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Цель работы: изучение иммуногистохимической экспрессии про- и  антиапоптотических факторов  — FasL(CD95),
TNF-a, р65 NFkB, а также гранзима В в эндометрии пациенток с аденомиозом. Материалы и методы. Образцы эндомет-
рия, взятые в пролиферативную фазу цикла при проведении пайпель-биопсии и гистероскопии у 41 женщины в возрасте
от 37 до 48 лет с аденомиозом. Группу сравнения составили 25 женщин с бесплодием. Исследование иммуногистохими-
ческой экспрессии TNF-a, Granzym B, NFkB проводили с использованием моноклональных антител. Результаты реак-
ции оценивались полуколичественным методом. Статистический анализ проведен при помощи программного пакета
Biostat и приложения Microsoft® Excel полнофункционального офисного пакета Microsoft Office 2010. Результаты.
В  группе сравнения в  образцах функционального слоя эндометрия отмечалась невыраженная экспрессия TNF-a
и NFkB. В группе пациенток с аденомиозом наблюдали выраженную экспрессию этих маркеров. Экспрессия Granzym B
выявлена в цитоплазме лейкоцитов стромы функционального слоя эндометрия без статистически значимых различий
между группами. Заключение. По-видимому, учитывая пики экспрессии как TNF-a, так и р65 NFkB, наблюдаемое при
аденомиозе увеличение (по сравнению с нормой) экспрессии этих молекул означает неготовность эпителиальных клеток
функционального слоя эндометрия к апоптозу, как это происходит в физиологических условиях, при наступлении мен-
струации, а готовность этих клеток к пролиферации. Об относительно низком уровне готовности к апоптозу косвенно
свидетельствует и отсутствие статистически значимых различий количества CD56-позитивных эндометриальных стро-
мальных гранулоцитов и NK-клеток эндометрия, определяемое по экспрессии Granzym B в этих клетках, а также стати-
стически значимо меньшая выраженность экспрессии FasL(CD95) у женщин с аденомиозом, то есть TNF-a и NFkB при
аденомиозе, вероятно, играют роль факторов выживания клеток.
Ключевые слова: аденомиоз, TNF-a, р65 NFkB, факторы выживания эндометриоидных клеток, Granzym B.
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Objective: to study the immunohistochemical expression of pro- and anti-apoptotic factors — FasL(CD95), TNF-a, p65
NFkB, and granzyme B in the endometrium of patients with adenomyosis. Material and Methods. The endometrial samples,
taken during the proliferative phase of the cycle, while carrying out paypel biopsy and hysteroscopy in 41 women aged 37 to 48
years with adenomyosis. The comparison group consisted of 25 women with infertility. The study of TNF-a, Granzym B, NFkB
immunohistochemical expression in the development and progression of adenomyosis was performed using monoclonal anti-
bodies. The results of reaction were evaluated by semiquantitative method. Statistical analysis was performed using the soft-
ware package Biostat Apps Microsoft® Excel full-featured office Microsoft Office 2010 package. Results. In the comparison
group, the expression of TNF-a and NFkB in endometrium was not evident. In the group of patients with adenomyosis, a mar-
ked expression of these markers in epithelial and stromal cells was observed. Granzym B expression was detected in the cyto-
plasm of leucocytes of the stroma of the endometrial functional layer with no statistically significant differences between the



Введение. Генитальный эндометриоз  является
широко распространенным заболеванием женщин
репродуктивного и  перименопаузального возрас-
та [1]. В структуре гинекологической заболеваемо-
сти эндометриоз занимает 3-е место после воспали-
тельных процессов гениталий и миомы матки, пора-
жая 12–60% женщин с сохраненной менструальной
функцией, приводит к функциональным и структур-
ным изменениям в репродуктивной системе, беспло-
дию, оказывая отрицательное влияние на психоэмо-
циональное состояние женщины и существенно сни-
жая качество ее жизни [2]. Немаловажной пробле-
мой является недостаточная эффективность
существующих методов лечения эндометриоза
в отношении снижения частоты рецидивов заболева-
ния и восстановления фертильности у больных с бес-
плодием [2]. Важность этой проблемы индуцировала
многочисленные исследования, посвященные изуче-
нию патогенеза эндометриоза [1, 2].

Многих исследователей привлекают вопросы
нарушения процессов апоптоза, сопровождающие
развитие и  прогрессирование эндометриоза.
Известно, что в физиологических условиях процес-
сы апоптоза клеток эндометрия интенсифицируются
к концу менструального цикла, а при эндометриозе
они существенно снижаются [3]. Накопленный опыт
показывает, что у здоровых женщин клетки эндо-
метрия во время менструации не выживают в экто-
пических местах из-за запрограммированной смер-
ти клеток, однако уменьшение процессов апоптоза
может привести к  внематочному выживанию
и имплантации этих клеток, что приводит к разви-
тию эндометриоза. Эта способность клеток эндо-
метрия связана с повышенной экспрессией анти-
апоптотических факторов и снижением экспрессии
преапоптотических факторов [4].

Апоптоз играет одну их главных ролей в патофи-
зиологии эндометриоза, что подтверждается дан-
ными экспериментальных и клинических исследо-

ваний [5]. На сегодняшний день доказано, что
митотическая активность в железистом эпителии
и строме эктопического эндометрия при перитоне-
альной форме эндометриоза связана с экспрессией
активаторов и  ингибиторов апоптоза [5].
Источником эндометриоза являются биологически
нецелесообразные клетки гиперплазированного
эндометрия, которые в нормальной ткани должны
были с неизбежностью подвергнуться апоптотиче-
ской гибели [6]. Дальнейшие исследования могут
пролить свет на роль молекул, связанных с апопто-
зом, в патогенезе эндометриоза, а лечение с при-
менением апоптоз-индуцирующих агентов может
быть новым и перспективным в  терапевтической
стратегии эндометриоза [7].

Наружный генитальный эндометриоз характе-
ризуется нарушением регуляции апоптоза в эндо-
метрии, что проявляется высоким уровнем экс-
прессии каспазы-3 в  эктопическом эндометрии
по  сравнению с  аналогичными показателями здо-
ровых женщин [8].

В эндометрии происходит синтез цитокинов,
влияющих на  интенсивность клеточного роста
и пролиферации [9]. Основными цитокинами, уча-
ствующими в  его функционировании, являются:
IL-1b, IL-2, IL-4, ФНО-a, g-ИФН, Fas-l [9].

Фактор некроза опухоли (ФНО-a/TNF-a) зани-
мает центральное место в патогенезе эндометриоза.
Активация рецептора ФНО-a стимулирует секре-
цию эпителиальными клетками медиаторов воспа-
ления и апоптоз [10]. Растворимый рецептор TNFa-
R1 активирует киназы: IkB, NFkB, митоген-активи-
руемые протеинкиназы, р38, Akt1/2. TNF-a инду-
цирует экспрессию медиаторов воспаления  —
интерлейкинов (IL-6, IL-8), стимулирует активацию
Т-клеток, экспрессию матриксных металлопротеи-
наз (ММР-7, MMP-9) и молекул адгезии [8].

Другой представитель семейства ФНО — Fas —
также играет важную роль в апоптозе клеток эндо-
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groups. Conclusion. Presumably, given the expression peaks of both TNF-a, p65 NFkB, the observed in adenomyosis increase
(compared to normal) in expression of these molecules does not mean readiness of epithelial cells of the endometrial functional
layer to apoptosis, as is the norm, upon the occurrence of menstruation, but it means readiness of these cells to proliferate. The
absence of statistically significant differences in the number of CD56-positive endometrial stromal granulocytes and endomet-
rial NK-cells, determined by Granzym B expression in these cells, is also an indirect evidence of a low level of readiness to
apoptosis. And statistically significantly less expression of FasL(CD95) in women with adenomyosis. That is, TNF-a and
NFkB at adenomyosis, probably, play the role of cell survival factors.
Key words: adenomyosis, TNF-a, p65 NFkB, survival factors of endometrial cells, Granzym B.
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метрия в норме и патологии: увеличение экспрес-
сии FasL в  эндометрии накануне менструации
отмечается у  здоровых женщин, закономерность
эта нарушается при развитии эндометриоза [11].

Белок запрограммированной клеточной смерти 1
(pd-1) также причастен к  апоптозу эндометрия,
в нормальных условиях обеспечивая наступление
менструации; при раке эндометрия эта закономер-
ность нарушается [12].

В настоящее время в патогенезе эндометриоза
также активно, как и роль апоптоза, изучается роль
факторов выживания клеток. В  этом отношении
большое внимание уделено значению в выживании
эндометриоидных клеток и прогрессировании эндо-
метриоза различных транскрипционных факторов.
Активно изучается экспрессия в  эутопическом
и эктопическом эндометрии фактора транскрипции
NFkB. Субъединица р65 ядерного (нуклеарного)
фактора каппа B (р65  NFkB) выявляется в  нор-
мальном эндометрии человека, и ее экспрессия под-
вержена циклическим изменениям; цикличность эта
нарушается при эндометриозе: NFkB активно
выявляется в перитонеальных эктопических очагах
эндометриоза, что напрямую связано с процессами
воспаления, клеточной пролиферации и нарушени-
ем регуляции апоптоза в сторону его ингибирования
посредством действия NFkB [13].

Тем не менее апоптоз клеток эндометрия при
аденомиозе продолжает изучаться.

Цель: изучение иммуногистохимической экс-
прессии про- и антиапоптотических факторов  —
FasL(CD95), TNF-a, р65 NFkB, а также гранзима
В в эндометрии пациенток с аденомиозом.

Задачи исследования:
1. Охарактеризовать локализацию и интенсив-

ность экспрессии TNF-a, FasL(CD95) и субъеди-
ницы р65 NFkB в функциональном слое эндомет-
рия пациенток с аденомиозом.

2. Оценить количество в функциональном слое
эндометрия пациенток с  аденомиозом гранзим
В-позитивных эндометриальных стромальных гра-
нулоцитов, являющихся инициаторами апоптоза.

Материалы и методы. Объектом нашего иссле-
дования являлись образцы эндометрия, взятые при
проведении пайпель-биопсии и  гистероскопии
у 41 женщины в возрасте от 37 до 48 лет, госпита-
лизированных для обследования и  лечения в  спе-
циализированное гинекологическое отделение
ГБУЗ ПК «Пермская краевая клиническая боль-
ница». Все пациентки на момент госпитализации
имели диагноз «аденомиоз», который уточнялся

в процессе проведения комплекса лечебно-диагно-
стических мероприятий. Взятие образцов эндомет-
рия осуществляли в пролиферативную фазу цикла.
Группу сравнения составили 25 женщин с беспло-
дием, не имевших воспалительных заболеваний
тазовых органов и аденомиоза.

Все исследования проведены в  соответствии
с  Хельсинской декларацией Всемирной медицин-
ской ассоциации (ВМА) «Этические принципы
медицинских исследований с  участием людей
в  качестве субъектов», принятой на  18-й
Генеральной Ассамблее ВМА (Хельсинки,
Финляндия, июнь 1964), с  изменениями, внесен-
ными на  64-й Генеральной Ассамблее ВМА
(Форталеза, Бразилия, октябрь 2013), Основами
Законодательства Российской Федерации «Об
охране здоровья граждан», Приказом МЗ РФ
№  266 от  19.07.03 г. «Об утверждении правил
клинической практики в Российской Федерации»,
Национальным стандартом Российской Федерации
«Надлежащая клиническая практика» (2005).
Каждая пациентка получала подробную информа-
цию о проводимом исследовании и давала инфор-
мированное согласие на  участие в  исследовании
и публикацию его результатов в открытой печати.
Для ознакомления пациентки с целями исследова-
ния и  диагностическими процедурами с  возмож-
ным взятием биопсии использовали специально
разработанную Информационную карту.

Фрагменты взятого при проведении пайпель-
биопсии и  гистероскопии эндометрия сразу после
забора материала помещали в 10%-ный раствор
забуференного по  Лилли формалина (рН — 7,2)
на 24 часа. Фиксированные в формалине биоптаты
(и образцы операционного материала) обезвожи-
вали и обезжиривали, в соответствии со стандарт-
ными гистологическими методиками, после чего
осуществляли их заливку в  гистамикс. С парафи-
новых блоков готовили серийные (5–10 шт.) срезы
толщиной 3–5 мкм и помещали их на предметные
стекла. В процессе исследований гистологические
срезы депарафинировали по стандартным схемам.

Исследование иммуногистохимической экспрес-
сии медиаторов воспаления, цитокинов (TNF-a,
Granzym B, NFkB) в развитии и прогрессировании
аденомиоза у  женщин репродуктивного возраста
проводили по стандартным протоколам с использо-
ванием антител: Polyclonal Rabbit Antibody to Fas
Ligand, Cellular Localization: Cytoplasmic, cell mem-
brane, Diagnostic BioSystems, Tne Netherlands;
Monoclonal Mouse Antibody to Tumor Necrosis
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Factor-a (TNF-a), clone 28401.111, Isotype IgG1,
Cellular localization: Cell membrane, Extracellular,
Diagnostic BioSystems, Tne Netherlands; Polyclonal
Rabbit Antibody to Granzyme B, Cellular localization:
Cytoplasmic, Diagnostic BioSystems, Tne
Netherlands; Polyclonal Rabbit Antibody to NF kappa
B p65, Cellular localization: Cytoplasmic, Diagnostic
BioSystems, Tne Netherlands и системы детекции
IHC Made Affordable, Diagnostic BioSystems, Tne
Netherlands, стекла с полилизиновым покрытием
Thermo Scientific, Menzel-Gläser, Gerhard Menzel
B.V. &Co. KG, Germany. Антитела видоспецифичны
(к антигенам тканей человека).

Результаты реакции оценивались полуколиче-
ственным методом (в связи с характером локализа-
ции маркеров — клеточная мембрана, цитоплазма,
межклеточное вещество): по числу позитивно окра-
шенных клеток  — в  баллах. Оценка экспрессии
этих маркеров проводилась по 6-балльной системе:
2 балла — до 20% окрашенных клеток; 4 балла —
от  20 до  40% окрашенных клеток; 6 баллов  —
более 40% окрашенных клеток. Статистический
анализ проведен при помощи программного пакета
Biostat и приложения Microsoft® Excel полнофунк-
ционального офисного пакета Microsoft Office 2010.
При проведении статистической обработки резуль-
татов, характеризуя выборки, вычисляли выбороч-
ные средние, ошибку среднего и стандартное откло-
нение. Сравнение между собой двух выборок про-

водили при помощи t-критерия Стьюдента. За кри-
тический уровень значимости выявленных разли-
чий принимали p<0,05.

Результаты и их обсуждение. В группе сравне-
ния (гистологическая норма образцов функцио-
нального слоя эндометрия) экспрессия TNF-a
в  образцах функционального слоя эндометрия
пациенток не выявлялась в строме и выявлялась
в эпителии желез (мембранная экспрессия), невы-
раженная (таблица, рис. 1). В группе пациенток
с аденомиозом статистически значимо более выра-
женная экспрессия TNF-a выявлялась в клетках
стромы, в эпителии желез и поверхностном эпите-

лии функционального слоя эндометрия, взятого при
проведении пайпель-биопсии (см. табл.; рис. 2).

Для проведения статистического анализа исполь-
зован t-критерий Стьюдента.

Известно, что концентрация TNF-a в образцах
ткани эндометрия в  физиологических условиях
достаточно низкая в начале цикла, резко возрастает
в период с середины до поздней пролиферативной
фазы и снижается к концу цикла. Кроме того, про-
дукция TNF-a в культуре эндометриальных эпите-
лиальных и стромальных клеток человека, получен-
ных из эндометрия на различных этапах менструаль-
ного цикла, подчиняется определенным закономер-
ностям: TNF-a не обнаруживается в супернатантах
культур стромальных клеток, полученных из эндо-
метриальной ткани в любой момент менструального
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цикла [14]. Роль системы фактора некроза опухоли
в патогенезе эндометриоза до конца не определена.
Тем не менее известно, что при эндометриозе мак-
симально высокий уровень экспрессии рецептора
к TNF-a 1 типа (TNFR1) в эндометрии отмечается
в начале и середине секреторной фазы [11].

В нашем исследовании в образцах эндометрия,
взятых в пролиферативную фазу цикла, статистиче-
ски значимо более выраженная экспрессия TNF-a
выявлялась в эпителии желез и в поверхностном
эпителии функционального слоя эндометрия,
в соответствии с современными существующими
данными. Кроме того, экспрессия TNF-a у пациен-
ток с аденомиозом выявлялась в клетках стромы.

Одним из  наиболее распространенных путей
активации апоптоза является взаимодействие
рецепторов цитоплазматической мембраны семей-

ства фактора некроза опухоли (TNF) [TNFR1,
TNFR2, FasR/APO-1 (CD95)] со специфическими
лигандами (TNF-a, FasL) [9].

В нашем исследовании выявлена невыраженная
экспрессия FasL(CD95) в клетках стромы функ-
ционального слоя эндометрия женщин из  группы
сравнения (рис. 3) и  практически полное отсут-
ствие экспрессии у женщин с аденомиозом (рис. 4).

Экспрессия субъединицы р65 NFkB в образцах
функционального слоя эндометрия (в эпителиаль-
ных клетках — железы и поверхностный эпителий,
в стромальных клетках) в  группе сравнения была
низкой (см. табл.; рис. 5). В группе пациенток с аде-
номиозом экспрессия субъединицы р65  NFkB
обнаруживалась в эпителии желез и клетках стро-
мы функционального слоя эндометрия, статистиче-
ски значимо более выраженная (см. табл.; рис. 6).
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Рис. 1. Умеренная экспрессия TNF-a в эпителии желез
функционального слоя эндометрия пациентки группы сравне-

ния, ×600

Рис. 3. FasL(CD95) в клетках стромы функционального слоя
эндометрия пациентки группы сравнения, ×600

Рис. 4. Отсутствие экспрессии FasL(CD95) в строме эндо-
метрия пациентки с аденомиозом, ×600

Рис. 2. Экспрессия TNF-a в клетках стромы и в эпителии
желез функционального слоя эндометрия пациентки с адено-

миозом, ×600



Известно, что NFkB активируется во время мен-
струации. При этом происходит повышение уровня
фосфо-IkB и ядерной транслокации субъединицы
р65 NFkВ в клетках стромы эндометрия, что сопро-
вождается повышением экспрессии NFkВ и акти-
вацией выхода матриксных металлопротеиназ,
в частности, ММР9; у здоровых женщин во время
менструаций отмечается более высокий уровень
экспрессии р65, чем в пролиферативную и секре-
торную фазы, у пациенток с аденомиозом, в частно-
сти, отмечается обратная зависимость  — более
высокий уровень экспрессии вне менструации [13].

В проведенном исследовании в  группе сравне-
ния в  пролиферативную фазу цикла отмечалась
низкая экспрессия субъединицы р65 NFkВ в клет-
ках стромы и  эпителия функционального слоя

эндометрия. В группе пациенток с аденомиозом —
статистически значимо более выраженная экс-
прессия р65 NFkВ — как в эпителиальных, так и в
стромальных клетках.

У женщин группы сравнения экспрессия
Granzym B выявлена в цитоплазме единичных лей-
коцитов, находящихся в строме и в просветах сосу-
дов функционального слоя эндометрия (см. табл.).
У женщин с аденомиозом мы наблюдали статисти-
чески незначимые отличия количества Granzym B-
позитивных лейкоцитов в строме функционального
слоя эндометрия (см. табл.; рис. 7).

Известно, что CD56-позитивные эндометриаль-
ные стромальные гранулоциты (EGS), происходя-
щие из  Т-лимфоцитов и  NK-клеток, содержащие
в цитоплазме гранулы с перфорином и гранзимом,
появляются в эндометрии в  течение секреторной
фазы менструального цикла; они являются ини-
циаторами апоптоза, индуцируя отторжение эндо-
метрия при менструации. Количество натуральных
клеток-киллеров (NK-клетки) в нормальном эндо-
метрии варьируется в зависимости от фазы цикла:
наибольшее число NK-клеток обнаруживается
в секреторную фазу цикла — около 70% от общей
численности популяции лейкоцитов, что, вероятно,
является результатом как повышения уровней IL-
15 и  прогестерона в  эндометрии в  секреторную
фазу, так и  увеличения притока NK-клеток
из периферической крови. NK-клетки эндометрия
отличаются от  таковых крови (фенотипически,
по  экспрессии CD); NK-клетки колонизируют
эндометрий в конце секреторной фазы [15, 16].

В нашем исследовании, таким образом, не было
выявлено статистически значимых различий между
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Рис. 5. Умеренная экспрессия р65 NF Kappa B в эпителии
желез функционального слоя эндометрия пациентки группы

сравнения, ×600

Рис. 7. Единичные Granzym B-позитивные лейкоциты в стро-
ме эндометрия пациентки с аденомиозом, ×600

Рис. 6. Выраженная экспрессия р65 NF Kappa B в эпителии
желез функционального слоя эндометрия пациентки с адено-

миозом, ×600
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группой сравнения и группой женщин с аденомио-
зом в количестве (среднее в поле зрения) лейкоци-
тов стромы эндометрия, экспрессирующих гранзим
В, являющийся фактором, инициирующим апоптоз.

Заключение. Опираясь на полученные резуль-
таты и современные литературные данные, можно
предполагать следующее.

Известно, что все члены семейства TNF демон-
стрируют провоспалительную активность, в частно-
сти, через активацию фактора транскрипции NFkB;
некоторые из  них проявляют пролиферативную
активность — за счет активации различных митоген-
активируемых киназ, а часть из них играет важную
роль в  апоптозе и  дифференцировке клеток [17].
Фактор транскрипции NFkB — самостоятельно
и в функциональной связи с TNF-a— также активи-
рует провоспалительные, пролиферативные и про-
апоптотические гены во многих типах клеток [13].
CD56-позитивные эндометриальные стромальные
гранулоциты, экспрессирующие гранзим В, являют-
ся инициаторами апоптоза, индуцируя отторжение
эндометрия при менструации [16].

В нормальном эндометрии в пролиферативную
фазу уровень экспрессии p65  NFkB низкий [14],
а уровень экспрессии TNF-a — высокий [13]. При

этом в физиологических условиях p65 NFkB вызы-
вает апоптоз клеток эндометрия [13]. Относительно
роли TNF-a в нормальном эндометрии в литературе
нет единого мнения. С одной стороны, утверждает-
ся, что он стимулирует пролиферативные процессы
во время пролиферативной фазы цикла [14], с дру-
гой  — что в  физиологических условиях TNF-a
вызывает апоптоз эндометрия [18].

По-видимому, учитывая пики экспрессии TNF-a
и субъединицы р65 NFkB, наблюдаемое при адено-
миозе увеличение (по сравнению с  нормой) экс-
прессии этих молекул означает неготовность эпите-
лиальных клеток функционального слоя эндометрия
к апоптозу, как это происходит в норме, при наступ-
лении менструации, а готовность этих клеток к про-
лиферации. Об относительно низком уровне готов-
ности к апоптозу косвенно свидетельствует и отсут-
ствие статистически значимых различий количества
CD56-позитивных эндометриальных стромальных
гранулоцитов и NK-клеток эндометрия, определяе-
мое по  экспрессии Granzym B в  этих клетках,
а также практически полное отсутствие экспрессии
FasL(CD95) в эндометрии пациенток с аденомио-
зом, то есть TNF-a и NFkB при аденомиозе, веро-
ятно, играют роль факторов выживания клеток.
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