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АННОТАЦИЯ
Цель. Оценить изменения экспрессии молекул клеточной адгезии и рецепторов комплемента при отторжении 
сердечного трансплантата с использованием компьютерной морфометрии для улучшения эндомиокардиальной 
биопсийной диагностики. 
Материалы и методы. Для исследования использовали эндомиокардиальные биоптаты 20 пациентов, перенес-
ших трансплантацию сердца. Гистологические срезы были окрашены по стандартной методике гематоксилином и 
эозином, а также непрямым иммуногистохимическим методом с детекцией ABC на CD21 и CD31. Методом компью-
терной морфометрии в биоптате оценивали площадь положительной реакции. 
Результаты. Все биоптаты разделены по степеням отторжения следующим образом: степень 0R – 8 об-
разцов, 1R – 10 образцов, 2R – 7 образцов, 3R – 4 образца. Экспрессия CD21 составляет 0,31% в образ-
цах с 0R, 1,09% при 1R, при отторжении 2R – 2,01%, а для 3R – уже 4,15%. Занимаемая CD31-позитивны-
ми клетками площадь составляет 3,49% для биоптатов с 0R, при отторжении 1R этот показатель умень-
шается в 1,3 раза, в биоптатах с 2R этот показатель меньше в 1,8 раза, а для образцов с 3R – в 2.6 раза. 
Заключение. Определение содержания CD21-позитивных клеток в миокарде позволяет сделать прогноз развития 
кардиосклероза, а также склонность к хроническому клиническому течению реакции отторжения. Экспрессия CD31 
дает возможность оценить состояние сосудов микроциркуляторного русла в трансплантированном органе, что  
также важно для предупреждения сердечной недостаточности.
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ABSTRACT
Aim. Characterization of the changes in expression of cell adhesion molecules and complement receptors in the 
transplanted heart rejection using computer morphometry to improve the quality of endomyocardial biopsy diagnostics. 
Materials and methods. Endomyocardial biopsies of 20 patients undergoing cardiac transplantation were used. Histological 
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sections were stained using a standard procedure with hematoxylin and eosin, as well as an indirect immunohistochemical 
method with the ABC detection system against CD21 and CD31. The area of the positive reaction was estimated with 
computer morphometry.
Results. All biopsies are divided according to the degrees of rejection as follows: degree 0R – 8 samples, 1R – 10 
samples, 2R – 7 samples, 3R – 4 samples. CD21 expression is 0.31% in samples with 0R, 1.09% at 1R, 2R rejection of 
2.01%, and for 3R – 4.15%. The area occupied by CD31-positive cells is 3.49% in 0R, at 1R rejection this index decreases 
by 1.3 times, in biopsy samples with 2R this index is 1.8 times less, and for samples with 3R it decreases by 2.6 times. 
Conclusion. Evaluation of CD21-positive cells in the myocardium allows us to predict cardiosclerosis, as well as a 
tendency to a chronic clinical course of the rejection. Expression of CD31 makes it possible to assess condition of the 
microcirculatory vessels in the graft, which is also important for the heart failure prevention.

Keywords: endomyocardial biopsy; transplanted heart rejection; computer morphometry

Âведение
Отторжение трансплантированного сердца 

(ОТС) – состояние, существенно лимитирующее 
продолжительность и качество жизни реципиен-
тов. Своевременное выявление этого патологи-
ческого процесса позволяет скорректировать им-
муносупрессивную терапию и таким образом пре-
дотвратить отказ донорского органа и увеличить 
выживаемость пациентов после трансплантации 
[1]. Учитывая большое количество операций по 
пересадке сердца, проводимых ежегодно в Рос-
сии и в мире [2], диагностика ОТС представляется 
чрезвычайно актуальной проблемой. 

«Золотой стандарт» верификации реакции от-
торжения – эндомиокардиальная биопсия (ЭМБ) 
с доступом через вену (чаще всего, бедренную) и 
забором кусочков ткани из межжелудочковой пе-
регородки [3]. В дальнейшем полученные фраг-
менты ткани подлежат гистологическому и имму-
ногистохимическому исследованию. Общеприня-
тая на сегодняшний день классификация ОТС, 
предложенная Международным сообществом 
трансплантации сердца и легких (ISHLT, 2010) [4], 
включает в себя четыре степени тяжести клеточ-
ного отторжения: Нулевая (0R, отсутствие лим-
фоцитарной инфильтрации и очагов поврежде-
ния кардиомиоцитов), Первая (1R, инфильтрат в 
интерстиции и периваскулярном пространстве, а 
также один локус миоцитарного поражения), Вто-
рая (2R, несколько локусов повреждения кардио-
миоцитов и инфильтрации), Третья (3R, инфиль-
трация миокарда лимфоцитами, эозинофилами 
и макрофагами носит диффузный характер, от-
мечается выраженный миоцитолиз). Кроме того, 
различают антитело-опосредованное отторжение 
(Antibody-mediated rejection, AMR), для которого 
характерно наличие активированных макрофагов, 
отек стромы, а также депозиты компонентов ком-
племента C3d и С4d по данным иммуногистохими-
ческого исследования [5]. 

Несмотря на общую тенденцию последних лет 
к разработке и внедрению неинвазивных методов 
диагностики ОТС, продолжаются исследования и 
по уточнению и дополнению патогистологических 
критериев отторжения, в том числе поиск новых 
иммуногистохимических маркеров данного па-
тологического процесса. Одними из возможных 

кандидатов на эту роль служат белки, образую-
щие лимфоцитарный корецепторный комплекс 
(CD21) и тромбоцитарно-эндотелиальные моле-
кулы клеточной адгезии первого типа (PECAM-1, 
или CD31). 

Цель исследования: оценить изменения экс-
прессии маркеров CD21 и CD31 при отторжении 
сердечного транслпантата с использованием ком-
пьютерной морфометрии для повышения каче-
ства гистологической диагностики.

Материалы и методы 
В исследовании использовали 29 эндомиокар-

диальных биоптатов от 20 пациентов (15 мужчин, 
5 женщин; средний возраст 49 лет), которые пере-
несли ТС в Центре грудной хирургии НИИ ККБ №1 
им. проф. С.В. Очаповского. Взятые кусочки мио-
карда зафиксировали в течение 24 часов в 10% 
растворе нейтрального забуференного формали-
на, после чего провели в парафин по стандарт-
ной методике с применением гистопроцессора 
STP120-2 (Thermo Scientific, США). Парафиновые 
блоки изготовили с помощью модульной установ-
ки EG1150H (Leica, Германия). В дальнейшем для 
приготовления срезов использовали ротационный 
микротом Rotary 3003 (PFM medical, Германия). 
Срезы толщиной 5 мкм помещали на предметное 
стекло, после чего подвергали депарафинизации 
и регидратации по общепринятой методике с при-
менением ксилола и батареи спиртов нисходящей 
концентрации. Затем срезы окрашивали гематок-
силином-эозином по стандартному протоколу, а 
также непрямым стрептавидин-биотиновым имму-
ногистохимическим методом с HRP-бензидином в 
качестве системы детекции (сыворотки anti-CD21 
clone LT21 и anti-CD31 clone WM59, Sigma Aldrich, 
США) и, используя синтетическую монтирующую 
среду, заключали под покровное стекло.

Микроскопию и фотографирование получен-
ных гистологических препаратов осуществляли 
с помощью микроскопа Olympus CX 41 (Япония). 
Морфометрический анализ выполняли с помо-
щью распространяемого по GNU GPL программ-
ного обеспечения ImageJ (US National Institutes of 
Health, США) на фотографиях препаратов с уве-
личением окуляра х10 и объективов х20 и х40. 
Измерение площади биоптата выполняли во всех 
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случаях. Для препаратов после иммуногистохими-
ческой реакции оценивали площадь положитель-
но прореагировавшей области.

Цифровая обработка включала в себя после-
довательное подавление цветового канала, би-
наризацию с заданием порога чувствительности 
и оценку площади окрашенных объектов. (рис. 
1). Для количественной оценки результатов нами 
предложен показатель под названием процент 
площади (ПП), равный отношению площади про-
реагировавшей области к площади биоптата [6]. 

Результаты и обсуждение
В зависимости от тяжести отторжения, биопта-

ты разделили следующим образом: нулевая сте-
пень (0R) диагностирована в 8 случаях; к первой 
степени (1R) отнесено 10 биоптатов; в 7 образ-
цах наблюдается вторая степень (2R); к третьей 
степени (3R) отнесено 4 биоптата. Для препара-
тов, входящих в каждую из вышеперечисленных 
групп, определяли размеры области, давшей по-
ложительную иммуногистохимическую реакцию. 
Данные о маркерах CD21 и CD31 представлены 
в таблице. 

Экспрессия CD21 повышается с нарастанием 
степени тяжести отторжения (рис. 2). Так, состав-
ляя всего 0,31% в образцах с 0R, она повышает-
ся для пациентов с 1R в 3,5 раза, при отторжении 
2R – в 6,5 раз, а для 3R – уже в 13,4 раза. 

Интересна динамика экспрессии тромбоцитар-
но-эндотелиальной молекулы клеточной адгезии. 

Этот показатель снижается с повышением выра-
женности иммунного воспалительного процесса в 
миокарде: так, в биоптатах пациентов без оттор-
жения занимаемая CD31-позитивными клетками 
площадь составляет 3,49%, при отторжении 1R 
этот показатель уменьшается в 1,3 раза, в биопта-
тах с 2R этот показатель меньше в 1,8 раза, а для 
образцов с 3R – в 2.6 раза. На рисунке 3 представ-
лены сводные данные об экспрессии CD21 и CD31 
в миокарде. 

Данный график отражает характер зависимо-
сти между тяжестью реакции отторжения и экс-
прессией маркеров CD21 и CD31. С нарастанием 
выраженности иммунного воспаления также уве-
личивается и площадь положительной реакции 
на рецептор комплемента второго типа. В то же 
время число CD31-позитивных клеток будет тем 
меньше, чем выше интенсивность реакции оттор-
жения. 

Рецептор комплемента второго типа (CD21) 
располагается на поверхности В- и (в меньшей 
степени) Т-лимфоцитов и участвует в связыва-
нии компонентов комплемента C3b, C3d и C3dg. В 
ассоциации с молекулами CD19 и CD27 он обра-
зует так называемый В-лимфоцитарный корецеп-
торный комплекс [7]. Повышение его экспрессии 
напрямую связано с увеличением тяжести воспа-
лительной реакции, что и наблюдалось в нашем 
исследовании. По имеющимся в литературе дан-
ным, увеличение содержания CD21-позитивных 
клеток напрямую связано с дальнейшим развити-

Рис. 1. Компьютерная обработка изображений с помощью приложения ImageJ. А – исходное изображение. В – резуль-
тат бинаризации изображения после подстройки чувствительности. Черным цветом окрашены CD21-позитивные клетки. 

Fig. 1. Computer processing of images with program ImageJ. A – original image. B – result of binarization after threshold 
leveling. Black color means CD21-positive cells.

Таблица / Table
Процент площади, занимаемой CD21- и CD31-позитивными клетками 

в биоптате, по данным компьютерной морфометрии
Area percentage of CD21- and CD31-positive cells according to computer morphometry

Степень тяжести 
отторжения

Площадь (M±m), %
CD21 CD31

0R (n=8) 0,31±0,01 3,49±0,12
1R (n=10) 1,09±0,08 2,72±0,09
2R (n=7) 2,01±0,10 1,95±0,05
3R (n=4) 4,15±0,20 1,34±0,10
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ем выраженного фиброза в изучаемом органе [8]. 
Кроме того, наличие его на поверхности клеток 
тормозит процесс апоптоза В-лимфоцитов, что 
дополнительно усугубляет воспалительную реак-
цию [9]. 

Тромбоцитарно-эндотелиальная молекула кле-
точной адгезии первого типа (Platelet/endothelial 
cell adhesion molecule – 1, PECAM-1, или СD31) 
служит одной из главных молекул межклеточных 
контактов эндотелиальных клеток [10]. Кроме того, 
данный белок обеспечивает взаимодействие лей-
коцитов с эндотелием на начальных этапах вос-
палительной реакции. В меньших количествах 
CD31 экспрессируется на поверхности тромбоци-
тов и Т-лимфоцитов, а также дендритных клеток. 
Распределение CD31-позитивных клеток в нашем 
исследовании соответствовало расположению 
кровеносных сосудов в миокарде, что соотносит-
ся с данными литературы [11], уменьшение же 
его экспрессии с нарастанием выраженности от-
торжения, по-видимому, означает повреждение 

эндотелия в ходе воспалительной реакции. Име-
ющиеся в литературе данные свидетельствуют о 
том, что угнетение функции PECAM способствует 
ишемическому повреждению органа [12]. В на-
шем случае это означает развитие болезни коро-
нарных сосудов пересаженного сердца (БКАПС), 
представляющей серьезную угрозу функциониро-
ванию трансплантата [13]. 

Заключение
Таким образом, определение содержания 

CD21-позитивных клеток в миокарде позволя-
ет сделать прогноз развития кардиосклероза, а 
также установить хронический характер тече-
ния реакции отторжения. Связано это с тем, что 
длительное время персистирующие в миокарде 
В-лимфоциты вырабатывают цитокины и антите-
ла, поддерживающие воспалительную реакцию и 
ремоделирование сердца. Экспрессия CD31 дает 
возможность оценить состояние эндотелия микро-
сосудов миокарда, в частности, функции межкле-

Рис. 3. Экспрессия маркеров CD21 и CD31 в эндомиокардиальном биоптате в зависимости от тяжести реакции оттор-
жения. 

Fig. 3. CD21 and CD31 expression in endomyocardial biopsy depending on rejection severity.

Рис. 2. Экспрессия маркера CD21 в биоптате при отторжении 1R (А) и 3R (B). Инфильтрат в первом случае имеет 
очаговый, а во втором – диффузный характер. Непрямая иммуногистохимическая реакция. Увеличение: ок. 10х., об. 20х.

Fig. 2. CD21 expression in myocardium with 1R (A) and 3R (B) rejection. Focal infiltration in case A and diffuse infiltration in 
case B is observed. Indirect immunohistochemistry. Magnification: app. x10, obj. x20.
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точного взаимодействия. Поскольку коронарные 
артерии повреждаются при развитии ОТС в пер-
вую очередь, а их дисфункция приводит к допол-
нительному ишемическому поражению миокарда, 
оценка состояния микроциркуляторного русла 
имеет важное значение для предупреждения сер-
дечной недостаточности. 
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