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ИЗМЕНЕНИЕ ЭКСПРЕССИИ ИММУНОГИСТОХИМИЧЕСКИХ 
МАРКЁРОВ GFAP, S 100, KI 67 В ТКАНЯХ КРЫСИНОЙ ГЛИОМЫ С6  

IN SITU ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ АСКАРИДОЗЕ

УО «Витебский государственный медицинский университет», г. Витебск, Беларусь

Статья посвящена изучению влияния аскаридозной инвазии на экспрессию иммуно-
гистохимических маркёров в тканях глиомы у крыс.

Исследования проводились на самках крыс линии Wistar, у которых моделировали 
крысиную глиому С6 in situ. Исследования включали несколько серий эксперимента. 
Животные второй серии были заражены перорально в дозе 20 яиц A. suum на 1 грамм 
массы тела животного на 7-й день после введения опухолевых клеток С6. Проводились 
макроскопическое, гистологическое, иммуногистохимическое исследования для изуче-
ния экспрессии основных глиомных маркеров: GFAP (glial fibrillary acidic protein), S 100, 
маркера пролиферативной активности Ki-67.

Выявлено, что инвазия A. suum в дозе 20 яиц на 1 грамм массы тела животного не при-
водит к достоверным изменениям экспрессии иммуногистохимических маркёров GFAP, 
S 100 и индекса пролиферативной активности Ki 67 в тканях крысиной глиомы С6 in situ.

Ключевые слова: GFAP, S 100, Ki 67, глиома C6 

Введение
По оценкам ВОЗ аскаридами инвазиро-

вано более одного миллиарда человек. При 
аскаридозе выделяют две основные фазы: 
миграционную (острая стадия, развиваю-
щаяся в первые 2-3 недели после инвазии) 
и кишечную (хроническая – от нескольких 
месяцев до многих лет) [1, 2, 3].

В основе патогенеза миграционной 
фазы лежит сенсибилизация организма 
продуктами метаболизма, линьки и распа-
да погибших личинок, а также возникаю-
щие при миграции личинок воспалитель-
ные реакции. Антигены аскарид относятся 
к группе наиболее сильных паразитарных 
агентов, в связи с этим в инвазированном 
организме преобладают патологические 
изменения, обусловленные общим аллер-
гическим ответом [4, 5, 6].

Напряженность иммунного ответа ор-
ганизма хозяина изменяется в зависимости 
от стадии развития паразита. Это связано со 
сменой антигенного спектра и иммуноген-
ных свойств гельминта, который претерпе-
вает метаморфоз в течение биологического 
цикла. Наиболее выражен иммунный ответ 
в миграционную стадию [7, 8]. Одной из 

важных причин органных и системных по-
ражений является образование иммунных 
комплексов, которые активируют систему 
комплемента и цитокины. Однако, несмо-
тря на напряженность иммунного ответа 
хозяина, гельминты оказывают иммуно-
супрессивное действие, что способствует 
их адаптации и выживанию в организме. В 
итоге возникает иммунодефицитное состо-
яние [6, 7, 8], способствующее снижению 
резистентности инвазированного организ-
ма к бактериальным, вирусным и другим 
инфекциям, что может приводить к их за-
тяжному течению, развитию осложнений и 
формированию носительства. 

Одним из значимых патогенетических 
механизмов развития заболевания являет-
ся поглощение паразитами питательных 
веществ из полости кишечника: продуктов 
переваривания белков, липидов и углево-
дов (прежде всего аминокислот и моноса-
харидов), витаминов (ретинола, тиамина, 
аскорбиновой кислоты) и микроэлементов 
(цинка, железа, меди) [7, 8].

Продукты метаболизма гельминтов 
также способствуют изменению биоцено-
за кишечника с увеличением доли услов-
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но-патогенной и патогенной микрофло-
ры (клостридий, грибов, стафилококков, 
стрептококков) при уменьшении количе-
ства индигенной микрофлоры (лактоба-
цилл, бифидобактерий, бактероидов и не-
патогенных кокковых форм) [4, 5, 6, 8].

Таким образом, действие аскаридно-
го аллергена, развитие неспецифического 
синдромокомплекса интоксикации, аллер-
гизации, иммунодепрессии, дисбиоза ки-
шечника создает благоприятный фон для 
возникновения соматической (в том числе 
опухолевой) патологии.

Цель – оценить изменение экспрессии 
иммуногистохимических маркёров GFAP, 
S 100 и индекса пролиферативной актив-
ности Ki 67 в тканях крысиной глиомы С6 
in situ при экспериментальном аскаридозе.

Материалы и методы исследования 

Эксперимент выполняли по разрабо-
танному нами способу на 80 самках крыс 
линии Wistar, массой 180-200 г. В тече-
ние двух недель до начала эксперимента 
подопытные животные проходили каран-
тин и содержались на стандартном раци-
оне в сухом помещении с искусственным 
освещением.

Животных разделяли на 8 групп по 10 
особей в каждой и проводили 2 серии экс-
перимента. Во всех группах самкам крыс 
вводили опухолевые клетки крысиной 
глиомы С6 во внутреннюю область бедра 
в концентрации 10×106 подкожно для мо-
делирования опухоли in situ. Во внутрен-
нюю поверхность другого бедра проводи-
лась инъекция дексаметазона в дозировке 
0,001 мл (4,0 мг/мл) на 1 грамм веса живот-
ного. Инъекцию дексаметазона выполняли 
ежедневно в течение 7 дней после перевив-
ки, а с 8 дня – с кратностью через сутки в 
течение 14 дней. 

Первая серия эксперимента включала 
первую, вторую, третью, четвертую груп-
пы самок крыс, которые служили для по-
лучения результатов в «чистой» опухоли 
крысиной глиомы С6 in situ. У животных 
первой серии эксперимента на 14-й, 21-й, 
28-й, 35-й дни развития опухоли (после 

умерщвления под воздействием эфирно-
го наркоза) проводили забор материала 
(опухоль, печень, легкие, головной мозг) 
для макроскопического, гистологического, 
иммуногистохимического анализов и ис-
следования экспрессии основных глиом-
ных маркеров: GFAP (glial fibrillary acidic 
protein), S 100, а также оценки маркера 
пролиферативной активности Ki-67 [9].

Вторая серия эксперимента (пятая, 
шестая, седьмая и восьмая группы) пре-
следовала цель оценки влияния аскарид в 
зависимости от сроков развития инвазии 
(доза заражения Ascaris suum  ‒ 20 яиц) 
на изменение экспрессии иммуногистохи-
мических маркёров GFAP, S 100, Ki 67 в 
тканях  крысиной глиомы С6 in situ. Жи-
вотные второй серии были заражены пе-
рорально в дозе 20 яиц A. suum на 1 грамм 
массы тела животного на 7-й день после 
введения опухолевых клеток С6. Таким 
образом, 7-й день после заражения соот-
ветствовал 14-му дню развития опухоли, 
14-й день после инвазии – 21-му дню раз-
вития опухоли, 21-й после заражения – 
28-му дню развития глиомы, 28-й – 35-му 
дню развития опухоли.

Инвазионные яйца аскарид получали 
по методике В.Я. Бекиша [10]. Изначаль-
но самок аскарид промывали в растворе 
0,9 NaCl. Далее нижнюю часть паразита 
вскрывали и доставали матку. Полученные 
матки помещали в фарфоровую ступку, 
куда добавляли едкий натр (0,5N) и квар-
цевый песок. Пестиком растирали матери-
ал до получения гомогенной массы. Массу, 
содержащую яйца аскарид, сливали в про-
бирки подходящего размера до полови-
ны объема, а затем добавляли едкий натр. 
Массу в пробирках центрифугировали на 
1500 об/мин. Затем супернатант удаляли и 
повторяли центрифугирование осадка с ед-
ким натром еще 2 раза. 

Полученный осадок промывали еще 3 
раза с добавлением раствора 0,9 NaCl. По-
сле окончания манипуляций, направлен-
ных на отмывку материала, к полученному 
осадку добавляли 5 мл жидкости Барбагал-
ло и взбалтывали. В чашки Петри, дно ко-
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торых застилали фильтровальной бумагой, 
наливали по 3 мл жидкости Барбагалло и 
помещали полученную взвесь, содержа-
щую яйца аскарид. Закрытые чашки с яй-
цами аскарид помещали в термостат, пред-
варительно прогретый до температуры 
24°С на 30 дней. 

Контроль над созреванием яиц прово-
дили еженедельно путем микроскопиче-
ского анализа при увеличении 400×.

Для получения инвазионной культу-
ры, которую применяли для заражения 
животных, проводили смыв инвазионных 
яиц с фильтровальной бумаги раство-
ром 0,9 NaCl. Полученный смыв отмыва-
ли трехкратно раствором 0,9 NaCl путем 
пятиминутного центрифугирования на 
1500 об/ мин. 

Полученный в результате осадок оце-
нивали путем микроскопии на предмет со-
держания инвазионных яиц в 100 мкл при 
увеличении 400×. Нужной дозы для зара-
жения животных добивались путем добав-
ления крахмального клейстера к осадку, 
содержащему яйца аскарид.

Материал, полученный от всех групп, 
фиксировали в забуференном формали-
не в течение 24 часов [9]. Далее осущест-
вляли заливку материала в парафин. По-
лучали серийные парафиновые срезы на 
стеклах, обработанных поли-L-лизином, 
толщиной 5-7 мкм с помощью микротома 
Leica RM 2125 RT (Германия). Депарафи-
нирование и обезвоживание проводили 
ксилолом, этанолом. Предобработку сре-
зов с целью демаскировки антигенов, на-
правленную на восстановление структуры 
белка, осуществляли демаскировочным 
буфером (Wuhan Elabscience Biotechnology 
Incorporated Company). Иммуногистохи-
мическую реакцию в готовом материале 
к рецепторам GFAP (E-AB-10345), S100 
(E-AB-32841), Ki-67 (E-AB-22027), про-
водили в соответствии с инструкциями 
фирмы-производителя и системы визуа-
лизации 2-step plus Poly-HRP Anti Rabbit/
Mouse IgG Detection System (with DAB 
Solution, Wuhan Elabscience Biotechnology 
Incorporated Company, Китай, E-IR-R213). 

Оценку результатов ИГХ-окрашивания 
проводили с применением светового ми-
кроскопа Leica DM 2500 в 1000 клетках в 
каждом срезе. Для всех маркеров прово-
дили оценку локализации окрашивания в 
клетке (ядро, цитоплазма и/или мембрана), 
интенсивность окрашивания (в области 
с максимальной экспрессией) и процент 
окрашенных клеток [9]. Во время оценки 
GFAP, S 100 опухоль считали отрицатель-
ной при отсутствии цитоплазматического 
окрашивания или при окрашивании менее 
10% клеток; опухоль оценивали в 1 балл 
(1+) при окрашивании цитоплазмы от 10 до 
25% клеток; в 2 балла (2+) – при окраши-
вании цитоплазмы от 26 до 50% клеток; в 3 
балла (3+) – при окрашивании цитоплазмы 
более чем у 50% клеток. 

Пролиферативную активность опухо-
ли (Ki-67) оценивали как процент поло-
жительных ядер в клетках опухоли. Опу-
холь считали отрицательной, если в ткани 
опухоли отсутствует ядерная экспрессия с 
антителами или количество окрашенных 
ядер менее 10%; положительной ‒ при 
окраске более 10% опухолевых клеток, 
оцениваемых в области максимальной экс-
прессии маркера; опухолью с высокой про-
лиферативной активностью считали при 
экспрессии Ki-67 в более чем 40% клеток; 
низкая пролиферативная активность была 
характерна при экспрессии Ki-67 в менее 
40% клеток [9].

Для получения Immune reactivity (IRS) 
суммировали баллы доли окрашенных кле-
ток и интенсивности их окраски. Опухоль 
считали позитивной при суммарном балле 
более или равном 3 [9].

Различия между группами оценивали 
по критерию Манна-Уитни (Mann-Whitney, 
U-test) и считали статистически значимы-
ми при p<0,05. Обработку данных прово-
дили с помощью программы Statistica 10.

Результаты исследования

При оценке результатов первой серии 
опытов (забор опухоли на14-й, 21-й, 28-й, 
35-й дни) выявлено следующее: макроско-
пически ‒ все новообразования округлой, 
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бугристой формы от 3 до 5 см3, плотной, 
упругой консистенции, розово-красного 
цвета, с хорошо видимыми сосудами, рас-
положенные в правой паховой области, 
легко отделяемые от окружающей ткани.

При вскрытии новообразования чаще 
всего имели несколько полостей, запол-
ненных прозрачной красновато-желтой 
жидкостью; рисунок мышечного строения 
сглажен, поверхность разреза – влажная, 
блестящая, шероховатая с полнокровны-
ми сосудами.

Гистологическая характеристика об-
разцов опухоли (14-й, 21-й, 28-й, 35-й дни 
забора материала): волокна поперечно-по-
лосатой мышечной ткани представлены в 
виде отдельных фрагментов по краю ги-
стосреза, которые сдавлены в результате 
пролиферации опухолевых клеток, фор-
мирующих комплексы с очагами некроза 
в глубине. Вокруг некротических очагов 
опухолевые клетки располагались в виде 
частокола. Отмечалась высокая степень 
васкуляризации опухолевых очагов, от-
дельные сосуды сужены из-за внутрисо-
судистой пролиферации эндотелиальных 
клеток. Опухоль полиморфноклеточная, 
включала мелкие клетки с гиперхромати-
ческими ядрами и частые митозы. Гисто-
логическое заключение: глиома. 

Макроскопический и гистологический 
анализ остальных органов (печень, легкие, 
головной мозг), забранных на 14-й, 21-й, 
28-й, 35-й дни развития глиомы крыс С6 in 
situ у 40 самок крыс линии Wistar первой, 
второй, третьей и четвертой групп значи-
мых изменений не выявил. 

Так как морфологических и гистоло-
гических изменений в печени, легких, го-
ловном мозге животных первой серии экс-
перимента не обнаружено, то ИГХ-анализ 
проводили только в опухолевых образцах.

При оценке результатов биоптатов 
тканей глиом с помощью ИГХ-метода, за-
бранных на 14-й, 21-й, 28-й, 35-й развития 
опухоли у самок крыс линии Wistar первой 
серии опытов, выявлено следующее: экс-
прессия GFAP к 14-му дню составила 1+ 
(12%; 95% ДИ: 108,96-144,63; IRS=4); к 21-

му дню – 1+ (17%; 95% ДИ: 137,04 -206,15; 
IRS=4); к 28-му дню – 1+ (12%; 95% ДИ: 
112,81-134,58; IRS=4); на 35-й день – 1+ 
(10%; 95% ДИ: 100,48-114,71; IRS=4).

Экспрессия S 100 в этих же образцах к 
14-му дню находилась на уровне 1+ (15%; 
95% ДИ: 128,57-173,22; IRS=4); к 21-му 
дню – 1+ (17%; 95% ДИ: 153,51-191,51; 
IRS=4); к 28-му дню – 1+ (13%; 95% ДИ: 
119,8-142,96; IRS=4); на 35-й день – 1+ 
(10%; 95% ДИ: 100,13-106,46; IRS=4).

Пролиферативная активность опухоли 
(Ki-67) была оценена следующим обра-
зом: 14-й день развития ‒ 35% (95% ДИ: 
321,66-391,33); к 21-му дню – 36% (95% 
ДИ: 332,76-389,23); к 28-му дню – 15% 
(95% ДИ: 142,28-155,71); на 35-й день – 
10% (95% ДИ: 100,45-104,14).

Анализ данных самок второй серии, 
умерщвленных на 7-й, 14-й, 21-й и 28-дни 
после заражения, показал, что глиома ма-
кроскопически и гистологически не отли-
чалась от опухоли, полученной в первой 
серии опытов.

Гистологический анализ легких пока-
зал неравномерное кровенаполнение со-
судов с преобладанием венозно-капилляр-
ного полнокровия, эритростазы. Наблюда-
лась очаговая инфильтрация гистиоцитно-
го характера: слущивание альвеолярного 
эпителия, увеличение числа альвеолярных 
фагоцитов с появлением эпителиоидных и 
гигантских клеток.

При анализе гистосрезов печени вы-
явлено, что кровенаполнение синусоид-
ных капилляров варьируется от слабого 
и слабо-умеренного их кровенаполнения 
до очагового полнокровия, расширение 
пространства Диссе. Характерны мелкие 
очаги с некрозом в центре и точечные кро-
воизлияния, а также расширение и эозино-
фильная инфильтрация междольковой со-
единительной ткани.

Анализ гистологических срезов го-
ловного мозга патологических изменений 
не выявил.

Так как в образцах органов (печень, 
легкие, головной мозг) не было обнаруже-
но соответствующего материала для прове-
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дения иммуногистохимических исследова-
ний, определение ИГХ-маркеров и индекса 
пролиферативной активности проводили в 
опухоли и проводили сравнение с первой 
группой первой серии эксперимента.

Экспрессия GFAP в биоптатах опу-
холевой ткани к 7-му дню развития инва-
зии составила 1+ (12%; 95% ДИ: 109,49-
136,50; IRS=4); к 14-му дню – 1+ (17%; 
95% ДИ: 139,35-208,44; IRS=4); к 21-му 
дню – 1+ (12%; 95% ДИ: 108,78-132,41; 
IRS=4); на 28-й день – 1+ (11%; 95% ДИ: 
101,72-117,47; IRS=4) 

Экспрессия S 100 в этих же образцах к 
7-му дню после заражения А. suum находи-
лась на уровне 1+ (14%; 95% ДИ: 127,10-
154,89; IRS=4); к 14-му дню – 1+ (16%; 
95% ДИ: 147,02-184,37; IRS=4); к 21-му 
дню – 1+ (12%; 95% ДИ: 115,26-138,33; 
IRS=4); на 28-й день – 1+ (10%; 95% ДИ: 
100,97-107,62; IRS=4).

Пролиферативная активность опухоли 
(Ki-67) была оценена следующим образом: 
7-й день развития инвазии ‒ 36% (95% ДИ: 
345,99-390,40); к 14-му дню – 35% (95% 
ДИ: 323,82-377,17); к 21-му дню – 14% 
(95% ДИ: 137,46-150,53); на 28-й день – 
11% (95% ДИ: 99,45-114,14).

Вывод

При анализе полученных данных вы-
явлено, что инвазия A. suum не приво-
дит к достоверным изменениям экспрес-
сии иммуногистохимических маркёров 
GFAP, S 100 и индекса пролиферативной 
активности Ki 67 в тканях крысиной гли-
омы С6 in situ.
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V.V. Pabiarzhyn 

CHANGES IN THE EXPRESSION OF IMMUNOHISTOCHEMICAL 
MARKERS GFAP, S 100, KI 67 IN TISSUES OF RAT C6 GLIOMA 

IN SITU DURING EXPERIMENTAL ASCARIASIS

The article is devoted to studying the effect of ascariasis invasion on the expression of im-
munohistochemical markers in glioma tissues in rats.

Studies were conducted on female Wistar rats, in which a tumor of rat glioma C6 was 
simulated in situ. The studies included several experimental series. Animals of the second series 
were orally infected at a dose of 20 A. suum eggs per gram of body weight of the animal on day 
7 after the injection of C6 tumor cells. Macroscopic, histological, and immunohistochemical 
studies were performed to study the expression of the main glioma markers: GFAP (glial fibril-
lary acidic protein), S 100, and the proliferative activity marker Ki-67.

It was revealed that the invasion of A. suum at a dose of 20 eggs per gram of animal body 
weight does not lead to significant changes in the expression of immunohistochemical markers 
GFAP, S 100 and Ki 67 proliferative activity index in tissues of rat C6 glioma in situ.

Key words: GFAP, S 100, Ki 67, C6 glioma
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