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Резюме
Лейкоплакия -  наиболее распространенное поражение слизистой оболочки рта. Ранние методы диагностики этого 
заболевания является залогом успешного лечения. С целью повышения качества диагностических особенностей верру- 
козной лейкоплакии, было проведено иммуногистохимическое исследование биоптатов слизистой оболочки щек взятых 
у 12 пациентов, которые обратились с целью профилактического осмотра в период 2017-2019 гг. Нами представлены 
результативные данные иммуногистохимического метода исследования, позволяющие своевременно определить пато­
логическую трансформацию клеток эпителия слизистой оболочки щек в области патологического очага.
Ключевые слова: слизистая оболочка рта, общественное здравоохранение, лейкоплакия, предраковые заболевания, 
иммуногистохимические маркеры

Summary
Leukoplakia -  the most common lesion of the oral mucosa. Early methods of diagnosis of this disease are the key to successful 
treatment. With the aim of improving the quality of the diagnostic features of verrucous leukoplakia, immunohistochemical 
examination was conducted of the buccal mucosa biopsy specimens that were taken from 12 patients who had applied for the 
purpose of routine inspection in the period 2017-2019 biennium. We present the results of the immunohistochemical method 
of research, allowing to timely determine the pathological transformation of the epithelial cells of the mucous membrane of the 
cheeks in the pathological focus.
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Введение
Лейкоплакия -  наиболее распространенное пораже­

ние слизистой оболочки рта. В общей структуре оказа­
ния медицинской помощи больным в стоматологических 
медицинских организациях лейкоплакия встречается в 
возрастной группе пациентов от 30 до 70 лет, преимуще­
ственно у мужчин (4,3% по сравнению с 1,9% у женщин).

Лейкоплакия относится к одной из разновидностей 
кератозов, характеризующихся хроническим течением и 
поражающих слизистую оболочку рта (СОР) и красную 
кайму губ [2,11,17,22]. Особой формой лейкоплакии счи­
тается веррукозная лейкоплакия. Основной ее клиниче­
ский признак — значительно возвышающийся над уров­
нем СОР и резко отличающийся от нее по цвету участок 
выраженного ороговения эпителия. Очаги гиперкератоза 
имеют яркий молочно-белый цвет. Различают бляшеч- 
ную и бородавчатую формы веррукозной лейкоплакии 
[23]. При бляшечной форме определяются ограниченные 
молочно-белые, иногда — соломенно-желтые округлые 
образования с четкими контурами, возвышающиеся над

окружающей слизистой оболочкой. Наиболее выра­
женную склонность к злокачественной трансформации 
имеет веррукозная форма лейкоплакии с бородавчатыми 
разрастаниями [1,10,18,21]. Бородавчатая разновидность 
веррукозной лейкоплакии характеризуется плотными 
серовато-белыми бугристыми образованиями, возвыша­
ющимися на 2—3 мм над уровнем слизистой оболонки; 
она обладает большим потенциалом к озлокачествлению, 
чем бляшечная. Ряд зарубежных и отечественных авто­
ров отмечают, что именно веррукозная лейкоплакия в 
70% случаев трансформируется в плоскоклеточный рак 
[6,9,10,20,24,25,26].

Гистологически эпителиальный покров слизистой 
оболочки резко утолщен за счет разрастания рогового и 
зернистого слоев. В цитоплазме клеток зернистого слоя 
увеличивается количество кератогиалина. Самые по­
верхностные клетки имеют вид тонких чешуек с плотной 
гомогенной эозинофильной протоплазмой и дегенериру­
ющими ядрами. Тонкие соединительнотканные сосочки 
глубоко вдаются в толщу покровного эпителия. Акантоз



выражен, в подлежащей, отечной и разрыхленной соеди­
нительной ткани определяется хроническое воспаление, 
гиперемия, клеточная инфильтрация. При веррукозной 
лейкоплакии обнаруживают выраженный гиперкератоз, 
редко сочетающийся с небольшими очагами паракера­
тоза; иногда в патологический процесс вовлечен блестя­
щий слой; зернистый слой состоит из 4— 5 рядов клеток 
с хорошо выраженными гранулемами, шиповатый слой 
— из 8— 12 рядов клеток. Возможно выявление атипич­
ных клеток. В отдельных случаях акантоз сопровождает­
ся удлинением и расширением эпителиальных выростов. 
Наблюдают изменения клеток шиповатого слоя. Клетки 
— разной величины и формы, имеют крупные гиперхром- 
ные ядра, содержащие в среднем 2—4 крупных ядрышка.

По данным многих авторов микроскопически в 80- 
85% случаев поражений обнаруживают очаговую эпите­
лиальную гиперплазию, в 5-15% случаев -  дисплазию, в
2-5% случаев выявляют рак, в 1-17% случаев лейкопла­
кия в течение последующих 10 лет подвергается малиг- 
низации. На 100% случаев обращающихся с лейкоплаки­
ей рта приходится 5,6% предраковых состояний и 4,87% 
случаев раннего рака. Это пациенты с веррукозной и эро­
зивно-язвенной формой лейкоплакии, у которых состоя­
ние предрака может трансформироваться в инвазивный 
плоскоклеточный рак [3,13]. Поэтому любой случай лей­
коплакии, который не поддается четкому определению и 
не является однозначно доброкачественным требует про­
ведения исследований, чтобы вовремя диагностировать 
предраковое состояние или рак [2,5,6,15,19,27].

Перспективным представляется использование со­
временных диагностических технологий, позволяющих 
точно оценить клинической состояние слизистой оболоч­
ки рта, дифференцировать вид ее поражения, установить 
правильный диагноз.

Цель нашего исследования - сравнительная оценка 
особенностей состояния слизистой оболочки рта в нор­
ме и при веррукозной форме лейкоплакии на основании 
анализа данных иммуногистохимических исследований.

Материалы и методы
Для достижения поставленной цели был изучен 

исследовательский биопсийный материал, полученный 
выборочным методом из архивного материала от 12 
больных с веррукозной формой лейкоплакии слизистой 
оболочки рта, проживающих в городе Казани и находив­
шиеся на лечении в РКОД Министерства здравоохра­
нения Российской Федерации за период 2017-2019 гг В 
качестве контроля объектами исследования послужили 
фрагменты биоптатов слизистой оболочки рта 52 практи­
чески здоровых лиц, погибших от случайных причин (су­
дебно-медицинские вскрытия). Забор секционного мате­
риала производили в патологоанатомическом отделении 
РКОД Министерства здравоохранения России.

Критериями выбора секционного материала служи­
ли: возраст от 20 до 55 лет, участок всей толщины сли­
зистой оболочки преддверья рта в области премоляров 
размерами в пределах 3 см. Забор гистологического ма­
териала проводили в доступной области перехода при­

крепленной слизистой оболочки альвеолярного отростка 
верхней и/или нижней челюсти в слизистую оболочку 
рта или губы в области. Материал фиксировали в 10% 
нейтральном формалине по Лилли или жидкости Боуэна. 
Согласно общепринятой методике после соответствую­
щей проводки по спиртам возрастающей концентрации 
следовала обработка в ксилоле и заливка секционного 
материала в парафин [13]. Срезы толщиной 4-5 мкм из­
готавливали на санном микротоме Leica SM 2000R. По­
лученные препараты окрашивали гематоксилином, эози­
ном, по Ван Гизону, а также по Пикро-Маллори, что дало 
возможность идентифицировать «молодой», «зрелый» и 
«старый» фибрин [7]. Для иммуногистохимического ис­
следования парафиновые срезы расправляли в водяной 
бане Гистобат LEICA HI 1210 и помещали на предмет­
ные стекла, обработанные поли-Ь-лизином и высуши­
вали при температуре 35°С в течение одного часа [4,11]. 
После депарафинирования, промывки и обезвоживания 
следовала демаскировка антигенов в цитратном буфере 
(DAXO:Target Retrieval Solution, pH 6,0, код S 169984-2). 
Подавление эндогенной пероксид азы проводилось при 
помощи 3% раствора перекиси водорода.

Для постановки иммуногистохимических реакций 
с выявлением тканевых антигенов использовали набор 
моноклональных мышиных антител (табл. 1).

Первые антитела разводили специальным буфе­
ром с компонентом, препятствующим неспецифическо­
му связыванию антител (DAKO: Antibody Diluent with 
Background Reducing Component, код S3002). Экспозиция 
первых MKAT составляла 1 час при постоянной (30° С) 
температуре, поддерживаемой при помощи нагреватель­
ной платы (гистоплата LEICA HI 1220). Затем стекла со 
срезами промывали в течение 10 мин. в Трис-буфере.

Связывание первых антител с клеточными и 
структурными элементами определяли при помощи 
стандартного биотин-стрептавидин-пероксидазного 
метода (DAKO: LSAB® + System-HRP, код К0690) с диа- 
минобензндином в качестве хромогена. После промыв­
ки в дистиллированной воде препараты дополнительно 
окрашивали гаматоксилином Майера в течение 1-2 мин. 
Затем следовала повторная промывка в воде (15 мин.), 
дегидратация в 96% спирте (Юмин.) и осветление в кар- 
бол-ксилоле (5 мин.). Срезы заключали в канадский баль­
зам или в специальные среды фирмы DAKO (Ultramount, 
Faramount, код S302580-2). Для оценки обнаруженных 
изменений использовались рекомендации по патомор­
фологической диагностике патологических изменений в 
соответствии с современными требованиями доказатель­
ной медицины [8].

Результаты и обсуждение
С учетом общепринятой классификации АЛ. Маш- 

киллейсона (1984) были выделены 2 группы исследова­
ния:

1 - контроль -  исследовалась неизмененная слизи­
стая оболочка рта.

2 -  исследовались участки слизистой оболочки рта с 
веррукозной формой лейкоплакии [11].



Таблица 1. Характеристика первых антител

Антиген Клон Специфичность Рабочее
разведение

Фирма-
производитель

CD 45 MS355-R Все лейкоциты 1:200 Thermo
Мислопс-
Роксидаза

поликло­
нальные, 
код RB-373-A

Нейтрофнльные
лейкоциты

1:800 Dako

CD 3 SP7 Т-лимфоциты 1:150 Lab Vision

CD 20 L26 В-лнмфоцнты 1:250 Lab Vision
CD 38 АТ13/5 Плазматические клетки 1:100 Diagnostic

Biosystems
CD 68 PGM1 Макрофаги 1:200 BioGenex
CD 31 9611 Эндотелий сосудов 1:20 BioGenex
Коллаген IV РНМ-12 + CIV22 Базальные мембраны 1:150 Lab Vision
Пан­
цитокератины
(ЦКР)

АЕ1/АЕЗ Эпителий 1:300 Lab Vision

Виментин V9 Фибробласты, 
соединительная ткань

1:300 Lab Vision

Ki 67 В56 Пролиферирующие
клетки

1:50 Pharmingen

При исследовании материала контрольной группы 
слизистая оболочка рта представлена на гистологических 
препаратах в виде многослойного плоского неороговева- 
ющего эпителия и собственной пластинки, которая без 
четкой границы переходит в подслизистую основу, что 
соответствует норме (рис. 1 — этот и другие рисунки 
кстатье см.наспециалъной цветной вставке журнала — 
прим. ред.).

Эпителиальный пласт состоит из трех слоев, пер­
вый слой базальный, образован призматическими или 
кубическими клетками и располагается на базальной 
мембране, промежуточный слой как наиболее широкий 
(шиповаггый) состоит из эпителиоцитов округлой или по­
лигональной формы, а поверхностный представлен пло­
скими клеточными элементами.

Иммуногистохимически весь эпителиальный 
пласт равномерно окрашивается МКАТ против пан­
цитокератинов, базальная мембрана контурируется в 
виде непрерывной тонкой линии МКАТ против коллагена 
IV типа, а ядра митотически активных клеток экспресси­
руют МКАТ против Ki 67 (рис. 2А, 2Б).

Собственная пластинка слизистой оболочки в нор­
ме образует немногочисленные невысокие сосочки. Она, 
так же как и подслизистая основа, представлена рыхлой 
волокнистой соединительной тканью, а на отдельных 
участках более плотными фиброэластическими структу­
рами (рис. 3).

В соединительной ткани располагаются сосуды кро­
веносного микроциркуля торного русла, в подслизнстой 
основе, встречаются отдельные небольшие слюнные же­
лезы и жировые клетки, фибробласты, лимфоциты, ма­
крофаги, а также отдельные плазмоциты, лейкоциты и 
тучные клетки.

Иммуногистохимический анализ собственной пла­
стинки слизистой оболочки и подслизнстой основы по­
казывает высокую экспрессию МКАТ против виментина 
(рис. 4А), эндотелий кровеносных сосудов выявляется

МКАТ против CD 31 (рис. 4Б), а их базальные мембраны 
-  против коллагена IV типа.

Большинство клеточных элементов, инфильтри­
рующих соединительнотканную основу экспрессирует 
общий лейкоцитарный антиген CD 45 (рис. 5А), часть 
клеток представлена CD 3 позитивными Т-лимфоцитами, 
CD 20 (+) В-лимфоцитами и CD 68 (+) макрофагами (рис. 
5Б, 5В).

Определяется меньшее количество плазматиче­
ских клеток, дающих реакцию с МКАТ против CD 38, а 
нейтрофильные лейкоциты встречаются как единичные 
клетки, выявляемые МКАТ против миелопероксидазы.

При иммуногистолошгическом исследовании бип- 
таггов второй исследуемой группы с веррукозной формой 
лейкоплакии отмечается неравномерное утолщение эпи­
телиальной выстилки, прогрессирование явлений гипер­
кератоза и акантоза.

Ороговевающие пласты многослойного плоского 
эпителия характеризуются наличием клеточного поли­
морфизма и формированием «жемчужин» (рис. 6).

Иммуноги стохимическое исследование биоптатов 
слизистой оболочки рта с веррукозной лейкоплакией вы­
являет экспрессию МКАТ против пан-цитокератинов как 
в самом эпителии, так и в «жемчужинах» (рис. 7А).

Отмечается пролиферация и расширение базаль­
ного слоя. В базальных и парабазальных клетках отме­
чается высокая митотическая активность, что выявляют 
МКАТ против Ki 67 (рис. 7Б).

Определяется нарушенная структура базальной 
мембраны эпителия с неравномерным окрашиванием 
МКАТ против коллагена IV типа, в отдельных участках 
е£ утолщение, расщепление и фрагментация (рис. 7В).

Эпителиальные «жемчужины» дают положитель­
ную окраску на фибрин (рис. 8).

При сравнении полученных данных иммуноги сто­
химических исследований биоптатов слизистой обо­
лочки рта с веррукозной лейкоплакией определяется



хроническое воспаление, в результате чего значительно 
увеличивается воспалительная клеточная инфильтрация 
собственной пластинки слизистой оболочки и подслизи- 
стой основы с выраженной экспрессией МКАТ против 
CD 45 (рис. 9А).

В эпителиальном пласте также значительно преоб­
ладают лимфоциты, плазматические клетки и макрофаги, 
CD3 позитивные Т-лимфоциты, CD 20(+) В-лимфоциты, 
CD 38(+) плазматические клетки и CD 68(+) макрофаги.

В меньшем количестве в клеточных инфильтратах 
определяются нейтрофильные лейкоциты (реакция с 
МКАТ против миелопероксндазы), что подтверждается 
иммуногистохимическим исследованием (рис. 9Б, 9В).

На отдельных участках бнптатов слизистой рта на­
блюдается выраженный склероз собственной пластинки 
слизистой оболочки и подслнзистой основы (рис. 10А) с 
увеличением экспрессии МКАТ против виментина (рис. 
10Б).

В собственной пластинке слизистой оболочки рта 
выраженно прогрессируют микроциркуляторные рас­
стройства и вследствие этого происходит отложение масс 
«зрелого» и «старого» внутри- и внесосудистого фибри­
на (рис. 11 А). В просвете сосудов эндотелий подвержен 
набуханию и десквамации, что выявляются в реакции 
МКАТ против CD 31 (рис. 11 Б). Базальные мембраны 
также значительно отличаются от нормы. МКАТ против 
коллагена IV типа зачастую показывают их утолщение 
или расщепление.

Заключение
Проведенный иммуногистохимический анализ с по­

мощью использования моноклональных мышиных анти­
тел в биоптатах слизистой оболочки с веррукозной фор­
мой лейкоплакии наглядно указывает на хроническую 
диффузную воспалительную клеточную инфильтрацию 
собственной пластинки и е€ подслнзистой основы. В 
биоптатах слизистой подтверждается преобладание CD3 
(Т-лимфоциты, клон — SP7), CD 20 (В-лимфоциты, клон 
— L26), CD 38 (плазматические клетки, клон — ATI3/5) 
и CD 68 (макрофаги, клон — PGM1). Ороговевающие 
пласты многослойного плоского эпителия характеризу­

ются наличием клеточного полиморфизма и формирова­
нием «жемчужин».

В биптатах нормальной слизистой оболочки на её 
отдельных участках наблюдается выраженный склероз 
собственной пластинки и подслнзистой основы с увели­
чением экспрессии МКАТ против виментина (фибробла- 
сты, соединительная ткань, клон — V9). Реакция с МКАТ 
против CD 3(Т-лимфоциты, клон — SP7) подтверждает 
инфильтрацию Т-лимфоцнтами собственной пластинки 
слизистой оболочки с проникновением клеток в эпители­
альный пласт. Прогрессирующие микро циркуляторные 
расстройства, сопровождаются отложением масс «зрело­
го» и «старого» внутри- и внесосудистого фибрина, что 
подтверждает реакция с МКАТ против CD 31 (эндотелий 
сосудов, клон — 9611).

Таким образом, сравнительное изучение состояния 
слизистой оболочки рта с использованием иммуноги стохи­
мических методов исследований позволяет своевременно 
спланировать качественные лечебно-профилактические ме­
роприятия, что в комплексе снизит не только частоту утя­
желения патологии но и снизит степень ее малигнизации.в
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Рис. 1. Слизистая оболочка рта в норме. Многослой­
ный плоский неороговевающий эпителий. Окраска 

гематоксилином и эозином, увеличение х 200.
волокнистая соедш

стинки ели:



Рис. 5А -  Экспрессия М КАТ про­
тив CD 45 в клетках собственной 

пластинки слизистой. LSAB-метод 
с докраской гематоксилином, х 

400.

Рис. 5Б -  Экспрессия М КАТ про­
тив CD 3 в Т-клетках собственной 
пластинки слизистой. LSAB-метод 

с докраской гематоксилином, х 
400.
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Рис.5В -  Экспрессия М КАТ против 
CD 68 в макрофагах собственной 

пластинки слизистой. LSAB-метод 
с докраской гематоксилином, х 

400.

Рис. 6 -  Веррукозная форма лейкоплакии. Ороговение эпителия с формированием «жечужин». 
Окраска гематоксилином и эозином, х 300.
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Рис. 7А -  Экспрессия М КАТ про­
тив пан-цитокератннов в клетках 

эпителия и в «жемчужинах».

Рис. 7Б -  Экспрессия М КАТ про­
тив Ki 67 в ядрах пролиферирую­

щих клеток базального и пара-

Рис. 7В- Неравномерная окраска, 
уголшение и расщепление базальной 
мембраны эпителия. Реакция с МКАТ

LSAB-метод с докраской гематок- базального слоев. LSAB-метод с против кишшгена IVз
сплином, х 400. докраской гематоксилином, х 400. с докраской гематокпшином. х 400.



Рис. 8 -  Веррукозная форма лейкоплакии. Положительная реакция на фибрин в «жемчужине» 
ороговеваюшего эпителия. Окраска по Пикро-Маллори. х 300.
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Рис. 9А -  Диффузная воспали­
тельная клеточная инфильтрация 
собственной пластинки слизистой 
оболочки и полслизистой основы. 
Окраска гематоксилином и эози­

ном. х 200.

Рис. 9Б. - Инфильтрация 
Т-лимфоцитамн собственной 

пластинки слизистой оболочки с 
проникновением клеток в эпите­

лиальный пласт. Реакция с М КАТ 
против CD 3. LSAB-метод с до- 
краской гематоксилином, х 400.

Рис. 9В. - Инфильтрация 
В-лимфоцитами собственной 

пластинки слизистой оболочки с 
проникновением клеток в эпите­

лиальный пласт. Реакция с МКАТ 
против CD 20. LSAB-метод с до- 
краской гематоксилином, х 400.
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Рис. П А  -Огложение «зрелого» и «старого» фибрина 
в собственной пластинке слизистой оболочки. Окра­

ска по пикро-Маллорн. х 400

Рис. 11Б -Набухание и десквамацня эндотелия в про­
свет сосудов собственной пластинки слизистой обо­

лочки. Реакция с М КАТ против CD 31. LSAB-метод с 
докраской гематоксилином, х 400.
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