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Аннотация
Цель. Количественная иммунофенотипическая характеристика клеточных коопераций 
в мононуклеарном воспалительном инфильтрате миокарда при клеточной и гумораль-
ной формах отторжения пересаженного сердца с применением компьютерной морфо-
метрии для анализа эндомиокардиальных биоптатов.

Материалы и методы. Эндомиокардиальные биоптаты (n = 226) получены от 56 реци-
пиентов сердца, перенесших трансплантацию в 2018–2019 гг. Срезы толщиной 5 мкм 
после проводки в парафин окрашивали по стандартной методике гематоксилином 
и эозином. Иммуногистохимическим стрептавидин-биотиновым методом определяли 
экспрессию маркеров Т-лимфоцитов CD3, В-лимфоцитов CD20 и макрофагов CD68. 
С помощью компьютерной морфометрии вычисляли коэффициент площади окрашива-
ния (КПО) — процентное отношение суммарной площади окрашенных объектов к пло-
щади биоптата. Статистическая обработка результатов включала в себя проверку ха-
рактера распределения методом Колмогорова — Смирнова, а также расчет критерия 
Крамера — Уэлча.

Результаты. Присутствие лимфоцитов и макрофагов обнаружено в воспалительном 
инфильтрате всех сердечных трансплантатов. Экспрессия маркера CD3 Т-лимфоцитов 
при отсутствии отторжения (0R) составила КПО = 0,99 ± 0,02%, при степени отторжения 
1R показатель возрастал в 2,1 раза (р < 0,05), при 2R — в 3,4 раза (р < 0,05), при 3R — 
в 5,5 раза (р < 0,05), при гуморальном отторжении — в 4,8 раза (р < 0,05) по сравнению 
с 0R. Экспрессия маркера В-лимфоцитов CD20 при отсутствии отторжения характери-
зуется КПО = 0,19 ± 0,01%, степень 1R — возрастанием показателя в 2,7 раза (р < 0,05), 
степень 2R — в 3,4 раза (р < 0,05), 3R — в 4,4 раза (р < 0,05), а при гуморальном оттор-
жении — в 9,5 раза выше, чем при 0R (р < 0,05). Величина CD68-позитивной области 
макрофагов при 0R была всего 0,34 ± 0,01%, возрастала при степени 1R в 2,7 раза 
(р < 0,05), в 4,0 раза при 2R (р < 0,05), в 9,6 раза при 3R (р < 0,05), а при гуморальном 
отторжении — в 4,1 раза (р < 0,05).

Заключение. Клеточные кооперации в мононуклеарном воспалительном инфильтра-
те сердечного трансплантата характеризуются преобладанием Т-лимфоцитов как при 
клеточном, так и при гуморальном отторжении. Экспрессия В-лимфоцитарного маркера 
наиболее выражена при антитело-опосредованной форме. Максимальное присутствие 
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макрофагов в инфильтрате характеризует тяжелое клеточное отторжение. По мере 
возрастания тяжести клеточного отторжения относительное содержание в инфильтра-
те В-лимфоцитов и макрофагов увеличивается.

Ключевые слова: эндомиокардиальная биопсия, мононуклеарный инфильтрат, оттор-
жение трансплантированного сердца, компьютерная морфометрия
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Abstract
Aim. To carry out a quantitative immunophenotypic characterisation of cellular corporations in 
a mononuclear inflammatory myocardial infiltrate in the cell and humoral forms of heart trans-
plant rejection using the computer morphometry of endomyocardial biopsy samples.

Materials and methods. Endomyocardial biopsy samples (n = 226) were obtained from 
56 heart recipients who underwent transplantation in 2018–2019. Sections with a thickness 
of 5 μm after the paraffin infiltration were stained with hematoxylin and eosin according to the 
standard procedure. The expression of CD3 T-lymphocyte, CD20 B-lymphocyte and CD68 
macrophage markers was determined by the immunohistochemical streptavidin-biotin method. 
Using computer morphometry, the staining area coefficient (SAC) was calculated as the per-
centage of the total area of the stained objects to the area of the biopsy. The statistical pro-
cessing of the results included verification of the distribution nature by the Kolmogorov-Smirnov 
method and the calculation of the Cramer — Welch criterion.

Results. Lymphocytes and macrophages were found in the inflammatory infiltrate of all heart 
transplants. The expression of CD3 T-lymphocyte marker in the absence of rejection (0R) 
was at SAC = 0.99 ± 0.02%. In comparison with 0R cases, this coefficient increased 2.1 
times (p <0.05), 3.4 times (p <0.05), 5.5 times (p <0.05) and 4.8 times (p <0.05) in 1R, 2R, 
3R and humoral rejection, respectively. The expression of the CD20 B-lymphocyte marker in 
0R cases was characterised by SAC = 0.19 ± 0.01%. In comparison with 0R cases, this coef-
ficient increased 2.7 times (p <0.05), 3.4 times (p < 0.05), 4.4 times (p <0.05) and 9.5 times 
(p <0.05) in 1R, 2R, 3R and humoral rejection, respectively. The value of the CD68-posit-
ive macrophage region for 0R was only 0.34 ± 0.01%. This parameter increased 2.7 times 
(p <0.05), 4.0 times (p <0.05), 9.6 times (p <0.05) and 4.1 times (p <0.05) in 1R, 2R, 3R and 
humoral rejection, respectively.
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Введение
Трансплантация сердца — наиболее эффек-

тивный метод лечения пациентов с тяжелой 
хронической сердечной недостаточностью. 
Отторжение трансплантированного сердца су-
щественно ограничивает продолжительность 
и качество жизни реципиентов [1]. Диагностика 
этого процесса основывается на эндомиокар-
диальной биопсии с последующей визуальной 
оценкой гистологического и иммуногистохи-
мического исследования. Острое отторжение 
трансплантата принято подразделять на две 
основные формы: клеточное и гуморальное, 
или антитело-опосредованное (AMR). Выделя-
ют 4 степени тяжести клеточного отторжения: 
0R (признаки острого клеточного отторжения 
отсутствуют), 1R (слабое клеточное отторже-
ние), 2R (умеренно выраженное клеточное 
отторжение), 3R (тяжелое клеточное отторже-
ние). От точности диагностики формы и сте-
пени тяжести отторжения зависит успешность 
иммуносупрессивной терапии и возможность 
избежать таких осложнений, как оппортунисти-
ческие инфекции, злокачественные опухоли 
и метаболические нарушения [2].

Характер отторжения в значительной степе-
ни зависит от клеточных коопераций, которые 
формируются в трансплантате и проявляются 
изменением иммунофенотипа воспалитель-
ного инфильтрата. Известно, что в состав ин-
фильтрата входят Т- и В-лимфоциты, а также 
макрофаги [3]. Т-лимфоциты участвуют в раз-
витии реакции гиперчувствительности IV типа 
и представляют собой ключевой элемент кле-
точного отторжения, в то время как В-лимфо-
циты играют основную роль в антитело-опо-

средованном отторжении [4]. В современной 
биопсийной диагностике используются только 
качественные критерии отторжения трансплан-
тата [5]. Для повышения точности результатов 
эндомиокардиальной биопсии необходима 
разработка новых количественных признаков 
отторжения сердца на основе применения 
компьютерного анализа изображений ткане-
вых структур.

Цель исследования — количественная им-
мунофенотипическая характеристика клеточ-
ных коопераций в мононуклеарном воспали-
тельном инфильтрате миокарда при клеточной 
и гуморальной формах отторжения переса-
женного сердца с применением компьютерной 
морфометрии для анализа эндомиокардиаль-
ных биоптатов.

Материалы и методы
Материал для исследования — 226 архив-

ных эндомиокардиальных биоптатов от 56 ре-
ципиентов сердца (39 мужчин и 17 женщин, 
возраст от 29 до 61 года), проходивших ле-
чение в ГБУЗ «Научно-исследовательский 
институт — Краевая клиническая больница 
№ 1 им. проф. С.В. Очаповского» г. Краснодара 
в 2018–2019 гг. Критерий включения пациен-
тов в исследование — трансплантация сердца 
в анамнезе. Критерии исключения: хрониче-
ские гнойно-воспалительные заболевания, си-
стемные заболевания соединительной ткани, 
злокачественные новообразования, выражен-
ные проявления ИБС. Исследование проведе-
но в соответствии с принципами Хельсинкской 
декларации Всемирной медицинской ассоциа-
ции (1964–2013).

Conclusion. Cellular corporations in the mononuclear inflammatory infiltrate of transplanted 
heart are characterised by the predominance of T-lymphocytes in the cases of both cellular 
and humoral rejection. The expression of the B-lymphocyte marker is most pronounced in an 
antibody-mediated form. The maximum presence of macrophages in the infiltrate character-
ises severe cell rejection. An increase in the severity of cell rejection leads to an increase in the 
relative content of B-lymphocytes and macrophages in the infiltrate.

Keywords: endomyocardial biopsy, mononuclear infiltrate, transplant rejection, computer 
morphometry
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Полученные при биопсии фрагменты миокар-
да фиксировали 10% раствором нейтрального 
забуференного формалина, делали проводку 
в парафин по стандартной методике с при-
менением гистопроцессора STP120-2 (Thermo 
Scientific, США). Для изготовления срезов ис-
пользовали ротационный микротом Rotary 
3003 (PFM medical, Германия). Срезы толщи-
ной 5 мкм окрашивали по стандартной методи-
ке гематоксилином и эозином для установле-
ния характера и степени тяжести отторжения, 
при этом оценивали выраженность патомор-
фологических изменений в сердечной мышце.

В соответствии с диагностическими крите-
риями Международного общества трансплан-
тации сердца и легких [6] определяли экс-
прессию в миокарде маркеров Т-лимфоцитов 
CD3, В-лимфоцитов CD20 и макрофагов CD68 
(рис. 1) иммуногистохимическим стрептави-
дин-биотиновым методом.

Для количественной оценки результатов им-
муногистохимического исследования приме-
няли программное обеспечение с открытым 
исходным кодом ImageJ (US National Institutes 
of Health, США) [7]. В качестве критерия выра-
женности иммуногистохимических реакций ис-
пользовали разработанный нами коэффициент 
площади окрашивания (КПО) — отношение сум-
марной площади цветного продукта реакции 
к площади биоптата, выраженное в процентах.

Статистический анализ результатов иссле-
дования выполнен с применением компью-
терной программы MedCalc Statistical Software 
version 19.1.3 (MedCalc Software bv, Ostend, 
Belgium; 2019). Проверку характера распре-
деления вариационных рядов производили 
с помощью критерия Колмогорова — Смирно-
ва. Для определения достоверности различий 
между средними значениями групп использо-
вали критерий Крамера — Уэлча. Нулевую ги-
потезу отвергали при уровне статистической 
значимости p < 0,05.

Результаты и обсуждение
При изучении микропрепаратов, окрашен-

ных гематоксилином и эозином (рис. 2), сте-
пень клеточного отторжения 0R установле-
на в 92 биоптатах (клеточная инфильтрация 
отсутствует или представлена единичными, 
как правило, случайными элементами, призна-
ков повреждения кардиомиоцитов нет). Лег-
кое отторжение 1R выявлено в 77 биоптатах 
(единичные локусы повреждения мышечных 
клеток, связанные с одним очагом лимфома-
крофагальной инфильтрации). В 30 биопта-
тах отмечена картина отторжения 2R (мно-

жественные локусы эндомиокардиального 
повреждения в ассоциации с очагами лим-
фомакрофагальной инфильтрации). У 8 паци-
ентов обнаружены признаки отторжения 3R 
степени (диффузная инфильтрация лимфо-
цитами и макрофагами, присутствие нейтро-
филов, очаги кровоизлияний). В 19 образцах 
выявлена картина антитело-опосредованного 
отторжения AMR, которая характеризовалась 
выраженным отеком, васкулитом и интрава-
зальным скоплением макрофагов.

Для характеристики компонентов клеточно-
го воспалительного инфильтрата в миокарде 

Рис. 1. Скопления CD68­позитивных макрофагов 
в инфильтрате миокарда при клеточном оттор­
жении 2R. Стрептавидин­пероксидазная имму­
ногистохимическая реакция. Увеличение об. ×40.
Fig 1. Aggregations of CD68­positive macrophages in 
myocardium infiltration in 2R cellular rejection. Strep­
tavidin­peroxidase immunohistochemistry. Magn.×40.

Рис. 2. Диффузный мононуклеарный инфильтрат 
в миокарде при клеточном отторжении 3R. Ге­
матоксилин­эозин. Увеличение: об. ×40.
Fig 2. Diffuse mononuclear infiltration in myocardium 
during 3R cellular rejection. Hematoxylin­eosin stain­
ing. Magn. ×40.
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проведено иммуногистохимическое исследо-
вание с выявлением лейкоцитарных антигенов 
CD3, CD20 и CD68. Статистический анализ по-
казал, что все вариационные ряды в сравнивае-
мых группах имеют нормальное распределение, 
поэтому количественные признаки представле-
ны величиной среднего арифметического значе-
ния и стандартной ошибки среднего (M ± m).

Т-лимфоциты (CD3). Мембранный маркер 
СD3 — один из основных компонентов Т-кле-
точного рецептора — обнаружил диффузное 
расположение на поверхности лимфоцитов. 
Различная степень его экспрессии была выяв-
лена при исследовании всех биоптатов (рис. 3, 
табл. 1). При отсутствии отторжения трансплан-
тата (степень 0R) занимаемая CD3-позитив-
ными клетками площадь биоптата составляет 
КПО = 0,99 ± 0,02%, при степени отторжения 1R 
этот показатель возрастает в 2,1 раза (р < 0,05), 
при степени 2R — в 3,4 раза (р < 0,05), при сте-
пени 3R — в 5,5 раза (р < 0,05), при антитело-о-
посредованном отторжении AMR — в 4,8 раза 
(р < 0,05) по сравнению с 0R. Таким образом, 
выраженность экспрессии иммуногистохими-
ческого маркера T-лимфоцитов CD3 достигает 
максимальных значений как при клеточном, так 
и при антитело-опосредованном отторжении 
пересаженного сердца.

В-лимфоциты (CD20). В-лимфоцитарный 
корецептор имеет мембранную локализа-
цию в клетках. Единичные CD20-позитивные 
клетки диффузно располагались практиче-
ски во всех полях зрения большинства ис-
следованных биоптатов. В некоторых микро-
препаратах выявлены субэндокардиальные 
скопления В-лимфоцитов. Экспрессия поверх-
ностного маркера В-лимфоцитов CD20 была 
низкой во всех изученных биоптатах (рис. 4, 
табл. 1). Отсутствие отторжения 0R характе-
ризуется CD20-позитивной областью с КПО = 
0,19 ± 0,01%, степень отторжения 1R — возрас-
танием КПО в 2,7 раза (р < 0,05), степень 2R — 
в 3,4 раза (р < 0,05), 3R — в 4,4 раза (р < 0,05). 
Наибольшая экспрессия иммуногистохимиче-
ского маркера В-лимфоцитов CD20 установле-
на при антитело-опосредованном отторжении 
AMR — в 9,5 раза выше, чем при отсутствии 
отторжения (р < 0,05).

Макрофаги (CD68). Макросиалин, представ-
ляющий собой кластер дифференцировки 
68 типа, проявляется в микропрепаратах мем-
бранной локализацией. Как и маркеры лим-
фоцитов, экспрессия CD68 отмечена во всех 
биоптатах независимо от формы и степени тя-
жести отторжения. Величина CD68-позитивной 
области в миокарде изменялась в зависимости 

Рис. 4. Экспрессия CD20 (B­лимфоциты) при кле­
точном (0R–3R) и антитело­опосредованном 
(AMR) отторжении сердечного трансплантата.
Fig. 4. CD20 (B­lymphocyte) expression in cellular 
(0R–3R) and antibody­mediated (AMR) transplanted 
heart rejection. Staining area coefficient, %

Рис. 3. Экспрессия CD3 (Т­лимфоциты) при кле­
точном (0R–3R) и антитело­опосредованном 
(AMR) отторжении сердечного трансплантата.
Fig. 3. CD3 (T­lymphocyte) expression in cellular (0R–
3R) and antibody­mediated (AMR) transplanted heart 
rejection. Staining area coefficient, %
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от характера и интенсивности процесса (рис. 5, 
табл. 1). При отсутствии отторжения 0R область 
экспрессии макрофагальных маркеров в биоп-
тате составляла всего 0,34 ± 0,01%, возрастала 
при степени тяжести 1R клеточного отторже-
ния в 2,7 раза (р < 0,05), в 4,0 раза при степе-
ни 2R (р < 0,05) и в 9,6 раза при 3R (р < 0,05). 
При антитело-опосредованном отторжении 
AMR экспрессия CD68 была в 4,1 раза выше, 
чем при степени 0R (р < 0,05), однако не имела 
статистически достоверного отличия от показа-
теля, характерного для умеренно выраженного 
клеточного отторжения 2R (р > 0,05).

Результаты исследования указывают на при-
сутствие лимфоцитов и макрофагов в воспали-
тельном инфильтрате всех сердечных транс-
плантатов. В ряде случаев отмечено сочетание 
CD3- и CD20-позитивных клеток в одних и тех 
же участках миокарда; это можно считать при-
знаком смешанного клеточно-гуморального 
отторжения. Иммуногистохимическое типиро-
вание выявило существенную роль Т-лимфоци-
тов в патогенезе клеточной формы отторжения, 
что объясняется их вовлеченностью в реак-
цию гиперчувствительности IV типа [8]. Вместе 
с тем, полученные данные свидетельствуют 
об активном участии Т-лимфоцитов и в антите-
ло-опосредованном отторжении.

Экспрессия маркеров В-лимфоцитов име-
ет наибольшую выраженность при антите-
ло-опосредованном отторжении, однако 
продуцируемые плазматическими клетками 
цитолитические антитела участвуют и в реак-
циях клеточного отторжения [9], чем, по-ви-
димому, и обусловлено некоторое усиление 
экспрессии CD20 при повышении тяжести 
клеточного отторжения. Это явление также 
можно связать и с усилением продукции ин-
терлейкинов, оказывающих влияние на другие 
клеточные компоненты воспалительного ин-
фильтрата [10].

Макрофаги в миокарде без признаков оттор-
жения обнаруживают незначительную пло-

щадь CD68-позитивной области биоптата, 
которая закономерно возрастает в процессе 
развития клеточной формы отторжения, осо-
бенно при переходе от умеренно выражен-
ной степени тяжести процесса 2R к тяжелой 
3R. Наибольшая экспрессия макрофагальных 
маркеров CD68 выявлена при тяжелом клеточ-
ном отторжении. Несколько ниже содержание 
этих клеток в инфильтрате при антитело-опо-
средованной форме. Повышение содержания 
макрофагов объясняется, помимо классиче-
ской роли в воспалительном процессе, так-
же их участием в развитии реакции гиперчув-
ствительности, лежащей в основе отторжения 
трансплантата [11].

Рис. 5. Экспрессия CD68 (макрофаги) при клеточ­
ном (0R–3R) и антитело­опосредованном (AMR) 
отторжении сердечного трансплантата.
Fig. 5. CD68 (macrophage) expression in cellular (0R–
3R) and antibody­mediated (AMR) transplanted heart 
rejection. Staining area coefficient, %

Таблица 1. Экспрессия в миокарде маркеров Т-лимфоцитов CD3, В-лимфоцитов CD20 и макрофагов CD68 
при отторжении трансплантированного сердца
Table 1. Myocardial expression of CD3 T-lymphocyte and CD20B-lymphocyte markers and CD68 macrophages 
in transplanted heart rejection

Маркер КПО (M ± m)%
0R 1R 2R 3R AMR

CD3 0,99 ± 0,02 2,03 ± 0,06 * 3,41 ± 0,10 * 5,45 ± 1,00 * 4,75 ± 0,33 *
CD20 0,19 ± 0,01 0,52 ± 0,02 * 0,65 ± 0,03 * 0,84 ± 0,21 * 1,80 ± 0,22 *
CD68 0,34 ± 0,01 0,92 ± 0,03 * 1,35 ± 0,05 * 3,26 ± 0,69 * 1,40 ± 0,31 *

Примечание: * — достоверное отличие от 0R, р < 0,05.
Note: * — significant difference from 0R, р < 0.05.
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Заключение
Кооперации иммунокомпетентных клеток 

в мононуклеарном воспалительном инфильтра-
те сердечного трансплантата характеризуют-
ся преобладанием Т-лимфоцитов как при всех 
степенях тяжести клеточного, так и при антите-
ло-опосредованном отторжении. Экспрессия 
маркеров В-лимфоцитов наиболее выражена 
при антитело-опосредованной форме оттор-
жения. Максимальное присутствие макрофа-
гов в воспалительном инфильтрате миокарда 
характеризует тяжелое клеточное отторжение. 
По мере возрастания тяжести клеточного оттор-
жения относительное содержание в инфильтра-
те В-лимфоцитов и макрофагов увеличивается. 
Применение установленных в исследовании 
количественных признаков клеточных коопера-
ций в воспалительном инфильтрате миокарда 
необходимо для повышения точности эндомио-
кардиальной биопсии при диагностике фор-
мы и степени тяжести отторжения сердечного 
трансплантата.
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