаимосвязанных 
процесса – митохондриальный биогенез и митофагию 
[13]. Определенный физиологический баланс данных 
реакций обеспечивает необходимый «контроль качества 
митохондрий» – преобладание функционально активных 
митохондрий над дефектными / дисфункциональными. В 
условиях БП помимо классического митохондриального 
дефекта, проявляющегося в виде дефицита активности 
комплекса I электрон-транспортной цепи митохондрий, 
наблюдается также нарушение процессов митофагии и 
биогенеза митохондрий [14].

Поскольку митохондриальный биогенез и митофагия – 
процессы, генетически детерминированные, изучение их 
с позиции биомаркерных изменений является трудоемкой 
задачей. Одним из наиболее общедоступных подходов к 
оценке изменения митохондриального биогенеза и мито-
фагии, в том числе и при проведении фармакотерапии, яв-
ляется изучение активности ферментативных биомаркеров 
данных процессов. Так, об митохондриальном биогенезе 
можно судить по изменению активности СДГ и СоХ, а 
об интенсивности процесса митофагии свидетельствует 
активность ЦС [15].

Таким образом, наблюдаемые на фоне применения со-
единения ATACL и референта изменения активности ЦС, 
СДГ и СоХ могут являться фактом, подтверждающим вли-
яние данных объектов на митохондриальный биогенез и 
митофагию. Учитывая, что соединение ATACL является 
производным гидроксикоричной кислоты – вещества, на-
тивно встречающегося в некоторых растительных объек-
тах, можно провести определенные параллели митохон-
дриально-ориентированных свойств данного соединения 
и других природных соединений. Так, М. Ay и соавт. (2017) 
показали, что одним из механизмов, посредством кото-
рых кверцетин улучшает митохондриальную функцию, 
является усиление Parkin-зависимой митофагии, а также 
повышение скорости ресинтеза митохондриального белка 
[16]. Аналогичные результаты были продемонстрированы 
Т. Luo и соавт. (2023) для бергаптена – фуранокумарина, 
широко представленного в растительных объектах. В дан-
ном исследовании бергаптен подавлял липополисахарид-
индуцированные провоспалительные реакции и связанный 
с ними пироптоз за счет восстановления митохондриаль-
ного гомеостаза [17]. Митохондриально-ориентированные 
свойства другого природного объекта – байкалеина были 
продемонстрированы Х. Jin и соавт. (2023). Было установ-
лено, что курсовое введение байкалеина способствовало 
повышению NIX-зависимых реакций митофагии в клетках 
гиппокампа мышей с депрессией [18]. Стоит отметить, 
что важным аспектом митохондриально-ориентированного 
действия соединения ATACL можно считать повышения 
активности аконитазы. Аконитаза – железосернистый бе-
лок, играющий значимую роль в развитии митохондриаль-
ной дисфункции. Прежде всего, аконитаза катализирует 
одну из критических реакций цикла трикарбоновых кис-
лот: переход цитрата в изоцитрат, в связи с чем дефицит 
активности данного фермента может негативно отражать-
ся на ходе реакций окислительного фосфорилирования и 
соответственно синтеза АТФ. Также дисфункция акони-
тазы способствует генерации АФК, усугубляя поврежде-
ние клеточных компартментов посредством липоперок-
сидативных процессов [19]. В связи с этим наблюдаемое 
на фоне применения соединения ATACL восстановление 
активности аконитазы может положительно отражаться 
на ходе реакций синтеза макроэргических фосфатов и ге-
нерации АФК.

 ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенное исследование показало, что курсовое 

введение соединения ATACL животным с БП способ-
ствует восстановлению активности митохондриальных 
ферментов: цитратсинтазы, сукцинатдегидрогеназы, 
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цитохром-с-оксидазы и аконитазы. Это отражает суще-
ственное влияние данного соединения на митохондриаль-
ный гомеостаз, в частности реакции митохондриального 
биогенеза, митофагии, генерации АФК и синтеза АТФ.

Полученные данные позволяют предполагать актуаль-
ность дальнейшего изучения соединения ATACL в каче-
стве политаргетного нейропротекторного средства для 
лечения БП.  
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