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АННОТАЦИЯ

С целью изучения экспрессии фактора роста эндотелия сосудов (VEGF), костного морфогенетического проте-
ина – 15 (BMP-15) и коннексина – 37 (Cx-37) в яичниках крыс с моделью функциональных кист яичников и при 
их коррекции был проведен эксперимент на половозрелых белых крысах-самках линии Wistar. Группа I (основная, 
n = 25) — моделирование функциональных кист яичников (введение фолликулостимулирующего гормона) с после-
дующим лечением бевацизумабом. Группа II (сравнения, n = 35) — моделирование функциональных кист яичников 
без последующего лечения. Группа контроля (n = 20) — интактные животные. Крысы выводились из эксперимента 
на 7, 15, 30-е сутки. Проведено иммуногистохимическое исследование экспрессии VEGF, BMP-15, Cx-37.

Моделирование функциональных кист яичников у белых крыс сопровождалось увеличением удельного объ-
ема сосудов в яичниках, усилением экспрессии VEGF в стенке кисты, избыточной стимуляцией фолликулогенеза, 
сопровождавшейся усилением экспрессии BMP-15 и Cx-37 на ранних сроках эксперимента. Введение ингибитора 
сосудисто-эндотелиального фактора роста вызывало уменьшение количества и удельного объема кист, снижение 
экспрессии VEGF и приближение удельного объема сосудов и экспрессии VEGF к значениям контрольной группы 
на 15-е сутки. К 30-м суткам экспрессия BMP-15 и Cx-37 не отличалась от показателей группы интактного контроля.

Таким образом, введение бевацизумаба ускоряет регресс функциональных кист яичников за счет снижения ва-
скуляризации в стенке кисты, сопровождающейся снижением экспрессии VEGF. Выявленное уменьшение количе-
ства растущих фолликулов, усиление процессов атрезии в фолликулах и изменение экспрессии факторов овосома-
тического взаимодействия (BMP-15, Cx-37) имеют кратковременный характер. 

Ключевые слова: бевацизумаб, лечение функциональных кист яичников, сосудисто-эндотелиальный фактор 
роста, костный морфогенетический протеин – 15 (BMP-15), коннексин – 37 (Cx-37).

ABSTRACT
To study the expression of vascular endothelial growth factor (VEGF), bone morphogenetic protein – 15 (BMP-15) 

and connexin 37 (Cx-37) in the rat’s ovaries with the model of functional ovarian cysts and with their correction, an experi-
ment was conducted on mature white rats of Wistar line. Group I (main, n = 25) — modelling of functional ovarian cysts 
(introduction of follicle-stimulating hormone) followed by treatment with bevacizumab. Group II (comparison, n = 35) — 
modelling of functional ovarian cysts without further treatment. The control group (n = 20) is intact animals. Rats were 
removed from the experiment on the 7th, 15th, 30th day. An immunohistochemical study of the expression of VEGF, BMP-15, 
Cx-37 has been conducted.

Modelling of functional ovarian cysts in white rats was accompanied by an increase in the specifi c volume of blood 
vessels in the ovaries, increased expression of VEGF in the cyst wall, excessive stimulation of folliculogenesis, accompanied 
by increased expression of BMP-15 and Cx-37 at the early stages of the experiment. Introduction of an inhibitor of vascular 
endothelial growth factor caused a decrease in the number and specifi c volume of cysts, a decrease in VEGF expression and 
the approximation of specifi c vascular volume and VEGF expression to the values of the control group on the 15th day. By 
day 30, expression of BMP-5 and Cx-37 did not differ from that of the intact control group.
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ВВЕДЕНИЕ 

Поиск новых методов лечения функциональ-
ных кист яичников в настоящее время является 
весьма актуальным [1, 2]. Существующие мето-
ды лечения, как медикаментозные, так и хирур-
гические, часто оказываются неэффективными, 
сопровождаются высоким риском рецидивиро-
вания. Оперативные вмешательства на яичниках 
даже с соблюдением принципа функциональной 
хирургии являются фактором, снижающим ова-
риальный резерв и фертильность [1–3].

Исследования последних лет продемонстри-
ровали, что локальные внутрифолликулярные 
регуляторные механизмы играют ключевую роль 
в физиологическом течении фолликулогенеза, 
так как опосредуют и модулируют действие цен-
тральных и многих других механизмов регуля-
ции [4–7]. Изучение факторов паракринной ре-
гуляции взаимодействий между ооцитом и окру-
жающими его клетками гранулезы позволит ис-
следовать не только патогенез функциональных 
кист яичников, но и механизмы формирования 
сопутствующей овариальной недостаточности. 
Основными и наиболее изученными факторами 
взаимодействия в системе ово-соматического ги-
стиона являются костный морфогенетический 
протеин – 15 (BMP-15) [8–10] и коннексин – 37 
(Cx-37) [11].

В последние годы активно изучается роль 
сосудисто-эндотелиального фактора роста (VEGF) 
в патогенезе функциональных кист. Доказано, 
что VEGF формирует стабильный кровоток в со-
судах яичника, повышает проницаемость стенки 
микрососудов антрального фолликула, что при-
водит к аккумуляции фолликулярной жидкости, 
ингибирует апоптоз [12–15]. Экспериментально 
выявлено, что введение ингибитора VEGF в нача-
ле фолликулярной фазы подавляет васкуляриза-
цию текальных клеток и рост фолликулов [12, 13]. 

ЦЕЛЬ ИССЛЕДОВАНИЯ 

Изучить экспрессию фактора роста эндоте-
лия сосудов, костного морфогенетического про-
теина – 15 и коннексина – 37 в яичниках крыс с 
моделью функциональных кист яичникови при 
их коррекции.

INTRODUCTION 

The search for new methods of treating func-
tional ovarian cysts is currently highly relevant [1, 
2]. Existing treatment methods, both medical and 
surgical, are often ineffective, accompanied by a 
high risk of recurrence. Surgical treatment, even 
with the principle of functinhal surgery, is a factor 
that reduces the ovarian reserve and fertility [1–3].

Recent studies have demonstrated that local in-
trafollicular regulatory mechanisms play a key role 
in the physiological course of folliculogenesis, as 
they mediate and modulate the action of central and 
many other regulatory mechanisms [4–7]. The study 
of the factors of paracrine regulation of interactions 
between the oocyte and the granulose surrounding 
it will allow investigating not only the pathogenesis 
of functional ovarian cysts but also the mechanisms 
of the formation of concomitant ovarian failure. 
Bone morphogenetic protein – 15 (BMP-15) [8–10] 
and connexin 37 (Cx-37) [11] are the main and most 
studied interaction factors in the oocyte-somatic 
histion system.

In recent years, the role of vascular endothelial 
growth factor (VEGF) in the pathogenesis of func-
tional cysts has been actively studied. It has been 
proven that VEGF forms a stable blood fl ow in the 
vessels of the ovary, increases the permeability of 
the wall of the microvessels of the antral follicle, 
which leads to the accumulation of follicular fl uid, 
inhibits apoptosis [12–15]. It was experimentally 
found that the introduction of a VEGF inhibitor at 
the beginning of the follicular phase suppresses the 
vascularization of the theca cells and the growth of 
the follicles [12, 13].

AIM OF THE RESEARCH

To study the expression of vascular endothe-
lial growth factor, those of bone morphogenetic 
protein – 15 and connexin 37 in rat’s ovaries with a 
model of functional ovarian cysts and in their cor-
rection.

MATERIALS AND METHODS 

Experimental animals were mature female 
Wistar rats weighting 180–220 g. Group I (main, 

Keywords: bevacizumab, treatment of functional ovarian cysts, vascular endothelial growth factor, bone morphoge-
netic protein – 15 (BMP-15), connexin 37 (Cx-37).

Thus, the introduction of bevacizumab accelerates the regression of functional ovarian cysts by reducing vasculariza-
tion in the cyst wall, accompanied by a decrease in the expression of VEGF. The revealed decrease in the number of growing 
follicles, the enhancement of atresia processes in the follicles and the change in the expression of factors of oocyte-somatic 
interaction (BMP-15, Cx-37) are of short duration.
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 

Экспериментальные животные — половозре-
лые самки крыс линии Wistar массой 180–220 г. 
Группа I (основная, n = 25) — животные с моделью 
функциональных кист яичников и введением бе-
вацизумаба; группа II (сравнения, n = 35) — жи-
вотные с моделью функциональных кист яични-
ков без последующего лечения; группа III (кон-
троль, n = 20) — интактные животные. Для фор-
мирования экспериментальных функциональных 
кист яичников экспериментальным животным 
вводился рекомбинантный фолликулостимули-
рующий гормон (рФСГ) в дозе 1.5 МЕ (производи-
тель — «Индустрия Фармасьютика Сероно С.п.А.», 
Италия) в течение 7 дней в первой половине дня 
внутримышечно в ягодичную область. Аналогич-
ным образом вводили 6 мг бевацизумаба — инги-
битор VEGF (производитель — «Ф. Хоффманн-Ля 
Рош Лтд.», Швейцария) дважды на 8-е и 22-е сут-
ки эксперимента. Бевацизумаб — гуманизиро-
ванные рекомбинантные гиперхимерные моно-
клональные антитела, которые селективно свя-
зываются с биологически активным VEGF и ней-
трализуют его, ингибируя связывание фактора 
роста эндотелия сосудов с его рецепторами 1-го 
и 2-го типа (Flt-1, KDR) на поверхности эндотели-
альных клеток.

Эксперимент проведен в соответствии с «Ев-
ропейской конвенцией по защите позвоночных 
животных, используемых для эксперименталь-
ных и иных научных целей (ETS № 123)» (Страс-
бург, Франция, 1986), принципами Хельсинк-
ской декларации (9-й пересмотр, Форталеза, Бра-
зилия, 2013). Исследование одобрено Этическим 
комитетом ФГБОУ ВО «Сибирский государствен-
ный медицинский университет» Минздрава Рос-
сии, Томск (протокол № 4356 от 30.11.2015).

Яичники экспериментальных животных фик-
сировали в 10% нейтральном формалине, залива-
ли в парафин. Иммуногистохимическая методи-
ка исследования экспрессии BMP-15, Cx-37, VEGF 
включала в себя использование стрептавидин-
биотиновой системы детекции Abcam®PLC (Ве-
ликобритания) Rabbit Specifi c HRP/DAB (ABC) 
Detection IHC kit для высокотемпературной дема-
скировки антигена. Результат определяли по ко-
ричневому окрашиванию цитоплазмы и мембра-
ны. Полуколичественную оценку проводили по 
формуле H-score согласно R.A. McClelland et al. 
(1991): (1 × процент слабо позитивных клеток) + 
+ (2 × процент умеренно позитивных клеток) + 
+ (3 × процент сильно позитивных клеток). 

Для статистической обработки и анализа ре-
зультатов использовали программу IBM SPSS 

n = 25) consisted of animals with a model of func-
tional ovarian cysts and introduction of bevaci-
zumab; group II (comparison group, n = 35) in-
cluded animals with a model of functional ovarian 
cysts without further treatment; group III (control 
group, n = 20) included intact animals. For the for-
mation of experimental functional ovarian cysts, 
experimental animals were injected with recombi-
nant follicle-stimulating hormone (rFSH) at a dose 
of 1.5 IU (manufactured by Industry Pharmaceuti-
cal Serono S.P.A., Italy) for 7 days in the fi rst half 
of the day intramuscularly into the buttock region. 
Similarly, 6 mg of bevacizumab were injected as a 
VEGF inhibitor (manufacturer: F. Hoffmann-La 
Rosh Ltd., Switzerland) twice on the 8th and 22nd 
day of the experiment. Bevacizumab is humanized 
recombinant hyperchimaeric monoclonal antibod-
ies that selectively bind to biologically active VEGF 
and neutralize it by inhibiting the binding of vas-
cular endothelial growth factor to its type 1 and 
2 receptors (Flt-1, KDR) on the surface of endothe-
lial cells.

The experiment was conducted in accordance 
with the “European Convention for the Protection 
of Vertebrate Animals used for Experimental and 
Other Scientifi c Purposes (ETS No. 123)” (Stras-
bourg, France, 1986), principles of the Helsinki 
Declaration (9th revision, Fortaleza, Brazil, 2013). 
The study was approved by the Ethical Committee 
of the Siberian State Medical University, Tomsk 
(Protocol No. 4356 of 11/30/2015).

Ovaries of experimental animals were fixed in 
10% neutral formalin, embedded in paraffin. An 
immunohistochemical method for studying the 
expression of BMP-15, Cx-37, VEGF involved the 
use of the Abcam®PLC (the UK) Streptavidin-Bi-
otin Detection System Rabbit Specific HRP / DAB 
(ABC) Detection IHC kit for high-temperature un-
masking of antigen. The result was determined by 
brown staining of the cytoplasm and membrane. 
A semi-quantitative assessment was performed 
using the H-score formula according to R.A. Mc-
Clelland et al. (1991): (1 × percentage of weakly 
positive cells) + (2 × percentage of moderately 
positive cells) + (3 × percentage of highly positive 
cells).

For statistical processing and analysis of the 
results, IBM SPSS Statistics v.23.0.5 was used. 
Data distribution forms were checked, an explor-
atory analysis was used (Shapiro – Wilk criterion), 
Mann – Whitney U-test was used to study the com-
pared groups (critical significance level p = 0.05).
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Statistics v.23.0.5. Проводили проверки формы 
распределения данных, использовали разведоч-
ный анализ (критерий Шапиро — Уилка), для 
исследования сравниваемых групп применяли 
U-критерий Манна — Уитни (критический уро-
вень значимости p = 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

С применением методики иммуногистохими-
ческого анализа в яичниках дифференцированы 
маркеры взаимодействия ооцита и клеток грану-
лезы (BMP-15, Cx-37), а также фактор ангиогенеза 
VEGF. Экспрессия изучаемых факторов при моде-
лировании ФКЯ была типичной, однако приме-
нение полуколичественной методики H-score по-
зволило оценить степень экспрессии и её измене-
ния у животных сравниваемых групп.

Экспрессия BMP-15 была выявлена в виде 
цитоплазматического окрашивания овоцитов и 
клеток кумулюса, эндокриноцитов теки, стромы 
коры яичника, лютеоцитов желтого тела и кле-
ток поверхностного эпителия. В овоцитах при-
мордиальных и первичных фолликулов (ПФ и 
ПРФ), а также в овоцитах растущих фолликулов с 
начальными признаками атрезии, в которых по-
ловая клетка была сохранна, интенсивность экс-
прессии была наиболее выраженной, в овоци-
тах вторичных и третичных фолликулов (ВРФ и 
ТРФ) — наименее выраженной. Фолликулярный 
эпителий окрашивался менее интенсивно, экс-
прессия усиливалась соответственно стадии раз-
вития фолликулов. На 7-е сутки введения ФСГ 
увеличивалась интенсивность иммуноокраски 
овоцитов всех типов фолликулов (рис. 1, А, В). 
Интенсивность окраски эпителиоцитов яйце-
носного бугорка и париетальных эпителиоци-
тов гранулёзы в экспериментальной группе не-
значительно повышалась только в ранние сро-
ки опыта (7-е сутки) в ПФ и фолликулах, только 
вступивших в рост; в ВРФ и ТРФ изменений не 
обнаруживалось. К 15-м суткам опыта экспрес-
сия BMP-15 снижалась во всех типах фоллику-
лов, а к 30-м соответствовала таковой в группе 
контроля.

В основной группе на 15-е сутки эксперимен-
та экспрессия BMP-15 в ооцитах всех типов расту-
щих фолликулов снижалась, не демонстрируя от-
личий от группы контроля. К 30-м суткам усиле-
ние экспрессии сохранялось только в ПФ и ПРФ, в 
то время как значения ВРФ и ТРФ соответствова-
ли таковым в группе контроля (табл. 1).

Экспрессия Cx-37 была выявлена в ооцитах, 
zona pellucida, висцеральных фолликулоцитах, 
клетках кумулюса, отдельных лютеоцитах и эндо-

RESULTS AND DISCUSSION

Using the method of immunohistochemi-
cal analysis in the ovaries, markers of interaction 
between the oocyte and granulosa cells (BMP-15, 
Cx-37), as well as the VEGF angiogenesis factor, 
were differentiated. When modeling ovarian fol-
licular cyst (OFC), the expression of the studied fac-
tors was typical but the use of the semi-quantitative 
H-score technique allowed us to estimate the de-
gree of expression and its changes in animals of the 
compared groups.

BMP-15 expression was detected in the form of 
cytoplasmic staining of oocytes and cumulus cells, 
endocrine cells of the theca, the stroma of ovarian 
cortex, corpus luteum cells, and epithelial cells. In 
oocytes of primordial and primary follicles (PF and 
PmF), as well as in oocytes of growing follicles with 
initial signs of atresia, in which the germ cell was 
preserved, expression was most pronounced, in 
oocytes of secondary and tertiary follicles (SF and 
TF) — less pronounced. The follicular epithelium 
was stained less intensively; the expression was 
enhanced according to the stage of follicular de-
velopment. On the 7th day of FSH introduction, the 
immunostaining of oocytes of all types of follicles 
increased (Fig. 1, A, B). The colour intensity of epi-
thelial cells of the cumulus oophorus and parietal 
epithelial cells of the granulose in the experimental 
group increased slightly only in the early stages of 
the experiment (7th day) in the PF and follicles that 
just began to grow; no changes were observed in the 
SF and TF. By the 15th day, BMP-15 expression was 
reduced in all types of follicles, and by the 30th day, 
it was the same in the control group.

In the main group, on the 15th day of the experi-
ment, BMP-15 expression in oocytes of all types of 
growing follicles decreased, not showing differences 
from the control group. By the 30th day, expression 
enhancement was maintained only in PF and PmF, 
while the values of SF and TF corresponded to those 
in the control group (Table 1).

Cx-37 expression was detected in oocytes, zona 
pellucida, visceral follicular cells, cumulus cells, cer-
tain luteal cells, and vascular endothelial cells. Oo-
cytes were stained more intensively than follicular 
epithelium cells. Weak and moderate immunoposi-
tive staining was observed on the surface of oocytes 
(membrane) of PF the border with granulosa cells. 
The immunopositive reaction increased in a wave-
like manner according to the growth and develop-
ment stage of the follicles, reaching a maximum at 
the end of the pre-antral stage (Fig. 1, C); similar dy-
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телиоцитах сосудов яичников крыс. Ооциты окра-
шивались более интенсивно, чем клетки фолли-
кулярного эпителия. Слабое и умеренное имму-
нопозитивное окрашивание наблюдалось на по-
верхности ооцитов (мембранное) ПФ и границе 
с клетками гранулёзы. Иммунопозитивная реак-
ция волнообразно нарастала соответственно ста-
дии роста и развития фолликулов, достигала мак-
симума в конце преантральной стадии (рис. 1, С); 
аналогичная динамика иммунной окраски от-
мечалась в фолликулярном эпителии. Фоллику-
лы антральной и преовуляторной стадии (ВРФ и 
ТРФ) окрашивались диффузно, что связано с не-
равномерной иммунолокализацией маркера в 
фолликулоцитах, слабой окраской ооцитов. При 
наличии признаков атрезии слабое и умеренное 
иммунное окрашивание определялось в клетках 
гранулёзы. Экспрессия Cx-37 оказывалась выра-
женной в АФ с гипертрофией теки, на начальных 
этапах атрезии в ооцитах при его сохранности.

При моделировании ФКЯ с помощью введе-
ния ФСГ отмечалась волнообразная динамика 
окрашивания ооцитов, аналогичная группе кон-
троля, более выраженная в ооцитах ВРФ и ТРФ на 
7-е сутки эксперимента. Фолликулярный эпите-
лий ПРФ окрашивался слабее контроля. С 15-х до 
30-х суток опыта экспрессия белка щелевого вза-
имодействия в ооцитах не отличалась от таковой 
в группе контроля, однако снижение иммунной 
окраски в фолликулоцитах отмечалось до 30-х су-
ток эксперимента.

namics of immune staining was observed in the fol-
licular epithelium. The follicles of the antral and pre-
ovulatory stages (SF and TF) were stained diffusely, 
which is due to the uneven immunolocalization of 
the marker in the follicular cells and weak oocyte 
staining. In the presence of signs of atresia, weak and 
moderate immune staining was determined in gran-
ulosa cells. The expression of Cx-37 was expressed in 
atretic follicles with theca hypertrophy, at the initial 
stages of atresia in oocytes with its safety.

When simulating OFC with the introduction 
of FSH, wavy dynamics of oocyte staining was 
observed, similar to the control group, more pro-
nounced in the oocytes of the SF and TF on the 7th 
day of the experiment.The follicular epithelium of 
the PmF was stained weaker than in the control 
group. From the 15th to the 30th day of the experi-
ment, the expression of the gap junction protein in 
the oocytes did not differ from that in the control 
group but the decrease in the immune staining in 
the follicular cells had been observed until the 30th 

day of the experiment.
In the ovaries of animals of the main group, the 

expression of the marker did not differ from that in 
the control group. By the 15th day of the experiment, 
the intensity of immunostaining in oocytes had in-
creased, demonstrating signifi cant differences from 
the comparison group. Increased marker expression 
was observed in follicular cells, the effect was also ob-
served on the 30th day of the experiment.

 ` b q

      

Рис. 1. Экспрессия BMP-15 и Cx-37 на 7-е сутки эксперимента. Черная стрелка указывает на овоцит, желтая — на 
фолликулоцит. Окраска DAB, докраска гематоксилином. Увеличение 400: 

А — экспрессия BMP-15 в первичном фолликуле на 7-е сутки моделирования ФКЯ; В — экспрессия BMP-15 в третичном 
фолликуле на 7-е сутки моделирования ФКЯ; С — экспрессия Cx-37 во вторичном фолликуле на 7-е сутки моделирования ФКЯ 
Fig. 1. Expression of BMP-15 and Cx-37 on the 7th day of the experiment. The black arrow indicates oocyte, the yellow 

one indicates follicular cell. DAB colouring, additional colouring by hematoxylin. Magnifi cation 400:
А — BMP-15 expression in the PF on the 7 th day of the OFC simulation; B — BMP-15 expression in the TF on the 7 th day of the OFC 

simulation; C — Cx-37 expression in the SF on the 7 th day of the OFC simulation
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В яичниках животных основной группы экс-
прессия маркера не отличалась от таковой в кон-
трольной группе. К 15-м суткам эксперимента ин-
тенсивность иммуноокраски в ооцитах усилива-

VEGF expression was manifested as brown mem-
brane and cytoplasm staining of follicular cells and 
endothelial cells. A high frequency of positive VEGF 
expression in endocrine cells of functional cysts of the 

Таблица 1. Экспрессия VEGF, BMP-15, Cx-37, Me (Q
25

–Q
75

)
Table 1. Expression of VEGF, BMP-15, Cx-37, Me (Q

25
–Q

75
)

Клетки, группа / Cells, group 7-е сутки / 7th day 15-е сутки / 15th day 30-е сутки / 30th day

VEGF

Эндотелиоциты
Endothelial 

Основная
Main group

— 88.20 (69.40–94.70) 73.30 (50.70–116.20)

Сравнения
Comparison

149.17 (129.67–157.18)* 138.72 (116.73–140.90)* 116.88 (68.04–124.80)

Контроль
Control

62.34 (0–92.11) 79.12 (15.70–134.90) 92.31 (83.40–125.98)

Фолликулоциты
Follicular

Основная
Main group

— 94.30 (67.92–121.80) 124.10 (116.34–182.20)

Сравнения
Comparison

154.70 (144.82–178.22)* 137.80 (86.60–152.30) 117.22 (100.60–125.38)

Контроль
Control

84.90 (115.25–148.30) 111.50 (48.25–137.70) 113.80 (93.25–118.90)

BMP-15

Овоцит
Oocyte

Основная
Main group

— 150.40 (120.40–180.00) 160.00 (50.00–220.00)

Сравнения
Comparison

230.00 (136.00–250.70)* 190.00 (170.00–220.50)* 175.00 (690.00–210.30)

Контроль
Control

120.60 (0–132.11) 160.82 (20.00–180.30) 150.40 (110.00–175.00)

Фолликулоциты
Follicular

Основная
Main group

— 150.40 (120.00–180.00)  146.00 (112.00–185.50) 

Сравнения
Comparison

162.00 (130.00–192.00)* 200.00 (160.00–252.30) 75.60 (28.00–138.00)

Контроль
Control

110.00 (46.00–156.00)* 160.00 (122.50–233.00) 100.00 (34.80–142.10)

Cx-37

Овоцит
Oocyte

Основная
Main group

— 250.00 (200.00–274.00) 190.00 (15.00–230.00)

Сравнения
Comparison

250.00 (29.67–57.18)* 270.00 (16.73–40.90)* 200.00 (8.04–24.80)

Контроль
Control

210.00 (0–32.11) 225.00 (5.70–34.90) 225.00 (3.40–25.98)

Фолликулоциты
Follicular 

Основная
Main group

— 130.00 (54.00–157.80) 120.00 (36.80–175.00)

Сравнения
Comparison

100.00 (44.82–78.22)* 100.00 (26.60–52.30) 90.00 (2.60–25.38)

Контроль
Control

110.00 (15.25–48.30) 120.00 (12.25–37.70) 140.00 (3.25–18.90)

Пр им е ч а н и я :  Ме — медиана; Q
25

 и Q
75

 — 25-й и 75-й процентили соответственно; *значимые отличия от группы контроля, 
выявленные с помощью теста Манна — Уитни (p < 0.05); значимые отличия от группы сравнения, выявленные с помощью те-
ста Манна — Уитни (p < 0.05).
N o t e s :  Me is the median; Q

25
 and Q

75
 are the 25th and 75th percentiles respectively; *signifi cant differences from the control group 

identifi ed using the Mann — Whitney test (p <0.05);  signifi cant differences from the comparison group identifi ed using the Mann — 
Whitney test (p < 0.05).
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лась, демонстируя значимые отличия от группы 
сравнения. В фолликулоцитах наблюдалось уси-
ление экспрессии маркера, эффект прослеживал-
ся также на 30-е сутки эксперимента.

Экспрессия VEGF проявлялась в виде ко-
ричневого окрашивания мембраны и цитоплаз-
мы фолликулоцитов и клеток эндотелия. Выяв-
лена высокая частота положительной экспрессии 
VEGF в эндокриноцитах функциональных кист 
яичника. Иммунопозитивное окрашивание сла-
бой и умеренной интенсивности наблюдалось на 
поверхности ооцитов (мембранное) и лютеоцитах 
желтого тела. На 7-е сутки моделирования ФКЯ 
экспрессия фактора была максимально выражен-
ной в фолликулоцитах растущих фолликулов, с 
15-х суток экспрессия VEGF не отличалась от кон-
троля (см. табл. 1). Экспрессия маркера в эндоте-
лиоцитах на 30-е сутки не отличалась от группы 
контроля.

При введении ФСГ формируются множе-
ственные фолликулярные кисты, стенка которых 
на раннем этапе развития состоит из 5–10 слоев 
гранулезных клеток, и кисты желтых тел, стенка 
которых представлена лютеоцитами. В дальней-
шем прогрессируют явления дегенерации, стен-
ка кисты истончается и формируется ретенцион-
ное образование, заполненное прозрачным секре-
том, а внутренняя выстилка капсулы представле-
на одним слоем плоских клеток и соединительной 
тканью.

Введение бевацизумаба животным с экспери-
ментальными функциональными кистами вызы-
вало уменьшение количества и удельного объема 
кист. Уже на 15-е сутки эксперимента при аутоп-
сии обнаруживались уменьшение размеров яич-
ников, исчезновение характерной бугристости, 
белесоватый оттенок поверхности. Иногда отме-
чалось локальное истончение белочной оболоч-
ки. Количество и удельный объем кист в яичниках 
крыс основной группы во все сроки эксперимен-
та было меньше, чем в группе сравнения. На 60-е 
сутки эксперимента кистозные полости в яични-
ках не обнаруживались. Количество и удельный 
объем растущих и атретических фолликулов, а 
также желтых тел не отличались от группы срав-
нения на аналогичные сутки эксперимента, а к 
60-м суткам были сопоставимы с интактными жи-
вотными. Введение бевацизумаба вызывало сни-
жение васкуляризации теки фолликулов и жел-
тых тел и приближение удельного объема сосудов 
к значениям контрольной группы на 15-е сутки.

Исследование впервые установило изме-
нение факторов паракринной регуляции ово-
соматического взаимодействия и ангиогенеза 

ovary was detected. Immunopositive staining of weak 
and moderate intensity was observed on the surface of 
oocytes (membrane) and corpus luteum cells. On the 
7th day of the OFC modelling, expression of the factor 
was most pronounced in the follicular cells of the grow-
ing follicles; from the 15th day, VEGF expression did 
not differ from that of the control group (see Table 1). 
Expression of the marker in endothelial cells on the 
30th day did not differ from that in the control group.

With the introduction of FSH, multiple follicular 
cysts form, the wall of which at an early stage of devel-
opment consists of 5–10 layers of granular cells, and 
cysts of the corpus luteum, the wall of which is repre-
sented by luteal cells. Subsequently, degeneration pro-
gresses, the cyst wall becomes thinner and a retention 
formation is formed, fi lled with a transparent secret, 
and the inner lining of the capsule is represented by 
one layer of fl at cells and connective tissue.

Introduction of bevacizumab to animals with 
experimental functional cysts caused a decrease in 
the number and specifi c volume of cysts. Already 
on the 15th day of the experiment, at autopsy, a de-
crease in the size of the ovaries, the disappearance 
of the characteristic tuberosity, a whitish hue of the 
surface were found. Sometimes local thinning of the 
albumin was noted. The number and specifi c vol-
ume of cysts in the rats’ovaries of the main group 
during all periods of the experiment were less than 
in the comparison group. On the 60th day of the ex-
periment, cystic cavities in the ovaries were not de-
tected. The number and specifi c volume of growing 
and atretic follicles, as well as yellow bodies, did not 
differ from those in the comparison group on the 
same experimental day, and by the 60th day were 
comparable with intact animals. The introduction 
of bevacizumab caused a decrease in the vascular-
ization of the theca of the follicles and yellow bod-
ies and the approach of the specifi c volume of the 
vessels to the values of the control group on the 15th 
day.

The study for the fi rst time established a change 
in the factors of paracrine regulation of oocyte-so-
matic interaction and angiogenesis during the for-
mation of experimental functional ovarian cysts. 
When simulating OFC on the 7th day of rFSH intro-
duction, an increase in BMP-15 expression in oocytes 
was detected in all types of growing follicles and Cx-
37 in antral follicles was revealed. By the 15th day 
of the experiment, the expression of BMP-15 has 
been most pronounced in the oocytes of growing 
follicles, appears in primordial follicles, decreases 
in follicles with signs of atresia, in which the sex 
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cell was preserved. In the follicular cells of the pri-
mary follicles, the study revealed a decrease in Cx-
37 and an increase in the expression of BMP-15. 
Follicular epithelial cells of almost all types of fol-
licles show a decrease in BMP-15 immune staining. 
On the 30th day of the experiment, the high expres-
sion of BMP-15 is retained in the oocytes of the pri-
mary follicles.

BMP-15 plays an important role in folliculo-
genesis, in the growth and differentiation of gran-
ulosa cells, as well as in the formation of theca 
cells from the gonadotropin-independent stage of 
folliculogenesis [8]. This fact is confi rmed by the 
maximum expression of this factor in the preantral 
follicles in our study, which is consistent with the 
other research data [8]. BMP-15 is synthesized by 
the oocyte. The general concept of recent years is 
that the regulation of the preantral stages of fol-
liculogenesis, including multi-layered follicles, is 
played by the oocyte itself. Human oocyte express-
es large amounts of GDF-9 and BMP-15 regulatory 
proteins, which are able to stimulate the growth of 
multilayer follicles in vitro and protect follicle cells 
from apoptosis. It is believed that these substances 
synthesized by the oocyte stimulate the mitoses of 
follicular epithelial cells and the spatial design of 
the layers of the follicular epithelium in the pri-
mary multilayer follicles, while there is a defi nite 
dynamics of their synthesis during sexual cycles. 
The increase in the expression of the factor in 
the oocytes of growing follicles after introduction 
of rFSH at the early stages can be compensatory. 
Enhancing BMP-15 expression prevents apoptosis 
of granulosa cells, which is manifested by the ac-
tivation of follicular growth and by an increase in 
growing follicles.

An important event in the development of pri-
mary follicles, promoting the activation of prolifera-
tion and hypertrophy of epithelial cells, is the onset 
of the expression of connexin group proteins and 
the formation of intercellular gap junctions (GJ) be-
tween the oocyte and follicular epithelium cells [11]. 
Due to these GJ, diffusion of ions, metabolites and 
potential signalling units (cAMP, Са2+) into the oo-
cyte and back to the follicular epithelium cells takes 
place. The synthesis of Cx-37, from which GJ are 
formed, the oocyte and the adjacent cells, starts im-
mediately after selection of the primordial follicle 
for entry into growth.

It is also believed that protein substrates of the 
Cx-37 group are used by the oocyte for trophism, 
and subsequently, together with other regulatory 

при формировании экспериментальных функ-
циональных кист яичников. При моделировании 
ФКЯ на 7-е сутки введения рФСГ выявлено повы-
шение экспрессии BMP-15 в ооцитах во всех типах 
растущих фолликулов и Cx-37 в антральных фол-
ликулах. К 15-м суткам опыта экспрессия BMP-15 
наиболее выражена в ооцитах растущих фоллику-
лов, появляется в примордиальных фолликулах, 
снижается в фолликулах с признаками атрезии, 
в которых половая клетка была сохранна. В фол-
ликулоцитах первичных фолликулов наблюдают-
ся снижение Cx-37, усиление экспрессии BMP-15. 
Фолликулярные эпителиоциты практически всех 
типов фолликулов демонстрируют снижение им-
мунной окраски BMP-15. На 30-е сутки экспери-
мента высокая экспрессия BMP-15 сохраняется в 
ооцитах первичных фолликулов. 

BMP-15 играет важную роль в фолликуло-
генезе, в росте и дифференцировке клеток гра-
нулезы, а также в формировании клеток теки с 
гонадотропин-независимой стадии фолликулоге-
неза [8]. Подтверждением является максималь-
ная экспрессия данного фактора в преантраль-
ных фолликулах в проведённом исследовании, 
что согласуется с данными литературы [8]. ВМР-
15 синтезируется овоцитом. Генеральная концеп-
ция последних лет заключается в том, что в ре-
гуляции преантральных стадий фолликулогене-
за, включая многослойные фолликулы, главную 
роль играет сам овоцит. Овоцит человека экспрес-
сирует большие количества регуляторных белков 
GDF-9 и BMP-15, которые способны стимулиро-
вать рост многослойных фолликулов in vitro и осу-
ществлять защиту клеток фолликула от апоптоза. 
Считается, что указанные вещества, синтезируе-
мые овоцитом, стимулируют митозы фолликуляр-
ных эпителиоцитов и пространственное оформле-
ние слоев фолликулярного эпителия в первичных 
многослойных фолликулах, при этом существует 
определенная динамика их синтеза в течение по-
ловых циклов.  Выявленное в проведенном иссле-
довании повышение экспрессии фактора в ооци-
тах растущих фолликулов после введения рФСГ в 
ранние сроки может носить компенсаторный ха-
рактер. Усиление экспрессии BMP-15 предотвра-
щает апоптоз клеток гранулёзы, что проявляется 
активацией фолликулярного роста, увеличением 
растущих фолликулов.

Важным событием в развитии первичных 
фолликулов, способствующим активации проли-
ферации и гипертрофии эпителиальных клеток, 
является начало экспрессии белков группы кон-
нексинов и образование межклеточных щелевых 
контактов (GJ) между овоцитом и клетками фол-
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signals, meiosis is re-initiated. As in primordial 
follicles, the oocytes of the primary follicles are in 
a state of meiosis, despite signifi cantly activated 
growth of germ cells.

During the formation of the follicular cavity 
(cavitation) in the cells of the follicular epithelium, 
the kit ligand is expressed, and Cx-37 is expressed 
in the oocyte. If these proteins are absent in the fol-
licular region, the cavitary follicle does not develop 
and an ovulatory infertility forms arises.

The study revealed an increase in Cx-37 expres-
sion in cavitary follicles oocytes on the 7th day, which 
is a necessary condition for the normal course of the 
late stages of folliculogenesis and is characteristic 
of the dominant follicle before ovulation. Protein 
expression in the follicular epithelium of the pri-
mary follicles decreases but does not prevent the 
resumption of meiosis in the oocyte of the growing 
follicle [11].

On the 15th day of the experiment, the expres-
sion of BMP-15 in oocytes of all types of growing fol-
licles is most pronounced compared to the control 
group and 7th day. A signifi cantly higher expression 
of BMP-15 in oocytes from the stage of primordial 
follicles should be noted, which is consistent with 
the growth of excess follicles. The interaction be-
tween oocytes and follicular epithelial cells of antral 
and preovulatory follicles through gap junctions 
corresponds to that in the control group.

On the 30th day of the experiment, the high ex-
pression of BMP-15 was preserved in the primary 
follicles, which correlated with the completion of 
the folliculogenesis cycle. According to the studies, 
BMP-15 and Cx-37 protect granulosa cells not only 
from apoptosis but also from premature luteiniza-
tion [9, 10]. In the study, the expression of BMP-15 
and Cx-37 in the oocytes of the secondary and ter-
tiary follicles is not signifi cantly different from that 
in the control group but decreases compared to pre-
vious points of experience.

VEGF protein is one of the main stimulators 
of angiogenesis. It plays an important role in the 
physiology of normal ovaries and contributes signif-
icantly to the growth and development of functional 
ovarian cysts, mainly due to the induction of angio-
genesis and increased vascular permeability [13]. 
The results obtained are consistent with pub-
lished immunohistochemical studies that showed 
increased expression of VEGF in the wall of func-
tional ovarian cysts [15]. Increased angiogenesis 
(increased expression of VEGF) in the early stages 
of modelling functional cysts is associated with in-

ликулярного эпителия [11]. Благодаря этим кон-
тактам осуществляется диффузия ионов, мета-
болитов и потенциальных сигнальных единиц 
(цАМФ, Са2+) в овоцит и обратно — к клеткам фол-
ликулярного эпителия. Синтез Сх-37, из которого 
формируются GJ, овоцит и прилегающие к нему 
клетки начинают сразу после отбора приморди-
ального фолликула для вступления в рост.

Полагают также, что белковые субстраты 
группы Сх-37 используются овоцитом для трофи-
ки, а в последующем совместно с другими регуля-
торными сигналами реинициируют мейоз. Как и 
в примордиальных фолликулах, овоциты первич-
ных фолликулов пребывают в состоянии блока 
мейоза, несмотря на то, что рост половых клеток 
существенно активизируется.

В ходе формирования фолликулярной поло-
сти (кавитации) в клетках фолликулярного эпите-
лия облигатно экспрессируется kit-лиганд, а в ово-
ците — Сх-37. Если в регионе фолликула данные 
белки отсутствуют, полостной фолликул не раз-
вивается и возникают ановуляторные формы бес-
плодия.

В проведенном исследовании было выявлено 
усиление экспрессии Сх-37 в ооцитах полостных 
фолликулов на 7-е сутки, что является необходи-
мым условием для нормального течения позд-
них стадий фолликулогенеза и характерно для до-
минантного фолликула до овуляции. Экспрессия 
протеина в фолликулярном эпителии первичных 
фолликулов снижается, однако не приводит к на-
рушению возобновления мейоза в ооците расту-
щего фолликула [11].

На 15-е сутки эксперимента экспрессия 
BMP-15 в ооцитах всех типов растущих фолли-
кулов наиболее выражена по сравнению с груп-
пой контроля и 7-ми сутками. Следует отметить 
появление значимо более высокой экспрессии 
BMP-15 в ооцитах уже со стадии примордиаль-
ных фолликулов, что согласуется со вступлением 
избыточного количества фолликулов в рост. Вза-
имодействие между ооцитами и фолликулярны-
ми эпителиоцитами антральных и предовулятор-
ных фолликулов через щелевые контакты соот-
ветствует таковому в группе контроля.

На 30-е сутки опыта сохраняется высокая экс-
прессии BMP-15 в первичных фолликулах, что со-
относится с завершением цикла фолликулогене-
за. По данным литературы ВМР-15 и Cx-37 явля-
ются протекторами клеток гранулёзы не только от 
апоптоза, но и от преждевременной лютеиниза-
ции [9, 10]. В проведённом исследовании экспрес-
сия BMP-15 и Cx-37 в ооцитах вторичных и третич-
ных фолликулов значимо не отличается от тако-



Journal homepage: http://jsms.ngmu.ru

Волченок Д.А. и др. / Journal of Siberian Medical Sciences 1 (2019) 67–77

76

doi: 10.31549/2542-1174-2019-1-67-77

вой в группе контроля, но снижается по сравне-
нию с предыдущими точками опыта.

Белок VEGF — один из основных стимулято-
ров ангиогенеза — играет важную роль в физио-
логии нормальных яичников и вносит значитель-
ный вклад в рост и развитие функциональных кист 
яичников, в основном за счет индукции ангиоге-
неза и повышения проницаемости сосудов [13]. 
Полученные результаты согласуются с опублико-
ванными иммуногистохимическими исследова-
ниями, показавшими повышенную экспрессию 
VEGF в стенке функциональных кист яичников 
[15]. Усиление процессов ангиогенеза (повыше-
ние экспрессии VEGF) в ранние сроки моделиро-
вания функциональных кист связано с усилением 
пролиферации фолликулоцитов, что является од-
ним из звеньев патогенеза ФКЯ и ответом на сти-
муляцию фолликулярного эпителия ФСГ.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Введение бевацизумаба ускоряет регресс 
функциональных кист яичников за счет сниже-
ния васкуляризации в стенке кисты, сопрово-
ждающегося уменьшением экспрессии факто-
ра роста эндотелия сосудов (VEGF) в стенке ки-
сты. Выявленное снижение количества растущих 
фолликулов, усиление процессов атрезии в фол-

creased proliferation of follicular cells, which is one 
of the links to the pathogenesis of OFC and the re-
sponse to stimulation of the follicular epithelium by 
FSH.

CONCLUSION

Introduction of bevacizumab accelerates the 
regression of functional ovarian cysts by reducing 
vascularization in the cyst wall, accompanied by a 
decrease in the expression of vascular endothelial 
growth factor in the cyst wall. The revealed decrease 
in the number of growing follicles, the enhancement 
of atresia processes in the follicles, and the change 
in the expression of the oocyte-somatic interaction 
factors (BMP-15, Cx-37) are of short duration.

Confl ict of interest. The authors declare no 
confl ict of interest.
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