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Введение. Макрофаги, ассоциированные с опухолью (МАО), традиционно считаются проопухолевым 
фактором, способствующим росту многих новообразований. Тем не менее для колоректального рака 
(КРР) прогностическая значимость МАО до конца не определена, что может быть связано с отсутстви-
ем маркеров макрофагов, подходящих для данной опухоли. Цель исследования – изучение экспрессии 
ядерного маркера стромальных клеток PU.1 в КРР и ее ассоциации с клинико-морфологическими 
характеристиками опухолей.
Материалы и методы. Иммуногистохимическим методом проведен анализ экспрессии PU.1, CD68 
и CD20 в 85 первичных опухолях пациентов с КРР. Для определения статистически значимых раз-
личий в независимых группах использовали критерий Манна–Уитни. Корреляционный анализ экс-
прессии исследуемых белков проводили с помощью определения коэффициента ранговой корреляции 
Спирмена. Статистически достоверными считали различия при р<0,05.
Результаты. Экспрессия PU.1 и CD68 обнаружена в клетках стромы опухолей в 100% образцов, а 
CD20 – в 87%. Показано, что при КРР все CD68+ или CD20+ клетки экспрессируют PU.1, при этом 
PU.1 и CD20 статистически значимо ассоциированы со стадией заболевания (p=0,036; p=0,002) и на-
личием регионарных метастазов (p=0,022; p=0,007). Отмечена статистически значимая связь экспрес-
сии PU.1 в опухоли с наличием отдаленных метастазов и локализацией новообразования в толстой 
кишке (p=0,031; p=0,022). Для CD20 также показана значимая ассоциация маркера с размером КРР 
(p=0,025). Экспрессия CD68 не связана с клинико-морфологическими характеристиками КРР. Кроме 
того, количество PU.1+ клеток в опухолях статистически значимо положительно коррелирует с CD68 
(r=0,231, p=0,036) и CD20 (r=0,267, p=0,015).
Заключение. Результаты проведенного исследования свидетельствуют о том, что PU.1 можно рас-
сматривать в качестве независимого маркера благоприятного прогноза при КРР.
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Introduction. Tumor-associated macrophages (TAMs) are traditionally considered to be a pro-tumor fac-
tor that promotes the growth of various tumors; however, for colorectal carcinomas (CRC), the prognostic 
significance of TAMs has not been fully determined, which may be due to the lack of macrophage markers 
suitable for this tumor type. The aim of this work was to study the expression of the nuclear marker of stromal 
cells PU.1 in colorectal tumors and its association with the clinical and morphological tumor characteristics.
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Введение
Изучение противоопухолевого иммунитета стало 

неотъемлемой частью исследований, посвященных 
биологии рака. Активность иммунной системы может 
как защищать от возникновения опухолей, так и спо-
собствовать их появлению и развитию [1]. Макрофа-
ги, ассоциированные с опухолью (МАО), традиционно 
счиаются проопухолевым фактором, способствующим 
росту многих новообразований [2]. Для колоректаль-
ного рака (КРР) прогностическая значимость МАО до 
конца не определена, но некоторые исследователи рас-
сматривают их как фактор благоприятного прогноза 
для данного типа опухолей [3, 4]. Высокий уровень 
инфильтрации опухолей Т-клетками для многих ти-
пов новообразований, включая КРР, является фактором 
благоприятного прогноза [5, 6]. Инфильтрация опухоли 
CD20+ B-клетками считается благоприятным прогнос-
тическим фактором рака молочной железы, шейки 
матки, а также немелкоклеточного рака легкого [7–9]. 
Для КРР инфильтрация опухоли CD20+ клетками также 
может быть фактором благоприятного прогноза [10]. 

PU.1 представляет собой транскрипционный фак-
тор, играющий важную роль в гемопоэзе. Экспрессия 
PU.1 необходима для нормального гемопоэза и на-
блюдается в различных гемопоэтических клетках, 
включая CD34+ клетки, макрофаги, B-лимфоциты, 
нейтрофилы, тучные клетки, ранние эритробласты 
и остеокласты. PU.1 регулирует экспрессию важных 
миелоидных генов, таких как рецепторы M-CSF, G-CSF 

и GM-CSF. Уровень экспрессии PU.1 определяет раз-
витие клетки-предшественника в макрофаг, грануло-
цит или B-лимфоцит. Низкий уровень экспрессии PU.1 
ассоциирован с B-клеточной дифференцировкой, в то 
время как высокий уровень экспрессии данного бел-
ка стимулирует развитие макрофагов. Опубликовано 
всего два исследования, посвященных экспрессии 
PU.1 в солидных опухолях и ее прогностической зна-
чимости [11, 12].

Так как PU.1 экспрессируется в разных типах кле-
ток воспалительного инфильтрата опухолей, в пред-
ставленном нами исследовании впервые проведено 
комплексное изучение экспрессии CD20, CD68 и PU.1 
в опухолях пациентов с КРР, проанализирована их связь 
с клиническими и морфологическими характеристика-
ми заболевания.

Материалы и методы
В исследование были включены 85 первичных па-

циентов с КРР, проходивших обследование и лечение 
в Национальном медицинском исследовательском 
центре онкологии им. Н.Н. Блохина. Все процедуры, 
выполненные в исследовании, соответствуют стандар-
там этического комитета организации, Хельсинкской 
декларации 1964 года и ее последующим изменениям. 
От каждого включенного в исследование участника 
получено добровольное информированное согласие. 
Клинический диагноз у всех пациентов подтвержден 
данными морфологического исследования опухоли со-

Materials and methods. We performed an immunohistochemical analysis to assess the expression of PU.1, 
CD68, and CD20 in 85 primary CRCs. The Mann-Whitney test was used to determine statistically significant 
differences in independent groups. Correlation analysis of the expression of the studied protein was carried 
out by determining the Spearman’s rank correlation coefficient. Differences were considered statistically 
significant at p <0.05.
Results. We analyzed the expression of PU.1, CD68, and CD20 in CRC and detected positive PU.1 and 
CD68 expressions in tumor stromal cells in all of the studied samples. Expression of CD20 was observed in 
87% of cases. We showed that in colorectal tumors all CD68+ or CD20+ cells express PU.1 and that PU.1 
and CD20 were significantly associated with the disease stage (p=0.036 and p=0.002) and the presence or 
absence of regional metastases (p=0.022 and p=0.007). In addition, PU.1 showed a significant correlation 
with the distant metastases’ presence and tumor localization (p=0.031 and p=0.022). Higher content of PU.1 
was typical for colon tumors without metastases. CD20 also showed a significant association with tumor size 
(p=0.025). No significant correlations with clinical and morphological features were found for CD68. We 
also demonstrated that the number of PU.1+ cells in tumors significantly positively correlates with CD68 
(r=0.231, p=0.036) and CD20 (r=0.267, p=0.015).
Conclusion. The results of this study indicate that PU.1 can be considered as an independent marker of a 
favorable prognosis in CRC patients.
Keywords: colorectal cancer, expression, CD20, CD68, PU.1, macrophages, B-cells
Сorresponding author: Olga V. Kovaleva. E-mail: ovkovaleva@gmail.com
For citation: Kovaleva O.V., Gratchev A.N., Podlesnaya P.A., Rashidova M.A., Samoilova D.V., Soko-
lov N Yu., Mamedli Z.Z., Kudlay D.A., Kushlinskii N.E. PU.1 is a nuclear factor of immunocompetent 
cells of tumor stroma in colorectal cancer. Clin. exp. morphology. 2021;10(2):32–39. DOI: 10.31088/
CEM2021.10.2.32–39 (In Russ.).
Funding. The study was supported by the Russian Foundation for Basic Research, Project No. 18-29-09069.
Conflict of interest. The authors declare no conflict of interest.
Received 30.03.2021. Received in revised form 14.04.2021. Accepted 21.04.2021.



КЛИНИЧЕСКАЯ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МОРФОЛОГИЯ / CLINICAL AND EXPERIMENTAL MORPHOLOGY       Том 10  № 2  202134

Оригинальные исследОвания

гласно Международной гистологической классифика-
ции опухолей пищеварительной системы (ВОЗ, 2019), 
у всех выявлена аденокарцинома толстой кишки. Де-
тальное описание исследуемой выборки представлено 
в таблице 1.

Иммуногистохимический анализ
Иммуногистохимическое (ИГХ) исследование экс-

прессии CD68, PU.1 и CD20 выполнено по стандартной 
методике на срезах опухолевой ткани. Для демаски-
ровки антигена использовали Tris-EDTA буфер pH 9,0 
(«ПраймБиоМед», Россия). Первичные антитела к PU.1 
(4G6; «ПраймБиоМед», Россия, разведение 1:200), 
CD68 (GR021, 61-0184 Genemed, СШA, разведение 
1:100) и CD20 (RM272, SAB5600082, Sigma-Aldrich, 
СШA, разведение 1:1000) инкубировали в течение 
30 минут. Использовали систему детекции PrimeVision 
Ms/Rb HRP/DAB (78-310004, «ПраймБиоМед», Россия) 
и двухцветную систему детекции Power Stain Ms/HRP – 
Rb/AP (52-0023, Genemed, СШA) согласно инструкци-
ям производителя.

Полученные препараты оценивали с помощью микро-
скопа BX53 (Olympus, Япония), камеры INFINITY2-2C 
(Lumenera, Канада) и программного обеспечения 
Infinity analyze (Lumenera, Канада). Экспрессию CD68, 
PU.1 и CD20 оценивали в строме опухоли. В каждом 
случае оценку количества CD68, PU.1 и CD20 положи-
тельных клеток осуществляли при ×400 в 5 независи-
мых полях зрения путем прямого подсчета. Содержа-
ние CD68, PU.1 и CD20 в строме опухоли выражали 
как среднее значение количества клеток в поле зрения.

Статистический анализ
Статистический анализ полученных результатов 

проводили с использованием пакета статистических 
программ GraphPad Prizm v. 9. Проверку вариацион-
ных рядов на нормальность производили с помощью 
критериев Колмогорова–Смирнова и Д’Агостино. Для 
определения статистически значимых различий в неза-
висимых группах использовали критерий Манна–Уит-
ни. Корреляционный анализ экспрессии исследуемых 
белков проводили с помощью определения коэффици-
ента ранговой корреляции Спирмена. Статистически 
достоверными считались различия при р<0,05.

Результаты
Экспрессия PU.1, CD20, CD68  
в опухолях пациентов с КРР

Экспрессию PU.1 и CD68 выявили в 100% ис-
следованных образцов КРР, а CD20 – в 87% случаев  
(74 из 85). Анализ результатов исследования показал, 
что среднее содержание PU.1+ клеток в образце состав-
ляет 28,7 (3,2–67,2) клетки в поле зрения. Содержание 
CD68+ клеток составило 25,6 (9,6–44,8) в поле зрения, 
CD20+ клеток – 10,3 (2,6–57,4). Таким образом, B-клетки 
обнаружены в опухолях пациентов с КРР в значительно 
меньшем количестве по сравнению с другими типами 

клеток воспалительного инфильтрата. Распределение 
содержания клеток между образцами и примеры ИГХ 
окрашивания представлены на рисунке 1.

Из приведенных фотографий следует, что CD68+ 
макрофаги располагаются равномерно в строме опу-
холи. CD20+ клетки могут как диффузно локализо-
ваться в строме опухоли, так и образовывать очаговые 
лимфоидные инфильтраты. CD20+ плазмоцитарные 
лимфоидные инфильтраты обнаружены в 55% образ-
цов (47 из 85). PU.1 экспрессируется разными типами 
клеток, преиму щественно макрофагами и B-клетками 
с различной интенсивностью. Макрофаги характери-
зуются максимальной экспрессией PU.1 по сравнению 
с B-клетками.

Далее провели попарное двойное окрашивание 
PU.1/CD20 и PU.1/CD68 для того, чтобы определить, 
экспрессируют ли PU.1 все CD20+ и CD68+ клетки. Ре-
зультаты окрашивания представлены на рисунке 2.

Проведенный анализ показал, что все CD68+ или 
CD20+ клетки экспрессируют PU.1.

Таблица 1 | Table1
Клинико-морфологические характеристики  

пациентов с КРР | 
Clinical and pathological features of 85 CRC patients

Характеристика | 
Feature

Абс. (Отн.) | 
Abs. (Relative)

Возраст | Age
≤60
>60

30 (35%)
55 (65%)

Пол | Sex
мужской | male
женский | female

46 (54%)
39 (46%)

Стадия заболевания | Stage
I–II
III–IV

57 (67%)
28 (33%)

Размер первичной опухоли |  
Primary tumor size
T1–2
T3–4

27 (32%)
58 (42%)

Наличие регионарных метастазов |  
Nodal status
N–
N+

62 (73%)
23 (27%)

Наличие отдаленных метастазов | 
Metastases
M–
M+

73 (86%)
12 (14%)

Степень дифференцировки опухоли | 
Tumor grade
G1
G2/3 

21 (25%)
64 (75%)

Локализация опухоли |  
Tumor localization
прямая кишка | rectum
толстая кишка | colon

30 (35%)
55 (65%)
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Рис. 1.  Экспрессия CD68, PU.1 и CD20 в строме КРР.
 А – распределение содержания CD68+, PU.1+ и CD20+ клеток у 80 пациентов с КРР, B – пример индивидуального 

окрашивания CD68, PU.1 и CD20 в строме КРР (×100)
Fig. 1.  CD68, PU.1, and CD20 expression in the CRC stroma.
 А – distribution of infiltrating CD68+, PU.1+, and CD20+ cells in the cohort of 80 CRC patients, B – staining pattern illustration 

of CD68, PU.1, and CD20 in the CRC stroma (×100)

АА

В

Рис. 2.  Двойное окрашивание PU.1/CD20 и PU.1/CD68 в строме опухолей пациентов с КРР. PU.1 – коричневое окрашивание, 
CD20 и CD68 – красное окрашивание (×100, правая панель ×400)

Fig. 2.  Double staining PU.1/CD20 and PU.1/CD68 in the CRC stroma. PU.1 – brown staining, CD20 and CD68 – red staining (×100, 
right panel ×400)
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Ассоциация содержания CD68, PU.1 и CD20 
c клиническими и морфологическими 
характеристиками КРР

Провели анализ содержания CD68, PU.1 и CD20 по-
ложительных клеток в строме КРР с учетом основных 
клинико-морфологических характеристик заболевания. 
Результаты представлены в таблице 2.

Показано, что PU.1 и CD20 статистически значимо 
ассоциированы со стадией КРР и наличием регионарных 
метастазов, при этом для начальных стадий заболевания 
и при отсутствии метастазов в лимфоузлах наблюдали 
большее количество PU.1+ и CD20+ клеток. Помимо это-
го, для PU.1 выявлена статистически значимая связь мар-
кера с наличием отдаленных метастазов и локализацией 
новообразования в толстой кишке. Большее количество 
PU.1+ клеток характерно для опухолей толстой кишки 
при отсутствии метастазов. Для CD20 также показана 

статистически значимая ассоциация маркера с разме-
ром опухоли. Для CD68 не выявлены значимые связи с 
основными клиническими и морфологическими харак-
теристиками КРР. Необходимо отметить, что наличие 
в опухоли CD20+ очаговых лимфоидных инфильтратов 
не связано с клинико-морфологическими характеристи-
ками КРР (данные не представлены).

Провели корреляционный анализ экспрессии PU.1, 
CD20 и CD68 в опухолях пациентов с КРР. Результаты 
представлены в таблице 3.

На основании анализа полученных данных следует 
отметить, что содержание PU.1+ клеток в КРР стати-
стически значимо положительно коррелирует с CD68 
(r=0,231, p=0,036) и CD20 (r=0,267, p=0,015). Кроме 
того, необходимо указать на положительную корре-
ляционную связь между содержанием CD68+ и CD20+ 
клеток в строме КРР.

Таблица 2 | Table 2
Ассоциация содержания PU.1, CD20 и CD68 с учетом клинических и морфологических характеристик КРР | 

PU.1, CD20, and CD68 associated with clinical and morphological features of CRC

Факторы | Factors N PU.1 CD20 CD68

Среднее 
(мин.–макс.) |

Mean 
(min–max)

p Среднее  
(мин.–макс.)|

Mean 
(min–max)

p Среднее  
(мин.–макс.) |

Mean 
(min–max)

p

Возраст | Age
≤60
>60

30
55

26,74 (5,2–64,6)
29,71 (3,2–67,2)

0,293
8,17 (0–28,4)
8,22 (0–57,4)

0,995
23,77 (0–40,6)
26,5 (9,6–44,8)

0,188

Пол | Sex
мужской | male
женский | female

46
39

29,39 (5,2–67,2)
27,8 (3,2–64,6)

0,666
7,16 (0–22)

9,44 (0–57,4)

0,717
24,4 (0–44,2)
26,3 (12–44,8)

0,476

Стадия заболевания | Stage
I–II
III–IV

57
28

30,52 (3,2–67,2)
24,88 (5,2–64,6)

0,036
9,8 (0–57,4)
4,8 (0–19,2)

0,002
25,3 (0–44,8)

25,13 (12–40,6)

0,690

Размер опухоли | 
Tumor size
T1–T2
T3–T4

27
58

30,24 (5,8–61)
27,92 (3,2–67,2)

0,451

10,1 (0–28,4)
7,29 (0–57,4)

0,025

24,2 (0–44,2)
25,7 (9,6–44,8)

0,608

Наличие регионарных 
метастазов | Nodal status
N0
N+

62
23

30,64 (3,2–67,2)
23,32 (5,2–57,2)

0,022

9,4 (0–57,4)
4,8 (0–19,2)

0,007

25 (0–44,8)
25,9 (16–40,6)

0,744

Наличие отдаленных 
метастазов | Metastases
M0
M+

73
12

29,63 (3,2–67,2)
22,77 (5,2–64,6)

0,031

8,7 (0–57,4)
4,8 (0–14,2)

0,087

25,6 (0–44,8)
23 (12–33,6)

0,148

Степень дифференцировки 
опухоли | Tumor grade
G1
G2/3

21
64

29,11 (12,6–61)
28,51 (3,2–67,2)

0,849

9,9 (0–57,4)
7,62 (0–28,4)

0,543

23,6 (0–44,8)
25,8 (9,6–44,2)

0,295

Локализация опухоли |  
Tumor localization
прямая кишка | rectum
толстая кишка | colon

30
55

23,95 (5,2–53,2)
31,23 (3,2–67,2)

0,022

7,88 (0–57,4)
8,79 (0–28,4)

0,538

25 (0–44,8)
25,6 (12–44,2)

0,672
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Обсуждение
КРР является актуальной проблемой современной 

онкологии, требующей разработки новых терапевтиче-
ских стратегий. Ввиду повсеместного распространения 
иммунотерапевтических методов лечения в последнее 
время все больше внимания уделяют исследованию со-
става опухолевого микроокружения. С одной стороны, 
большое число научных работ посвящено опухольассо-
циированным фибробластам, а с другой – иммунному 
компоненту стромы опухоли. Анализируя воспалитель-
ный инфильтрат, в большинстве работ исследовали ма-
крофаги, ассоциированные с опухолью. Прогностиче-
ская роль количества МАО при КРР неоднозначна. Так, 
одни исследователи выявили связь МАО с прогрессией 
заболевания [13], в то время как другие указывают на 
их благоприятную прогностическую значимость [3]. 
Помимо исследования макрофагов большое число ра-
бот посвящено анализу прогностической значимости 
различных типов Т-клеток в опухолях [14]. По дан-
ным литературы, изучение инфильтрации опухоли 
В-клетками при КРР представлено небольшим числом 
исследований, при этом высокое содержание B-клеток 
в опухоли чаще ассоциировано с благоприятным прог-
нозом заболевания [10]. PU.1 относится к семейству 
транскрипционных факторов E26, необходимых для 
развития иммунной системы, и кодируется геном Spi1. 
PU.1 участвует в гемопоэзе, его экспрессия определяет 
развитие лимфоидных и миелоидных клеток, в осо-
бенности макрофагов, гранулоцитов, дендритных кле-
ток, а также играет важную роль в дифференцировке 
иммунных клеток по лимфоидному типу. Высокий 
уровень экспрессии PU.1 характерен для миелоидных 
клеток [15], в то время как B-клетки экспрессируют его 
в меньшем количестве [16]. Несколько более низкий 
уровень экспрессии маркера отмечен в гранулоцитах, 
мегакариоцитах, тучных клетках и незрелых клетках 
эритроидного ряда. Зрелые Т-лимфоциты не экспрес-
сируют PU.1. В контексте солидных опухолей изучение 
прогностической и клинической значимости экспрес-
сии PU.1 проведено для рака молочной железы и гли-
ом [11, 12], причем для обеих нозологий показана связь 
экспрессии маркера с прогрессией и неблагоприятным 

прогнозом. Учитывая тот факт, что PU.1 продуцируется 
как макрофагами, так и B-клетками, нами проведено 
комплексное исследование экспрессии PU.1+, CD68+ 
и CD20+ клеток в строме КРР. Анализ полученных 
нами данных выявил высокий уровень инфильтрации 
опухолей у пациентов с КРР иммунными клетками. 
Содержание макрофагов в опухоли в целом было зна-
чительно больше по сравнению с B-клетками. Кроме 
того, обнаружено, что все клетки, экспрессирующие 
на своей поверхности общий макрофагальный маркер 
CD68 и маркер B-клеток – CD20, также экспрессируют 
PU.1. На основании этого можно сделать вывод, что все 
макрофаги и B-клетки, инфильтрирующие КРР, PU.1 
положительны. Дополнительно провели корреляцион-
ный анализ и выявили, что содержание PU.1+ клеток 
в опухолях статистически значимо положительно кор-
релирует с CD68 (r=0,231, p=0,036) и CD20 (r=0,267, 
p=0,015). Необходимо отметить, что не все PU.1+ клет-
ки экспрессируют CD68 или CD20, что свидетельствует 
о наличии в опухоли дополнительной популяции PU.1+ 
клеток. Таким образом, оценка экспрессии PU.1 в опу-
холи может служить самостоятельным прогностиче-
ским фактором при КРР независимо от CD68 и CD20. 
Проведенный анализ содержания PU.1+, CD68+ и CD20+ 
клеток и их ассоциации с клиническими и морфоло-
гическими характеристиками КРР показал, что PU.1 
и CD20 статистически значимо ассоциированы со ста-
дией заболевания и наличием регионарных метастазов. 
Для начальных стадий заболевания и при отсутствии 
метастазов в лимфоузлах наблюдается большее количе-
ство PU.1+ и CD20+ клеток, что согласуется с данными 
литературы о благоприятном влиянии большого коли-
чества CD20+ клеток на течение заболевания [17]. По-
мимо этого, для PU.1 показана статистически значимая 
корреляционная связь с наличием отдаленных метаста-
зов и локализацией новообразования в толстой кишке. 
Большее содержание PU.1 характерно для опухолей 
толстой кишки и при отсутствии метастазов. Для CD20 
также показана значимая ассоциация с размером опу-
холи – новообразования меньшего размера содержат 
большее количество B-клеток. Для CD68 ассоциации 
с клинико-морфологическими характеристиками КРР 
не выявлены. Полученные данные свидетельствуют 
в пользу того, что экспрессию PU.1 в КРР можно рас-
сматривать как независимый фактор благоприятного 
прогноза.

Заключение
В настоящем исследовании показано, что во всех ко-

лоректальных карциномах присутствуют значительные 
количества иммунокомпетентных клеток, экспресси-
рующих ядерный маркер, характерный для макрофа-
гов, гранулоцитов и В-клеток, – PU.1, а также маркер 
макрофагов – CD68 и В-клеток – CD20. Количество 
PU.1+ клеток коррелировало с клинико-морфологи-
ческими характеристиками опухоли, указывающими 
на благоприятный прогноз заболевания; аналогичные 

Таблица 3 | Table 3
Корреляционный анализ экспрессии PU.1, CD20 и CD68 | 

PU.1, CD20, and CD68 expression correlation analysis

Маркеры | Markers PU.1 CD20 CD68

PU.1
r
p

0,333
0,002

0,231
0,036

CD20
r
p

0,333
0,002

0,267
0,015

CD68
r
p

0,231
0.036

0,267
0,015
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корреляции выявили и для количества CD20+ клеток. 
При этом для CD68 такие корреляции не наблюдали. 
Таким образом, маркер PU.1 у пациентов с КРР следует 
рассматривать как независимый стромальный фактор 
благоприятного прогноза.
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