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Аннотация
Тучные клетки (ТК) – клетки миелоидного ряда, участвующие в реакциях врожденного и адаптивного им-
мунитета. ТК секретируют широкий спектр медиаторов, в том числе протеазы, профиль которых во 
многом определяет биологические функции органоспецифичной популяции ТК. Классификация ТК человека 
по профилю специфических протеаз определяет триптаза-позитивные ТК, химаза-позитивные ТК и ТК, 
экспрессирующие обе протеазы. Триптаза и химаза наиболее значимы с точки зрения влияния их регуля-
торных функций на формирование фенотипа тканевого микроокружения. Увеличение количества ТК в 
красном костном мозге, органе происхождения клеток миелоидного ряда, является одним из объективных 
и общепринятых признаков мастоцитоза, однако детальной оценки биогенеза протеаз и механизмов их 
секреции в микроокружении костного мозга до сих пор не проводилось. В данной работе представлен анализ 
экспрессии протеаз ТК у пациентов с различными формами системного мастоцитоза. Образцы биопсии 
костного мозга были получены из заднего гребня подвздошной кости, прошли необходимую пробоподготовку 
для реализации протоколов светлопольного моноплексного и флуоресцентного мультиплексного иммуно-
гистохимического (ИГХ) окрашивания. Кроме того, был проведен сравнительный анализ с контрольными 
образцами костного мозга человека для подтверждения корректной визуализации ИГХ окрашивания. Си-
стемный мастоцитоз, в зависимости от течения, характеризуется образованием определенных профи-
лей специфических протеаз в различных формах атипичных тучных клеток. В результате гистологи-
ческого исследования микропрепаратов с высоким разрешением были получены данные о солокализации 
внутриклеточных протеаз (триптазы, химазы и карбоксипептидаз A1, A2 и B) в следующих типах ТК: 
бластоподобных ТК, атипичных ТК первого и второго типа, а также типичных (зрелых) ТК. Охарактеризо-
вано внутригранулярное накопление триптазы, химазы и карбоксипептидаз при гипохромном фенотипе 
атипичных тучных клеток. На основании результатов проведенного анализа данных был сделан вывод 
о взаимосвязи протеазного профиля популяции тучных клеток костного мозга с развитием заболевания 
и тяжестью его течения. Детальная характеристика экспрессии протеаз ТК при мастоцитозе может 
быть использована для более подробной классификации ТК, уточнения прогноза и повышения эффективно-
сти таргетной терапии при необходимости.
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Abstract
Mast cells (MCs) are myeloid cells involved in the reactions of innate and adaptive immunity. MCs secrete 
a wide range of mediators, including proteases, which profile largely determines the biological functions of 
the MCs’ population specific for a particular organ. Classification of human MCs according to the profile of 
specific proteases defines tryptase-positive MCs, chymase-positive MCs, and MCs expressing both proteases. 
Thus, tryptase and chymase are the most significant in terms of the influence of their regulatory functions on 
the formation of tissue microenvironment phenotype. An increased number of MCs in red bone marrow, the 
myeloid cells’ organ of origin, is one of the objective and generally accepted signs of mastocytosis; however, a 
detailed evaluation of protease biogenesis and mechanisms of their excretion in the bone marrow tissue has 
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Введение
Мастоцитоз - разновидность заболевания ТК, 

вызванная накоплением функционально непол-
ноценных ТК и предшественников ТК в костном 
мозге и коже с дальнейшей инвазией в ткани дру-
гих органов. Когда ТК подвергаются дегрануля-
ции, высвобождающиеся активные вещества мо-
гут вызывать ряд симптомов, варьирующиеся по 
интенсивности от легких до тяжелых. Гистохими-
ческие особенности продуктов биосинтеза ТК по-
зволили Паулю Эрлиху определить ТК на микро-
препаратах более 130 лет назад [19, 20]. Арсенал 
синтезируемых продуктов в ТК очень разнообра-
зен и включает в себя гликозаминогликаны, спец-
ифические и неспецифические протеазы, лизосо-
мальные ферменты, биогенные амины, митогены, 
факторы роста, цитокины, хемокины и т.д. [21, 
28, 47]. Особенностью биологии ТК является вы-
сокое присутствие протеаз по сравнению с други-
ми иммунокомпетентными клетками [1, 41].

В зависимости от профиля экспрессии специ-
фических протеаз ТК человека делятся на трип-
таза-положительные, химаза-положительные и 
ТК, экспрессирующие обе протеазы [31, 32, 47]. 
Специфические протеазы составляют до 25 % 
белков секретома и формируют характерный 
фенотип ТК в зависимости от их организации и 
накопления в цитоплазме. Оказывая биологиче-
ское воздействие на структуры соединительной 
ткани [8], триптаза и химаза являются наиболее 
значимыми протеазами ТК, которые входят в 
число ключевых факторов, влияющих на форми-
рование фенотипа тканевого микроокружения 
[18, 23, 29]. Это позволяет рассматривать специ-
фические протеазы ТК как актуальные объекты 
исследования в морфологической практике, не 
только в качестве диагностических маркеров, но 

и как перспективную фармакологическую ми-
шень для терапии [2, 17, 37, 46]. Биологические 
эффекты триптазы и химазы зависят от меха-
низма секреции и оказывают избирательное дей-
ствие на специфические молекулярные мишени 
микроокружения, модулируя аллергические и 
воспалительные реакции, ангиогенез, онкогенез, 
вызывая ремоделирование внеклеточного ма-
трикса соединительной ткани [5, 7, 8].

Благодаря открытию гена карбоксипептида-
зы гемопоэтических клеток, было показано, что 
карбоксипептидаза A3 является важным марке-
ром секреторных гранул, дифференцировки и 
фенотипа ТК [4, 22, 33, 35, 39]. В то же время 
выявление неспецифических карбоксипептидаз 
A1, A2 и B проводилось в основном для изучения 
функции поджелудочной железы, поэтому осо-
бенности их распределения в ТК остаются неиз-
ученными [36, 40].

Цитоморфологическое исследование костного 
мозга является важным диагностическим подхо-
дом и неотъемлемой частью определения стадии 
при мастоцитозе. Особенности ТК с точки зре-
ния их морфологии в мазках красного костно-
го мозга при системном мастоцитозе весьма по-
казательны для выявления заболевания, имеют 
прогностическое значение и являются важными 
критериями для классификации заболевания, не 
уступая по эффективности молекулярно-гене-
тическим исследованиям, в частности мутации 
KITD816V [26, 27, 30, 38, 43, 44].

Изучение ТК посредством ИГХ значительно 
расширило информационное наполнение прово-
димых исследований по определению их функци-
онального состояния [25, 26, 42, 44]. ИГХ анализ 
экспрессии триптазы, химазы и карбоксипепти-
дазы позволяет лучше понять развитие мастоци-

not yet been performed. This paper presents an analysis of MCs’ protease expression in patients with different 
forms of systemic mastocytosis. Trephine core bone marrow biopsy samples were obtained from the posterior 
crest of the iliac bone, underwent the necessary sample preparation to implement the protocols of bright-field 
monoplex and fluorescent multiplex immunohistochemical (IHC) staining. In addition, comparative analysis was 
performed with control human bone marrow samples to confirm correct visualization of IHC staining. Systemic 
mastocytosis, depending on its course, is characterized by the formation of certain profiles of specific proteases 
in different forms of atypical mast cells. High-resolution optical examination of samples provided data on the 
co-localization of intracellular proteases (tryptase, chymase, and carboxypeptidases A1, A2, and B) in the 
following types of MCs: metachromatic granular blast-like MCs, atypical MCs of the first and second types, 
and typical (mature) MCs. The intragranular accumulation of tryptase, chymase, and carboxypeptidases in 
hypochromic phenotype of atypical mast cells was characterized. Based on the results of the data analysis, it 
was concluded that the protease profile is likely to be associated with disease progression and severity of its 
course. Detailed characterization of MCs protease expression in mastocytosis is necessary for detailed MCs’ 
classification, prognosis clarification, and effectiveness improvement of targeted therapy.

Keywords: 
mast cells, bone marrow, systemic mastocytosis, mast cells’ proteases, tryptase, himase, carboxypeptidases
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тоза и может быть использован как для диагно-
стики данного заболевания, так и в качестве пер-
спективной фармакологической мишени. Целью 
настоящего исследования является характери-
стика протеазного профиля ТК красного костного 
мозга при мастоцитозе.

Материалы и Методы
Информация о пациентах
В исследование было включено 8 пациентов с 

мастоцитозом. Четыре пациента были с диагно-
зом индолентного системного мастоцитоза, два 
пациента - с тлеющим системным мастоцито-
зом и два пациента - с агрессивным системным 
мастоцитозом. От всех пациентов было получе-
но информированное согласие. Образцы были 
получены из архива Института гематопатологии 
Гамбурга и Института патологии Университе-
та Людвига Максимилиана, Мюнхен, Германия, 
представляли собой избыточный клинический 
биоматериал, который был деидентифицирован и 
не связан с информацией о пациенте. Гистологи-
ческие диагнозы устанавливались в соответствии 
с классификацией ВОЗ [3, 24, 45]. Данное иссле-
дование было проведено в соответствии с прин-
ципами Хельсинкской декларации Всемирной 
медицинской ассоциации «Этические принципы 
проведения медицинских исследований с участи-
ем человека» и одобрено Советом по институци-
ональному надзору Института гематопатологии, 
Гамбург, Германия.

Окрашивание образцов костного мозга
Образцы трепанобиопсии костного мозга были 

получены из задней части подвздошной кости. 
Обработанные стандартным способом трепано-
биоптаты костного мозга подвергались мягкой 
декальцинации в 0,07% этилендиаминтетраук-
сусной кислоте (ЭДТА) не менее 8 ч и заливались 

в парафин. Депарафинизированные и регидра-
тированные срезы (толщиной 2 мкм) подверга-
ли демаскировке антигена путем нагревания в 
водяной бане с цитратным буфером натрия, pH 
6,0, при 95 °C в течение 30 мин. Ранее нами со-
общалось, что эндогенные Fc-рецепторы в рутин-
но фиксированных клетках и образцах ткани не 
сохраняют способность связываться с Fc-фраг-
ментами антител [16], поэтому блокирование эн-
догенных Fc-рецепторов перед инкубацией с пер-
вичными антителами не проводилось. После из-
влечения антигена срезы подвергались реакции 
с первичными антителами к триптазе, химазе и 
карбоксипептидазам (таблица 1).

Иммуногистохимическое окрашивание про-
водили в соответствии со стандартными прото-
колами, описанными ранее [13-15]. Для светло-
польной микроскопии связанные первичные ан-
титела выявляли с помощью вторичных антител, 
коньюгированных с пероксидазой хрена (HRP) 
AmpliStain™ (SDT GmbH, Baesweiler, Германия) 
в соответствии с инструкциями производителей 
[12]. Для визуализации HRP-метки использовали 
набор субстратов 3,3′-диаминобензидина (DAB) 
(Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA). Ядра 
окрашивали гематоксилином. Для флуоресцент-
ной детекции связанные первичные антитела 
визуализировали с помощью вторичных анти-
тел (приобретенных у AbCam, Великобритания), 
конъюгированных с Cy3 или Alexa Fluor-488. 
Ядра окрашивали 4′,6-диамидино-2-фенилиндо-
лом (DAPI, 5 мкг/мл в PBS) в течение 15 с, по-
сле чего срезы заключали с помощью VectaShield 
(Vector Laboratories, Burlingame, США). Список 
вторичных антител и других реагентов, исполь-
зованных в данном исследовании, представлен в 
Таблице 2.

Таблица 1
Первичные антитела, использовавшиеся в данной работе

Антитела Характеристика Артикул Разведение Производитель

Триптаза Мышиные, 
моноклональные #ab2378 1:3000 AbCam, 

Великобритания

Триптаза Кроличьи, 
моноклональные #ab151757 1:2000 AbCam, 

Великобритания

Химаза Мышиные, 
моноклональные #ab2377 1:2000 AbCam, 

Великобритания

Карбоксипептидазы 
A1, A2 и B 

Кроличьи,  
моноклональные

#ab 
181,146 1:500 AbCam, 

Великобритания
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Получение изображений
Участки гистологических образцов с позитив-

ным окрашиванием наблюдали на моторизован-
ном исследовательском микроскопе ZEISS Axio 
Imager.Z2, оснащенном объективом Zeiss alpha 
Plan-Apochromat 100x/1.46 Oil DIC (UV) VIS-IR и 
камерами цифрового микроскопа AxioCam (цвет-
ная Axiocam 712 и монохромная Axiocam 712 
CCD). Полученные изображения обрабатывали с 
помощью программы ZEN 3.0 (Carl Zeiss Vision, 
Германия) и представляли вместе с окончатель-
ной редакцией рукописи в разрешении 300 DPI 
(рисунки 1, 2, 3, 4, 5). 

Контрольные образцы 
Контрольными инкубациями были: исключение 

первичных антител из протокола или замена пер-
вичных антител на те же виды IgG (Dianova, Гам-
бург, Германия) в той же конечной концентрации, 
что и первичные антитела. Исключение первич-
ного или вторичного антитела из иммуногистохи-
мической реакции, замена первичных антител на 
соответствующие IgG в той же конечной концен-
трации приводили к отсутствию окрашивания. 
Результаты и Обсуждение

В текущей работе оценивалась экспрессия про-
теаз в различных типах ТК: метахроматически 

гранулированных бластоподобных ТК, атипичных 
ТК 2-го типа, атипичных ТК 1-го типа и типичных 
(зрелых) ТК [38, 43]. Тип 1 был дифференцирован 
на более зрелые ТК (тип 1а) и менее зрелые ТК (тип 
1b) [38]. В зависимости от особенностей структур-
ного состава, размера и степени зрелости секре-
торные гранулы классифицируют на три типа [10, 
11, 31, 47]. За отсутствием возможности иденти-
фицировать наименее зрелые секреторные грану-
лы I типа, напоминающие эндосомы или лизосомы 
с люминальными везикулами, в обсуждении пре-
имущественно описываются секреторные гранулы 
II и III типов. Формируясь в ходе гомотипических 
и гетеротипических слияний, гранулы II и III типов 
отражают последовательные этапы избирательно-
го накопления компонентов секретома вместе с 
увеличением размера до 1 мкм и более [9, 10, 34].

Бластоподобные клетки с метахроматиче-
ской зернистостью

Бластоподобные формы ТК представляли со-
бой мелкие округлые клетки размером 5-7 мкм с 
преобладающим объемом ядра. Цитоплазма со-
держала триптаза-положительные и химаза-по-
ложительные гранулы II и III типа и составляла 
узкий ободок вокруг ядра (рис. 1). На самых ран-
них стадиях дифференцировки бластоподобных 

Таблица 2
Вторичные антитела и другие реагенты

Антитела и реагенты Производитель Разведение Метка

Goat anti-mouse IgG Ab 
(#ab97035) AbCam, Великобритания 1/500 Cy3

Goat anti-rabbit IgG Ab 
(#ab150077) AbCam, Великобритания 1/500 Alexa Fluor 488

AmpliStain™ anti-Mouse 
1-Step HRP (#AS-M1-HRP) SDT GmbH, Германия Ready-to-use HRP

AmpliStain™ anti-Rabbit 
1-Step HRP (#AS-R1-HRP) SDT GmbH, Германия Ready-to-use HRP

4',6-диамидино-2-фенилиндол 
(DAPI, #D9542-5MG) Sigma, Германия 5 μg/ml -

VECTASHIELD® среда для 
заключения (#H-1000) Vector Laboratories, США Ready-to-use -

DAB Набор субстратов 
пероксидазы (#SK-4100) Vector Laboratories, США Ready-to-use DAB

Гематоксилин Майера 
(#MHS128) Sigma-Aldrich Ready-to-use -
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ТК можно было увидеть протеазно-положитель-
ные програнулярные образования или секретор-
ные гранулы I типа в тесном контакте с ядерной 
мембраной (рис. 1 г, ж). На последующих стадиях 
созревания формировались единичные протеазо-
содержащие гранулы II или III типа (рис. 1 д, ж, з).

Флуоресцентное ИГХ окрашивание продемон-
стрировало существующую идентичность синте-
за триптазы и химазы в бластоподобных формах 
ТК (рис. 1а, б). При этом наличие специфических 
протеаз можно было обнаружить, начиная с се-
креторных гранул II типа. Солокализация трип-

тазы и химазы часто детектировалась в гранулах 
бластоподобных ТК. Формирование секреторных 
гранул III типа сопровождалось особой упаковкой 
специфических протеаз по периферии содержи-
мого гранул (рис. 1а). По мере созревания, бласто-
подобные формы ТК проявляют особенности про-
теазного фенотипа, которые могут выражаться 
как в пространственно-количественном соотно-
шении триптазы и химазы в одной грануле, так 
и в общем количестве секреторных гранул. Таким 
образом, формирование ТК на ранних стадиях 
развития определяется не только фенотипом, но 

Рис. 1. Цитологическая характеристика протеаз в бластных формах тучных клеток красного костного мозга при мастоцитозе.
Триптазу выявляли мышиными моноклональными антителами к триптазе тучных клеток (AbCam, #ab2378, разведение 
1:3000) (в, г, е, ж) или кроличьими моноклональными антителами к триптазе тучных клеток (#ab151757, разведение 1:2000) 
(а, б), химазу выявляли мышиными моноклональными антителами к химазе тучных клеток (AbCam, #ab2377, разведение 
1:2000) (а, б, д), карбоксипептидазы выявляли с помощью кроличьих антител к карбоксипептидазе A1+A2+B [EPR12087(B)] 
(AbCam, #ab 181146, разведение 1:500) (в, г); визуализация реализовывалась с помощью флуорохрома Alexa Fluor 488 и Cy3 
(a-г) и DAB-хромогена (д-з). Масштабная линейка 5 мкм для всего макета.
А – этап оформления специфических протеаз в гранулы II и III типов. Преимущественно идентифицируются гранулы с одно-
временным содержанием триптазы и химазы, меньшее количество составляют гранулы, содержащие только триптазу (отме-
чены стрелкой)
Б – накопление секреторных гранул в бластных формах ТК. Очевидно формирование ТК с различным содержанием химазы – 
более высоким (внизу) и более низким (вверху). Идентифицируются гранулы, содержащие исключительно химазу (отмечены 
стрелкой).
В – бластная форма тучной клетки на этапе дифференцировки в более зрелое состояние.  Цитоплазма заполнена преимуще-
ственно карбоксипептидазами, локализованными экстрагранулярно; триптаза занимает меньший объем и визуализируется 
частично в гранулах. 
Г – тучная клетка на начальных этапах формирования секреторного материала на стадии програнул и гранул I типа, в которых 
триптаза частично солокализована с карбоксипептидазами.
Д – многочисленные химаза-позитивные гранулы в цитоплазме тучных клеток с хорошо заметными ядрышками.
Е – цитоплазма бластной формы тучной клетки заполнена крупными триптаза-позитивными гранулами III типа.
Ж – хромогенная детекция начальных этапов синтеза триптазы в цитоплазме бластной формы тучной клетки
З – неравномерное накопление триптаза-содержащих гранул в цитоплазме бластной формы тучной клетки с сохранением 
области перинуклеарной зоны, свободной от протеазы.
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и характерной упаковкой специфических проте-
аз внутри секреторных гранул. Тканевое микроо-
кружение красного костного мозга является клю-
чевым фактором экспрессии протеаз ТК и опре-
деляет соотношение бластоподобных ТК с различ-
ным фенотипом специфических протеаз (рис. 1б).

Интересные результаты были получены при 
диплексном ИГХ окрашивании триптазы и кар-
боксипептидаз. Оказалось, что экспрессия кар-
боксипептидаз обнаружена во всех бластоподоб-
ных формах, причем чаще всего они занимают 
большую площадь в цитоплазме по сравнению со 
специфическими протеазами (рис. 1г). При фор-
мировании секреторных гранул II типа, а затем и 
III типа не всегда наблюдалась интрагранулярная 
солокализация триптазы и карбоксипептидаз. 
На рис. 1в хорошо видно, что во время диффе-
ренцировки бластоподобной ТК, основная доля 
карбоксипептидаз располагалась вне позитивных 
на триптазу гранул. Эти факты свидетельству-
ют о том, что на стадии бластоподобных форм 
ТК основные этапы процессинга специфических 
протеаз осуществляются экстрагранулярно и от-
ражают уровень активности ТК по посттрансля-
ционной модификации белков для различных це-
лей. Менее зрелые секреторные гранулы II типа не 
имеют такого уровня интрагранулярного процес-
синга триптазы и химазы, который характерен 
для зрелых гранул III типа.

Таким образом, экспрессия специфических 
протеаз на начальных стадиях дифференциров-
ки ТК весьма вариабельна и тесно связана с кон-
кретным состоянием тканевого микроокружения 
красного костного мозга.

Атипичные ТК типа 1а
ТК типа 1а являются морфологическим экви-

валентом наиболее дифференцированного ати-
пичного варианта ТК красного костного мозга 
при мастоцитозе. Они приобретают вытянутую 
форму и обладают выраженными цитоплазма-
тическими выростами, которые могут распро-
страняться на значительные расстояния (рис. 2). 
В перинуклеарной зоне цитоплазмы таких ТК в 
зрелых секреторных гранулах III типа могут по-
являться специфические протеазы (рис. 2а, ж, з).

В случае завершения внутриклеточной орга-
низации протеаз на уровне секреторных гранул 
I или II типа, формируется фенотип гипогранули-
рованной ТК (рис. 2в, г, и, к). Зрелые или незре-
лые секреторные гранулы со специфическими 
протеазами относительно ядра видны дистально, 
распределяются вдоль выростов цитоплазмы, за-
нимая периферическое положение и фактиче-

ски прилегая к плазмалемме (рис. 2а, б, в, г). На 
рис.  2б показан поперечный срез цитоплазма-
тического выроста, характеризующего цитото-
пографию специфических протеаз в атипичных 
ТК типа 1а. Определяется центральная область, 
свободная от секреторного материала. Секретом 
может быть триптаза-положительным или содер-
жать обе специфические протеазы ТК (рис. 2б).

В атипичных ТК типа 1а гранулы формируют-
ся в перинуклеарной области, а затем транспор-
тируются на довольно значительные расстояния 
по цитоплазме с помощью соответствующих вну-
триклеточных транспортных систем. Морфологи-
ческим подтверждением этого процесса может 
служить рисунок 2и, где хорошо визуализируется 
направленный транспорт триптазы в перифери-
ческую область цитоплазматического выроста ТК. 
Протеазы, содержащиеся в гранулах различных 
стадий зрелости и програнулярных образований, 
могут транспортироваться в локусах, располо-
женных близко к плазматической мембране (рис. 
2ж, е, з). По-видимому, гранулы занимают опреде-
ленную локацию по всему цитоплазматическому 
выросту и секретируют во внеклеточный матрикс 
протеазы по механизму «kiss and run». Интересно, 
что в некоторых случаях цитоплазматические вы-
росты могут иметь значительную длину (рис. 2д). 
Это может быть проявлением механизма, опреде-
ляющего влияние ТК на функциональную актив-
ность эндотелия, а также на поступление протеаз 
в кровоток. Присутствие карбоксипептидаз в ци-
топлазме выростов атипичных ТК типа 1а свиде-
тельствует об универсальном механизме работы 
этих протеаз, независимо от их расположения в 
клетке и процессинге белков секретома на значи-
тельном расстоянии от ядра. 

Локализация карбоксипептидаз непосред-
ственно в гранулах может свидетельствовать о 
частичном прекращении посттрансляционной 
модификации белков в цитоплазме после их по-
ступления в гранулы. Примечательно, что высо-
кое содержание карбоксипептидаз в цитоплазме 
указывает на активный уровень экспрессии этих 
ферментов в ТК. Однако в случае гипогранулиро-
ванных ТК высокое содержание карбоксипепти-
даз может свидетельствовать об активной моди-
фикации ферментов с приобретением биологиче-
ской активности и быстрым выведением из клет-
ки. Очевидно, что снижение объема и интенсив-
ности сигнала, получаемого от карбоксипептидаз, 
свидетельствует о снижении уровня экспрессии 
компонентов секретома, в том числе специфиче-
ских протеаз, и отражает формирование состо-
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Рис. 2. Специфические протеазы в тучных клетках 1a типа красного костного мозга при мастоцитозе.
Триптазу выявляли мышиными моноклональными антителами к триптазе тучных клеток (AbCam, #ab2378, разведение 1:3000) 
(е, ж, и) или кроличьими моноклональными антителами к триптазе тучных клеток (AbCam, #ab151757, разведение 1:2000) 
(а-д), химазу выявляли мышиными моноклональными антителами к химазе тучных клеток (AbCam, #ab2377, разведение 
1:2000) (а-д, з, к), карбоксипептидазы выявляли с помощью кроличьих антител к карбоксипептидазе A1+A2+B [EPR12087(B)] 
(AbCam, #ab 181146, разведение 1:500) (е, ж); визуализация реализовывалась с помощью флуорохрома Alexa Fluor 488 и Cy3 
(а-ж) и хромогена DAB (з-к). Масштабная линейка 5 мкм для всего макета.
А – вытянутая тучная клетка с эксцентричным положением ядра и хорошо выраженными секреторными гранулами II и III 
типов, периферическая кольцевая часть триптаза- и/или химаза-позитивна. 
Б – веретенообразная тучная клетка с формированием цитоплазматических выростов на значительные расстояния от ядро-
содержащей области клетки. Б’ – поперечный срез цитоплазматического выроста. Идентифицируется гранулосодержащая 
периферическая область и свободная от протеаз центральная часть (обозначена стрелкой).
B – вариант гипогранулированных тучных клеток с цитоплазматическими  выростами, в которых визуализируются триптаза- и 
химаза-позитивный секреторный материал.
Г – гипогранулированная тучная клетка с цитоплазматическим выростом, в котором протеазы локализованы по перифериче-
ской области, и свободной от протеаз центральной области (обозначено стрелкой).
Д – гипогранулированная тучная клетка с формированием двух морфологически различных полюсов. Широкий полюс (обо-
значен стрелкой) заполнен гранулами с одновременной экспрессией триптазы и химазы. Узкий цитоплазматический вырост 
(обозначен двойной стрелкой) содержит меньшее количество специфических протеаз и на значительном расстоянии сопро-
вождает сосуд микроциркуляторного русла.
Е – солокализация триптазы и карбокспипептидаз в тучной клетке, обладающей вытянутым ядром, цитоплазматическими 
выростами и периферическим расположением секреторных гранул в них. Видны как гранулы триптаза- или карбоксипепти-
даза- позитивные, так и с одновременным содержанием протеаз. 
Ж – тучная клетка вытянутой формы с развитием цитоплазматическим выростом, продолжающимся на значительное рассто-
яние. Периферическая область отростка содержит протеазы, тогда как центральная свободна от гранулярного секреторного 
материала (указано стрелкой)
З – расположенная вдоль адипоцита тучная клетка веретеновидной формы, заполненная большим количеством химаза-по-
зитивных тучных гранул. В перинуклеарной цитоплазме визуализируется свободная от гранул центральная область (указана 
стрелкой), тогда как по удалении от ядра размер гранул фактически соизмерим с объемом цитоплазмы (указано двойной 
стрелкой).
И – гипогранулированная тучная клетка. В цитоплазме очевидны единичные секреторные гранулы и продольно-направлен-
ные мелкие структурные образования, обладающие иммунопозитивностью к триптазе (обозначены стрелкой).
К – гипогранулированная химаза-позитивная тучная клетка с формированием узкого цитоплазматического выроста (образо-
вания) на периферии.
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яния относительного покоя в биосинтетических 
процессах.

Следует отметить, что в гипогранулярных фор-
мах ТК часто встречается различная цитотопо-
графическая локализация триптазы и карбокси-
пептидаз. Существенные различия в содержании 
протеаз присутствуют у ТК гипогранулярной и 
гранулярной форм. Вероятно, гипогранулярные 
формы являются более неблагоприятными с точ-
ки зрения течения мастоцитоза из-за достаточно 
высокой интенсивности выделения протеаз во 
внеклеточный матрикс путем фрагментарной се-
креции. В этом случае протеазы не формируются 
в классические зрелые гранулы и не накаплива-
ются в цитоплазме ТК, а подвергаются быстрой 
секреции. 

В то же время при индолентных формах масто-
цитоза атипичные ТК типа 1а веретенообразной 
формы с выростами цитоплазмы содержат зрелые 
секреторные гранулы III типа (рис. 2а, ж). Это оче-
видный морфологический признак более благопри-
ятного течения заболевания и более медленного 
высвобождения протеаз во внеклеточный матрикс.

Атипичные ТК типа 1b
Данный тип клеток менее дифференцирован 

по сравнению с ТК типа 1а. Можно выделить два 
типа таких клеток: гранулярные и гипогрануляр-
ные. В первом случае, клетки могут напоминать 
по строению зрелые формы типичных ТК. Однако 
вытянутая форма ядра и его эксцентричное рас-
положение, а также возможный выраженный по-
лиморфизм гранул указывают на атипичный фе-
нотип ТК (рис. 3). Протеазосодержащие гранулы 
могут быть различных размеров, даже если они 
немногочисленны в цитоплазме (рис. 3е, з). Неко-
торые гранулы имеют аномально большие разме-
ры, что свидетельствует о нарушении механизма 
секреции и выделения специфических протеаз во 
внеклеточный матрикс (рис. 3з, и). В то же время 
наличие обычных гранул в таких клетках компен-
сирует нарушение регуляторного потенциала ТК 
специфическими протеазами. В зависимости от 
течения мастоцитоза соотношение гранулярных 
и гипогранулярных форм ТК изменяется с увели-
чением их общего числа и может свидетельство-
вать о неблагоприятном прогнозе.

В отличие от ТК типа 1а, ТК типа 1б не обра-
зуют значительных по длине выростов цитоплаз-
мы, но могут формировать широкие выступы 
(рис. 3а, к). В то же время наличие перинукле-
арной цитоплазматической области во многих 
гипогранулированных клетках, практически им-
мунонегативной для специфических протеаз ТК, 

свидетельствует об очень активных процессах по-
сттрансляционной модификации специфических 
протеаз в комплексе Гольджи (рис. 3а, в). Такие 
клетки могут составлять большинство ТК в попу-
ляции красного костного мозга при агрессивных 
формах мастоцитоза.

В то же время можно предположить секрецию 
протеаз в гранулярных атипичных ТК типа 1b 
по механизму «kiss and run», при котором зрелые 
гранулы выстраиваются вдоль плазматической 
мембраны, контактируют с ней и формируют се-
лективный транспорт необходимых секреторных 
компонентов (рис. 3б). Гранулы атипичных ТК 
типа 1b чаще всего содержат как триптазу, так и 
химазу. При неагрессивном течении мастоцитоза 
в цитоплазме ТК 1b типа формируются обшир-
ные протеаза-отрицательные зоны, что может 
свидетельствовать о низкой активности секреции 
протеаз во внеклеточный матрикс.

В гипогранулированных атипичных ТК типа 1b 
протеазы диффузно распределены по цитоплаз-
ме, что предполагает активную фрагментарную 
дегрануляцию протеаз во внеклеточный матрикс. 
Стоит отметить, что иммуногистохимическое 
подтверждение микровезикулярного транспорта 
ввиду небольшого размера секреторных образо-
ваний, выделяемых из клетки, является крайне 
сложной задачей (рис. 3г). Гипогранулированные 
клетки достаточно точно дифференцируются на 
триптаза-положительные ТК и ТК, экспрессирую-
щие как триптазу, так и химазу (рис. 3в, г). В не-
которых случаях в гипогранулированных клетках 
наблюдаются отдельные зрелые гранулы, которые 
могут содержать обе протеазы.

Примечательно, что протеазный профиль ати-
пичных ТК типа 1b характеризуется высоким со-
держанием карбоксипептидаз (рис. 3д, ж). Это 
свидетельствует о высоком уровне процессов по-
сттрансляционной модификации белков для кон-
ститутивного экзоцитоза или индуцированной се-
креции. Можно отметить три варианта цитотопо-
графии карбоксипептидаз: преимущественно вне 
гранул, в гранулах и комбинированная локализа-
ция. Скорее всего, это связано со стадией внутри-
клеточного процесса в биогенезе специфических 
протеаз. Наличие небольших програнулярных 
образований, не содержащих карбоксипептидаз, 
при их высокой концентрации в цитоплазме сви-
детельствует об активно протекающем экстра-
гранулярном этапе процессинга специфических 
протеаз (рис. 3д). Локализация карбоксипепти-
даз исключительно в гранулах зрелых ТК может 
свидетельствовать о приостановке модификации 
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Рис. 3. Цитологические особенности распределения протеаз в тучных клетках 1b типа красного костного мозга при мастоцитозе.
Триптазу выявляли мышиными моноклональными антителами к триптазе тучных клеток (AbCam, #ab2378, разведение 1:3000) 
(а-г, з, и) или кроличьими моноклональными антителами к триптазе тучных клеток (AbCam, #ab151757, разведение 1:2000) 
(д-ж), химазу выявляли мышиными моноклональными антителами к химазе тучных клеток (AbCam, #ab2377, разведение 
1:2000) (а-г, к), карбоксипептидазы выявляли с помощью кроличьих антител к карбоксипептидазе A1+A2+B [EPR12087(B)] 
(AbCam, #ab 181146, разведение 1:500) (д-ж); визуализация реализовывалась с помощью флуорохрома Alexa Fluor 488 и Cy3 
(а-ж) и хромогена DAB (з-к). Масштабная линейка 5 мкм для всего макета.
А – большое количество зрелых секреторных гранул в цитоплазме тучной клетки с неравномерной аккумуляцией. Очевидно 
более высокое накопление химазы в секреторных гранулах тучной клетки с заполнением центральной области. 
Б -  четкая локализация протеаза-содержащих гранул в периплазмалеммной и перинуклеарной областях тучной клетки. Трип-
таза  и химаза расположены по периферии гранул III типа.
В – различное содержание специфических протеаз в гипогранулированных тучных клетках. Тучная клетка с высокой экспрес-
сией химазы (указана стрелкой) солокализована с двумя триптаза-позитивными ТК. 
Г – гипогранулированная тучная клетка с эксцентричным положением ядра, с одновременным содержанием специфических 
протеаз в цитоплазме.
Д – гипогранулированная тучная клетка с преимущественной локализацией карбоксипептидаз вне триптаза-позитивных гра-
нул и эксцентричным расположением ядра.
Е – солокализация триптазы и карбоксипептидаз в гранулах тучной клетки с периферическим положением ядра. 
Ж – триптаза-позитивная ТК с высоким содержанием карбоксипептидаз, локализованных как интрагранулярно вместе с трип-
тазой (указано стрелкой), так и экстрагранулярно в цитоплазме. Наблюдается прилежание к другой триптаза-позитивной ТК. 
З – локализация триптазы в различных гранулах, обладающих выраженным полиморфизмом. Около ядра, содержащим хо-
рошо заметное ядрышко,  идентифицируется область цитоплазмы, не заполненная гранулами (предположительно занятая 
комплексом Гольджи). 
И – выраженный полиморфизм триптаза-позитивных тучных гранул в ТК с удлиненным ядром.
К– гипогранулированная химаза-позитивная тучная клетка с эксцентричным расположением ядра и отсутствием зрелых про-
теаза-содержащих гранул III типа.
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протеаз в цитоплазме и локальной модификации 
интрагранулярных протеаз (рис. 3е). Наконец, об-
наружение карбоксипептидаз как в цитоплазме, 
так и внутри зрелых гранул свидетельствует об 
активно протекающем процессе биогенеза гранул 
на всех стадиях процессинга протеаз (рис. 3ж).

Атипичные ТК 2 типа
Атипичные ТК 2-го типа являются морфологи-

ческим признаком прогрессирования мастоци-
тоза. Их отличительной особенностью является 
сегментация ядра (рис. 4). Наблюдалась довольно 
нетипичная форма ядра или его сегментов, обра-

зующая «зубчатость» контуров (рис. 4и). В неко-
торых случаях протеазоположительные ТК имели 
атипичную сегментацию в виде непропорцио-
нально маленьких выростов или имели ядерные 
сегменты разного размера (рис. 4к, л). Размеры 
таких ТК могут значительно отличаться друг от 
друга в диапазоне от 10 до 20 мкм. Также может 
быть различным ядерно-цитоплазматическое со-
отношение - от высокого до низкого. Имея в не-
которых случаях небольшой объем цитоплазмы, 
атипичные ТК 2-го типа содержат очень мелкие 
секреторные гранулы (рис. 4б). Мелкие гранулы 

Рис. 4. Цитотопография протеаз в тучных клетках II типа красного костного мозга при мастоцитозе.
Триптазу выявляли мышиными моноклональными антителами к триптазе тучных клеток (AbCam, #ab2378, разведение 1:3000) 
(д-и) или кроличьими моноклональными антителами к триптазе тучных клеток (AbCam, #ab151757, разведение 1:2000) (a-c), 
химазу выявляли мышиными моноклональными антителами к химазе тучных клеток (AbCam, #ab2377, разведение 1:2000) 
(а, б, к-м), карбоксипептидазы выявляли с помощью кроличьих антител к карбоксипептидазе A1+A2+B [EPR12087(B)] (AbCam, 
#ab 181146, разведение 1:500) (д-е); визуализация реализовывалась с помощью флуорохрома Alexa Fluor 488 и Cy3 (а-е) и 
хромогена DAB (ж-м). Масштабная линейка 5 мкм для всего макета.
A, Б – различные варианты солокализации гипогранулированных тучных клеток с неодинаковой экспрессией триптазы и 
химазы. 
А – крупная двуядерная ТК с одновременной экспрессией триптазы и химазы контактирует с бластными ТК, одна из которых 
содержит только триптазу (вверху), а другая обе протеазы (справа).
Б - крупная триптаза+химаза+ ТК и сегментированным ядром (указано стрелкой) контактирует с двуядерной триптаза-пози-
тивной тучной клеткой, не экспрессирующей химазы. 
В,Г – различные варианты коэкспрессии триптазы и химазы в гипогранулированной (В) и гранулированной (Г) двуядерных 
тучных клетках. 
Д,Е – тучные клетки с высокой (Е) и более низкой (Д) активностью экспрессии триптазы и карбоксипептидаз. 
Ж – контактирование гипогранулированных двуядерных ТК с высокой (справа) и умеренной (слева) экспрессией триптазы. 
Обращают на себя внимание хорошо выраженные ядрышки в ядрах тучной клетки с более низким содержанием протеазы.
З – крупная ТК с хорошо заметными зрелыми триптаза-позитивными гранулами III типа, в ядрах которой находятся крупные 
ядрышки.
И – гипогранулированная триптаза-позитивная ТК с аномальной формой ядер. 
К – гипогранулированная химаза-позитивная тучная клетка с ядрышками в ядрах.  
Л – аномальная форма ядра в химаза-позитивной тучной клетке с небольшим содержанием крупных секреторных гранул. 
М – двуядерная тучная клетка с экспрессией химазы, оформленной в крупные секреторные гранулы. В одном из ядер хорошо 
заметно крупное ядрышко.
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равномерно распределены в цитоплазме, без об-
разования локальных скоплений. Цитоплазма ТК 
может быть иммунопозитивной к триптазе и хи-
мазе не только внутри гранулярных образований 
или гранул, но и между ними. Часто отличающие-
ся по размеру ТК 2-го типа тесно прилегают друг 

к другу (рис. 4а, б). Более того, соседние ТК могут 
отличаться друг от друга по экспрессии специфи-
ческих протеаз. Например, ТК 2-го типа с одно-
временной экспрессией триптазы и химазы могут 
контактировать с ТК, позитивной исключительно 
к триптазе (рис. 4б).

Рис. 5. Протеазы в зрелых тучных клетках красного костного мозга у пациентов с мастоцитозом. 
Триптазу выявляли мышиными моноклональными антителами к триптазе тучных клеток (AbCam, #ab2378, разведение 1:3000) 
(г, д, з) или кроличьими моноклональными антителами к триптазе тучных клеток (AbCam, #ab151757, разведение 1:2000) 
(а-в), химазу выявляли мышиными моноклональными антителами к химазе тучных клеток (AbCam, #ab2377, разведение 
1:2000) (а-в, е, ж), карбоксипептидазы выявляли с помощью кроличьих антител к карбоксипептидазе A1+A2+B [EPR12087(B)] 
(AbCam, #ab 181146, разведение 1:500) (г, д); визуализация реализовывалась с помощью флуорохрома Alexa Fluor 488 и Cy3 
(а-д) и хромогена DAB (е-з). Масштабная линейка 5 мкм для всего макета. 
А – тучная клетка с высоким уровнем экспрессии химазы. Химаза преобладает как по количеству гранул в цитоплазме тучной 
клетки, так и по интрагранулярному содержанию. В гранулах химаза сконцентрирована по периферии (А’).
Б – тучная клетка с примерно равным содержанием триптазы и химазы. Выявляются гранулы с содержанием исключительно 
химазы или триптазы, а также с одновременным содержанием протеаз (Б’). Протеазы локализованы по периферии зрелых 
гранул III типа.
В – тучная клетка с преобладанием триптаза-позитивных гранул, часть из которых подвержена слиянию друг с другом (отме-
чено стрелкой). 
Г – триптаза-позитивная тучная клетка с интра- и экстрагранулярным содержанием карбоксипептидаз. Триптаза локализова-
на исключительно по периферии гранул.
Д – триптаза-позитивная тучная клетка с преимущественной интрагранулярной локализацией карбоксипептидаз в централь-
ной области гранул (Д’).
Е,Ж– цитоплазма тучной клетки заполнена крупными химаза-позитивными гранулами, часть из которых секретируется меха-
низмом экзоцитоза. Видны единичные свободно лежащие секреторные гранулы во внеклеточном матриксе (Е). 
З – триптаза-позитивная тучная клетка с низкой секреторной активностью.
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Кроме того, крупные ТК типа 2 могут воздей-
ствовать и на другие типы ТК, очевидно влияя на 
дальнейшую дифференцировку, экспрессию про-
теаз и секреторную активность (рис. 4а).

Внутрицитоплазматическое распределение 
протеаз может быть практически равномерным. 
Однако незрелые гранулы типа 2 могут быть трех 
вариантов: триптазоположительные, химазопо-
ложительные, а также с одновременным содер-
жанием обеих протеаз (рис. 4в). Двуядерные ТК 
иногда гранулярны и имеют зрелые секреторные 
гранулы с характерной периферической локали-
зацией триптазы и химазы в виде кольца, однако 
их количество может зависеть от специфики за-
болевания (рис. 4г, з, м). Крупные зрелые гранулы 
могут быть представлены в различном количе-
стве, от единичных (рис. 4м) до практически пол-
ного заполнения цитоплазмы (рис. 4з). Несмотря 
на общую высокую экспрессию специфических 
протеаз в гипогранулированных ТК 2-го типа, 
она может варьировать от умеренной до высокой 
(рис. 4ж).

Бинуклеарные клетки, как правило, характе-
ризовались высоким уровнем карбоксипептидаз 
(рис. 4д, е).

Типичные ТК
Типичные зрелые ТК красного костного мозга 

представляли собой хорошо гранулированные, 
крупные клетки, достигавшие размера 15 мкм и 
более. Их ядра, как правило, имели округлую фор-
му и располагались в центре клетки. Специфиче-
ские протеазы формировались в хорошо разли-
чимые гранулы размером около 1 мкм, их коли-
чество было значительно большим, и они могли 
заполнять практически всю цитоплазму (рис. 5).

В зрелых клетках преобладающая интраграну-
лярная локализация специфических протеаз ста-
новилась очевидной. Как правило, и триптаза, и 
химаза располагались по периферии гранулы, что 
ранее было продемонстрировано нами на приме-
ре ТК других органов (рис.5 а’, б’) [5, 6]. В то же 
время в красном костном мозге отмечено суще-
ствование отдельных фенотипов зрелых ТК трех 
вариантов: с преобладанием химазы, преоблада-
нием триптазы или одновременным содержани-
ем специфических протеаз в относительно рав-
ных количествах (рис. 5 а, б, в). Обращает на себя 
внимание характер интрагранулярного распреде-
ления протеаз. В частности, при эпифлуоресцент-
ной микроскопии создается впечатление о боль-
шей площади, занимаемой химазой, по сравне-
нию с триптаза-положительным материалом (рис. 
5 а, б). Карбоксипептидазы были обнаружены как 

внутри гранул, так и вне гранул в цитоплазме ти-
пичных тканевых ТК (рис. 5 г, д).

Иногда протеаза-положительные гранулы ви-
зуализировались опосредованно в специфиче-
ском тканевом микроокружении красного кост-
ного мозга. Это указывает на возможность их 
автономного существования во внеклеточном 
матриксе после секреции, что позволяет реализо-
вать отсроченные регуляторные функции трипта-
зы и химазы.

Заключение
Протеазы ТК являются удобной мишенью для 

молекулярно-морфологического анализа. Выяв-
ление неспецифических протеаз, участвующих в 
процессинге белков ТК, предназначенных для се-
креции, позволяет интерпретировать активность 
и особенности внутриклеточного биогенеза трип-
тазы и химазы. Внутригранулярная локализация 
и секреторные пути специфических протеаз ТК 
зависят от стадии зрелости секреторных гранул. 
Участие специфических протеаз ТК в патогенезе 
мастоцитоза делает целесообразным дальнейшее 
изучение экспрессии триптазы и химазы в зави-
симости от формы заболевания. Для диагности-
ки мастоцитоза необходимо определить профиль 
протеаз ТК красного костного мозга с учетом 
соотношения триптаза-положительных и хима-
за-положительных клеток, а также клеток с одно-
временной экспрессией обеих протеаз.

Каждый тип атипичных ТК при мастоцито-
зе имеет свои цитологические особенности экс-
прессии конкретной протеазы и, соответственно, 
объем ее пула может вносить соразмерный вклад 
в течение заболевания. Солокализация ТК с дру-
гими клетками красного костного мозга важна 
для миелопоэза в красном костном мозге и мо-
жет объяснять биологические эффекты протеаз в 
регуляции локального гомеостаза и селективных 
морфогенетических процессов. Динамические 
характеристики ТК красного костного мозга явля-
ются дополнительной задачей морфологического 
анализа в патологии. Однократная биопсия дает 
представление о выраженности протеаз только 
на определенном этапе развития мастоцитоза: в 
момент взятия биоматериала. Понимание роли 
протеаз на каждом этапе развития заболевания 
расширит диагностические и терапевтические 
возможности не только в отношении основного 
заболевания, но и сопутствующих заболеваний. 
Таким образом, изучение биологических эффек-
тов протеаз в иммуноморфологических исследо-
ваниях расширяет современные представления 
о функциональном потенциале ТК, открывая но-
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вые возможности в диагностике мастоцитоза и 
мониторинге терапии. Экспрессия и секреторные 
механизмы ТК-протеаз могут представлять собой 
перспективную фармакологическую мишень в 
лечении мастоцитоза.

Информация о финансовой поддержке
Инициативная тема: «Молекулярные механизмы 
участия тучных клеток в формировании иммун-
ного и стромального ландшафта специфического 
тканевого микроокружения в норме и патологии 
(онкогенезе, воспалении, фиброзе)».
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