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Резюме. Литературный обзор посвящен исследованию апоптоза методом TUNEL в слизистой оболочке желудка при
различной патологии.
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Апоптоз – широко распространенный общебиоло,
гический механизм, ответственный за поддержание
постоянства численности и выбраковку дефектных кле,
ток. В слизистой оболочке желудка происходит посто,
янное активное обновление клеток. Каждую минуту
погибают около полумиллиона эпителиоцитов и
столько же появляются вновь. Структурная сохранность
слизистой оболочки гастроинтестинального тракта, как
известно, обеспечивается балансом между числом вновь
образованных клеток и числом погибших клеток, т.е.
между пролиферацией и апоптозом [1]. Показатели кле,
точного обновления при гастрите, язвенной болезни и
раке желудка, а также влияние Helicobacter pylori
(H.pylori) и других этиологических факторов на апоп,
тоз и пролиферацию еще недостаточно изучены и пред,
ставляют большой интерес для исследователей.

В настоящее время для определения различных ста,
дий апоптоза применяется достаточно широкий спектр
методик, среди них рутинная световая микроскопия с
использованием обычных и селективных методов фик,
сации и окрашивания, флюоресцентно,микроскопи,
ческое исследование с использованием флюорохромов,
включая проточную цитофотометрию; электронно,
микроскопические методы, иммуногистохимическое
выявление белков,маркеров, участвующих в запуске
апоптоза, и выявление фрагментации ДНК in situ.

TUNEL,метод (Terminal deoxynucleotided Transferase
– mediated dUTP – biotin Nick – End Labeling), счита,
ется одним из самых надежных способов выявления
апоптотической гибели клеток, поскольку направлен на
верификацию основного феномена – распада ДНК под
действием Mg2+/Ca2+,зависимых эндонуклеаз с обра,
зованием фрагментов, размеры которых кратны разме,
ру одной нуклеосомы (186 азотистых оснований). Суть
метода заключается в специфическом связывании тер,
минальной деоксинуклеотидилтрансферазы с 3ґ,кон,
цами разорванной нити ДНК, которые могут быть вы,

явлены при световой или флюоресцентной микроско,
пии. TUNEL имеет ряд преимуществ: возможность при,
менения как на отдельных клетках, так и на парафино,
вых и замороженных срезах, количественной оценки
апоптозных клеток, одновременного анализа большо,
го количества образцов, относительная простота поста,
новки метода, высокая чувствительность, более чем в
500 раз превышающая выявление фрагментации ДНК
методом гель,электрофореза [8,11,23]. Некоторые ис,
следователи одновременно применяют несколько ме,
тодов определения апоптоза, подтверждая TUNEL ру,
тинной световой микроскопией [4,29], лазерной кон,
фокальной сканирующей микроскопией [11], электрон,
ной микроскопией [9], докрашивая срезы реактивом Хек,
ста или йодидом пропидия [13] и другими методами.

Особое внимание исследователей в последнее вре,
мя привлекает инфекция H.pylori. Сейчас нет ясной точ,
ки зрения о влиянии этой бактерии на процессы про,
лиферации и апоптоза в слизистой оболочке желудка.
По одним данным H.pylori у лиц с диспепсией увеличи,
вает индекс пролиферации, уменьшает индекс апопто,
за [7]. По другим, как пролиферация, так и апоптоз,
повышаются при H.pylori (+) гастрите [19,24].

Методика TUNEL широко применяется в исследо,
ваниях для детекции запрограммированной клеточной
гибели при Н.pylori,ассоциированных заболеваниях,
причем зачастую разные исследователи при одной и той
же патологии регистрируют сильно различающиеся
значения индекса апоптоза, который определяют как
отношение количества TUNEL,позитивных клеток к
общему количеству клеток, выраженное в процентах.
Так, в Германии при обследовании пациентов с хрони,
ческим гастритом и неязвенной диспепсией апоптоти,
ческий индекс (АИ) составил 8% у Н.pylori,положитель,
ных пациентов и 1,9% – у Н.pylori,отрицательных
(р=0,002) [22]. В аналогичной работе бразильских ис,
следователей при применении метода TUNEL индекс
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апоптоза был равен 18,7% у Н.pylori,положительных и
16,4% у Н.pylori,отрицательных пациентов (p = 0,068)
[21]. В исследовании О.Ю. Бондаренко и соавт. [2] у лиц
с хроническим гастритом, ассоциированным с Н.pylori,
в антральном отделе желудка АИ составил 6,7%, в теле
– 7,2%. В другой работе при обследовании пациентов с
язвенной болезнью и неязвенной диспепсией
АИ=24,8% у Н.pylori,позитивных, АИ=3,6% у Н.pylori,
негативных (p<0,01) [15]. Средний возраст пациентов
был одинаковым, методики проводились согласно стан,
дартным инструкциям производителей, возможно при,
чиной таких различий стали этнические особенности
исследуемых групп или различия в способе подсчета
клеток, так как не во всех статьях авторы указывают, в
каких клетках считали апоптоз, только в эпителиоци,
тах или во всех клетках слизистой оболочки желудка,
включая желудочные железы и стромальные клетки.

Интересны исследования апоптоза с применением
метода TUNEL, моделирующие хеликобактерную ин,
фекцию на животных. При заражении Н.pylori лабора,
торных животных апоптоз повышается в сравнении с
Н.pylori,негативным контролем [6,12,14]. Однако воп,
рос о применимости подобных данных к человеческо,
му организму является спорным.

Влияние различных штаммов Н.pylori на запрограм,
мированную клеточную гибель также привлекает вни,
мание многих исследователей [18,20,21,28]. Так в 1997
г. R.M. Peek и соавт. [20] сообщили, что CagA штаммы
стимулируют пролиферацию и угнетают апоптоз эпи,
телиоцитов в слизистой оболочке желудка. В 2001 S.F.
Moss и соавт. [18] опубликовали прямо противополож,
ные результаты, в которых показали, что CagA штаммы
Н.pylori стимулируют апоптоз эпителиоцитов в слизис,
той оболочке желудка. Исследования были проведены

в одной лаборатории при помощи методики TUNEL,
однако группы пациентов были разными, в первом слу,
чае – европеоиды, у половины из которых была язвен,
ная болезнь, во втором – афроамериканцы без язвы. С
нашей точки зрения, среди причин, определяющих пре,
валирование апоптоза или пролиферации под действи,
ем Н.pylori, имеют важное значение исходное состоя,
ние слизистой оболочки желудка, а также этнические
особенности хозяина и генетические особенности мак,
ро, и микроорганизма.

Не меньший интерес представляют исследования
апоптоза методом TUNEL при раке желудка
[10,16,17,26]. Большинство исследователей выявляют
снижение апоптоза при предраке и раке желудка в срав,
нении с контрольной группой пациентов без рака. Так,
в работе, проведенной в Китае, у Н.pylori,положитель,
ных лиц АИ составил 4,36% при метаплазии, 2,31% –
при дисплазии, 1,34% – при раке желудка (р<0,01) [30].
Эти данные логично вписываются в современную кон,
цепцию патогенеза некардиального рака желудка Correa
[5], согласно которой Н.pylori, воздействуя на СОЖ,
вызывает хронический гастрит, который последователь,
но переходит в атрофический гастрит, метаплазию, дис,
плазию и приводит к аденокарциноме желудка. Одна,
ко есть работы, противоречащие современным пред,
ставлениям об участии апоптоза в канцерогенезе [3], в
которых приводятся значения АИ при раке желудка
более высокие, чем в контрольной группе пациентов с
неязвенной диспепсией [25,27].

Таким образом, TUNEL – высокочувствительный
метод детекции апоптоза, широко использующийся в
ведущих научных лабораториях мира при исследовании
клеточного обновления в слизистой оболочке желудка.

TUNEL METHOD APPLICATION IN GASTRIC MUCOSA APOPTOSIS DETECTION
O.S. Amelchugova, A.B. Salmina, V.V. Tsukanov, S.V. Mihutkina

(State Scientific Medical Research Institute for Northern Problems of Siberian Division of Russian Academy of
Medical Sciences, Krasnoyarsk State Medical Academy)

The literature review is devoted to apoptosis research in gastric mucosa in various pathologies.
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Резюме. В статье приводятся два наблюдения лимфомы Ходжкина щитовидной железы. Больные были в возрасте 21
и 26 лет. Приводятся клинические проявления и особенности диагностики. В одном случае выполнена операция, в друA
гом проведена современная комбинированная полихимиотерапия в сочетании с лучевой терапией.
Ключевые слова: лимфогранулематоз, лимфома Ходжкина, полихимиотерапия, лучевая терапия.

Это заболевание впервые описал Томас Ходжкин
(1832) и с 1865 г в медицинской литературе известно под
названием болезнь Ходжкина. В 1904 г. был введен тер,
мин «лимфогранулематоз», а с 2001 г., в соответствии с
классификацией ВОЗ – лимфома Ходжкина.

Лимфома Ходжкина относится к числу онкологи,
ческих заболеваний, которое еще в конце 70,х годов ХХ
века было признано абсолютно фатальным, а в настоя,
щее время, благодаря достижениям в области медици,
ны и, прежде всего, противоопухолевой химиотерапии,
признано потенциально излечимым или позволяет до,
биться стойкой ремиссии. По данным большинства ав,
торов, частота полных ремиссий и 10,летняя безреци,
дивная выживаемость больных лимфомой Ходжкина
при использовании лечебных программ последнего
поколения, превышает 80,90% [5,7].

Заболеваемость лимфомой Ходжкина в России со,
ставляет 2,3, в США – 2,8, в центральной Европе – 4 на
100 тысяч населения [4,22]. Заболевание встречается в
любом возрасте, но чаще в молодом (медиана 28 лет)
До последнего времени различали два пика кривой за,
болеваемости: первый в возрасте 15,40 лет (с преобла,
данием мужчин), второй – нарастает после 50 лет.

Лимфома Ходжкина – это злокачественное заболе,
вание лимфатической системы с увеличением лимфа,
тических узлов с последующим возможным вовлечени,
ем других органов. Основным патоморфологическим
субстратом опухоли являются крупные многоядерные
клетки Березовского,Рид,Штернберга. Причины их

возникновения и до настоящего времени окончатель,
но не установлены. Согласно основной гипотезы пато,
генеза клетки Ходжкина (крупные одноядерные) и
клетки Березовского,Рид,Штернберга являются ре,
зультатом моноклонеальной пролиферации зрелых В,
клеток, происходящие из зародышевого центра фолли,
кула лимфатического узла. Эти клетки, избежав апоп,
тоза, получили возможность неконтролируемой проли,
ферации. Основным механизмом, определяющим на,
чало злокачественной пролиферации, является блок
апоптоза [4] Лимфома Ходжкина, являясь злокаче,
ственной опухолью иммунной системы, находится в
особой связи с эндокринным звеном гомеостаза. Раз,
витие иммунной и эндокринной систем взаимосвяза,
но с раннего периода онтогенеза. В ряде исследований
было показано значение гормонов щитовидной желе,
зы и тиреотропного гормона гипофиза для лимфопро,
лиферативных процессов [13].

В Международной морфологической классифика,
ции (2001) по иммуно,морфологическим характерис,
тикам выделено четыре гистологических варианта лим,
фомы Ходжкина:1) богатый лимфоцитами (5,6%), 2)
нодулярный (узловатый) склероз (30,45%), 3) смешан,
но,клеточный (35,45%), 4) лимфоидное истощение (до
10%). Отдельно выделена особая форма – нодулярная
с лимфоидным преобладанием лимфома Ходжкина, ко,
торая имеет наиболее благоприятное течение. Наряду с
определением гистологического варианта использует,
ся клиническая классификация, отражающая степень


