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Опухоль-ассоциированные макрофаги и их особенности 
как компонентов опухолевой стромы рака мочевого пузыря 
И.Н. Сычева, Н.А. Олейникова, Н.В. Данилова
ФГБОУ ВО Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова,  
Медицинский научно-образовательный институт, Москва, Россия

Резюме. Опухоль-ассоциированные макрофаги – гетерогенная группа клеток иммунного микроокру-
жения в строме опухолей, играющая исключительную роль в развитии новообразования и прогрессии 
заболевания, а также напрямую связанная с лечебными тактиками. В последние годы исследования 
уротелиального рака мочевого пузыря отмечается перспективность изучения этих групп клеток и их 
маркеров-мишеней. Особенно важно понимать значимость их биологической роли у пациентов с ба-
циллотерапией Кальметта–Герена (БЦЖ-терапия): самого доступного метода малоивазивного лечения 
в России. В ходе анализа данных литературы об опухоль-ассоциированных макрофагах были описаны 
наиболее перспективные маркеры-мишени, их связь с клинико-прогностическими критериями. Пред-
ставленные в работе маркеры могут быть использованы для улучшения диагностических панелей 
уротелиальных карцином и усовершенствования критериев отбора групп пациентов для применения 
различных лечебных стратегий, включающих малоинвазивные методы. Цели настоящего обзора – 
обозначение актуальности исследования мезенхимного микроокружения рака мочевого пузыря и его 
компонентов, выявление прогностически значимых маркеров опухоль-ассоциированных макрофагов 
на основании данных современной литературы.
Ключевые слова: рак мочевого пузыря, уротелиальная карцинома, опухоль-ассоциированные ма-
крофаги, опухоль-инфильтрирующие лимфоциты, иммуногистохимия, опухолевое микроокружение, 
строма опухоли
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Для цитирования: Сычева И.Н., Олейникова Н.А., Данилова Н.В. Опухоль-ассоциированные 
макрофаги и их особенности как компонентов опухолевой стромы рака мочевого пузыря. Клин. 
эксп. морфология. 2026;15(3):5–14. DOI: 10.31088/CEM2026.15.3.5-14.
Финансирование. Исследование выполнено в рамках государственного бюджетного финансирования. 
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Characteristics of tumor-associated macrophages in the bladder cancer 
tumor stroma
I.N. Sycheva, N.A. Oleynikova, N.V. Danilova
Lomonosov Moscow State University, Medical Research and Educational Institute, Moscow, Russia

Abstract. Tumor-associated macrophages are a heterogeneous population of immune cells within tumor 
stroma that play a critical role in tumor development, disease progression, and treatment response. Recent 
studies of urothelial bladder cancer have highlighted the potential value for investigating these cell popula-
tions and their associated target markers. Understanding their biological role is particularly important in 
patients undergoing bacillary Calmette–Guérin therapy, the most accessible minimally invasive treatment 
option in Russia. An analysis of international literature on tumor-associated macrophages has identified 
the most promising target markers and their associations with clinical and prognostic criteria. The markers 
discussed in this review may contribute to improvement of diagnostic panels for urothelial carcinoma and 
refine patient selection criteria for various treatment strategies, including minimally invasive methods. This 
review aimed to highlight the importance of studying the mesenchymal microenvironment of bladder can-
cer and its components and to identify prognostically significant markers of tumor-associated macrophages 
based on current literature.
Keywords: bladder cancer, urothelial carcinoma, tumor-associated macrophages, tumor-infiltrating lym-
phocytes, immunohistochemistry, tumor microenvironment, tumor stroma
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Введение
Рак мочевого пузыря (РМП) – злокачественное за-

болевание, лечение которого в настоящее время эво-
люционирует, так как появляется все больше экспери-
ментальных данных, позволяющих точечно влиять на 
определенные молекулярно-генетические механизмы 
не только в злокачественных клетках, но и в десмоплас
тической строме, которая включает в себя клеточные 
компоненты, ассоциированные с опухолью, и экстра-
целлюлярный матрикс.

Мировая тенденция органосохраняющих хирурги-
ческих стратегий, рост числа случаев химиорезистент-
ных опухолей и высокий риск отдаленного метастази-
рования требуют регламентированных и отработанных 
схем применения таргетных препаратов для улучшения 
прогноза у пациентов с РМП. Особый интерес врачей – 
онкологов и урологов направлен на возможность при-
менения иммунотерапии как компонента так называе-
мой тримодальной терапии: трансуретральная резекция 
(ТУР) мочевого пузыря и дистанционная лучевая тера-
пия с одновременной химиотерапией [1]. В настоящий 
момент, являясь наиболее перспективной в отношении 
органосохраняющего лечения мышечно-инвазивного 
РМП (МИРМП), эта стратегия ограничена в примене-
нии отсутствием четких критериев для каждого из эта-
пов. В 2021 году коллектив авторов под руководством 
Н.В. Новикова (Невский консенсус, 2021) дополнил 
рекомендации по проведению тримодальной терапии 
РМП, акцентировав внимание на значимости лучевого 
этапа лечебного протокола и влияния молекулярных 
маркеров и подтипов уротелиального рака на верный 
выбор терапевтической стратегии [2]. 

Для профилактики развития рецидива РМП 
Европейской организацией по исследованию и ле-
чению рака (European Organisation for Research and 
Treatment of Cancer, EORTC) и Испанской группой 
по онкоурологии (Club Urológico Español para el 
Tratamiento Oncológico, CUETO) на основании кли-
нических признаков опухоли предлагалось разделить 
мышечно-неинвазивный РМП (МНРМП) на группы 
риска. В настоящее время признано, что обе про-
гностические модели переоценивают риск рецидива 
и прогрессии МНРМП и не позволяют достоверно 
предсказать эффективность внутрипузырной иммуно-
терапии [3]. Так, до 40% опухолей резистентно к внут
рипузырной химио- и терапии бациллой Кальметта–
Герена (bacillus Calmette–Guérin therapy, BCG therapy, 
БЦЖ-терапия) и требует цистэктомии [4].

Рабочей группой по уротелиальной карцино-
ме Европейской ассоциации урологов (European 
Association of Urology, EAU) в 2024 году опубликовано 
многоцентровое ретроспективное исследование с учас
тием 640 пациентов с МНРМП высокого риска (с веро-
ятностью 20% прогрессирования заболевания в тече-
ние пяти лет), получавших адекватную БЦЖ-терапию 
с 2007 по 2020 год. Результаты показали благоприятный 
прогноз в изучаемой группе, что подтверждает значи-
мость БЦЖ‑терапии для пациентов с МНРМП высо-
кого риска, особенно при стойком ответе на лечение. 
По мнению авторов, продолжение поддерживающей 
БЦЖ‑терапии может служить приемлемой альтерна-
тивой радикальной цистэктомии [5]. 

В обзоре A. Di Spirito et al. [6] обсуждались важ-
ность понимания механизмов взаимодействия кле-
точных компонентов десмопластической стромы и их 
значение для разработки инновационных методов лече-
ния. Играя решающую роль в прогрессировании и ме-
тастазировании рака, а также эффективности терапии, 
микроокружение опухоли может способствовать раз-
витию терапевтической резистентности, особенно при 
использовании ингибиторов иммунных контрольных 
точек. Таким образом, изучение и выявление прогно-
стически значимых специфических белков-маркеров 
и их связь с клинико-прогностическими критериями –
приоритетные задачи мирового научного сообщества.

Общие данные о макрофагах  
как компонентах десмопластической стромы

Ведущими клеточными компонентами, рассматри-
ваемыми в качестве новых таргетных мишеней, яв-
ляются опухоль-ассоциированные макрофаги (tumor-
associated macrophages, TAM). В контексте опухолевой 
стромы эта группа клеток гетерогенна: выделяют М1-
ТAМ, характеризующиеся классическими путями 
активации и обладающие провоспалительными и ан-
тиангиогенными функциями, преобладающими в нор-
мооксических областях опухоли, и группу М2-ТAМ, 
активированных альтернативными путями через взаи-
модействие с Th-2 (Т-лимфоциты-хелперы 2-го типа) 
и IL-4 (интерлейкин-4). Последняя группа макрофагов 
особенно интересна: эти клетки обеспечивают ремоде-
лирование тканей (в том числе и десмопластической 
опухолевой стромы), имеют ангиогенные свойства: 
активируются в гипоксических областях опухолевой 
ткани и обеспечивают активную пролиферацию пе-
ритуморальных капилляров [7]. Гетерогенность ТAМ 
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усложняет поиск и выбор конкретных таргетных мише-
ней для терапии. Основной упор в изучении направлен 
на их ангиогенные свойства и корреляцию с плохим 
прогнозом и отдаленными метастазами. 

Вопрос гетерогенности ТAМ сложен и, несмотря 
на большой пул исследовательских работ, до сих пор 
остается частично открытым. В зависимости от окру-
жающих факторов (инфекционные процессы различ-
ной этиологии, тканевые повреждения, поддержание 
гомеостаза, развитие злокачественной опухоли) макро-
фаги активируются типичными путями: липополиса-
харидом (LPS) и/или через стимуляцию интерферона-
гамма (IFN-γ) и липополисахаридом, обретая функции 
М1-ТAМ, или за счет IL-4, IL-13, IL-6, IL-10 и транс-
формирующего фактора роста бета (TGF-β) становятся 
М2-ТAМ (рис.). 

Существует наиболее часто используемая экспе-
риментальная номенклатура М2-ТAM, которая не-
обходима научному сообществу для схематичности 
и упрощения неоднозначных механизмов активации, 
а также важна для междисциплинарного взаимодей-
ствия, чтобы фармацевтические и регулирующие орга-
ны могли проводить значимые сравнения диагностиче-
ских показателей или показателей эффективности [8]. 
Она включает в себя группы M2a, M2b, M2c и M2d, 
которые принципиально отличаются от М1-подтипа 
влиянием на поддержание гомеостаза, репаративные 
процессы и на прогрессирование опухоли, стимулируя 
иммуносупрессию и ангиогенез. M2a группа поляризу-
ется под действием IL-4 и IL-13 и принимает участие 
в противопаразитарном иммунном ответе, опосредо-
ванном Th-2. M2c и M2d группы находятся в процессе 
изучения: считается, что они участвуют в ангиогенезе, 
секретируя фактор роста эндотелия сосудов (VEGF-A), 
и обладают рецепторами к белку CD163, способствуют 
опухолевой прогрессии [9]. M2b сами действуют как 
иммунорегулирующие клетки, синтезируя фактор не-
кроза опухоли-альфа (TNF-α), IL-1, IL-6 и IL-10, ослаб
ляя воспалительный и противоопухолевый ответ [10].

Макрофаги M1, M2a и M2c-подтипов были под-
робно изучены в культурах клеток методом проточ-
ной цитометрии в 2022 году. Авторы работы отметили 
влияние воспалительных стимулов на поляризацию 
макрофагов и разработали 11-цветный полихромати-
ческий проточный цитометрический анализ, исклю-
чающий возможные описанные стимул-индуцирован-
ные сдвиги. По результатам работы высокая степень 
окрашивания CD86 наблюдалась в поляризованных 
IFN-γ и IFN-γ+LPS клетках типа M1, но не на макро-
фагах M2a или M2c, реакция на CD206 и аргиназу-1 
характеризовала макрофаги M2a. Таким образом, ком-
бинация CD86 и CD206 теоретически могла бы позво-
лить эффективно различить макрофаги M1 (CD86high, 
CD206low), M2a (CD86low, CD206high, аргиназа-1+) и M2c 
(CD86 low, CD206low) [11]. 

Подтип M2d был изучен в контексте рака подже-
лудочной железы группой китайских исследователей 

в 2025 году, показавшей путь поляризации TAM в M2d 
посредством 2,5-олигоаденилатсинтазы 3 (OAS3) с вы-
сокой секрецией лактата, через ось лактат/METTL3/
OAS3. Также были получены данные о том, что M2d 
снижают цитотоксичность Т-клеток CD8+ и одновре-
менно стимулируют неоангиогенез опухоли, а дефицит 
OAS3 ухудшал поляризацию M2d-ТАМ и коррелировал 
с повышенной терапевтической эффективностью гем-

Рис. 	 Классификация ТАМ. 
	 ТAM – опухоль-ассоциированные макрофаги.
	 М2 дифференцирование: 1 – активаторы – IL-4 и IL‑13, роль – 

участие в противопаразитарном иммунном ответе (Th-2), 
противовоспалительный эффект, заживление ран. Mаркер – 
CD206high. 2 – активаторы – LPS+иммунный комплекс, IL-1β+ 
иммунный комплекс, роль – иммунорегуляция, ослабление 
воспалительной и противоопухолевой aктивности. Mаркер – 
CD86. 3 – активаторы – IL-10, глюкокортикоиды, роль – 
иммуноподавляющие свойства, фагоцитоз, ремоделирование 
тканей. Маркер – CD163, аргиназа-1. 4 – активаторы – OAS3, 
LPS+лиганды аргиназы-1, IL 6, роль – опухолевая прогрессия, 
ангиогенез. Маркер – VEGF-А. Рисунок создан с помощью 
Biorender.com

Fig. 	 Classification of TAMs. 
	 TAMs – tumor-associated macrophages. 
	 M2 differentiation: 1 – The activators are IL-4 and IL‑13, 

whose role is to participate in antiparasitic immune response 
(Th-2), anti-inflammatory effect, wound healing. The marker is 
CD206high. 2 – The activators are LPS+ immune complex and 
IL-1β+ immune complex, whose role is immunoregulation and 
weakening inflammatory and antitumor activity. The marker is 
CD86. 3 – The activators are IL-10 and glucocorticoids, whose 
role is immunosuppression, phagocytosis, and tissue remodeling. 
Markers are CD163 and arginase-1. 4 – The activators are OAS3, 
LPS+Arg-1 ligands, and IL-6, whose role is tumor progression 
and angiogenesis. The marker is VEGF-A. The image created with 
Biorender.com
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цитабина и моноклональных антител к PD-L1 в гума-
низированных мышиных моделях [12].

В обзоре A. Mantovani et al. в 2017 году была осу-
ществлена попытка систематизировать знания о TAM 
и их связи с клиническим и терапевтическим аспектом. 
Как известно, макрофаги происходят из моноцитов за 
счет воздействия хемоаттрактантов, таких как CCL2 
и CCL5, и цитокинов (например, CSF-1 и члены семей-
ства VEGF), вносят вклад в раннюю фазу элиминации 
атипичных клеток за счет антиген-представляющих 
функций, хемотаксиса Т-клеток и интерферонов. По 
мере роста и формирования пула атипичных клеток 
последние продуцируют CSF-1 и TGF-β, запускают ак-
тивные иммунные реакции, стимулируют выработку 
IL-4 и IL-13 (от T-хелперов 2-го типа), хемоаттрактан-
та CCL2, IL-10 (макрофаги) и IL-1 (клетки стромы). 
Нарастающее нарушение тканевого гомеостаза связано 
с подавлением эффективного адаптивного иммунитета. 
Описанные биологически активные молекулы (TGF-β, 
проопухолевые интерлейкины, TNF-α) вызывают фено-
типические сдвиги в макрофагах, придавая им разнооб
разные свойства, обеспечивающие перекос и подрыв 
функции иммунных клеток. Так происходит переход 
от «равновесия» иммунной реакции до «избегания», 
когда TAM могут способствовать иммуносупрессивной 
активности в десмопластической строме [13]. 

Понимание межклеточного взаимодействия TAM 
с другими компонентами иммунного микроокружения 
РМП имеет значение в контексте применения наибо-
лее доступного метода лечения РМП в России – БЦЖ-
терапии [14]. Она является средством первого выбора 
внутрипузырного лечения при большинстве клиниче-
ских стратегий, согласно рекомендациям Европейской 
и американской ассоциации урологов [15] и практи-
ческим рекомендациям Российского общества клини-
ческой онкологии [14]. Введение препарата в полость 
мочевого пузыря стимулирует местный воспалитель-
ный ответ в слизистой оболочке органа за счет антиген-
презентирующих клеток, предоставляющих антигены 
БЦЖ-специфичным CD4+ Т-клеткам. Секреция провос-
палительных цитокинов, таких как интерлейкин-6 (IL-
6) и IFN-γ, запускает иммунную реакцию, вызванную 
Th1, CD8+ Т-клетками и естественными клетками-кил-
лерами, с активацией макрофагов, которые распознают 
атипичные клетки и уничтожают их [16–18]. Сравнивая 
характеристики компонентов перитуморального микро-
окружения в материале от пациентов до проведения 
БЦЖ-терапии и после нее, исследователи получают 
больше информации о ведущих клетках воспаления, 
связанных с клинико-прогностическими характеристи-
ками, для улучшения тактики ведения пациентов.

В обзорной статье иранских авторов были частич-
но обобщены данные об иммунной активности TAM 
в десмопластической строме уротелиальных карцином 
и акцентировано спорное клиническое значение этой 
группы клеток. Известно, что высокий уровень резис
тентности к БЦЖ-терапии коррелирует с выраженной 

инфильтрацией стромы М2-ТАМ и низкой безреци-
дивной выживаемостью. Тем не менее часть проана-
лизированных исследований показала положительную 
связь CD68+ М1-ТАМ с аналогичными клинико-прог
ностическими критериями, что противоречит общей 
убежденности в защитной противотуморальной функ-
ции М1-ТАМ [19, 20]. 

Поиски механизмов связи и влияния макрофагаль-
ной инфильтрации на опухолевую прогрессию предпри-
няты китайской группой под руководством J. Li et al. 
в 2022 году. Авторы предположили, что показавший 
свою прогностическую значимость во многих злокаче-
ственных тканях эпителиальный мембранный белок 1 
(EMP1) будет демонстрировать аналогичные результаты 
в уротелиальных карциномах. Отметив ограниченные 
результаты анализов эффекта макрофагов M1 или M2 
по отдельности, рабочая группа объединила их как со-
отношение макрофагов M1/M2. На широкой выборке 
из The Cancer Genome Atlas (TCGA, Атлас ракового ге-
нома) и Gene-Expression Omnibus (GEO) были приме-
нены различные алгоритмы (Tumor Immune Estimation 
Resource (TIMER), CIBERSORT), транскриптомика РНК 
отдельных клеток, а также проанализированы данные 
открытых источников. Сделаны выводы, что существует 
неоспоримая связь EMP1 с соотношением подклассов 
макрофагов. Высокое соотношение M1/M2 было свя-
зано с более благоприятным прогнозом рака мочевого 
пузыря, а высокое содержание EMP1 – с плохим прог
нозом и усиленной пролиферативной активностью 
опухоли. EMP1 идентифицирован как ключевой ген, 
указывающий на соотношение M1/M2 [21]. 

Известно, что актуальными и исследуемыми марке-
рами TAM являются CD163, YKL-39 и CD68. Наиболее 
изученный белок CD163 прогностически важен в ра-
боте с образцами переходноклеточных карцином [22]. 

В обзоре В. Рябова и соавт. изучены работы, по-
священные проангиогенным свойствам (связь с геном 
VEGF) отдельных подтипов TAM, синтезирующих хи-
тиназоподобные белки YKL-39 и YKL-40. Повышенная 
концентрация YKL-40 в плазме связана с плохим про-
гнозом и более короткой выживаемостью при раке яич-
ников, колоректальной карциноме, метастатической 
карциноме простаты и меланоме. Однако исследований, 
посвященных изучению связи указанных выше хити-
назных гликопротеинов с прогностическими характе-
ристиками РМП, много меньше, особенно плохо из-
учены свойства YKL-39 [23]. Получены неоднозначные 
данные его связи с эффектом неоадъювантной терапии 
(NAC) при раке молочной железы: повышенные уровни 
экспрессии YKL-39 в опухолях после NAC были пре-
дикторами увеличения риска отдаленных метастазов 
и плохого ответа на NAC у пациенток с неспецифиче-
ской инвазивной карциномой молочной железы [24]. 

Достаточно известные и находящиеся в процессе из-
учения маркеры макрофагов CD68 и CD163 влияют на 
усиление ангиогенеза в опухолях различных локализа-
ций и связаны с плохим прогнозом и лимфоваскулярной 
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инвазией [25]. Тем не менее данные литературы отчасти 
противоречивы, а большая часть оригинальных работ 
имеет маленькие клинические выборки, и интерпрета-
ция результатов требует масштабных исследований. N. 
Litviakov et al. [26] показали, что в опухолях молочной 
железы количество CD68+ ТАМ не имело статистиче-
ски значимых различий у пациенток с объективным 
клиническим и патологическим ответом на NAC и у 
пациенток без такого ответа. В МИРМП в работе кол-
лектива под руководством G. Sjödahl 2014 года наблю-
далось преобладание CD68+ ТAМ. Выявлено сочета-
ние слабого окрашивания CD68 с высокой плотностью 
окрашивания CD3 (Т-фенотип лимфоцитов), связанное 
с улучшенной выживаемостью, что подтверждает важ-
ность совместной оценки лимфоцитов и макрофагов 
в опухолевой строме. Таким образом, соотношение им-
мунологически активных клеток стромы и клиническая 
стадия являются ценным инструментом для прогнози-
рования [27]. В стороннем исследовании 2024 года R. 
Kamitani et al. в МНРМП с высоким риском прогресси-
рования и «горячим кластером» (опухоли с массивной 
инфильтрацией иммунными клетками лимфоцитарного 
ряда CD3+, CD4+, CD8+, FOXP3+, CD20+) отмечена 
тенденция преобладания инфильтрации CD68+ ТAМ, 
что свидетельствует о высокой степени злокачествен-
ности этих опухолей. Анализ образцов уротелиальных 
карцином после БЦЖ-терапии в этой же работе пока-
зал снижение именно иммунного окружения (CD3+, 
CD4+, CD8+, FOXP3+, CD20+), причем как в первично 
оцененных «холодных», так и в «горячих» опухолях, 
а значимых различий в инфильтрации CD68+ TAM не 
выявлено [28]. В 2022 году украинскими коллегами 
проведено исследование с оценкой микроокружения 
МИРМП. В работе оценивались маркеры CD8, FOXP3, 
CD68, CD163 и PD‑L1 для определения влияния иммун-
ного окружения опухоли на клинические исходы. Было 
установлено, что высокое содержание CD163+ ТАМ 
в десмопластической строме ассоциировано с ухудше-
нием результатов лечения, тогда как количество CD8+ 
клеток и статус PD‑L1 не оказывали значимого влияния 
на прогноз при МИРМП [29]. Напротив, в стороннем 
исследовании 2024 года статус PD-L1+ статистически 
значимо коррелировал с МИРМП и встречался на 5% 
чаще, чем в МНРМП [30]. 

В исследовании китайского коллектива авторов 
в 2022 году  [31] была проведена масштабная ана-
литическая работа по изучению клинического зна-
чения и  иммунорегуляторной роли инфильтрации 
и поляризации TAM в  трех независимых когортах 
МИРМП. Выделены три подтипа опухолей в каждой 
из когорт, характеризующиеся уровнем инфильтрации 
и состоянием поляризации ТАМ: TAMlow (подтип I), 
TAMhigh&M2/M1low (подтип II) и TAMhigh&M2/M1high 
(подтип III). Во всех исследованных когортах под-
тип I демонстрировал повышенный уровень сигнатуры 
FGFR3, подтип II имел активацию сигнализации EGFR 
и подтип III представлял базально-плоскоклеточную 

характеристику. Подтип II имел больше инфильтра-
ции иммуногенных клеток (клетки CD8+, NK-клетки, 
клетки Th-1), у подтипа III наблюдалось повышенное 
количество проопухолевых иммунных клеток (тучные 
клетки, нейтрофилы и клетки Th-2), что способство-
вало опосредованному опухолью иммунному усколь-
занию. Анализ показал, что подтип III всех выборок 
обусловливает плохой прогноз, а когорта подтипа II 
характеризовалась высокой чувствительностью к тера-
пии блокаторами PD-L1 (атезолизумаб) при метастати-
ческом уротелиальном раке, что косвенно понималось 
по данным инфильтрации иммуногенными клетками. 
Подтип III имел низкую эффективность адъювантной 
химиотерапии и плохую чувствительность к блокаде 
PD-L1 у пациентов с МИРМП. Показано, что поляри-
зация и инфильтрация ТАМ могут служить независи-
мым прогностическим индикатором и предиктивным 
маркером эффективности системной терапии, включая 
адъювантную терапию и ингибиторы PD-L1. 

Эти работы продемонстрировали, что механизмы 
ускользания от иммунного ответа при прогрессирова-
нии РМП смещены в сторону роли клеток врожденно-
го иммунитета. Обозначены неоднозначность миро-
вых исследований, касающихся ТAМ, и перспектива 
для морфологической оценки образцов до и после 
применения различных терапевтических стратегий, 
направленных конкретно на РМП, с целью поиска 
прогностически значимых маркеров ТAМ, способных 
стать морфологическими критериями отбора пациен-
тов, опухоль которых более подвержена ответу на ту 
или иную терапию. Важно понимать, как реактивность 
и гетерогенность TAM изменяются под влиянием раз-
личных факторов (молекулярно-генетические особен-
ности опухоли, терапевтические подходы), и выявить 
прогностически значимые маркеры для расширения 
диагностических возможностей с учетом малоинвазив-
ных и неинвазивных методов диагностики и контроля 
рецидива. Доказано, что комбинация магнитно-резо-
нансной томографии мочевого пузыря и цитологии 
мочи была сопоставима с цистоскопией для наблюде-
ния за рецидивирующими поражениями при МНРМП 
по чувствительности, что может предоставить пациен-
там возможность выбора методов последующей диаг
ностики [32].

CD68 и CD163 как ведущая пара  
макрофагальных маркеров 
в уротелиальном раке

CD68, являющийся членом семейства лизосомаль-
но-ассоциированных мембранных гликопротеинов 
(LAMP), в большом количестве продуцируется че-
ловеческими моноцитами и тканевыми макрофага-
ми, считается панмакрофагальным белком-маркером 
и способствует фагоцитозу, врожденному иммунно-
му ответу, а также опосредует набор и активацию 
М1-макрофагов [33]. В 2000 году опубликована рабо-
та T. Hanada et al. [34] с выборкой из 63 пациентов 
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с РМП, в которой изучалась связь между количеством 
TAM и клиническим исходом. Авторы выявили более 
сильное иммуногистохимическое окрашивание CD68+ 
ТАМ в инвазивных опухолях по сравнению с поверх-
ностными формами РМП, а в многофакторном анализе 
Кокса количество TAM было значимым прогностиче-
ским параметром в дополнение к возрасту, микрова-
скуляризации и отдаленным метастазам. 

M.M. Boström et al. [35] была предпринята попытка 
выяснить соотношение подтипов TAM друг с другом 
и клинико-прогностическими критериями. В качест
ве маркеров использовались CD68 (общий маркер), 
MAC387 (маркеры М1) и стабилин-1 (маркер М2). 
CD68+ ТАМ оказались значительно связаны с призна-
ками высокого риска (высокой степенью злокачествен-
ности и высокой клинической (cT) и патоморфологиче-
ской стадией (pT), однако в комплексной оценке CD68, 
MAC387 и стабилин-1 показали взаимосвязь с лучшей 
выживаемостью у пациентов, методом лечения которых 
была избрана ТУР. В выборке пациентов с радикаль-
ной цистэктомией высокая инфильтрация CD68+ ТАМ 
была связана с короткой общей выживаемостью [35]. 
Авторы намеренно исключили из исследования паци-
ентов, прошедших БЦЖ-терапию или химиотерапию, 
справедливо считая, что данные методы приведут к из-
менениям характера воспалительного инфильтрата и не 
позволят оценить «чистую» выборку. Приведенные 
данные интересны тем, что, несмотря на общеизвест-
ные противотуморальные свойства М1-ТАМ, в данной 
работе показаны противоречащие этой гипотезе резуль-
таты, что подтверждает необходимость многосторон-
ней комплексной оценки маркеров воспалительного 
инфильтрата в уротелиальных карциномах.

Механизм воздействия ТУР направлен не только 
на удаление опухолевой ткани, но и на формирование 
раневого дефекта с последующим ремоделированием 
зоны роста удаленных образований, тем самым стиму-
лируя преобразование компонентов инфильтрата стро-
мальных тканей в воспалительные фенотипы (особен-
но важно преобразование макрофагов до типа М2b). 
Опухолевые клетки, поврежденные аблацией, высво-
бождают молекулярные паттерны, связанные с повреж-
дением, и опухолевые антигены, которые способствуют 
инфильтрации иммунными клетками, усиливающими 
в свою очередь противоопухолевый ответ [36]. 

В исследовании Y. Kimura et al. in vitro 2023 года [37] 
авторы акцентировали внимание на понимании ак-
тивности макрофагов в РМП после аблации с помо-
щью необратимой электропорации и влияния секре-
ции трансформирующего ростового фактора бета-1 
(TGF-β1) этими клетками на остаточные атипичные 
клетки в микроокружении опухоли. Образцы биопсий 
для работы включали как первичные, так и рецидивные 
опухоли у пациентов с уротелиальным РМП, прохо-
дивших аблационную терапию. Другая часть данных 
была получена на материале клеточной линии мыши-
ного уротелиального рака. Иммуногистохимический 

анализ показал, что в рецидивирующих новообразова-
ниях наблюдается двукратное увеличение числа CD8+ 
Т‑клеток, а также повышение количества CD68+ ТАМ 
и уровеня TGF‑β1 по сравнению с показателями при 
первичной биопсии. Сравнение образцов биопсии от 
одного и того же пациента показало 37% увеличение 
числа макрофагов CD68+ и 42% увеличение клеток, 
окрашенных положительно на TGF-β1. Идея работы 
предоставляет понимание взаимосвязи хирургическо-
го метода лечения и мезенхимного микроокружения 
атипичных тканей, но малый объем выборки не дает 
полноты статистической картины. 

В недавней работе, опубликованной в  журнале 
Medical Oncology в 2024 году, авторы прицельно из-
учали образцы МНРМП высокого риска, резистентные 
к БЦЖ-терапии и внутрипузырной химиотерапии. Был 
проведен сравнительный анализ иммунореактивности 
тканей РМП до и после иммуномодулирующей тера-
пии OncoTherad® (MRB-CFI-1) со сроком наблюдения 
24 месяца, имеющей патенты в Соединенных Штатах 
и в Бразилии. Данный метод терапии основан на акти-
вации врожденного иммунитета через TLR2 и TLR4, 
запускающих стимуляцию сигнального пути IFN 
(Stimulator of Interferon Genes, STING), что приводит 
к увеличению продукции IFN-α и IFN-γ и подавляет 
экспрессию рецептора активатора лиганда и активато-
ра ядерного фактора κB (RANK-L и RANK), способ-
ствуя предотвращению образования метастазов и за-
медлению прогрессирования заболевания [38, 39]. По 
результатам работы образцы опухолей после терапии 
показали снижение количества CD163+ ТАМ, яркое 
иммуногистохимическое окрашивание с IFN-γ, пря-
мо коррелирующее с высокой инфильтрацией CD8+ 
Т-клетками. В результате лечения наблюдалось замет-
ное снижение гистологической стадии, очаговости 
и размера опухоли. Таким образом, терапия, направ-
ленная на стимуляцию иммунного ответа резистент-
ных к БЦЖ-терапии и внутрипузырной химиотерапии 
опухолей, привела к значительному повышению без-
рецидивной скорости выживаемости и полному пато-
морфологическому ответу у 70% выборки [40, 41]. 

CD163 является членом суперсемейства SRCR, 
выявляется только в моноцитах и макрофагах, связан 
с поляризацией нормальных макрофагов в иммунопо-
давляющий тип (M2). В работе F. Aljabery 2023 года 
белок CD163 изучался в паре с крайне важным белком 
клеточного цикла р53, который связан с худшей выжи-
ваемостью и высокой злокачественностью опухолей. 
Являясь белком-супрессором опухолей, р53 реагирует 
на различные клеточные стрессы, регулируя экспрес-
сию целевых генов, вызывая остановку клеточного 
цикла (апоптоз), старение, восстановление ДНК или 
изменения метаболизма. Мутации в этом гене ассоци-
ированы с различными видами рака у человека [42]. 
В МИРМП и МНРМП высокого риска выявлено на-
личие мутации обратной транскриптазы теломеразы 
(telomerase reverse transcriptase, TERT). Положительная 
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иммуногистохимическая реакция p53 коррелирова-
ла с более коротким временем до прогрессирования 
опухоли (p=0,03)  [43]. Понимая, что p53 и  CD163 
указывают на ухудшение прогноза, F. Aljabery et al. 
проследили зависимость между мутационной нагруз-
кой и иммунным профилем в МИРМП. У пациентов 
с CD163+/P53+ опухолевый статус характеризовался 
отсутствием отдаленных метастазов и выхода за преде-
лы первичной локализации. Авторы объясняют этот 
неожиданный феномен возможным защитным эффек-
том M2-TAM в опухолях, клетки которых имеют p53+ 

окрашивание, что требует дальнейшего изучения [44]. 
Неоднозначность роли мутационного пути p53 в РМП 
отмечалась в работе J.S. Damrauer в 2021 году. Сравнив 
биологическую эффективность (прогноз выживаемос
ти без рецидивов) выявленной ранее общей сигнатуры 
экспрессии генов, ассоциированной с потерей белка 
p53, в опухолях молочной железы, и оценки сигналь-
ного пути р53 на основе РНК в РМП, J.S. Damrauer 
показал отсутствие связи между наличием сигнатуры 
этих генов и рецидивом РМП после БЦЖ-терапии [45]. 
Таким образом, связь пути p53 с прогрессированием 
вторичного МИРМП остается неясной. 

По статистике эпителиальные опухоли уротелиаль-
ного тракта преобладают у мужчин, однако данный 
фактор и его связь с характеристиками компонентов 
опухолевой ткани и стромы не изучались прицельно. 
Изучив полные транскриптомные профили опухолей 
из когорты UROMOL [46] пациентов мужского (n=357) 
и женского (n=103) пола с учетом числа иммунных 
регуляторных генов и пространственной организации 
иммунных клеток в опухолях, на это обратили внима-
ние S. Chenard et al. в 2021 году [47]. Из множества 
клеток только CD163+M2 ТАМ продемонстрировали 
статистически значимые различия в плотности и ло-
кализации между опухолями как низкой, так и высо-
кой степени злокачественности: более высокая ин-
фильтрация наблюдалась у пациентов женского пола 
(в сравнении с пациентами мужского пола) в эпителии 
низкодифференцированных опухолей (p=0,012), а так-
же в эпителии и строме высокодифференцированных 
опухолей (p=0,001 и p<0,001 соответственно). У па-
циенток, у которых рецидив произошел в течение од-
ного года, была выявлена значительно более высокая 
плотность CD163+ ТАМ, чем у мужчин, что приводит 
к плохим клиническим исходам. Помимо полученных 
данных результатом работы стало различие в экспрес-
сии гена, кодирующего белок PD-L1 между полами 
(преобладает у лиц женского пола). Таким образом, 
биологический пол пациента стал важным фактором 
в определении ответа на современные методы имму-
нотерапии (блокаторы иммунных контрольных точек 
анти-PD-1/PD-L1) [47]. 

Как было показано ранее, ТАМ напрямую способ-
ствуют ангиогенезу [9]. J. Prakash [7] отмечал поло-
жительную корреляцию между инфильтрацией ТАМ 
и высокой степенью васкуляризации опухолей таких 

локализаций как лимфоидная ткань, легкие и поджелу-
дочная железа, а также сопутствующую сильную связь 
между увеличенным количеством ТАМ и сниженной 
безрецидивной выживаемостью. Коллектив авторов 
из Японии в 2016 году изучал соотношение TAM со 
степенью ангиогенеза перитуморальной стромы в вы-
борке поверхностно-распространяющихся РМП (рТа, 
рТ1) с использованием иммуногистохимического ме-
тода. Были отобраны первичные и рецидивирующие 
РМП без химиотерапии и радиотерапии, полученные 
методом ТУР. Среднее отношение CD68+/CD34+ было 
значительно выше в поверхностно-распространяющих-
ся РМП (рТа, рТ1), чем в МИРМП, в которых преобла-
дало среднее соотношение CD163+/CD68+. Результаты 
подтверждены корреляционным тестом Спирмена: по-
ложительная корреляция (r2=0,25) между количеством 
ТАМ (CD163+/CD68+) и количеством микрососудов 
(CD34), что подтверждает их тесную взаимосвязь с ан-
гиогенезом опухоли [48]. В обзорной статье G. Elayat 
et al. [49] обобщены данные литературы, подтверждаю-
щие выводы H. Takeuchi et al. [48]. Модуляция М2-ТАМ 
активности фактора роста эндотелия сосудов (VEGF-А) 
признанно является одним из ведущих механизмов ан-
гиогенеза опухолей. В исследовании В. Рябова и со-
авт.  [23] также было сфокусировано внимание на 
прогностическом маркере VEGF-A, наиболее охаракте-
ризованном TAM-производном цитокине, вовлеченном 
в ангиогенез: макрофаги внесли значительный вклад 
в высвобождение VEGF и усилили ангиогенный ответ. 
В работе L.A. Wang et al. [50] отмечена взаимосвязь 
между интенсивностью окрашивания VEGF‑A в ци-
топлазме опухолевых клеток и степенью инфильтра-
ции стромы опухоли CD163+ ТАМ (p<0,001), которая 
в свою очередь положительно коррелирует со степенью 
злокачественности РМП (р=0,005). Авторы признают 
необходимость дальнейших исследований ангиоген-
ной активности опухолей для оценки потенциала ТАМ 
в качестве терапевтических мишеней для увеличения 
количества доступных неинвазивных (малоинвазив-
ных) биомаркеров. Актуальность анализа ангиогенных 
факторов пациентов с уротелиальным раком, их связь 
с клинико-прогностическими данными являются акту-
альным научным заделом для будущих исследований.

Заключение
Опухоль-ассоциированные макрофаги на ранних 

этапах канцерогенеза рака мочевого пузыря препятст
вуют распространению атипичных клеток, а на позд-
них, наоборот, стимулируют рост первичной опухоли 
и способствуют метастазированию. Молекулярный 
портрет опухоль-ассоциированных макрофагов изменя-
ется под влиянием различных факторов (молекулярно-
генетические особенности опухоли, терапевтические 
подходы). 

Актуальность исследования маркеров-мишеней 
опухоль-ассоциированных макрофагов основана на 
относительной противоречивости результатов ориги-
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нальных исследований, незначительном числе отечест
венных работ, данных о корреляции высокой инфильт
рации CD163+ макрофагов с худшей выживаемостью, 
сниженным числом CD8+ Т-клеток и, как следствие, 
отсутствием эффективности химиотерапии и тера-
пии бациллой Кальметта–Герена. Требуется уточнить 
оправданность назначения данных методов лечения 
перед операционным вмешательством или выбором 
альтернативного метода лечения с учетом важности 
органосохраняющих стратегий современной хирургии, 
а также выявить прогностически значимые маркеры 
для расширения диагностических возможностей с уче-
том малоинвазивных и неинвазивных методов диагно-
стики и контроля рецидива.
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Морфологические и иммуногистохимические маркеры  
оценки эффективности терапии полифенолами и антоцианами 
в моделях атопического дерматита 
Д.И. Петров1,2, Л.В. Вихарева1, С.Л. Матусевич1

¹	ФГБОУ ВО Тюменский государственный медицинский университет Минздрава России, Тюмень, Россия
²	ГАУЗ ТО Областной кожно-венерологический диспансер, Тюмень, Россия

Резюме. Атопический дерматит – хронический воспалительный дерматоз, в основе которого лежат 
комплексное повреждение эпидермального барьера и формирование опосредованного Т-хелперами 
2-го типа воспаления. Морфологически это проявляется нарушением терминальной дифференцировки 
кератиноцитов, перестройкой рогового слоя, снижением экспрессии филаггрина и клаудина-1, а также 
формированием дермального воспалительного инфильтрата и признаками оксидативного поврежде-
ния. Растительные полифенолы, включая антоцианы, рассматриваются как мультитаргетные модуля-
торы, способные одновременно ослаблять воспалительную активность, усиливать антиоксидантный 
ответ и поддерживать восстановление барьерных структур эпидермиса. В обзоре систематизированы 
морфологические и иммуногистохимические маркеры, применяемые в экспериментальных моде-
лях атопического дерматита, приводятся данные о влиянии полифенолов и антоцианов на толщину 
эпидермиса, выраженность его межклеточного отека, инфильтрацию, содержание барьерных белков 
и баланс окислительно-восстановительных реакций. Отдельное внимание уделено постановке ис-
следовательской задачи по разработке стандартизованных дерматотропных средств из растительного 
сырья, включая Epilobium (Chamerion) angustifolium L., и требованиям к доклинической верификации 
их тканевых эффектов.
Ключевые слова: атопический дерматит, эпидермальный барьер, филаггрин, клаудин-1, Nrf2/HO-1, 
антоцианы
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Morphological and immunohistochemical markers for evaluating 
the effects of polyphenols and anthocyanins in experimental models 
of atopic dermatitis
D.I. Petrov1,2, L.V. Vikhareva1, S.L. Matusevich1

¹ Tyumen State Medical University, Tyumen, Russia
² Tyumen Regional Dermatology and Venereology Outpatient Clinic, Tyumen, Russia

Abstract. Atopic dermatitis is a chronic inflammatory dermatosis characterized by complex impairment of 
the epidermal barrier and the development of Th2-mediated inflammation. Morphologically, these changes 
are manifested by disturbed terminal differentiation of keratinocytes, remodeling of the stratum corneum, 
reduced expression of filaggrin and claudin-1, as well as the formation of a dermal inflammatory infiltrates 
and signs of oxidative damage. Plant polyphenols, including anthocyanins, are regarded as multi-target 
modulators capable of simultaneously attenuating inflammatory activity, enhancing the antioxidant defense, 
and promoting restoration of epidermal barrier structures. This review systematizes the morphological and 
immunohistochemical markers used in experimental models of atopic dermatitis and summarizes current 
data on the effects of polyphenols and anthocyanins on epidermal thickness, the severity of epidermal inter-
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Введение
Атопический дерматит (АД) – распространенное 

хроническое воспалительное заболевание кожи, сопро-
вождающееся зудом, нарушением сна и снижением ка-
чества жизни [1, 2]. Современная базисная и таргетная 
терапия расширила возможности контроля АД, однако 
сохраняется запрос на безопасные адъювантные препа-
раты длительного применения [3–6]. В этом контексте 
барьер-ориентированный подход важен с позиции клю-
чевого патогенетического звена и морфологического 
подтверждения эффективности. Последнее возможно 
за счет оценки воспроизводимых признаков измене-
ния рогового и зернистого слоев, нарушения диффе-
ренцировки кератиноцитов, дефектов межклеточных 
контактов, динамики воспалительной и сосудистой 
реакции [7, 8]. 

Цель настоящего обзора – на основании анализа 
данных о морфологических и иммуногистохимиче-
ских (ИГХ) проявлениях АД обосновать оптимальную 
панель маркеров оценки состояния эпидермального 
барьера, Th2-воспаления (воспаления 2-го типа), окис-
лительного статуса кожи при разработке дерматотроп-
ных средств [9–14]. Практический интерес представля-
ет оценка возможности использования отечественных 
источников полифенолов и антоцианов на основе до-
ступного растительного сырья.

Эпидермальный барьер при АД:  
структура и морфологические проявления

Эпидермальный барьер формируется роговым сло-
ем, где корнеоциты, окруженные липидным матриксом, 
обеспечивают механическую и химическую защиту, 
удержание воды и поддержание кислотности на уровне 
5,4–5,9. Нарушение дифференцировки кератиноцитов 
является одной из наиболее устойчивых характеристик 
АД и сопровождается снижением количества филаг-
грина (filaggrin, FLG), что приводит к уменьшению со-
держания натурального увлажняющего фактора (natural 
moisturizing factor, NMF), изменению гидратации 
и pH поверхности кожи, повышению проницаемости 
и трансэпидермальной потери воды [15]. Вносят вклад 
и нарушения липидного состава рогового слоя, в част-

ности дисбаланс церамидов и ферментов их синтеза, 
что напрямую влияет на организацию межклеточного 
матрикса и устойчивость к внешним воздействиям [16, 
17]. 

Помимо рогового слоя существенную роль в обес
печении барьерной функции играют верхние слои эпи-
дермиса, формируемые плотными контактами (tight 
junctions, TJ). Они локализуются преимущественно 
в зернистом слое и обеспечивают парацеллюлярный 
транспорт. Ключевой белок, наиболее часто анали-
зируемый при АД, – клаудин-1 (claudin-1, CLDN1). 
Снижение интенсивности и непрерывности мембран-
ного ИГХ-окрашивания клаудина-1, а также наруше-
ние его мембранной локализации ассоциированы с по-
вышенной проницаемостью эпидермиса и тяжестью 
АД [8, 18, 19].

С морфологической позиции важно, что TJ-дефект 
может проявляться не только количественным сниже-
нием окрашивания, но и «мозаичностью» распределе-
ния белка в зернистом слое, что требует стандартизо-
ванного подхода к оценке ИГХ-препаратов.

Классическая гистологическая картина АД вклю-
чает сочетание эпидермальных и дермальных измене-
ний. На уровне эпидермиса выявляют гиперкератоз, 
акантоз (утолщение шиповатого слоя с удлинением 
эпидермальных выростов) различной выраженности 
и спонгиоз (отек эпидермиса с расширением межкле-
точных пространств), возможны очаговые признаки 
экссудации. В дерме наблюдаются периваскулярные 
или диффузные лимфогистиоцитарные инфильтраты, 
часто с примесью эозинофилов и тучных клеток, а так-
же сосудистая реакция [7, 20].

Кроме нарушений рогового слоя и TJ-барьера при 
АД страдают структуры межклеточной адгезии: ад-
гезивные пояски (zonula adherens), основным компо-
нентом которых является E-кадгерин, и десмосомы 
(macula adherens), включающие десмосомальные кад-
герины десмоглеин-1 и десмоглеин-3. В обзоре тер-
мин «десмосомы» используется как синоним macula 
adherens, тогда как контакты типа zonula adherens 
рассматриваются отдельно как адгезивные пояски. 
Нарушение организации этих структур при дерматозах 

cellular edema and dermal inflammatory infiltrates, the expression of barrier proteins, and cutaneous redox 
homeostasis. Special attention is paid to framing Epilobium (Chamerion) angustifolium L. (fireweed) as a 
promising subject for future research aimed at the development of standardized dermatotropic formulations 
and the identification of preclinical endpoints, rather than as a source of established evidence of efficacy in 
experimental models of atopic dermatitis.
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сопровождается межклеточным отеком и способствует 
формированию спонгиоза [14, 21]. На уровне дермы 
хроническое течение заболевания характеризуется 
ремоделированием коллагенового и эластического 
матрикса, утолщением сосочкового слоя и персисти-
рованием периваскулярного инфильтрата, что тоже 
целесообразно рассматривать как дополнительные 
морфологические критерии [7, 10].

Данные изменения отражают дисбаланс между ре-
паративной гиперпролиферацией (акантоз), наруше-
нием межклеточной адгезии (спонгиоз) и хронической 
иммунной стимуляцией (инфильтрат и сосудистые из-
менения). Таким образом, оценка барьер-ориентирован-
ной терапии должна включать не только уменьшение 
воспалительного инфильтрата, но и восстановление 
дифференцировки эпидермиса, структуры рогового 
слоя и TJ-организации.

Иммунные механизмы  
барьерной недостаточности

Одним из центральных звеньев АД является Th2-
опосредованное воспаление. Цитокины IL-4 и IL-13 
через рецепторные комплексы, содержащие IL-4Rα, ак-
тивируют JAK/STAT6-сигнальные пути (Janus kinases/
signal transducer and activator of transcription 6) и меня-
ют развитие кератиноцитов: снижается экспрессия фи-
лаггрина и ряда белков дифференцировки, ослабевает 
барьерная функция и одновременно усиливается про-
дукция хемокинов, поддерживающих воспалительную 
инфильтрацию [22, 23]. Иммунный компонент при АД 
активно закрепляет барьерную недостаточность, что 
объясняет сохранение склонности к рецидивам у ряда 
пациентов даже на фоне регулярного применения смяг-
чающих и увлажняющих средств (эмолентная терапия) 
и необходимо учитывать при разработке методов эф-
фективной коррекции.

При нарушении барьерной функции кератиноциты 
также выделяют алармины (TSLP, IL-33, IL-25), кото-
рые активируют дендритные клетки и лимфоидные 
клетки (ILC2), поддерживая смещение иммунного от-
вета в сторону Th2. Такой эпителиально-иммунный 
контур усиливает воспаление и способствует хрони-
зации патологического процесса [24].

В экспериментальных моделях АД именно уровень 
аларминов и их локальная экспрессия в эпидермисе 
могут отражать эффективность вмешательств, направ-
ленных на стабилизацию барьерной функции, даже при 
умеренном влиянии на системные показатели.

Наряду с JAK/STAT-осью существенную роль игра-
ют NF-κB (nuclear factor kappa B p65) и MAPK-пути 
(mitogen-activated protein kinases), которые активиру-
ются в ответ на цитокины, TLR-сигналы и микробные 
факторы. Хроническая активация NF-κB способствует 
экспрессии провоспалительных медиаторов, фермен-
тов и молекул адгезии, поддерживая инфильтрацию 
дермы и сосудистую реакцию [25]. MAPK-каскады 
(ERK, p38, JNK) участвуют в регуляции пролифера-

ции и  продукции цитокинов, что морфологически 
может проявляться устойчивым акантозом и ремоде-
лированием [23]. С точки зрения выбора мишеней для 
природных соединений это важно потому, что многие 
полифенолы способны оказывать умеренное, но много-
профильное влияние на эти механизмы.

Отдельного рассмотрения заслуживает зуд – ключе-
вой симптом АД, который не сводится к субъективному 
ощущению. IL-31-зависимые пути формируют нейро-
иммунный механизм самоповреждения рогового слоя 
и усиления воспаления [26, 27]. 

Таким образом, при сохранении зуда и механиче-
ских воздействиях даже выраженный противовоспали-
тельный эффект не всегда обеспечивает долговремен-
ную стабилизацию, а при оценке экспериментальных 
средств целесообразно сопоставлять морфологические 
данные с поведенческими признаками зуда и функцио-
нальными показателями [28, 29]. Для наглядности ос-
новные морфологические признаки АД и локализация 
ключевых ИГХ-маркеров представлены на рисунке.

Дисбиоз кожи и Staphylococcus aureus 
как модификаторы морфологической картины

Понимание роли кожного микробиома за последние 
годы существенно углубилось, и дисбиоз при АД рас-
сматривается как фактор, поддерживающий хрониче-
ское воспаление [30, 31]. Колонизация Staphylococcus 
aureus (золотистый стафилококк) и микробные продук-
ты могут активировать неспецифический иммунитет, 
усиливая воспаление, и нарушать барьерные структу-
ры [32–34].

Для морфологической оценки важно, что микроб-
ный компонент способен менять качественный состав 
инфильтрата, влиять на выраженность экссудации и по-
вреждения рогового слоя. Кроме того, устойчивость 
Staphylococcus aureus и биопленки потенциально объ-
ясняет часть случаев неполного ответа на терапию. 
Это делает оправданным включение в дизайн докли-
нических исследований маркеров, характеризующих 
микробиом кожи и учет антимикробного потенциала 
растительных экстрактов.

Окислительно-восстановительные процессы
Оксидативный стресс при АД проявляется повы-

шением уровней активных форм кислорода, усилением 
перекисного окисления липидов и накоплением про-
дуктов повреждения. Это может напрямую ухудшать 
структуру липидного матрикса рогового слоя, усугуб
лять воспаление и замедлять репарацию [25]. В мор-
фологическом исследовании это целесообразно рас-
сматривать как отдельный измеряемый блок, особенно 
если изучается действие антиоксидантно-активных 
соединений, к которым относятся полифенолы и ан-
тоцианы.

Ядерный фактор эритроидного происхождения 2 
(nuclear factor erythroid 2‑related factor, 2Nrf2) – ключевой 
регулятор антиоксидантного ответа, контролирующий 



КЛИНИЧЕСКАЯ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МОРФОЛОГИЯ / CLINICAL AND EXPERIMENTAL MORPHOLOGY       Том 15  № 3  202618

ОБЗОРЫ ЛИТЕРАТУРЫ

активность гемоксигеназы-1 (heme oxygenase‑1, HO‑1) 
и других цитопротективных ферментов. Модуляция 
Keap1/Nrf2-системы рассматривается как перспектив-
ный подход при воспалительных заболеваниях кожи, 
включая АД [35–37].

С позиции ИГХ-анализа важно учитывать не толь-
ко общую интенсивность Nrf2-окраски, но и признаки 
ядерной локализации как отражение активации транс-
крипционного ответа. В паре с этим логично оценивать 
HO-1 как функциональный маркер защитной реакции, 
что повышает доказательность выводов о модулирую-
щем действии исследуемого средства.

Экспериментальные модели АД  
и стандарты морфологической оценки

Наиболее распространены гаптен-индуцированные 
(2,4-динитрохлорбензол – DNCB, 2,4-динитрофтор
бензол – DNFB, оксазолон) модели АД. Протоколы 
включают сенсибилизацию и повторные аппликации, 
приводящие к  гиперкератозу, акантозу, спонгиозу 
и формированию дермального инфильтрата [10, 38, 
39]. Эти модели удобны при разработке топических 
средств, поскольку позволяют напрямую сопоставлять 
клиническое улучшение с тканевыми изменениями 

и ИГХ-маркерами барьера и воспаления. При этом 
их триггер (химическая сенсибилизация) и динамика 
процесса отличаются от клинического АД у человека, 
поэтому получаемые эффекты корректнее трактовать 
как доказательство тканевого механизма действия в вы-
бранной модели, а не как прямое ранжирование кли-
нической эффективности [10, 11, 38, 39].

MC903-индуцированная модель применима для ана-
лиза эпителиальных аларминов и Th2-активации, это 
делает ее полезной при изучении средств с предпола-
гаемым влиянием именно на данные звенья патогенеза, 
но относится к экзогенно индуцированным протоко-
лам, что следует учитывать при экстраполяции [10, 40].  
NC/Nga-мыши представляют модель хронического 
течения АД-подобного дерматита, однако результаты 
зависят от условий содержания и микробной нагрузки. 
Тем не менее эта модель ценна при оценке длительных 
эффектов и продолжительности ремиссии [10].

Ограничения морфологической и иммуногистохи-
мической оценки связаны с низкой сопоставимостью 
доклинических результатов, преимущественно из-за 
гетерогенности протоколов (модель, длительность, 
дозы, лекарственная форма), и различиями в глубине 
морфологического анализа, что требует заранее за-

Рис. 	 Схема основных морфологических признаков и локализации ключевых иммуногистохимических маркеров  
при атопическом дерматите. 

	 При атопическом дерматите регистрируется следующее: роговой слой – гиперкератоз, снижение содержания филаггрина 
и лорикрина (FLG/LOR); зернистый слой – снижение дифференцировки, снижение содержания клаудина-1 и белка 
плотных контактов (CLDN1/ZO-1); шиповатый/базальный слой – акантоз (утолщение шиповатого слоя, удлинение 
эпидермальных выростов), спонгиоз (межклеточный отек эпидермиса), DSG1/DSG3 (десмосомы), Nrf2 (ядро) и HO-1 
(цитоплазма); дерма – периваскулярный/диффузный лимфогистиоцитарный инфильтрат ± эозинофилы, тучные клетки, 
сосудистая реакция, изменение содержания IL-4/IL-1β (pSTAT6), IL-31, CD3, MBP (эозинофилы)

Fig. 	 Main morphological features and localization of key immunohistochemical markers in atopic dermatitis.
	 The following changes are observed: hyperkeratosis and reduced filaggrin and loricrin (FLG/LOR) expression in the stratum 

corneum; impaired keratinocyte differentiation and decreased claudin-1 and tight junction protein (CLDN1/ZO-1) expression 
in the stratum granulosum; acanthosis, spongiosis, altered DSG1/DSG3expression, and changes in Nrf2 and HO-1 localization 
in the stratum spinosum/stratum basale; and perivascular and/or diffuse lymphohistiocytic infiltrates with ± eosinophils and 
vascular response in the dermis, accompanied by altered IL-4/IL-1β (pSTAT6), IL-31, CD3, and MBP expression
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данной панели маркеров и минимальной стандарти-
зации оценки [10, 11, 38]. При морфометрии толщины 
эпидермиса важно фиксировать анатомическую зону 
и ориентацию среза, для ИГХ – задавать критерии 
мембранной «непрерывности» TJ-белков и отдельно 
учитывать ядерную или цитоплазматическую локали-
зацию транскрипционных факторов (например, Nrf2). 
Для обеспечения сопоставимости при разработке дер-
матотропных средств целесообразно использовать уни-
фицированный набор конечных точек, включающий 
клиническую оценку, гистологию и ИГХ. Наиболее 
практично рассматривать три уровня барьера: роговой 
слой, зернистый слой и воспалительно-нейроиммун-
ный компонент. Если исследование нацелено на зуд 
и нейроиммунный компонент, целесообразно включать 
IL-31, маркеры нейрогенного воспаления и поведенче-
скую оценку зуда (независимый подсчет по видеофик-
сации) [27, 28]. 

Растительные полифенолы и антоцианы при АД: 
механизмы действия и морфологические маркеры 
эффективности

Антоцианы рассматриваются как одна из наиболее 
перспективных групп полифенолов в дерматологии. 
Полифенолы объединяют широкий спектр раститель-
ных соединений, для которых описаны антиоксидант-
ные и противовоспалительные эффекты. В контексте 
АД ключевым является их потенциал воздействовать 
на несколько узлов патогенеза одновременно: снижать 
активность NF-κB/MAPK, модулировать ответ через 
Nrf2-зависимые механизмы и опосредованно влиять на 
барьерные белки эпидермиса [9, 12]. Эта мультитаргет-
ность особенно важна при хроническом дерматозе, где 
мононаправленное вмешательство может приводить 
к улучшению одного параметра, но не обеспечивать 
устойчивое восстановление барьерной функции.

При этом значимы ограничения интерпретации 
доклинических данных. Во-первых, для антоцианов 
и многих полифенолов характерны низкая системная 
биодоступность, быстрый метаболизм и выраженная 
зависимость эффектов от формы введения; во-вторых, 
антоцианы химически нестабильны (pH-зависимые 
превращения, чувствительность к свету/температуре/
кислороду и ионам металлов), что влияет на факти-
ческое содержание в тканях; в-третьих, при высоких 
дозах и определенных условиях полифенолы могут 
демонстрировать прооксидантное поведение, поэто-
му обязателен контроль дозы и маркеров эффектив-
ности [25, 40].

Антоцианы при АД действуют через цепочку ос-
лабление окислительного повреждения–снижение 
провоспалительной активации–активация дифферен-
цировки кератиноцитов и TJ-белков. На моделях дер-
матита показаны воспроизводимые морфологические 
эффекты: уменьшение толщины эпидермиса и индекса 
акантоза/спонгиоза, снижение площади дермального 
инфильтрата, частичное восстановление экспрессии 

FLG и CLDN1, а также уменьшение таких маркеров 
оксидативного повреждения, как 4 гидроксиноненаль 
(4 hydroxynonenal, 4 HNE) и 8 гидрокси 2’-дезоксигуа-
нозин (8 hydroxy 2’ deoxyguanosine, OHdG) [41, 42] на 
фоне активации Nrf2/HO-1 [43, 44]. Отдельно следует 
различать эффекты чистых соединений и многокомпо-
нентных экстрактов: без стандартизации по маркерным 
компонентам и аналитического контроля партий при-
чинно-следственная связь остается ограниченной [40, 
45]. Прямое сравнение эффективности осложнено 
гетерогенностью протоколов, однако сопоставление 
по унифицированным конечным точкам позволяет вы-
делить повторяющиеся эффекты различных классов 
полифенолов (табл. 1).

Наиболее частые причины несопоставимости: раз-
личия в дозах и форме доставки, разный протокол 
морфологического анализа и отсутствие ослепления 
при оценке ИГХ-препаратов, поэтому в таблице 1 от-
ражается направление эффектов, а не ранжирование 
эффективности.

Лекарственная форма имеет принципиальное значе-
ние, поскольку стабильность и доступность полифено-
лов в тканях ограничены. Современные подходы вклю-
чают использование гелей, гидрогелей и полимерных 
систем, обеспечивающих локальный контроль воспа-
ления и оксидативного стресса и, как следствие, более 
выраженное тканевое улучшение [45, 49, 50].

Для практики разработки это означает, что при 
сравнении сырого экстракта и формулированного про-
дукта морфологическая разница может быть значимой 
и должна учитываться при интерпретации результатов.

Epilobium angustifolium (кипрей узколистный) 
как источник полифенолов: постановка 
исследовательской задачи для моделей АД

Кипрей узколистный (Epilobium (Chamerion) 
angustifolium L.) представляет интерес как источник 
полифенольных соединений (эллаготанины, флавонои
ды; в отдельных работах — антоциановые фракции), 
потенциально релевантных барьер-ориентированным 
стратегиям при воспалительных дерматозах [51–53]. 
Если сопоставлять этот профиль с патогенезом АД, 
наиболее значимыми являются противовоспалитель-
ные и антиоксидантные свойства полифенолов [54, 
55], а также возможный антимикробный эффект [56, 
57]. Тем не менее опубликованные данные о его эффек-
тивности именно в стандартизованных моделях АД на 
текущий момент ограничены, поэтому последующий 
текст следует рассматривать как постановку исследо-
вательской задачи: какие маркеры, модели и критерии 
качества нужны, чтобы перевести фитохимические / in 
vitro наблюдения в доклинически доказуемый тканевой 
эффект [58, 59].

Перевод растительного сырья в препарат, пригод-
ный для доклинического и затем клинического обосно-
вания, требует стандартизации состава и валидации. 
Для полифенольных и антоциан-богатых экстрактов 
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Таблица 1 | Table 1
Сравнительная характеристика эффектов полифенолов в экспериментальных моделях атопического дерматита | 

Comparative evaluation of polyphenols in experimental models of atopic dermatitis

Класс 
препаратов 

(модель) | Class 
of compounds 

(model)

Воспаление: 
NF-κB/MAPK; 
JAK/STAT6 | 
Inflammatory 

pathways:  
NF-κB/MAPK; 

JAK/STAT6 

Морфология: 
толщина эпидермиса; 

акантоз/спонгиоз; 
инфильтрат | 
Morphological 

changes: epidermal 
thickness; acanthosis/
spongiosis; infiltrate

Барьерная 
функция: 

FLG; 
CLDN1; 

TJ | Barrier 
function: 

FLG; 
CLDN1;TJ

Окислительно-
восстановительные 

реакции: 
4-HNE/8‑OHdG, 

Nrf2/HO‑1 | 
Redox status: 

4-HNE/8‑OHdG, 
Nrf2/HO‑1

Ограничения |  
Limitations

Антоцианы 
(DNCB, 
оксазолон) | 
Anthocyanins 
(DNCB, 
oxazolone) 
[9, 12, 41, 42]

↓ / Нет данных |  
No data 
available

↓ / ↓ / ↓ ↑ / ↑ / 0 ↓ / ↑ Нет стандартизации состава, 
дозы, формы препарата; 
гетерогенность панели 
маркеров; открытое | Lack of 
standardization of composition, 
dose, and formulation; 
heterogeneity of marker panels; 
open label design

Смеси 
полифенолов  
из растительных 
экстрактов 
(DNCB) |  
Plant extract-
derived 
polyphenol 
mixtures 
(DNCB) [9, 12, 
43]

↓ / Нет данных |  
No data 
available

↓ / ↓ / ↓ Нет данных 
| No data 

available / 0

↑ / ↓ Нет стандартизации 
состава, валидации партий, 
противоречия по TJ/FLG;  
открытое | Lack of 
standardization of composition 
and batch validation, TJ/FLG 
expression; open-label design

Стилбены 
(DNCB) | 
Stilbenes 
(DNCB) [46]

↓ Th2-цитокины 
| Th2-cytokines

↓ / ↓ / ↓ ↑ / ↑ / 0 0 / 0 Нет сопоставимости доз; 
разные режимы введения; 
открытое | Lack of dose 
comparability; different 
administration regimens; open-
label design

Куркуминоиды 
(DNCB) | 
Curcuminoids 
(DNCB) [47, 48]

↓ / Нет данных 
| No data 
available

↓ / ↓ / ↓ 0 / 0 / 0 0 / 0 Нет сопоставимых конечных 
точек | Lack of comparable 
endpoints

Системы 
доставки 
полифенолов/
флавоноидов 
(различные) |  
Polyphenol/
flavonoid 
delivery systems 
(various models)
[45, 49, 50]

↓ / Нет данных |  
No data 
available

↓ / ↓ / ↓ Зависит 
от носителя 
и активного 
вещества | 
Depends  

on the carrier 
and the active 

compound

↑ / ↓ Гетерогенность носителей 
и активных веществ, 
неполная химическая 
характеристика, эффект 
носителя трудно отделить 
от эффекта полифенола | 
Heterogeneity of carriers and 
active compounds, incomplete 
chemical characterization, and 
difficulty distinguishing   carrier 
effects from polyphenol-specific 
effects

↓ – снижение показателя, ↑ – повышение показателя. 0 – без значимых изменений | ↓ – decrease in the parameter, ↑ – increase in the 
parameter, 0 – no significant changes
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критичны выбор части растения, сезон и регион заго-
товки, условия сушки и экстракции, а также контроль 
профиля маркерных компонентов методом жидкостной 
хроматографии с масс-спектрометрией [54, 59].

Стандартизация позволит связать морфологическое 
улучшение с конкретной химической характеристи-
кой экстракта и избежать низкой воспроизводимости 
между партиями. Для экстракта, ориентированного на 
адъювантную терапию АД, рационально выстроить до-
клиническую схему так, чтобы она отвечала требовани-
ям доказательности: воспроизводимая модель (DNCB/
DNFB или MC903), дозозависимая оценка, сравнение 
лекарственных форм, а также комплексная морфология 
и ИГХ-панель [10, 39, 40]. В таблице 2 приведен при-
мер базовой минимальной панели маркеров, которая 
позволяет оценивать барьерную функцию, воспаление 
и выраженность окислительно-восстановительных ре-
акций без чрезмерного расширения протокола.

Оценка клинической выраженности дерматита, 
морфометрия толщины эпидермиса и индекса аканто-
за/спонгиоза, полуколичественная оценка экспрессии 
FLG, CLDN1 и Nrf2/HO-1 (H-score), подсчет IL-4/IL-13-  
и IL-31-позитивных клеток, доли дермы, занятой вос-
палительным инфильтратом, а также маркеров оксида-

тивного стресса (4-HNE или 8-OHdG) в стандартных 
моделях DNCB/DNFB и MC903 позволяют оценить 
восстановление всех трех уровней барьера (роговой 
слой, TJ-барьер, воспалительно-нейроиммунный ком-
понент) [10, 27, 39, 40].

Заключение
В обзоре систематизированы морфологические 

и иммуногистохимические маркеры для оценки тера-
певтической эффективности полифенолов и антоциа-
нов в экспериментальных моделях атопического дер-
матита. Установлено, что растительные полифенолы 
регулируют воспалительные реакции, восстанавливают 
барьерные белки филаггрин и клаудин-1, активируют 
антиоксидантную систему Nrf2/HO-1. Рекомендуется 
панель маркеров для оценки барьер-ориентированной 
терапии, включая толщину эпидермиса, экспрессию 
TJ-белков и окислительный стресс. Показана необходи-
мость стандартизации состава экстрактов и протоколов 
исследований. Антоциансодержащее сырье, такое как 
Epilobium (Chamerion) angustifolium L., следует рас-
сматривать как перспективную платформу для разра-
ботки стандартизованных дерматотропных препаратов 
на основе российского растительного сырья.

Таблица 2 | Table 2
Рекомендуемые морфологические и иммуногистохимические маркеры для оценки барьер-ориентированных 

вмешательств при АД (пример панели) | Recommended histological and immunohistochemical marker panel for assessing 
barrier-oriented interventions in atopic dermatitis (an example panel)

Блок | Domain Гистология | Histological 
features

ИГХ-маркеры (минимум) | 
Minimum IHC marker panel

Интерпретация | Interpretation

Барьер рогового слоя | 
Stratum corneum barrier

Толщина, гипер-/паракератоз, 
спонгиоз, шелушение/
трещины; сухость | Thickness, 
hyperkeratosis, parakeratosis, 
spongiosis, scaling/cracking; 
dryness

FLG ± лорикрин | 
FLG ± loricrin

Восстановление дифференцировки; 
нормализация оси FLG–NMF; 
улучшение барьерной функции 
и гидратации | Restoration of epidermal 
differentiation; normalization  
of FLG–NMF axis; improvement  
of barrier function and hydration

Зернистый слой | 
Granular layer barrier

Целостность, 
непрерывность/«мозаичность», 
отсутствие выраженного 
спонгиоза | Integrity, continuity/
mosaic pattern, absence of 
pronounced spongiosis

CLDN1 ± белок плотных 
контактов zonula  
occludens 1, окклюдин |  
CLDN1 ± ZO-1 (TJP1), 
occludin

Нормализация «внутреннего» 
эпидермального барьера, снижение 
парацеллюлярной проницаемости | 
Normalization of the internal epidermal 
barrier and reduction  
of paracellular permeability

Воспаление |  
Inflammation

Инфильтрат, сосудистая  
реакция | Inflammatory infiltrate, 
vascular response

p-STAT6 или NF-κB p65 ± 
IL-4/IL-13 | p-STAT6  
or NF-κB p65 ± IL-4/IL-13

Активность Th2-сигналинга/
воспалительных каскадов |  
Activity of Th2 signaling  
and inflammatory cascades

Окислительное 
повреждение 
и цитопротективный 
ответ | Oxidative 
damage and 
cytoprotective response

Некробиоз кератиноцитов, 
вакуолизация, дегенерация 
коллагеновых волокон | 
Keratinocyte necrobiosis, 
vacuolization, collagen fiber 
degeneration

4-HNE или 8-OHdG +  
Nrf2/HO-1 | 4-HNE or 
8-OHdG + Nrf2/HO-1

Баланс между повреждением тканей 
и цитопротекторной защитой | 
Balance between tissue damage and 
cytoprotective defense
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Особенности распределения ключевого маркера 
митохондриального биогенеза PGC-1α в разных зонах 
головного мозга пациентов с болезнью Альцгеймера
В.С. Сухоруков1, Т.И. Баранич1,2, О.В. Вельц1, Д.Н. Воронков1, Д.С. Лазарев1,  
Е.В. Щербак3, А.П. Ракша3, А.Н. Яцковский2, В.В. Глинкина1

1	ФГБНУ Российский центр неврологии и нейронаук, Москва, Россия
2 	ФГАОУ ВО Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова Минздрава России 

(Сеченовский университет), Москва, Россия
3 	ГБУЗ Городская клиническая больница № 1 имени Н.И. Пирогова Департамента здравоохранения города Москвы, Москва, Россия

Резюме. Введение. Болезнь Альцгеймера представляет собой наиболее распространенную нейроде-
генеративную патологию, однако ее патогенез остается неясным. Было доказано, что дисфункция 
одного из основных регуляторов митохондриального биогенеза – белка PGC-1α ассоциирована с 
ранней утратой синапсов в наиболее поврежденных при болезни Альцгеймера областях мозга. Тем 
не менее в настоящее время данные о распределении белка PGC-1α в нейронах при болезни Альц
геймера носят зачастую обобщенный характер, а детальная картина этого маркера в разных зонах 
коры и подкорковых структурах пациентов отсутствует. В связи с этим целью данного исследования 
является оценка распределения белка PGC-1α в нейронах критически важных для диагностики бо-
лезни Альцгеймера зон: передней поясной извилины, средней лобной извилины, нижней теменной 
дольки, головки хвостатого ядра и гиппокампа. 
Материалы и методы. Иммуногистохимическое исследование маркера PGC-1α в указанных зонах 
было выполнено с использованием аутопсийного материала пациентов с болезнью Альцгеймера, 
пациентов старческого и молодого возраста. 
Результаты. При болезни Альцгеймера наблюдается выраженный рост реакции маркера белка PGC‑1α 
во всех исследуемых областях коры. Иной характер реакции обнаружен в нейронах гиппокампа: 
нейроны зоны СА1 демонстрируют тенденцию к снижению уровня этого белка, а в нейронах зоны 
СА2 наблюдается его выраженное снижение. 
Заключение. Полученные данные свидетельствуют о том, что выраженное снижение реакции PGC‑1α, 
отражающее падение уровня биогенеза митохондрий в гиппокампе, очевидно может являться значи-
мым звеном повреждения нейронов данной области мозга при болезни Альцгеймера.
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Abstract. Introduction. Alzheimer’s disease is the most common neurodegenerative disorder; however, 
its pathogenesis remains incompletely understood. PGC-1α dysfunction, a key regulator of mitochondrial 
biogenesis, has been associated with early synapse loss in the brain regions most severely affected by the 
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Введение
Болезнь Альцгеймера (БА) представляет собой наи-

более распространенную нейродегенеративную пато-
логию, проявляющуюся деменцией и выраженным 
когнитивным дефицитом. Патоморфологическими при-
знаками БА являются накопление внутринейрональных 
нейрофибриллярных клубков и образование бляшек 
из агрегатов β-амилоида (Aβ), а также прогрессиру-
ющая потеря нейронов и синаптическая дисфункция. 
Несмотря на многочисленные работы, патогенез БА 
остается неясным, а существующие терапевтические 
подходы носят лишь симптоматический характер, не 
влияя на прогрессирование заболевания. Отсутствие 
эффективных методов лечения подчеркивает острую 
необходимость дальнейших исследований патогенеза 
БА и поиска новых терапевтических мишеней.

Согласно ряду публикаций, ключевую роль в за-
пуске и прогрессировании нейродегенерации при БА 
играют митохондриальная дисфункция и окислитель-
ный стресс [1, 2]. Показано, что накопление Aβ в ткани 
может приводить к дизрегуляции митохондриальной 
динамики, усилению окислительного стресса, а так-
же снижению митохондриального биогенеза [3, 4]. 
Известно, что одним из важнейших регуляторов ми-
тохондриального биогенеза, энергетического метабо-
лизма, антиоксидантной защиты, а также динамики 
митохондрий предстает транскрипционный коактива-
тор PGC-1α (коактиватор 1α рецептора, активируемого 
пролифераторами пероксисом). PGC-1α координирует 
экспрессию генов, ответственных за пролиферацию 
митохондрий и их динамику. Так, доказана его роль 
в активации промотора гена Mfn2, кодирующего белок 

слияния наружных митохондриальных мембран [5], 
что влияет на морфологию и количество этих органелл 
в нейронах. 

При БА иммуногистохимическая реакция на белок 
PGC-1α снижается, что коррелирует с усилением ког-
нитивных нарушений и патологическим накоплением 
Aβ [6]. Это позволяет предположить, что дефицит бел-
ка PGC-1α не просто следствие, но и значимое звено 
патогенеза, способствующее нарушению митохондри-
альной динамики, энергетическому коллапсу клеток 
и повышению уязвимости нейронов к окислительному 
стрессу и апоптозу. 

Доказано, что дисфункция сигнального пути PGC‑1α 
ассоциирована с ранней утратой синапсов в наиболее 
поврежденных при БА областях мозга, включая гиппо-
камп и кору [7–9]. Также было показано, что снижение 
реакции на PGC-1α коррелирует со сниженной мито-
хондриальной функцией и нарушением процессинга 
белка-предшественника Aβ (amyloid precursor protein, 
APP) в трансгенных моделях БА [8, 10, 11], а олигомеры 
Aβ подавляют ядерную транслокацию PGC-1α, усу-
губляя дисбаланс митохондриальной динамики [12].

Сказанное выше позволяет считать белок PGC-1α 
одним из ключевых координаторов процессов клеточ-
ного метаболизма и устойчивости нейронов к небла-
гоприятным условиям, а дисфункция белка PGC-1α 
может быть напрямую связана с развитием БА [12, 13].

Известно, что нейродегенеративный процесс при 
БА неравномерен и в первую очередь затрагивает 
нейроны гиппокампа и энторинальной коры, в после-
дующем распространяясь на другие зоны головного 
мозга (ГМ) [3, 14]. Тем не менее в настоящее время 

disease. Nevertheless, current data on neuronal PGC-1α distribution in Alzheimer’s disease remain largely 
generalized, and its detailed characterization across different cortical and subcortical areas is still scarce. 
Therefore, we aimed to evaluate PGC-1α distribution in neurons of brain regions critically involved in 
Alzheimer’s disease, including the anterior cingulate gyrus, middle frontal gyrus, inferior parietal lobule, 
head of the caudate nucleus, and hippocampus. 
Materials and methods. Autopsy brain specimens from elderly and young patients with Alzheimer’s disease 
were subjected to immunohistochemical study of PGC-1α distribution in the abovementioned areas. 
Results. A marked increase in PGC-1α expression was observed in all examined cortical regions. In contrast, 
a different pattern of response was found in hippocampal neurons: neurons in the CA1 region showed a 
tendency toward decreased PGC-1α levels, while neurons in the CA2 region showed a marked decrease in 
protein expression. 
Conclusion. Our data indicate that a significant reduction in PGC-1α levels, reflecting impaired mitochon-
drial biogenesis in the hippocampus may represent a significant factor contributing to neuronal damage in 
this brain region in Alzheimer’s disease.
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данные о распределении белка PGC-1α в нейронах 
при БА носят зачастую обобщенный характер, и мы 
практически не располагаем детальной картиной рас-
пределения этого маркера в разных зонах коры и под-
корковых структурах пациентов с БА. Эти региональ-
ные особенности могут быть ключом к пониманию 
избирательной уязвимости нейронов определенных 
областей ГМ при БА. Детальное исследование коли-
чества PGC-1α в нейронах различных областей ГМ 
при БА необходимо для разработки корректной тера-
певтической стратегии, которая должна учитывать не 
просто общий уровень этого белка, а его количество 
в конкретных, критически важных для когнитивных 
функций областях. В связи с этим целью данного ис-
следования является оценка распределения белка PGC-
1α в нейронах передней поясной извилины, средней 
лобной извилины, нижней теменной дольки, головки 
хвостатого ядра и гиппокампа.

Материалы и методы
Работа была выполнена на базе лаборатории ней-

роморфологии Российского центра неврологии и ней-
ронаук. Все этапы исследования соответствуют зако-
нодательству Российской Федерации и нормативным 
документам Российского центра неврологии и ней-
ронаук, а также одобрены локальным этическим ко-
митетом центра (протокол № 7-2/24 от 02.09.2024). 
Использованный аутопсийный материал пациентов 
с БА был получен от 10 умерших с подтвержденной 
болезнью Альцгеймера (стадия по Брааку 3–4), в воз-
расте старше 85 лет (85–89 лет), причиной смерти ко-
торых явилась тромбоэмболия легочной артерии при 
наличии постинфарктного или атеросклеротического 
кардиосклероза на фоне гипертонической болезни. Для 
сравнительного анализа нами был использован аутоп-
сийный материал двух групп: первая группа – нормаль-
ное старение, материал получен от лиц старше 85 лет 
(85–99 лет) без болезни Альцгеймера, умерших по ана-
логичным причинам (n=20); вторая группа – молодые 
пациенты, 35–45 лет, с диагнозом внезапной сердечной 
смерти (n=20). Критерии исключения (для всех трех 
групп): острый и перенесенный инсульт, хронические 
неврологические и нервно-мышечные болезни, заболе-
вания сердечно-сосудистой и других систем с деком-
пенсацией (выраженной недостаточностью), острое 
течение инфекционных, инфекционно-аллергических 
и аутоиммунных заболеваний, злокачественные опухо-
ли любой локализации III–IV стадии, алкоголизм и нар-
комания. Кроме того, в исследование не включались 
умершие с асимптомным гемодинамически значимым 
атеростенозом церебральных артерий (сужение просве-
та артерий на 70% и более), а также артериальной ги-
пертонией 2–3-й степени в анамнезе. В каждом случае 
для микроскопического исследования вырезали блоки 
длиной 2–2,5 см, шириной 1–1,5 см и толщиной 0,5–
0,7 см из следующих областей: передняя треть средней 
лобной извилины, передняя поясная извилина, средняя 

часть головки хвостатого ядра, гиппокамп из средней 
части височной доли, верхняя часть нижней теменной 
дольки. Вырезанные блоки фиксировали в 10% раство-
ре нейтрального забуференного формалина в течение 
24 часов, после чего материал был обработан по стан-
дартной методике (обезвоживание спиртом, обработка 
ксилолом) с последующей заливкой в парафин. 

Для выполнения иммуногистохимического исследо-
вания с помощью микротома изготовлены срезы толщи-
ной 3 мкм, которые были нанесены на предметные стек-
ла с положительным зарядом поверхности SuperFrost 
Plus (Thermo Scientific, США), а затем высушены в тер-
мостате в течение 24 часов при температуре +48°С. Для 
иммуногистохимического исследования использованы 
антитела к PGC-1α (поликлональные, Abcam, США, 
ab191838, разведение 1:200). Проводилась термическая 
демаскировка антигена в течение 15 минут. Инкубация 
с первичными антителами проводилась 12 часов при 
температуре +4°С. Для выявления связывания анти-
тел использовали набор реагентов для визуализации на 
основе полимера NovoLink и пероксидазы (NovoLink 
Polymer Detection Systems, Германия). Были постав-
лены отрицательные контроли. На микрофотографиях 
препаратов, полученных с помощью микроскопа Leica 
DMLB (Leica Microsystems, Германия) и цифровой ка-
меры Leica DC-300 (Leica Microsystems, Германия) с 
использованием программы Leica Qwin 2.7 (Германия), 
в ядрах и перикарионах 150 нейронов в каждом слу-
чае оценивали интенсивность иммунопероксидазной 
реакции в следующих зонах: 3-м и 5-м слое лобной 
коры, 3-м и 5-м слое поясной коры, области головки 
хвостатого ядра, СА1, СА2, CA4 и гранулярном слое 
зубчатой извилины гиппокампа, 2-м, 3-м, 4-м и 5-м сло-
ях теменной коры. Тела и ядра нейронов выделяли 
на изображении с помощью графического планшета 
Intuos Pro (Wacom, Япония) и оценивали среднюю 
яркость выделенной области (в условных единицах: 
256 градаций яркости 8-битного изображения, где 0 – 
белый, 255 – черный) в исследуемых областях, вычитая 
значения фонового окрашивания. 

Для статистической обработки и  представле-
ния данных использовали программы Statistica 13.0 
(Statsoft, США) и GraphPad Prism 8.0 (Dotmatics, США). 
Нормальность распределения оценивали по тесту 
Шапиро–Уилка. Для сравнения групп использовали 
однофакторный дисперсионный анализ ANOVA с апо-
стериорным тестом Фишера LSD. Различия считали 
статистически значимыми при p<0,05.

Результаты
В передней поясной извилине при старении на-

блюдается повышение реакции маркера PGC-1α в ци-
топлазме и в ядре нейронов (обе фракции <0,0001). 
При БА это повышение усиливается в обеих фракциях 
(<0,0001) PGC-1α (рис. 1).

В средней лобной извилине при старении наблю-
дается снижение реакции обеих фракций PGC-1α 
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в нейронах относительно группы молодого возраста 
(нуклеарная – <0,0001, цитоплазматическая – 0,0007), 
тогда как при БА – повышение их уровня относительно 
группы старения (обе <0,0001) (рис. 2, 3). 

В нейронах головки хвостатого ядра выраженные 
изменения отсутствуют как при старении, так и при БА.

Гиппокамп
В нейронах зоны СА1 наблюдается тенденция к сни-

жению обеих фракций PGC-1α при старении и при БА.
В нейронах зоны СА2 при старении реакция обеих 

фракций PGC-1α не отличается от показателей в груп-
пе молодого возраста. При БА обнаружено снижение 

Alzh	 Elderly	 Young Alzh	 Elderly	 Young Alzh	 Elderly	 Young Alzh	 Elderly	 Young

Рис. 1. 	Результаты морфометрического анализа иммуногистохимического распределения маркера PGC-1α в ядре и в цитоплазме 
нейронов 3-го слоя (соответственно, А и B) и 5-го слоя (соответственно, C и D) поясной извилины. 

	 Young – группа молодых пациентов, Elderly – группа старых пациентов, Alzh – группа пациентов с болезнью Альцгеймера
Fig. 1. 	Morphometric analysis of the immunohistochemical distribution of PGC-1α in the nuclei and cytoplasm of neurons in layer III  

(A and B, respectively) and layer V (C and D, respectively) of the cingulate gyrus. 
	 Young – young patients, Elderly – elderly patients, Alzh – Alzheimer’s disease patients

Рис. 2. 	Иммуногистохимическое распределение 
маркера PGC-1α в нейронах 5-го слоя средней 
лобной извилины в группах молодого возраста 
(A), старения (B) и пациентов с болезнью 
Альцгеймера (C), ×40

Fig. 2. 	PGC-1α immunohistochemical distribution in neurons 
of layer V of the middle frontal gyrus in young (A), 
elderly (B), and Alzheimer’s disease patients (C), ×40
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обеих фракций PGC-1α относительно показателей 
группы старения (обе <0,0001).

Относительно группы молодого возраста при ста-
рении в нейронах зоны СА4 наблюдается снижение ре-
акции цитоплазматической фракции (<0,0001) PGC‑1α 
при неизмененной реакции нуклеарной фракции. При 
БА реакция цитоплазматической фракции PGC-1α не 
отличается от показателя в группе старения, а реак-
ция нуклеарной фракции характеризуется выражен-
ным снижением (<0,0001) относительно двух других 
исследованных групп.

В нейронах гранулярного слоя зубчатой извилины 
при старении (в сравнении с группой молодого воз-
раста) снижается реакция обеих фракций (<0,0001) 

PGC-1α, тогда как при БА наблюдается выраженное 
повышение их реакции (обе <0,0001) относительно 
группы старения (рис. 4).

В нейронах 2-го, 3-го, 4-го, 5-го слоев нижней те-
менной дольки при старении не обнаружено изменения 
реакции нуклеарной фракции PGC-1α. Уровень реак-
ции цитоплазматической фракции PGC-1α также не 
отличался от показателей группы молодого возраста во 
всех исследованных слоях, за исключением нейронов 
2-го слоя, в которых реакция цитоплазматической фрак-
ции PGC-1α увеличивалось (<0,0001). По сравнению с 
группой старения при БА в нейронах 2-го и 4-го слоев 
наблюдается выраженное повышение реакции нукле-
арной фракции (<0,0001) PGC-1α без изменения реак-

Alzh	 Elderly	 Young Alzh	 Elderly	 Young Alzh	 Elderly	 Young Alzh	 Elderly	 Young

А B C D

Рис. 3. 	Результаты морфометрического анализа иммуногистохимического распределения маркера PGC-1α в ядре и в цитоплазме 
нейронов 3-го слоя (соответственно, А и B) и 5-го слоя (соответственно, C и D) лобной извилины. 

	 Young – группа молодых пациентов, Elderly – группа старых пациентов, Alzh – группа пациентов с болезнью Альцгеймера
Fig. 3. 	Morphometric analysis of the immunohistochemical distribution of PGC-1α in the nuclei and cytoplasm of neurons in layer III  

(A and B, respectively) and layer V (C and D, respectively) of the frontal gyrus.
	 Young – young patients, Elderly – elderly patients, Alzh – Alzheimer’s disease patients

Alzh	 Elderly	 Young Alzh	 Elderly	 Young

Alzh	 Elderly	 Young

Alzh	 Elderly	 Young Alzh	 Elderly	 Young

Alzh	 Elderly	 Young

Рис. 4. 	Результаты морфометрического анализа иммуногистохимического распределения маркера PGC-1α в ядре и в цитоплазме 
нейронов зоны СА2 (соответственно, А и B), зоны СА4 (соответственно, C и D) и гранулярного слоя зубчатой извилины 
гиппокампа (соответственно, E и F). 

	 Young – группа молодых пациентов, Elderly – группа старых пациентов, Alzh – группа пациентов с болезнью Альцгеймера
Fig. 4. 	Morphometric analysis of the immunohistochemical distribution of PGC-1α in the nuclei and cytoplasm of neurons  

in CA2 region (A and B, respectively), CA4 region (C and D, respectively), and the granular layer of the dentate gyrus 
of the hippocampus (E and F, respectively).

	 Young – young patients, Elderly – elderly patients, Alzh – Alzheimer’s disease patients
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ции цитоплазматической фракции этого белка, тогда 
как в 3-м и 5-м слоях обнаружено увеличение реакции 
обеих фракций (<0,0001) (табл.).

Обсуждение 
Физиологическое старение нейронов исследован-

ных областей неокортекса (средняя лобная извилина, 
передняя поясная извилина, нижняя теменная долька) 
характеризовалось различными вариантами изменений 
реакции белка PGC-1α. Так, обнаружено снижение ре-
акции двух фракций белка PGC-1α в нейронах средней 
лобной извилины, увеличение реакции двух фракций 
белка PGC-1α в нейронах передней поясной извилины, 
а также отсутствие изменений реакции белка PGC-1α 
в нейронах нижней теменной дольки (за исключением 
нейронов ее 2-го слоя). Однако при БА наблюдается 

выраженный рост одной (3-й и 5-й слои нижней темен-
ной дольки) или обеих фракций PGC-1α во всех иссле-
дуемых областях коры. По данным ряда публикаций, 
эти зоны коры при БА характеризуются выраженным 
дефицитом белка слияния митохондрий OPA1 (optic 
atrophy 1, белок атрофии зрения 1) и смещением ба-
ланса между процессами митохондриальной динамики 
в сторону преобладания деления митохондрий [3, 15], 
что, по-видимому, необходимо для утилизации дефект-
ных митохондрий и их фрагментов. Таким образом, 
увеличение реакции ядерной и цитоплазматической 
фракций белка PGC-1α в нейронах этих участков коры 
может рассматриваться как возможный адаптационный 
механизм, при помощи которого в нейронах усилива-
ется биогенез митохондрий. Интересно, что при БА 
в большинстве исследуемых зон упомянутых корковых 

Таблица | Table 
Изменение реакции белка PGC-1α в ядре и в цитоплазме нейронов исследованных зон при старении (относительно 
группы молодого возраста) и при БА (относительно группы старения) | Changes in nuclear and cytoplasmic PGC-1α 
expression in neurons of the studied brain regions during aging (relative to the young group) and in Alzheimer’s disease  

(relative to the aging group)

Зона | Zone Старение, 
ядро |

Aging, nucleus

Старение, 
цитоплазма |

Aging, cytoplasm

Альцгеймер, ядро | 
Alzheimer’s disease, 

nucleus

Альцгеймер, 
цитоплазма | Alzheimer’s 

disease, cytoplasm

Средняя лобная извилина, 3-й слой |
Middle frontal gyrus, layer III ↓ ↓ ↑ ↑

Средняя лобная извилина, 5-й слой |
Middle frontal gyrus, layer V ↓ ↓ ↑ ↑

Передняя поясная извилина, 3-й слой |
Anterior cingulate gyrus, layer III ↑ ↑ ↑ ↑

Передняя поясная извилина, 5-й слой |
Anterior cingulate gyrus, layer V ↑ ↑ ↑ ↑

Головка хвостатого ядра |
Head of the caudate nucleus N N N N

Гиппокамп, СА1 | Hippocampus, CA1 ↓ tend ↓ tend ↓ tend ↓ tend

Гиппокамп, СА2 | Hippocampus, CA2 N N ↓ ↓

Гиппокамп, СА4 | Hippocampus, CA4 N ↓ ↓ N

Гиппокамп, зубчатая извилина |
Hippocampus, dentate gyrus ↓ ↓ ↑ ↑

Нижняя теменная долька, 2-й слой |
Inferior parietal lobule, layer II N ↑ ↑ ↑

Нижняя теменная долька, 3-й слой |
Inferior parietal lobule, layer III N N N ↑

Нижняя теменная долька, 4-й слой |
Inferior parietal lobule, layer IV N N ↑ ↑

Нижняя теменная долька, 5-й слой |
Inferior parietal lobule, layer V N N N ↑

N – отсутствие изменений, tend – тенденция, ↑ – повышение, ↓ – понижение | N – no changes, tend – tendency, ↑ – increase,  
↓ – decrease
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областей наблюдается также увеличение реакции белка 
Mfn-2 (регулятор слияния наружных митохондриаль-
ных мембран) [3], кодируемого одним из целевых генов 
PGC-1α [5], что может также подтверждать адаптацион-
ный характер повышения уровня белка PGC-1α (табл.).

Другие исследования подтверждают, что увеличе-
ние реакции на PGC-1α может носить компенсаторный 
характер, направленный на противодействие окисли-
тельному стрессу [16]. Кроме этого, повышение уровня 
PGC-1α обеспечивает нейропротекцию за счет увели-
чения транскрипции факторов роста NGF (nerve growth 
factor, фактор роста нервов) и BDNF (brain-derived 
neurotrophic factor, нейротрофический фактор мозга), 
а также снижения нейровоспаления, опосредованного 
Aβ [17, 18]. Так, исследования на трансгенных моделях 
БА демонстрируют, что искусственное повышение или 
сверхэкспрессия PGC-1α способны ослабить нейро-
дегенерацию, уменьшить накопление Aβ и улучшить 
когнитивные функции за счет снижения уровня фер-
ментов, участвующих в образовании амилоида [16]. 
Показано также, что доставка гена Ppargc1α (PGC-1a) 
с помощью аденоассоциированного вируса в латераль-
ную теменную ассоциативную кору модельных мышей 
APP/PS1 (с последующей активацией этого гена) при-
водила к снижению отложения Aβ и снижала апоптоз 
нейронов [18].

Совершенно иной характер реакции обнаружен 
в нейронах гиппокампа. Так, нейроны зоны СА1 де-
монстрируют тенденцию к снижению обеих фракций 
белка PGC-1α при старении, что усугубляется при БА. 
Это может отражать изначальную бо́льшую чувстви-
тельность нейронов данной зоны к хронической ише-
мии (при старении) и нейродегенеративным процес-
сам, делая нейроны СА1 наиболее уязвимыми при БА. 
Нейроны зоны СА2 не демонстрируют выраженных 
изменений реакции белка PGC-1α при старении, одна-
ко при БА наблюдается выраженное снижение обеих 
фракций маркера. Таким образом, можно предполо-
жить, что компенсаторный потенциал нейронов зоны 
СА2 (изначально более устойчивых к повреждению) 
снижается при БА на фоне уменьшения в них реакции 
белка PGC-1α. Снижение уровня PGC-1α и возможное 
ассоциированное с ним снижение нейрональных адап-
тационных механизмов наблюдаются и в зоне СА4, 
которое начинается при старении (снижение реакции 
цитоплазматической фракции PGC-1α), и, вероятно, не 
влияет на функциональный ответ (за счет стабильного 
количества ядерной фракции PGC-1α). Тем не менее 
при БА в нейронах зоны СА4 наблюдается потеря ядер-
ного пула PGC-1α, что может приводить к развитию 
нарушений регуляции митохондриального биогене-
за. Кроме этого, данные по изменению содержания 
фракций PGC-1α подчеркивают важность их диффе-
ренцированного рассмотрения при исследовании: при 
старении выраженно снижается цитоплазматическая 
фракция белка, а ядерная остается на базовом уровне, 
тогда как при БА наблюдается снижение ядерного пула 

PGC-1α без продолжающейся потери цитоплазмати-
ческого.

Интересно, что нейроны гранулярного слоя зубча-
той извилины гиппокампа, в которых при старении на-
блюдается снижение ядерной и цитоплазматической 
фракции PGC-1α, при БА демонстрируют выраженное 
увеличение обеих фракций PGC-1α. Учитывая то, что 
зубчатая извилина является одним из центров пост-
натального нейрогенеза, увеличение уровня PGC-1α 
в нейронах этой зоны можно рассматривать как компен-
саторную гиперактивацию митохондриального биоге-
неза для выживания нейрональных предшественников.

Заключение
Полученные данные свидетельствуют о том, что 

выраженное снижение реакции PGC-1α и ассоцииро-
ванного с ним уровня биогенеза митохондрий в гип-
покампе очевидно может являться значимым звеном 
повреждения нейронов данной области мозга при бо-
лезни Альцгеймера, тогда как региональное увеличение 
реакции PGC-1α в ряде корковых областей, вероятно, 
можно расценивать как гетерогенное по своей эффек-
тивности проявление компенсаторных нейрональных 
реакций.
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Оценка воспалительной реакции и митофагии  
в моноцитах, THP-1,  
гладкомышечных клетках и фибробластах
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Резюме. Введение. Воспаление сосудистой стенки является одним из ключевых механизмов атероге-
неза. Сосудистая стенка представлена в основном эндотелиальными, гладкомышечными и соедини-
тельнотканными клетками. При атерогенезе активированный эндотелий обеспечивает рекрутирование 
моноцитов в интиму, где они дифференцируются в макрофаги и пенистые клетки, что поддерживает 
локальное воспаление и формирование атеросклеротической бляшки. При этом относительный вклад 
отдельных клеточных типов в формирование воспалительного ответа остается недостаточно изучен. 
В условиях атерогенеза клетки подвергаются липидной нагрузке, окислительному стрессу и гипоксии, 
что может сопровождаться повреждением митохондрий. Если поврежденные митохондрии не удаля-
ются своевременно в ходе митофагии, их накопление может поддерживать воспаление. Целью данного 
исследования было сравнить способность различных клеточных моделей к ответу на стимуляцию 
липополисахаридом (LPS), а также оценить потенциал прижизненной визуализации митохондрий 
и лизосом в выбранных моделях, что необходимо для анализа митофагии. 
Материалы и методы. В рамках исследования использованы CD14+ моноциты человека, моноцитар-
ная линия THP-1, гладкомышечные клетки и фибробласты линии hTERT977. Клетки стимулировали 
LPS в концентрации 1 мкг/мл в течение 24 часов, после чего оценивали секрецию TNF, IL-1β, IL-6, 
IL-8, IL-10 и CCL2 в супернатанте методом ELISA. 
Результаты. Наиболее выраженный ответ на LPS был в моноцитах и макрофагах, тогда как глад-
комышечные клетки и фибробласты секретировали только IL-6, IL-8, CCL2. Также были получены 
изображения прижизненно окрашенных митохондрий и лизосом для дальнейшего изучения митофагии 
в них. При этом обработка форболовым эфиром сопровождалась устойчивым провоспалительным 
фоном, что усложняло интерпретацию LPS-индуцированного воспаления. 
Заключение. Показано, что выбранные модели подходят для количественной оценки секреции цитоки-
нов в ответ на стимуляцию LPS, анализа экспрессии генов провоспалительных цитокинов и изучения 
митофагии с использованием конфокальной микроскопии.
Ключевые слова: моноциты, макрофаги, гладкомышечные клетки, фибробласты, воспаление
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Введение
Атеросклероз остается одной из ведущих причин 

сердечно-сосудистой заболеваемости и смертности [1, 
2]. Наиболее ранним центральным событием атероге-
неза считают накопление липопротеинов в интиме со-
суда, что сопровождается эндотелиальной активацией 
и инициацией воспаления, которое может переходить 
в хроническую форму [3]. По мере прогрессирования 
в интиме артерии формируется атеросклеротическая 
бляшка с липидным ядром, включающая иммунные 
клетки, гладкомышечные клетки и клетки соединитель-
ной ткани [4].

В исследованиях воспаления при атеросклерозе 
основное внимание чаще всего уделяют иммунным 
клеткам. Моноциты рекрутируются из кровотока в со-
судистую стенку, где дифференцируются в макрофаги. 
Макрофаги захватывают липопротеины низкой плот-
ности и формируют пенистые клетки. Эти процессы 
сопровождаются секрецией провоспалительных цито-
кинов, включая фактор некроза опухоли (tumor necrosis 
factor, TNF), интерлейкины (IL) IL-1β, IL-6, IL-8 и хемо-
кин лиганд 2 (chemokine (C‑C motif) ligand 2, CCL2) [5]. 
В терапии CANTOS (Canakinumab Anti-inflammatory 
Thrombosis Outcome Study, Исследование эффектив-

Assessment of inflammatory response and mitophagy in monocytes, 
THP‑1 cells, smooth muscle cells, and fibroblasts
S.S. Verkhova1,2, N.G. Nikiforov1,2,3, A.D. Zhuravlev1, Y.E. Yegorov3, M.A. Popov4,  
Y.S. Chegodaev1, D.B. Erdyneeva1, K.S. Vishnyakova3, U.S. Khovantseva2, A.M. Markin2,5,  
D.G. Breshenkov2, E.R. Charchyan2, A.N. Orekhov1

1 Research Institute of General Pathology and Pathophysiology, Moscow, Russia
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3 Engelhardt Institute of Molecular Biology, Moscow, Russia
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Abstract. Introduction. Vascular wall inflammation is a key mechanism of atherogenesis. The vascular wall 
is composed primarily of endothelial, smooth muscle, and connective tissue cells. During atherogenesis, 
activated endothelium promotes the recruitment of monocytes into the intima, where they differentiate into 
macrophages and foam cells, thereby sustaining local inflammation and contributing to the formation of 
atherosclerotic plaques. At the same time, the relative contribution of individual cell types to shaping the 
inflammatory response remains insufficiently studied. Under atherogenic conditions, cells are exposed to 
lipid load, oxidative stress, and hypoxia, which may be accompanied by mitochondrial damage. If damaged 
mitochondria are not removed in a timely manner by mitophagy, their accumulation may sustain inflammation. 
Thus, the study aimed to compare the ability of different cellular models to respond to LPS stimulation and 
assess the feasibility of live-cell visualization of mitochondria and lysosomes in the selected models, which 
is necessary for mitophagy analysis.
Materials and methods. We used human CD14+ monocytes, the monocytic THP-1 cell line, smooth muscle 
cells, and hTERT 977 fibroblasts. After cell stimulation with LPS at 1 µg/mL for 24 h, we assessed the 
secretion of TNF, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, and CCL2 in the supernatant with ELISA. 
Results. The strongest response to LPS was observed in monocytes and macrophages, whereas smooth 
muscle cells and fibroblasts secreted only IL-6, IL-8, and CCL2. We also obtained images of live-cell–stained 
mitochondria and lysosomes for subsequent studies of mitophagy. For THP-1, we additionally tested PMA 
that increased cell attachment and spreading for confocal imaging. However, treatment with the phorbol 
ester was associated with a persistent pro-inflammatory background, which complicated the interpretation 
of LPS-induced inflammation. 
Conclusion. The selected models are suitable for quantitative assessment of LPS response, gene expression 
analysis, and evaluation of mitophagy using confocal microscopy.
Keywords: monocytes, macrophages, smooth muscle cells, fibroblasts, inflammation
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ности канакинумаба при лечении тромбоза) было по-
казано, что ингибирование IL-1β снижало частоту по-
вторных сердечно-сосудистых событий [6]. В другом 
исследовании пациенты с каротидным атеросклеро-
зом имели более высокий уровень IL-6 в плазме [7]. 
В исследовании второй фазы RESCUE зилтевекимаб 
(ингибитор IL-6) снижал маркеры системного воспа-
ления [8]. В настоящее время в исследовании ZEUS 
оценивают, снижает ли ингибирование IL-6 частоту 
сердечно-сосудистых событий у пациентов с атероскле-
розом [9]. В популяционном исследовании показано, 
что более высокий уровень CCL2 в крови был ассо
циирован с повышенным риском сердечно-сосудистой 
смертности [10]. Кроме того, показано, что макрофа-
ги, полученные от пациентов с субклиническим ате-
росклерозом (оценивали по толщине интима–медиа), 
характеризовались повышенной секрецией CCL2, IL-6, 
IL-10 [11]. 

При этом в атерогенезе участвуют не только иммун-
ные клетки, но и клетки сосудистой стенки. Важно, 
что по мере прогрессирования поражения они могут 
изменять фенотип и мигрировать в атеросклеротиче-
скую бляшку. Так, в мышиной модели атеросклероза 
на атерогенной диете было показано, что CD26+ фиб
робласты при прогрессировании атеросклероза появ-
лялись в интиме и преимущественно локализовались 
в области фиброзной покрышки [12]. В модели сосудис
того повреждения было показано, что активированные 
адвентициальные фибробласты секретировали IL-6, а 
их кондиционированная среда стимулирует пролифе-
рацию и миграцию гладкомышечных клеток in vitro, 
причем при дефиците IL-6 этот эффект исчезал [13]. 
Гладкомышечные клетки при атеросклерозе не только 
мигрировали в бляшку, но и накапливали липиды, пере-
ходя в пенистоподобное состояние. В lineage-tracing 
(отслеживание клеточной линии) модели гладкомышеч-
ных клеток (Myh11-CreERT2, ApoE−/− на атерогенной 
диете) было показано, что значительная часть клеток 
гладкомышечного происхождения в бляшке теряла мар-
керы гладкомышечных клеток и переходила в модифи-
цированные состояния [14]. Клетки сосудистой стенки 
способны приобретать воспалительный фенотип, по-
этому их ответ на стимулы врожденного иммунитета 
может быть значим для атерогенеза. Липополисахарид 
(LPS) активирует TLR4-зависимые сигнальные пути 
и индуцирует продукцию провоспалительных цитоки-
нов и хемокинов не только в моноцитах и макрофагах, 
но и в клетках сосудистой стенки. Однако выражен-
ность такого ответа может существенно зависеть от 
типа клеток.

Помимо цитокиновых каскадов в патогенезе ате-
росклероза активно обсуждается роль митохондрий. 
Для макрофагов показана связь митохондриального по-
вреждения с активацией воспалительного ответа и се-
крецией IL-1β, IL-18 на моделях THP-1 и первичных 
культурах клеток [15]. Drp1 является ключевым бел-
ком, регулирующим деление митохондрий. Нарушения 

Drp1-зависимой митохондриальной динамики в глад-
комышечных клетках были ассоциированы с пролифе-
рацией, миграцией и кальцификацией клеток [16]. Atg7 
необходим для удаления поврежденных митохондрий, 
то есть митофагии. В модели ApoE−/− специфическая 
делеция Atg7 в гладкомышечных клетках сосудов при-
водила к нарушению аутофагии и накоплению фраг-
ментированных митохондрий, апоптозу гладкомышеч-
ных клеток, что ассоциировалось с дестабилизацией 
бляшки и утончением фиброзной покрышки [17]. 

Целью данного исследования было сравнение спо-
собности различных клеточных моделей отвечать на 
стимуляцию LPS, а также оценка возможности при-
жизненной визуализации митохондрий и лизосом в вы-
бранных моделях, необходимой для анализа митофагии.

Материалы и методы
Исследование проводилось в строгом соответствии 

с Хельсинкской декларацией Всемирной медицин-
ской ассоциации (2013) и соответствовало руководя-
щим принципам надлежащей клинической практики. 
Протокол исследования первичных моноцитов был рас-
смотрен и одобрен локальным этическим комитетом 
Московского областного научно-исследовательского 
клинического института имени М.Ф. Владимирского 
(протокол № 8 от 20.05.2020). Исследование первич-
ных гладкомышечных клеток (ГМК) одобрено ло-
кальным этическим комитетом Национального ис-
следовательского центра хирургии имени академика 
Б.В. Петровского (протокол № 8 от 20.10.2022). Все 
участники исследования до включения в него добро-
вольно подписали форму информированного согласия, 
утвержденную в составе протокола исследования эти-
ческим комитетом.

Линию фибробластов hTERT 977 (ATCC, США) 
культивировали в модифицированной среде Дульбекко 
(DMEM, «ПанЭко», Россия) с низкой глюкозой, допол-
ненной L-глютамином, 10% фетальной бычьей сыво-
роткой (FBS, «БиолоТ», Россия), 50 ед/мл пеницилли-
ном и 50 мкг/мл стрептомицином («ПанЭко», Россия) 
при 37°C и 5% CO2. Концентрация клеток: 200 тыс. 
в 1 мл. 

ГМК были получены из аортальной стенки во вре-
мя операции протезирования аорты и предоставле-
ны сотрудниками I кардиохирургического отделения 
Российского научного центра хирургии имени акаде-
мика Б.В. Петровского [18]. Внутреннюю и среднюю 
оболочки аорты разделяли механическим способом 
в асептических условиях. Первичную культуру глад-
комышечных клеток выделяли из оболочек грудной 
аорты человека после ферментативной обработки кол-
лагеназой I типа (StemCell Technologies, США) в со-
ответствии с протоколом. Иммунофенотипирование 
выделенных ГМК проводили методом иммуноцитохи-
мического окрашивания с применением антител против 
актина альфа 2, MYH11 (myosin heavy chain 11, тяже-
лая цепь миозина 11) и кальпонина 1 (1:100; Abcam, 
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Великобритания) по протоколам производителя [18]. 
В качестве вторичных антител использовали Goat 
Anti-Mouse IgG H+L (PE) и Goat Anti-Rabbit IgG H+L 
(FITC) (1:100; Abcam, Великобритания). Ядра клеток 
докрашивали 4’,6‑диамидино‑2‑фенилиндолом (DAPI), 
после чего препараты заключали в  среду Aqueous 
Mounting Medium (водная среда для монтирования). 
Анализ и съемку препаратов выполняли с помощью 
флуоресцентного микроскопа Leica DM4000 B LED 
(Leica Microsystems, Германия) и программного обес
печения LAS-AF viewer v. 3.1.0 build 8587 (Германия). 
Клетки культивировали в среде DMEM с L-глютамином 
и 4,5 г/л глюкозы («ПанЭко», Россия), дополненной 
15% FBS, 50 ед/мл пенициллина и 50 мкг/мл стреп-
томицина при 37°C и 5% CO2. Концентрация клеток: 
200 тыс. в 1 мл. 

Нативную линию THP-1 культивировали в среде 
RPMI-1640 с L-глутамином («ПанЭко», Россия), до-
полненной 10% FBS, 50 ед/мл пенициллина и 50 мкг/мл  
стрептомицина при 37°C и 5% CO2. Концентрация 
клеток: 300 тыс. в 1 мл. Для THP-1 дополнительно те-
стировали форбол-12-миристат-13-ацетат (PMA), по-
вышавший прикрепление и распластанность клеток 
для конфокальной съемки. 

CD14+ моноциты выделяли из цельной крови здо-
ровых доноров с использованием магнитной сортиров-
ки. Кровь центрифугировали 20 минут при 500 g, без 
торможения, удаляли плазму, осадок разбавляли PBS 
(«ПанЭко», Россия) и наслаивали на Ficoll («ПанЭко», 
Россия). После центрифугирования при тех же услови-
ях отбирали лейкоцитарную фракцию и дважды про-
мывали PBS. Клеточный осадок ресуспендировали 
в растворе Версена («ПанЭко», Россия) с 0,5% FBS 
(MACS-буфер), добавляли CD14 MicroBeads (Miltenyi 
Biotec, США) и  инкубировали 15 минут при 4°C. 
Моноциты выделяли с помощью магнитных колонок, 
затем дважды промывали фосфатно‑солевым буфером 
(PBS). Клетки ресуспендировали в среде RPMI-1640 
(«ПанЭко», Россия), дополненной 10% FBS, 50 ед/мл 
пенициллина, 50 мкг/мл стрептомицина, L-глутамина 
2 мМ («ПанЭко», Россия), заменимых аминокислот 1x 
(«ПанЭко», Россия), пирувата натрия 1x («ПанЭко», 
Россия), 2-меркаптоэтанола 55 мкМ (Thermo Fisher 
Scientific, США) и rhGM-CSF 10 нг/мл («СайСторЛаб», 
Россия) и культивировали в концентрации 1 млн/мл 
при 37°C и 5% CO2. 

Было необходимо подобрать клеточные модели для 
дальнейшего исследования LPS-индуцированного от-
вета (на уровне секреции цитокинов и экспрессии 
генов) и для прямого изучения митофагии. Для этого 
протестировали CD14+ моноциты человека, моноци-
тарную линию THP-1, ГМК и фибробласты (hTERT 
977). Критериями пригодности были воспроизводимая 
реакция на LPS и совместимость с конфокальной визу-
ализацией митохондрий и лизосом с использованием 
MitoTracker Green и LysoTracker Deep Red для после-
дующей оценки индуцируемой митофагии.

Для экспериментов по оценке провоспалительной 
реакции клетки высевали по 200 тыс. в 1 мл (для hTERT 
977, ГМК) или по 1 млн в 1 мл (для THP-1, первич-
ных макрофагов) в 24-луночные планшеты (по 1 мл 
на лунку). Добавляли 1 мкг/мл LPS (Sigma-Aldrich, 
США) и инкубировали 24 часа при 37°C и 5% CO2. 
Потом отбирали супернатант (суспензионную куль-
туру предварительно центрифугировали) для анализа 
секреции цитокинов методом ELISA (Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay, иммуноферментный анализ). Для 
дальнейшего анализа экспрессии генов к клеточному 
осадку добавляли 1 мл ExtractRNA («Евроген», Россия).

Для оценки воспалительного ответа клетки сти-
мулировали LPS (1 мкг/мл) в течение 24 часов, пос
ле чего в  супернатанте определяли концентрации 
TNF, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 и CCL2 методом ELISA 
(рис. 1). Оценку содержания цитокинов в культураль-
ной жидкости измеряли методом ELISA. Концентрации 
TNF, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 и CCL2 в культуральной 
жидкости определяли методом ELISA (R&D Systems, 
США) согласно протоколу производителя. В качестве 
субстрата для пероксидазы хрена использовали TMB-
набор («ИМТЕК», Россия). Реакцию останавливали 
добавлением серной кислоты («ХимМед», Россия). 
Оптическую плотность измеряли на микропланшетном 
считывателе CLARIOstar (BMG LABTECH, Германия) 
при длине волны 450 нм с поправкой на 495 нм. Чтобы 
подтвердить, что LPS-индуцированная секреция цито-
кинов сопряжена с изменениями на уровне экспрессии, 
в THP-1 дополнительно измеряли экспрессию генов, 
соответствующих провоспалительных маркеров пос
ле стимуляции различными концентрациями LPS. 
Результаты сравнивали попарно с контролем. 

Для выделения РНК к клеткам добавляли ExtractRNA 
200 мкл хлороформа («Экос-1», Россия), перемешива-
ли переворачиванием и инкубировали 10 минут при 
комнатной температуре. Затем центрифугировали при 
12 000 g в течение 15 минут. Водную фазу переносили 
в новые пробирки, добавляли 600 мкл изопропанола 
(«Экос-1», Россия) и центрифугировали при 12 000 g 
в течение 15 минут. Супернатант удаляли, осадок про-
мывали 75% этанолом, охлажденным до −20°C, и цен-
трифугировали при 12 000 g в течение 15 минут. Этанол 
удаляли, осадок сушили 5 минут и растворяли в 22 мкл 
безнуклеазной воды («ПанЭко», Россия). Для удале-
ния примесей ДНК применяли DNase I (RNase-Free) 
(New England Biolabs, Великобритания) согласно про-
токолу производителя. Концентрацию РНК определяли 
на NanoPhotometer. Образцы хранили при температу-
ре –70°C. 

Обратную транскрипцию проводили с использо-
ванием набора MMLV RT kit («Евроген», Россия) со-
гласно протоколу производителя. Выполняли отжиг 
праймера oligo(dT) в течение 2 минут, затем перено-
сили образцы на лед. Далее добавляли реакционную 
смесь, содержащую 4 мкл 5× First strand buffer, 2 мкл 
dNTP, 2 мкл DTT и 1 мкл MMLV Reverse Transcriptase. 
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Рис. 1. 	Секреция цитокинов (TNF, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, CCL2) различными типами клеток на фоне стимуляции LPS.  
Типы клеток (ГМК [голубой], фибробласты [зеленый], THP-1 [сиреневый], CD14+ моноциты [коричневый]).  
Концентрации указаны в пг/мл. * p<0,05, ** p<0,01; (критерий Манна–Уитни). N=3

Fig. 1. 	Cytokine secretion (TNF, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, and CCL2) by different cell types upon LPS stimulation. Cell types 
(SMC [blue], fibroblasts [green], THP-1 [lilac], and CD14+ monocytes [brown]). Concentrations are shown in pg/mL.  
* p<0.05; ** p<0.01 (Mann–Whitney test). N=3

Реакцию проводили на амплификаторе с нагревающей-
ся крышкой при 40°C в течение 1 часа, затем при 70°C 
в течение 10 минут и охлаждали.

Для полимеразной цепной реакции с обратной 
транскрипцией в реальном времени готовили смесь, 
содержащую 5 мкл SYBR-mix («Евроген», Россия), 
14 мкл воды и праймеры (прямой и обратный) в ко-
нечной концентрации 400 нМ. В каждую лунку вно-
сили 5 нг кДНК и 20 мкл реакционной смеси. Условия 
амплификации: 95°С – 5 минут (95°С – 20 секунд, 

59°С – 15 секунд, 72°С – 30 секунд) X 40. В качестве 
референсного гена использовали RPL37. В работе ис-
пользовали последовательности праймеров: 

TNF (F: GCTTGTTCCTCAGCCTCTTCT; 
R: GGTTTGCTACAACATGGGCTA), 
IL-1β (F: CCAGTGAAATGATGGCTTATTAC; 
R: CTGTAGTGGTGGTCGGAGATT), 
IL-6 (F: CACAGACAGCCACTCACCTC; 
R: TTTTCTGCCAGTGCCTCTTT), 
IL-8 (F: AGTTTTTGAAGAGGGCTGAGAAT; 
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R: CAACAGACCCACACAATACATGA), 
CCL2 (F: TGCCCCAGTCACCTGCTGTTAT; 
R: GAATCCTGAACCCACTTCTGCTTG), 
RPL37 (F: TGGCTCTAAGGCCTACCACC; 
R: GCCTCATTCGACCAGTTCCG).
Для изучения влияния форбол-12-миристат-13-

ацетата (PMA) на провоспалительный ответ клетки 
THP-1 высевали в 24-луночные планшеты по 1 мл на 
лунку при концентрации 1 млн в 1 мл. В среду добавля-
ли PMA (Sigma-Aldrich, США) в конечной концентра-
ции 5, 10 или 20 нг/мл и инкубировали 24 часа при 37°C 
и 5% CO2. Через 24 часа культуральную среду отбирали 
для последующего анализа и заменяли на свежую среду 
без PMA. Культивирование продолжали еще 48 часов 
в тех же условиях. Культуральную среду отбирали на 
1-е и 3-и сутки от начала стимуляции PMA (соответ-
ственно, через 24 часа и 72 часа) и использовали для 
определения концентраций цитокинов методом ELISA. 

Для оценки возможности изучения митофагии 
и прижизненной конфокальной микроскопии исполь-
зовали митохондриальный зонд MitoTracker Green 
(Thermo Fisher Scientific, США) и лизосомальный 
зонд LysoTracker Deep Red (Thermo Fisher Scientific, 
США) в конечных концентрациях 100 нМ и 50 нМ, 
соответственно. Для усиления адгезии и распластан-
ности THP-1 клетки стимулировали PMA. Поскольку 
PMA способен сам по себе запускать провоспалитель-
ную секрецию, уровни TNF, IL-1β, IL-6, IL-8 и CCL2 
оценивали через 1 и 3 суток после обработки. Так как 
клетки находились в монослое распластанные, съемку 
проводили в X/Y-сечении. Клетки THP-1 инкубирова-
ли 30 минут в 2 мл среды с красителями, затем цент
рифугировали при 300 g в течение 5 минут, удаляли 
супернатант и ресуспендировали осадок в свежей сре-
де. Полученную суспензию переносили в конфокаль-
ную чашку и проводили съемку. Для hTERT 977, ГМК 
и CD14+ моноцитов клетки предварительно инкубиро-
вали в конфокальном планшете в течение 24 часов для 
прикрепления, затем удаляли супернатант, добавляли 
2 мл среды с красителями и инкубировали 30 минут. 
После инкубации клетки промывали PBS и проводили 
съемку в среде. Конфокальная съемка проводилась с 
использованием микроскопа Leica DMi8 STELLARIS 
(Leica Microsystems, Германия), оснащенного объ-
ективом HC PL APO CS2 63×/1,40 (иммерсионное 
масло, показатель преломления 1,518). Изображения 
регистрировались в режиме X/Y съемки при частоте 
600 Гц и времени экспозиции на пиксель 0,21 мкс, 
без усреднения по линиям и кадрам. Размер диафраг-
мы pinhole составлял 85,6 мкм (≈1 AU). Возбуждение 
флуоресценции осуществлялось лазерами с дли-
ной волны 488 и 638 нм (мощность 2%). Детекция 
сигнала проводилась с использованием HyD в диа-
пазонах 494–568 нм (gain 30, offset 0) и 647–787 нм 
(gain 20, offset 0). Размер изображения составлял 
4096×4096 пикселей, размер пикселя – 0,05 мкм. Для 
анализа колокализации задействовали программ-

ное обеспечение CellProfiler (Imaging Platform Broad 
Institute, США) [19]. В качестве входных данных за-
гружали три канала изображений: митохондриальный 
сигнал (MitoTracker Green), лизосомальный сигнал 
(LysoTracker Deep Red) и канал, содержащий изобра-
жение клеток. Для определения границ клеток приме-
няли модуль IdentifyPrimaryObjects, при этом каждая 
клетка рассматривалась как отдельный объект анализа. 
Количественную оценку колокализации выполняли 
при помощи модуля MeasureColocalization, в котором 
рассчитывали коэффициент Мандерса, отражающий 
долю митохондриального сигнала, совпадающего с ли-
зосомальным сигналом. Полученные данные экспорти-
ровали с использованием модуля ExportToSpreadsheet. 

Статистический анализ проводили в  IBM SPSS 
Statistics (IBM, США). Нормальность распределе-
ния оценивали, применяя критерий Колмогорова–
Смирнова. При нормальном распределении данные 
представляли как среднее ± стандартная ошибка сред-
него и использовали t-критерий Стьюдента. При не-
нормальном распределении данные представляли как 
медиану (Q1; Q3) и применяли тест Уилкоксона для 
связанных выборок. Уровень статистической значимос
ти принимали равным p<0,05. При сравнении несколь-
ких экспериментальных групп с одной контрольной 
группой применяли поправку Бонферрони для мно-
жественных сравнений. Скорректированный уровень 
значимости определяли как 0,05/m, где m – число по-
парных сравнений. Различия считали статистически 
значимыми при p_adj<0,05.

Результаты
На фоне стимуляции LPS клетки демонстриро-

вали разный провоспалительный профиль. В THP-1 
повышалась секреция TNF, IL-1β, IL-6, IL-8 и CCL2. 
ГМК и фибробласты секретировали IL-6, IL-8 и CCL2. 
В CD14+ моноцитах повышалась секреция цитокинов 
TNF, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10 и CCL2 (рис. 1).

Данные экспрессии согласовывались с результатами 
по секреции цитокинов и поддерживали вывод о вос-
производимой LPS-индуцированной активации в этой 
модели (рис. 2).

ГМК и фибробласты демонстрировали выраженную 
распластанность. При этом клеток было мало в поле 
зрения, они сильно различались по размеру, что затруд-
няло количественную оценку митофагии. Первичные 
макрофаги также были распластанными, однородны-
ми по размеру, их было больше в поле зрения. Клетки 
THP‑1 не распластывались, их было больше в поле зре-
ния, и они были однородными, что удобно для стан-
дартизированного анализа. Расширенная версия конфо-
кальных снимков по отдельным каналам MitoTracker 
Green, LysoTracker Deep Red и с наложением каналов 
представлена на рисунке 3.

Отдельные зоны интереса, выделенные справа на 
рисунке 3, представлены на рисунке 4 с расчетом ко-
локализации по коэффициенту Мандерса (рис. 4 B).
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PMA вызывал выраженную провоспалительную ак-
тивацию, сопоставимую и местами превышающую эф-
фект LPS по уровню секретируемых цитокинов. Кроме 
того, после обработки PMA сохранялась повышенная 
концентрация цитокинов IL-8 и CCL2 в супернатанте 
даже спустя 3 дня вне зависимости от количества до-
бавленного PMA (рис. 5). 

Показано, что выбранные модели подходят для ко-
личественной оценки LPS-ответа, анализа экспрессии 
и оценки митофагии с использованием конфокальной 
микроскопии.

Были подобраны условия, при которых выбранные 
клеточные модели позволяют проводить комплексный 
анализ LPS-индуцированного ответа, выполнять кон-
фокальную съемку и оценивать митофагию. Кроме 
того, секреция цитокинов, количественно измерен-
ная методом ELISA, дополнительно подтверждалась 
изменениями экспрессии соответствующих генов. 
Следовательно, данные клеточные модели подходят 

для изучения различий в механизмах формирования 
иммунного ответа.

Обсуждение
В рамках данной работы была проведена оцен-

ка LPS-индуцированной секреции цитокинов в не-
скольких клеточных моделях, включая моноциты, 
макрофаги, фибробласты и гладкомышечные клетки. 
Провоспалительные цитокины секретируются не толь-
ко иммунными клетками, но и клетками сосудистой 
стенки. Перед запуском исследования по изучению 
молекулярных механизмов воспаления требовалось 
подтвердить воспроизводимую реакцию каждой кле-
точной модели на стимуляцию LPS. В исследовании 
секреция цитокинов (IL-6, IL-8, CCL2) фибробластами 
и гладкомышечными клетками воспроизводилась, хотя 
ее уровень был ниже, чем у моноцитов и макрофагов. 
Ранее для адвентициальных фибробластов человека 
было показано, что LPS через TLR4/NF-κB может 

Рис. 2. 	Секреция и экспрессия цитокинов в ответ на стимуляцию LPS клеточной линией THP-1. На верхних графиках  
по оси Y – секреция цитокинов TNF, IL-1β, IL-6, IL-8, CCL2. На нижних графиках относительная экспрессия цитокинов.  
По оси X – концентрация LPS (контроль, 100 нг/мл, 1000 нг/мл). Данные представлены как среднее ± SEM. 
Статистическую значимость оценивали при сравнении каждой экспериментальной группы с контролем 
с использованием t-критерия Стьюдента с поправкой Бонферрони на множественные сравнения. * – p_adj<0,05,  
** – p_adj<0,01, *** – p_adj<0,001. Представлены данные одного репрезентативного эксперимента из трех

Fig. 2. 	Secretion and expression of cytokines in response to LPS stimulation by the THP-1 cell line. On the upper graphs, along the 
Y-axis, is the secretion of the cytokines TNF, IL-1β, IL-6, IL-8, and CCL2. On the lower graphs, the relative expression of 
cytokines. On the X-axis, the concentration of LPS (control, 100 ng/mL, 1000 ng/mL). Data are presented as mean ± SEM. 
Statistical significance was assessed by comparing each experimental group with the control group using Student’s t-test with 
Bonferroni correction for multiple comparisons. Significance levels are indicated as follows: * – p_adj<0.05, ** – p_adj<0.01, 
*** – p_adj<0.001. Data from one representative experiment out of three are shown
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Рис. 3. 	Конфокальные изображения различных типов клеток. Представлены репрезентативные фотографии каналов  
и их совмещения в ГМК, фибробластах, CD14+ моноцитах, THP-1, THP-1 (PMA). Митохондрии (MitoTracker Green) 
отмечены зеленым, лизосомы (LysoTracker Deep Red) красным. Отдельно выделены зоны колокализации митохондрий 
и лизосом. Масштаб 20 µм

Fig. 3. 	Confocal representative images of various cell types show channels and their superposition in SMCs, fibroblasts, CD14+ 
monocytes, THP-1, and THP-1 (PMA). Mitochondria (MitoTracker Green) are shown in green and lysosomes (LysoTracker Deep 
Red), in red. Colocalization zones of mitochondria and lysosomes are highlighted separately. Scale bar, 20 µm

Митохондрии | Mitochondria
(MitoTracker Green)

Лизосомы | Lysosomes
(LysoTracker Deep Red)

Наложение каналов |  
Merged channels

ГМК | SMC

Фибробласты | Fibroblasts

CD14+ моноциты |  
CD14+ monocytes

THP-1

THP-1 (PMA)
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Рис. 4. 	Конфокальные изображения различных типов клеток. 
	 А – изображения совмещения каналов в ГМК, фибробластов, CD14+ моноцитов, THP-1, THP-1 (PMA). Митохондрии 

(MitoTracker Green) отмечены зеленым, лизосомы (LysoTracker Deep Red) красным. Отдельно выделены зоны 
колокализации митохондрий и лизосом. Масштаб 20 µм. B – уровень митофагии в разных типах клеток. Колокализацию 
оценивали по коэффициенту Мандерса, рассчитанному как доля сигнала MitoTracker Green, совпадающего с сигналом 
LysoTracker Deep Red. На диаграмме типа boxplot медиана представлена центральной линией внутри бокса, границы 
бокса соответствуют первому и третьему квартилям (Q1 и Q3), а усы отражают минимальное и максимальное значения

Fig. 4. 	Confocal images of different cell types. 
	 A – representative merged-channel images of smooth muscle cells, fibroblasts, CD14+ monocytes, THP-1 cells, and PMA-treated 

THP-1 cells. Mitochondria stained with MitoTracker Green are shown in green, and lysosomes stained with LysoTracker Deep 
Red, in red. Regions of mitochondria–lysosome colocalization are highlighted separately. Scale bar, 20 µm. B – mitophagy levels 
in different types. Colocalization was assessed using the Manders coefficient, calculated as the proportion of the MitoTracker 
Green signal that coincides with the LysoTracker Deep Red signal. In the boxplot, the median is represented by the central line 
within the box, the box boundaries correspond to the first and third quartiles (Q1 and Q3), and the whiskers indicate the minimum 
and maximum values

ГМК | SMC Фибробласты | Fibroblasts
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Рис. 5.	Секреция цитокинов в ответ на стимуляцию PMA клеточной линией THP-1. По оси X концентрация PMA  
(5 нг/мл, 10 нг/мл, 20 нг/мл). Темно-серый – спустя 1 день, светло-серый – спустя 3 дня. Секрецию сравнивали 
с базальным уровнем (не представлен, так как был около нуля). * – p<0,05, ** – p<0,01, *** – p<0,001 по результатам 
t-критерия Стьюдента. Представлены данные одного репрезентативного эксперимента из трех

Fig. 5.	 Cytokine secretion in response to PMA stimulation by the THP-1 cell line. The X-axis shows PMA concentration  
(5 ng/mL, 10 ng/mL, 20 ng/mL). Dark gray – day 1, light gray – day 3. Secretion was compared with the basal level  
(not shown, as it was near zero) * – p<0.05, ** – p<0.01, *** – p<0.001 according to the results of Student’s t-test.  
Data from one representative experiment out of three are shown

1-й день | Day 1

3-й день | Day 3
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усиливать секрецию CCL2 в супернатанте [20]. Для 
гладкомышечных клеток (как мышиных, так и чело-
веческих) также показано, что стимуляция LPS инду-
цировала продукцию IL-6 [21]. Кроме того, в культуре 
человеческих аортальных адвентициальных фибро-
бластов и гладкомышечных клеток LPS повышал се-
крецию IL‑8, CCL2 и IL-6 [22]. В совокупности это 
согласуется с представленными данными о том, что 
гладкомышечные клетки и фибробласты способны 
повышать секрецию провоспалительных цитокинов 
в ответ на LPS. 

Для задач, связанных с митохондриями и митофа-
гией, было важно подтвердить применимость при-
жизненной конфокальной визуализации митохондрий 
и лизосом в разных типах клеток. В других работах 
на человеческих гладкомышечных клетках митофагию 
оценивали по набору белковых маркеров (LC3-I/LC3-II, 
Beclin-1, p62, PINK1, Parkin, VDAC1, Tom20) [23]. В ис-
следованиях на фибробластах у пациентов с тяжелой 
бронхиальной астмой применяли qRT-PCR, Western blot 
и иммунофлуоресцентную оценку маркеров [24]. Также 
для оценки митофагии использовали флуоресцентную 
метку mt-Keima [25]. В данной работе основной акцент 
сделан на визуализации. Мы использовали прижизнен-
ное окрашивание MitoTracker Green и LysoTracker Deep 
Red для оценки колокализации митохондрий и лизосом 
как наглядного клеточного признака митофагии, такой 
подход уже применяется в опубликованных исследо-
ваниях [24, 26].

Для усиления адгезии THP-1 в настоящем исследо-
вании использовали PMA. Известно, что PMA-инду
цированная дифференцировка THP-1 сопровождается 
изменением цитокинового профиля. В частности, по-
казаны повышение секреции TNF, IL-10 и IFN-γ при 
добавлении PMA в концентрации 10 нг/мл [27], а так-
же устойчивые изменения уровня экспрессии IL-8 при 
дифференцировке THP-1 [28]. Предполагалось, что ми-
нимальная доза PMA (5 нг/мл) и последующий период 
покоя в течение 3 суток будут достаточны для снижения 
остаточного эффекта PMA, однако для части цитокинов 
(IL-6, IL-8, CCL2) сохранялся повышенный уровень 
секреции, что может усложнять интерпретацию экс-
периментов, направленных на изучение молекулярных 
механизмов воспаления.

Заключение
Проведенная работа убедительно демонстрирует, 

что выбранные клеточные модели позволяют количест
венно оценивать LPS-индуцированную секрецию ци-
токинов, сопоставлять ее с изменениями экспрессии 
генов и  выполнять прижизненную конфокальную 
визуализацию митохондрий и лизосом. Это создает 
основу для последующих исследований механизмов 
воспалительного ответа, толерантности и процессов, 
связанных с митофагией, в разных типах клеток со-
судистой стенки и в моноцитах.
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Abstract. Introduction. Alzheimer’s disease is a severe neurodegenerative disorder characterized by neuronal 
loss and brain atrophy. Cell therapy utilizing neural stem/progenitor cells represents a promising approach 
for its treatment, as these cells may facilitate the regeneration of neural tissue by replacing damaged neurons 
and glial cells in vivo. This study aimed to evaluate the survival, migration, and differentiation of neural 
stem/progenitor cells derived from the olfactory mucosa in an experimental model. 
Materials and methods. Alzheimer’s disease was modeled in female rats via stereotaxic injection of β-amy
loid 1–42 into the hippocampus. The model was validated using the Morris water maze test. Rat olfactory 
mucosa neural stem/progenitor cells, labeled with PKH26, were transplanted bilaterally into the CA1 region 
of the hippocampus. 
Results. The cells were shown to survive for up to 4 weeks post-transplantation within the hippocampal region 
and migrate into the corpus callosum and cerebral cortex. Moreover, the grafted cells exhibited the capacity 
for glial and neuronal differentiation, as evidenced by the expression of GFAP and β-III-tubulin, respectively. 
Conclusion. The survival, migration, and in vivo differentiation potential of olfactory mucosa-derived neural 
stem/progenitor cells support further investigation as a promising tool for personalized cell-based therapies 
in patients with Alzheimer’s disease.
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Выживаемость, миграция и дифференцировка  
нейральных стволовых/прогениторных клеток 
при экспериментальной болезни Альцгеймера
Е.К. Карсунцева1, А.Д. Воронова1, В.Ю. Покидько1,2, А.И. Мухина1,2, В.С. Шишкина1,  
А.В. Чадин1, Г.А. Фурса1,3, А.В. Федоров2, О.В. Степанова1, В.П. Чехонин1,3 
1 	ФГБУ Национальный медицинский исследовательский центр психиатрии и наркологии имени В.П. Сербского  

Минздрава России, Москва, Россия
2 	ФГБОУ ВО Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова, Москва, Россия
3 	ФГАОУ ВО Российский национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова Минздрава России, 

Москва, Россия

Резюме. Введение. Болезнь Альцгеймера – крайне тяжелое нейродегенеративное заболевание, ха-
рактеризующееся гибелью нейронов и атрофией головного мозга. Перспективным подходом при 
данной патологии может быть клеточная терапия на основе трансплантации нейральных стволовых/
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Introduction
Alzheimer’s disease (AD) is a severe neurodegenera-

tive disorder that primarily affects individuals over the age 
of 65 years and is characterized by progressive memory 
impairment, cognitive decline, and behavioral disturbanc-
es [1]. The key distinction between AD and physiological 
aging lies in the pathological accumulation of β-amyloid 
plaques in the brain along with the aggregation of hyper-
phosphorylated tau protein which forms neurofibrillary 
tangles within neurons [2]. These pathological deposits are 
considered principal drivers of neuronal loss and synaptic 
dysfunction [2] and they also trigger neuroinflammatory 
responses mediated by reactive astrocytes and microglial 
cells [3]. Collectively, these neurodegenerative processes 
ultimately result in severe cerebral atrophy.

To date, AD remains incurable. Conventional pharma-
cological approaches targeting only symptomatic mani-
festations, as well as recently developed next-generation 
therapeutics, including anti-β-amyloid antibodies, have 
failed to restore damaged neural tissue [1, 4]. In this con-
text, cell-based therapy has emerged as a promising ave-
nue for the development of effective AD treatments [5]. 
Transplanted cells may exert beneficial effects on the local 
microenvironment through the secretion of neurotrophic 
factors and anti-inflammatory cytokines in vivo, thereby 
potentially initiating regenerative processes within neural 
tissue [6].

Neural stem/progenitor cells (NSPCs) are among the 
most extensively studied cell types for the treatment of 
neurodegenerative disorders. NSPCs represent multipo-
tent stem cells predominantly localized in the olfactory 
mucosa, olfactory bulb, subventricular zone, and sub-
granular zone of the hippocampus [7]. NSPCs have been 
demonstrated to differentiate into neurons and glial cells, 
restore the balance of neurotrophic factors, promote neu-
ral tissue regeneration, and influence axonal growth and 
remyelination both in vitro and in vivo. These cells can be 
obtained from embryonic, fetal, and postnatal neural tis-
sue, as well as through cellular reprogramming techniques. 
Numerous preclinical studies using animal models of AD 
have demonstrated the therapeutic potential of NSPCs [8, 
9]. Specifically, NSPC transplantation has been shown to 
reduce β-amyloid deposition and hyperphosphorylated tau 
protein levels, enhance synaptic plasticity, and significantly 
improve cognitive functions in experimental animals [10]. 
Nevertheless, clinical data on the application of NSPCs in 
patients with AD remain unavailable.

The olfactory epithelium of the olfactory mucosa (OM) 
represents a particularly attractive source of NSPCs. OM-
derived NSPCs are responsible for the lifelong renewal 
of olfactory neurons. The pronounced neuroregenerative 
capacity of these cells provides a strong rationale for their 
potential application in AD therapy. At the Department 
of Fundamental and Applied Neurobiology, V.P. Serbsky 

прогениторных клеток. Они способны стимулировать регенерацию нервной ткани головного мозга, 
в частности замещать погибшие нейроны и клетки глии in vivo. Цель исследования – изучить выжива-
емость, миграцию и дифференцировку нейральных стволовых/прогениторных клеток обонятельной 
выстилки при экспериментальной болезни Альцгеймера. 
Материалы и методы. Болезнь Альцгеймера моделировали на самках крыс путем стереотаксического 
введения β-амилоида 1–42 в зону гиппокампа. Валидацию метода проводили с помощью поведенче-
ского теста «водный лабиринт Морриса». Затем меченные витальным красителем PKH26 нейральные 
стволовые/прогениторные клетки обонятельной выстилки крыс трансплантировали билатерально 
в зону СА1 гиппокампа. 
Результаты. Установлено, что трансплантированные клетки сохраняют жизнеспособность в тече-
ние 4 недель после введения в гиппокамп, а также мигрируют в мозолистое тело и кору больших 
полушарий. Кроме того, выявлена их способность к дифференцировке в глиальном и нейральном 
направлении, что подтверждается положительной иммуногистохимической реакцией на маркеры 
GFAP и β-III-тубулин. 
Заключение. Полученные данные о выживаемости, миграции и дифференцировке нейральных стволо-
вых/прогениторных клеток обонятельной выстилки in vivo открывают перспективы их использования 
в персонализированной терапии у пациентов с болезнью Альцгеймера.
Ключевые слова: нейральные стволовые/прогениторные клетки, обонятельная выстилка, β-ами
лоид 1–42, болезнь Альцгеймера, клеточная терапия
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National Medical Research Centre for Psychiatry and 
Narcology, we have developed a protocol for obtaining 
adhesive NSPC cultures from the OM, which enables the 
isolation of highly enriched NSPC populations [11]. The 
clinical application of NSPCs obtained from adult donors, 
in contrast to those derived from embryonic or fetal tissues, 
is not associated with bioethical concerns or legislative 
restrictions [12, 13]. However, experimental and clinical 
data regarding the application of OM-derived NSPCs in 
AD remain scarce; particularly, the survival, migration, 
and differentiation of these cells following intracerebral 
transplantation have not yet been investigated.

Therefore, we aimed to evaluate the survival, migration, 
and differentiation of OM-derived NSPCs in an experi-
mental AD model.

Materials and methods
The study employed analytical-grade plasticware and 

reagents from Corning (USA), NEST Biotechnology 
(China), PanEco (Russia), Thermo Fisher Scientific (USA), 
HyClone (USA), Abcam (Great Britain), and Sigma (USA). 
The overall experimental design is presented in Figure 1. All 
procedures were approved by the Local Ethics Committee 
of the V.P. Serbsky National Medical Research Centre for 
Psychiatry and Narcology (protocol dated May 22, 2025) 

and performed in accordance with the European Union 
Directive 2010/63/EU on the protection of animals used 
for scientific purposes.

NSPCs were isolated from the olfactory epithelium 
of adult female Wistar rats (n=4). Animals were housed 
under controlled environmental conditions (21–24°C, 
50–70% humidity, a 12-hour light/dark cycle) with ad li-
bitum access to food and water. Adhesive NSPC cultures 
were obtained according to the protocol developed at the 
Department of Fundamental and Applied Neurobiology 
of the V.P. Serbsky National Medical Research Centre for 
Psychiatry and Narcology [11].

Cells were cultured in Neurobasal medium supplement-
ed with 2.5% fetal bovine serum, 2% B-27 supplement, 1% 
penicillin-streptomycin, 1% L-glutamine, 0.1% epidermal 
growth factor (EGF), and 0.1% fibroblast growth factor 
(FGF). Phenotypic characterization of cell population was 
performed by immunocytochemical detection of the prin-
cipal NSPC markers Sox-2 (a nuclear transcription factor 
associated with stemness) and nestin (a marker of early 
neural differentiation), with representative data not shown. 
NSPCs from passages 1–2 were used for subsequent trans-
plantation into the brains of animals with experimental AD.

Experimental AD was induced in rats (n=6) by ste-
reotaxic bilateral injection of synthetic β-amyloid pep-

Fig. 1. 	Experimental design. 
	 1 – obtaining adhesive culture of neural stem progenitor cells (NSPCs). 2 – stereotactic AD modeling with bilateral Aβ1–42 

injection into the hippocampus and validation with Morris water maze test. 3 – transplantation of NSPCs staining with PKH26 
(NSPCs-PKH26) into the hippocampus and evaluation of their survival, migration, and differentiation in vivo

Рис. 1. 	Схема эксперимента. 
	 1 – получение адгезивной культуры нейральных стволовых/прогениторных клеток – НСПК. 2 – стереотаксическое 

моделирование болезни Альцгеймера (БА) путем билатерального введения Aβ1–42 в гиппокамп и валидация модели 
с помощью поведенческого теста «водный лабиринт Морриса». 3 – трансплантация НСПК, меченных PKH26  
(НСПК-PKH26), в гиппокамп и оценка их выживаемости, миграции и дифференцировки in vivo
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tide 1–42 (Aβ1–42; Elabscience Biotechnology, China) 
into the CA1 region of the hippocampus using the fol-
lowing coordinates: –3, ±2.2, –3.2 [14]. Control animals 
(n=6) received phosphate-buffered saline (PBS; PanEco, 
Russia). Animals were randomly assigned to experimental  
groups.

Prior to surgery, animals were anesthetized by intraper-
itoneal injection of a mixture of vesitil (40 mg/kg; Vetstem, 
Russia) and xylazine (5 mg/kg; Alfasan International B.V., 
Netherlands). After skull exposure and craniotomy at the 
specified coordinates, Aβ1–42 peptide (1 mg/mL) was in-
jected at a volume of 5 µL with an infusion rate of 1 µL/min.  
Postoperatively, rats received cefazolin (375 mg/kg) as an 
antibiotic and ketoprofen (5 mg/kg) as an analgesic.

To validate the experimental AD model, we assessed 
cognitive functions of subjects using the Morris water maze 
test 8 weeks after Aβ1–42 administration. This behavioral 
paradigm evaluates spatial learning and memory by mea-
suring the ability of animals to locate a submerged platform 
following a training course [15]. Testing was conducted 
48 hours after the final training session. Each rat was al-
lowed 60 seconds to locate the platform.

To evaluate NSPC survival, migration, and differenti-
ation following transplantation into the brains of rats with 
experimental AD, cells were labeled with the fluorescent 
membrane dye PKH26 (Invitrogen, USA). PKH26-labeled 
NSPCs were prepared according to the manufacturer’s in-
structions.

Cells were bilaterally transplanted into the CA1 region 
of the hippocampus using the same stereotaxic coordinates 
as those used for Aβ1–42 injection during AD modeling 
(–3, ±2.2, –3.2). A total of 100,000 cells in 5 µL were 
injected at a rate of 1 µL/min.

We assessed NSPCs survival by immunofluorescence 
analysis 4 weeks after transplantation. For brain tissue 
collection, animals were deeply anesthetized by intra-
peritoneal anesthetic injection, followed by decapitation. 
The brains were then extracted, fixed in 10% formalin for 
24 hours, and subsequently rinsed in PBS. Tissue samples 
were sectioned using a vibrating microtome (HM650V, 
Thermo Fisher Scientific, USA) to obtain 30-µm-thick 
sections, which were then washed in PBS supplemented 
with Tween-20 (1 µL/mL).

For immunofluorescence staining, we used primary an-
tibodies against the neuronal marker β-III-tubulin (1:100; 
Abcam, UK) and the astrocytic marker GFAP (1:100; 
Abcam, UK), followed by Alexa Fluor 488- and Alexa 
Fluor 633-conjugated secondary antibodies (1:500; Thermo 
Fisher Scientific, USA). Nuclei was counterstained with 
DAPI (Invitrogen, USA). Samples were examined using 
a Nikon A1R MP+ laser scanning confocal microscope 
equipped with a multiphoton module (Nikon, Japan).

Statistical analysis was performed using GraphPad 
Prism 10 (GraphPad Software, Dotmatics, USA). Data nor-
mality was assessed using the Shapiro–Wilk test, whereas 
between-group differences were evaluated using Student’s 
t-test for independent samples. The data are presented as 

median and interquartile range (IQR). Differences were 
considered statistically significant at p<0.05.

Results
The experimental AD model was validated 8 weeks 

after Aβ1–42 administration into the CA1 region of the 
hippocampus using the Morris water maze test.

Animals that received Aβ1–42 injections exhibited a 
significantly longer latency to locate the submerged plat-
form (mean: 35 s; Fig. 2) compared to control animals 
injected with PBS (mean: 8 s). Statistical analysis re-
vealed a highly significant difference between the groups 
(p<0.0001). Thus, these findings confirm that the developed 
AD model reproduces cognitive impairments characteristic 
of AD in human patients [3, 14, 16].

The validated model was subsequently used for NSPC 
transplantation to investigate cell survival, migration, and 
differentiation in vivo, which represent key parameters for 
evaluating therapeutic efficacy in AD-associated neuro-
pathology.

To the best of our knowledge, this is the first study when 
OM-derived NSPCs were transplanted into the hippocam-
pus of control animals and those with experimental AD. 
Four weeks after transplantation, we detected pronounced 
accumulations of PKH26-labeled cells in the brains of AD 
animals (Fig. 3). Moreover, we observed migration of trans-
planted cells to adjacent brain regions, including the corpus 
callosum and cerebral cortex. Thus, transplanted NSPCs 

Fig. 2. 	Validation of the experimental AD model in the Morris 
water maze test. Control – PBS-injected animals,  
Aβ1–42 – animals with experimental AD.  
The data are presented as median and interquartile range 
(IQR)

	 **** – p<0.0001, t-test (parametric one-way ANOVA), 
normality – Shapiro–Wilk test

Рис. 2. 	Валидация экспериментальной модели БА в тесте 
«водный лабиринт Морриса». Контроль – группа 
животных с введением PBS, Aβ1–42 – животные 
с экспериментальной БА. Данные представлены 
в виде медианы и интерквартильного размаха

	 **** – p<0,0001, t-тест (параметрический однофакторный 
дисперсионный анализ), нормальность – тест Шапиро–Уилка
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demonstrated survival and migration across three distinct 
brain regions at 4 weeks post-transplantation. NSPC sur-
vival within the hippocampus and migration to the cere-
bral cortex and corpus callosum represents a particularly 
significant finding, as damage to these brain regions sub-
stantially contributes to cognitive deficits in AD [17, 18]. 
Viable transplanted cells identified within these regions 
may subsequently exert neuroprotective effects, promote 
neuroregeneration, and ultimately contribute to the resto-
ration of cognitive functions [19].

We also investigated the ability of transplanted OM-
derived NSPCs to differentiate toward neuronal and glial 
lineages in vivo. A subset of PKH26-labeled transplanted 

NSPCs was shown to express β-III-tubulin within the rat 
hippocampus (Fig. 4), suggesting incipient differentiation 
of transplanted NSPCs toward a hippocampal neuronal 
phenotype. Notably, at 4 weeks post-transplantation, we 
did not detect the expression of mature neuronal markers 
(MAP2, NSE) by transplanted cells, which is likely to in-
dicate a longer time period required for complete neuronal 
differentiation, which has been reported to range from 8 to 
12 weeks [20]. Additionally, we observed expression of 
the astrocytic marker GFAP in individual NSPCs located 
within the corpus callosum (Fig. 5), which demonstrates 
the ability of transplanted NSPCs to undergo glial differ-
entiation.

Fig. 3. 	Survival and migration of PKH26-labeled NSPCs in the 
brains of rats with experimental AD (A – hippocampal 
CA1, B – corpus callosum, C – cerebral cortex). Blue 
channel – DAPI staining, green channel – β-III-tubulin 
staining, red channel – PKH26-labeled NSPCs. Arrows 
indicate transplanted cells. Confocal microscopy, ×20  
(B – ×1.8; C – ×1.9). Scale: A, B – 20µ; C – 100µ

Рис. 3. 	Выживаемость и миграция НСПК в головном мозге 
крыс с экспериментальной БА (A – гиппокамп CA1, 
B – мозолистое тело, С – кора больших полушарий). 
Совмещенное флуоресцентное изображение:  
синий канал – окрашивание DAPI, зеленый канал – 
нейроны головного мозга, окрашивание  
на β-III-тубулин, красный канал – меченные 
прижизненным мембранным красителем PKH26 
НСПК. Стрелками указаны трансплантируемые 
клетки. Конфокальная микроскопия, ×20  
(B – zoom 1,8; C – zoom 1,9). Масштабная линейка:  
А, B – 20µ; C – 100µ

А

C

B
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Discussion
Our findings on NSPCs survival, migration, and dif-

ferentiation after intracerebral transplantation are consis-
tent with the existing results demonstrating differentiation 
toward neuronal and glial lineages using lineage-specific 
markers [21]. Specifically, mouse ESC-derived NSPCs 
were demonstrated to survive for 8 weeks, migrate within 

the hippocampus, and differentiate into astrocytes (GFAP+) 
and neuronal precursors (DCX+) after transplantation into 
the brains of transgenic APdE9 mice with experimental 
AD [22]. In another study employing the APP/PS1 mouse 
model of AD, mouse ESC-derived NSCs exhibited mi-
gration to the cerebral cortex and differentiation into neu-
rons (Map2+), astrocytes (GFAP+), and oligodendrocytes 

А

C D

B

Fig. 4. 	Differentiation of PKH26-labeled NSPCs (arrows) into immature neurons in the hippocampal region of rats with experimental AD.
	 A – merged image, B – DAPI nuclear staining, C – β-III-tubulin staining, D – PKH26-labeled NSPCs. Confocal microscopy, ×20. 

Scale – 25µ
Рис. 4. 	Дифференцировка НСПК (стрелки), меченных прижизненным мембранным красителем PKH26, в головном мозге крыс 

с экспериментальной БА в незрелые нейроны зоны гиппокампа. 
	 A – совмещенное изображение, B – окрашивание ядер на DAPI, C – окрашивание на b-III-тубулин, D – меченные 

прижизненным мембранным красителем PKH26 НСПК. Конфокальная микроскопия, ×20. Масштабная линейка – 25µ
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(GalC+), with a predominant differentiation bias toward 
glial lineages [23].

NSPCs have low immunogenicity, which may contrib-
ute to improved survival after transplantation compared to 
other cell types [24]. Additionally, NSPCs are capable of 
regulating neuroinflammation by secreting anti-inflamma-
tory cytokines, thereby reducing microglial activation and 

inducing T-cell apoptosis [19, 25, 26]. This may attenuate 
the immune response to NSPC transplantation and promote 
neural tissue repair. Having been transplanted into the CNS, 
NSPCs can positively influence the microenvironment and 
secrete neurotrophic factors (BDNF, NGF, VEGF, IGF-1, 
etc.), exerting paracrine and autocrine effects in vivo [19]. 
They also secrete exosomes containing various molecules 

А

C D

B

Fig. 5. 	Differentiation of PKH26-labeled NSPCs (arrows) into the glial lineage in the corpus callosum of rats with experimental AD. 
	 A – merged image, B – DAPI nuclear staining, C – PKH-labeled NSPCs, D – astrocyte staining for GFAP. Confocal microscopy, 

×20. Scale – 40µ
Рис. 5. 	Дифференцировка НСПК (стрелки), меченных прижизненным мембранным красителем PKH26, в мозолистом теле 

головного мозга крыс с экспериментальной БА в глиальную линию. 
	 А – совмещенное изображение, B – окрашивание ядер на DAPI, C – трансплантируемые НСПК, меченные PKH26,  

D – окрашивание астроцитов на GFAP. Конфокальная микроскопия, ×20. Масштабная линейка – 40µ

40 μm
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(miR-146a, proteins, lipids, microRNAs), which help re-
duce oxidative stress [19, 26]. The described mechanisms 
contribute to the survival of transplanted NSPCs and modu-
late their functional activity in the brain. NSPC migration to 
sites of neurodegeneration is driven by chemotactic signals 
secreted by resident CNS cells in the damaged area [8, 
19, 26].

Notably, the PKH26 labeling has certain limitations, 
including non-specific staining of cellular debris and po-
tential dye transfer [27]. However, in our previous research, 
we demonstrated survival and migration of both PKH26-
labeled OECs [14] and OECs with expression of green 
fluorescent protein (GFP) [28] in CNS. Both approaches 
yielded comparable results in terms of transplanted cell 
survival, migration, and localization of transplanted cells 
in the brain and spinal cord at 4 weeks post-transplantation.

Conversely, certain studies have reported limited sur-
vival rates of transplanted NSPCs within the brain. For in-
stance, in a mouse model of hypoxic-ischemic brain injury, 
up to 90% of transplanted NSPCs underwent caspase-3-de-
pendent apoptosis [29]. However, even dying NSPCs were 
demonstrated to secrete factors that contribute to neuropro-
tective effects in vivo. Transplantation timing, cell dosage, 
and the presence of neuroinflammation at the injection site 
may influence the survival, integration, and microenviron-
mental effects of transplanted NSPCs [19]. Exogenous ad-
ministration of neurotrophic factors in conjunction with 
transplantation of genetically modified cells may enhance 
cell survival and therapeutic efficacy in AD [30].

Conclusion
The present study demonstrates the survival of olfac-

tory mucosa-derived neural stem/progenitor cells for up to 
4 weeks, their directed migration to adjacent brain regions, 
and their differentiation into neuronal and glial lineages 
following transplantation into the hippocampus of rats with 
experimental Alzheimer’s disease. These findings support 
the therapeutic potential of these cells in Alzheimer’s 
disease. The observed differentiation of olfactory muco-
sa-derived neural stem/progenitor cells into neurons and 
glial cells after intracerebral transplantation may reflect 
their intrinsic neuroregenerative capacity in the context 
of Alzheimer’s disease. An additional advantage of em-
ploying these cells is the feasibility of obtaining olfactory 
mucosa biopsies through minimally invasive procedures 
that do not impair olfactory function. Collectively, these 
results provide a rationale for further research of olfactory 
mucosa-derived neural stem/progenitor cells as a basis for 
personalized therapeutic strategies for Alzheimer’s disease.
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Генерализованная форма ветряной оспы  
на фоне сахарного диабета 1-го типа
М.В. Егоров1,2, Ю.А. Ковалева1, Г.Р. Сетдикова1, Л.Ф. Скляр1, И.В. Комердус1 
1	 ГБУЗ МО Московский областной научно-исследовательский клинический институт имени М.Ф. Владимирского (МОНИКИ), 

Москва, Россия
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Резюме. Ветряная оспа относится к группе острых вирусных заболеваний и встречается преимущест
венно у детей, однако иногда поражает и взрослых. Наиболее часто это происходит при злокачествен-
ных опухолях, острых инфекциях, включая ВИЧ-инфекцию, ревматоидном артрите и длительном 
стрессе. В условиях тяжелого течения могут развиться энцефалит и полиорганная недостаточность. 
Представлен клинический анализ смертельного исхода у взрослого пациента с генерализованной 
ветряной оспой, развившейся на фоне иммунодефицита, обусловленного сахарным диабетом 1-го 
типа. Особенностями течения ветряной оспы у данного пациента являлись доминирование вис-
церальных проявлений и позднее присоединение кожных поражений в виде папуло-везикулезной 
сыпи. Случай демонстрирует сложность диагностики, нетипичное клиническое течение и быстрое 
прогрессирование ветряной оспы при сахарном диабете 1-го типа. В статье кратко освещены вопро-
сы этиологии и эпидемиологии заболевания, изложены клинические признаки. Для анализа редкого 
случая использовались данные истории болезни, результаты лабораторно-инструментальных и мор-
фологических исследований.
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Varicella in a patient with type 1 diabetes mellitus
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Abstract. Chichenpox is an acute viral disease that predominantly occurs in children, but may also affect 
adults. Severe forms of the disease are in patients with malignant tumors, acute infections such as HIV infec-
tion, rheumatoid arthritis, and prolonged stress. Severe cases can be complicated by encephalitis and multiple 
organ failure. This article presents a clinical analysis of a fatal outcome of generalized varicella in an adult 
patient with type 1 diabetes mellitus. The disease was characterized by predominant visceral manifestations 
and delayed appearance of skin lesions in the form of papulovesicular rash. This case demonstrates the 
diagnostic challenges, atypical clinical presentation, and rapid progression of varicella in patients with type 
1 diabetes mellitus. The article briefly reviews the issues of the etiology and epidemiology of varicella and 
summarizes its clinical signs. The analysis of this rare case was based on medical history and the results of 
laboratory, instrumental, and morphological studies.
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Введение
Ветряная оспа (ветрянка, varicella) является острым 

высококонтагиозным инфекционным заболеванием, 
передающимся воздушно-капельным путем, и харак-
теризуется лихорадкой и полиморфной сыпью. Ей 
подвержены люди любого возраста, однако развива-
ется она преимущественно у детей от 1,5–2 до 10 лет 
и в большинстве случаев протекает легко, без осложне-
ний. Инфекционный агент проникает через слизистую 
верхних дыхательных путей, далее попадает в кровоток 
и распространяется по всем системам. Возбудителем 
ветряной оспы является вирус варицелла-зостер 
(Varicella Zoster, ВВЗ), относящийся к группе ДНК-
содержащих вирусов, известный как вирус герпеса 
человека 3-го типа, он проявляет тропность к эпителию 
кожи и слизистых, что и определяет основные клиниче-
ские проявления болезни в виде экзантемы и энантемы. 
После перенесенной ветряной оспы (обычно в детстве) 
ВВЗ пожизненно персистирует в организме в латентном 
состоянии, скрываясь от иммунных механизмов в ганг
лиях центральной и вегетативной нервной системы. 
При этом нередко в результате эндогенной реактивации 
вирус вновь приобретает инфекционные свойства и вы-
зывает опоясывающий герпес (herpes zoster) – тяжелую 
патологию, чаще встречающуюся у людей пожилого 
и преклонного возраста, а также у лиц с признаками 
иммунодефицита (ВИЧ-инфицированных, реципиен-
тов органов и тканей, пациентов с онкологическими 
заболеваниями и др.). Несмотря на то, что ветряная 
оспа широко распространена среди детей и протека-
ет преимущественно благоприятно, для взрослых она 
представляет серьезную угрозу. По данным литера-
туры, у взрослых инфекция может приводить к раз-
нообразным осложнениям и даже летальному исходу, 
в том числе у изначально здоровых людей [1–3]. По 
данным ВОЗ, ежегодно в мире более 4 млн пациен-
тов госпитализируются с тяжелыми и осложненными 
формами ветряной оспы, а более 4 тысяч случаев за-
канчивается смертью. Быстрая генерализация ВВЗ, его 
цитопатический эффект, способность к пожизненной 
интратекальной персистенции, тропность к эндотелию 
сосудов с развитием васкулопатий повышают вероят-
ность тяжелого течения и развития полиорганной недо-
статочности с преимущественным поражением печени, 
легких, центральной нервной системы, нередко приво-
дя к летальному исходу [4–5].

Клиническое наблюдение
Исследование одобрено независимым комитетом 

по этике Московского областного научно-исследова-
тельского клинического института имени М.Ф. Вла
димирского (протокол № 22 от 18.12.2025).

Приводим наблюдение генерализованной формы 
ветрянки у совершеннолетнего пациента (до 30 лет) 
на фоне длительно текущего сахарного диабета (СД) 
1-го типа с неудовлетворительным контролем глике-
мии. Согласно данным анамнеза, диагноз «сахарный 

диабет 1-го типа» был поставлен в подростковом воз-
расте, а продолжительность заболевания на момент 
госпитализации составляла около шести лет. На про-
тяжении всего этого периода стабильная компенсация 
углеводного обмена не достигалась: уровень гликемии 
колебался в пределах 3–27 ммоль/л, а концентрация 
гликированного гемоглобина находилась на уровне 
9–13%. В дебюте заболевания и в дальнейшем пациент 
неоднократно госпитализировался по месту житель-
ства в состоянии кетоацидоза, несмотря на проведенное 
обучение правилам коррекции доз инсулина. Кроме 
того, СД 1-го типа осложнился сенсорной формой диа-
бетической дистальной нейропатии.

Наблюдаемый был экстренно госпитализирован 
в  стационар по месту жительства с кетоацидозом, 
возникшим на фоне нарушения и последующей са-
мостоятельной отмены инсулинотерапии. В период 
пребывания в больнице повышение температуры или 
признаки острой респираторной вирусной инфекции не 
отмечались. Несмотря на возобновление инсулиноте-
рапии и проводимую интенсивную патогенетическую, 
симптоматическую, антибактериальную терапию, на 
протяжении нескольких дней наблюдалось ухудшение 
состояния: повышение уровня креатинина с 87,5 до 
411 мкмоль/л, мочевины с 1,93 до 18,2 ммоль/л, про-
грессировали явления полиорганной недостаточности, 
что в дальнейшем потребовало перевода на искусствен-
ную вентиляцию легких и госпитализации в отделение 
реанимации многопрофильного научно-исследователь-
ского института. На пятый день пребывания в отде-
лении реанимации на коже волосистой части головы 
появились высыпания. Процесс носил островоспали-
тельный характер, отмечались высыпания на разных 
стадиях развития: пятна, папулы, везикулы, часть из 
которых была с серозно-гнойным и геморрагическим 
содержимым, в отдельных очагах визуализировались 
участки некроза, что соответствовало клиническим 
проявлениям ветряной оспы. В течение дня высы-
пания распространились на другие участки кожного 
покрова – лицо, туловище, конечности. Был назначен 
тест полимеразной цепной реакции содержимого пу-
зырька на ВВЗ. Ввиду прогрессирования заболевания 
на седьмые сутки пребывания в стационаре пациенту 
назначен ацикловир внутривенно 5 мг/кг массы тела 
и человеческий интерферон-альфа рекомбинантный 
3 млн МЕ 3 раза в день. По результатам микробиоло-
гических исследований в крови отмечался рост стафи-
лококка, в бронхиальном альвеолярном лаваже – рост 
полирезистентных клебсиеллы, синегнойной палочки. 

При проводимой симптоматической и противови-
русной терапии значимой положительной динамики 
состояния не было: сохранялись выраженные явления 
энцефалопатии, потребность в вазопрессорной под-
держке, отмечались гипертермия до 39°С, ухудшение 
респираторного статуса на фоне двусторонней поли-
сегментарной вирусно-бактериальной деструктивной 
пневмонии, что в сочетании с сепсисом и септическим 
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шоком обусловливало тяжесть состояния. Несмотря 
на проводимую интенсивную терапию, пациенту про-
грессивно становилось хуже, что привело к летальному 
исходу на четырнадцатые сутки госпитализации.

С учетом эпидемиологического анамнеза (высо-
кий уровень распространения заболевания по месту 
проживания, отсутствие данных о вакцинации и пере-
несенной в детском возрасте ветрянке), типичных кли-
нических проявлений был поставлен заключительный 
клинический диагноз. 

Основное заболевание: сахарный диабет, 1-й тип. 
Е10.1.

Конкурирующее заболевание: ветряная оспа, тяже-
лое течение. B01.2.

Осложнения. Диабетический кетоацидоз тяжелой 
степени. Гиперосмолярный синдром. Острое повреж-
дение почек 2-й степени на фоне хронической болезни 
почек. Вирусный менингоэнцефалит. Двусторонняя ви-
русно-бактериальная полисегментарная деструктивная 
пневмония, тяжелое течение. Острый респираторный 
дистресс-синдром. Двусторонний малый гидроторакс. 
Спонтанный двусторонний пневмоторакс. Подкожная 
эмфизема. Сепсис. Септический шок, развившийся 
на фоне прогрессирующей инфекции. Полиорганная 
недостаточность (дыхательная, сердечно-сосудистая, 
почечная, церебральная, интестинальная). Реактивный 
панкреатит. Асцит. Отек легких. Отек головного мозга.

Интенсивная терапия: искусственная вентиляция 
легких, трахеостомия, длительная вазопрессорная под-
держка, установка назоинтестинального зонда. 

Сопутствующий диагноз: хронический пиелонеф-
рит, обострение.

Результаты патологоанатомического исследования
В ходе аутопсии на коже волосистой части головы, 

лица, туловища и конечностей отмечены множествен-
ные везикулезные высыпания на разных стадиях раз-
вития с наличием серозного, серозно-гнойного содер-
жимого. Аналогичные высыпания были обнаружены 
на слизистой оболочке ротоглотки в виде мелких папул 

и эрозий. В головном мозге признаки отека. В области 
верхушки сердца выявлен очаг 0,5 см, заполненный дет
ритом. Слизистая оболочка трахеи гиперемирована, с 
язвенным дефектом, покрытым грязно-серым налетом. 
Ткань легких неравномерно уплотнена, на разрезах 
темно-красного цвета, резко полнокровная, с множе-
ственными тусклыми очагами серого цвета с красным 
венчиком, с мелкими абсцессами. На слизистой пище-
вода и желудка множественные эрозии и острые язвы 
до 0,5 см. 

При микроскопическом исследовании в головном 
мозге периваскулярный и перицеллюлярный отек, 
участки разрежения вещества головного мозга с рассе-
янной мононуклеарной инфильтрацией (рис. 1). В мио-
карде морфологическая картина диффузного серозного 
воспаления с рассеянной мононуклеарной инфильтра-
цией, острый абсцесс. В ткани легкого отек, в мелких 
сосудах фибриновые тромбы, гиалиновые мембраны, 
фокусы геморрагического инфаркта. Морфологическая 
картина присоединившейся вторичной инфекции 
в виде двусторонней мелкоочаговой абсцедирующей 
пневмонии, фибринозно-гнойный плеврит. В трахее 
десквамация эпителия, на слизистой оболочке множе-
ственные язвы, распространяющиеся до подслизистого 
слоя с перифокальной смешанно-клеточной воспали-
тельной инфильтрацией (рис. 2). В слизистой желудка 
острые язвы и микроабсцесс. При микроскопическом 
исследовании печени выявлены белковая дистрофия 
гепатоцитов, полнокровие центральных отделов долек 
с кровоизлияниями и центролобулярными некрозами 
(рис. 3). В коже элементы сыпи представлены экзан-
темой с отслойкой эпидермиса и формированием по-
лости, содержащей серозную жидкость, лейкоциты, 
эозинофильный детрит и многоядерными гигантскими 
клетками с вирусными включениями (рис. 4). 

Патологоанатомический диагноз 
Основное заболевание: сахарный диабет 1-го типа. 

Диабетическая нефропатия. Конкурирующее заболе-
вание: ветряная оспа, генерализованная форма с по-

Рис. 1. 	Головной мозг. Периваскулярный, перицеллюлярный отек с участками разрежения белого вещества (А) и рассеянной 
мононуклеарной инфильтрацией (B). Окраска гематоксилином и эозином, ×400

Fig. 1. 	Brain. Perivascular and pericellular edema with areas of white matter rarefaction (A) and scattered mononuclear infiltration (B). 
H&E stain, ×400
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Рис. 3. 	Печень. Центролобулярные некрозы с кровоизлияниями (B, деталь микрофотографии А). Окраска гематоксилином 
и эозином, ×400

Fig. 3. 	Liver. Centrilobular necrosis with hemorrhages (B, detail from micrograph A). H&E stain, ×400

Рис. 2. 	Легкие. Неравномерное полнокровие сосудов, отек, мелкоочаговая абсцедирующая пневмония (A, квадрат). 
Фибринозно-гнойный плеврит (B). Септический тромб в легком (C). Острая язва трахеи, покрытая фибринозно-гнойным 
экссудатом (D). Окраска гематоксилином и эозином, ×400

Fig. 2. 	Lungs. Uneven vascular congestion, edema, and small focal abscessing pneumonia (A, inset). Fibrinopurulent pleuritis (B). 
Septic thrombus (C). Acute tracheal ulcer covered with fibrinopurulent exudate (D). H&E stain, ×400
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Рис. 4. 	В коже элементы сыпи представлены экзантемой. 
Окраска гематоксилином и эозином, ×400

Fig. 4. 	Exanthematous skin lesions. H&E stain, ×400
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ражением кожи, слизистых оболочек и паренхиматоз-
ных органов. Интерстициальный миокардит. Острый 
негнойный менингоэнцефалит. Осложнения: сепсис, 
септицемия (выявлен рост Pseudomonas aeruginosa). 
Абсцедирующая пневмония. Респираторный дистресс 
синдром взрослых. Септический шок: шоковые почки, 
шоковые легкие. Острое центролобулярное полнокро-
вие печени с очаговыми некрозами. Спонтанный дву-
сторонний пневмоторакс. Двусторонний гидроторакс, 
асцит. Подкожная эмфизема.

Смерть пациента с СД 1-го типа и генерализованной 
формой ветряной оспы наступила от присоединения 
вторичной бактериальной инфекции с развитием сеп-
сиса и полиорганной недостаточности. Отрицательные 
прижизненные результаты на ДНК ВВЗ в полимераз-
ной цепной реакции содержимого везикул, вероятно, 
обусловлены нестойкостью вируса ветряной оспы во 
внешней среде. 

Обсуждение
Развитие ветряной оспы с поражением кожи и внут

ренних органов со смертельным исходом чаще на-
блюдается у пожилых людей и пациентов с иммуно-
дефицитом. Клиническая манифестация происходит 
путем реактивации вируса у носителей. Несмотря на 
хороший прогноз, у пациентов с иммунодефицитом 
отмечается более тяжелое течение с присоединением 
вторичной инфекции. В литературе приводится много 
клинических наблюдений неблагоприятного течения 
ветряной оспы у взрослых, беременных и пациентов 
с коморбидными заболеваниями [1, 2, 4]. СД, особен-
но плохо контролируемый, является фактором риска 
развития различных инфекционных заболеваний и об-
условливает их более тяжелое течение. В исследование 
случай–контроль, проведенное в Израиле [6], целью 
которого было изучение связи между СД и ВВЗ, вклю-
чена информация о 22 294 пациентах, перенесших опо-
ясывающий герпес, и 88 895 участниках группы конт
роля. Работа показала, что наличие СД было связано с 
повышением риска заражения вирусом в 1,53 раза (от-
ношение шансов 1,53; 95% доверительный интервал 
(ДИ): 1,44–1,62). Фактором, еще более повышающим 
риск инфекции, являлись неудовлетворительные по-
казатели гликемического контроля (уровень гликиро-
ванного гемоглобина >8% в сравнении с уровнем гли-
кированного гемоглобина <5%). У пациентов моложе 
45 лет, страдающих СД более трех лет и находящихся 
на регулярной инсулинотерапии, отмечена тенденция 
к росту риска инфекций [6]. В другом исследовании, 
проведенном в Испании, показано, что скорректиро-
ванный относительный риск возникновения опоясы-
вающего герпеса у пациентов с СД по сравнению с об-
щей популяцией соответствовал 2,1 (95% ДИ 1,9–2,4) 
и увеличивался до 3,7 (95% ДИ 2,0–6,8) в возрастной 
группе 30–44 лет. Из общего числа случаев опоясыва-
ющего лишая в популяции 7,2% возникли у пациен-
тов с СД [7]. В свою очередь, вирусные заболевания 

могут провоцировать нарушение углеводного обмена 
и ухудшать показатели гликемического контроля при 
уже существующем СД.

В нашем случае у пациента отсутствовали какие-
либо клинические данные о проведенной ранее вак-
цинации и перенесенной в детском возрасте ветрянке. 
Больше того, СД 1-го типа с неудовлетворительным 
гликемическим контролем, наблюдавшийся у паци-
ента в течение длительного времени, на фоне чего 
отмечались неоднократные кетоацидотические со-
стояния, мог явиться фоном, повышающим вероят-
ность развития именно первичной инфекции ВВЗ. 
Диабетический кетоацидоз (ДКА) возникает в усло-
виях относительной или абсолютной недостаточности 
инсулина, что приводит к гипергликемии и неконтро-
лируемому липолизу, вызывая избыточное образова-
ние кетоновых тел и ацидоз, и существенно ухудшает 
прогноз заболевания. Показатели смертности у па-
циентов в состоянии ДКА значительно различают-
ся в зависимости от условий оказания медицинской 
помощи. В развитых странах уровень смертности от 
ДКА составляет меньше 1%, тогда как в развиваю-
щихся странах он намного выше и достигает 3–13%. 
Анализ, проведенный в Индии, показал, что до 30% 
случаев госпитализации пациентов с ДКА заканчива-
ется смертью в стационаре [4]. Присоединение интер-
куррентных заболеваний и развитие ДКА – факторы, 
ухудшающие прогноз заболевания, а у молодых па-
циентов с СД 1-го типа являющиеся наиболее часты-
ми причинами летального исхода [8–10]. Причиной, 
предрасполагающей к возникновению инфекции на 
фоне СД, может быть нарушение клеточного имму-
нитета, что подтверждается результатами изучения 
иммунных реакций, специфичных для вируса ветря-
ной оспы, у пациентов с СД в сравнении со здоро-
выми добровольцами, в котором было обнаружено, 
что при СД показатели, отражающие состояние кле-
точного иммунитета к ВВЗ, были значительно ниже, 
чем у здоровых людей, что может быть причиной ре-
активации возбудителя [1]. Входными воротами для 
вторичной инфекции являются легкие с развитием 
абсцессов или кожа при экскориации папулезных 
очагов. При этом распространение вторичной ин-
фекции принимает форму септицемии с поражением 
паренхиматозных органов и развитием полиорганной  
недостаточности. 

В головном мозге на фоне расстройства кровооб
ращения выявляются признаки менингоэнцефалита. 
В печени – полнокровие сосудов, очаговые центролобу-
лярные кровоизлияния и очаговые некрозы. В почках – 
некротический нефроз и абсцессы. В лимфатических 
узлах – признаки лимфоидной гиперплазии. Во внут
ренних органах могут наблюдаться множественные 
очаги гнойно-некротического воспаления. Клинически 
этот процесс может сопровождаться появлением вы-
раженного болевого синдрома, преимущественно в об-
ласти живота. В ряде случаев при висцеральной диссе-
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минированной инфекции ВВЗ боль в животе возникает 
раньше, чем кожные проявления. Другим клиническим 
проявлением может быть синдром диссеминированно-
го внутрисосудистого свертывания, сопровождающий-
ся лихорадкой, болью в животе и повышением уровня 
трансаминаз [11, 12]. Таким образом, наличие данной 
симптоматики у ослабленных пациентов с СД может 
служить поводом рассматривать диссеминированную 
форму ветряной оспы в плане дифференциальной диаг
ностики.

Заключение 
Приведенное клиническое наблюдение показывает 

нетипичное тяжелое клиническое течение «детского» 
заболевания у взрослого пациента на фоне сахарного 
диабета 1-го типа. Описанные изменения паренхи-
матозных органов в условиях генерализованной вет
ряной оспы с присоединением вторичной инфекции 
и развитием смертельного осложнения в виде септи-
цемии позволяет предположить, что заражение про-
изошло при вторичном иммунодефиците. Несмотря на 
общую осведомленность пациентов о необходимости 
систематического контроля уровня гликемии и профи-
лактики инфекционных осложнений, сахарный диабет 
1-го/2-го типа существенно повышает риск реакти-
вации ВВЗ, что требует проведения своевременной 
вакцинации. 
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Трудности диагностики AL-λ-амилоидоза тонкой кишки, 
симулирующего кишечную непроходимость
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Резюме. Представлен редкий клинический случай дебюта AL-λ-амилоидоза с поражением тонкой 
кишки у пациента 59 лет. В течение двух лет болезнь проявлялась исключительно гастроинтести-
нальными симптомами (диспепсия, абдоминальный дискомфорт, потеря 20 кг веса). Диагностический 
поиск, включавший эндоскопические методы, выявил лишь неспецифические изменения. Ключевое 
значение для верификации диагноза имела энтероскопия с прицельной биопсией из язвенных дефектов 
тонкой кишки. Патоморфологическое исследование (окрашивание конго красным с поляризационной 
микроскопией и иммуногистохимическое типирование) подтвердило первичный AL-λ-амилоидоз. 
Наблюдение демонстрирует необходимость включения амилоидоза в дифференциальный ряд при 
необъяснимых желудочно-кишечных расстройствах, сопровождающихся похудением и явлениями 
псевдообструкции. Междисциплинарный подход и современные методы морфологической диагнос
тики являются решающими для своевременного распознавания болезни.
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Diagnostic challenges of AL-λ amyloidosis of the small intestine 
simulating intestinal obstruction
A.A. Tebenkova1, Z.V. Gioeva1, D.E. Seleznev2, A.I. Mikhalev3,4,  
A.E. Birukov1,4, E.D. Dolgov1, A.K. Konyukova1,4, L.M. Mikhaleva1,4
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Abstract. This paper presents a rare clinical case of AL-λ amyloidosis involving the small intestine in a 
59-year-old patient. For two years, the patient experienced only gastrointestinal symptoms, which included 
dyspepsia, abdominal discomfort, and weight loss of 20 kg. Endoscopy revealed only nonspecific changes. 
Enteroscopy with targeted biopsy of ulcerative defects in the small intestine was crucial for diagnosis 
verification. Pathomorphological examination (Congo red staining with polarization microscopy and 
immunohistochemical typing) confirmed primary AL-λ amyloidosis. This case demonstrates the necessity 
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Введение
Амилоидоз – заболевание, в основе которого лежит 

внеклеточное отложение нерастворимого фибрилляр-
ного белка (амилоида) [1]. Желудочно-кишечный тракт 
(ЖКТ) часто вовлекается в патологический процесс, 
однако симптомы крайне разнообразны и неспеци-
фичны: от полного отсутствия жалоб до выраженной 
мальабсорбции, диареи, диспепсии, кишечной непро-
ходимости или кровотечений, именно поэтому от мо-
мента первых проявлений до постановки правильного 
диагноза нередко проходит много месяцев [2]. Кроме 
того, манифестация AL-амилоидоза исключительно 
гастроинтестинальными симптомами встречается 
крайне редко. В подавляющем большинстве наблю-
дений клинические проявления поражения ЖКТ вы-
являются на фоне уже установленного амилоидоза с 
характерными внекишечными проявлениями – карди-
омиопатией, нефропатией или периферической ней-
ропатией, которые служат ключевыми ориентирами 
для клиницистов [3]. При отсутствии классических 
внекишечных признаков, служащих ключевыми диа-
гностическими ориентирами, амилоидоз у пациентов 
с гастроинтестинальными жалобами зачастую остается 
за пределами дифференциальной диагностики на про-
тяжении длительного времени. 

Представленное клиническое наблюдение демон-
стрирует сложности верификации AL-λ-амилоидоза с 
поражением тонкой кишки у пациента с длительным 
анамнезом гастроинтестинальных жалоб, неоднократ-
но обследовавшегося по поводу синдрома кишечной 
непроходимости и необъяснимой потери массы тела.

Клиническое наблюдение
Исследование одобрено локальным этическим ко-

митетом РНЦХ имени академика Б.В. Петровского 
(протокол № 8 от 29.09.2023). Получено доброволь-
ное информированное согласие на публикацию этого 
наблюдения в открытой печати.

Пациент Б., мужского пола, в течение двух лет от-
мечал прогрессирующие жалобы со стороны желу-
дочно-кишечного тракта, включающие диспептиче-
ские явления в виде кислой отрыжки, абдоминальный 

дискомфорт после приема пищи и болевой синдром. 
Указанная клиническая картина сопровождалась значи-
тельной ненамеренной потерей массы тела, составив-
шей 20 кг в течение года. Стоит отметить, что за два 
месяца до госпитализации пациенту было выполнено 
эндоскопическое удаление тубулярных аденом толстой 
кишки низкой степени злокачественности. При сборе 
семейного анамнеза выявлена отягощенная наслед-
ственность по линии отца: язвенная болезнь желуд-
ка и диагностированная в 59 лет карцинома прямой 
кишки.

В связи с усугублением диспептических жалоб, 
прогрессирующей потерей массы тела и развитием 
картины, подозрительной на нарушение пассажа по ки-
шечнику, пациент был госпитализирован в хирургиче-
ский стационар для верификации диагноза и определе-
ния дальнейшей лечебной тактики. Предварительный 
диагноз при поступлении «синдром кишечной непро-
ходимости неуточненной этиологии на фоне выражен-
ного диспептического синдрома и синдрома мальнут
риции».

Объективный статус при поступлении: общее со-
стояние средней тяжести, пациент в сознании, акти-
вен. Гемодинамика стабильная (артериальное давле-
ние 120/70 мм рт. ст., частота сердечных сокращений 
78 в минуту), признаки дыхательной недостаточности 
отсутствуют (частота дыхательных движений 18 в ми-
нуту, дыхание везикулярное). При осмотре живота от-
мечена локальная болезненность в правом подреберье 
при глубокой пальпации; перитонеальные симптомы 
отрицательные, перистальтика сохранена. Кожные по-
кровы суховаты, отеков нет. Данные осмотра других 
систем органов без значимых отклонений.

Для исключения механической кишечной непро-
ходимости пациенту проведена компьютерная томо-
графия (КТ) органов брюшной полости и забрюшин-
ного пространства. По данным КТ выявлены признаки 
тонкокишечной непроходимости, предположительно 
динамического характера, а также циркулярное утол-
щение стенок выходного отдела желудка без признаков 
вовлечения парагастральной клетчатки и регионарных 
лимфатических узлов.

of including amyloidosis in the differential diagnosis for unexplained gastrointestinal disorders accompanied 
by weight loss and symptoms simulating intestinal pseudo-obstruction. A multidisciplinary approach and 
modern methods of morphological diagnosis are crucial for timely disease detection.
Keywords: amyloidosis, AL-λ amyloidosis, small intestine, enteroscopy, biopsy, immunohistochemistry
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При рентгенологическом исследовании с контрас
тированием определялось замедление эвакуации из же-
лудка и пассажа водорастворимого контраста по тонкой 
и толстой кишке.

Для исключения патологии желудка и двенадца-
типерстной кишки выполнена эзофагогастродуоде-
носкопия (ЭГДС) с последующей морфологической 
верификацией хронического хеликобактер-ассоцииро-
ванного атрофического гастрита с участками кишечной 
метаплазии нижней трети тела и антрального отдела 
желудка в стадии обострения.

При эндоскопическом ультразвуковом исследова-
нии (ЭУС) установлена деформация препилорического 
и пилорического отделов желудка, обусловленная руб-
цовыми изменениями поствоспалительного характера, 
без критического стенозирования просвета и признаков 
опухолевого роста. Для декомпрессии и энтерального 
питания был установлен назоинтестинальный зонд, 
начата комплексная консервативная терапия, включаю-
щая инфузионную коррекцию, нутритивную поддерж-
ку и расширенный лабораторный скрининг, в том числе 
исследование на патогенные возбудители в желудочно-
кишечном тракте.

Результаты неинвазивных методов исследования 
не позволили верифицировать органическую патоло-
гию, способную объяснить тяжесть клинической кар-
тины, поэтому было принято решение о выполнении 
диагностической лапароскопии. В ходе вмешательства 
макроскопические признаки объемных образований, 
спаечный процесс или характерные для болезни Крона 
воспалительные изменения не выявлены. Тем не менее 
визуализированы структурные изменения стенки тон-
кой кишки: дистальные отделы подвздошной кишки 
были спавшимися с резко ослабленной перистальтикой; 
в стенке тощей кишки определялись очаги уплотнения 
желтоватого цвета, ригидные при инструментальной 
пальпации, в зоне которых перистальтическая актив-
ность полностью отсутствовала. Изменения в началь-
ных отделах тонкой кишки носили распространенный 
характер, захватывая бóльшую часть окружности ки-
шечной стенки.

Для уточнения природы изменений тонкой кишки 
проведена пероральная баллонно-ассистированная эн-
тероскопия, при которой визуализировалась слизистая 
оболочка тощей кишки, характеризующаяся на всем 
протяжении очаговой гиперемией, отечностью и по-
вышенной контактной ранимостью. Отмечено также 
укорочение кишечных ворсин. На фоне измененной 
слизистой обнаружены изъязвления неправильной фор-
мы диаметром 8–12 мм с отечными краями и фибриноз-
ным налетом в области дна (рис. 1). Из трех наиболее 
крупных язвенных дефектов были взяты прицельные 
биоптаты для последующего патоморфологического 
и иммуногистохимического исследования. 

При патоморфологическом исследовании биопта-
тов слизистой оболочки тонкой кишки в собственной 
пластинке слизистой и подслизистом слое интерстици-

ально и в стенках кровеносных сосудов обнаружены 
гомогенные эозинофильные депозиты, которые при 
окрашивании конго красным и дальнейшем исследо-
вании в поляризованном свете демонстрировали харак-
терное двойное лучепреломление (рис. 2).

Для определения типа амилоида выполнено имму-
ногистохимическое исследование с широкой панелью 
антител к различным типам амилоида. Выявлена 
положительная реакция депозитов с антителами к 
P-компоненту амилоида (Anti-Serum Amyloid P/SAP 
antibody, Abcam, Великобритания) и к легким λ-цепям 
иммуноглобулинов (clone SHL53, Leica Biosystems, 
Novocastra™, Великобритания). При этом реакция с 
антителами к амилоиду А (Clone С3, Cloud-Clone Corp., 
США), легким κ-цепям (clone CH15, Leica Biosystems, 
Novocastra™, Великобритания), ALECT2 и трансти-
ретину (PreAlbumin, Abcam, Великобритания) была 
отрицательной (рис. 3).

На основании совокупности данных патоморфо-
логического, гистохимического и  иммуногистохи-
мического исследований поставлен диагноз «AL-λ-
амилоидоз с поражением тонкой кишки». Полученные 
результаты указывают на моноклональную природу 
депозитов, связанную с продукцией аномальных лег-
ких λ-цепей иммуноглобулинов, что характерно для 
первичного AL-амилоидоза. 

К сожалению, определение свободных легких цепей 
в сыворотке крови, электрофорез с иммунофиксацией, 
а также анализ мочи на белок Бенс-Джонса выполне-
ны не были по причине отсутствия на момент обсле-
дования клинической настороженности в отношении 
амилоидоза. Для дальнейшего наблюдения и решения 
вопроса о специфической терапии пациент был направ-
лен к гематологу.

Обсуждение
Представленное клиническое наблюдение де-

монстрирует сложности диагностики первичного 
системного амилоидоза с манифестацией в виде тя-
желой гастроинтестинальной патологии. Амилоидоз 
тонкой кишки редко диагностируется прижизнен-
но ввиду неспецифичности клинической картины. 
Согласно данным Консорциума по изучению амило-
идоза (Аmyloidosis Research Consortium), в когорте 
из 533 пациентов среднее время от появления пер-
вых симптомов до установления диагноза превышало 
12 месяцев, при этом в ряде случаев для верификации 
диагноза требовалось участие более пяти специали-
стов [4].

Клиническая картина у пациента Б. характеризо-
валась длительными (в течение двух лет) диспепти-
ческими явлениями и абдоминальным дискомфортом, 
что типично для этой патологии. По данным биопсий-
ных исследований, вероятность поражения органов 
пищеварения при амилоидозе достигает 36,5% [5, 6]. 
Значительная потеря массы тела, зафиксированная у 
пациента, коррелирует с синдромом мальабсорбции 
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Рис. 1. 	A–D – баллонно-ассистированная энтероскопия: изъязвления неправильной формы с отечными краями (стрелки), дно 
которых покрыто фибрином (звездочка)

Fig. 1. 	Balloon-assisted enteroscopy: irregularly shaped ulcerations (arrows) with edematous margins, the bottoms of which are covered 
with fibrin (asterisk)
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и висцеральной вегетативной нейропатией, часто со-
путствующими амилоидозу [7].

Обращает на себя внимание длительный диагнос
тический поиск, в ходе которого первоначально рас-
сматривались чаще встречающиеся заболевания или 
состояния: хронический гастрит, болезнь Крона, по-
следствия проведенной полипэктомии и синдром ки-
шечной непроходимости. Отягощенный семейный 
анамнез (карцинома прямой кишки у отца) мог на-
править диагностическую гипотезу в сторону онко-

логической патологии, однако результаты КТ и ЭУС 
исключили опухолевый рост. Сложность верификации 
диагноза была обусловлена тем, что стандартное эндо-
скопическое исследование (ЭГДС) и лучевые методы 
(КТ с контрастированием) не обладают достаточной 
диагностической информативностью для выявления 
амилоидоза. Утолщение стенки кишки и замедление 
пассажа контраста, выявленные при КТ и рентгеноско-
пии, являются неспецифичными признаками и могут 
наблюдаться при широком круге патологий: при забо-
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леваниях тонкой и толстой кишки как воспалительно-
го, опухолевого, так и сосудистого генеза [8]. Именно 
резистентность к проводимой терапии и отсутствие 
макроскопических признаков хирургической патоло-
гии в ходе лапароскопии послужили основанием для 
углубленного эндоскопического поиска и патоморфо-
логического исследования. 

Ключевым условием своевременной диагностики 
амилоидоза является корректно выполненное эндоско-
пическое исследование [9]. Для поражения желудочно-
кишечного тракта при данной патологии характерен 
выраженный полиморфизм эндоскопической картины: 
спектр изменений простирается от минимальных прояв-
лений (отек, гиперемия) до тяжелых макроскопических 
альтераций, включая эрозивно-язвенные поражения, 
псевдополиповидные образования и геморрагии [10]. 
В последние годы предприняты попытки систематиза-
ции эндоскопических находок. Так, J.H. Song et al. на 
основе многоцентрового анализа предложили класси-
фикацию, выделяющую четыре эндоскопических типа 

поражения. Авторами установлена корреляция между 
типом амилоида и эндоскопическим паттерном: для 
AL-амилоидоза более характерен геморрагический тип, 
для АА-амилоидоза – язвенный, а «зернистый» тип ас-
социирован с клиническими проявлениями моторной 
дисфункции ЖКТ [11].

В представленном клиническом наблюдении решаю-
щую роль в верификации заболевания сыграла баллон-
но-ассистированная энтероскопия с прицельной биоп-
сией. Эндоскопическая картина (отечность, гиперемия, 
укорочение ворсин и множественные язвенные дефек-
ты) соответствовала описаниям амилоидоза тонкой 
кишки, представленным в научной литературе [10, 11]. 
Принципиальное значение для морфологической вери-
фикации амилоидоза имеет глубина биопсии, однако 
потенциальный риск геморрагических осложнений не-
редко сдерживает эндоскопистов от проведения глубо-
кого забора материала. В исследовании W. Uraiwan et al. 
продемонстрировано отсутствие статистически значи-
мого повышения риска геморрагических осложнений 

Рис. 2. 	Амилоидоз тощей кишки. 
	 A – гомогенные эозинофильные депозиты (стрелки) 

в стенке тонкой кишки при окраске гематоксилином 
и эозином, ×100. B – красно-кирпичное 
окрашивание амилоидных отложений (стрелки) при 
гистохимическом исследовании с конго красным, ×100. 
C – характерное двойное лучепреломление (стрелки) 
амилоидных масс при исследовании в поляризованном 
свете, окраска конго красным, ×100

Fig. 2. 	Jejunal amyloidosis
	 A – homogeneous eosinophilic deposits (arrows) in the 

small intestinal wall, H&E stain, ×100. B – brick-red 
staining of amyloid deposits (arrows) detected by Congo 
red histochemistry, ×100. C – characteristic birefringence 
(arrows) of amyloid masses under polarized light, Congo 
red stain, ×100
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Рис. 3. 	Позитивная иммуногистохимическая реакция (стрелки) с антителом к Р-компоненту (A) и антителу к AL-λ (B) амилоиду, 
×100. Негативная иммуногистохимическая реакция с антителами к AA (C) и ALECT2 (D) амилоиду, ×100. Слабая 
фоновая иммуногистохимическая реакция (стрелки) с антителами к AL-κ (E) и ATTR (F), ×100

Fig. 3. 	Positive immunohistochemical reaction (arrows) with antibodies to P-component (A) and AL-λ amyloid (B), ×100. 
Negative immunohistochemical reaction with antibodies to AA (C) and ALECT2 (D) amyloid, ×100. Weak background 
immunohistochemical reaction (arrows) with antibodies to AL-κ (E) and ATTR (F) amyloid, ×100
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у пациентов с амилоидозом: частота постбиопсийных 
кровотечений составила 5,6% в основной группе и 4,2% 
в группе сравнения. Многофакторный анализ, вклю-
чавший коррекцию по широкому спектру клинических 
и лабораторных параметров, не выявил независимой 
ассоциации между наличием амилоидоза и вероятно-
стью развития кровотечения [12].

Заключение 
Представленное клиническое наблюдение демон-

стрирует редкий вариант манифестации первичного 
системного AL-λ-амилоидоза с поражением тонкой 
кишки, что подчеркивает необходимость включения 
данного заболевания в дифференциально-диагностиче-
ский поиск у пациентов с необъяснимыми гастроинте-
стинальными симптомами. Длительный (двухлетний) 
диагностический путь, характерный для большинства 
случаев амилоидоза, был обусловлен неспецифичнос
тью клинической картины, имитировавшей синдром 
кишечной непроходимости, и отсутствием патогномо-
ничных изменений при стандартных лучевых и эндо-
скопических методах исследования.

Наблюдение имеет высокую практическую значи-
мость, демонстрируя, что у пациентов с прогрессиру-
ющей потерей массы тела, синдромом мальабсорбции 
и явлениями кишечной непроходимости неясного ге-
неза амилоидоз должен рассматриваться как потен-
циальная причина развития данной клинической 
картины. Междисциплинарный подход с участием 
гастроэнтеролога, хирурга, онколога и патологоана-
тома является обязательным условием своевременной 
диагностики и улучшения прогноза у данной катего-
рии пациентов.
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Резюме. Введение. Разработка методов терапии заболеваний ретинального пигментного эпителия, 
в том числе трансплантации клеток, требует строгого подхода к морфологическому анализу данных. 
Основополагающим препятствием для иммуногистохимического исследования и микроскопии яв-
ляется наличие меланина, что актуализирует поиск оптимального метода депигментации, сохраняю-
щего структуру клеток. Самым эффективным методом депигментации является протокол № 4. Цель 
исследования – провести сравнительный анализ методов депигментации нативных препаратов и 3D 
сфероидов ретинального пигментного эпителия для выявления наиболее эффективного и щадящего 
алгоритма.
Материалы и методы. Исследовано влияние различных депигментирующих агентов на образцы 
ретинального пигментного эпителия. Критериями оценки служили степень удаления меланина, со-
хранность клеточной морфологии, уровень аутофлуоресценции и сроки проведения методик.
Результаты. На основании комплексной оценки определены оптимальные протоколы химической 
депигментации для последующей конфокальной, световой и фазово-контрастной микроскопии.
Заключение. Разработаны предпочтительные алгоритмы депигментации, обеспечивающие морфофунк-
циональную сохранность ретинального пигментного эпителия и пригодные для детального микро-
скопического анализа, что формирует основу для стандартизации исследований в данной области.
Ключевые слова: ретинальный пигментный эпителий, морфологическое исследование ретинального 
пигментного эпителия, депигментация ретинального пигментного эпителия, возрастная макулярная 
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Comparative analysis of depigmentation methods for retinal pigment 
epithelium and 3D cell spheroids
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Abstract. Introduction. The development of treatment strategies for retinal pigment epithelium diseases, 
including cell transplantation approaches, requires a rigorous analysis of morphological data. A major limi-
tation for immunohistochemical studies and microscopy is the presence of melanin, which necessitates the 
identification of an optimal depigmentation method capable of preserving cellular structure. The study aimed 
to conduct a comparative analysis of depigmentation methods for native preparations and 3D spheroids in 
order to identify the most effective and least damaging protocol.
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Введение 
Ретинальный пигментный эпителий (РПЭ) обладает 

высокой оптической плотностью за счет наличия мела-
носом, содержащих меланин, что может значительно 
затруднять визуализацию структур и процессов внутри 
клеток с использованием конфокальной микроскопии, 
флуоресцентной маркировки и иммуногистохимиче-
ского анализа [1]. 

В условиях проведения гистологического исследова-
ния РПЭ депигментация направлена на нивелирование 
экранирующего эффекта меланина, «маскирующего» 
клеточные и субклеточные структуры, определяющие 
точность диагностики [2].

Указанная проблема актуальна в рамках многих на-
учно-исследовательских направлений – с нативной тка-
нью РПЭ, 3D сфероидами и 2D культурами клеток, где 
точное определение морфологических и молекулярных 
характеристик критически значимо. 

Сегодня научно-исследовательская среда опреде-
ляет несколько протоколов депигментации, которые 
используются как при пигментосодержащих опухолях, 
так и при исследовании РПЭ, однако их эффектив-
ность и применимость к различным типам тканевых 
образцов (нативная ткань, 3D сфероиды – сфериче-
ские скопления клеток, самоорганизующиеся в трех-
мерной структуре, приближенные к естественной сре-
де, 2D культура – плоский слой клеток, воссозданный 
в  лабораторных условиях) остаются недостаточно 
изученными. Проведение комплексного сравнения их 
применимости в глобальной перспективе позволит не 
только оптимизировать процесс исследования и повы-
сить качество визуализации посредством флуоресцент-
ных и иммуногистохимических методов, но и стан-
дартизировать подход к морфологическому анализу 
РПЭ в разных экспериментальных системах. Каждый 
из рассмотренных методов обладает индивидуальным 
набором преимуществ и недостатков. Так, например, 
M. Zhang et al. подчеркивают значимость перекиси 

водорода и ионного излучения в депигментации по-
средством окислительного стресса [3].

Цель исследования – оценить эффективность прото-
колов депигментации [4–10] при подготовке нативной 
ткани РПЭ и 3D сфероидов культуры клеток РПЭ к 
последующим исследованиям в рамках оптимизации 
условий визуализации и сравнения морфологических 
характеристик клеток.

Материалы и методы 
Экспериментальные исследования на тканях, вы-

деленных из трупных человеческих глаз, проводились 
в соответствии с официально принятыми процедура-
ми и специальным разрешением в рамках законода-
тельства Российской Федерации. Глазной тканевой 
банк НМИЦ МНТК «Микрохирургия глаза» им. акад. 
С.Н. Федорова получает трупные человеческие глаза 
из отделений судебно-медицинских экспертиз трупов 
Бюро судебно-медицинской экспертизы Департамента 
здравоохранения города Москвы на основании лицен-
зии Федеральной государственной службы по надзо-
ру за здравоохранением № 99-01-005317 от 30.04.2008 
и № ФС-99-01-008251 от 18.02.2013. Лицензия позво-
ляет использовать ткани, выделенные из трупных че-
ловеческих глаз, для целей трансплантации и научных 
исследований.

В исследовании для выделения РПЭ были использо-
ваны донорские глазные яблоки человека в количестве 
шести штук (от трех взрослых доноров). Клетки РПЭ 
человека выделялись из кадаверного донорского глаз-
ного яблока после выкраивания корнеосклерального 
диска, склера была удалена после меридиональных раз-
резов и пересечения вортикозных вен и зрительного 
нерва. Хориокапиллярная пластина (ХКП) отделялась 
от сетчатки, фиксировалась с помощью двух пластико-
вых колец размером 14 и 15 мм по методике, разрабо-
танной С.А. Борзенком и А.А. Чуриловым с соавторами 
(патент № RU2836977C1, Способ получения образца 

Materials and methods. The effects of various depigmenting agents on retinal pigment epithelium samples 
were investigated. The evaluation criteria included the degree of melanin removal, preservation of cellular 
morphology, autofluorescence levels, and the time required for the procedures.
Results. We determined optimal chemical depigmentation protocols for subsequent confocal, light, and 
phase-contrast microscopy.
Conclusion. We developed preferred depigmentation algorithms that ensure preservation of the morphofunc-
tional properties of retinal pigment epithelium and are suitable for detailed microscopic analysis, thereby 
providing a basis for the standardization of research in this field.
Keywords: retinal pigment epithelium, morphological study of retinal pigment epithelium, depigmenta-
tion of retinal pigment epithelium, age-related macular degeneration, morphological study of 3D spheroids
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фрагмента ретинального пигментного эпителия сетчат-
ки). Далее нативную ткань, фиксированную кольцами, 
помещали в фиксирующий 10% раствор формалина 
на час при комнатной температуре, затем проводили 
депигментацию. 

Для создания 3D сфероидов ХКП помещали в чаш-
ку Петри, заливали 2 мл раствором коллагеназы I типа 
(Thermo Scientific, Германия) и инкубировали 10 минут 
при температуре 37°C, 5% CO2. После нейтрализации 
фетальной бычьей сывороткой (fetal bovine serum, FBS) 
(«ПанЭко», Россия) клетки РПЭ были механически от-
делены от мембраны Бруха струйным промыванием. 
Далее суспензия клеток помещалась в 15 мл пробир-
ку и центрифугировалась (1800 оборотов) 5 минут. 
Затем жидкость из пробирок была убрана до клеток, 
добавлены 3 мл среды следующего состава: DMEM/
F12 (Sigma-Aldrich, США) (1:1), 1% Gibco GlutaMAX 
(Thermo Fisher Scientific, Германия), 1% антибиотиков 
(«ПанЭко», Россия) и 10% фетальной бычьей сыворотки 
FBS («ПанЭко», Россия). Далее были проведены ресус
пендирование, перенос в 25 см3 флакон для культивиро-
вания и установка в инкубатор (37°C, 5% CO2) на 7 суток. 

По достижении 80% конфлюэнтности среду удаляли 
и добавляли в каждый флакон 3 мл раствора Версена 
(«ПанЭко», Россия) на 1 минуту, затем 3 мл 0,25% рас-
твора трипсин-ЭДТА («ПанЭко», Россия) и устанавли-

вали в инкубатор (37°C, 5% CO2) на 5 минут. Далее до-
бавляли 1 мл питательной среды, смесь перемешивали 
и собирали в пробирку 15 мл и вносили еще 2 мл среды, 
после чего проводили центрифугирование (1800 обо-
ротов, 5 минут) (SL-40 R, Thermo Scientific, Германия).

Далее надосадочную жидкость удаляли, добавляли 
1 мл среды, смесь перемешивали с последующим за-
бором 10 мкл полученной жидкости и подсчетом кле-
ток в автоматическом счетчике клеток LUNA-II (Logos 
Biosystems, Южная Корея). Клеточная суспензия в кон-
центрации 81 000 кл/190 мкл вносилась в неадгезивные 
81-луночные планшеты 3D Petri Dishes (MicroTissues/
Sigma-Aldrich, США). Полученные сфероиды трехкрат-
но отмывали в фосфатно-солевом буферном растворе 
(phosphate-buffered saline, PBS), после чего проводили 
фиксацию в 10% растворе формалина в течение 10 ми-
нут, затем трижды отмывали в PBS. После получения 
сфероидов проводилась депигментация.

В рамках данного исследования были определены 
следующие протоколы депигментации (табл. 1–7).

Эффективность депигментации нативного пигмент-
ного эпителия и 3D культуры РПЭ была исследована на 
световом микроскопе Biolar (PZO Warszawa, Польша), 
световом фазово-контрастном микроскопе IX81с инте-
грированной цифровой фотокамерой XC10 (Olympus, 
Япония) и  лазерном сканирующем конфокальном 

Таблца 1 | Table 1
Условия проведения протокола № 1 | Conditions for conducting Protocol No. 1 

№ | 
No.

Манипуляция | Procedure Температура | 
Temperature

Время | Time

1 20% раствор сахарозы | 20% sucrose solution Комнатная |  
Room 

2 часа | 2 hours

2 30% раствор сахарозы | 30% sucrose solution 4°С 24 часа | 24 hours

3 Отмывание в растворе PBS (на MQ воде) | Rinsing in PBS solution (in MQ water)

Комнатная |  
Room 

2 минуты | 2 minutes

4 Раствор перманганата калия 0,25% | 0.25% KMnO₄ solution 30 минут | 30 minutes

5 Отмывание в растворе PBS (на MQ воде) | Rinsing in PBS solution (in MQ water) 2 минуты | 2 minutes

6 1% раствор щавелевой кислоты | 1% oxalic acid solution 2 минуты | 2 minutes

7 Отмывание в MQ воде | Rinsing in MQ water 5 минут | 5 minutes

Таблица 2 | Table 2
Условия проведения протокола № 2 | Conditions for conducting Protocol No. 2

№ | 
No.

Манипуляция | Procedure Температура | 
Temperature

Время | Time

1 Отмывание в растворе PBS (на MQ воде) | Rinsing in PBS solution (in MQ water) Комнатная | 
Room 

2 минуты | 2 minutes

2 10% раствор перекиси водорода | 10% hydrogen peroxide solution 65°С 2 часа | 2 hours

3 Отмывание в MQ воде | Rinsing in MQ water Комнатная | 
Room

5 минут | 5 minutes
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Таблица 3 | Table 3
Условия проведения протокола № 3 | Conditions for conducting Protocol No. 3 

№ | 
No.

Манипуляция | Procedure Температура | 
Temperature

Время | Time

1 Отмывание в растворе PBS (на MQ воде) | Rinsing in PBS solution (in MQ water)

Комнатная | 
Room 

2 минуты | 2 minutes

2 Раствор 1% перманганата калия | 1% KMnO₄ solution 5 минут | 5 minutes

3 2% раствор щавелевой кислоты | 2% oxalic acid solution 2 минуты | 2 minutes

4 Отмывание в MQ воде | Rinsing in MQ water 5 минут | 5 minutes

Таблица 4 | Table 4
Условия проведения протокола № 4 | Conditions for conducting Protocol No. 4

№ | 
No.

Манипуляция | Procedure Температура | 
Temperature

Время | Time

1 Отмывание в растворе PBS (на MQ воде) | Rinsing in PBS solution (in MQ water)

Комнатная | 
Room 

2 минуты | 2 minutes

2 0,25% раствор перманганата калия | 0.25% KMnO₄ solution 40 минут | 40 minutes

3 Отмывание в растворе PBS (на MQ воде) | Rinsing in PBS solution (in MQ water) 2 минуты | 2 minutes

4 1% раствор щавелевой кислоты | 1% oxalic acid solution 5 минут | 5 minutes

5 Отмывание в растворе PBS (на MQ воде) | Rinsing in PBS solution (in MQ water) 2 минуты | 2 minutes

6 0,25% раствор перманганата калия | 0.25% KMnO₄ solution 10 минут | 10 minutes

7 1% раствор щавелевой кислоты | 1% oxalic acid solution 5 минут | 5 minutes

8 Отмывание в MQ воде | Rinsing in MQ water 5 минут | 5 minutes

Таблица 5 | Table 5
Условия проведения протокола № 5 | Conditions for conducting Protocol No. 5 

№ | 
No.

Манипуляция | Procedure Температура | 
Temperature

Время | Time

1 Отмывание в растворе PBS (на MQ воде) | Rinsing in PBS solution (in MQ water)

Комнатная | 
Room 

2 минуты | 2 minutes

2 0,25% раствор перманганата калия | 0.25% KMnO₄ solution 30 минут | 30 minutes

3 Отмывание в растворе PBS (на MQ воде) | Rinsing in PBS solution (in MQ water) 2 минуты | 2 minutes

4 1% раствор щавелевой кислоты | 1% oxalic acid solution 10 минут | 10 minutes

5 Отмывание в растворе PBS (на MQ воде) | Rinsing in PBS solution (in MQ water) 2 минуты | 2 minutes

6 0,3% раствор перекиси водорода в 95% этаноле | 0.3% hydrogen peroxide 
solution in 95% ethanol 30 минут | 30 minutes

7 Отмывание в MQ воде | Rinsing in MQ water 5 минут | 5 minutes
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микроскопе FluoView FV10i (Olympus, Япония). В ка-
честве контроля использовались нативная ткань и 3D 
сфероиды, не подвергавшиеся депигментации.

Результаты 
Полученные визуальные данные позволили судить 

о следующих характеристиках протоколов при иссле-
довании посредством нативной световой микроскопии 
(табл. 8).

В рамках световой микроскопии нативной ткани 
наиболее оптимальным методом депигментации РПЭ 
представляется протокол № 2 – в условиях сохраннос
ти клеточной структуры РПЭ достигаются глубокие 

значения депигментации при малой длительности 
осуществления. Конкурентоспособным может также 
являться протокол № 4, однако протокол № 2 име-
ет преимущество в условиях большей сохранности 
структуры.

Полученные результаты представлены наглядно, 
в рамках сравнения протоколов № 2, № 4 и № 5, в част-
ности с точки зрения сохранности структуры препарата 
и степени депигментации (рис. 1).

Изготовленные препараты сфероидов РПЭ также 
были проанализированы в контексте исследования эф-
фективности методов депигментации при проведении 
фазово-контрастной микроскопии (табл. 9).

Таблица 6 | Table 6
Условия проведения протокола № 6 | Conditions for conducting Protocol No. 6 

№ | 
No.

Манипуляция | Procedure Температура | 
Temperature

Время | Time

1 Отмывание в растворе PBS (на MQ воде) | Rinsing in PBS solution (in MQ water) Комнатная | 
Room 2 минуты | 2 minutes

2 0,25% раствор дихромата калия | 0.25% potassium dichromate solution 65°С 30 минут | 30 minutes

3 Отмывание в растворе PBS (на MQ воде) | Rinsing in PBS solution (in MQ water)
Комнатная | 

Room

2 минуты | 2 minutes

4 75% раствор этанола | 75% ethanol solution 10 минут | 10 minutes

5 Отмывание в MQ воде | Rinsing in MQ water 5 минут | 5 minutes

Таблица 7 | Table 7
Условия проведения протокола № 7 | Conditions for conducting Protocol No. 7

№ | 
No.

Манипуляция | Procedure Температура | 
Temperature

Время | Time

1 Отмывание в растворе PBS (на MQ воде) | Rinsing in PBS solution (in MQ water)
Комнатная | 

Room

2 минуты | 2 minutes

2 37% раствор перекиси водорода | 37% hydrogen peroxide solution 12 часов | 12 hours

3 Отмывание в MQ воде | Rinsing in MQ water 5 минут | 5 minutes

Таблица 8 | Table 8
Характеристики протоколов для нативной световой микроскопии |  

Characteristics of protocols for light microscopy of native samples

№ | 
No.

Сохранность структуры |  
Structural preservation

Глубина депигментации |  
Degree of depigmentation

Время |  
Time

1 Средняя | Moderate Высокая | High 1,5 часа | 1.5 hours

2 Очень высокая | Very high Высокая | High 2 часа | 2 hours

3 Очень высокая | Very high Низкая | Low 15 минут | 15 minutes

4 Высокая | High Высокая | High 1,5 часа | 1.5 hours

5 Высокая | High Очень низкая | Very low 2 часа | 2 hours

6 Очень низкая | Very low Очень низкая | Very low 40 минут | 40 minutes

7 Очень низкая | Very low Высокая | High 12 часов | 12 hours
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Таблица 9 | Table 9
Характеристики протоколов для фазово-контрастной микроскопии сфероидов ретинального пигментного эпителия | 

Characteristics of protocols for phase-contrast microscopy of retinal pigment epithelial spheroids

№ | 
No.

Глубина депигментации | 
Degree of depigmentation

Сохранность структуры | 
Structural preservation

Равномерность депигментации | 
Uniformity of depigmentation

Время | Time

1 Средняя | Moderate Низкая | Low Высокая | High 1,5 часа | 1.5 hours

2 Высокая | High Очень высокая | Very high Высокая | High 2 часа | 2 hours

3 Низкая | Low Высокая | High Низкая | Low 15 минут | 15 minutes

4 Средняя | Moderate Высокая | High – 1,5 часа | 1.5 hours

5 Низкая | Low Низкая | Low Низкая | Low 2 часа | 2 hours

6 Очень низкая | Very low Низкая | Low – 40 минут | 40 minutes

7 Высокая | High Высокая | High Низкая | Low 12 часов | 12 hours

Рис. 1. 	Сравнение протоколов депигментации нативного РПЭ. 
	  A – контроль, B – протокол № 2: очень высокая сохранность структур РПЭ при высокой глубине депигментации,  

C – протокол № 4: высокая глубина депигментации и высокая сохранность структур, D – протокол № 5: высокая 
сохранность структур при очень низкой глубине депигментации. Световая микроскопия, ×400

Fig. 1. 	Comparison of depigmentation protocols for native retinal pigment epithelium. 
	  A – control, B – protocol No. 2: a very high preservation of retinal pigment epithelium structures is observed with a high degree 

of depigmentation, C – protocol No. 4: high depigmentation depth and high structural preservation, D – protocol No. 5: high 
structural preservation with a very low degree of depigmentation. Light microscopy, ×400

А

C

B

D



КЛИНИЧЕСКАЯ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МОРФОЛОГИЯ / CLINICAL AND EXPERIMENTAL MORPHOLOGY       Том 15  № 3  2026 79

МЕТОДЫ

В данном контексте оптимальным также представ-
ляется выбор депигментации по протоколу № 2, так 
как именно он характеризуется наиболее высокими 
показателями глубины депигментации в условиях со-
хранности структуры клеток РПЭ и равномерности 
распределения действия при сравнительно быстром 
осуществлении. Для протоколов № 4 и № 6 оценка 
равномерности депигментации не проводилась ввиду 
гетерогенности полученного результата, не позволяю-
щей отнести его к какой-либо категории.

Полученные результаты для протоколов № 2, № 4 
и № 5 в контексте фазово-контрастной микроскопии 
представлены визуально (рис. 2).

На изображениях ретинального пигментного эпите-
лия в рамках конфокальной микроскопии определяется 
ряд качественных различий (табл. 10). 

Описанные протоколы могут быть рассмотрены с 
точки зрения различных характеристик. Так, на осно-
вании полученных данных наиболее эффективным ме-
тодом депигментации может считаться протокол № 4, 
однако наиболее сохранной структурой отличаются пре-
параты для протоколов № 2 и № 7. Наиболее значительна 
аутофлуоресценция для протоколов № 5 и № 7, однако 
ее интенсивность все-таки не обладает высокой выра-
женностью по сравнению с контролем, также следует 
отметить, что при протоколе № 5 разрушаются клетки. 

Рис. 2. 	Сравнение протоколов депигментации 3D сфероидов. 
	 A – контроль, B – протокол № 2: очень высокая сохранность структур РПЭ при высокой глубине депигментации  

и ее высокой равномерности, C – протокол № 4: средняя глубина депигментации и высокая сохранность структур,  
D – протокол № 5: низкая сохранность структур при низкой глубине депигментации и ее значительной неравномерности. 
Фазово-контрастная микроскопия, ×200

Fig. 2.	  Comparison of depigmentation protocols for 3D spheroids. 
	 A – control, B – protocol No. 2: a very high preservation of retinal pigment epithelium structures is observed with a high degree 

of depigmentation, C – protocol No. 4: high depigmentation depth and high structural preservation, D – protocol No. 5: high 
structural preservation with a very low degree of depigmentation. Phase-contrast microscopy, ×200

А

C

B

D



КЛИНИЧЕСКАЯ И ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МОРФОЛОГИЯ / CLINICAL AND EXPERIMENTAL MORPHOLOGY       Том 15  № 3  202680

МЕТОДЫ

Таблица 10 | Table 10
Характеристики протоколов для конфокальной микроскопии | Characteristics of protocols for confocal microscopy

№ | 
No.

Агрессивность | 
Aggressiveness

Глубина 
депигментации | Degree 

of depigmentation

Сохранность 
структуры | Structural 

preservation

Аутофлуоресценция | 
Autofluorescence

Время | Time

1 Высокая | High Высокая | High Средняя | Moderate Средняя | Moderate 1,5 часа | 1.5 hours

2 Низкая | Low Средняя | Moderate Высокая | High Средняя | Moderate 2 часа | 2 hours

3 Низкая | Low Средняя | Moderate Очень высокая |  
Very low

Низкая | Low 15 минут | 15 minutes

4 Средняя | Moderate Высокая | High Высокая | High Средняя | Moderate 1,5 часа | 1.5 hours

5 Высокая | High Очень высокая |  
Very high

Низкая | Low Низкая | Low 2 часа | 2 hours

6 Очень высокая |  
Very high

Высокая | High Низкая | Low Средняя | Moderate 40 минут | 40 minutes

7 Очень низкая | Very low Средняя | Moderate Очень высокая |  
Very low

Очень низкая | Very 
low

12 часов | 12 hours

Полученные результаты представлены наглядно, 
в рамках сравнения протоколов № 2, № 4 и № 5, в част-
ности с точки зрения сохранности структуры препа-
рата (рис. 3).

В рамках проведения конфокальной микроскопии 
сфероидов также была получена комплексная оценка 
эффективности протоколов (табл. 11).

На данном этапе наибольшую эффективность про-
демонстрировали протоколы № 2 и № 4 – в условиях 

сравнительно высокого уровня депигментации ука-
занные протоколы позволяют сохранить клеточную 
структуру сфероида, но оставляют умеренную ауто
флуоресценцию (рис. 4). 

Таким образом, процесс депигментации ретиналь-
ного пигментного эпителия, в том числе в условиях 
культуры 3D сфероида, требует расширенного анализа 
доступных ресурсов и получаемых результатов. В ус-
ловиях чрезмерной агрессивности используемого ме-

Таблица 11 | Table 11
Характеристики протоколов для конфокальной микроскопии сфероидов ретинального пигментного эпителия | 

Characteristics of protocols for confocal microscopy of retinal pigment epithelial spheroids

№ | 
No.

Глубина депигментации | 
Degree of depigmentation

Сохранность структуры | 
Structural preservation

Аутофлуоресценция | 
Autofluorescence

Время | Time

1 Средняя | Moderate Низкая | Low Очень высокая | Very high 1,5 часа | 1.5 hours

2 Высокая | High Высокая | High Средняя | Moderate 2 часа | 2 hours

3 Низкая | Low Низкая | Low Очень низкая | Very low 15 минут | 15 minutes

4 Высокая | High Высокая | High Средняя | Moderate 1,5 часа | 1.5 hours

5 Низкая | Low Низкая | Low Средняя | Moderate 2 часа | 2 hours

6 Низкая | Low Средняя | Moderate Низкая | Low 40 минут | 40 minutes

7 Очень низкая | Very low Очень низкая | Very low Очень низкая | Very low 12 часов | 12 hours
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Рис. 3. 	Сравнение протоколов депигментации РПЭ для конфокальной микроскопии, ×600. 
	 А – контроль, B – протокол № 2: высокая сохранность структур РПЭ при средней глубине депигментации, низкой 

агрессивности и средней интенсивности аутофлуоресценции, C – протокол № 4: высокая сохранность структур РПЭ  
при высокой глубине депигментации, средней агрессивности и средней интенсивности аутофлуоресценции,  
D – протокол № 5: низкая сохранность структур РПЭ при очень высокой глубине депигментации, высокой агрессивности 
и низкой интенсивности аутофлуоресценции

Fig. 3. 	Comparison of depigmentation protocols for retinal pigment epithelium in confocal microscopy, ×600. 
	 A – control, B – protocol No. 2: high preservation of retinal pigment epithelium structures with a moderate degree 

of depigmentation, low aggressiveness, and moderate autofluorescence intensity, C – protocol No. 4: high preservation 
of retinal pigment epithelium structures with a high degree of depigmentation, moderate aggressiveness, and moderate 
autofluorescence intensity, D – protocol No. 5: low preservation of retinal pigment epithelium structures with a very high degree 
of depigmentation, high aggressiveness, and low autofluorescence intensity
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Рис. 4. 	Сравнение протоколов депигментации 3D сфероидов для конфокальной микроскопии, ×600.
	 A – контроль, B – протокол № 2: представлена высокая сохранность структур РПЭ при высокой глубине депигментации 

и средней интенсивности аутофлуоресценции, C – протокол № 4: высокая сохранность структур РПЭ при высокой 
глубине депигментации и средней интенсивности аутофлуоресценции, D – протокол № 5: низкая сохранность структур 
РПЭ при низкой глубине депигментации и средней интенсивности аутофлуоресценции

Fig. 4.	  Comparison of depigmentation protocols for 3D spheroids in confocal microscopy, ×600. 
	 A – control, B – protocol No. 2: high preservation of retinal pigment epithelium structures with a high degree of depigmentation 

and moderate autofluorescence intensity, C – protocol No. 4: high preservation of retinal pigment epithelium structures with a 
high degree of depigmentation and moderate autofluorescence intensity, D – protocol No. 5: low preservation of retinal pigment 
epithelium structures with a low degree of depigmentation and moderate autofluorescence intensity
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тода депигментации, например протокола № 5, в ряде 
случаев наблюдается нарушение клеточной структуры. 

Также в связи с негативным влиянием высоких зна-
чений аутофлуоресценции на полученные результаты 

исследования предпочтительными методами могут 
считаться протоколы № 2 и № 4.

Полученные данные представлены наглядно 
(табл. 12).
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Заключение 
В рамках конфокальной микроскопии ретинального 

пигментного эпителия предпочтительными являются 
протоколы № 2 и № 4. В свою очередь, при исследо-
вании сфероидов оптимально применение протоколов 
№ 2 (для световой и фазово-контрастной микроскопии) 
и № 4 (для конфокальной микроскопии) при особом 
преимуществе со стороны последнего ввиду наибо-
лее высокой сохранности структуры. Вместе с тем не-
обходимо отметить, что с точки зрения 3D клеточных 
сфероидов ретинального пигментного эпителия отме-
ченные протоколы были наилучшими, однако сохра-
няли аутофлуоресцению, что говорит о необходимости 
дальнейшего изучения этого направления.

Полученные результаты согласуются с данными 
литературы, согласно которым выбор метода депиг-
ментации должен зависеть от типа биологического ма-
териала и целей микроскопического анализа, а также от 
необходимости сохранения первоначальной структуры 
изучаемого материала.
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Особенности организации  
патоморфологической диагностики лимфом  
в условиях многопрофильного онкологического центра
Е.И. Шурыгина, И.В. Цветнов, Э.Н. Пирогова, Н.С. Карнаухов,  
Н.В. Кокосадзе, Н.В. Кремнева, Г.А. Дудина
ГБУЗ Московский клинический научно-практический центр имени А.С. Логинова Департамента здравоохранения 
города Москвы, Москва, Россия

Резюме. Введение. Лимфомы – гетерогенная группа заболеваний, требующих стратифицированного 
подхода к диагностике в условиях высокой нагрузки патологоанатомического отделения. В связи 
с этим актуальна разработка диагностических алгоритмов и путей распределения биопсийного мате-
риала на этапе морфологического исследования с целью сокращения сроков анализа. Цель работы – 
создать алгоритмы маршрутизации образцов с подозрением на лимфому в патологоанатомическом 
отделении многопрофильного онкологического центра.
Материалы и методы. В статье представлены результаты ретроспективного анализа патоморфологи-
ческих исследований биоматериала от пациентов с диагнозом «лимфома» в патологоанатомическом 
отделении МКНЦ имени А. С. Логинова за 2024 год.
Результаты. Статистический подсчет показал, что за указанный период в отделении было выполнено 
1656 исследований (патоморфологических, иммуногистохимических, консультативных) с заключе-
нием «лимфома» на материале 731 пациента, что составило 1,8% от общего числа анализов. Число 
рабочих дней, затраченных на обработку одного образца, варьировало от одного до десяти, в среднем 
составляя 5,9 дня. Проведен анализ распределения В‑ и Т‑клеточных лимфом по нозологиям с учетом 
метода и локализации взятия биоматериала.
Заключение. Для оптимизации сроков диагностики разработаны модель алгоритма маршрутизации 
биопсийного материала, а также стандартизация иммуногистохимических панелей. Выделены мор-
фологические, клинические и социальные критерии, позволяющие ускорить анализ образцов. На 
основе этих критериев создан алгоритм организации потока биоматериала пациентов с подозрением 
на лимфопролиферативное заболевание. 
Ключевые слова: лимфомы, алгоритмы диагностики, стандартизация, иммуногистохимические 
панели
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Organizing pathological diagnosis of lymphomas in a multidisciplinary 
oncology center
E.I. Shurygina, I.V. Tsvetnov, E.N. Pirogova, N.S. Karnaukhov,  
N.V. Kokosadze, N.V. Kremneva, G.A. Dudina
The Loginov Moscow Clinical Scientific Center, Moscow, Russia

Abstract. Introduction. Lymphomas are a heterogeneous group of diseases that require a stratified ap-
proach to diagnosis in conditions of high workload of a department of anatomic pathology. In this regard, 
the development of diagnostic algorithms and optimized approaches for the allocation of biopsy specimens 
during morphological evaluation is essential in order to reduce diagnostic turnaround time. The study aimed 
to develop algorithms for specimen allocation in cases of suspected lymphoma. 
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Введение
Лимфомы – это опухолевые лимфопролифератив-

ные заболевания, характеризующиеся неконтролируе-
мой пролиферацией лимфоидных клеток В-, Т- или NK-
линий дифференцировки разной степени зрелости [1]. 
В 2023 году в России зарегистрировано более 30 тысяч 
впервые выявленных случаев злокачественных ново-
образований лимфоидной и кроветворной ткани [2].

Диагностика данной группы заболеваний отлича-
ется от диагностики солидных новообразований как 
в финансово-материальном аспекте, нуждаясь в зна-
чительных затратах на проведение иммуногистохими-
ческих, молекулярно-генетических исследований, так 
и в плане сложности, требуя в большинстве случаев 
от патоморфолога высокого уровня квалификации, 
способности интегрировать результаты смежных дис-
циплин – молекулярной генетики, цитогенетики, цито-
логии, данных клинической лабораторной диагностики 
и т.д. и клинической информации при формулировке 
патологоанатомического заключения [3–5]. Таким об-
разом, важными компонентами окончательного диаг
ноза становятся кооперация специалистов различных 
подразделений для интеграции результатов исследова-
ний, а также обсуждение с врачом-гематологом/онко-
гематологом для сопоставления полученных данных 
с определенным клиническим контекстом.

С учетом значительной биологической гетероген-
ности в группе лимфом, обусловливающей различное 
течение и прогноз, сохраняется большая потребность 
в совершенствовании подходов к стратификации паци-
ентов с лимфомами для тех, у кого задержка в диагнос
тике и, соответственно, старте интенсивной терапии 
может стать фатальной [6, 7]. В связи с этим актуальной 
является разработка диагностических алгоритмов, а 
также путей распределения пациентов с лимфомами, 
в том числе на этапе морфологического исследования, 

с целью обеспечения потребностей клиницистов и оп-
тимизации лечебного процесса. 

В соответствии с  приказом Минздрава России 
№  207н от 14.04.2025 (исследование биопсийного 
(операционного) материала, требующего проведения 
дополнительных иммуногистохимических методов 
с применением более пяти маркеров) диагностический 
процесс должен занимать до 15 рабочих дней после 
взятия биопсии во всех случаях, за исключением тре-
бующих проведения дополнительных методов исследо-
вания (например, молекулярно-генетических). Если для 
большинства индолентных лимфом это оптимальное 
время ожидания диагноза до начала терапии, то для 
агрессивных лимфом данные сроки недопустимы. 

В соответствии с приказом Департамента здра-
воохранения города Москвы № 1334 от 30.12.2021 о 
создании межокружного гематологического центра 
сокращаются допустимые сроки выполнения иссле-
дований: гистологическое – до 5 рабочих дней, имму-
ногистохимическое – не более 14 рабочих дней со дня 
назначения. При этом в работе патологоанатомического 
отделения (ПАО) многопрофильного онкологического 
центра увеличивается доля материала с подозрением на 
гематологические, в том числе лимфопролиферативные 
заболевания, в связи с чем возникает необходимость 
в  алгоритмизации путей распределения материала 
с данными нозологиями.

Цель исследования – разработать алгоритмы марш-
рутизации материала от пациентов с подозрением на 
лимфопролиферативное заболевание в условиях ПАО 
многопрофильного онкологического центра. 

Материалы и методы
Проведен ретроспективный анализ исследований 

материала пациентов с морфологическим заключе-
нием «лимфома», выполненных в ПАО МКНЦ име-

Materials and methods. We performed a retrospective analysis of pathomorphological examinations of bi-
opsy specimens diagnosed as lymphoma in 2024 at the department of anatomic pathology of The Loginov 
Moscow Clinical Scientific Center. 
Results. A total of 1,656 pathological, immunohistochemical, and consultative examinations were performed 
on specimens from 731 patients with a pathological diagnosis of lymphoma, accounting for 1.8% of all 
examinations conducted in the department. The diagnostic turnaround time ranged from 1 to 10 working 
days, with a mean of 5.9 days. The distribution of B-cell and T-cell lymphomas according to histological 
subtype, biopsy method, and anatomical site of specimen collection was analyzed.
Conclusion. We identified morphological, clinical, and social factors associated with a shorter diagnostic 
turnaround time. Based on these findings, to optimize the diagnostic turnaround time for suspected lymphoma, 
we developed an algorithm for processing and allocating biopsy specimens and proposed standardized im-
munohistochemical panels.
Keywords: lymphomas, diagnostic algorithms, standardization, immunohistochemical panels
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ни А.С. Логинова за 2024 год. Статистическая обра-
ботка результатов осуществлялась с использованием 
программы Statistica 6.0 (StatSoft, США)  и таблиц 
Microsoft Excel (Microsoft, США).

Результаты
В 2024 году в ПАО МКНЦ имени А.С. Логинова 

было проведено 1656 исследований с патоморфоло-
гическим заключением «лимфома» на материале от 
731 пациента, что составило 1,8% от общего числа диа-
гностических мероприятий, выполненных в отделении 
за этот период. 

Число исследований варьировало от одного до де-
вяти на пациента, в среднем составляя две процедуры 
(гистологическое и иммуногистохимическое). Одно 
исследование на пациента преимущественно связано 
с консультативным материалом при предоставлении 
готовых гистологических и иммуногистохимических 
препаратов. Число исследований увеличивалось до де-
вяти в случаях с неудачными биопсиями, при повтор-
ном взятии биоматериала, а также при необходимости 
гистологической верификации материала нескольких 
локализаций у одного пациента, в частности при тре-
панобиопсии костного мозга для стадирования лимфо-
пролиферативного заболевания. 

При анализе распределения лимфом по нозологиям 
В-клеточные лимфомы составляли 95% (693 случая), 
значительно преобладая над Т-клеточными лимфомами 
(5%, 38 случаев). 

В группе В-клеточных лимфом превалировали ин-
долентные (47,2%), включающие в себя В-клеточный 
хронический лимфоцитарный лейкоз/лимфому из ма-
лых лимфоцитов (20,0%), фолликулярную лимфому 
(11,8%), экстранодальную лимфому маргинальной зоны 
из лимфоидной ткани, ассоциированной со слизистыми 
оболочками (mucosa-associated lymphoid tissue, MALT-
лимфома) (4,2%), а также нодальную и селезеночную 
лимфому из клеток маргинальной зоны (7,7%), лим-
фоплазмоцитарную лимфому/макроглобулинемию 
Вальденстрема (2,5%), волосатоклеточный лейкоз 
(1,0%). Мантийноклеточная лимфома составила 4,2% 
от общего числа случаев (31 наблюдение). Лимфома 
Ходжкина диагностировалась чаще – в 12,3% случаев 
(90 наблюдений), среди которых выделили два подти-
па: нодулярный тип лимфоидного преобладания (два 
случая) и классическую форму (88 случаев). Наиболее 
распространенной оказалась группа агрессивных 
В‑клеточных лимфом – 30,4% (222 случая). В ее состав 
вошли диффузная крупноклеточная В‑клеточная лимфо-
ма (27,1%), плазмобластная лимфома (1,5%), лимфома 
Беркитта (0,4%), первичная медиастинальная крупно-
клеточная В‑клеточная лимфома (0,8%), медиастиналь-
ная лимфома серой зоны (0,1%), В‑лимфобластный лей-
коз/лимфома без дополнительного уточнения (0,4%).

В группе Т-клеточных лимфопролиферативных забо-
леваний превалировали нодальные формы, включающие 
ангиоиммунобластную Т-клеточную лимфому (1,1%) 

и периферическую Т-клеточную лимфому без дополни-
тельного уточнения (0,5%). Кожные формы заболевания 
встречались реже, представлены грибовидным микозом 
(0,8%), первичной кожной анапластической крупнокле-
точной лимфомой (0,3%) и единичным случаем первич-
ной кожной гамма-дельта Т-клеточной лимфомы (0,1%). 
Также зафиксирован единичный случай Т-клеточной 
лимфомы, ассоциированной с энтеропатией (0,1%). Из 
этой группы в костном мозге преимущественно встре-
чался Т-клеточный лейкоз из больших гранулярных 
лимфоцитов (1%) и Т-лимфобластный лейкоз/лимфо-
ма без дополнительного уточнения (0,4%). Абсолютные 
показатели частоты диагностики В- и Т-клеточных лим-
фом и лейкозов в ПАО МКНЦ имени А.С. Логинова 
в 2024 году представлены на рисунке 1.

При анализе типа биоматериала в зависимости от 
метода его забора выявлено, что биопсийный материал 
составлял 66%, значительно превалируя над операци-
онным (22%); 12% пришлось на консультативный ма-
териал готовых гистологических препаратов. 

Среди локализаций, откуда проводился забор био-
материала, чаще всего встречались лимфатические 
узлы (39%), за ними следовал костный мозг (29%). 
Экстранодальные локализации (32%) представлены 
желудочно-кишечным трактом (13%), органами голо-
вы и шеи (5%), средостением, кожей и респираторной 
системой (по 2%). Другие локализации, составляющие 
8%, включали молочные железы, женские половые ор-
ганы, центральную нервную систему, яички, мочевой 
пузырь, брюшину, мягкие ткани, кости. 

Для путей распределения материала в ПАО край-
не важны сопроводительная клиническая информа-
ция и направительный диагноз. При анализе случаев 
диагностированных в 2024 году лимфом выявлено, что 
в 65% гематологическое заболевание было заподозре-
но клиницистом (включая диагнозы «неинфекционная 
болезнь лимфатических сосудов и лимфатических уз-
лов неуточненная», «неспецифический лимфаденит 
неуточненный», «увеличение лимфатических узлов не-
уточненное», «болезнь крови и кроветворных органов 
неуточненная», «новообразование неопределенного 
или неизвестного характера лимфоидной, кроветвор-
ной и родственных им тканей неуточненное» и др.), 
что позволило своевременно перенаправить материал 
на врача-патологоанатома, специализирующегося в об-
ласти гематопатологии. В 8% было заподозрено злока-
чественное негематологическое заболевание. В 19% на-
блюдений материал поступил со входящим диагнозом 
«новообразование неопределенного или неизвестного 
характера...» и 8% без подозрения на злокачественное 
новообразование («доброкачественное новообразова-
ние», «общий медицинский осмотр», «специальное 
скрининговое обследование» и др.), что несколько 
усложняло маршрутизацию материала внутри ПАО 
и увеличивало время исследования. 

Число рабочих дней, затраченных на патоморфоло-
гическое исследование материала от пациентов с диаг
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нозом «лимфома», варьировало от одного до десяти, 
в среднем составляя 5,9 дня. Для сравнения: на анализ 
материала негематологического профиля уходило от 
одного до 15 рабочих дней, в среднем 5,7 дня. Данный 
показатель зависит от ряда факторов, включая особен-
ности преаналитического этапа и степень сложности 
материала. В ряде случаев требуется проведение не-
скольких этапов иммуногистохимического исследо-
вания или применение дополнительных методов диаг
ностики. Для большинства индолентных лимфом при 
отсутствии особых клинических указаний (запущенная 
стадия, тяжелое соматическое или психоэмоциональ-
ное состояние и др.) среднее время в 5,9 рабочего дня 
считается приемлемым. При агрессивных лимфомах 
и определенном клиническом контексте необходимо 
сокращать сроки исследования, чтобы ускорить начало 
лечения таких пациентов.

Обсуждение
Говоря об оптимизации диагностического процесса, 

необходимо помнить о возможных сложностях и ошиб-
ках в организации диагностики лимфом, которые могут 
происходить на всех этапах исследования биологиче-
ского материала – преаналитическом, аналитическом 
и постаналитическом (рис. 2). Нужно понимать, что до-
стоверность, оперативность и доступность полученной 
информации во многом зависят от слаженной работы. 

Для оптимизации маршрутизации материала с подо-
зрением на лимфопролиферативное заболевание внут

ри ПАО разработана модель алгоритма распределения 
потоков материала с подозрением на лимфому (рис. 3), 
а также стандартизация иммуногистохимических па-
нелей.

При клиническом диагнозе с подозрением на лим-
фопролиферативное заболевание с указанием соответ-
ствующего кода МКБ-10 (в том числе «неинфекцион-
ная болезнь лимфатических сосудов и лимфатических 
узлов неуточненная», «неспецифический лимфаденит 
неуточненный», «увеличение лимфатических узлов не-
уточненное», «болезнь крови и кроветворных органов 
неуточненная», «новообразование неопределенного 
или неизвестного характера лимфоидной, кроветвор-
ной и родственных им тканей неуточненное» и др.) на 
направлении, поступающем в ПАО, материал автомати-
чески распределяется на врачей-гематопатологов. При 
отсутствии клинического направительного диагноза 
с подозрением на лимфопролиферативное заболева-
ние либо указании некорректного направительного 
диагноза материал попадает к патологам, специали-
зирующимся на негематологических нозологиях, что 
в большинстве случаев удлиняет сроки выполнения 
исследования.

Кроме того, в целях оптимизации рекомендуется ис-
пользовать стандартизированные иммуногистохимиче-
ские панели и алгоритм организации потока материала 
от пациентов с подозрением на лимфопролифератив-
ное заболевание (рис. 4 и 5). При ограниченном объ-
еме материала и неоднозначной морфологии опухоли 

Классическая лимфома Ходжкина | Classic Hodgkin lymphoma

Нодулярный тип лимфоидного преобладания лимфомы Ходжкина | Nodular lymphocyte-
predominant Hodgkin lymphoma

Фолликулярная лимфома | Follicular lymphoma

Лимфома из клеток маргинальной зоны | Marginal zone lymphoma

MALT-лимфома | Extranodal marginal zone lymphoma of mucosa-associated lymphoid tissue

Мантийноклеточная лимфома | Mantle cell lymphoma

В-клеточный хронический лимфоцитарный лейкоз/лимфома из малых лимфоцитов | Chronic 
lymphocytic leukaemia / small lymphocytic lymphoma

Волосатоклеточный лейкоз | Hairy cell leukemia

Лимфоплазмоцитарная лимфома/макроглобулинемия Вальденстрема | Lymphoplasmacytic 
lymphoma / Waldenström macroglobulinemia

В-клеточная лимфома неуточненная | B-cell lymphoma, unspecified

Диффузная крупноклеточная В-клеточная лимфома, БДУ | Diffuse large B-cell lymphoma NOS

Плазмобластная лимфома | Plasmablastic lymphoma

Лимфома Беркитта | Burkitt lymphoma

Первичная медиастинальная крупноклеточная В-клеточная лимфома | 
Primary mediastinal large B-cell lymphoma

Медиастинальная лимфома серой зоны | Mediastinal grey zone lymphoma

В-лимфобластный лейкоз/лимфома, БДУ | B-lymphoblastic leukemia/
lymphoma NOS

Грибовидный микоз | Mycosis fungoides

Первичная кожная гамма-дельта Т-клеточная лимфома | Primary cutaneous 
gamma-delta T-cell lymphoma

Первичная кожная анапластическая крупноклеточная лимфома | Primary 
cutaneous anaplastic large cell lymphoma

Периферическая Т-клеточная лимфома, БДУ | Peripheral T-cell lymphoma 
NOS

Ангиоиммунобластная Т-клеточная лимфома | Angioimmunoblastic T-cell 
lymphoma

Анапластическая крупноклеточная лимфома | Anaplastic large cell lymphoma

Т-клеточная лимфома, ассоциированная с энтеропатией | Enteropathy-
associated T-cell lymphoma

Т-клеточный лейкоз из больших гранулярных лимфоцитов | T-large granular 
lymphocytic leukemia

Т-лимфобластный лейкоз/лимфома, БДУ | T-lymphoblastic leukemia/lymphoma 
NOS

Рис. 1. 	Частота диагностики В- и Т-клеточных лимфом и лейкозов в ПАО МКНЦ за 2024 год (абсолютные показатели) 
Fig. 1. 	Frequency of diagnosis of B-cell and Т-cell lymphomas and leukemia in the Department of Anatomic Pathology, the Loginov 

Moscow Clinical Scientific Center, 2024 (absolute indicators)
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Аналитический этап | Analytical stage Постаналитический этап | Post-analytical stage
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Лимфома Ходжкина | Hodgkin

lymphoma

Неходжкинские лимфомы | Non-Hodgkin

lymphomas

Агрессивные/high-grade лимфомы

(крупно-/среднеклеточные) | Aggressive (high-

grade) lymphomas (medium- to large-cell)

Индолентные/low-grade лимфомы

(мелкоклеточные) | Indolent (low-grade)

lymphomas (small-cell)

Маловероятно лимфома, требует диагностики

с реактивным процессом | Lymphoma

unlikely; differential diagnosis with a reactive

process required

Необходимость ускорить выдачу

патоморфологического заключения

для своевременного начала терапии | Expedited

reporting required for timely treatment

initiation

Нет необходимости в ускорении выдачи

патоморфологического заключения, возможна диагностика

в течение 15 рабочих дней | No need for expedited reporting;

turnaround time up to 15 working days

Крупноклеточная опухоль (лимфома? солидное ЗНО?) |

Large-cell neoplasm (lymphoma vs. solid malignancy)

CD30, CD15, CD20,

PAX5, CD3, EBV

LMP1 (EBER ISH)

CD45, OCT2, BOB1,

CD79a, CD19, CD23,

PD-L1, PD-1/CD57,

BCL6, CD4, CD8

CD20, CD3, CD5,

CD23, BCL2, BCL6,

CD10, Ki-67

Cyclin D1

LEF1, SOX11, HGAL,

LMO2,

CD43

CK AE1/3, S100, CD45,

CD30, CD138

CD20, PAX5, CD10, BCL2,

BCL6, MUM1, Ki-67, EBV

LMP1 (EBER ISH), CD3,

CD5, c-myc

CD23, CD15, TdT, Cyclin D1,

CD79a, CD19, CD38, ALK,

IgM, κ, λ, KSHV (HHV-8)

В-клеточные лимфомы | B-cell lymphomas

Лимфома Ходжкина |

Hodgkin lymphoma

Индолентные

В-клеточные

лимфомы | Indolent

B-cell lymphomas

Агрессивные

В-клеточные лимфомы |

Aggressive B-cell lymphomas

Т-клеточные лимфомы | T-cell lymphomas

Экстранодальные

Т-клеточные лимфомы |

Extranodal T-cell lymphomas

Нодальные

Т-клеточные лимфомы |

Nodal T-cell lymphomas

CD20, PAX5, CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8,

CD30, Ki-67, CD56

CD10, bcl-6, PD-1,

ICOS, CD23/CD21,

EBV LMP1 (EBER

ISH), TIA1, Granzyme

B, Perforin, ALK

Granzyme B, Perforin,

TIA1, CD57, EBV

LMP1 (EBER ISH),

ALK

Рис. 3. 	Модель распределения потоков диагностического материала в зависимости от результатов гистологического 
исследования

Fig. 3. 	Model of allocating biopsy specimens depending on the results of histological examination

Рис. 4. 	Алгоритмированные иммуногистохимические панели при подозрении на лимфому
Fig. 4. 	Algorithmic immunohistochemical panels for suspected lymphoma
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оправдана этапность в иммуногистохимическом ис-
следовании. Для ускорения анализа, в том числе при 
клинических показаниях (тяжелое соматическое/психо-
эмоциональное состояние, требующее незамедлитель-
ного начала лечения) и достаточном объеме материала, 
возможно использование расширенной диагностиче-
ской панели антител. 

Рекомендуемая иммуногистохимическая панель 
при мелкоклеточной морфологической картине с по-
дозрением на индолентное В-клеточное лимфопроли-
феративное заболевание: CD20, CD3, CD5, CD23, bcl-2, 
bcl-6, CD10, циклин D1, Ki-67. При неоднозначных ре-
зультатах панель может быть дополнена в зависимости 
от ситуации следующими антителами: LEF1 и SOX11 
(неоднозначные случаи CD5+ лимфом, в частности при 
дифференциальной диагностике хронического лимфо-
цитарного лейкоза/лимфомы из малых лимфоцитов 
и циклин D1-мантийноклеточной лимфомы); HGAL, 
LMO2 и CD43 (при неоднозначной реакции с CD10/
bcl-6, в частности при дифференциальной диагностике 
фолликулярной лимфомы и лимфомы маргинальной 
зоны), CD19, CD22 и/или CD79a (при сниженной ре-
акции с CD20 на фоне терапии ритуксимабом) [8, 9]. 

Рекомендуемая иммуногистохимическая панель при 
крупно- и среднеклеточной морфологической картине 
с подозрением на агрессивное В-клеточное лимфопро-
лиферативное заболевание следующая. 

I этап: CK AE1/3, S100, CD45, CD30, CD138. При 
подтверждении лимфомы (CD45+/ CK AE1/3−/ S100−) 
рекомендуется расширенная панель антител II этапа.

II этап: CD20, PAX5, CD10, bcl-2, bcl-6, MUM1, 
Ki‑67, EBV LMP1 (EBER ISH), CD3, CD5, c-myc. При 
очевидной картине лимфопролиферативного заболе-
вания возможно исследование с антителами второго 
этапа иммуногистохимического исследования без под-
тверждающей панели первого этапа.

Данная панель должна быть дополнена 1) при 
медиастинальной локализации CD23 (особенно при 
наличии позитивной реакции с CD30, для дифферен-
циальной диагностики с первичной медиастинальной 
крупноклеточной В-клеточной лимфомой), CD15 (при 
частичной потере В-клеточных маркеров, для диффе-
ренциальной диагностики с медиастинальной лимфо-
мой серой зоны); 2) при бластоидной/среднеклеточной 
морфологии (для дифференциальной диагностики 
с В-лимфобластным лейкозом/лимфомой и бластоид-
ным вариантом мантийноклеточной лимфомы) TdT, 
циклином D1; 3) при плазмобластной морфологии/
потере реакции с CD20/PAX5 CD79a, CD19, ALK, 
KSHV/HHV‑8, IgM, kappa, lambda, CD38 (для диффе-
ренциальной диагностики с ALK+ крупноклеточной 
В-клеточной лимфомой, KSHV/HHV+ диффузной 
крупноклеточной В-клеточной лимфомой и плазмо-
бластной лимфомой); 4) при наличии участков с фол-
ликулярным паттерном – CD23/CD21 (для дифферен-
циальной диагностики с фолликулярной лимфомой 
3В цитологического типа) [10–12].

Рекомендуемая иммуногистохимическая панель 
при подозрении на классическую лимфому Ходжкина: 
CD30, CD15, CD20, PAX5, CD3, EBV LMP1 (EBER 
ISH). При выраженной реакции с CD20/PAX5 панель 
требуется дополнить: CD45, OCT2, BOB1, CD79a, 
CD19, PD-1/CD57, CD23, PD-L1, bcl-6, CD4, CD8 – 
для дифференциальной диагностики с нодулярным ти-
пом лимфоидного преобладания лимфомы Ходжкина, 
диффузной крупноклеточной В-клеточной лимфо-
мой, первичной медиастинальной крупноклеточной 
В-клеточной лимфомой, медиастинальной лимфомой 
серой зоны (особенно при синцитиальном варианте 
классической лимфомы Ходжкина) [13].

Рекомендуемая первичная иммуногистохимиче-
ская панель при подозрении на Т-клеточную лимфо-
му: CD20, PAX5, CD2, CD3, CD4, CD5, CD7, CD8, 
CD30, Ki-67, CD56. В зависимости от локализации 
(нодальная, экстранодальная), морфологических им-
мунофенотипических особенностей панель должна 
быть дополнена. При нодальной локализации: CD10, 
bcl-6, PD-1, ICOS, CD23/CD21, EBV LMP1 (EBER 
ISH), TIA1, гранзим B/перфорин, ALK (при выражен-
ной реакции с CD30). При экстранодальной локализа-
ции (кожа, желудочно-кишечный тракт, костный мозг) 
первичная панель должна быть дополнена гранзимом  
B/перфорином и опционально расширена ALK (при 
выраженной реакции с CD30), TIA1, CD57, EBV LMP1 
(EBER ISH) [14, 15].

Заключение
Резюмируя сказанное выше, следует подчеркнуть, 

что необходимость сокращения числа рабочих дней 
на патоморфологическое исследование зачастую об-
условлена не только выявлением морфологически 
агрессивной лимфомы (морфологический критерий), 
но также рядом клинических и социальных показате-
лей. К клиническим критериям, требующим сокраще-
ния сроков анализов, относятся критичные состояния, 
связанные с основным заболеванием и требующие 
незамедлительного начала лечения, запущенная ста-
дия заболевания, наличие сопутствующей тяжелой 
соматической патологии, серьезные осложнения ос-
новного заболевания. Среди социальных критериев, 
требующих сокращения сроков патоморфологиче-
ского исследования, можно выделить возраст (пожи-
лой, молодой), беременность, социально значимый 
статус. С учетом перечисленных критериев разрабо-
тан алгоритм организации потока материала от па-
циентов с подозрением на лимфопролиферативное  
заболевание. 

Следует отметить, что часто клинический запрос о 
необходимости выдать предварительное патоморфо-
логическое заключение с целью начала терапии име-
ет место при агрессивном морфологическом подтипе 
лимфомы. Реже это происходит при индолентных лим-
фомах на запущенных стадиях заболевания либо по 
социальным показаниям.
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