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АННОТАЦИЯ
Цель. Охарактеризовать гистологические признаки повреждения миокарда при отторжении трансплантирован-

ного сердца с применением компьютерной морфометрии для повышения качества биопсийной диагностики. 
Материалы и методы. Для исследования использовали эндомиокардиальные биоптаты 31 пациента, перенес-

шего трансплантацию сердца. Гистологические срезы были окрашены по стандартной методике гематоксилином 
и эозином, а также пикрофуксином по ван Гизону. Методом компьютерной морфометрии в биоптате оценивали 
площадь фиброза, некроза, липоматоза и кровоизлияний. 

Результаты. Все биоптаты разделены по степеням отторжения следующим образом: степень 0R – 16 образцов, 
1R – 14 образцов, 2R – 10 образцов, 3R – 4 образца. Выраженность некроза значительно увеличивалась при повы-
шении степени тяжести отторжения, составляя 0% при 0R, 0,03% при 1R, 4,95% при 2R и 17,4% при 3R. Наиболее 
массивные кровоизлияния выявлены в образцах, отнесенных к 2R – 9,89% от площади биоптата. Липоматоз отме-
чался на всех степенях отторжения, достигая максимума в 16,5% площади у пациентов с 3R. Площадь фиброза 
возрастала с повышением степени тяжести отторжения: на нулевой степени ему соответствовало 0,16% биоптата, 
на первой – 3,8%, на второй – уже 8,69%. 

Заключение. Описанные морфологические изменения позволяют более детально оценить степень тяжести, а 
также характер течения реакции отторжения, что позволит улучшить качество диагностики с помощью эндомио-
кардиальной биопсии. 
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ABSTRACT
Aim. Characterization of histological indicators of myocardial damage in rejection of transplanted heart using computer 

morphometry to improve the quality of biopsy diagnostics.
Materials and methods. Endomyocardial biopsies of 31 patients after cardiac transplantation were used. Histological 

sections were stained using the standard procedure with hematoxylin and eosin, and also with picro-fuchsin by van Gieson. 
The area of the biopsy sample, fibrosis, necrosis, lipomatosis and hemorrhages, as well as the number of cells in the 
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infiltrate, was assessed using computer morphometry.
Results. All biopsies are divided according to the degrees of rejection as follows: degree 0R – 16 samples, 1R – 14 

samples, 2R – 10 samples, 3R – 4 samples. The severity of necrosis significantly increased along the increase in rejection 
severity, reaching 0% at 0R, 0.03% at 1R, 4.95% at 2R and 17.4% at 3R. The most massive hemorrhages were detected in 
samples attributed to 2R – 9.89% of the biopsy area. Lipomatosis was noted at all levels of rejection, reaching a maximum 
of 16.5% of the area in patients with 3R. The area of   fibrosis increased with an increase in the severity of rejection: at zero 
degree it was 0.16% of the biopsy, at the first – 3.8%, at the second – 8.69%.

Conclusion. The studied morphological indicators make possible a more detailed assessment of the degree, as well 
as the course of the rejection reaction, which will improve the quality of diagnosis with endomyocardial biopsy.

Keywords: endomyocardial biopsy, rejection of transplanted heart, computer morphometry 

Âведение
Заболевания сердечно-сосудистой системы 

выступают основной причиной инвалидизации и 
смерти в развитых странах [1]. Закономерный ис-
ход большой доли таких заболеваний – хрониче-
ская сердечная недостаточность. Единственным 
эффективным способом лечения пациентов с 
терминальными стадиями сердечной недостаточ-
ности в настоящее время служит трансплантация 
сердца (ТС) [2]. Ежегодно в мире выполняется 
свыше 5500 подобных операций, причем это коли-
чество год от года увеличивается [2, 3]. В Красно-
дарском крае операции по трансплантации серд-
ца выполняются регулярно начиная с 2010 года. 

Качество жизни пациента, перенесшего транс-
плантацию сердца, во многом зависит от развития 
различных форм отторжения трансплантирован-
ного сердца (ОТС). Своевременная диагностика 
реакций отторжения позволяет произвести кор-
рекцию иммуносупрессивной терапии, предот-
вратить кризы отторжения и болезнь коронарных 
сосудов пересаженного сердца и, таким образом, 
увеличить продолжительность и качество жизни 
реципиентов [4]. 

В настоящее время «золотым стандартом» ди-
агностики ОТС служит проведение эндомиокарди-
альной биопсии (ЭМБ) с трансвенозным доступом 
в полость правого желудочка и взятием фрагмен-
тов ткани из межжелудочковой перегородки [5]. 
Полученный таким образом материал подлежит 
последующему гистологическому исследованию. 
Стратификация реакции отторжения осуществля-
ется согласно рекомендациям Международно-
го сообщества трансплантации сердца и легких 
(ISHLT, 2010) [6]. Выделяют четыре степени тя-
жести клеточного отторжения: 1) нулевая степень 
(0R): отсутствие лимфоцитарной инфильтрации и 
очагов повреждения кардиомиоцитов, 2) первая 
степень (1R): интерстициальный и периваскуляр-
ный инфильтрат с одним локусом миоцитарного 
поражения, 3) вторая степень (2R): несколько ло-
кусов инфильтрации и повреждения кардиомиоци-
тов, 4) третья степень (3R): диффузная инфиль-
трация миокарда лимфоцитами, макрофагами и 
эозинофилами, выраженный миоцитолиз. Кроме 
того, различают антитело-опосредованное оттор-
жение (Antibody-mediated rejection, AMR), для ко-
торого характерно наличие В-лимфоцитов, а так-

же компонентов комплемента C3d и С4d по дан-
ным иммуногистохимического исследования. 

Критерии диагностики строятся в основном на 
клеточной инфильтрации миокарда, в то время как 
таким признакам повреждения, как некроз, крово-
излияния, липоматоз и фиброз, при определении 
стадии отторжения уделяется недостаточно вни-
мания. Тем не менее, указанные патологические 
процессы могут быть информативны при оценке 
выраженности воспалительной реакции, а так-
же для дифференцирования клинических типов 
отторжения. Ещё одним направлением, позволя-
ющим повысить качество эндомиокардиальной 
биопсийной диагностики, может стать примене-
ние специального программного обеспечения для 
цифровой морфометрии фотографий миокарда. 
Таким образом, целью нашего исследования стал 
анализ гистологических признаков повреждения 
миокарда при отторжении трансплантированного 
сердца с применением компьютерной морфоме-
трии для повышения качества биопсийной диа-
гностики.

Материалы и методы 
Для исследования использовали 44 эндомио-

кардиальных биоптата от 31 пациента (22 мужчи-
ны, 9 женщин; средний возраст 46 лет), которые 
перенесли ТС в Центре грудной хирургии НИИ 
ККБ №1 им. проф. С.В. Очаповского. Полученные 
фрагменты миокарда выдерживали в течение су-
ток в 10% растворе нейтрального забуференного 
формалина, после чего осуществляли проводку в 
парафин по стандартной методике с применени-
ем гистопроцессора STP120-2 (Thermo Scientific, 
США). Получение парафиновых блоков выпол-
няли с помощью модульной установки EG1150H 
(Leica, Германия). В дальнейшем для изготовле-
ния срезов использовался ротационный микротом 
Rotary 3003 (PFM medical, Германия). Срезы тол-
щиной 5 мкм помещали на предметное стекло, по-
сле чего подвергали депарафинизации и регидра-
тации по общепринятой методике с применением 
ксилола и батареи спиртов нисходящей концен-
трации. Далее по одному срезу каждого биоптата 
окрашивали гематоксилином и эозином, а также 
пикрофуксином по ван Гизону, после чего заклю-
чали под покровное стекло с помощью синтетиче-
ской монтирующей среды.
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Микроскопию и фотографирование получен-
ных гистологических препаратов осуществляли с 
помощью микроскопа Nikon E200 (Япония). Для 
проведения морфометрического анализа исполь-
зовали программное обеспечение с открытым 
исходным кодом ImageJ (US National Institutes of 
Health, США) и фотографии препаратов с увеличе-
нием объектива х20 и х40 и окуляра х10. Во всех 
случаях проводили измерение площади биоптата. 
Для препаратов, окрашенных гематоксилином и 
эозином, осуществляли измерение площади фи-
броза, некроза, кровоизлияний и липоматоза. На 
препаратах, окрашенных по ван Гизону, оценива-
ли площадь фиброза.

В том случае, если окраска препарата не позво-
ляла разложить его на несколько сегментов с уз-
ким спектральным диапазоном, определение пло-
щади искомых объектов осуществляли вручную. 
Для этого использовался инструмент “freehand 
selection”, с помощью которого с большой точно-
стью выделяли область интереса. Затем програм-
ма вычисляла суммарную площадь заключенной 
в выделение области. Для срезов, окрашенных 

пикрофуксином, исследование включало несколь-
ко этапов. На первом этапе цветное изображение 
раскладывали на три канала (красный, зеленый и 
голубой). Затем голубой канал подавляли, после 
чего изображение переводили в восьмибитный се-
рошкальный формат. На следующем этапе уста-
навливали пороговую величину интенсивности 
цвета, при которой прореагировавшая с фуксином 
область сохранялась бы, а все остальные объек-
ты изображения переставали отображаться. Нако-
нец, программа определяла суммарную площадь 
окрашенной области (рис. 1). На основании полу-
ченных данных вычисляли показатель процента 
площади (ПП), равный отношению площади пато-
логического изменения к площади биоптата. 

Результаты и обсуждение
Все биоптаты разделили по тяжести отторже-

ния следующим образом: к нулевой степени (0R) 
отнесено 16 биоптатов; к первой степени (1R) − 14; 
в 10 биоптатах выявлена вторая степень (2R); к 
третьей степени (3R) отнесено 4 биоптата (рис. 2).

Для препаратов, входящих в каждую из выше-
перечисленных групп, оценивали выраженность 
кровоизлияний, некроза, липоматоза и фиброза. 
Полученные данные о каждом патологическом 
процессе представлены в таблице.

В препаратах с нулевой степенью отторжения 
некроз не выявлен. Выраженность некроза в биоп-
татах с первой степенью отторжения в 165 раз 
меньше, чем аналогичный показатель для степени 
отторжения 2R, и в 580 раз – чем при 3R. Площадь 
кровоизлияний в биоптатах с 1R в 2,3 раза пре-
вышает площадь при 1R. В свою очередь, данный 
показатель для 2R в 5,2 раза выше, чем в 1R. В 
биоптатах с отторжением третьей степени крово-
излияния отсутствуют. Процент площади фиброза 
имеет наименьшее значение в биоптатах с нуле-
вой степенью отторжения и составляет 2,36%. По-
вышение этого показателя в 1,6 раз отмечается в 
биоптатах с первой степенью отторжения и в 3,7 – 
с 2R. Для биоптатов с 3R этот показатель состав-
ляет 4,5% (рис. 3). 

Наибольшее значение процента площади ли-
поматоза выявлено при третьей степени отторже-

Рис. 1. Компьютерная обработка изображений с помощью приложения ImageJ. А – исходное изображение. Б – после 
подавления зеленого цветового канала. В – результат бинаризации изображения после изменения порога чувствитель-
ности. Черный цвет соответствует фиброзу. 

Fig. 1. Image processing using ImageJ software. A – the original image. B – result of Green channel shutdown. C – result of 
binarization after sensitivity threshold adjusting. Black color stands for fibrosis. 

Рис. 2. Отторжение трансплантата 2R. Зелеными стрел-
ками отмечен лимфоцитарно-макрофагальный инфиль-
трат, черными – кардиосклероз. Окраска гематоксили-
ном-эозином. Увеличение: ок. х10, об. х20.

Fig. 2. Transplant rejection 2R. Green arrows stand for 
lymphomacrophagal infiltration, black ones for cardiosclerosis. 
HE staining. Magnification: oc. x10, obj. lens x20.
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ния, для второй степени этот показатель меньше 
на 10%. Затем выраженность липоматоза снижа-
ется в 2,6 раз для пациентов с первой степенью 

отторжения и в 92 раза для 0R. На рисунке 4 пред-
ставлены сводные данные о патологических изме-
нениях в миокарде. 

Кровоизлияния свидетельствуют об остром по-
вреждении стенок кровеносных сосудов. В биоп-
татах с нулевой степенью отторжения наличие не-
значительных кровоизлияний (менее 1% площади) 
связано, по-видимому, с повреждением миокарда 
в ходе проведения эндомиокардиальной биопсии 
[7]. Значительная их площадь свидетельствует о 
выраженной острой воспалительной реакции. От-
сутствие кровоизлияний у пациентов с 3R говорит 
о наличии хронического отторжения. В данном 
случае имеет место развитие периваскулярного 
фиброза, препятствующего выходу эритроцитов в 
окружающие сосуд ткани. 

Некроз, также сопровождающий острую вос-
палительную реакцию, усиливается при выра-
женном её течении. Аналогичные результаты 
получены Frangogiannis N.G. [8]. При этом на 
развитие некроза в меньшей степени влияет 
состояние капилляров, чем и объясняется его 
наличие при отторжении 3R. Липоматоз служит 
выражением хронической гипоксии, которая при-

Таблица / Table 
Процент площади патологических изменений 

в миокарде по данным компьютерной морфометрии
Square percentage of myocardial pathologic alterations according  

to computer morphometry

Степень тяжести 
отторжения

Площадь (M±m),%

Некроз Кровоизлияние Фиброз Липоматоз

0R (n=16) 0 0,83±0,11 2,36±0,24 0,16±0,05
1R (n=14) 0,03±0,01 1,91±0,20 3,80±0,37 5,88±0,30
2R (n=10) 4,95±0,56 9,89±0,61 8,69±0,77 14,70±0,90
3R (n=4) 17,40±0,70 0 4,50±0,17 16,50±2,23

Рис. 3. Отторжение трансплантата 3R. Окрашенные 
фуксином розовые участки соответствуют кардиосклерозу. 
Окраска по ван Гизону. Увеличение: ок. х10, об. х20.

Fig. 3. Transplant rejection 3R. Fuchsin-stained pink areas 
stand for cardiosclerosis. Van Gieson staining. Magnification: 
oc. x10, obj. lens x20.

Рис. 4. Гистологические изменения в миокарде в зависимости от степени тяжести отторжения.
Fig. 4. Histological alterations in myocardium in relation to rejection severity.
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водит к нарушению метаболизма нейтральных 
жиров. Сопоставляя данные о его выраженности 
с другими исследуемыми признаками, такими как 
фиброз, можно сделать вывод о длительности 
течения ОТС [9]. Поскольку фиброз выступает 
проявлением репаративного процесса в исходе 
воспаления, его развитие будет тем сильнее, 
чем интенсивнее протекало воспаление. Ввиду 
необратимости фиброза, процент его площади 
также нарастает с каждым последующим кризом 
отторжения. Таким образом, интенсивность фи-
броза также будет зависеть от количества вре-
мени после трансплантации [10]. Кроме того, в 
литературе имеются данные о том, что источни-
ком соединительной ткани в случае отторжения 
служат клетки экстракардиального происхожде-
ния, привлекаемые в очаг воспаления макрофа-
гами [11]. 

Заключение
Таким образом, описанные гистологические 

признаки повреждения миокарда позволяют де-
тально оценить степень тяжести отторжения, а так-
же характер клинического течения воспалительной 
реакции в миокарде, что позволит улучшить каче-
ство патоморфологической диагностики реакции 
отторжения трансплантированного сердца. 
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