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Intratumoral molecular genetic heterogeneity of glioblastomas
P.V. Nikitin, M.V. Ryzhova, A.A. Potapov, S.A. Galstyan, D.S. Kim,  
T.N. Panina, S.V. Shugai, D.V. Starovoitov, E.A. Khokhlova, I.V. Zubova
N.N. Burdenko National Medical Research Center of Neurosurgery of the Ministry of Health of Russia, Moscow, Russia

Intratumoral molecular genetic heterogeneity is not a less significant challenge in modern oncology than the 
intertumoral. The presence of cell populations within the same tumor, differing in their molecular properties, 
translated into phenotypic features of the cells, is one of the reasons for the inefficiency of many develop-
ments in the field of tumor therapy and the basis for the progression of malignant neoplasms. The issue 
under consideration is very relevant for glioblastoma (GBM) – being one of the deadliest human tumors; 
it practically does not lend itself to even promising experimental treatment methods. Therefore, this paper 
reviews intratumoral heterogeneity. The review in this aspect examines new experimental data, including 
those obtained using single-cell technologies, in particular, the key cell populations that make up the pool 
of tumor cells in glioblastoma, and their molecular metamodules, the presumptive role of some cell popu-
lations and their subpopulations in providing tumor malignancy properties. A promising groundwork for 
fundamentally new approaches to creating personalized diagnostic and therapeutic methods is indicated.
Keywords: glioblastoma, intratumoral heterogeneity, glioblastoma genetics, single-cell sequencing 
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Внутриопухолевая молекулярно-генетическая гетерогенность глиобластом
П.В. Никитин, М.В. Рыжова, А.А. Потапов, С.А. Галстян, Д.С. Ким, 
Т.Н. Панина, С.В. Шугай, Д.В. Старовойтов, Е.А. Хохлова, И.В. Зубова
ФГАУ Национальный медицинский исследовательский центр нейрохирургии имени академика Н.Н. Бурденко  
Минздрава России, Москва, Россия

Внутриопухолевая молекулярно-генетическая гетерогенность – не менее важный вызов для совре-
менной онкологии, чем межопухолевая. Наличие клеточных популяций внутри одной опухоли, раз-
личающихся по своим молекулярным свойствам, транслируемым в фенотипические особенности 
клеток, является одной из причин неэффективности многих разработок в области терапии опухолей 
и основой для прогрессирования злокачественных новообразований. Рассматриваемый вопрос весьма 
актуален для глиобластомы (ГБ), так как, будучи одной из самых смертельных опухолей человека, 
она практически не поддается даже многообещающим экспериментальным методам лечения. В связи 
с этим настоящий обзор посвящен внутриопухолевой гетерогенности. В обзоре в указанном аспекте 
рассматриваются новые экспериментальные данные, в том числе полученные с помощью single-cell 
технологий, в частности ключевые клеточные популяции, составляющие пул опухолевых клеток 
в глиобластоме, и их молекулярные метамодули, предположительная роль некоторых клеточных 
популяций и их субпопуляций в обеспечении свойств злокачественности опухоли. Обозначается 
перспективный задел для принципиально новых подходов в создании персонализированных диаг-
ностических и лечебных методов. 
Ключевые слова: глиобластома, внутриопухолевая гетерогенность, генетика глиобластом, single-cell 
секвенирование
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Introduction
Intratumoral molecular genetic heterogeneity issues are 

extremely important for a modern comprehensive under-
standing of the carcinogenesis processes. The variability 
of genetic, proteomic, and epigenetic parameters not only 
within the same histological variant of the tumor but with-
in the same tumor with heterogeneous cell populations is 
attracting more and more attention of researchers [1, 2]. 
Different cell populations with heterogeneous molecular 
properties can also have a variable malignant potential, 
which is essential from a prognostic point of view. Pre-
cise assessment of the most active tumor cell population’s 
molecular properties will significantly increase patients’ 
prognosis determination accuracy. In addition, intratumoral 
heterogeneity can be one of the key reasons for both drug 
and radiation treatment ineffectiveness [3]. Thus, the de-
termination of the molecular properties of different cell 
populations within one tumor can allow more efficiently 
solving clinical and therapeutic problems at once, includ-
ing the formation of new, genuinely innovative diagnostic, 
prognostic and therapeutic concepts within the paradigm 
of personalized medicine.

This approach is also one of the pressing issues for 
glioblastoma (GBM) research. GBM occupies a leading 
position among primary malignant tumors of the central 
nervous system (CNS): it accounts for 15.1% of all primary 
brain tumors and 46.1% of primary malignant brain tumors 
[4]. The five-year survival rate for this disease amounts to 
5.1% [4]. The high mortality and low efficiency of modern 
therapeutic approaches, both conventional and experimen-
tal, depend largely on the variability and heterogeneity of 
GBM. We have earlier reviewed the variability and diver-
sity of the GBM molecular profile in the intertumoral aspect 
[5]. In this paper, we will delve into GBM intratumoral 
heterogeneity issues due to their importance for the modern 
understanding of gliomagenesis mechanisms.

Most GBMs demonstrate a significant degree of het-
erogeneity already at the light-optical level: cells and 
groups of cells are detected in the tumor, which differ 
significantly from each other in their morphological prop-
erties. Two main types of intratumoral heterogeneity of 
GBM can be distinguished – histological and molecular 
heterogeneity.

Histological intratumoral heterogeneity
Histological heterogeneity of GBM is characterized, 

first of all, by the presence of many different morphological 
types of cells. Some of them can even simulate or imitate 
other tumors, which often explains their naming. Other 
GBM type names are determined by the tumor cells’ key 
histogenetic and morphological characteristics [6].

Thus, in some cases, we diagnose a small-cell variant, 
consisting of small monomorphic cells with rounded or 
slightly elongated hyperchromic nuclei with a minimum 
amount of cytoplasm, a small nuclear atypia, and high 
mitotic activity. Simultaneously, this tumor subtype dem-
onstrates a relatively high frequency of EGFR mutations 
and amplifications, reaching 70%, and a relatively low 
TP53 gene alteration frequency [7]. In addition, there is 
the so-called primitive neuronal cytological variant. With 
this variant, an increased density of the cell layer and a 
high nuclear-cytoplasmic ratio are observed. Also, posi-
tive neuronal marker expression is often revealed. Besides, 
this subtype is defined by a high frequency (30–40%) of 
tumor dissemination through the cerebrospinal fluid and a 
high frequency (~ 40%) of MYCN or MYC amplification, 
which brings this variant closer to embryonic tumors [8, 9]. 
The oligodendroglial component is represented by medi-
um-sized cells with a centrally located rounded nucleus 
surrounded by an optically empty cytoplasm in the form 
of a light rim. Such tumors may have a better prognosis 
than GBM with conventional histopathology [9]. In some 
GBMs, hemistocytic, multinucleated giant cell, granular, 
lipid-reach, and metaplastic components and cytological 
variants are also found [6, 10, 11]. At the same time, in-
dividual cellular components are found in many GBMs, 
mainly as a minor component.

Molecular intratumoral heterogeneity
The next step in the GBM molecular characterization 

was a differentiated assessment of various cell groups’ 
molecular properties within a single tumor. One of the 
first works on this topic, pronounced heterogeneity was 
found within one tumor at the transcriptional level [1]. 
According to A. P. Patel et al. [1], the mosaic nature of the 
amplification processes of tyrosine kinase receptors (TKR) 
and excessive activation of signaling pathways contribute 
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to GBM target therapy resistance. Mosaic expression of 
EGFR, PDGFRA, PDGFA, fibroblast growth factor recep-
tor type 1 (FGFR1), fibroblast growth factor type 1 (FGF1), 
notch receptor type 2 (NOTCH2), JAG1 protein, and other 
receptors and ligands of signaling pathways involved in the 
GBM development was found. These data suggest that het-
erogeneous expression and mutational status of TKR and 
other signaling molecules in individual GBM tumor cells 
may interfere with therapy targeting receptors of signaling 
proliferative cascades or signaling through tyrosine kinase 
receptors [1].

A population of GBM cells with stem properties, the 
so-called glioma stem cells (GSCs), was identified in the 
spirit of the principles of GBM intratumoral functional 
heterogeneity development [12]. GSCs are similar to neu-
ronal stem cells in their genetic, epigenetic, and proteomic 
features [13]. Many authors believe that GSCs are the main 
culprits in tumor insensitivity to chemotherapy and radia-
tion and serve as one of the main reasons for malignant 
glioma recurrence after surgical treatment [14, 15].

Two different subtypes of GSCs have been identified by 
whole-genome profiling (ss proneural and mesenchymal) 
[16]. Mesenchymal GSCs, apparently, mainly arise in pri-
mary GBM, which are formed de novo, while proneural-
GSCs can be found in some WHO Grade III gliomas and 
GBM, although in this case pronounced phenotypic shifts 
between different subtypes of GSCs during the GBM pro-
gression are possible [16–18]. Proneural GSCs can acquire 
therapeutic resistance and more aggressive characteristics 
by shifting their molecular and phenotypic subtypes to-
wards mesenchymal GSCs [17]. Mesenchymal GSCs are 
markedly more resistant to radiation therapy than their 
proneural counterparts, and the effect of radiation on pro-
neuralGSCs activates the expression of molecular markers 
associated with mesenchymal differentiation [16, 17, 19]. 
Accordingly, markers associated with the mesenchymal 
phenotype (e.g., YKL40, CD109, and CD44) correlate 
with increased radioresistance and lower overall patient 
survival [20].

A. Sottoriva et al. [20] developed a unique scheme for 
neurosurgical sampling of GBM tissue from different spa-
tially separated points in the same tumor in 11 patients. 
Each tumor sample underwent a comprehensive genomic 
analysis. The authors identified many cytogenetic rear-
rangements typical for GBM, particularly EGFR ampli-
fication and addition, and MET, CDK6, MDM4, AKT3, 
PDGFRA amplification. At the same time, it was shown 
that some of these driver chromosomal aberrations differed 
by pronounced heterogeneity within the same tumor, in-
cluding an increase in the number of copies/amplification 
of the PDGFRA, MDM4, and AKT3 genes in some cells, 
as well as the heterogeneous distribution of deletion of 

the genomic locus containing the PTEN anti-oncogene in 
cells. Moreover, heterogeneity was not limited to genome 
regions containing genes previously associated with the 
GBM development. Fragments of tumor tissue from the 
same patient had a common genomic profile, indicating a 
clonal origin, but they demonstrated a remarkable variety of 
cytogenetic rearrangements present in different fragments 
of the same tumor. For a more detailed study of the tumor’s 
evolution in each patient, the phylogenetic series of tumor 
cells were reconstructed based on the chromosomal aber-
ration number. It was found that during the first appearance 
of a malignant clone, the CDKN2A/B gene is deleted, and 
the EGFR, CDK6, and MET genes are amplified. Later 
molecular events in GBM cells most often occur in ge-
nomic regions containing the PDGFRA, PTEN, and TP53 
genes. Subsequently, the original tumor clone can divide 
into several subclones. In particular, the division of one of 
the GBMs into a subclone with PDGFRA amplification and 
another subclone with PTEN and RB1 deletions was shown. 
The latter formed three more subclones, one of which dem-
onstrated AKT3 and MDM4 gene amplification [20].

In another work, M. Aubry et al. [21] studied changes 
in the copy number of chromosome fragments in differ-
ent tumor zones to determine the temporal spectrum of 
intratumoralclonal evolution. The authors confirmed that 
changes in the copy number of 7 and 10 chromosomes 
and, namely, CDKN2A/B deletion and EGFR amplification 
are among the earliest events in the GBM development. 
Other changes, such as PDGFRA, MDM2, and MDM4 am-
plification, have also been identified as important events 
occurring at different tumor growth stages, depending on 
the case. The authors found a significant difference in gene 
expression level between the brain’s area infiltrated by the 
tumor and the macroscopically normal brain. The most 
significant differences were observed in the VEGF, CD44, 
GFAP, EZH2, CHI3L1, NES, and IGFBP2 expression [21].

Later, K.Abou-El-Ardat et al. conducted a comprehen-
sive research of 12 growth foci of multifocal GBM from 
six patients. The authors showed that multifocal GBM ge-
netically resemble primary GBM. Comparison of tumor 
growth foci of different localization in the same patient 
confirmed their monoclonal origin. The researchers found 
that EGFR and CDKN2A/B gene aberrations occurred in 
all patients. This unexpectedly high incidence reflects the 
clear genetic signature of multifocal GBM and may ex-
plain their high grade and invasive growth. Surprisingly, the 
types of mutations in different genes differed in different 
tumor focus locations in a particular patient. For example, 
different PTEN, TP53, EGFR, and CDKN2A/B mutations 
and aberrations were found in different tumor nodes, which, 
therefore, must have occurred independently in the late 
period of carcinogenesis. Also, chromothripsis (massive 



КЛИНИЧЕСКАЯ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МОРФОЛОГИЯ / CLINICAL AND EXPERIMENTAL MORPHOLOGY       Том 9  № 4  20208

ОБЗОРЫ ЛИТЕРАТУРЫ

simultaneous multiple rearrangements of cell chromo-
somes) was identified as a late molecular event in tumor 
progression in multifocal GBM. In some cases, the TP53 
mutation was an early event. Only the loss of one copy of 
PTEN and point mutations of the TERT gene promoter were 
early molecular events in all patients [22].

Clustering GBM cells using  
single-cell technologies

The most important work in understanding intratumoral 
heterogeneity and assessing the clonal evolution of differ-
ent populations of tumor cells in GBM was the work of 
C. Neftel et al. The authors performed single-cell RNA 
sequencing using biopsy samples of tumors from 28 pa-
tients, including both adult and pediatric populations, in 
a comprehensive study of both intertumoral and intratu-
moral heterogeneity in GBM, IDH-wild type. A total of 
7930 GBM cells were submitted for the analysis [23].

C. Neftel et al. identified expression programs that 
differ between cells in each tumor and then searched for 
recurrent programs (“metamodules”) that were detected 
in different tumors to comprehensively characterize the 
intratumoral heterogeneity of malignant cells [23]. In this 
study, a hierarchical clustering of cells was carried out 
separately for each tumor based on the expression levels 
of all cellular genes. 44% of transcriptome signatures 
were associated almost exclusively with genes of the cell 
cycle. All remaining expression profiles were subjected 
to further analysis in order to clarify their biological sig-
nificance. Expression signatures were significantly simi-
lar between different tumors, indicating that, despite the 
global differences between tumors, these intratumoral 
heterogeneity models reflect the fundamental processes 
common to most GBMs. Further clustering of expres-
sion profiles made it possible to distinguish four main 
groups of cells in GBM, two of which were addition-
ally subdivided into two subgroups. Thus, six so-called 
metamodules of tumor cells were found, each consisting 
of 39-50 genes, and each metamodule was obtained from 
at least six tumors. In particular, two metamodules with 
high expression of mesenchymal differentiation genes (for 
example, vimentin) have been identified. One of these 
metamodules is closely related to hypoxia genes, stress 
response, and glycolytic metabolism genes (for example, 
ENO2 and LDHA). The authors defined them as mesen-
chymal-like (MES) metamodules: hypoxia-independent 
(MES1) and -dependent (MES2) signatures.

The other four metamodules have been associated with 
genes of neuronal development and neurogenesis charac-
teristic for neuronal/glial lineages or progenitor cells. They 
included astrocytic markers in one of the metamodules 
(S100B, GFAP, SLC1A3, GLAST, and MLC1), oligoden-
droglial line markers in another metamodule (OLIG1, 

OMG, PLP1, PLLP, TNR, and ALCAM), signatures of stem 
cells and neuronal progenitors in two other metamodules, 
including markers of neuronal progenitor cells (SOX4, 
SOX11, and DCX). It was found by consistently comparing 
the obtained metamodules with the signatures of neuronal 
cells from the fetal and adult brain tissue and astrocytic, as 
well as oligodendroglial tumors, Grade II, that metamod-
ules mimic different types of cellular developmental pro-
grams but with significant distortions compared to normal 
variants. These modules are called astrocyte-like (AC-like), 
oligodendrocyte-progenitor-like (OPC-like), and neural 
progenitor-like (NPC-like). NPC-like were further subdi-
vided into two subtypes (NPC1 and NPC2), which differed 
in the inclusion of OPC-like-related genes in NPC1 (for 
example, OLIG1 and TNR) compared to NPC2, where neu-
ronal lineage genes exclusively prevailed in transcriptional 
profiles (for example, STMN1). In general, the picture of 
intratumoral heterogeneity of GBM is primarily described 
by four cellular conditions and transcriptome signatures, 
including NPC-like, OPC-like, AC-like, and MES. These 
conditions were found in most tumors in both adults and 
children [23].

The authors also classified all tumors’ cells by the ex-
pression level of metamodules and cell cycle programs. 
Between 3% and 51% of cells in each tumor were identi-
fied as expressing cell cycle genes and entering mitosis. 
Proliferating cells were especially abundant in OPC-like 
and NPC-like modules, and they were most actively ex-
pressed in tumors in children. These observations are con-
sistent with previous studies of IDH mutant diffuse glio-
mas, whose cellular drivers are proliferating NPC-like and 
OPC-like [23]. However, in GBM, unlike other classes 
of gliomas, other types of cells with different expression 
modules – AC-like and MES cells – also contain significant 
subsets of proliferating cells, which may reflect their very 
aggressive nature in GBM.

Interestingly, although the majority of GBM cells corre-
sponded mainly to one of four states, 15% of cells strongly 
expressed two different metamodules and, therefore, were 
defined as “hybrid” states. Some combinations of metamod-
ules were rare, while others (AC-like/MES modules, NPC-
like/OPC-like modules, and AC-like/OPC-like modules) 
were relatively common. Thus, GBM cells are most often 
in one of four basic cellular states or an intermediate hybrid 
cellular state, each of which has a proliferative potential 
but with a higher proliferative activity for NPC-like and 
OPC-like states [24].

Each of the tumors contained cells in at least two of the 
four cellular states, with most tumors containing cells in 
all four states, but the frequencies of cellular states varied 
between tumors and even to some extent between different 
regions of the same tumor. Most of the tumors consisted 
mainly of NPC-like and OPC-like cells, or AC-like and 
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MES cells. It is noteworthy that a similar picture was ob-
served in adults and children.

The authors also showed that most of the obtained mod-
ules and cell types differ in certain driver events, typical for 
each specific module. For example, CDK4 amplification 
and overexpression of this gene’s product are most common 
in NPC-like. In OPC-like, the most important driver event 
is the PDGFRA amplification with its significant expres-
sion increase. The EGFR gene undergoes amplification 
and overexpression in AC-like, playing a major driver role. 
In MES, in contrast to the previous subtypes, the primary 
importance is not an increase in protooncogenes’ activ-
ity but the deactivation of the NF1 anti-oncogene due to 
its mutation followed by a decrease in the neurofibromin 
expression activity [24].

Conclusion
Within the framework of this and previous reviews, we 

analyzed the array of modern molecular biological data 
on GBM and demonstrated that the variety of molecular 
properties of this type of tumor has two main dimensions: 
intertumoral and intratumoral. Methodological peculiarities 
and progressive development of genomic and post-genomic 
technologies determined the sequence of data accumula-
tion in each of these directions. Numerous failures in the 
GBM effective target therapies’ development based only on 
intertumoral heterogeneity assessment indicate the critical 
importance of developing precisely intratumoral heteroge-
neity issues. Despite the high level of methodological com-
plexity, this problem is being actively studied. Nowadays 
the promising results have already been obtained: key cell 
populations that make up the pool of tumor cells in GBM 
have been identified, and their molecular metamodules 
have been characterized, and also the presumptive role of 
some cell populations and their subpopulations in ensur-
ing the properties of tumor malignancy has been shown. 
Further research in this area opens up new, interesting per-
spectives for creating effective personalized diagnostic and 
treatment concepts.

Сокращения
GBM – glioblastoma
GSCs – glioma stem cells
TKR – tyrosine kinase receptors 
CNS – central nervous system 
AC – astrocyte-like metamodule
AKT3 – RAC-gamma serine/threonine-protein kinase
CDK6 – cyclin-dependent kinase 6
CDKN2A/B – cyclin-dependent kinase inhibitor 2А/B
EGFR – epidermal growth factor receptor
FGF1 – fibroblast growth factor type 1
FGFR1 – fibroblast growth factor receptor type 1 
MES – mesenchymal-like metamodules

MES1 – mesenchymal-like metamodule subtype 1 (hy-
poxia-independent) 

MES2 – mesenchymal-like metamodule subtype 1 (hy-
poxia-dependent) 

NOTCH2 – notch receptor type 2
NPC – neural progenitor-like metamodule 
NPC1 – neural progenitor-like metamodule subtype 1
NPC2 – neural progenitor-like metamodule subtype 2
OPC – oligodendrocyte-progenitor-like metamodule 
PDGFA – platelet-derived growth factor subunit A
PDGFRA – platelet-derived growth factor receptor A
PTEN – phosphatase and tensin homolog
RB1 – retinoblastoma protein type 1
TERT – telomerase reverse transcriptase
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Введение. Патогенез новой коронавирусной инфекции COVID-19 находится в стадии активного 
изу чения. Тем не менее сведения об изменениях лимфоидной ткани во вторичных органах им-
мунной системы, сопровождающих тяжелое течение заболевания, пока остаются крайне ограни-
ченными. Цель исследования – изучение закономерностей гистологических и иммуноморфоло-
гических изменений лимфатических узлов умерших пациентов с COVID-19 тяжелого и крайне  
тяжелого течения.
Материалы и методы. C помощью гистологического и иммуногистохимического (с использованием 
антител к CD4, CD8, CD20, CD30, CD123, CD138, PD-1) методов исследована ткань лимфатических уз-
лов (аутопсийный материал) 17 больных, умерших от COVID-19 тяжелого и крайне тяжелого течения.
Результаты. Общими особенностями гистоархитектоники исследованных лимфатических узлов 
являлись редукция лимфоидных фолликулов и расширение паракортикальной зоны с реактивным 
плазмоцитозом, экстрафолликулярная В-клеточная активация, синусный гистиоцитоз, признаки гемо-
фагоцитоза, полнокровие сосудов, в части сосудов лимфатических узлов – формирование гиалиновых 
тромбов, в строме наблюдались диапедезные, а в отдельных узлах массивные кровоизлияния. При 
иммуногистохимическом исследовании выявлены преобладание в паракортикальной зоне Т-хелперов 
CD4+, деплеция цитотоксических лимфоцитов CD8+, увеличение количества как лимфоцитов, экс-
прессирующих супрессорный белок PD-1, так и активированных лимфоцитов, экспрессирующих 
активационный антиген CD30. В значительном количестве в просвете синусов и в паракортикальной 
зоне обнаружены CD123-позитивные плазмоцитоидные дендритные клетки, секретирующие интер-
ферон 1-го типа.
Заключение. В лимфатических узлах пациентов с COVID-19 тяжелого и крайне тяжелого течения 
выявляются редукция В-зависимой зоны и деплеция цитотоксических Т-лимфоцитов с повышением 
экспрессии PD-1, что говорит об истощении иммунного ответа. В то же время в паракортикальной 
зоне наблюдается значительный реактивный плазмоцитоз с наличием многочисленных Т-хелперов – 
морфологический субстрат гуморального звена иммунитета, что может свидетельствовать о неэф-
фективности гуморального ответа у пациентов с COVID-19 тяжелого течения при одновременной 
несостоятельности Т-клеточного иммунитета.
Ключевые слова: новая коронавирусная инфекция, SARS-CoV-2, COVID-19, В- и Т-иммунный от-
вет, лимфатические узлы
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Pathomorphological and immunohistochemical features of lymph nodes  
in COVID-19 patients (autopsy study)
A.M. Kovrigina1, E.A. Shalamova1, Yu.S. Berezovskiy2, D.V. Kalinin3, E.M. Gretsov2,  
T.R. Bagdasaryan2, L.A. Semenova2, D.I. Chebotarev1, M.V. Samsonova4,9, A.L. Chernyaev4,5,6,  
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Introduction. The pathogenesis of the novel coronavirus infection COVID-19 is being actively studied. 
Nevertheless, our up-to-date knowledge of lymphoid tissue response in the secondary immune organs dur-
ing severe COVID-19 remains extremely limited. The aim of the study was to evaluate patterns of immu-
nomorphological alterations in lymph nodes in patients with severe COVID-19 and to assess lymphocytes 
functional activity in them.
Materials and methods. Lymph node tissue (autopsy material) from 17 deceased patients with severe 
COVID-19 was examined by histological and immunohistochemical methods using antibodies to CD4, 
CD8, CD20, CD30, CD123, CD138, PD-1.
Results. Examined lymph nodes demonstrated lymphoid follicles reduction and paracortex expansion with 
reactive plasmacytosis and extrafollicular B-cell activation as well as sinus histiocytosis, variable hemophago-
cytic cells, and blood vessel congestion. Red thrombi were observed in some lymph nodes. Hemorrhages in 
the stroma were frequent, and massive hemorrhages were found in individual nodes. Immunohistochemical 
study revealed CD4+ T-helpers predominance in the paracortex andcytotoxic CD8+ lymphocytes depletion 
together with an increase in the expression of both the PD-1 suppressor protein and the CD30 activation anti-
gen on the lymphocyte surface. CD123-positive plasmacytoid dendritic cells resided in sinuses in abundance.
Conclusion. Demonstrated B-associated zone reduction and cytotoxic T-lymphocytes depletion with an up-
regulation of PD-1 expression in the lymph nodes in patients with severe COVID-19 indicate immune response 
exhaustion. At the same time, observed significant reactive plasmacytosis with the presence of numerous T-helper 
cells constitutes a morphological substrate of the humoral immunity. These findings might indicate the ineffec-
tiveness of the humoral response at late stages of COVID-19 infection in context of cytotoxic immunity failure.
Keywords: novel coronavirus infection, SARS-CoV-2, COVID-19, B- and T- immune response, lymph node
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Введение
В декабре 2019 года в китайской провинции Ухань 

была зафиксирована вспышка ранее неизвестной 
инфекционной болезни. В январе возбудитель иден-

тифицирован как коронавирус, родственный возбу-
дителю тяжелого респираторного синдрома (SARS), 
и впоследствии назван коронавирусом SARS-CoV-2 
[1–3]. Болезнь получила название «новая коронави-
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русная инфекция (COVID-19)», и уже 11 марта 2020 
года Всемирная организация здравоохранения объяви-
ла эпидемию COVID-19 пандемией.

По состоянию на 10 августа 2020 года во всем 
мире было выявлено более 20 000 000 инфицирован-
ных и более 700 000 умерших от данного заболевания; 
в России – более 800 000 случаев COVID-19 и более 
14 000 летальных исходов. Несмотря на непрекращаю-
щийся поиск тактики терапии, эффективность приме-
няемых в настоящее время схем лечения остается спор-
ной [4–7]. На этом фоне активно изучаются механизмы 
формирования и стабильности иммунитета, во многих 
странах мира ведется разработка вакцин [8–10], в на-
стоящее время первая в мире вакцина «Спутник-V» соз-
дана и зарегистрирована в Российской Федерации. В то 
же время наши знания о взаимодействии вируса SARS-
CoV-2 с клетками иммунного ответа и его влияние на 
лимфоидную ткань до сих пор весьма ограничены. Так, 
на протяжении месяцев исследований основное вни-
мание при изучении патогенеза COVID-19 уделялось 
механизмам проникновения вируса в клетки-мишени 
(несут на мембране рецептор – АПФ2), цитопатиче-
скому действию вируса на клетки-мишени и местной 
иммунной дисфункции, а именно развитию синдрома 
активации макрофагов и нерегулируемого выброса ци-
токинов и хемокинов («цитокиновый шторм») в ор-
ганах-мишенях, в первую очередь легких [11–16]. На 
сегодняшний день доказана важная роль в патогенезе 
тяжелого течения COVID-19 гиперкоагуляционного 
и ДВС-синдромов [17–19].

Исследования иммунного ответа при COVID-19 
направлены на получение информации, полезной для 
разработки эффективных схем лечения и вакцин, а 
также на поиск прогностических факторов тяжелого 
и крайне тяжелого течения и высокой вероятности 
летального исхода. В ряде исследований было проде-
монстрировано, что при тяжелом течении COVID-19 
резкое ухудшение состояния пациентов развивается на 
фоне нарушения иммунного ответа, что проявляется 
абсолютной или относительной лимфопенией уже на 
начальных этапах заболевания либо выявляется при 
его прогрессировании [20–23]. B. Diao et al. показали, 
что происходит не только деплеция циркулирующих 
Т-клеток, но и их функциональное истощение, что под-
тверждается повышенной экспрессией на их мембране 
PD-1 [24]. Кроме того, получены данные о динамике 
лимфоидной инфильтрации в легочной ткани на разных 
этапах развития поражения легких [11, 12, 20]. Вместе с 
тем детальный анализ морфологического субстрата из-
менений иммунного статуса, в том числе особенностей 
лимфоидной ткани в лимфатических узлах, практиче-
ски не проводился. 

Целью настоящего исследования является изучение 
закономерностей гистологических и иммуноморфоло-
гических изменений в лимфатических узлах у пациен-
тов, умерших от COVID-19 тяжелого и крайне тяжелого 
течения, на аутопсийном материале. 

Материалы и методы
В исследование был включен аутопсийный ма-

териал внутригрудных (паратрахеальных, бифур-
кационных) лимфатических узлов от 17 пациентов 
(12 мужчин и пять женщин), умерших в возрасте от 
58 до 93 лет, проходивших лечение в инфекционных 
стационарах Москвы по поводу COVID-19 тяжелого 
и крайне тяжелого течения в период с апреля по май 
2020 года. Патологоанатомические вскрытия с соблю-
дением норм биобезопасности проводились в ЦНИИ 
туберкулеза Минздрава России. Гистологическое и им-
муногистохимическое исследование выполнено в па-
тологоанатомическом отделении НМИЦ гематологии 
Минздрава России.

Характеристика умерших от новой коронавирусной 
инфекции, вошедших в данное исследование, пред-
ставлена в таблице 1. Диагноз новой коронавирусной 
инфекции у пациентов с позитивным результатом как 
прижизненного, так и повторного посмертного ПЦР 
исследования на РНК SARS-CoV-2 был установлен 
на основании клинико-эпидемиологических и патоло-
гоанатомических критериев [25]. Степень поражения 
легочной паренхимы оценивалась морфологически 
на вскрытии и при помощи КТ органов грудной клет-
ки согласно рекомендациям Научно-практического 
клинического центра диагностики и телемедицин-
ских технологий Департамента здравоохранения го-
рода Москвы (март 2020 года), рекомендациям ВОЗ 
и Мин здрава России [25, 26]. У всех умерших на 
вскрытии диагностированы характерное для COV-
ID-19 диффузное альвеолярное повреждение и острый 
респираторный дистресс-синдром (клинически). 
Нарушения гемостаза (синдром гиперкоагуляции) 
диагностировали при жизни по следующим параме-
трам с использованием референсных значений соот-
ветствующих лабораторий: активированное частичное 
тромбопластиновое время [АЧТВ] (увеличение), про-
тромбиновое время [ПВ] (увеличение), фибриноген 
(повышение концентрации), D-димер (повышение  
концентрации). 

Гистологическое исследование. Исследованы ги-
стологические препараты ткани лимфатических узлов 
17 пациентов, окрашенные гематоксилином и эози-
ном, с оценкой следующих морфофункциональных 
зон и структур: 1) В-зависимая зона (лимфоидные 
фолликулы); 2) Т-зависимая зона (паракортикальная 
зона); 3) синусы (расширены, облитерированы, кле-
точный состав, включения в цитоплазме макрофагов); 
4) кровеносные сосуды (мелкие кровеносные сосуды, 
венулы); 5) строма (наличие кровоизлияний, явлений 
фиброза).

Иммуногистохимическое (ИГХ) исследование было 
выполнено на парафиновых срезах лимфатических уз-
лов с использованием панели антител на иммуноги-
стостейнере Leica BOND-MAX (Германия) (табл. 2). 
Оценку ИГХ препаратов проводили полуколичествен-
ным методом в 10 полях зрения (×200).
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Таблица 1 | Table 1
Характеристика пациентов, вошедших в исследование |  

Clinical and epidemiological characteristics of patients in this study

Параметр | Parameter Число пациентов | Number of patients

Мужской пол | Male 12 (70,6%)
Женский пол | Female 5 (29,4%)
Медиана (диапазон) возраста, лет | Median (range) age, years 78 (58–93)
Медиана (диапазон) длительности стационарного этапа заболевания, дней |
Median (range) disease duration, days

19 (8–42)

РНК SARS-CoV-2, ПЦР положительный | RNA SARS-CoV-2, PCR positive 17 (100%)
Медиана и диапазон догоспитального этапа заболевания, дней | 
Median and range of the disease prehospital phase, days

12–16

Коинфекция бактериальная (Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, 
Acinetobacter baumannii) | Co-infection (Staphylococcus aureus, Pseudomonas 
aeruginosa, Acinetobacter baumannii)

6 (35%)

Внутригрудная лимфаденопатия | Intrathoracic lymphadenopathy 10 (58,8%)
Синдром гиперкоагуляции (по данным коагулограммы) |
Hypercoagulopathy (based on coagulation panel)

12 (70,6%)

Абсолютная (< 1,0 тыс/мкл) или относительная (<19%) лимфопения |
Absolute (<1.0 x 109/L) or relative (<19%) lymphocytopenia 
– при поступлении в стационар | at presentation
– при прогрессировании | at progression

11 (64,7%)
17 (100%)

Степень поражения легочной паренхимы |  
CT grading of COVID-19 severity (extent of lung involvement)
КТ1–КТ2 (<50%) | CT1–CT2 (<50%)
КТ3–КТ4 (50% и более) | CT3–CT4 (50% or more)

3 (17,7%)
14 (82,3%)

Коморбидные заболевания | Comorbidities
– ожирение | obesity
– сахарный диабет 2-го типа | type 2 diabetes mellitus
– сердечно-сосудистые заболевания (ИБС, ЦВБ) | cardiovascular disease (IHD,  
cerebro-vascular diseases)
– гипертоническая болезнь | hypertension disease
– ХОБЛ/эмфизема легких | COPD/lung emphysema
– злокачественное новообразование любой локализации | malignant neoplasms

6 (35,3%)
4 (23,5%)
5 (29,4%)
6 (35,3%)
2 (11,8%)
2 (11,8%)

Получали противовирусную терапию | Received anti-viral agents 8 (47,1%)

Таблица 2 | Table 2 
Характеристика антител для ИГХ-исследования | Characteristics of antibodies used in the study

Антитело | 
Antibody

Клон, производитель |
Clone, manufacturer

Разведение |
Dilution

Функциональная характеристика |  
Functional activity

CD20 MJ1, Leica RTU B-клетки
CD4 4B12, Leica RTU Т-клетки хелперы (Th1, Th2) | T-helpers (Th1, Th2)
CD8 4B11, Leica RTU Цитотоксические Т-клетки | Cytotoxic T-cells
CD30 JCM182, Leica 1:50 Активационный антиген | Activation antigen
CD123 BR4MS, Leica 1:20 Плазмоцитоидные дендритные клетки | Plasmacytoid dendritic cells
CD138 EP201, Epitomics 1:100 Плазматические клетки | Plasma cells
CD279 (PD1) NAT105, Cell Marque 1:50 PD1-корецепторный ингибитор, сопровождающий этапы активации 

CD4+, CD8+ Т-клеток, маркер Т-клеточного истощения |  
PD1-coreceptor inhibitor accompanying the stages of CD4+,  
CD8+ T-cell activation, marker of T-cell depletion

RTU – готовые к применению
RTU – ready-to-use
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Рис. 1. Морфологические особенности интраторакальных лимфатических узлов при COVID-19 тяжелого и крайне тяжелого течения. 
 A – редукция лимфоидных фолликулов, ×200, B – расширение паракортикальной зоны, ×200, C – пласты плазматических 

клеток в паракортикальной зоне (реактивный плазмоцитоз), ×400, D – активированные крупные лимфоидные клетки 
в паракортикальной зоне, ×400, E – расширенные синусы, в их просвете – гистиоциты с признаками гемофагоцитоза, 
плазматические клетки, лимфоидные клетки, ×400, F – феномен сладжа эритроцитов и формирование красных тромбов 
в просвете сосудов, ×200, G – дилатированные полнокровные синусы, ×200, H – массивное кровоизлияние с нарушением 
гистоархитектоники, ×200. Окраска гематоксилином и эозином

Fig. 1. Morphological features of intrathoracic lymph nodes from patients with severe COVID-19.
 A – lymphoid follicle reduction, ×200, B – paracortex expansion, ×200, C – plasma cell sheets in paracortex (reactive 

plasmacytosis), ×400, D – activated large lymphoid cells in paracortex, ×400, E – expanded sinuses with histiocytes, 
hemophagocytic cells, plasma cells, lymphocytes, ×400, F – erythrocyte aggregation and red thrombi, ×200, G – dilated 
congested sinuses, ×200; H – lymph node architecture erased by massive hemorrhage, ×200. H&E stain

А B

C D

E F

G H

Результаты 
Гистологическое исследование. В лимфатических 

узлах выявлен ряд особенностей гистоархитектони-
ки (рис. 1 A–H): 1) редукция лимфоидных фоллику-
лов (n=12), 2) расширение паракортикальной зоны  

с реактивным плазмоцитозом (n=14), экстрафолли-
кулярной В-клеточной активацией в виде рассеян-
ных парафолликулярно и в паракортикальной зоне 
крупных лимфоидных клеток с морфологией цен-
тробластов и иммунобластов (n=15); 3) расширение 
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Рис. 2. Особенности иммуногистоархитектоники интраторакальных лимфатических узлов при COVID-19 тяжелого  
и крайне тяжелого течения. 

 A, B – редукция лимфоидных фолликулов, CD20+, ×25 и ×200, C – преобладание в паракортикальной зоне CD4+ 
лимфоидных Т-клеток, ×200, D – немногочисленные CD8+ лимфоидные Т-клетки, ×200; E – CD138+ многочисленные зрелые 
плазматические клетки расположены в просвете синусов, в паракортикальной зоне, ×200, F – CD123+ плазмоцитоидные 
дендритические клетки в просвете синусов, ×200, G – экспрессия активационного антигена CD30 лимфоидными клетками, 
×200, H – экспрессия PD-1 на поверхности лимфоидных клеток, ×200. Иммуногистохимический анализ

Fig. 2. Immunohistochemical characteristics of intrathoracic lymph nodes in severe COVID-19. 
 A, B – CD20 immunostaining highlights follicle reduction, ×25 and ×200, C – paracortex is rich with CD4+ Т-lymphocytes, ×200,  

D – CD8+ Т-lymphocytes are sparse ×200, E – CD138+ immunostaining highlights plasma cells distribution in sinuses and paracortical 
zone, ×200, F – CD123+ immunostaining highlights increased number of plasmacytoid dendritic cells in sinuses, ×200, G – expression of 
activation antigen CD30 in lymphocytes, ×200, H – up-regulated expression of PD-1 in lymphocytes ×200. Immunohistochemical assay

А B

C D

E F

G H

синусов, в их просвете – гистиоциты (n=17), мелкие 
лимфоидные клетки (n=17), плазмоциты (n=14), им-
мунобласты (n=12), плазмоцитоидные дендритные 
клетки (n=13), эритроциты (n=7), отложения фибрина 
(n=1); 4) полнокровие сосудов (n=15), в части лимфа-

тических узлов – наличие тромбов (организующихся, 
фибриновых, организованных) в мелких кровеносных 
сосудах (n=3); в строме – диапедезные или диффузные 
кровоизлияния (n=9), реже – массивные кровоизли-
яния (n=3). В большинстве наблюдений (n=12) были 
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обнаружены признаки гемофагоцитоза разной степени 
выраженности. 

При ИГХ-исследовании выявлена деплеция CD20+ 
лимфоидных B-клеток, преимущественно располо-
женных в кортикальной зоне (в пределах лимфоидных 
фолликулов при их наличии), признаки дезорганиза-
ции фолликулов не обнаружены. В паракортикальной 
зоне среди лимфоидных элементов преобладали CD4+ 
Т-клетки, в то время как CD8+ Т-клетки были немно-
гочисленны. Отмечалось увеличение количества как 
лимфоидных клеток, экспрессирующих на своей по-
верхности PD-1 – раздельно, так и активированных 
лимфоидных клеток разного размера, экспрессиру-
ющих активационный антиген CD30. При реакции с 
антителами к CD123 в просвете краевого и промежу-
точного синусов визуализировались многочисленные 
плазмоцитоидные дендритные клетки, расположенные 
разрозненно и в виде небольших групп. При реакции 
с антителами к CD138 отмечалось увеличенное коли-
чество зрелых плазматических клеток, расположенных 
как в паракортикальной зоне, так и в просвете синусов 
(рис. 2 A–H).

Обсуждение
При гистологическом исследовании в паракорти-

кальной зоне регионарных лимфатических узлов опре-
делялся выраженный реактивный плазмоцитоз в соче-
тании с тенденцией к редукции В-зависимой зоны, что 
свидетельствует об активации гуморального иммуни-
тета при COVID-19. 

В синусах нами обнаружено увеличенное коли-
чество циркулирующих секретирующих интерферон 
типа 1 плазмоцитоидных дендритных клеток, участву-
ющих в противовирусной иммунной защите.

Расширение паракортикальной зоны происходит 
за счет зрелых плазматических клеток и Т-хелперов 
(CD4+), наиболее вероятно Т-хелперов типа 2 (Th2-
лимфоциты), стимулирующих терминальную диффе-
ренцировку В-клеток в плазматические клетки. Про-
грессия заболевания и летальный исход, несмотря на 
наличие выраженного плазмоклеточного субстрата 
гуморального иммунитета, позволяют предположить, 
что несостоятельность иммунного ответа связана с на-
рушением функционального взаимодействия между 
антигенпрезентирующими клетками Th2-лимфоцитами 
и В-лимфоцитами, дифференцирующимися в плазма-
тические клетки. Данное предположение в некоторой 
мере подтверждается результатами исследований, 
посвященных анализу субпопуляций лимфоцитов 
в периферической крови. Так, C. Qin et al. показали, 
что у пациентов с тяжелым течением COVID-19 по 
сравнению с имеющими легкую форму заболевания 
наблюдается нарушение соотношения наивных CD4+ 
Т-клеток и CD4+ Т-клеток памяти со значительной 
деплецией последних [27]. Данные результаты мо-
гут объяснить функциональную несостоятельность 
выявленных нами в достаточном количестве CD4+ 

T-хелперов в лимфатических узлах и недостаточную 
секреторную активность зрелых плазматических кле-
ток. При сравнении абсолютного количества субпо-
пуляций циркулирующих лимфоцитов у пациентов с 
тяжелым COVID-19 и пациентов, больных гриппом  
А(H1N1) 2009, E.T. Giamarellos-Bourboulis et al. вы-
явили сниженное количество CD3+CD4+CD45+ лим-
фоцитов и повышенное количество CD19+CD45+ 
лимфоцитов при COVID-19. При этом концентрация 
иммуноглобулинов основных классов (IgM, IgG, IgA) 
в плазме крови пациентов с COVID-19 сохранялась 
низкой [28]. Таким образом, выявляемый в лимфати-
ческих узлах морфологический субстрат гуморального 
звена иммунитета при COVID-19 тяжелого течения не 
транслируется в эффективный гуморальный иммун-
ный ответ с выработкой нейтрализующих анти-SARS-
CoV-2 антител. Cледует подчеркнуть, что в среднем к 
14-м суткам после инфицирования уровень антител 
IgG должен достигать максимальных значений, однако 
вирусспецифичные антитела типов IgG1, IgG2, IgG3 
могут активировать белок С4 системы комплемента, 
синтезируемый макрофагами легких, и способствовать 
повреждению ткани легких, ассоциированному с по-
вреждением сосудистых стенок.

Выявленная деплеция цитотоксических Т-лимфо-
цитов (CD8+) представляет собой морфологический 
субстрат истощения клеточного иммунного ответа 
у пациентов с тяжелым и крайне тяжелым течением 
COVID-19. Данные изменения в лимфатических узлах 
соотносятся с выявляемой CD8+ лимфопенией в кро-
ви у пациентов с COVID-19 тяжелого течения, что 
предлагается использовать в качестве независимого 
прогностического фактора и маркера эффективности 
терапии [29, 30]. Эти данные указывают на форми-
рование иммунодефицита у пациентов с тяжелым 
и крайне тяжелым течением COVID-19, что следует 
учитывать как фактор риска возникновения или обост-
рения бактериальных инфекционных заболеваний, 
имеющих высокую тенденцию к хронизации, при воз-
можном изменении эпидемиологической обстановки 
по ряду бактериальных инфекций. Полученные нами 
данные соотносятся с описанными Ф.Г. Забозлаевым 
с  соавторами лимфоидными инфильтратами межаль-
веолярных перегородок, а также периваскулярного 
интерстиция в разные сроки повреждения легких при 
COVID-19 и свидетельствуют в пользу быстрого ис-
тощения Т-клеточного цитотоксического иммунного 
ответа. Представляют интерес данные этой группы 
исследователей о слабой выраженности гумораль-
ного ответа при фульминантном течении COVID-19, 
интерстициальной пневмонии (до 10 суток) наряду 
с резким снижением CD20+ В-клеток и отсутствием 
плазматических клеток в персистирующую фазу по-
вреждения легких (11–20-е сутки), что контрастирует с 
морфологической картиной выраженного реактивного 
плазмоцитоза в регионарных внутригрудных лимфати-
ческих узлах, которую мы наблюдали в нашей группе 
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пациентов с COVID-19 с медианой длительности забо-
левания 19 дней. В связи с изложенным выше следует 
отметить, что выраженный морфологический субстрат 
гуморального иммунитета в лимфатических узлах не 
обеспечивает эффективный гуморальный системный 
(циркулирующие антитела классов M и G) и местный 
ответ (антитела класса A и их клетки-продуценты 
в легких) [12, 28].

Общая деплеция лимфоцитов в крови (лимфопе-
ния), выявленная у всех пациентов в исследованной 
нами выборке при прогрессировании заболевания, опи-
сывается рядом авторов у значительной части паци-
ентов с COVID-19 тяжелого течения [20–23]. Помимо 
этого существуют опубликованные данные о выражен-
ной деплеции лимфоцитов во вторичных иммунных 
органах (лимфатические узлы, селезенка), однако они 
весьма ограничены. Так, массивные некрозы и поля 
апоптотически измененных лимфоцитов с нарушением 
дифференциации лимфоидных фолликулов и паракор-
тикальной зоны лимфатических узлов описаны Y. Chen 
et al. на выборке из шести пациентов [30]. В нашем 
исследовании в одном наблюдении выявлен крупноо-
чаговый некроз лимфоидной ткани, скорее вследствие 
тромбирования сосудов разного калибра. Несмотря на 
обеднение В-зависимой зоны с тенденцией к выражен-
ной редукции лимфоидных фолликулов, гистоархитек-
тоника лимфатических узлов была в целом сохранна 
в большинстве случаев, за исключением трех лимфати-
ческих узлов с массивными кровоизлияниями в строме 
и просветах лимфоидных синусов. На светооптическом 
уровне ни в одном из наблюдений нами не выявлены 
выраженные признаки апоптоза. При использовании 
метода трансмиссионной электронной микроскопии, 
по данным H.Y. Zheng et al. [31], в клетках лимфатиче-
ских узлов и селезенки можно обнаружить вирусные 
частицы. 

Предполагается важная роль клинически значимой 
лимфопении в патогенезе тяжелого течения COVID-19, 
однако механизмы ее развития до сих пор остаются 
неясными. Рядом авторов выдвинуты гипотезы о раз-
личных факторах, приводящих к снижению количест-
ва лимфоцитов. Рассматриваются такие механизмы 
как SARS-CoV-2-индуцированный апоптоз и IL-1β-
индуцированный пироптоз в рамках «цитокинового 
шторма» и синдрома активации макрофагов (вторич-
ного гемофагоцитарного лимфогистиоцитоза) [16, 20, 
32–34]. Показано, что цитокиновый профиль пациентов 
с COVID-19 тяжелого течения соответствует наблюдае-
мому при синдроме активации макрофагов [28, 32], что 
соотносится с таковым при туберкулезной инфекции. 
Необходимо отметить, что в нашем исследовании 
в большинстве случаев были выявлены морфологи-
ческие признаки гемофагоцитоза разной степени вы-
раженности (в синусах лимфатических узлов), которые 
могут наблюдаться при септическом шоке вирусной, 
бактериальной этиологии, гемотрансфузиях, неоплас-
тическом синдроме, а также наиболее заметны при 

синдроме активации макрофагов [33, 34]. Подобные 
изменения были описаны отечественными авторами у 
пациентов с COVID-19 [34].

Деплеция лимфоцитов не единственный возможный 
механизм неэффективного иммунного ответа при внед-
рении SARS-CoV-2 в организм человека. Так, наряду со 
снижением количества лимфоцитов может наблюдаться 
их функциональное истощение. Значительное функцио-
нальное истощение CD4+ и CD8+ T-лимфоцитов с вы-
соким уровнем экспрессии антигенов-супрессоров уже 
описано при инфекциях, вызванных вирусами гепати-
та В и С, ВИЧ, аденовирусами [35]. Появляются данные 
о наличии данного фактора в патогенезе нарушения 
иммунного ответа и при COVID-19 [36, 37]. Согласно 
результатам исследования B. Diao et al., при COVID-19 
тяжелого течения наблюдается повышенная экспрессия 
маркеров истощения (PD-1 и др.) Т-лимфоцитами как 
в крови, так и в ткани легких [24]. В рамках своего 
исследования мы провели оценку функционального 
истощения лимфоцитов в ткани лимфатических узлов с 
использованием антител к PD-1 и выявили повышение 
его экспрессии в части лимфоидных клеток, преиму-
щественно в паракортикальной зоне. Интересно, что 
количество лимфоидных клеток с экспрессией CD30 
(маркер активации лимфоцитов) было сопоставимо с 
количеством лимфоидных клеток, экспрессирующих 
PD-1. Такая картина может быть связана с первичной 
избыточной активацией лимфоидных клеток, которая 
быстро приводит к их истощению, что выражается в од-
номоментном присутствии увеличенного количества 
лимфоидных клеток с экспрессией в ткани лимфати-
ческого узла этих функционально противоположных 
маркеров. 

Обнаруженные нами изменения в кровеносных 
сосудах (полнокровие, феномен сладжа эритроцитов, 
формирование тромбов, набухание стенок) и строме 
(диапедезные и массивные кровоизлияния) лимфа-
тических узлов сходны с явлениями, описанными 
отечест венными и зарубежными авторами в ткани 
легких, а также в селезенке и лимфоузлах [11–13, 34], 
и иллюстрируют эндотелиальные нарушения и из-
менения сис темы свертываемости крови, которые 
определяются лабораторно. Часто наблюдаемое раз-
витие гиперкоагуляционного синдрома у пациентов 
с COVID-19 непосредственно связано с патогенезом 
заболевания: одним из основных предполагаемых ме-
ханизмов считается связывание вирусом рецептора 
АПФ2 (молекулярная мишень для SARS-CoV-2) при 
его проникновении в эндотелиоциты и, как следствие, 
нарушение метаболизма ангиотензина II, приводящее 
к активации эндотелия, выбросу провоспалительных 
цитокинов, нарушению проницаемости стенки со-
судов разного калибра и их целостности, формиро-
ванию эндотелиита и тромбоваскулитов [18, 19, 34]. 
В нашем исследовании на светооптическом уровне 
набухание эндотелия венул (косвенный признак ак-
тивации и повреждения эндотелия) было нерезко вы-
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раженным. Вероятнее всего, это может быть связано 
с тем, что была проведена оценка ткани лимфатиче-
ских узлов на поздних этапах развития заболевания, 
в то время как предполагаемая активация эндоте-
лия происходит на ранней стадии внедрения вируса  
в клетки-мишени.

Заключение
Морфологическая картина и результаты ИГХ ис-

следования в ткани лимфатических узлов пациентов 
с COVID-19 тяжелого и крайне тяжелого течения де-
монстрируют морфоиммуногистохимический субстрат 
истощения иммунного ответа, что характеризуется 
как деплецией В-клеток и CD8+ Т-лимфоцитов, так 
и значительным реактивным плазмоцитозом, возмож-
но, ассоциированным с неэффективной продукцией 
антител. Другим объяснением может служить отсут-
ствие значимой роли гуморального иммунитета при 
тяжелых формах COVID-19, при которых активация 
Т-клеточного звена иммунитета имеет решающее 
значение. Соотношение экспрессии активационного 
антигена CD30 и супрессорного белка PD-1 свидетель-
ствует об избыточной активации лимфоцитов с по-
следующим быстрым функциональным истощением. 
Таким образом, наблюдаются признаки несостоятель-
ности Т-клеточного иммунитета у пациентов, страда-
ющих COVID-19 тяжелого и крайне тяжелого течения, 
что сопровождается неэффективностью гуморального 
ответа. В совокупности описанные явления позволяют 
высказать предположение о формировании иммуно-
дефицита у пациентов со среднетяжелым и тяжелым 
течением COVID-19, что обусловливает возможность 
присоединения либо реактивации инфекций вирусной 
или бактериальной этиологии, имеющих тенденцию 
к хронизации. 
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Morphological features and the functional state  
of connective tissue of the uterine rudiments in reproductive age 
patients with Mayer–Rokitansky–Küster–Hauser syndrome
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Introduction. Female patients with Mayer–Rokitansky–Küster–Hauser syndrome (MRKH) have high 
stigma scores; the condition severely affects the reproductive system. The study aimed at specification 
of morphological features and assessment of the maturity of connective tissues of the uterine rudiments 
in MRKH. 
Patients and methods. The study included 42 patients with vaginal and uterine aplasia having functioning 
uterine rudiments and 47 patients of the control group without genital malformations. Age of the patients was 
20-24 years in 67.2% of the cases, and 31.2% of the patients were aged ≤ 19, inclusive. Immunohistochemi-
cal assay was applied to determine expression levels of collagen I, collagen III, ММР2, ММР9, TIMP1, 
fibronectin and laminin proteins within the functioning uterine rudiments in comparison with levels of the 
same proteins in normally developed uterine tissues.
Results. Decreased expression of collagen type I and elevated levels of MMP2 and MMP9 proteins in uterine 
tissues were observed for the group of patients with MRKH.
Conclusions. 1) Uterine rudiments in patients with MRKH show variable degree of morphological similarity 
with the normally developed uterus; 2) The functioning uterine rudiments are subject to the same pathological 
processes as the normally developed uterus (myoma, endometriosis). 3) The functioning uterine rudiments 
in patients with MRKH show altered patterns of connective tissue remodeling, with decreased expression 
of collagen type I and increased expression of matrix metalloproteinases MMP2 and MMP9.
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Морфологические особенности и состояние соединительной ткани  
маточных рудиментов пациенток репродуктивного возраста с синдромом  
Мейера–Рокитанского–Кюстера–Хаузера
А.В. Асатурова, Н.М. Файзуллина, М.В. Бобкова, А.С. Аракелян,  
А.В. Трегубова, Т.Ю. Смольнова, Л.В. Адамян
ФГБУ Национальный медицинский исследовательский центр акушерства, гинекологии и перинатологии  
имени академика В.И. Кулакова Минздрава России, Москва, Россия

Введение. Пациентки с синдромом Мейера–Рокитанского–Кюстера–Хаузера (МРКХ) имеют высо-
кий порог стигматизации и находятся в зоне риска развития заболеваний женской репродуктивной 
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Introduction
Congenital aplasia of the uterus is pathognomonic for 

the Mayer-Rokitansky-Küster-Hauser syndrome (MRKH, 
a.k.a. Müller’s aplasia) and testicular feminization syn-
drome (a.k.a. androgen insensitivity syndrome) [1–3]. Such 
defects can also be observed in combined malformations 
of the urinary system and gastrointestinal tract (cloacal 
malformations and anorectal anomalies) [4] and some other 
syndromic malformations, e.g. oculo-auriculo-vertebral 
syndrome, Al-Awadi/Raas-Rothschild syndrome, Klippel-
Feil anomalies, etc. [5, 6].

Patients with MRKH have normal female karyotypes 
and normally functioning ovaries, which ensure proper 
development of gender-specific traits. Still, the patients 
either lack the uterus and upper portion of the vagina, 
or have uterine rudiments. The syndrome occurs with a 
frequency of 1 in 5000 newborn girls. The etiology of 
MRKH development is still unknown and is considered 
by most authors within the framework of embryonic  
disorders [7–9].

MRKH typically presents with either complete aplasia 
of the uterus (64%) or the presence of functioning uterine 
rudiments (24%) and developmental abnormalities of the 

fallopian tubes and ovaries in combination with multiple 
malformations of other organs and systems [10, 11].

Despite the obvious genetic causation associated with 
increased stigmatization in the patients with genital defects, 
morphological and molecular mechanisms of MRKH onset 
remain unclear. Immunohistochemical (IHC) profiles of 
connective tissues in the uterine rudiments (content of dif-
ferent types of collagen, metalloproteinases (MMPs) and 
their inhibitors (TIMPs), fibronectin and laminin) require 
further investigation [12].

The aim of this study was to identify morphological 
features and assess the maturity of connective tissue of 
the functioning uterine rudiments in patients with MRKH.

Patients and methods 
The study included 42 patients with karyotype 46XX, 

having vaginal and uterine aplasia with a functioning uter-
ine rudiment, admitted to the Department of Operative Gy-
necology of the V.I. Kulakov National Medical Research 
Center for Obstetrics, Gynecology, and Perinatology for 
surgical correction of genital malformations during the 
period 1995-2016. These patients constituted the MRKH 
group. The control group consisted of 47 patients without 

системы. Цель исследования – выявить морфологические особенности и оценить зрелость соедини-
тельнотканных структур маточных рудиментов при синдроме МРКХ.
Материалы и методы. Обследованы 42 пациентки основной группы с аплазией влагалища и матки 
с функционирующими рудиментами и 47 пациенток группы контроля без пороков развития половых 
органов, средний возраст которых в 67,2% случаев приходился на возрастную группу 20–24 года, 
в 31,2% случаев – на группу до 19 лет включительно. Проведены иммуногистохимические исследо-
вания функционирующих рудиментов матки для выявления уровня экспрессии белков коллагена I, 
коллагена III, ММР2, ММР9, TIMP-1, фибронектина, ламинина.
Результаты. Выявлено снижение уровня экспрессии коллагена I и повышение уровня экспрессии 
ММР2 и ММР9 в основной группе пациенток с функционирующим маточным рудиментом.
Заключение. 1) Строение маточных рудиментов у пациенток с синдромом МРКХ может быть при-
ближено к строению тела матки с функционирующим эндометрием, а может существенно отличать-
ся. 2) Функционирующие рудименты матки могут подвергаться тем же патологическим процессам, 
что и нормальная матка (миома, эндометриоз). 3) В функционирующих маточных рудиментах при 
синдроме МРКХ по сравнению с группой контроля выявлены признаки замедления процессов ремо-
делирования соединительной ткани: снижение уровня зрелого коллагена I и повышенный уровень 
экспрессии матриксных металлопротеиназ MMP2 и ММР9.
Ключевые слова: аплазия влагалища и матки, маточные рудименты, металлопротеиназы, ремоде-
лирование, ММР2, ММР9
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genital malformations admitted for surgical treatment of 
gynecological conditions during the same period. Age of 
the patients constituted 20-24 years in 67.2% of the cases, 
and 31.2% of the patients were aged ≤ 19, inclusive. All 
patients of the MRKH group complained about the ab-
sence of menstruation and the inability to have sex due to 
vaginal dysplasia. In 23 cases (54.8%), the patients with 
MRKH complained about cyclical pains in the lower ab-
domen. Nine patients (21.4%) of the MRKH group had 
natural colpopoiesis as a result of regular attempts at sexual  
activity.

The methods included anamnestic, physical, genetic 
(karyotyping) and ultrasound examination of the pelvic 
cavity and kidneys, complemented with MRI in certain 
cases to exclude other complex/syndromic malformations 
and/or excretory urography to assess functional state of the 
urinary system and the kidneys. Most of the patients were 
admitted to the V.I. Kulakov National Medical Research 
Center for Obstetrics, Gynecology, and Perinatology with 
indications for surgical correction (colpopoiesis).

Surgical specimens were collected from all patients for 
routine histological examination and immunohistochemical 
assessment of connective tissue markers.

For immunohistochemistry, 4 μm paraffin sections 
were slide-mounted and dried at +37 °C for 18 hours. 
Deparaffinized sections were rehydrated in ethanol series 
(95°, 80° and 70°, for 2 minutes each). The epitope re-
trieval was carried out in a PT Link station (Dako, USA) 
using 10 mM citrate buffer, pH 6.0, at 97 °C for 20 min-
utes. The cooled slides were placed in humid chambers 
(to prevent drying) and incubated for 15 minutes in a 3% 
hydrogen peroxide solution to block the endogenous per-
oxidase activity. The reaction with primary antibodies was 
carried out for 30 minutes at room temperature. The list of 
primary antibodies used in the study included monoclonal 
mouse antibodies to MMP2 (clone 6E3F8, 1:200, Abcam, 
UK) and monoclonal rabbit antibodies to MMP9 (clone 
EP1254, 1:200, Abcam, UK), as well as polyclonal rabbit 
antibodies to TIMP1 (1:50, NeoMarkers, USA), Fibronec-
tin (1:50, Dako, Denmark), Laminin alpha-1 (1:50, Santa 
Cruz Biotechnology, USA), Collagen I alpha-1 (1:500, 
GeneTex, USA), and Collagen III alpha-1 (1:1000, Ge-
neTex, USA).

Vizualization of the signals was accomplished with the 
use of Dako REAL EnVision Detection System (Peroxi-
dase/DAB+, Rabbit/Mouse; Dako, Denmark) as second-
ary antibodies. The oxidation of the 3,3-diaminobenzidine 
(DAB) substrate by horseradish peroxidase in the presence 
of hydrogen peroxide yielded the water-insoluble brown 
final product. For correct interpretation of the IHC data, 
appropriate controls were included in each series, with 
negative controls set without the addition of primary an-
tibodies and positive controls for each antibody selected 

according to the manufacturer’s specifications. Follow-
ing the IHC reactions, the sections were counterstained 
with Mayer’s hematoxylin and embedded in Shandon™ 
synthetic mountant (Thermo Fisher Scientific, USA). 
Connective tissue structures were characterized based on 
the appearance of extracellular matrix and cellular ele-
ments. The maturity of connective tissue was assessed by 
expression levels of collagens, fibronectin and laminin, 
MMP2, MMP9 and TIMP1. The images were charac-
terized by conventional semi-quantitative scoring, with 
grade 0 for the lack of positive signal, grade 1 for ≤ 20%, 
grade 2 for 20-40%, and grade 3 for ≥ 40% of reactive  
cells [13].

Results 
The predominant type of surgical treatment was pelvic 

peritoneal colpopoiesis (71.4% of the cases, n = 30). Con-
comitant intraoperative findings included hypoplasia or 
aplasia of fallopian tubes, congenital unilateral absence of 
a fallopian tube and ovary (n = 2) and an elongated ovary 
with suspected ovotestis (n = 3). 

Morphological examination of the rudimentary uter-
ine bodies revealed functionally active focal endometrium 
in 17 (40.5%) of the cases, with 12 of them comprising 
proliferative phase and 5 specimens comprising secretory 
phase. Focal endometrium without signs of functional ac-
tivity was observed in 9 cases (21.4%). In the rest 16 cases 
(38.1%), no endometrium was identified. Morphological 
examination of the rudimentary uterine horns revealed 
endometrium with the signs of functional activity (most 
often corresponding to proliferative phase) in 30 cases  
(71.4%, Fig. 1 B).

In addition, the examination revealed internal endo-
metriosis in seven patients (16.7% of the cases) and thin 
endometrium with inflammatory changes in five patients 
(11.9% of the cases).

Control images represent myometrium and endome-
trium of the normally developed uterus (Fig. 1A); the ma-
terial was obtained during laparoscopic management of 
common uterine pathologies, mostly fibroids. Figure 1B 
shows muscle tissue of a functioning rudimentary horn; the 
insert represents an area with lining endometrium.

IHC study of the resected material revealed expression 
of collagen type I within endometrial stroma in 37 patients 
of the MRKH group (88.1% of the cases) and 47 patients 
of the control group (100% of the cases). Ubiquitous ex-
pression of collagen type I in myometrium was observed 
in both groups (Fig. 1 C, D).

Ubiquitously high expression of collagen type III within 
endometrial stroma and myometrium was observed in both 
groups. By contrast, no expression of collagen type III in 
endometrial glands was detected in any of the specimens 
examined.
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А B

C D

E F

Fig. 1. Morphology and immunophenotype of myometrium in women without uterine malformations and patients  
with Mayer–Rokitansky–Küster–Hauser syndrome. 

 A – normal myometrium, B – myometrium of the functioning remnant horn (in the box: endometrium present),  
C – collagen I expression in normal myometrium, D – collagen I expression in myometrium of the functioning remnant 
hornmuscle tissue, E – MMP9 expression in normal myometrium, F – MMP9 expression in myometrium of the functioning 
remnant hornmuscle tissue. A, B – H&E stain, scale bar 200 μm, C–F – immunohistochemical assay, scale bar 300 μm

Рис. 1. Морфология и иммунофенотип неизмененного миометрия женщин без пороков развития матки и пациенток с синдромом 
Мейера–Рокитанского–Кюстера–Хаузера. 

 А – неизмененный миометрий, В – мышечная ткань функционирующего рудиментарного рога  
(во врезке – с наличием выстилающего эндометрия), С – экспрессия коллагена I типа в миометрии женщин контрольной 
группы, D – экспрессия коллагена I типа в мышечной ткани рудиментарного рога,  
E – экспрессия MMP9 в миометрии женщин контрольной группы, F – экспрессия MMP9 в мышечной ткани 
рудиментарного рога. A, B – окраска гематоксилином и эозином, масштабный отрезок 200 мкм,  
C–F – иммуногистохимическое окрашивание, масштабный отрезок 300 мкм
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IHC staining for MMP2 (a.k.a. gelatinase A) revealed 
positive signals in the cytoplasm of endometrial gland cells 
in all patients of both groups. In the MRKH group, the 
MMP2 staining intensity was higher than in the control 
group. Within endometrial stroma, the MMP2 signal was 
observed in one patient of the MRKH group and none of 
the patients of the control group. Within myometrium, the 
MMP2 signal was observed in two patients of the MRKH 
group and one patient of the control group. The data indi-
cate that (1) expression of MMP2 in the uterus is typically 
confined to endometrial glands and (2) MMP2 is stronger 
expressed in uterine rudiments than in normally developed 
uteruses.

IHC staining for MMP9 (a.k.a. gelatinase B) revealed 
its expression in endometrial glands in 16 patients of the 
MRKH group (38.1% of the cases). In endometrial stroma, 
the corresponding signal was observed in 32 patients of 
the MRKH group (76.2% of the cases), and its level was 
increased significantly compared with the control group 
(Fig. 1 E, F). In myometrium, the distinct MMP9 signal 
was observed for 26 patients of the MRKH group (61.9% 
of the cases) and none (0%) of the control group patients.

Thus, expression levels of MMP2 and MMP9 in uterine 
tissues were higher in the MRKH group compared with 
the control group. Expression levels of TIMP1, adhesive 
glycoprotein laminin and fibronectin were detectable in 
none (0%) of the tissue samples examined.

Discussion
Histological analysis of the uterine rudiments with 

confirmed functional activity revealed predominance of 
proliferative phase (observed in 71.4% of the cases), with 
secretory phase being less common. This observation is 
consistent with published evidence indicating that en-
dometrium of the uterine rudiments consists mainly of 
the basal layer [14]. Certain studies suggest the possibil-
ity of proper endometrial differentiation in the uterine 
rudiments, while also noting that the differentiation is 
less pronounced in patients with concomitant malforma-
tions of other organs and systems [15]. The violation of 
decidualization processes in the endometrium of uterine 
rudiments compared with the endometrium of normally 
developed uteruses has been also confirmed histologically 
[16]. However, the reported findings on the endometrial 
cycle in MRKH are incidental, and no systemic efforts can 
be undertaken as yet due to the lack of uniform criteria 
for the morphological assessment.

The IHC data obtained by us in this study indicate de-
creased expression of collagen type I in the myometrium 
of functioning uterine rudiments compared with the myo-
metrium of normally developed uteruses. A decrease in the 
levels of mature collagen may indicate decreased rates of 
connective tissue remodeling associated with abnormal 

synthesis/assembly of collagen, as well as its excessive 
degradation, impaired cross-linking, autoimmune reactiv-
ity, etc. As is known, collagen diseases not necessarily rep-
resent a consequence of mutations in the collagen-encoding 
genes per se, but may also result from defects in collagen 
biosynthesis, post-translational modification, secretion, 
remodeling and self-assembly; all these stages are served 
and orchestrated by a plethora of genes [17].

The results obtained in this study indicate increased ex-
pression of matrix metalloproteinases MMP2 and MMP9 in 
the functioning uterine rudiments of patients with MRKH. 
Metalloproteinases are involved in tissue remodeling, an-
giogenesis, cell growth, cell migration and differentiation, 
apoptosis, extracellular matrix turnover, etc. The increased 
MMP levels observed within the uterine rudiments may 
reflect the functional failure. It should be noted that, re-
portedly, these levels may vary, with MMP2 expression 
in certain cases hardly exceeding the lower detection  
limit [15].

The obtained results still prevent clear conclusions 
about the existence of characteristic patterns of distribution, 
expression and accumulation of metalloproteinases within 
the uterine rudiments. Further studies in this direction are 
needed to support and expand these primary IHC profiles 
of connective tissue structures of the uterine rudiments in 
MRKH.

Conclusions
Uterine rudiments in patients with MRKH show vary-

ing degree of morphological similarity with the normally 
developed uterus. The degree of alterations in functional 
morphology of the uterus (myometrial hypotrophy, endo-
metrial insufficiency) correlates with concomitant malfor-
mations of other organs in these patients.

The functioning uterine rudiments in MRKH are subject 
to the same pathological processes as the normally devel-
oped uterus (fibroids, endometriosis).

Decreased rates of connective tissue remodeling were 
revealed in the group of patients with functioning uterine 
rudiments compared with the control group, including a de-
crease in the levels of mature collagen type I and increased 
expression levels of matrix metalloproteinases MMP2 and 
MMP9.
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Комплексное цитологическое  
и иммуноцитохимическое исследование ликвора 
в диагностике интракраниальных метастазов  
рака молочной железы
Л.Я. Фомина1, Л.В. Мехеда1, О.С. Собеля1,  
Н.К. Шахпазян1, Т.Г. Гаспарян1,2, Н.В. Севян1,3
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Введение. Рак молочной железы является вторым по частоте метастазирования после рака легкого у 
мужчин – от 5 до 48%, в зависимости от биологического подтипа опухоли. Цитологическое исследо-
вание ликвора относится к одним из золотых стандартов диагностики метастатических поражений 
головного мозга и наряду с другими современными методами позволяет повысить их выявляемость. 
Обнаружение клеток метастаза рака молочной железы в ликворе является неблагоприятным прог-
ностическим признаком. Для таких пациенток цитологическое исследование имеет предиктивную 
значимость: отсутствие клеток опухоли в цереброспинальной жидкости можно рассматривать как 
признак эффективности интратекальной терапии. Точность цитологического заключения напрямую 
зависит от подробного сбора анамнеза, тем более что гистологически подтвердить диагноз удает-
ся не всегда. Применение иммуноцитохимического исследования увеличивает чувствительность 
цитологической диагностики. Цель работы – оценить возможности комплексного цитологического 
и иммуноцитохимического исследования ликвора в диагностике вторичных церебральных поражений 
при раке молочной железы.
Материалы и методы. Проведено 169 цитологических исследований 55 пациенток с раком молоч-
ной железы с метастазами в головном мозге. Материал для исследования был получен с помощью 
люмбальных пункций. С целью уточнения цитологического диагноза 36 пациенткам проведены 
44 иммуноцитохимических исследования и 117 иммуноцитохимических реакций.
Результаты. Диагностическая чувствительность цитологического метода составила 69,8%. Приме-
нение иммуноцитохимического исследования повысило чувствительность цитологической диагнос-
тики до 72,3%. У 29 пациенток с помощью иммуноцитохимического исследования был определен 
гистогенез опухоли.
Заключение. Цитологическое исследование ликвора зачастую является единственным методом 
первичной морфологической диагностики метастазов рака молочной железы в центральной нерв-
ной системе. Применение иммуноцитохимических реакций значительно расширяет возможности 
цитологической диагностики, позволяя обнаружить единичные опухолевые клетки в материале 
и в большинстве случаев определить гистогенез метастатического новообразования, что повышает 
чувствительность метода.
Ключевые слова: рак молочной железы, цитологическое и иммуноцитохимическое исследование 
ликвора
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Введение
Метастатические поражения головного мозга 

в среднем встречаются у 3–8,5% пациентов с онко-
логическими заболеваниями [1–3]. Рак молочной же-
лезы (РМЖ) является вторым по частоте метастази-
рования после рака легкого у мужчин – от 5 до 48%, 
в зависимос ти от биологического подтипа опухоли [4]. 
Ежегодное увеличение числа пациенток с РМЖ с ме-
тастазами в головном мозге объясняется несколькими 
причинами – совершенствованием методов диагности-
ки и более эффективной системной терапией экстра-
краниального поражения. При условии современного 
и своевременного системного лечения РМЖ пациентки 
стали доживать до метастазов в головном мозге [5]. 

Риск развития РМЖ увеличивается с возрастом: 
в 0,8% случая заболевание манифестирует в возрасте 
до 30 лет, в 6,5% – в 30–40 лет, и более 90% случаев 
возникает после 40 лет.

Метастатическое поражение головного мозга 
в 20–48% случаев регистрируют у пациенток с HER2-

гиперэкспрессирующим и тройным негативным под-
типами [6–8]. К факторам, повышающим риск развития 
метастазов в головном мозге у пациенток с РМЖ с трой-
ным негативным подтипом, относят гиперэкспрессию 
EGFR, цитокератинов 5/6 [9] и мутацию BRCA1/2 [10, 11].

Рак молочной железы в 80–85% случаев метастази-
рует в большие полушария головного мозга, в 10–15% – 
в мозжечок, в 3–5% – в ствол мозга и менее чем в 1% – 
в спинной мозг. Метастазы в головном мозге в основном 
имеют гематогенный характер и продуцируют более вы-
сокие уровни фактора роста эндотелия сосудов (VEGF) 
по сравнению с первичной опухолью РМЖ и экстракра-
ниальными метастазами. Отмечена взаимосвязь между 
гиперэкспрессией VEGR и HER2, ангиогенезом и мета-
стазированием HER2-позитивного РМЖ в головном моз-
ге [12]. В 5–20% случаев отмечается поражение оболочек 
мозга и в 1% помимо поражения головного мозга мета-
стазы выявляются в оболочках спинного мозга [13–16]. 
Выживаемость пациенток с лептоменингеальными ме-
тастазами РМЖ составляет в среднем 4 месяца [17]. 

Complex cytological and immunocytochemical study of cerebrospinal fluid in the intracranial 
breast carcinoma metastases diagnosis
L.Y. Fomina1, L.V. Mekheda1, O.S. Sobelya1,  
N.K. Shakhpazyan1, T.G. Gasparyan1,2, N.V. Sevyan1,3

1 N.N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology of the Ministry of Health of Russia, Moscow, Russia
2 Research Center of Neurology, Moscow, Russia
3 I.M. Sechenov First Moscow State Medical University of the Ministry of Health of Russia (Sechenov University), Moscow, Russia

Introduction. Metastases of breast cancer are detected in 5 to 48% cases, depending on the biological tumor 
subtype, which is the second most common after lung cancer in men. Cytological liquor analysis is one of 
the “gold standards” for the metastatic brain lesion identification, and, among other modern approaches, it 
can increase the CNS metastasis detection. Breast cancer cell identification in cerebrospinal fluid is a poor 
prognostic factor. A cytological examination has a predictive significance for these patients: the absence of 
tumor cells in the cerebrospinal fluid can be considered the sign of the intrathecal therapy effectiveness. The 
accuracy of the cytological diagnosis directly depends on the detailed patient’s history. Immunocytochemical 
assays increase the sensitivity of the cytological diagnostics. The aim of the study was to evaluate the ca-
pabilities of comprehensive cytological and immunocytochemical studies in the secondary cerebral lesions 
diagnosis in breast cancer patients.
Materials and methods. We conducted 169 cytological studies in 55 breast cancer patients with brain metas-
tases. Liquor samples were obtained using lumbar punctures. 36 patients underwent 44 immunocytochemical 
studies and 117 immunocytochemical reactions to clarify the cytological diagnosis.
Results. The sensitivity of the cytological method was 69.8%. Immunocytochemistry increased the sensitiv-
ity to 72.3%. In 29 patients, the tumor histogenesis was determined using an immunocytochemical assay.
Conclusion. The liquor cytological analysis is frequently the only primary morphologic diagnostic method to 
detect breast cancer metastasis within the central nervous system. Immunocytochemical assay significantly 
expands the possibilities of cytological study, allowing health care specialists to detect single tumor cells in 
samples and determine the metastatic neoplasm histogenesis in most cases, which also increases sensitivity.
Keywords: breast cancer, cytological and immunocytochemical study of cerebrospinal fluid
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Манифестируют церебральные метастазы РМЖ за-
частую в виде кистозных образований.

К современным методам диагностики метастати-
ческих поражений головного мозга наравне с магнит-
но-резонансной томографией (МРТ), рентгеновской 
компьютерной томографией (КТ), позитронно-эмисси-
онной томографией (ПЭТ), радиоизотопным сканиро-
ванием оболочек головного мозга и стереотаксической 
биопсией относится цитологическое и иммуноцито-
химическое исследование спинномозговой жидкости 
(СМЖ), полученной при тонкоигольной аспирацион-
ной биопсии, а также содержимого кистозных полостей 
и объемных образований головного мозга. 

Метастатическое поражение головного мозга у па-
циенток с РМЖ – самый частый из диагнозов, устанав-
ливаемых цитологически по материалу СМЖ.

Материал СМЖ обычно получают посредством люм-
бальной, субокципитальной или вентрикулярной пунк-
ции, из мест подкожного скопления ликвора в области 
послеоперационных рубцов или во время оперативного 
вмешательства из боковых желудочков мозга. Также для 
диагностики метастатических поражений материал мож-
но получить с помощью пункции объемных образований 
головного мозга, из резервуара Оммайя и отпечатков с 
биопсийного материала или удаленной опухоли.

Точность цитологического заключения напрямую 
зависит от подробного сбора анамнеза, тем более что 
гистологически подтвердить диагноз удается не всегда.

Клиницисту в направлении на цитологическое ис-
следование ликвора необходимо указать следующее:

 y место/способ взятия материала;
 y возраст пациентки, клинический диагноз, симп-
томы; 

 y результаты других исследований (ПЭТ, КТ, МРТ, 
маммография, ультразвуковое исследование, пре-
дыдущее цитологическое и иммуноцитохимиче-
ское исследование и т.д.);

 y предшествующее лечение и хирургические ма-
нипуляции.

Средняя чувствительность цитологического метода 
в выявлении опухолей ЦНС невысока и, по данным 
разных источников литературы, составляет от 41,3 до 
60% [18, 19]. При лептоменингеальном распростра-
нении опухоли злокачественный процесс может быть 
диагностирован в 70–90% случаев [19]. Чувствитель-
ность морфологической диагностики также возрастает 
при повторной пункции [20]. Относительно невысокая 
чувствительность метода объясняется следующим:

 y малые объем и клеточность ликвора; 
 y дегенерация клеток в жидкости; 
 y удаленность метастатического очага от места 
пункции;

 y зависимость от степени распространения опухоли 
по мозговым оболочкам. 

Доля ложнонегативных цитологических заклю-
чений может достигать 75% [21], ложнопозитивные 
результаты крайне редки. По данным собственных 

исследований, диагностическая чувствительность 
цитологического метода в выявлении метастазов в го-
ловной мозг составляет 74,6%. Сложности в оценке 
цитопрепаратов диктуют необходимость применения 
дополнительных методов, таких как биохимический, 
иммуноцитохимический (ИЦХ), проточная цитоме-
трия, однако в современной литературе данные об их 
использовании малочисленны [22–24]. 

ИЦХ исследование – это метод молекулярной имму-
нологической диагностики, применяемый для оценки 
наличия специфических антигенов (белков) в клетках с 
использованием специфических антител, которые свя-
зываются с антигенами, позволяя визуализировать их 
и анализировать под микроскопом. Применение ИЦХ 
метода значительно расширяет возможности цитологи-
ческого исследования, позволяя определить не только 
единичные клетки опухоли в материале, но и гистоге-
нез и органопринадлежность опухоли.

По нашим данным, применение ИЦХ увеличива-
ет чувствительность цитологической диагностики до 
81,5%. Сочетание морфологического исследования с 
современными методами визуализации (КТ, МРТ, МР-
ангиография и т.д.) также повышает выявляемость ме-
тастатических поражений головного мозга у пациенток 
с карциномами молочной железы [20].

На момент цитологического исследования диагноз 
«рак молочной железы», как правило, бывает установ-
лен: у большинства пациенток диссеминация опухоли 
проявляется неврологической симптоматикой. Обна-
ружение клеток метастаза РМЖ в СМЖ является не-
благоприятным прогностическим признаком. Наряду с 
этим для таких пациенток цитологическое исследова-
ние имеет предиктивную значимость: отсутствие кле-
ток опухоли в СМЖ можно рассматривать как признак 
эффективности интратекальной терапии [5]. 

Факторы, влияющие на чувствительность цитоло-
гического метода в исследовании СМЖ:

 y локализация опухоли (степень вовлечения мозго-
вых оболочек);

 y природа опухоли (злокачественная первичная или 
метастатическая);

 y место взятия материала;
 y объем материала (минимум 3 мл);
 y способ и скорость приготовления материала;
 y число исследований у одной пациентки.

Цель работы – оценить возможности комплексного 
цитологического и иммуноцитохимического исследо-
вания ликвора в диагностике вторичных церебральных 
поражений при раке молочной железы.

Материалы и методы
Проведено 169 цитологических исследований 55 па-

циенткам с РМЖ с метастазами в головном мозге. Воз-
раст их варьировал от 29 до 67 лет (средний возраст 
составил 48 лет). Материал для исследования был по-
лучен с помощью люмбальных пункций. Объем полу-
ченного ликвора составлял от 3 до 9 мл.
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Весь объем полученного материала использован для 
приготовления серии тонкослойных препаратов с помо-
щью цитологической центрифуги Cytospin-3 (Thermo 
Scientific, США). Для морфологической оценки два 
цитопрепарата окрашивали по Лейшману. Для ИЦХ 
исследования препараты фиксировали в растворе аце-
тона, маркировали и помещали в иммуногистостейнер 
BenchMark Ultra (Ventana Medical Systems, США) для 
ИЦХ окрашивания. С целью уточнения цитологическо-
го диагноза 36 пациенткам были проведены 44 ИЦХ 
исследования (некоторым неоднократно) и 117 ИЦХ 
реакций. В исследовании использовались следующие 
кроличьи и мышиные моноклональные антитела: СК7 
(Cell Marque, США, 0V-TL 12/30, разведение 1:100–
1:500), CD45 (Cell Marque, США, 2B11-PD726, разве-
дение 1:100–1:500), Estrogen receptor (ER) (Cell Marque, 
США, SP1, разведение 1:100–1:500), Progesterone re-
ceptor (PR) (Dako, США, PgR636, разведение 1:50), 
Кi67 (Spring, США, SP6, разведение 1:200), S100 (Cell 
Marque, США, 4C4.9, разведение 1:50–1:200), Ber-EP4 
(Dako, США, BerEp4, разведение 1:200–1:400), Her2/
neu (Cell Marque, США, C3-11, разведение 1:100), 
Mammaglobin (Cell Marque, США, 31 А5, разведение 
1:100–1:500), GATA3 (Cell Marque, США, L50-823, раз-
ведение 1:100–1:500), GCDFP – 15 (Cell Marque, США, 
23А3, разведение 1:100–1:500). 

Морфологическую оценку цитопрепаратов и оценку 
ИЦХ реакций проводили на микроскопе Nikon Eclipse 
Ci-S (Nikon Corporation, Япония).

Результаты
При цитологическом исследовании ликвора клетки 

опухоли уверенно диагностированы в 47,9% наблюде-
ний (81 из 169), что трактовалось как категория истин-
но положительных заключений, которые были также 
подтверждены методами визуализации. В категории 
сомнительных цитологических заключений в 10,1% 
случаев (n=17) требовалось проведение дифференци-
альной диагностики между клетками опухоли и други-
ми клетками ликвора, для чего применяли ИЦХ иссле-
дование. В категории ложноотрицательных заключений 
в 20,7% наблюдений (n=35) клетки опухоли выявить 
не удалось, хотя наличие метастатического поражения 
было верифицировано методами визуализации. Еще 
23 исследования (13,6% случаев) составили группу ис-
тинно отрицательных заключений (пациентки с распро-
страненным опухолевым процессом в анамнезе либо 
наличием неврологической симптоматики, у которых 
метастатическое поражение никакими методами под-
тверждено не было). В отдельных 7,7% случаев (n=13) 
клеточных элементов было недостаточно для проведе-
ния ИЦХ реакций – такой материал расценен как мало-
информативный. В категорию ложноположительных 
заключений ни один случай не вошел. Диагностическая 
чувствительность цитологического метода составила 
69,8%. Все категории цитологических заключений гра-
фически представлены на рисунке 1. 

Применение ИЦХ исследования позволило пере-
вести пять сомнительных заключений и четыре ложно-
отрицательных в категорию утвердительных (истинно 
положительных), что повысило чувствительность ци-
тологической диагностики до 72,3%. 

По результатам ИЦХ исследований (рис. 2) в 29 на-
блюдениях из 36 (80,6%) удалось подтвердить опухоле-
вую природу клеток в ликворе: цитологически клетки 
опухоли были выявлены в 27 из 29 случаев (93,1%), 
в остальных заключение дано в предположительной 
форме в двух из 29 случаев (6,9%). В трех наблюде-
ниях (8,3%) оценить ИЦХ реакции не представлялось 
возможным ввиду малого количества клеток в матери-
але. В остальных четырех случаях (11,1%) при ИЦХ 
исследовании клетки опухоли выявлены не были, при 
этом в 75% случаев (n=3) цитологически высказано 
предположение о диссеминации опухолевого процес-
са, в одном наблюдении (25%) клетки метастаза РМЖ 

Рис. 1. Категории цитологических заключений ликвора 
у пациенток с поражением центральной нервной 
системы метастазами рака молочной железы (n=169)

Fig. 1. Categories of cytological diagnosis made by liquor analysis 
in patients true with central nervous system metastases 
of breast cancer (n=169): 81 – truly positive,  
17 – doubtful, 36 – false negative, 23 – truly negative, 
13 – the material was not informative, 0 – false positive 

Рис. 2. Результаты иммуноцитохимических исследований 
ликвора у пациенток с поражением центральной нервной 
системы метастазами рака молочной железы (n=36) 

Fig. 2. Results of liquor immunocytochemical assay in patients 
with central nervous system metastases of breast cancer 
(n=36): 81% – breast cancer cells detected; 11 – no tumor 
cells identified; 8% – the material was not informative
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морфологически не были выявлены. У 29 пациенток 
(80,6%) с помощью ИЦХ также был определен гисто-
генез опухоли.

Клинический пример. Пациентка М., 58 лет. Клини-
ческий диагноз: рак левой молочной железы TхNхM1, 
метастаз в головном мозге. Носительница мутации 
BRCA1. Состояние после комплексного лечения. Уда-
ление метастаза головного мозга, курс лучевой терапии 
на весь объем головного мозга. Прогрессирование че-
рез 8 месяцев – множественные метастазы в головном 
мозге, канцероматоз оболочек центральной нервной 
системы, метастазы в легких, лимфоузлах, теле матки. 
По данным МРТ с контрастным усилением головно-
го и спинного мозга определяется МР картина мно-
жественного метастатического поражения вещества 
и оболочек головного (рис. 3) и спинного мозга (рис. 4).

Гистологическое заключение по биоптату узла ле-
вой височной доли, полученного в результате стерео-
таксической пункции: полиморфно-эпителиоиднокле-
точная опухоль.

Заключение иммуногистохимического исследова-
ния: инвазивный рак NST молочной железы (метастаз).

Заключение цитологического исследования лик-
вора: в полученном материале найденные изменения 
соответствуют метастазу аденогенного рака. Для уточ-
нения гистотипа опухоли рекомендуется ИЦХ иссле-
дование (рис. 5).

Рис. 3. Множественные метастазы рака молочной железы 
в головном мозге.  
А, В – на МРТ-изображениях с контрастным 
усилением визуализируется картина канцероматоза 
вещества и оболочек головного мозга

Fig. 3.  Multiple metastases of breast cancer in the brain.  
A, B – MRI images with contrast enhancement 
demonstrating carcinomatosis of the brain and its 
membranes

Рис. 4. Множественные метастазы рака молочной 
железы в спинном мозге. На МРТ-изображениях 
с контрастным усилением визуализируется картина 
канцероматоза вещества и оболочек спинного мозга

Fig. 4. Multiple metastases of breast cancer in the spinal cord. 
MRI images with contrast enhancement show the 
carcinomatosis of the spinal cord and its membranes

А

А

B

Рис. 5. Клетки метастаза рака молочной железы в ликворе. 
Цитологические препараты. Цитологическая 
картина представлена множеством клеток 
с выраженным полиморфизмом, высоким ядерно-
цитоплазматическим соотношением, с признаками 
железистой дифференцировки. Отмечаются митозы. 
Окраска по Лейшману. А – ×400, B – ×1000

Fig. 5. Metastastic breast cancer cells in the cerebrospinal 
fluid. Multiple cells with a pronounced polymorphism, 
a high nuclear-cytoplasmic ratio, with signs of glandular 
differentiation and prominent mitoses. Cytological slides. 
Leishman stain. A – ×400, B – ×1000

B
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Рис. 6. Клетки метастаза рака молочной железы в ликворе. Цитологические препараты.  
Иммуноцитохимическое окрашивание, ×400.

 А – выраженная экспрессия CK7 во всех опухолевых клетках, В – положительная экспрессия Mammaglobin в большей 
части клеток опухоли, С – положительная экспрессия Estrogen receptor в части клеток опухоли. D – выраженная 
экспрессия HER2/neu более чем в 10% клеток опухоли, 3+

Fig. 6. Metastatic breast cancer cells in the cerebrospinal fluid. ICH stain, ×400. 
 A – prominent CK7 reaction in all tumor cells, B – positive Mammaglobin expression in most of the tumor cells,  

C – positive Estrogen receptor expression in some of the tumor cells, D – pronounced HER2/neu expression  
in more than 10% of tumor cells, 3+

А B

C D
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Заключение ИЦХ исследования ликвора: экспрес-
сия CK7 – выраженная во всех опухолевых клетках; 
экспрессия Mammaglobin – положительная в большей 
части клеток опухоли; экспрессия Estrogen receptor – 
положительная в части клеток опухоли; экспрессия 
HER2/neu – выраженная более чем в 10% клеток опу-
холи, 3+. В полученном материале цитоморфология 
и иммунофенотип клеток опухоли соответствуют ме-
тастазу рака молочной железы (рис. 6).

Заключение
Цитологическое исследование ликвора зачастую яв-

ляется единственным методом первичной морфологи-
ческой диагностики метастазов рака молочной железы 
в центральной нервной системе. 

В нашем исследовании диагностическая чувстви-
тельность цитологического исследования составила 
69,8%, а применение иммуноцитохимического иссле-
дования повысило ее до 72,3%. 

Возможности цитологического метода во многом 
определяются локализацией метастатического очага 
в головном мозге и степенью его лептоменингеального 
распространения.

Соблюдение правил преаналитики обязательно, так 
как некорректное взятие материала или несвоевремен-
ное его поступление в лабораторию приводит к потере 
клеток в ликворе и их дегенерации. 

Увеличение числа пункций и объема получаемого 
материала, а также обработка образцов в кратчайшие 
сроки позволяют максимально точно поставить цито-
логический диагноз и дополнительно провести имму-
ноцитохимическое исследование. 

Применение иммуноцитохимического окрашивания 
значительно расширяет возможности цитологического 
исследования, позволяя обнаружить единичные опу-
холевые клетки в материале и в большинстве случаев 
определить гистогенез и органопринадлежность мета-
статического новообразования, что повышает чувстви-
тельность метода.
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Опыт создания специализированного биобанка глиом 
головного мозга человека
Д.А. Гольбин1, А.Л. Корочкина1, С.В. Шугай1, Т.В. Цуканова1, М.А. Шифрин1, А.В. Ревищин2,  
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Введение. В настоящее время во всем мире отмечается рост частоты опухолей головного мозга, 
и глиома не является исключением. Несмотря на большое количество исследований в области тера-
пии данного заболевания, опухоли глиального ряда по-прежнему остаются одними из самых часто 
диагностируемых первичных новообразований центральной нервной системы, и результат лечения 
не всегда успешен. Для решения данной проблемы необходимо создать единое криохранилище с 
систематизированной базой данных, которые позволят углубиться в изучение вопроса патогенеза 
и инвазии глиом. В настоящее время в России функционирует около 20 хранилищ биоматериалов, но, 
к сожалению, отсутствуют репозитории опухолей глиального ряда. Цель исследования – разработка 
биобанка глиальных опухолей с наличием единой электронной системы для хранения ассоцииро-
ванной клинической информации, которая в дальнейшем будет использоваться для исследований.
Материалы и методы. В ходе оперативного вмешательства у пациентов с предполагаемым диагнозом 
«злокачественная глиома головного мозга» проводили забор необходимого объема биологического 
материала, после чего осуществляли его обработку, криоконсервацию и паспортизацию.
Результаты. В период с 1 августа 2018 года по 30 апреля 2020 года накоплено 1452 аликвоты от 
358 исследуемых. Каждому образцу из опухоли в криохранилище соответствует парафиновый блок, 
а также комплекс демографических, клинических, гистологических и катамнестических данных. Вся 
информация об образцах систематизирована и хранится в электронной информационной системе. 
В ходе работы был сформулирован формат паспорта глиомы.
Заключение. Создание соответствующей организационной структуры может быть использовано для 
повышения эффективности в ходе дальнейших экспериментальных работ с возможной перспективой 
применения и внедрения персонализированных методов лечения в будущем после проведения полного 
цикла клинических исследований.
Ключевые слова: нейроонкология, глиома, глиобластома, биобанк, криохранилище
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Specialized biorepository for human brain glioma: project development  
and operational experience
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1 N.N. Burdenko National Medical Research Center of Neurosurgery of the Ministry of Health of Russia, Moscow, Russia
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Introduction. Today we observe an increase in brain tumor incidence around the world, and glioma is no 
exception. Gliomas are still among the most frequently diagnosed primary central nervous system tumors 
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Введение
Интерес к созданию биобанков, которые занима-

ются сбором тех или иных тканей человека, возрос за 
последние десятилетия [1]. Биобанкирование тканей 
животных существует уже более полувека. В США 
первый банк человеческих образцов для трансплан-
тации был создал еще в 1949 году [2]. Следующим 
шагом в развитии биобанков стал сбор материала не 
для трансплантации, а для изучения различных забо-
леваний. 

Развитие современных технологий, молекулярно-
биологических методов, секвенирования потребовало 
концентрации тканевого материала для достижения 
достаточных выборок, которые позволили бы делать 
более достоверные выводы. Таким образом, начали 
появляться специализированные биобанки, в которых 
аккумулировался биологический материал, взятый от 
пациентов с определенными заболеваниями. В рамках 
создания подобных биобанков особое место занимают 
биобанки онкологических заболеваний. 

Цель подобных биобанков – сделать опухолевую 
ткань и другие биологические материалы человека 
доступными для большого числа исследований онко-
генеза [3]. Сегодня появление персонализированной 
медицины и разработка индивидуальных протоколов 
лечения превратили знания об отдельных механизмах 
формирования и роста опухоли в важнейшую задачу 
поиска стратегий лечения. Исходно исследование бо-

лезней человека в значительной степени осуществ-
лялось на животных, так как считалось, что образцы 
тканей животных более доступны. Однако в дальней-
шем было показано, что результаты исследований, про-
веденных на животных, не дают возможности в полной 
мере проецировать их на болезни человека [4]. В по-
следнее время акцент делается на сборе именно мате-
риала тканей человека в качестве источника информа-
ции для исследований экспрессии генов, протеомики 
и изучения сигнальных путей. При этом современные 
технологии требуют большого количества образцов, 
чего можно достичь только при развитии биобанков [5]. 

За последние 20 лет потребность в использовании 
биобанков выросла в несколько раз и, как ожидается, 
в дальнейшем будет продолжать расти [6]. При этом 
проблема с созданием биобанков существует не только 
в России, но и во всем мире. Следует отметить, что 
во многих случаях сбор образцов и их полноценная 
паспортизация до сих пор носят фрагментарный ха-
рактер, часто нет связи данных об анамнезе и про-
водимом лечении и катамнестического наблюдения 
пациента даже в пределах одного учреждения. От-
сутствие стандартизации сбора образцов приводит к 
вариабельности собранного материала, что снижает 
его ценность и возможность делать значимые выводы. 
Таким образом, в требованиях к биобанкам укореняют-
ся как можно более точная характеристика материала, 
описание его обработки и хранения, что, несомненно, 

despite a large number of glioma management studies. Their control still remains a challenge. It is necessary 
to create specialized cryogenic storage with a systematized databank that could provide a basis for more 
profound studies of their pathogenesis and invasion patterns. There are about 20 biorepository facilities in 
Russia; however, they do not focus on a particular tumor type. The aim of the study was to develop the spe-
cific biobank of glial tumors integrated with a dedicated electronic system containing all associated clinical 
data necessary for the research purposes.
Materials and methods. The required amount of material sampling was carried out during the surgical resec-
tion in patients with a preliminary diagnosis of “malignant glioma”, followed by processing, cryopreserva-
tion, and passportization. 
Results. Between August 1, 2018, and April 30, 2020, a total of 1,452 aliquots from 358 subjects were ac-
cumulated in the biobank. Each frozen sample corresponded to a paraffin block and provided with the whole 
set of associated demographic, clinical, histological, and follow-up data. All these records were stored in the 
electronic information system. During this study, the design of the glioma passport was developed.
Conclusion. The development of an appropriate facility is necessary for efficient further experimental re-
search. It offers an opportunity for future implementation of personalized treatment methods after a full 
clinical trial cycle.
Keywords: neurooncology, glioma, glioblastoma, biobank, biorepository
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влияет на качество и надежность любых исследований 
с использованием таких образцов [7]. Можно сказать, 
что биобанк глиом головного мозга человека решает 
проблемы, направленные на обеспечение адекватного 
предоставления исследователям высококачественного 
тканевого материала глиальных опухолей. В последние 
годы стало понятно, что всем этим требованиям может 
удовлетворять только биобанк, созданный при клини-
ках, больницах и других медицинских учреждениях, 
являющихся профильными по нейрохирургии, прежде 
всего по нейроонкологии. При этом необходимо обес-
печить стандартизованность процессов, связанных с 
биобанкированием тканей.

Материалы и методы 

Отбор пациентов  
и обеспечение конфиденциальности данных

Процедуры сбора личных данных, биологического 
материала, а также их хранения проводятся в соот-
ветствии с законодательством Российской Федерации 
и происходят после подписания пациентами информи-
рованного добровольного согласия. Каждый пациент, 
который подходит для исследования по определенному 
перечню критериев, дает письменное согласие на пре-
доставление для анализа удаленной опухолевой ткани, 
образцов крови, данных клинических и диагностиче-
ских исследований. Вся соответствующая информация 
о каждом пациенте хранится в единой электронной базе 
данных, которая доступна исключительно сотрудни-
кам, участвующим в исследовании. Для сохранения 
конфиденциальности и анонимизации данных каждого 
клинического случая ему присваивается индивидуаль-
ный порядковый идентификатор (например, BU205), 
который отличается от номера, используемого в меди-
цинской карте лечебного учреждения.

Нами разработаны следующие критерии включения 
пациентов в исследование.

1. Возраст пациента не менее 16 лет.
2. Наличие магнитно-резонансных изображений 

головного мозга в стандартных импульсных последо-
вательностях до и после контрастного усиления.

3. Предполагаемый дооперационный диагноз «зло-
качественная глиома головного мозга» на основании 
клинических, анамнестических и нейровизуализаци-
онных данных.

4. Локализация опухоли вне критических образо-
ваний головного мозга (ствол, диэнцефальные струк-
туры).

5. Отсутствие гемотрансмиссивных инфекций (си-
филис, ВИЧ-инфекция, вирусные гепатиты В и С) по 
данным рутинного предоперационного скрининга.

6. Планируемое хирургическое удаление опухоли.
7. Объем опухоли, достаточный для получения со-

лидной опухолевой ткани в объеме, необходимом как 
для постановки гистологического диагноза, так и для 
консервации образцов в биобанке.

Организационная структура 
В ходе обсуждения методов реализации проекта 

было решено создать в рамках НМИЦ нейрохирургии 
им. Н.Н. Бурденко Минздрава России (НМИЦН) лабо-
раторию нейрохирургической анатомии и консервации 
биологических материалов. Для длительного хранения 
используются сосуды Дьюара с жидким азотом. Полу-
ченные образцы по клиническим случаям необходимо 
подготовить для исследований и замораживания. Дан-
ные манипуляции выполняют два квалифицированных 
лаборанта-исследователя. В ходе криоконсервации про-
исходит двойная регистрация медицинской докумен-
тации – в письменном виде в журнале и в электронной 
базе данных. Для своевременного оповещения о появ-
лении подходящих клинических случаев, извлечения 
образцов и пополнения базы данных изображений по 
пациентам в штате биобанка числятся четыре нейрохи-
рурга. В число участников исследования также входит 
врач-патологоанатом.

Коллекция образцов и банк данных 
Биобанк является обширной базой, которая содер-

жит в себе не только материал, полученный в ходе опе-
ративного вмешательства и удаления пораженной об-
ласти мозга, но и комплекс данных, позволяющих более 
обширно подойти к вопросу исследования заболевания. 
Формирование коллекции образцов опухолевой ткани, 
полученных от пациентов с глиомами головного моз-
га, связано с использованием двух видов консервации 
биологического материала – быстрого замораживания 
в жидком азоте и изготовления парафиновых блоков

Данные о клинических случаях содержатся в систе-
матизированном виде в электронной информационно-
аналитической системе, созданной на базе разработан-
ной в НМИЦН платформы e-Med. Индивидуальный 
внутренний идентификатор BUХХХ позволяет полу-
чить всю необходимую информацию.

После согласования возможности забора материа-
ла с оперирующим нейрохирургом в начале операции 
проводится забор крови, которая затем подвергается 
аликвотированию и центрифугированию. Цельную 
кровь консервируют в криопробирках в объеме 2 × 4 мл  
в холодильнике при температуре –80°С, а также цен-
трифугируют при комнатной температуре при 1500 g 
в течение 10 минут для создания трех или четырех 
аликвот плазмы объемом 1 мл и при 1200 g в течение 
10 минут для создания четырех аликвот сыворотки объ-
емом 1 мл, которые консервируют в криопробирках 
в холодильнике при температуре –80°С. Опухолевую 
ткань транспортируют из операционной в лабораторию 
в пробирке со средой DMEM с добавлением стрепто-
мицина, пенициллина и гентамицина, а затем в сте-
рильных условиях очищают от примесей и разделяют 
на три аликвоты (или больше, если позволяет объем 
материала), каждую из которых делят на два фрагмен-
та – 2/3 для криоконсервации и 1/3 для изготовления 
парафинового блока (рис. 1). Этот процесс занимает 
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не более 20 минут. Таким образом, опухолевый обра-
зец каждой аликвоты анализируется гистологически 
и иммуногистохимически в отделении патологической 
анатомии для подтверждения диагноза и оценки каче-
ства ткани. Образцы опухоли помещают в предвари-
тельно промаркированные криогенные пробирки и кон-
сервируют в жидком азоте при температуре –196°С. 
Информацию об образцах регистрируют в журнале 
и электронной базе данных. Фрагменты опухолей для 
изготовления парафиновых блоков помещают в 10% за-
буференный формалин и до истечения 6 часов транс-
портируют в отделение патологической анатомии, где 
проводятся изготовление парафиновых блоков по стан-
дартной технологии и иммуногистохимическое окра-
шивание срезов для исследования маркерных факторов. 
Врач-патологоанатом оценивает качество опухолевого 
материала, вносит гистологическое заключение и ре-
зультаты оценки в электронную базу данных и сопо-
ставляет морфологическую картину консервированного 
опу холевого материала с гистологическими препара-
тами, полученными из диагностического биопсийного 
материала конкретного пациента.

Результаты

Коллекция образцов и диагностических данных
Сейчас в криохранилище насчитывается 728 слу-

чаев и 2736 аликвот (табл. 1). Был выполнен гисто-
логический контроль по 681 образцу, в ходе которого 
полное соответствие критериям качества выявлено 
в 418 образцах (61,38%), а частичное в 66 (9,70%). 
197 проанализированных образцов (28,92%) не соот-
ветствуют критериям положительной оценки качества 
опухолевого материала в связи с высоким содержанием 
некротического компонента или малым количеством 
опухолевых клеточных элементов (материал из пери-
туморозной зоны).

Модернизация системы хранения данных
В рамках разработанной в НМИЦН технологии 

e-Med была создана компонента для управления био-
банком (biobank-nsi), интегрированная с электронной 
медицинской картой. Такая интеграция позволяет про-

водить совместный анализ морфологических и моле-
кулярно-генетических данных в связи с клинической 
картиной заболевания и результатами нейровизуали-
зационных исследований. Кроме того, интеграция с 
электронной медицинской картой дает возможность 
исследовать свойства биообразцов в динамике при по-
вторных поступлениях пациента в клинику, и именно 
эта особенность является основной причиной разви-
тия собственной разработки системы информационной 
поддержки биобанка и отказа от приобретения системы 
стороннего производителя.

В биобанке была введена международная систе-
ма преаналитического кодирования биообразцов 
SPREC 2.0 [8]. Эта система позволяет зафиксировать 
важнейшие особенности материала, способа его кон-
сервации и хранения. Кодирование по системе SPREC 
необходимо для сопоставимости результатов исследо-
ваний, проведенных в разных центрах. Система кодиро-
вания развивается и поддерживается Международным 
обществом биологических и экологических репозитори-
ев (International Society for biological and Environmental 
Repositories, ISBER, http://www.isber.org).

Код SPREC 2 семипозиционный и описывает тип 
образца ткани, время теплой и холодной ишемии и ос-
новные сведения о способах его получения, консерва-
ции и долгосрочного хранения. Аналогичная специфи-
кация для жидких образцов содержит также сведения 
о центрифугировании. 

В 2019 году система SPREC 2.0 модернизирована до 
SPREC 3.0, которая благодаря последним техническим 
разработкам и полученным знаниям о критических диа-
пазонах доаналитического времени включает в себя 
расширенное количество вариантов времени ишемии 
тканей [9].

Гистологическое исследование материала
Установление гистологического диагноза опухоли 

проводится в соответствии с классификацией опухолей 
центральной нервной системы Всемирной организации 
здравоохранения 2016 года (cветооптическая микро-
скопия парафиновых срезов, окрашенных гематоксили-
ном и эозином, иммуногистохимическое исследование, 
определение статуса генов IDH-1 и IDH-2 методом пря-

Рис. 1. Схема пути образца опухоли
Fig. 1. Solid tissue specimen procurement scheme
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мого секвенирования по Сэнгеру, определение статуса 
метилирования промоторной области гена MGMT ме-
тодом метилспецифической ПЦР в режиме реального 
времени, определение коделеции 1p/19q методом FISH 
(флуоресцентная гибридизация in situ)). Критериями 
положительной оценки качества опухолевого матери-
ала являются совокупный процент опухолевой ткани 
в образце ≥50, процент опухолевых ядер в образце ≥50, 
процент некроза в образце <50, отсутствие артифици-
альных изменений.

Создание паспорта глиомы
С учетом имеющихся диагностических методов воз-

можна паспортизация образцов, включающая комп-
лекс сведений: демографические данные (пол, возраст, 
регион), характеристика заболевания (первичное или 
повторное хирургическое вмешательство, локализация 
опухоли – рисунок 2, дата хирургического вмешатель-
ства, код SPREC 3.0), морфологические данные (ги-
стологический диагноз по классификации опухолей 
ЦНС ВОЗ 2016 года – рисунок 3, доля опухолевой ткани 

в гистологическом срезе (в процентах), доля опухоле-
вых клеток (в процентах), доля некроза (в процентах), 
IDH-1/2-профиль, MGMT-профиль, BRAF-мутации, 
наличие коделеции 1p/19q для олигодендроглиальных 
опухолей), молекулярно-генетические характеристики 
(маркеры стволовости: NESTIN, OCT4, CD133; онко-
маркеры: EGFR, PDGFR; маркеры нейральной диф-
ференцировки: GFAP – рисунок 4), катамнестические 
данные (проведенное адъювантное лечение, факт ре-
цидива, связь материала с образцом от данного донора, 
ранее зарегистрированным в биобанке при предыду-
щем хирургическом вмешательстве).

В результате выполненных работ по организации 
процессинга биоматериалов и сбора ассоциирован-
ных данных нами был сформулировал паспорт глиомы 
(табл. 2). 

Анализ биомаркеров
Анализ биомаркеров глиальных опухолей вы-

полняется методом полимеразной цепной реакции 
с обратной транскрипцией (RT-PCR) на  экспрессию 

Таблица 1 | Table 1
Собранные замороженные образцы за весь срок существования биобанка (с марта 2016 года)  

и за период выполнения работ по гранту (с 1 августа 2018 года) на 30 апреля 2020 года |  
Collection of tumor tissue specimens during the complete lifetime of the biobank (since March, 2016)  

and during the research grant period (since August 1, 2018) by April 30, 2020

Название опухоли (в алфавитном порядке) |
Tumor type

За весь срок | Total За период гранта | During the grant
n случаев 

| cases
n аликвот 
| aliquots

n случаев |  
cases

n аликвот | 
aliquots

Анапластическая астроцитома | Anaplastic astrocytoma 82 325 46 216
Анапластическая олигодендроглиома | 
Anaplastic oligodendroglioma

62 215 32 126

Анапластическая олигоастроцитома | Anaplastic oligoastrocytoma 1 3 – –
Анапластическая плеоморфная ксантоастроцитома |  
Anaplastic pleomorphic xanthoastrocytoma

7 29 4 20

Анапластическая эпендимома | Anaplastic ependymoma 2 8 – –
Астробластома | Astroblastoma 1 3 1 3
Ганглиоглиома | Ganglioglioma 2 5 1 3
Гемистоцитарная астроцитома | Hemistocytic astrocytoma 2 12 2 12
Глиобластома | Glioblastoma 465 1784 216 851
Глиосаркома | Gliosarcoma 4 21 5 12
Диффузная астроцитома | Diffuse astrocytoma 61 203 31 151
Олигоастроцитома | Oligoastrocytoma 1 3 – –
Олигодендроглиома | Oligodendroglioma 27 95 13 40
Пилоидная астроцитома | Pilocytic astrocytoma 4 13 5 12
Пилоидная астроцитома со злокачественной трансформацией | 
Pilocytic astrocytoma with malignant transformation

2 5 – –

Плеоморфная ксантоастроцитома | Pleomorphic xanthoastrocytoma 2 3 – –
Субэпендимома | Subependymoma 2 6 – –
Эпителиоидная глиобластома | Epithelioid glioblastoma 1 6 1 6
Всего 728 2739 357 1452
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Таблица 2 | Table 2
Пример паспорта глиомы | 
Example of glioma passport

Внутренний идентификатор | Internal identification number BU562

Пол | Gender Мужской | Male
Возраст | Age 62 года | 62 years
Регион | Region Город Москва | Moscow city
Характер хирургического вмешательства | Type of surgery Первичное | Primary
Локализация опухоли | Localization of the tumor Правая височная доля | Right temporal lobe
Дата хирургического вмешательства | Date of surgery 26.02.2019 | 02/26/2019
Код SPREC 3.0 | SPREC 3.0 code TIS-SCM-X-C-SNP-A-X
Гистологический диагноз | Histological diagnosis Глиобластома IGH-мутантная | Glioblastoma IGH-mutant
% опухолевой ткани в срезе | % of tumor tissue in the section 60
% опухолевых клеток | % of tumor cells 80
% некроза | % of necrosis 0
IDH-1 профиль | IDH-1 profile Положительный | Positive
MGMT профиль | MGMT profile Отрицательный | Negative
BRAF профиль | BRAF profile Отрицательный | Negative
Маркеры | Markers BAX, CD133, MELK, TP53, VASH2*

* BAX – индуктор апоптоза, CD133 – онкомаркер, MELK – маркер стволовости, TP53 – супрессор опухолевой трансформации, 
VASH2 – ингибитор ангиогенеза.
* BAX – apoptosis inductor, CD133 – oncomarker, MELK – marker of stem cells, TP53 – supressor of tumor tranformation,  
VASH2 – inhibitor of angiogenesis.

Рис. 2. Дооперационная МРТ. Выявляется опухоль задних отделов правой височной доли с интенсивным  
накоплением контрастного вещества, гипоинтенсивным некротическим центром и перитуморозным отеком 
(глиобластома)

Fig. 2. Preoperative MR image of a patient demonstrating an intracerebral tumor (glioblastoma) of the right posterior temporal lobe with 
prominent contrast enhancement, hyperintensive necrotic center, and peritumoral edema

Рис. 3. Гистологический срез ткани удаленной глиобластомы. 
Обращают внимание выраженный клеточный 
и ядерный полиморфизм, плотное расположение 
клеточных элементов. Окраска гематоксилином 
и эозином, ×200

Fig. 3 Histological section of resected glioblastoma. Prominent 
cellular and nuclear polymorphism is present, cells are 
arranged densely and compactly. H&E stain, ×200
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онкомаркеров (CDK4, CDK6, FGFR), маркеров 
стволовых клеток (NANOG, OCT4, SOX2, MELK, 
CD133, NESTIN, NOTCH2), маркеров нейральной 
дифференцировки (GDNF, Olig2, GFAP, MAP2, β-III-
TUBULIN). Дополнительно предполагается оценка про-
лиферативной активности опухолевых клеток путем 
определения индекса мечения Ki67, а также экспрессии 
p53 методом иммуногистохимии. Результаты гистоло-
гического, иммуногистологического и молекулярно-
генетического исследования опухолевых образцов 
фиксируются в информационной системе биобанка. 
Панель генов для исследования клеток глиобласто-
мы также включает следующие гены: BAX, BCL2, C3, 
CD133, CX1CR1, EGFR, GNDF, GFAP, HIF1A, MDM2, 
MELK, MKI67, Olig2, PCNA, PDGFRa, Sox2, TEK, TIE1, 
TNKRSF1A, TP53, VASH2, VEFGR-2, WNT5A [10]. На 

рисунке 5 продемонстрирован пример результатов ис-
следования образцов культуры глиобластомы.

Обсуждение
Биологический банк является неотъемлемой частью 

исследования опухолей глиального ряда, так как при 
обеспечении достаточного числа образцов появляется 
возможность более подробного изучения распростра-
ненности, распределения, а также структуры данного 
заболевания. Тем не менее в настоящее время есть ряд 
трудностей, которые препятствуют усовершенствова-
нию подхода к исследованию. Во-первых, многие дан-
ные о коллекциях опухолей мозга являются закрытыми 
и не опубликованы в научных изданиях, что мешает 
в полной мере ознакомиться с полученными резуль-
татами других медицинских учреждений. Во-вторых, 

А B

C D

Рис. 4. Примеры иммуногистохимических исследований маркеров в тканях глиобластомы разных пациентов с помощью 
флуоресцентных меток.

 A – GFAP – красная флуоресценция, S100 – зеленая, бисбензимид – окраска ядер (голубая флуоресценция),  
B – Sox2 – зеленая флуоресценция, Nestin – красная, бисбензимид – окраска ядер (голубая флуоресценция),  
C, D – Nestin – красная флуоресценция, бисбензимид – окраска ядер (голубая флуоресценция)

Fig. 4. Glioblastoma immunohistochemical assays of the tissue specimens obtained from different  
patients. Fluorescent labels were used. 

 A – GFAP – red fluorescence, S100 – green, bisbenzimide – nuclear staining (blue fluorescence), B– Sox2 – green 
fluorescence, Nestin – red, bisbenzimide – nuclear staining (blue fluorescence); C, D – Nestin – red fluorescence, bisbenzimide – 
nuclear staining (blue fluorescence)
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большинство нейроонкологических биобанков одно-
центровые. Соответственно, результаты исследования, 
основанные на выборках, предоставленных одним изо-
лированным биобанком, будут искажены критериями 
отбора пациентов в каждом учреждении.

Преимущества биобанка, созданного в НМИЦН, – 
процедура деления каждой аликвоты на два фрагмен-
та (для мгновенного замораживания в жидком азоте 
и для изготовления парафинового блока), проведение 
максимально точного гистологического контроля каче-
ства хранимого опухолевого материала и параллельное 
создание коллекции парафиновых блоков. Основным 
источником биоматериала является лечебное учрежде-
ние, с которым было согласовано сотрудничество для 
регулярного предоставления образцов, что облегчает 
процесс сбора экземпляров и контроля их качества. 

Основная цель проведения гистологических иссле-
дований в рамках биобанка – установление взаимосвязи 
геномных изменений и патогенеза опухолей глиального 
ряда при помощи статистических данных для конечно-
го прогноза течения заболевания. Например, наличие 
мутации гена IDH1 свидетельствует о неоднозначных 
исходах для пациента, так как клеточные структуры 
в таком случае весьма чувствительны к генетическим 
преобразованиям, но также дают больший ответ на 
противоопухолевую терапию [11]. Коделеция 1p/19q 
нередко наблюдается совместно с мутацией IDH1, она 
позволяет диагностировать олигодендроглиому, что 
сигнализирует о благоприятном прогнозе заболевания 
и лечения. Ген MGMT является своего рода индика-
тором фермента О6-метилгуанин-метилтрансферазы 
в опухоли, который отвечает за восстановление по-
вреждений ДНК [12]. При положительном результате 
метилирования данного гена повышается вероятность 
благоприятного исхода лечебных мероприятий.

Технология сбора опухолевых тканевых образцов 
построена таким образом, что позволяет расширять 
спектр современных подходов к анализу их особеннос-

тей. В частности, разрабатывается технология получе-
ния первичных и перевиваемых клеточных культур из 
опухолевых тканей, которая позволят индивидуально 
подходить к терапии у конкретного пациента. Гетеро-
генность опухолей требует персонализированного ана-
лиза каждой из них. Исследование разных схем терапии 
на клеточных культурах даст возможность более точно 
подобрать для пациента схему лечения. 

Использование накопленных фрагментов тканей 
глиом способно также обеспечить необходимое число 
исследований для усовершенствования диагностиче-
ских технологий. Опухоли глиального ряда являются 
на данный момент одними из самых часто встречаю-
щихся в практике нейрохирургов, но их терапия не всег-
да успешна. В конце 1980-х годов были разработаны 
технологии, которые позволили увеличить пропускную 
способность секвенирования ДНК и гибридизации ну-
клеиновых кислот. Они положили начало новой эре 
в области биологических исследований, которые сей-
час именуют omics-технологиями [13]. Данный метод 
позволяет проводить оценку большого объема данных 
об экспрессии генов, метаболитах биологического объ-
екта и белках средствами многомерной статистики, 
дисперсным регрессионным анализом, а также про-
граммами распознавания образцов. Следовательно, при 
использовании omics-технологий в рамках професси-
онального стандартизированного банка биообразцов 
и клинической базы данных появляется возможность 
приближения к персонализированным методам лечения 
пациентов и их дальнейшей разработке [14–16].

Продолжительность большинства исследований 
весьма велика, но благодаря биобанкам биоматериал 
может храниться длительное время. 

В 2011 году аналитическая компания BCCResearch 
(США) опубликовала отчет о современном состоянии 
и развитии индустрии биобанков в мире [17], интерес 
к которым возрос в начале 2000-х вследствие суще-
ственного прогресса в расшифровке генома человека. 

Рис. 5. Пример оценки экспрессии ряда генов выбранной панели, характерной для опухолевых процессов и в особенности 
для опухолей мозга. Определяется увеличение экспрессии генов BAX, CD133, MELK, TP53, VASH2

Fig. 5. Example of RT-PCR study of different genes' expression from the selected panel, typical for neoplasms, especially, for brain 
tumors. Upregulation of genes BAX, CD133, MELK, TP53, VASH2 is demonstrated
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В настоящее время больше всего биобанков находит-
ся в Северной Америке и Европе, что соответствует 
расположению ключевых фармацевтических и био-
технологических компаний, использующих услуги 
и ресурсы биобанков. По некоторым оценкам, около 
15% всех действующих биобанков специализируется 
исключительно на онкологии, а значительная их доля 
имеет смешанный характер и ведет работу, в том числе, 
в этой специальности. В 2007 году было опубликова-
но описание французского банка данных об опухолях 
мозга [18]. В коллекции замороженных опухолей содер-
жались образцы от 2261 пациента с первичными опу-
холями центральной нервной системы, среди которых 
глиомы составляли около 50%. Это первый специализи-
рованный европейский нейроонкологический биобанк. 
В клинике Хуашань (Китай) в апреле 2010 года создан 
специализированный биобанк глиальных опухолей. 
К сентябрю 2013 года коллекция включала материал 
от 1326 пациентов, из которых у 73% были астроцитар-
ные опухоли, у 17% – олигодендроглиальные, у 4% – 
эпендимарные и у 4% – другие опухоли центральной 
нервной системы, у 2% – олигоастроцитарные [19]. 
Биологический материал, полученный от пациентов, 
хранился в замороженном виде. На данный момент су-
ществует определенная категория исследований, кото-
рые проводятся исключительно с помощью биобанков.

 y «Гормональные и репродуктивные факторы и риск 
развития рака верхней части желудочно-кишечно-
го тракта у мужчин» – проспективное когортное 
исследование в Великобритании. В исследование 
были включены 219 425 человек, зарегистрирован-
ных в Британском биобанке в 2006–2010 годах [20].

 y «Влияние посмертного интервала и лет в хране-
нии на качество РНК ткани в репозитории NIH 
NeuroBioBank». Мозговую ткань от 1068 доноров 
анализировали на качество РНК как функцию по-
смертного интервала (PMI) и лет хранения [21].

 y «Сбор и исследование опухолей головного моз-
га в сотрудничестве с Университетом Майами /  
Сильвестр Тейсэйшн-Банк Core Facility (UM-
TBCF) для обеспечения доступности высоко-
качественных образцов опухолевой ткани цент-
ральной нервной системы, а также определения 
наиболее частых их видов» [22].

 y «Создание и поддержание стандартизированно-
го банка тканей глиомы: опыт Хуашань». Одной 
из основных целей является изучение патогене-
за и инвазии глиомы на разных уровнях -омики 
(таких как протеомика или геномика) и влияния 
биомаркерного профиля на диагностику, прогно-
зирование и лечение пациентов с глиомой [19].

На территории Российской Федерации биобанки-
рование тканей человека только начинает развиваться. 
Сегодня в России работает около 20 биобанков, а так-
же насчитывается более 200 коллекций биологических 
материалов (первые отличаются от вторых степенью 
систематизированности). К наиболее крупным отно-

сятся биобанк НМИЦ им. В.А. Алмазова Минздрава 
России, Национальный БиоСервис, Центр Биобанк 
СПбГУ, проект МГУ «Ноев ковчег».

Заключение
Биобанк опухолей глиального ряда, основанный 

в 2016 году на базе материалов НМИЦН, является пер-
вым специализированным нейроонкологическим био-
банком на территории Российской Федерации. Таким 
образом, создание этой организационной структуры 
может быть использовано для повышения эффектив-
ности в ходе дальнейших экспериментальных работ с 
возможной перспективой применения и внедрения пер-
сонализированных методов лечения в будущем, после 
проведения полного цикла клинических исследований. 
Кроме того, система биобанкирования тканей построе-
на таким образом, что позволяет внедрять новые под-
ходы для исследований молекулярных особенностей 
опухолей глиального ряда. В частности, развивается 
направление по получению из опухолевой ткани пер-
вичных и перевиваемых клеточных культур, пригодных 
для индивидуального подхода к терапии.
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Морфофункциональные изменения ободочной кишки 
и иммунные реакции при холодовом стрессе  
у самцов и самок мышей C57BL/6
Н.А. Золотова1, И.С. Цветков1, Д.Н. Хочанский1, Д.Ш. Джалилова1,  
А.М. Косырева1, А.Л. Михайлова2, Л.П. Михайлова1, О.В. Макарова1,2

1 ФГБНУ Научно-исследовательский институт морфологии человека, Москва, Россия
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Введение. Стресс является одним из факторов, способствующих развитию и усугубляющих течение 
заболеваний желудочно-кишечного тракта. Наиболее распространенный стрессорный фактор в Рос-
сии – холод, поэтому в работе была поставлена цель охарактеризовать иммунные реакции и мор-
фофункциональные изменения ободочной кишки при холодовом стрессе у самцов и самок мышей 
C57BL/6. 
Материалы и методы. Исследовали изменения субпопуляционного состава лимфоцитов перифери-
ческой крови и морфофункциональные изменения тимуса, селезенки и ободочной кишки в ответ на 
курсовое интервальное холодовое воздействие в режиме 35-минутных сеансов в течение 14 дней при 
температуре –20° у половозрелых самцов и самок мышей C57BL/6. 
Результаты. При холодовом стрессе у животных обоего пола снижались объемная доля ПАЛМ-зоны 
селезенки и содержание эндокринных клеток в эпителиальной выстилке ободочной кишки. У самок 
в периферической крови увеличивалось число тромбоцитов и лейкоцитов, снижалась ширина суб-
капсулярной зоны тимуса и возрастала объемная доля красной пульпы селезенки. У самцов в перифе-
рической крови уменьшалось абсолютное и относительное содержание Т-регуляторных лимфоцитов 
и возрастало относительное содержание активированных Т-хелперов, в селезенке снижалась объемная 
доля светлых центров лимфоидных узелков, в ободочной кишке возрастала длина крипт. Также был 
выявлен ряд различий между самцами и самками контрольных групп: в периферической крови у сам-
цов было больше количество тромбоцитов и абсолютное число Т-регуляторных лимфоцитов и меньше 
содержание цитотоксических Т-лимфоцитов. В ободочной кишке у самцов было выше содержание 
пролиферирующих эпителиальных клеток и ниже объемная плотность бокаловидных клеток. 
Заключение. При используемом нами режиме холодового воздействия у животных развивается физио-
логический стресс. Иммунные реакции и морфофункциональные изменения ободочной кишки при 
холодовом стрессе самцов и самок различаются.
Ключевые слова: холодовой стресс, половые различия, ободочная кишка, иммунная система
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Morphofunctional changes in the colon and immune responses during cold stress in male  
and female C57BL/6 mice
N.A. Zolotova1, I.S. Tsvetkov1, D.N. Khochanskiy1, D.Sh. Dzhalilova1,  
A.M. Kosyreva1, A.L. Mikhailova2, L.P. Mikhailova1, O.V. Makarova1,2

1 Research Institute of Human Morphology, Moscow, Russia
2 Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russia

Introduction. Stress is one of the factors contributing to the gastrointestinal tract diseases development and 
exacerbating the course of diseases of the gastrointestinal tract. The cold factor is the most common stress 
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Введение
Толстая кишка – важный отдел пищеварительной 

системы: в ней происходят ферментация непереварен-
ных фрагментов пищи комменсальными бактериями 
с образованием необходимых человеку витаминов, 
короткоцепочечных жирных кислот и других соеди-
нений, всасывание воды, ионов, питательных веществ, 
формирование каловых масс [1]. Заболевания толстой 
кишки широко распространены среди населения, раз-
нообразны по этиологии и патогенезу, а лечение их 
недостаточно эффективно [2]. Одним из факторов, 
способствующих развитию и более тяжелому тече-
нию целого ряда заболеваний кишечника, является 
стресс. Так, стресс считается основной причиной 
развития синдрома раздраженной кишки [3]. Стресс 
способствует возникновению и обострению течения 
воспалительных заболеваний кишечника – язвенного 
колита и болезни Крона. Предполагается, что стресс 
во многом определяет развитие и тяжесть течения ин-
фекционных, воспалительных, опухолевых заболева-
ний кишечника [4  –6]. Показано, что стресс влияет на 
моторику кишечника, качественный и количественный 
состав микрофлоры и проницаемость эпителиального 
барьера толстой кишки [5, 7].

Выявлены половые различия реакций на стрес-
сорные воздействия. Стресс-ассоциированные психи-

ческие расстройства, такие как посттравматическое 
стрессовое расстройство и депрессия, чаще встреча-
ются у женщин, чем у мужчин [8]. Мужчины в 4–5 раз 
чаще, чем женщины, совершают суицид [9]. Женщины 
страдают от социального стресса больше, чем муж-
чины, и их стиль выживания более ориентирован на 
эмоции [10]. Также известно, что существуют различия 
между мужчинами и женщинами в распространеннос-
ти, проявлениях и исходах инфекционных, аутоиммун-
ных, опухолевых, воспалительных заболеваний, в том 
числе заболеваний толстой кишки [11]. Тем не менее 
половые различия изменений ободочной кишки при 
стрессе не изучены. 

При стрессе у людей описывают психоэмоцио-
нальные реакции и изменения клеточного и биохи-
мического состава периферической крови, в то время 
как исследование морфофункциональных изменений 
внутренних органов на человеческом материале за-
труднено. Следовательно, необходимо использование 
экспериментальных моделей на животных. В России 
наиболее распространенным физическим стрессорным 
фактором является холод.

В связи с изложенным целью нашей работы было 
охарактеризовать иммунные реакции и морфофункци-
ональные изменения ободочной кишки при холодовом 
стрессе у самцов и самок мышей C57BL/6.

factor in Russia. Therefore, the aim of our work was to characterize the immune responses and colon mor-
phological and functional changes during cold stress in male and female C57BL/6 mice. 
Materials and methods. We studied alterations in the subpopulation composition of peripheral blood 
lymphocytes and morphofunctional changes in the thymus, spleen, and colon in response to a course 
intermittent cold exposure during 35-minute sessions for 14 days at –20° in adult male and female 
C57BL/6 mice. 
Results. The volume fraction of the PALS zone of the spleen and the content of endocrine cells in the colon 
decreased in animals of both sexes in the cold stress conditions. In females, the number of platelets and 
leukocytes in the peripheral blood increased, the width of the subcapsular zone of the thymus decreased, 
and the volume fraction of the red spleen pulp increased. In males, in the peripheral blood, the absolute 
and relative content of T-regulatory lymphocytes decreased, and the relative content of activated T-helpers 
increased, the volume fraction of the light centers of lymphoid nodules in the spleen decreased, the length 
of the crypts increased in the colon. A number of differences between males and females of control groups 
were also revealed: in the peripheral blood, males had more platelets and the absolute content of T-regulatory 
lymphocytes and less absolute content of T-cytotoxic. In the colon of males, the content of proliferating 
epithelial cells in the colon was higher than the one in females, and the bulk density of goblet cells was 
lower in males. 
Conclusion. Under the cold stress factor exposure in animals, physiological stress develops. Immune reac-
tions and colon morphofunctional changes in the colon during cold stress differ between males and females.
Keywords: cold stress, sex differences, colon, immune system
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Материалы и методы
Исследование выполнено на 16 половозрелых сам-

ках и 14 самцах мышей линии C57BL/6, полученных из 
филиала «Столбовая» НЦБМТ ФМБА России. Мышей 
содержали при температуре +18–25°С, естественном 
освещении, свободном доступе к воде и комбикорму 
ПК-120-1 (ООО «Лабораторснаб», сертификат соот-
ветствия № POCCRU.nO81.B00113, ГОСТ P50258-92). 
При работе с экспериментальными животными руко-
водствовались Европейской конвенцией о защите по-
звоночных животных (Страсбург, 18 марта 1986 года).

Самцов (n=7) и самок (n=8) контрольных групп 
постоянно содержали в условиях вивария при темпе-
ратуре +18–25°С. Самцов (n=7) и самок (n=8) опыт-
ных групп в течение 14 дней ежедневно помещали на 
35 минут в морозильную камеру с температурой –20°С 
в индивидуальных пластиковых контейнерах размером 
12×7×5 см с вентиляционными отверстиями в крыш-
ках. Животных выводили из эксперимента на 15-й 
день путем цервикальной дислокации под эфирным 
наркозом.

Трем самцам и трем самкам за 6 дней до начала мо-
делирования холодового стресса в брюшную полость 
имплантировали температурные датчики ДТИЗ-28 
ЭМБИ РЕСЕРЧ ( Россия), регистрирующие темпе-
ратуру один раз в минуту. В первый день холодового 
воздействия один из самцов с имплантированным дат-
чиком погиб.

Перед началом моделирования холодового стресса 
и перед выведением из эксперимента животных всех 
групп взвешивали. При выведении из эксперимента 
у животных забирали кровь из шейных вен, исполь-
зовали пробирки для гематологических исследований 
с ЭДТА (Greiner Bio-One, Австрия). Проводили опре-
деление числа тромбоцитов, лейкоцитов и лимфоци-
тов с помощью автоматического гематологического 
анализатора Mindray BC-2800Vet (Китай). Субпопуля-
ционный состав лимфоцитов определяли на приборе 
Cytomics FC 500 (Beckman Coulter, США). Для вы-
явления В-лимфоцитов (CD19+CD3–), Т-лимфоцитов 
(CD3+CD19–), цитотоксических Т-лимфоцитов 
(CD3+CD8+) и Т-хелперов (CD3+CD4+) использовали 
антитела CD19-PE, CD3e-FITC, CD8a-PE-Cy7, CD4-
PE-Cy5 (eBioscience, США). Эритроциты лизировали с 
помощью раствора OptiLyse C Lysis Solution (Beckman 
Coulter, США). Выявление субпопуляции регуляторных 
Т-лимфоцитов (CD4+CD25+Foxp3+) и активированных 
Т-хелперов (CD4+CD25+Foxp3–) проводили с помощью 
набора Mouse Regulatory T Cell Staining Kit#3 (eBiosci-
ence, США) согласно инструкции производителя. 

Проводили забор дистального отдела ободочной 
кишки, вскрывали его по брыжейке и промывали фос-
фатно-солевым буфером pH 7,4, 0.01М («БиолоТ», 
Россия), расправляли на миллипоровом фильтре, фик-
сировали в 10% забуференном формалине в течение 
24 часов. Тимус, селезенку, брыжеечные лимфатиче-
ские узлы фиксировали в жидкости Буэна в течение 

24 часов. Все органы после фиксации заключали в ги-
стомикс, изготавливали срезы толщиной 5–8 мкм, окра-
шивали их гематоксилином и эозином.

Гистологические срезы ободочной кишки так-
же окрашивали альциановым синим рН 1,0 по Моу-
ри (гистолайн, ООО «Элемент», Россия), проводили 
ШИК-реакцию («БиоВитрум», Россия) и иммунофлуо-
ресцентное окрашивание с антителами к хромограни-
ну А (Rabbit polyclonal anti-ChromograninA antibody, 
ab15160, Abcam Inc, Великобритания) и к Ki67 (Rabbit-
anti-mouse polyclonal anti-Ki67 antibody, ab 264429, 
Abcam Inc, Великобритания), использовали вторые 
антитела с флуоресцентной меткой Goat Anti-Rabbit 
IgG H&L (Alexa Fluor® 488; ab150077, Abcam Inc, Ве-
ликобритания).

На окрашенных гематоксилином и эозином гисто-
логических срезах оценивали объемную плотность 
структурно-функциональных зон тимуса, селезенки 
и брыжеечных лимфатических узлов методом точеч-
ного счета под световым микроскопом Leica DM2000 
(Германия) при ×100. В тимусе подсчитывали соот-
ношение объемной доли коркового и мозгового веще-
ства. В селезенке оценивали объемную долю красной 
пульпы, ПАЛМ-зоны, лимфоидных узелков и светлых 
центров в них. В гистологических срезах тимуса на 
микроскопе LeicaDM2500 (Leica Microsystems, Герма-
ния) при ×400 с помощью программного обеспечения 
Leica Application Suite измеряли толщину субкапсу-
лярной зоны тимуса (15–20 измерений для каждого 
животного).

Для исследования стенки дистального отдела обо-
дочной кишки выбирали участки с продольно ориен-
тированными криптами. В программе PhotoM 1.21 
(А. Черниговский, 2000–2001) подсчитывали число 
клеточных элементов на единицу площади соедини-
тельной ткани собственной пластинки слизистой обо-
лочки (СПСО) на единицу ее площади на фотографиях 
срезов ободочной кишки, окрашенных гематоксилином 
и эозином, при ×400. Препараты, окрашенные альци-
ановым синим и реактивом Шиффа, после обработки 
йодной кислотой фотографировали при ×320 в одина-
ковых условиях освещения. На бинаризованных сним-
ках препаратов с ШИК-реакцией оценивали объемную 
долю бокаловидных клеток, на снимках препаратов, 
окрашенных альциановым синим, определяли число 
бокаловидных клеток на крипту. На снимках препа-
ратов с ШИК-реакцией и окрашенных альциановым 
синим в программе ImageJ измеряли среднюю яркость 
точек бокаловидных клеток и точек фона, рассчиты-
вали оптическую плотность бокаловидных клеток как 
средний десятичный логарифм отношения средней 
яркости точек фона к средней яркости точек объекта.

Фотографировали препараты с иммунофлуорес-
центным окрашиванием на хромогранин А и белок Ki67 
при ×100 и ×200, соответственно. Подсчитывали число 
окрашенных клеток на 1 мкм2 площади слизистой обо-
лочки. 
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Статистическую обработку полученных данных 
проводили в программе STATISTICA 6.0 (StatSoft, Inc., 
США). Выборки описывали через медиану и межквар-
тильные размахи. Для сравнения групп использовали 
U-критерий Манна–Уитни, различия считали статисти-
чески значимыми при p<0,05.

Результаты и обсуждение
В периоды вне холодового воздействия температура 

теплового ядра мышей значительно колебалась в тече-
ние суток – от 34,5°С до 39,7°С и в среднем составляла 
36,9°С (рис. 1). По данным литературы, при комнатной 
температуре температура тела мышей в течение суток 
колеблется в диапазоне от 34°С до 39°С [12, 13]. По 
мнению C.J. Gordon [13], мелких млекопитающих, та-
ких как мыши и крысы, следует считать усредненными 
гомойотермными, так как температура их теплового 
ядра может значительно и быстро колебаться и явля-
ется стабильной только при усреднении за большие 
промежутки времени. 

При помещении животных в морозильную каме-
ру (–20°С) за 35 минут температура тела мышей сни-
жалась до 24,2 (20,6; 27,9) °С, что более чем на 10°С 
ниже минимума в условиях вивария. При этом при-
знаки адаптации не наблюдались: температура тела, 
достигаемая к 35-й минуте холодового воздействия, 
в первые 3 дня эксперимента (25,8 (20,5; 27,2) °С) 
и последние 3 дня (24,1 (21,8; 26,5) °С) статистиче-
ски значимо не различалась. Температура тела мышей 
опускалась ниже минимума нормы (34,5°С) за 7–15 
минут с момента помещения животного в морозильную 
камеру. После изв лечения из нее температура норма-
лизовывалась через 25–35 минут (рис. 1). Для человека 
снижение температуры тела ниже 28°C является тяже-
лой гипотермией, в этом состоянии дрожь 
отсутствует, кожа холодная и отечная, на-
блюдаются галлюцинации, арефлексия, 
олигурия, фиксированные расширенные 
зрачки, брадикардия, гипотония и отек 
легких. При снижении температуры тела 
до 23°C происходит остановка дыхания 
[14]. Однако у мышей через 30 минут 
после прекращения холодового воздей-
ствия температура тела нормализовы-
валась, и они внешне не отличались от 
животных контрольной группы, что ука-
зывает на большую устойчивость мы-
шей к холоду по сравнению с человеком. 
По данным Н.К. Арокиной [15], у крыс 
Вистар остановка дыхания происходит 
при снижении ректальной температуры 
до 15,1±0,5°C и температуры головного 
мозга до 19±0,6°C.

По сравнению с самцами снижение 
температуры тела у самок было более вы-
ражено, что, вероятно, связано с меньшей 
массой тела самок. Женщины по сравне-

нию с мужчинами на одну и ту же внешнюю холодовую 
нагрузку реагируют более значительным снижением 
температуры кожи [16]. 

До начала моделирования холодового стресса 
и в конце эксперимента животных всех групп взвеши-
вали. Изменения массы тела ни у самок, ни у самцов 
не выявлены, но масса тела у самцов была выше, чем 
у самок, как в начале эксперимента (самки 20 (20; 20); 
самцы 23 (21; 23) г), так и в конце (самки 19 (18; 20) г; 
самцы 22 (22; 22) г). Как правило, сильный стресс при-
водит к снижению массы тела. Так, у мышей, подвер-
гавшихся хроническому иммобилизационному стрессу, 
масса тела была значительно ниже, чем у животных 
контрольных групп [17]. Тем не менее воздействие 
холода, напротив, приводит к увеличению массы тела 
у мышей, что, вероятно, является проявлением меха-
низма адаптации, направленного на снижение потерь 
тепла [18].

Каждому животному был проведен клинический 
анализ крови. В контрольных группах содержание 
тромбоцитов у самок было ниже, чем у самцов, а число 
лейкоцитов и лимфоцитов статистически значимо не 
различалось (табл. 1). По данным T.I. Reste et al. [19], 
в периферической крови у самцов мышей содержание 
нейтрофилов, лимфоцитов, моноцитов выше, чем у са-
мок. Однако общее число лейкоцитов статистически 
значимо не различается, содержание эритроцитов выше 
у самок, чем у самцов, а половые различия количества 
тромбоцитов не выявлены. Q. He et al. [20] обнаружили 
в периферической крови у самцов крыс Спрейг–Доули 
большее количество эритроцитов, лейкоцитов, нейтро-
филов, лимфоцитов, моноцитов, а у самок – тромбо-
цитов и эозинофилов. Противоречивость данных, оче-
видно, связана с разными фазами эстрального цикла у 

Рис. 1. Динамика температуры тела животных на протяжении 35-минутного 
холодового воздействия. Данные усреднены по всем дням, для каждой 
точки времени приведены медиана и межквартильные размахи. 
Красная прямая линия – максимальная, зеленая – средняя, голубая – 
минимальная температура тела мышей в условиях вивария

Fig. 1. Body temperature dynamics over a 35-minute cold exposure. The data are 
averaged over all days; for each time point, the median and interquartile ranges 
are given. The red straight line is the maximum body temperature of mice in 
a vivarium, the green is the middle, the blue is the minimum body temperature.
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самок. В нашем исследовании при холодовом стрессе 
возрастало количество тромбоцитов и лейкоцитов у 
самок, а число лимфоцитов не изменялось. По сравне-
нию с животными контрольной группы у самцов при 
холодовом стрессе показатели клинического анализа 
крови не различались (табл. 1). Н.А. Лычева и И.И. 
Шахматов [21] также отмечали повышение содержания 
тромбоцитов в крови у крыс при гипотермии. У сам-
цов увеличение числа тромбоцитов не наблюдалось, 
вероятно, потому, что содержание их в норме было 
значительно выше, чем у самок. 

Методом проточной цитофлуориметрии определяли 
субпопуляционный состав лимфоцитов перифериче-
ской крови. В контрольных группах у самок по срав-
нению с самцами было выше абсолютное количество 
Т-цитотоксических и ниже Т-регуляторных лимфоцитов 
(табл. 2). Сведения о содержании Т-цитотоксических 
лимфоцитов согласуются с данными литературы [22]. 
Д.Ш. Джалилова и соавт. [23] и G. Afshan et al. [24] 
выявили более высокое содержание Т-регуляторных 
лимфоцитов у самцов крыс и у мужчин по сравнению с 
самками и с женщинами, соответственно, что согласу-
ется с полученными нами результатами. Однако Ю. Гао 
и  соавт. [22] и M. Walecki et al. [25] показали, что содер-
жание регуляторных Т-лимфоцитов в периферической 
крови выше у самок мышей и у женщин репродуктив-
ного возраста по сравнению с самцами и с мужчинами, 
соответственно. Вероятно, противоречивость данных о 
содержании Т-регуляторных клеток обусловлена иссле-
дованиями в разные фазы эстрального цикла у самок 
грызунов и менструального цикла у женщин. По дан-
ным литературы, колебания уровня эстрадиола в тече-
ние менструального цикла влияют на количество и су-
прессорную активность регуляторных Т-клеток [26]. 
У женщин в секреторную фазу эстрального цикла с 
высоким содержанием эстрогенов в сыворотке крови 

процентное содержание регуляторных Т-лимфоцитов 
в периферической крови выше, чем в пролифератив-
ную фазу [27]. В нашем исследовании при холодовом 
стрессе у самок ни одна из субпопуляций лимфоцитов 
не изменялась, а у самцов снижалось абсолютное и от-
носительное содержание Т-регуляторных лимфоцитов 
и возрастало относительное содержание активирован-
ных Т-хелперов (табл. 2). Снижение содержания регу-
ляторных Т-клеток у самцов косвенно указывает на 
активацию иммунных реакций. Хронический стресс 
вызывает иммуносупрессию, лимфоцитопению, умень-
шение в крови числа CD4+ Т-хелперов [28]. E. Frei-
er et al. [29] выявили снижение числа регуляторных 
Т-лимфоцитов в периферической крови у молодых 
мужчин при остром психологическом стрессе. 

Тимус у животных всех групп имел нормальное 
строение. Соотношение коркового и мозгового веще-
ства и толщина субкапсулярной зоны между контроль-
ными группами не различались (рис. 2). По данным 
Е.Ю. Симоновой [30], в тимусе самцов крыс Вистар 
в норме отношение объемной доли коркового веще-
ства к мозговому выше, чем у самок в фазе проэстру-
са, что, очевидно, связано с усиленной миграцией 
Т-лимфоцитов из тимуса у самок под влиянием эстро-
генов. Субкапсулярная зона тимуса у самок шире, чем у 
самцов, что обусловлено, вероятно, повышенным уров-
нем прогестерона, который подавляет апоптотическую 
гибель тимоцитов. При холодовом стрессе у самок 
нами отмечалось снижение ширины субкапсулярной 
зоны (рис. 2). В субкапсулярной зоне тимуса происхо-
дит активная пролиферация незрелых тимоцитов; при 
патологическом стрессе независимо от его природы 
развивается острая атрофия тимуса, характеризующа-
яся уменьшением массы органа и опустошением корко-
вого вещества [31]. Хронический иммобилизационный 
стресс у мышей вызывает в тимусе увеличение апоп-

Таблица 1 | Table 1
Абсолютное количество лейкоцитов, лимфоцитов и тромбоцитов в периферической крови у половозрелых самок 

и самцов мышей C57Bl/6 в норме и при холодовом стрессе, Ме (0,25; 0,75) | 
The absolute number of leukocytes, lymphocytes and platelets in the peripheral blood of mature female and male C57Bl/6  

mice in normal condition and after cold stress, Me (0.25; 0.75)

Абсолютное количество, 
106/мл |  

Absolute amount, 106/mL

Самки | Female Самцы | Male

контроль |  
control group

холодовой стресс |
cold stress

контроль |  
control group

холодовой стресс | 
cold stress

Лейкоциты | Leukocytes 7,0
(6,5–8,1)

11,5*
(8,5–12,4)

8,7
(7,8–9,4)

10,7
(10,1–11,9)

Лимфоциты | Lymphocytes 5,8
(5,4–6,8)

9,0
(7,0–10,2)

6,9
(6,3–7,9)

8,6
(8,3–9,4)

Тромбоциты | Platelets 436,5#

(433–593)
914*

(694–1115)
1241#

(1200–1384)
782,5

(573–1343)

* – статистически значимые различия между опытной и соответствующей контрольной группами 
# – статистически значимые различия между самцами и самками контрольных групп, критерий Манна–Уитни, р<0,05
* – statistically significant differences between the experimental and the corresponding control group
# – statistically significant differences between males and females of control groups, Mann–Whitney U-test, p <0.05
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тоза, уменьшение общего количества тимоцитов, доли 
незрелых тимоцитов [32]. В исследовании Д.К. Гарма-
евой и соавт. [33] после нескольких сеансов холодово-
го воздействия в течение 2 недель и более отмечалось 
сокращение содержания клеток в субкапсулярной зоне 
тимуса, а показатели площадей коркового и мозгового 
вещества, корково-мозговой индекс не отличались от 
показателей у интактного контроля, что соответствует 
полученным нами результатам. 

Селезенка животных всех групп имела нормальное 
строение. Различия объемной доли функциональных 
зон селезенки между самцами и самками в норме не 
выявлены (рис. 3). По данным Е.Ю. Симоновой [30], 
в селезенке объемная доля белой пульпы у самок крыс 
Вистар выше, чем у самцов, что может быть обуслов-

лено иммуностимулирующим эффектом эстрогенов, 
индуцирующих пролиферацию лимфоцитов селезенки. 
Расхождение наших результатов и данных литературы 
может быть связано как с межвидовыми различиями, 
так и с фазой эстрального цикла. При холодовом стрессе 
у самок в селезенке возрастала объемная доля красной 
пульпы, у самцов снижалась объемная доля светлых 
центров лимфоидных узелков и у животных обоего пола 
уменьшалась объемная доля ПАЛМ-зоны (рис. 3). Уве-
личение объемной доли красной пульпы и уменьшение 
объемной доли ПАЛМ-зоны косвенно указывают на 
миграцию лимфоцитов из селезенки. Снижение объ-
емной доли светлых центров лимфоидных узелков 
может быть обусловлено подавлением пролиферации 
В-лимфоцитов. Хронический иммобилизационный 

Таблица 2 | Table 2
Относительное и абсолютное количество основных субпопуляций лимфоцитов в периферической крови  

у половозрелых самок и самцов мышей C57Bl/6 в норме и при холодовом стрессе, Ме (0,25; 0,75) | 
The relative and absolute number of the main subpopulations of lymphocytes in the peripheral blood  

in mature female and male C57Bl/6 mice in normal condition and after cold stress, Me (0.25; 0.75)

Субпопуляции лимфоцитов | 
Lymphocyte subpopulations

Самки | Female Самцы | Male
контроль |  

control group
холодовой стресс | 

cold stress
контроль |  

control group
холодовой стресс |  

cold stress

В-лимфоциты | 
В lymphocytes
(CD19+CD3-)

R 44,1
(33,9–47,0)

31,4
(18,6–46,5)

21,4
(9,7–26,0)

17,4
(10,3–29,2)

A 3,4
(2,8–3,8)

3,1
(1,6–5,0)

1,8
(0,9–2,3)

1,8
(1,1–3,7)

Т-лимфоциты | 
Т lymphocytes
(CD3+CD19-)

R 24,8
(23,0–31,4)

14,9
(9,2–28,4)

9,2
(3,4–14,1)

8,4
(4,4–12,6)

A 2,0
(1,6–2,4)

1,7
(1,0–2,4)

0,8
(0,3–1,1)

0,9
(0,5–1,6)

Т-цитотоксические | 
Cytotoxic T cells
(CD3+CD8+)

R 13,0
(10,9–13,6)

6,0
(4,2–12,2)

4,5
(1,3–5,5)

2,9
(1,4–5,3)

A 1,0#

(0,7–1,1)
0,7

(0,4–1,1)
0,3#

(0,1–0,4)
0,3

(0,2–0,7)

Т-хелперы | 
T helper cells 
(CD3+CD4+)

R 13,8
(10,9–17,9)

8,9
(5,3–15,5)

6,1
(2,5–8,4)

5,6
(3,1–8,3)

A 1,1
(0,9–1,2)

1,0
(0,6–1,4)

0,5
(0,2–0,7)

0,6
(0,3–1,0)

Активированные  Т-хелперы | 
Activated T-helpers
(CD4+CD25+Foxp3-)

R 3,5
(1,6–4,0)

3,5
(2,9–4,1)

1,4
(1,0–1,4)

2,3*
(1,5–3,2)

A 25,6
(17,6–32,0)

43,3
(30,4–54,7)

13,2
(11,5–13,2)

26,6
(12,8–40,1)

Т-регуляторные лимфоциты | 
Т- regulatory
(CD4+CD25+Foxp3+)

R 2,6
(2,3–4,9)

1,4
(1,2–1,7)

8,8
(8,0–9,0)

3,2*
(2,6–5,6)

A 19,8#

(12,7–25,2)
17,3

(16,8–20,5)
83,7#

(83,1–85,7)
43,2*

(25,3–47,8)

R – относительное содержание (%), А – абсолютное содержание (млн/мл)
* – статистически значимые различия между опытной и соответствующей контрольной группами 
# – статистически значимые различия между самцами и самками контрольных групп, критерий Манна–Уитни, р<0,05

R – relative content (%), А – absolute content (106/ml)
* – statistically significant differences between the experimental and the corresponding control group
# – statistically significant differences between males and females of control groups, Mann–Whitney U-test, p <0.05
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стресс у мышей вызывает снижение клеточности и уве-
личение относительной доли Т-клеток в селезенке [32].

При морфологическом исследовании ободочной 
кишки различия между исследуемыми группами не вы-
явлены, кишка имела нормальное строение. Статисти-
чески значимые различия размеров крипт и содержания 
клеточных элементов в соединительной ткани СПСО 
между контрольными группами также не отмечены 
(рис. 4). По данным Ю. Гао и М.Т. Доб рыниной [34], 
в дистальном отделе ободочной кишки у мышей объ-
емная доля просвета крипт, объемная доля соедини-
тельной ткани и сосудов в СПСО выше у самок, а по-
казатель объемной доли клеточных элементов в СПСО 
выше у самцов. Несоответствие данных, вероятно, об-

условлено разными методиками оценки исследуемых 
параметров. При холодовом стрессе нами было выявле-
но увеличение длины крипт у самцов, число клеточных 
элементов в СПСО не изменялось (рис. 4). С.О. Абдула-
ева [35, 36] не выявила альтеративные и воспалитель-
ные изменения ободочной кишки, а также число лим-
фоцитов в ее СПСО у самцов мышей при ежедневном 
холодовом воздействии в течение 9 дней и 21 дня, что 
согласуется с полученными нами данными. Увеличение 
длины крипт толстой кишки наблюдалось при пищевом 
стрессе у мышей и крыс, которых содержали на полу-
синтетической диете с повышенным содержанием жи-
ров и фосфатов и пониженным содержанием кальция 
и витамина D [37].

А B

C D

Рис. 2. Изменения тимуса при холодовом стрессе. 
 А – корковое (cortex) и мозговое (medulla) вещество в тимусе интактного самца мыши, B – субкапсулярная зона тимуса, 

окраска гематоксилином и эозином. C – соотношение объемной доли коркового и мозгового вещества тимуса у самцов 
и самок мышей в норме и при холодовом стрессе, D – ширина субкапсулярной зоны тимуса у самцов и самок мышей 
в норме и при холодовом стрессе. FK – самки контроль, FS – самки стресс, MK – самцы контроль, MS – самцы стресс; 
черной линией соединены группы, между которыми выявлены статистически значимые различия

Fig. 2.  Changes in the thymus after cold stress. 
 А – the thymic cortex and medulla of an intact male mouse, B – the subcapsular thymic zone, H&E stain. C – the ratio  

of the volume fraction of the thymic cortex and medulla in male and female mice in normal condition and after cold stress.  
D – the width of the thymic subcapsular zone in male and female mice in normal condition and after cold stress. FK – females 
control, FS – females stress, MK – males control, MS – males stress; the black line connects the groups between which 
statistically significant differences are revealed
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Для оценки пролиферативной активности про-
ведено иммунофлуоресцентное окрашивание срезов 
ободочной кишки с антителами к Ki67. В контроль-
ных группах число Ki67-положительных клеток в сли-
зистой оболочке было выше у самцов, чем у самок 
(рис. 5). По данным W. Zhou et al. [38], пролиферация 
эпителиальных клеток тонкой кишки in vitro у мышей 
выше в криптах, выделенных от самок, по сравнению 
с криптами, выделенными от самцов. На пролифера-
тивную активность кишечного эпителия значитель-
ное влияние оказывают глюкокортикоиды [39]. Для 
человека и животных установлен 4-суточный инфра-
диадный биоритм концентрации глюкокортикоидов 
в периферической крови [40], однако этот биоритм 
в исследованиях, как правило, не учитывается, что 
может приводить к расхождениям эксперименталь-
ных данных. В нашем исследовании при холодовом 
стрессе ни у самок, ни у самцов содержание Ki67-

положительных клеток не изменялось (рис. 5). У сам-
цов крыс при трехнедельном хроническом холодовом 
стрессе показано снижение активности тимидинки-
назы в эпителиальных клетках тонкой кишки [41]. 
Стресс, индуцированный ограничением движения 
и погружением в воду на 2 часа в день в течение 
5 дней, не вызывал у крыс изменений пролифератив-
ной активности эпителия кишечника [42].

Эндокринные клетки мы выявляли с помощью ан-
тител к хромогранину А. В контрольных группах чис-
ло хромогранин А-положительных клеток в слизис той 
оболочке не различалось между самками и самцами 
(рис. 6). Данные о половых различиях содержания эн-
докринных клеток в кишечнике в литературе отсут-
ствуют. При холодовом стрессе мы наблюдали сни-
жение числа хромогранин А-положительных клеток у 
животных обоего пола (рис. 6). С.О. Абдулаева [35, 36] 
также выявила повышение числа эндокринных клеток 

B

C D

E

A

Рис. 3.  Объемные доли морфофункциональных зон селезенки у самцов и самок мышей в норме и при холодовом стрессе.
 А – красная пульпа, B – ПАЛМ-зона, C – лимфоидные узелки, D – светлые центры лимфоидных узелков. FK – самки 

контроль, FS – самки стресс, MK – самцы контроль, MS – самцы стресс; черной линией соединены группы, между 
которыми выявлены статистически значимые различия. E – селезенка интактного самца мыши, PALZ – ПАЛМ-зона,  
Red pulp – красная пульпа, LN – лимфоидный узелок, LC – светлый центр. Окраска гематоксилином и эозином

Fig. 3.  Volume fractions of morphofunctional zones of the spleen in male and female mice in normal condition and after cold stress.
 А – red pulp, B – PALZ, C – lymphoid nodules, D – light centers of lymphoid nodules. FK – females control, FS – females 

stress, MK – males control, MS – males stress; the black line connects the groups between which statistically significant 
differences are revealed. E – spleen of an intact male mouse, LN – lymphoid nodule, LC – light centers. H&E stain
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A

E F

B C D

Рис. 4. Слизистая оболочка ободочной кишки самок (A, B) и самцов (C, D) мышей в норме (A, C) и при холодовом  
стрессе (B, D). Окраска гематоксилином и эозином. Высота крипт (E) и число клеточных элементов (F) на 1 мкм2 
соединительной ткани собственной пластинки слизистой оболочки у самцов и самок мышей в норме и при холодовом 
стрессе. FK – самки контроль, FS – самки стресс, MK – самцы контроль, MS – самцы стресс;  
черной линией соединены группы, между которыми выявлены статистически значимые различия

Fig. 4. The mucous membrane of the colon in female (A, B) and male (C, D) mice in normal condition (A, C)  
and after cold stress (B, D). H&E stain. The height of the crypts (E) and the number of cellular elements (F) per 1 μm2  
of the lamina propria connective tissue in male and female mice in normal condition and after cold stress.  
FK – females control, FS – females stress, MK – males control, MS – males stress; the black line connects the groups between 
which statistically significant differences are revealed
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A

A

Рис. 5. Пролиферирующие Ki67-положительные клетки в слизистой оболочке ободочной кишки интактного самца мыши, 
иммунофлуоресцентное окрашивание (A). Число Ki67-положительных клеток на 1 мм2 слизистой оболочки у самцов 
и самок мышей в норме и при холодовом стрессе (B). FK – самки контроль, FS – самки стресс,  
MK – самцы контроль, MS – самцы стресс; черной линией соединены группы, между которыми выявлены статистически 
значимые различия

Fig. 5. Proliferating Ki67-positive cells in the colon of an intact male mouse, immunofluorescence staining (A). The number of Ki67-
positive cells per 1 mm2 of the mucous membrane in male and female mice in normal condition and after cold stress (B).  
FK – females control, FS – females stress, MK – males control, MS – males stress; the black line connects the groups between 
which statistically significant differences are revealed

Рис. 6. Эндокринные хромогранин А-положительные клетки в эпителии ободочной кишки интактного самца мыши, 
иммунофлуоресцентное окрашивание (A). Число хромогранин А-положительных клеток на 1 мм2 слизистой оболочки 
у самцов и самок мышей в норме и при холодовом стрессе (B). FK – самки контроль, FS – самки стресс,  
MK – самцы контроль, MS – самцы стресс; черной линией соединены группы, между которыми выявлены статистически 
значимые различия

Fig. 6. Endocrine chromogranin A-positive cells in the colon epithelium of an intact male mouse, immunofluorescence staining (A).  
The number of chromogranins of A-positive cells per 1 mm2 of the mucous membrane in male and female mice in normal 
condition and after cold stress (B). FK – females control, FS – females stress, MK – males control, MS – males stress; the black 
line connects the groups between which statistically significant differences are revealed

B

B
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в ободочной кишке у самцов мышей C57BL/6 на 21-е 
сутки ежедневного холодового воздействия, однако у 
самцов мышей Balb/c при таком же воздействии их 
количество снижалось. Уменьшение числа хромогра-
нин А-положительных эндокринных клеток может 
быть обусловлено либо изменениями путей диффе-
ренцировки эпителиальных клеток и уменьшением 
образования эндокринных клеток, либо повышением 
секреции, приводящим к опустошению секреторных 
гранул и потере клетками иммунореактивности.

Высокосульфатированные муцины в бокаловидных 
клетках выявляли с помощью окраски альциановым си-
ним, рН 1,0, нейтральные – с помощью ШИК-реакции. 
В норме объемная доля бокаловидных клеток у самок 
была выше, чем у самцов, а число клеток на крипту не 
различалось между полами, что указывает на бóльшие 
размеры клеток у самок. Содержание в бокаловидных 
клетках нейтральных и высокосульфатированных му-
цинов между группами не различалось (рис. 7). По дан-
ным Ю. Гао и М.Т. Добрыниной [34], объемная доля 

Рис. 7. Бокаловидные клетки в эпителии ободочной кишки мышей, окраска альциановым синим (A) и ШИК-реакция (D). 
Оптическая плотность бокаловидных клеток на срезах, окрашенных альциановым синим (B), и с ШИК-реакцией (C), 
объемная доля бокаловидных клеток (E) и число бокаловидных клеток на крипту (F) у самцов и самок мышей в норме 
и при холодовом стрессе. FK – самки контроль, FS – самки стресс, MK – самцы контроль, MS – самцы стресс; черной 
линией соединены группы, между которыми выявлены статистически значимые различия

Fig. 7. Goblet cells in the colon epithelium of mice, Alcian blue stain (A) and PAS-reaction (D). The optical density of goblet cells on 
sections stained with Alcian blue (B) and with a PAS-reaction (C), the volume fraction of goblet cells (E) and the number of 
goblet cells per crypt (F) in male and female mice in normal condition and after cold stress. FK – females control, FS – females 
stress, MK – males control, MS – males stress; the black line connects the groups between which statistically significant 
differences

A B C

D E F
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бокаловидных клеток выше у самцов мышей, чем у 
самок. При холодовом стрессе исследуемые параметры 
бокаловидных клеток не изменялись (рис. 7). У мышей 
при хроническом иммобилизационном стрессе выяв-
лено снижение толщины внутреннего слоя слизи, экс-
прессии мРНК муцина Muc2 и числа ШИК-позитивных 
бокаловидных клеток в ободочной кишке [43]. По 
данным С.О. Абдулаевой [35, 36], число бокаловид-
ных клеток на крипту и их объемная доля в ободоч-
ной кишке у самцов мышей C57BL/6 при ежедневном 
холодовом воздействии в течение 9 дней и 21 дня не 
изменяется, а у самцов мышей Balb/c объемная доля 
возрастает на 9-е сутки, и число бокаловидных клеток 
на крипту снижается на 21-е сутки.

Выявленные иммунные реакции и морфофункцио-
нальные изменения ободочной кишки при холодовом 
стрессе у самцов и самок мышей C57BL/6 суммиро-
ваны на рисунке 8.

Заключение
В литературе сведений о половых различиях лим-

фоидных органов и толстой кишки у человека и лабо-
раторных грызунов мало. Данные противоречивы, что, 
вероятно, обусловлено влиянием половых гормонов, 
уровень которых значительно изменяется в течение 
менструального цикла у женщин и эстрального цикла 
у самок животных. Также расхождение данных может 
быть связано с межвидовыми, межлинейными, воз-
растными различиями, инфрадианными и сезонными 
биоритмами.

Несмотря на весьма значительное снижение тем-
пературы тела при холодовом воздействии, мы на-
блюдали у самок и самцов мышей умеренные гисто-
физиологические изменения лимфоидных органов 
и клеточного состава периферической крови. Эти 
данные указывают на развитие физиологического 
стресса у мышей и их высокую устойчивость к ис-
пользованному нами режиму холодового воздействия. 
По данным литературы, стрессорные воздействия мо-
гут приводить к удлинению крипт, подавлению про-
лиферации эпителия, изменению числа эндокринных 
клеток, снижению числа бокаловидных клеток и про-
дукции муцинов в ободочной кишке, однако мы на-
блюдали только снижение содержания эндокринных 
клеток у мышей обоего пола и увеличение длины 
крипт у самцов. 
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Рис. 8. Изменения в периферической крови, лимфоидных органах и ободочной кишке у половозрелых самцов и самок мышей 
C57BL/6 при холодовом стрессе, вызванном интервальным холодовым воздействием в режиме 35-минутных сеансов 
в течение 14 дней при –20°

Fig. 8. Changes in peripheral blood, lymphoid organs, and colon in mature male and female C57BL/6 mice after cold stress caused by 
intermittent cold exposure for 35-minute sessions for 14 days at –20°
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Наблюдение тафтинг-энтеропатии:  
течение, сложности морфологической диагностики
Т.А. Гаркуша1,2, С.В. Гаппоев1,2, В.А. Хоржевский1,2, Л.Г. Левкович2

1 КГБУЗ Красноярское краевое патологоанатомическое бюро, Красноярск, Россия
2 ФГБОУ ВО Красноярский государственный медицинский университет имени профессора В.Ф. Войно-Ясенецкого  

Минздрава России, Красноярск, Россия

Тафтинг-энтеропатия (ТЭ) – редкое аутосомно-рецессивное заболевание, в клинике проявляющееся 
диареей, начинающейся в неонатальном периоде. Впервые болезнь описана в 1994 году Р.М. Райфеном 
с соавторами. Этиологией данного заболевания являются мутации в гене молекулы клеточной адгезии 
EpCAM. Морфологически при ТЭ выявляют изменения эпителия кишечника, где в первую очередь 
поражаются поверхностные энтероциты, формирующие «пучки». На ультраструктурном уровне 
тафтинг-энтеропатия характеризуется увеличением длины и числа десмосом. В работе приведено 
наблюдение ТЭ у ребенка 3 месяцев, диагностированной на основании клинико-морфологических 
сопоставлений с применением электронной микроскопии. Диарейный синдром развился у пациента 
со вторых суток жизни и сохранялся независимо от энтерального питания с нарастанием эксикоза.
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Case report of tufting-enteropathy: course of the disease, complexity of morphological diagnosis
T.A. Garkusha1,2, S.V. Gappoev1,2, V.A. Khorzhevskii1,2, L.G. Levkovich2

1 Krasnoyarsk regional pathoanatomical bureau, Krasnoyarsk, Russia
2 V.F. Voyno-Yasenetsky Krasnoyarsk State Medical University, Krasnoyarsk, Russia

Tufting enteropathy (TE) is a rare autosomal recessive disease characterized by diarrhea starting in the neo-
natal period. This disease was first described in 1994 by Reifen R.M. et al. The disease is caused by muta-
tions in the cell adhesion molecule EpCAM. TE is characterized by alterations in the intestinal epithelium: 
surface enterocytes are primarily affected, and they form tufts. At the ultrastructural level, this disease is 
characterized by an increase in the length and number of desmosomes. 
This paper presents a clinical case of TE in a 3-month-old boy who was diagnosed based on clinical and 
morphological, electron microscopy findings. Diarrheal syndrome developed in the patient from the second 
day of life and persisted regardless of enteral nutrition and led to severe exsicosis.
Keywords: tufting enteropathy, diarrhea, desmosome, enterocyte, microvilli
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Тафтинг-энтеропатия (ТЭ) – редкое аутосомно-ре-
цессивное заболевание, характеризующееся диареей, 
начинающейся в неонатальном периоде [1–3]. Впервые 
описали болезнь R.M. Reifen et al. в 1994 году [4]. За-

болеваемость в странах Западной Европы, по расчет-
ным данным, составляет около 1:50 000–100 000 живо-
рожденных [1, 3, 5–7]. Этиологическим фактором 
заболевания считаются различные мутации в гене 
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молекулы клеточной адгезии EpCAM [1–3, 5–8], боль-
шинство из которых становится причиной отсутствия 
трансмембранного домена EpCAM и ведет к наруше-
нию межклеточного взаимодействия. Основными кли-
ническими проявлениями ТЭ являются секреторная 
диарея, начинающаяся в первые дни и недели жизни, 
нарушение всасывающей функции кишечника [1, 3, 5]. 
Диарея ведет к эксикозу и нарушению водно-электро-
литного баланса, что может служить причиной смерти 
новорожденных, страдающих ТЭ [1, 5, 8].

При гистологическом исследовании ТЭ проявляет-
ся изменением эпителия тонкой и толстой кишки, где 
в первую очередь поражаются поверхностные энтеро-
циты с парциальной или тотальной атрофией микро-
ворсинок [1–3, 6, 7]. Дезорганизованные энтероциты 
формируют «пучки», представленные прилежащими 
друг к другу клетками с округлой апикальной поверх-
ностью, что придает им вид капли [1–3, 6, 7]. В части 
случаев имеют место аномалии базальной мембра-
ны [3, 5], гиперплазия и ветвление крипт [1, 5, 8]. Не-
которые авторы отмечают наличие клеток воспаления 
в собственной мышечной пластинке слизистой обо-
лочки без распространения на эпителий [2, 5, 8].

При ТЭ обнаруживаются структурные и количест-
венные изменения десмосом энтероцитов. Характер-
ным для заболевания является увеличение длины дес-
мосом до 0,7 мкм в сравнении с нормой (0,2–0,3 мкм). 
Число десмосом в апикальной части соседних энте-
роцитов увеличено до 4–8 в сравнении с образцами 
нормальной кишки (1–2 десмосомы) [3, 5]. Опреде-
ляемые при гистологическом исследовании «пучки» 

энтероцитов ультраструктурно представлены соеди-
ненными клетками с атипичными округлыми конту-
рами клеточной мембраны, на которой определяются 
редкие микроворсинки. Имеются и менее характерные 
черты, такие как уменьшение высоты микроворсинок, 
появление в цитоплазме энтероцитов микровиллезных 
включений [8].

Диагностика ТЭ требует исключения целого ряда 
болезней кишечника, в том числе заболеваний инфек-
ционного характера, врожденных ферментопатий, ауто-
иммунной энтеропатии (АЭ) и болезни микровиллез-
ных включений (БМВ) (табл. 1).

Большие сложности вызывает дифференциальная 
диагностика между ТЭ, БМВ и АЭ, поскольку данные 
заболевания могут иметь сходные морфологические 
проявления и часто требуют электронной микроскопии. 
При ее проведении БМВ характеризуется наличием 
в энтероцитах специфических включений, имеющих 
округлую форму, с большим количеством прямых 
микро ворсинок. При этом число и длина десмосом 
соответствуют норме.

Приводим наблюдение пациента с ТЭ, диагностика 
которой потребовала комплексного подхода с приме-
нением электронной микроскопии.

Пациент А., возраст – 3 месяца, родился доношен-
ным, масса 3410 граммов. Со вторых суток жизни у 
ребенка появилась выраженная диарея с потерей в весе 
к четвертым суткам 400 граммов. С третьих суток от-
мечался метаболический ацидоз. Диарейный синдром 
сохранялся независимо от энтерального питания. Пос-
ле каждой попытки введения лечебной энтеральной 

Таблица 1 | Table 1
Дифференциальная диагностика энтеропатий новорожденных по морфологическим критериям |

Differential diagnosis of neonatal enteropathy according to morphological criteria

Заболевание | 
Disease

Световая микроскопия | 
Light microscopy

Дополнительные методы исследования | 
 Additional methods

Тафтинг-
энтеропатия |
Tufting enteropathy

«Пучки» поверхностных энтероцитов |  
Tufts of surface enterocytes
Каплевидная форма энтероцитов |  
Teardrop-shaped enterocytes
АМ | VA
Расширение и аномальное ветвление крипт | 
Expansion and anomalous branching of crypts
Утолщение базальной мембраны |  
Thickening of the basement membrane
ОВИСПСО | NIILPM
ОВЭЛ | NIEL

Аномальное осаждение ламинина и гепаринсульфата | 
Abnormal precipitation of laminin and heparin sulfate
Увеличение десмоглеина | Increased of desmoglein
Аномальное распределение интегрина a2b1 | 
Anomalous a2b1 integrin distribution 
Снижение экспрессии EpCAM |  
Reduced EpCAM expression
Увеличение длины и числа десмосом |  
The increase in the length and number of desmosomes
Могут быть обнаружены микровиллезные  
включения | Microvillus inclusions may be detected

Болезнь 
микровиллезных 
включений | 
Microvillus Inclusion 
Disease

АМ | VA
Гиперплазия или гипоплазия крипт |  
Crypt hyperplasia or hypoplasia
Вакуоли в апикальной части клетки |  
Vacuoles in the apical part of the cell
PAS-позитивные включения в апикальной  
части клеток | PAS-positive inclusions  
in the apical part of cells
ОВИСПСО | NIILPM
ОВЭЛ | NIEL

CD10-позитивные включения в апикальной части 
клеток | CD10-positive inclusions in the apical part  
of cells
Микровиллезные включения в апикальной части 
клетки, выстланные нормальными микроворсинками |  
Microvillus inclusions in the apical part of the cell lined 
with normal microvilli
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Заболевание | 
Disease

Световая микроскопия | 
Light microscopy

Дополнительные методы исследования | 
 Additional methods

Энтероэндокринная 
аплазия | 
Enteroendocrine cell 
dysgenesis (Enteric 
anendocrinosis)

Нормальная слизистая оболочка |  
Normal mucosa
АМ | VA
ОВИСПСО | NIILPM
ОВЭЛ | NIEL

Отсутствуют энтероэндокринные клетки, 
экспрессирующие Chromogranin A |  
No enteroendocrine cells expressing Chromogranin A
Нормальные микроворсинки | Normal microvilli

Аутоиммунная 
энтеропатия | 
Autoimmune 
enteropathy

АМ |VA
Гиперплазия крипт | Crypt hyperplasia
ВИСПСО | IILPM
Воспалительное разрушение эпителия крипт 
кишечника с наличием фигур апоптозов | 
Inflammatory destruction of the intestinal crypt 
epithelium with apoptotic figures
ВЭЛ | IEL
Могут присутствовать признаки аутоиммунного 
гастрита и колита | Autoimmune gastritis  
and colitis features may be present
Потеря энтероэндокринных клеток  
и клеток Панета | Loss of enteroendocrine cells 
and Paneth cells

Позитивный тест на циркулирующие антитела  
к энтероцитам | Positive test for circulating antibodies  
to enterocytes
Позитивная реакция иммунофлуоресценции 
с антителами к энтероцитам |  
Positive immunofluorescence reaction with anti-
enterocyte antibodies

Селективный 
дефицит IgA |  
Selective 
immunoglobulin A 
deficiency

АМ | VA
Гиперплазия крипт | Crypt hyperplasia
ВИСПСО | IILPM
ВЭЛ | IEL

Снижение сывороточного IgA при нормальном или 
повышенном уровне иммуноглобулинов сыворотки 
| Decreased serum IgA with normal or elevated serum 
immunoglobulins
В слизистой оболочке отсутствуют плазматические 
клетки, секретирующие IgA | There are no IgA secreting 
plasma cells in the mucosa

Врожденный 
дискариоз | 
Dyskariosis 
congenital

Очагово крипты отсутствуют |  
Focal crypts are absent
Увеличение апоптоза в клетках эпителия | 
Increased apoptosis in the epithelial cells
Отсутствие плазматических клеток |  
No plasma cells
АМ | VA
ВЭЛ | IEL
Атрофия желез | Gland atrophy

Наличие мутации в генах DKC1, ACD, CTC1, NHP2, 
NOP10, PARN, RTEL1, TERC, TERT, TINF2, WRAP53 | 
Mutations in DKC1, ACD, CTC1, NHP2, NOP10, PARN, 
RTEL1, TERC, TERT, TINF2, WRAP53 genes

АМ – атрофия микроворсинок, ОВИСПСО – отсутствует воспалительная инфильтрация собственной пластинки слизистой 
оболочки, ОВЭЛ – отсутствуют внутриэпителиальные лимфоциты, ВИСПСО – воспалительная инфильтрация собственной 
пластинки слизистой оболочки, ВЭЛ – внутриэпителиальные лимфоциты

VA – Villous atrophy, NIILPM – no inflammatory infiltration of the lamina propria of the mucosa, NIEL – no intraepithelial lymphocytes, 
IILPM – inflammatory infiltration of the lamina propria of the mucosa, IEL – intraepithelial lymphocytes

Таблица 1. Окончание  | End of Table 1

смеси состояние ребенка ухудшалось: появлялась диа-
рея (в среднем восемь раз в сутки, стул периодически 
содержал много воды), нарастал эксикоз, появлялся ме-
таболический ацидоз, заострялись черты лица. Любая 
попытка энтеральной регидратации приводила к уси-
лению диареи. Отсутствие терапевтического эффекта 
от проводимого лечения дало основание заподозрить 
в клинике наследственный фактор заболевания. Для 
уточнения морфологических изменений был выполнен 
забор фрагмента тонкой кишки не только для рутинного 
гистологического исследования, но и для электронной 
микроскопии как метода оценки возможных ультра-
структурных повреждений, которые могут не опреде-
литься при других методах.

В препаратах тонкой кишки, окрашенных гемато-
ксилином и эозином, имеются характерные «пучки», 
представленные группой поверхностных энтероци-
тов с округлой апикальной частью клетки (рис. 1 А 
и 1 B), парциальная атрофия микроворсинок. Базаль-
ная мембрана поверхностного эпителия утолщена, 
при трихромной окраске по Массону утолщенная ба-
зальная мембрана окрашена гомогенно в голубой цвет 
(рис. 1 C).

При проведении просвечивающей электронной мик-
роскопии число межклеточных десмосом составляет 
от трех до шести в апикальной части соседних кле-
ток, имеются аномалии десмосом в виде инвагинатов 
в сторону цитоплазмы одной из клеток. Длина десмо-
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Рис. 1. Морфологические особенности эпителия тонкой кишки при ТЭ. 
 A – «пучки» поверхностных энтероцитов, базальная мембрана поверхностных энтероцитов утолщена, B – «пучок» 

поверхностных энтероцитов, базальная мембрана поверхностных энтероцитов утолщена, C – базальная мембрана 
поверхностных энтероцитов утолщена, равномерно голубого цвета, «пучки» поверхностных энтероцитов.  
A – окраска гематоксилином и эозином, ×630, B – полутонкие срезы, окраска толуидиновым синим, ×630,  
C – трихромная окраска по Массону, ×630

Fig. 1.  Morphological features of the small intestine epithelium in TE. 
 A – tufts of surface enterocytes, the basement membrane of the surface enterocytes is thickened, B – tuft of surface enterocytes, 

the basement membrane is thickened, C – the basement membrane of the surface enterocytes is thickened, uniformly blue 
in color, the tufts of surface enterocytes. A – H&E stain, ×630, B – semifine sections, toluidine blue stain, ×630,  
C – trichrome Masson stain, ×630

сом варьирует в диапазоне от 0,029 мкм до 0,702 мкм 
(рис. 2 А). На апикальной поверхности цитолеммы по-
верхностных энтероцитов обнаруживаются короткие 
деформированные микроворсинки (рис. 2 B). Наблюда-

ется большое количество поверхностных энтероцитов, 
лишенных микроворсинок; единичные клетки имеют 
округлую форму. В части клеток определяются микро-
виллезные включения (рис. 2 C).

A B

C
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Рис. 2. Ультраструктурные особенности эпителия тонкой кишки при ТЭ. 
 A – число и длина десмосом увеличены, имеется аномальная десмосома, атрофия микроворсинок,  

B – микроворсинки энтероцитов короткие и деформированные, в цитоплазме определяется большое количество 
вакуолей, C – в цитоплазме энтероцитов определяются микровиллезные включения, много вакуолей. 
Элекронномикроскопические снимки; контрастирование уранил ацетатом и цитратом свинца;  
Zeiss, Libra 120. A – ×8000, B – ×1985, C – ×6300

Fig. 2. Ultrastructural features of the small intestine epithelium in TE. 
 A – increased number and length of desmosomes, there is an abnormal desmosome present, atrophy of microvilli,  

B – enterocyte microvilli are short and deformed; large number of vacuoles in the cytoplasm,  
C – microvillous inclusions, large number of vacuoles in the enterocyte cytoplasm.  
Electron microscopic images; contrast: uranyl acetate and plumbum citrate; Zeiss, Libra 120.  
A – ×8000, B – ×1985, C – ×6300

A B

C
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Заключение
Тафтинг-энтеропатия представляет собой редкое 

ауто сомно-рецессивное заболевание, характеризую-
щееся диареей, манифестирующее в неонатальном пе-
риоде. При установлении диагноза необходимо прово-
дить дифференциальную диагностику с целым рядом 
болезней.

При гистологическом исследовании в представлен-
ном случае обнаруживались «пучки» поверхностных 
энтероцитов, апикальная поверхность клеток «пучков» 
имела округлую форму. Электронномикроскопическое 
исследование выявило увеличение числа и длины дес-
мосом, а также их аномальные варианты. Данные из-
менения являются характерными для тафтинг-энтеро-
патии.

Описанный случай демонстрирует возможности 
электронной микроскопии при дифференциальной 
диагностики редких форм энтеропатий у детей.
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Кардиопульмональный транстиретиновый амилоидоз 
З.В. Гиоева, А.А. Епхиев
ФГБОУ ВО Северо-Осетинская государственная медицинская академия Минздрава России, Владикавказ, Россия

Основным органом-мишенью при транстиретиновом амилоидозе дикого типа (ATTRwt) является 
сердце. В последние годы, согласно результатам аутопсийных исследований, вовлечение легких 
в патологический процесс происходит намного чаще, чем диагностируется прижизненно. Ввиду 
отсутствия специфических клинических признаков и наличия у пожилых пациентов множества со-
путствующих патологий в большинстве случаев диагноз устанавливается на поздних стадиях забо-
левания или пропускается вовсе. В результате ATTRwt-амилоидоз становится недооцененной при-
чиной заболеваемости и смертности у пациентов старшей возрастной группы. В статье представлено 
клиническое наблюдение пациентки 88 лет с генерализованным транстиретиновым амилоидозом с 
преимущественным поражением сердца и легких. Отражены сложности прижизненной диагностики 
данного типа амилоидоза, обусловленные отсутствием амилоидных отложений в биоптатах прямой 
кишки и подкожной жировой клетчатки. Особенностью наблюдения стало расхождение клинического 
и патологоанатомического диагнозов. 
Ключевые слова: транстиретиновый амилоидоз дикого типа, амилоидоз сердца, амилоидоз легких, 
старческий амилоидоз, хроническая сердечная недостаточность
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Wild type transthyretin amyloidosis (ATTRwt) affects a number of target organs, most commonly the heart. 
Over the last years, autopsy findings revealed that the lungs are involved in the pathological process more 
frequently than diagnosed in premortem cases.
Due to the nonspecific nature of ATTRwt clinical manifestations and the presence of multiple concomi-
tant conditions in elderly people, the majority of patients are diagnosed at a late stage or the disease is 
overlooked.
As a result, ATTRwt has emerged as a previously underestimated cause of morbidity and mortality in the 
older age group. This article presents a clinical case report describing an 88-year-old female patient with 
generalized transthyretin amyloidosis characterized by predominant cardiac and pulmonary involvement.
The paper elucidates the difficulties associated with premortem diagnosis of this type of amyloidosis which 
include the absence of amyloid deposits in biopsy specimens from the rectum and subcutaneous fat. The 
specific information in this case report is focused on the discrepancy between clinical and autopsy diagnosis.
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В практической медицине прижизненная диагности-
ка кардиопульмонального амилоидоза вызывает опре-
деленные сложности ввиду обширной клинической 
симптоматики. Поражение сердца может проявляться 
в широком диапазоне: от очаговых изменений на ЭКГ 
у пациентов, не имеющих симптомов, до признаков 
застойной сердечной недостаточности, аритмий или 
фибрилляции желудочков. Такое разнообразие подчас 
приводит к ошибочной диагностике ишемической бо-
лезни сердца, кардиомиопатий, инфильтративных или 
воспалительных заболеваний миокарда. Зачастую при 
кардиопульмональном амилоидозе встречается диф-
фузно-интерстициальная форма поражения легких, что 
также затрудняет диагностику из-за того, что клинико-
рентгенологическая картина выглядит как проявления 
хронической сердечной недостаточности. 

Одновременное поражение сердца и легких наи-
более характерно для системного AL-амилоидоза, при-
чем AL-лямбда амилоид обнаруживается чаще, чем 
AL-каппа. Тем не менее в последние годы во время 
аутопсий у людей старческого возраста и долгожителей 
все чаще встречаются случаи обнаружения транстире-
тинового амилоида в сердце с вовлечением легких в па-
тологический процесс. Транстиретиновый амилоидоз у 
пожилых пациентов с преимущественным поражением 
сердца раньше называли сенильным системным ами-
лоидозом, но в соответствии с классификацией, пред-
ложенной Международным обществом по изучению 
амилоидоза в 2016 году, его следует классифицировать 
как транстиретиновый амилоидоз с отложением белка 
дикого типа – ATTRwt [1]. Заболевание развивается 
в результате структурной нестабильности транстирети-
на, приводящей к образованию неправильно свернутых 
промежуточных его форм. В дальнейшем происходят 
их аггрегация и формирование амилоидных отложе-
ний. Сердце является основным органом-мишенью 
при ATTRwt, поэтому у большинства пациентов раз-
вивается медленно прогрессирующая сердечная недо-
статочность с сохраненной фракцией выброса левого 
желудочка. Другими клиническими проявлениями дан-
ного типа амилоидоза могут быть развитие синдрома 
карпального канала, стеноз поясничного отдела позво-
ночного канала, которые появляются за 10–15 лет до 
развития симптомов поражения сердца [2]. 

В современной медицине для диагностики различ-
ных типов амилоидоза используется много разных ла-
бораторно-инструментальных исследований, но самым 
достоверным является биопсия пораженного органа. 
Однако в случае поражения сердца или легких дан-
ная манипуляция небезопасна для пациента и требует 
наличия в лечебном учреждении соответствующих 
технологий, а также специалистов. При подозрении 
на системный амилоидоз часто проводят аспирацион-
ную биопсию подкожно-жировой клетчатки, но данный 
метод информативен в основном для кардиопатиче-
ского AL амилоидоза, а при ATTRwt он достоверен 
лишь в 15% случаев [3]. При обнаружении амилоида 

в биоптатах, окрашенных конго красным, необходимо 
его дальнейшее типирование для подбора правильной 
тактики лечения. В последние годы для типирования 
амилоидоза в специализированных лабораториях ис-
пользуют масс-спектрометрию, иммуноэлектронную 
микроскопию, но в рутинной диагностике более рас-
пространенным методом является иммуногистохи-
мическое типирование с использованием моно- и по-
ликлональных антител к белкам – предшественникам 
амилоида [4]. 

Представленное нами клиническое наблюдение 
подтверждает сложности прижизненной диагностики 
ATTRwt.

Пациентка В., 88 лет, была госпитализирована 
28 октября 2019 года в кардиологическое отделение 
Республиканской клинической больницы с клиникой 
декомпенсированной сердечной недостаточности. 
В анамнезе артериальная гипертензия в течение 35 лет, 
хроническая обструктивная болезнь легких с разви-
тием Cor pulmonale, снижение массы тела на 10 кг за 
последние два года. В течение предшествующих семи 
лет пациентка неоднократно госпитализировалась 
в кардиологическое отделение с признаками прогрес-
сирующей сердечной недостаточности. Шесть меся-
цев назад, во время последнего пребывания в клинике, 
ввиду отсутствия должного эффекта от проводимой 
терапии хронической сердечной недостаточности и на-
личия характерных для амилоидоза сердца признаков 
на ЭхоКГ (увеличение предсердий, уплотнение створок 
митрального и трикуспидального клапанов, утолщение 
стенок левого желудочка, перикардиальный выпот, ле-
гочная гипертензия) у пациентки взяли биопсию пря-
мой кишки и подкожной жировой клетчатки. Тем не 
менее амилоидные отложения ни в одном из биоптатов 
не были обнаружены. От биопсии сердца ввиду возрас-
та пациентки и опасности осложнений родственники 
отказались. 

Настоящая госпитализация была обусловлена дли-
тельным приступом стенокардии, не купирующимся 
после приема нитроглицерина. Несмотря на проводи-
мую интенсивную терапию, состояние пациентки ухуд-
шалось, нарастала бивентрикулярная недостаточность, 
развился отек головного мозга, что и стало причиной 
смерти. Заключительный клинический диагноз: «Два 
основных заболевания. 1) Гипертоническая болезнь 
III стадии; ишемическая болезнь сердца; атероскле-
ротический кардиосклероз; острый инфаркт миокарда. 
2) Хроническая обструктивная болезнь легких в стадии 
обострения. Осложнения заболеваний: бивентрикуляр-
ная хроническая сердечная недостаточность III стадии, 
хроническое легочное сердце в стадии декомпенсации, 
анасарка, отек головного мозга». 

На патологоанатомическом вскрытии: труп жен-
щины астенического телосложения с выраженными 
отеками верхних и нижних конечностей. В левой плев-
ральной полости около 400 мл прозрачной желтова-
той жидкости, в правой – около 300 мл. В брюшной 
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Рис. 1. Васкулярные и интерстициальные амилоидные отложения в сердце. 
 А – окрашивание гематоксилином и эозином выявило васкулярные и интерстициальные отложения гомогенных 

эозинофильных структур амилоида. B – при поляризационной микроскопии препаратов, окрашенных конго красным, 
обнаружено характерное для амилоида свечение. С – иммуногистохимическое окрашивание показало негативную реакцию 
с антителами к AL-λ и AL-κ (D) легким цепям амилоида. E – выраженная иммунопозитивная реакция при окрашивании 
с антителом к транстиретиновому амилоиду. F – иммунонегативная реакция с антителом к АА-амилоиду. ×100 

Fig. 1. Vascular and interstitial amyloid deposits in the heart.
 A – haemotoxylin and eosin (H&E) stain identified vascular and interstitial deposits of homogenous eosinophilic amyloid.  

B – polarized light microscopy of Congo red-stained specimens detected characteristic birefringence of the amyloid.  
C – immunohistochemical stain showed negative reaction with antibodies against AL-λ and AL-κ (D) amyloid light chains.  
E – significant immunopositive reaction with anti-transthyretin amyloid antibody. F – immunonegative reaction  
with anti-AA-amyloid antibody. ×100

A

C D

E F
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полости такого же вида жидкое содержимое – около 
1100 мл. Сердечно-сосудистая система: в околосер-
дечной сумке 130 мл прозрачной желтой жидкости, 
сердце массой 460 г, толщина стенки левого желудочка 
1,8 см, правого – 0,7 см. Желудочковый индекс (ЖИ) 
0,7 см. Полость левого желудочка увеличена. Эндокард 

бледный, гладкий. Миокард темно-красного цвета с 
множественными белесоватыми рубчиками диамет-
ром до 0,3 см. В интиме коронарных артерий очаги 
липосклероза, атерокальциноза. В интиме аорты также 
липосклероз, атерокальциноз и очаги изъязвлений. Ды-
хательная система: стенка бронхов утолщена, имеются 
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Рис. 2.  Амилоидные отложения в стенке кровеносного сосуда легкого.
 A – окрашивание гематоксилином и эозином. B – окрашивание конго красным. С – позитивное иммуногистохимическое 

окрашивание с антителом к Р-компоненту амилоида. Негативная иммуногистохимическая реакция с антителами  
к AL-κ амилоиду (D), AL-λ амилоиду (E), АА амилоиду (F) и Apo AI амилоиду (I). Выраженная иммунопозитивная 
реакция с антителом к транстиретиновому амилоиду (G, H). ×200

Fig. 2. Amyloid deposits in the pulmonary vessel wall.
 A – haemotoxylin and eosin (H&E). B – congo red. C – positive immunohistochemical stain with amyloid P-component 

antibody. Negative immunohistochemical reaction with antibodies against AL-κ amyloid (D), AL- λ amyloid (E),  
AA amyloid (F), and Apo AI amyloid (I). Significant immunopositive reaction with anti-transthyretin amyloid  
antibody (G, H). ×200

единичные плотные сероватые очаги в виде бляшек 
размерами от 0,2 до 0,6 см. Легкие серо-бурого цвета, 
тестоватой консистенции, с поверхности разреза сте-
кает пенистая розовая жидкость. При исследовании 
головного мозга выявлены отек и полнокровие мягких 
мозговых оболочек и вещества. Желудочно-кишечный 
тракт: слизистая оболочка желудка, тонкой и толстой 
кишок розовая, складчатая. Печень плотная, не увели-
чена. Мочеполовая система: почки макроскопически не 
изменены, плотноватой консистенции, на разрезе се-
ро-красного цвета с умеренно четкой границей между 
корковым и мозговым веществом. Слизистая оболочка 
почечных лоханок и мочевого пузыря серо-розовая, 
без особенностей. Матка и придатки в состоянии воз-
растной инволюции.

При микроскопическом исследовании препаратов, 
окрашенных гематоксилином и эозином, в миокарде 
правых и левых отделов сердца обширные участки 

гомогенных эозинофильных субстанций, которые при 
окрашивании конго красным и исследовании в поля-
ризованном свете давали яблочно-зеленое свечение, 
характерное для амилоида. Отмечаются интенсивные 
васкулярные и интерстициальные отложения амилоида, 
выраженная атрофия и склероз кардиомиоцитов, гиа-
линоз кровеносных сосудов с выраженным сужением 
их просвета. Стенки кровеносных сосудов левых от-
делов сердца с массивными очагами амилоида (рис. 1). 
В створках клапанов сердца в результате скопления 
амилоидных субстанций нарушен ход коллагеновых 
волокон. Амилоид выявлен в стенках кровеносных 
сосудов легких, в межальвеолярных перегородках 
(рис. 2). Бляшковидные утолщения в стенке бронхов, 
обнаруженные при макроскопии, также оказались ами-
лоидными субстанциями. Единичные очаги амилоид-
ных отложений определены в венах портальных полей 
печени, артериях почек и селезенки. 



КЛИНИЧЕСКАЯ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МОРФОЛОГИЯ / CLINICAL AND EXPERIMENTAL MORPHOLOGY       Том 9  № 4  2020 75

КЛИНИЧЕСКИЕ НАБЛЮДЕНИЯ

Иммуногистохимическое типирование амилоида 
проводилось с использованием панели пептидных ан-
тител к его наиболее распространенным типам. Исполь-
зовались моноклональные антитела к АА-амилоиду, 
поликлональные антитела к Р-компоненту амилоида, 
транстиретину (ATTR), антитела к AL-λ и AL-κ ами-
лоиду (Dako, США). Амилоидные отложения имели 
позитивную реакцию при окрашивании с антителами 
к Р-компоненту амилоида и транстиретину. Отмечалась 
иммунонегативная реакция с антителами к АА-, AL-λ 
и AL-κ амилоиду. 

На основании макро- и микроскопического исследо-
вания был поставлен патологоанатомический диагноз. 

Основное заболевание. Генерализованный амилои-
доз с преимущественным поражением сердца и легких.

Осложнения заболевания. Хроническое легочное 
сердце (ЖИ 0,7). Дилатация полостей сердца. Отеки 
нижних и верхних конечностей. Двусторонний гидро-
торакс. Гидроперикард. Асцит. Хроническое венозное 
полнокровие внутренних органов. Отек легких. Отек 
головного мозга.

Сопутствующие заболевания. Гипертоническая 
болезнь (масса сердца 460,0 г, толщина стенки левого 
желудочка 1,8 см). Атеросклероз аорты и коронарных 
артерий. Атеросклеротический кардиосклероз.

В данном наблюдении был диагностирован генера-
лизованный транстиретиновый амилоидоз дикого типа 
с преимущественным поражением сердца и легких. 
Особенностью представленного клинического слу-
чая явилось массивное отложение амилоидных масс 
в стенках артерий левых отделов сердца, что привело 
к их сужению и, возможно, клинически проявилось 
в виде признаков ишемической болезни сердца с фор-
мированием на ЭКГ псевдоинфарктных очагов, что 
было расценено кардиологами как острый инфаркт 
миокарда, который не подтвердился на аутопсии. 
По данным литературы, острый инфаркт миокарда 
обнаруживается у 10% пациентов с амилоидозом серд-
ца [5]. Диффузные отложения амилоида в стенках ар-
терий и вен наиболее характерны для AL-амилоидоза, 
для ATTRwt более свойственно очаговое отложение 
в интерстиции вокруг клеток без поражения стенок 
кровеносных сосудов [6]. Тем не менее в настоящем 
наблюдении обнаружены выраженные интерстициаль-
ные и васкулярные амилоидные депозиты. Несмотря 
на обширные участки поражения миокарда, сократи-
тельная функция левого желудочка сохранялась до-
вольно длительное время, что характерно для этого 
типа амилоидоза.

Обсуждение
В последние годы в научной литературе все больше 

данных о том, что ATTRwt является недооцененной 
причиной заболеваемости и смертности у пациентов 
старшей возрастной группы. Очень часто диагноз 
устанавливается на поздних стадиях заболевания или 
пропускается вовсе ввиду отсутствия специфических 

клинических признаков. Согласно T. Lane et al., в 42% 
случаев ATTRwt с момента появления первых симпто-
мов до установления диагноза проходит более четырех 
лет [7]. Диагноз затрудняется в связи с тем, что у пожи-
лых пациентов множество сопутствующих патологий, 
амилоидоз может протекать под маской одной из них 
и устанавливается только на аутопсии. Так, в работе 
А.А. Поляковой и соавт., по результатам аутопсий-
ных исследований, ATTRwt был обнаружен у каждого 
 пятого пациента с хронической сердечной недостаточ-
ностью и гипертрофией левого желудочка. При этом 
ни у одного из этих пациентов амилоидоз при жизни 
не диагностирован. В 97% случаев у них выявлен хро-
нический бронхит [5]. 

Анализ аутопсийных данных в клинике Майо по-
казал, что ATTRwt составляет 55% среди всех случаев 
системного амилоидоза [6]. По данным исследовате-
лей разных стран, транстиретиновый амилоидоз дикого 
типа в сердце у пациентов старше 80 лет выявляют на 
аутопсии в 25% случаев [8]. 

Поражение легких при транстриретиновом амилои-
дозе в основном обнаруживается только по результатам 
аутопсийного исследования. Так, в работе K. Ussavar-
ungsi et al. отмечено, что при жизни вовлечение легких 
в патологический процесс удалось диагностировать 
фактически во всех случаях с AL-амилоидозом (93%) 
и лишь в 23% случаев с транстиретиновым амилои-
дозом [9]. 

Согласно P. Govender et al., диагноз транстиретино-
вого амилоидоза легких клинически устанавливается 
менее чем в 1% случаев, а по данным аутопсии, альвео-
лярно-септальные амилоидные отложения встречаются 
у 58–100% пациентов с транстиретиновым амилоидо-
зом [10]. 

Одновременное отложение амилоида в сердце 
и легких в основном характерно для ATTRwt, а при 
наследственном типе транстиретинового амилоидоза 
(ATTRm) это сочетание встречается весьма редко [9]. 
Поражение сердца является основной причиной смерти 
пациентов с ATTRwt. 

Резюмируя изложенное выше, следует отметить, что 
проблема прижизненной диагностики ATTRwt весьма 
актуальна. Клиницистам необходимо более тщательно 
проводить дифференциальную диагностику резистент-
ной к лечению хронической сердечной недостаточности 
(особенно при сохраненной фракции выброса левого 
желудочка) с транстиретиновым амилоидозом. Сегодня 
самым лучшим неинвазивным методом диагностики 
ATTRwt является проведение сцинтиграфии с радио-
фармпрепаратом технецием (99mTc), который обладает 
высокой чувствительностью к этой патологии. Однако 
транстиретиновый амилоидоз в 20% случаев может со-
провождаться моноклональной гаммопатией, которая 
в основном встречается при AL-амилоидозе. В таких 
случаях необходима дифференциальная диагностика с 
AL-амилоидозом, которая возможна лишь при взятии 
биопсии сердца и типировании амилоида [2, 8].
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Заключение
Представленный клинический случай демонстри-

рует сложности клинико-морфологической диагно-
стики транстиретинового амилоидоза дикого типа у 
пожилых пациентов. Одной из причин не диагности-
рованного при жизни амилоидоза явилось отсутствие 
амилоида в биоптатах прямой кишки и подкожно-жи-
ровой клетчатки. Проводить более инвазивные диа-
гностические вмешательства в виде биопсии сердца 
или легких родные пациентки отказались из-за риска 
возможных осложнений. Особенность данного слу-
чая – расхождение клинического и патологоанатоми-
ческого диагнозов. Во время патологоанатомического 
исследования инфаркт миокарда не был подтвержден, 
а псевдоинфарктные очаги на ЭКГ оказались обуслов-
лены отложением амилоида в стенках коронарной ар-
терии и массивными амилоидными отложениями в ми-
окарде, которые привели к атрофии кардиомиоцитов 
и развитию хронической сердечной недостаточности. 
Столь выраженные интерстициальные и васкулярные 
отложения амилоидных субстанций не типичны для 
транстиретинового амилоидоза и чаще встречаются 
при AL-амилоидозе.
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12–13 ноября 2020 года в Москве на базе НИИ 
морфологии человека в режиме онлайн прошла Все-
российская научная конференция с международным 
участием «Актуальные вопросы морфогенеза в норме 
и патологии». Это первый опыт института в проведе-
нии конференции в подобном формате, и надо отме-
тить, что он оказался удачным. Впечатляет обширная 
представительность участников конференции с весьма 
широкой географией. В целом в работе конференции 
на всех заседаниях на протяжении двух дней приняли 
участие 760 человек из 23 городов России и из разных 
стран. Помимо Российской Федерации были предста-
вители из Белоруссии, Казахстана, Италии, Израиля, 
США. Максимальное число участников зарегистри-
ровано на первом пленарном заседании – 458 человек. 
Участников конференции при открытии приветство-
вали директор НИИ морфологии человека профессор 
Л.М. Михалева, главный патологоанатом Минздрава 
России академик РАН Г.А. Франк, главный патолого-
анатом Департамента здравоохранения города Москвы 
профессор О.В. Зайратьянц, научный руководитель 
НИИ морфологии человека, президент Российского 
общества патологоанатомов член-корреспондент РАН 
Л.В. Кактурский. 

На конференции был заслушан 71 устный доклад, 
среди них 20 докладов участников конкурса молодых 
ученых. Представлены и обсуждены 26 постерных 
 докладов, которые заранее экспонировались на сайте 
Института морфологии человека. Десять молодых спе-
циалистов отмечены почетными грамотами: четверо – 
за доклады по клеточной биологии, трое – за доклады 
по патологической анатомии, трое – за постерные со-
общения. Все докладчики имели возможность общения 
со слушателями в режиме онлайн, отвечая на заданные 
вопросы. Модераторами конференции стали ведущие 
морфологи страны. Конференция была аккредитована 
в системе непрерывного медицинского образования, 
и всем участникам присвоены образовательные кре-

диты (баллы) с учетом автоматизированных данных 
контроля присутствия.

К сожалению, нет возможности достаточно полно 
осветить насыщенную содержательную часть конфе-
ренции. В докладах были представлены разные ветви 
морфологических дисциплин – патологической ана-
томии, гистологии, цитологии, клеточной биологии, 
эмбриологии. Наряду с фундаментальными разработ-
ками изложены результаты прикладных исследований, 
востребованных клинической практикой. Конечно же, 
большое внимание привлекли материалы группы оте-
чественных патологоанатомов по патанатомии новой 
коронавирусной инфекции (COVID-19), обобщенные 
в программном докладе профессора О.В. Зайратьянца. 
Значительное место в программе было уделено вопро-
сам онкоморфологии как наиболее востребованного 
раздела патологической анатомии. В русле этого на-
правления упомянем доклады, посвященные факторам 
риска малигнизации пищевода Барретта (профессор 
Л.М. Михалева), прогностическим критериям раннего 
рака желудка (А.Е. Бирюков), проблемам классифика-
ции рака желудка (К.Ю. Мидибер), молекулярно-гене-
тическим особенностям зубчатых новообразований 
кишечника (Р.А. Вандышева), лечебному патоморфозу 
рака яичников (профессор Е.М. Непомнящая), прин-
ципам диагностики опухолей костей (доктор медицин-
ских наук Д.В. Рогожин). 

ХРОНИКА

Всероссийская научная конференция  
с международным участием  
«Актуальные вопросы морфогенеза в норме и патологии»
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Отдельная секция была посвящена болезням лег-
ких и сердечно-сосудистой системы. Ряд докладов 
охарактеризовал патологию легких при гиперсенси-
тивном пневмоните (профессор А.Л. Черняев), идио-
патическом легочном фиброзе (доктор медицинских 
наук М.В. Самсонова), туберкулезе (доктор биологи-
ческих наук М.В. Ерохина, кандидат медицинских наук 
Т.А. Новицкая). Среди вопросов сердечно-сосудистой 
патологии рассмотрены структурные особенности кар-
диомиоцитов при пороках сердца (кандидат биологиче-
ских наук Т.В. Сухачева, Е.В. Пеняева), радиационные 
поражения сердца (А.Е. Жарикова), морфологические 
проявления гипертрофии миокарда (Е.А. Помазанова). 

Среди других вопросов патологоанатомического 
профиля отметим доклады, посвященные орфанным 
болезням (профессор Е.Л. Туманова), клинико-эксперт-
ной работе патологоанатома (кандидат медицинских 
наук А.А. Каниболоцкий), современным возможностям 
иммуногистохимической диагностики заболеваний 
(кандидат медицинских наук Ю.Ю. Вяльцева). 

В программе конференции широко представлены 
результаты исследований в области эксперименталь-
ной морфологии, посвященные, в частности, экспе-
риментальным моделям язвенного колита (профессор 
О.В. Макарова), алкогольной кардиомиопатии (канди-
дат медицинских наук И.А.Чернов), меланомы (док-
тор биологических наук А.М. Косырева), гиперпла-
зии предстательной железы (кандидат биологических 
наук И.С. Цветков), радиационного поражения легких 
(Е.М. Малышева, С.Е. Тимофеев). 

Ряд сообщений был посвящен структурным осно-
вам тонких механизмов общепатологических процес-
сов, касающихся вопросов регенерации, иммунопато-
логии, клеточной патологии. Живой интерес вызвал 

доклад заведующего лабораторией патологии клетки 
НИИ морфологии человека, президента Международ-
ного научно-исследовательского института «Галли» 
(Сан-Антонио, Техас, США) кандидата медицинских 
наук Г. Алиева, посвященный ультраструктурной па-
тологии митохондрий при экспериментальной хрони-
ческой алкогольной интоксикации и положительному 
эффекту при этих процессах антиоксидантов. Доклад 
был прочитан на английском языке, что следует привет-
ствовать, так как это расширяет возможности обмена 
информацией с зарубежной аудиторией и стимулирует 
научную молодежь к совершенствованию междуна-
родного общения. В русле названной тематики нужно 
отметить доклады, посвященные вопросам молекуляр-
ных механизмов пролиферации гепатоцитов в условиях 
спленэктомии (доктор медицинских наук А.В. Ельча-
нинов), морфологии раневого процесса (кандидат био-
логических наук Н.Б. Тихонова), структурно-функцио-
нальным особенностям мезенхимальных стромальных 
клеток (доктор биологических наук Е.Р. Андреева, кан-
дидат биологических наук А.Н. Горностаева, кандидат 
биологических наук А.Ю. Ратушный), эндотелиаль-
ной дисфункции в условиях оксидативного стресса 
(Е.М. Малышева). В рамках проблем эмбриологии 
и онтогенеза заслушаны доклады по дифференцировке 
клеток поджелудочной железы (доктор биологических 
наук А.Е. Прощина), формированию каротидного клу-
бочка человека (Д.А. Отлыга). В ряде сообщений ос-
вещены современные технологические возможности 
морфологического анализа, касающиеся, в частности, 
3D реконструкции тканей (доктор биологических наук 
Г.А. Савостьянов), рентгеновской микротомографии 
(кандидат биологических наук В.И. Гулимова), рас-
ширения области применения растровой электронной 
микроскопии (профессор Т.В. Павлова).

В целом, конференция явилась важным этапом 
в демонстрации современных достижений морфоло-
гических дисциплин. Дистанционный характер обще-
ния предоставил новые возможности существенного 
расширения численности участников и их географи-
ческого представительства. Этот положительный опыт 
несомненно будет продолжен и использован в даль-
нейшей работе.

Л.В. Кактурский,
научный руководитель НИИ морфологии человека, 

член-корреспондент РАН 
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22 ноября 2020 года ушел из жизни доктор меди-
цинских наук, профессор, врач-патологоанатом высшей 
квалификационной категории, руководитель Централь-
ной патологоанатомической лаборатории НИИ морфо-
логии человека Константин Аркадьевич Рогов. 

После окончания 1-го Московского медицинского 
института им. И.М. Сеченова в 1976 году он обучал-
ся в клинической ординатуре, а затем в аспирантуре 
Всесоюзного научного центра хирургии, где затем 
работал в должности младшего научного сотрудника 
в отделении патологической анатомии. С 1987 года 
был старшим, а затем ведущим научным сотрудни-
ком кафедры патологической анатомии 1-го ММИ  
им. И.М. Сеченова. С 1992 по 2016 год возглавлял пато-
логоанатомическое отделение ГКБ № 4 города Москвы. 
В 1982 году защитил кандидатскую диссертацию, а 
в 2004-м, будучи патологоанатомом-практиком, – док-
торскую диссертацию.

Константин Аркадьевич Рогов является автором 
более 150 научных работ. В течение 36 лет он осу-
ществлял педагогическую деятельность в качестве 
преподавателя патологической анатомии на кафедре 
клеточной биологии и гистологии МГУ им. М.В. Ло-
моносова, в 1-м Московском медицинском институте 
им. И.М. Сеченова, в последние годы был профессо-
ром кафедры патологической анатомии Российского 
университета дружбы народов.

С 2016 года К.А. Рогов руководил Центральной 
патологоанатомической лабораторией НИИ морфоло-

гии человека. Ему удавалось успешно совмещать на-
учные исследования с практической работой врача-
патологоанатома и обучением студентов, ординаторов 
и аспирантов. 

Константин Аркадьевич имеет награды – медаль 
«В память 850-летия Москвы», почетную грамоту Ми-
нистерства здравоохранения и социального развития 
Российской Федерации, нагрудный знак «Отличнику 
здравоохранения».

Константин Аркадьевич Рогов был мудрым, интел-
лигентным, доброжелательным человеком, любил при-
роду, поэзию и прекрасно читал стихи.

Институт морфологии человека глубоко скорбит 
о невосполнимой утрате. 

Коллектив сотрудников 
Института морфологии человека

НЕКРОЛОГ

Константин Аркадьевич Рогов  
(1952–2020)




