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Рисунок 1. Отек Рейнке голосовых 
складок, двусторонний. 
Эндоларингоскопия
Figure 1. Reinke’s edema of the vocal folds, 
bilateral. Endolaryngoscopy

Рисунок 2. Полип правой голосо-
вой складки. Эндоларингоскопия
Figure 2. Right vocal cord polyp. 
Endolaryngoscopy

Рисунок 3. Узелки голосовых складок. Эндоларингоскопия
Примечание. Слева сформированный узелок, справа симметрич-
но, начало формирования узелка. 
Figure 3. Vocal fold nodules. Endolaryngoscopy 
Note. On the left is a formed nodule, on the right is symmetrical, the begin-
ning of nodule formation. 

ИЛЛЮСТРАЦИИ К СТАТЬЕ «ИММУННЫЙ ФЕНОТИП ТКАНЕЙ ЭКССУДАТИВНЫХ ПОРАЖЕНИЙ ПРОСТРАНСТВА РЕЙНКЕ» (АВТОРЫ: 
КОВАЛЕВ М.А., ДАВЫДОВА Е.В., ЗУРОЧКА А.В. [с. 507-518])
ILLUSTRATIONS FOR THE ARTICLE "IMMUNE PHENOTYPE OF TISSUES FROM EXUDATIVE LESIONS OF REINKE’S SPACE " (AUTHORS: 
KOVALEV M.A., DAVYDOVA E.V., ZUROCHKA A.V. [pp. 507-518])

ИЛЛЮСТРАЦИИ К СТАТЬЕ «ОПЫТ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ NK-КЛЕТОК ЧЕЛОВЕКА С ФИДЕРНЫМИ КЛЕТКАМИ IN VITRO» (АВТОРЫ: ГЕЛЬМ Ю.В., 
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[с. 481-490])
ILLUSTRATIONS FOR THE ARTICLE "IN VITRO EXPERIENCE OF HUMAN NATURAL KILLER CELL CULTURE WITH FEEDER CELLS " (AUTHORS: 
GELM YU.V., PASOVA I.A., GRIVTSOVA L.YU., KONSTANTINOVA T.V., MIKHAYLOVSKY N.V., RYBACHUK V.А., ABAKUSHINA E.V., IVANOV S.A., 
KAPRIN A.D. [pp. 481-490])

Рисунок 1. Культивирование NK-клеток c фидером на 7-е сутки
Примечание. А – клетки онкологического больного с гмK562. Б – клетки 
донора с K562. Увеличение ×400 раз.
Figure 1. Cultivation of NK cells with a feeder to 7th day
Note. A, cancer patient cells with gmK562. B, donor cells with K562. Magnification 
×400.

ИЛЛЮСТРАЦИИ К СТАТЬЕ «ДИНАМИКА ЛОКАЛЬНОГО ЦИТОКИНОВОГО СТАТУСА У ПАЦИЕНТОВ С СИАЛАДЕНОЗОМ ОКОЛОУШНЫХ 
СЛЮННЫХ ЖЕЛЕЗ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ АЛГОРИТМА ЛЕЧЕНИЯ» (АВТОРЫ: СУЛЬТИМОВА Т.Б., КОЗЛОВА М.В., ГАПОНОВ А.М., 
САВЛЕВИЧ Е.Л., КОЗЛОВ И.Г. [с. 527-538])
ILLUSTRATIONS FOR THE ARTICLE "DYNAMICS OF LOCAL CYTOKINE STATUS IN PATIENTS WITH PAROTID SALIVARY GLAND SIALADENOSIS 
DEPENDING ON THE TREATMENT ALGORITHM" (AUTHORS: SULTIMOVA T.B., KOZLOVA M.V., GAPONOV A.M., SAVLEVICH E.L., KOZLOV I.G.  
[pp. 527-538])

Рисунок 1. А – сиалометрия. Б – градуированная пробирка 
с секретом ОУСЖ
Figure 1. A, sialometry. B, graduated tube with the saliva of the parotid 
gland

Рисунок 2. Клиническая картина: А – пациент Л., 62 года, сухость 
красной каймы губ. Б – пациент Н., 58 лет, увеличенная правая 
ОУСЖ
Figure 2. Clinical case: A, patient L., 62 years old, dryness of the lips.  
B, patient N., 58 years old, enlarged right parotid glandА (А)
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CТРЕСС-ИНДУЦИРОВАННЫЕ МОЛЕКУЛЫ MICA И MICB 
В ОНКОЛОГИИ
Столбовая А.Ю.1, 2, 3, Смирнов И.В.1, 2, Самойлович М.П.1, 4

1 ФГБУ «Российский научный центр радиологии и хирургических технологий имени академика А.М. Гранова» 
Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия  
2 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт акушерства, гинекологии и репродуктологии имени 
Д.О. Отта», Санкт-Петербург, Россия  
3 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр имени В.А. Алмазова» Министерства 
здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия  
4 ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный университет», Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Молекулы MICA и MICB, родственные молекулам главного комплекса гистосовместимо-
сти I класса, появляются на мембранах поврежденных, трансформированных или инфицированных 
клеток. Эти гликопротеины связываются с NKG2D рецептором NK-клеток, что приводит к их акти-
вации и проявлению цитотоксической реакции в отношении экспрессирующих MICA и/или MICB 
клеток. Экспрессия лигандов NKG2D рецептора позволяет элиминировать опухолевые и поврежден-
ные клетки. Под действием протеиназ образуются растворимые формы MICA/B белков. Связывание 
растворимых форм лигандов с NKG2D рецепторами вызывает их интернализацию и деградацию, что 
приводит к снижению активности NK-клеток. 

Рост ряда опухолей желудочного-кишечного тракта, поджелудочной железы, печени, почек, лег-
ких, кожи и кровеносной системы сопровождается повышением концентрации растворимых форм 
MICA/B в плазме крови пациентов. Высокая концентрация этих белков ассоциирована с более низ-
кой общей и безрецедивной выживаемостью пациентов. Растворимые формы MICA/B способствуют 
формированию иммуносупрессивного микроокружения опухоли, а повышение их концентрации в 
плазме крови можно рассматривать как индикатор избегания опухолью иммунного надзора. 

Роль белков MICA/B изменяется в процессе канцерогенеза. На ранней стадии формирования опу-
холи эти белки способствуют активации NK-клеток и уничтожению трансформированных клеток, 
а на поздней стадии процесса повышенная продукция их растворимых форм приводит к снижению 
противоопухолевой активности NK-клеток. Стандартные методы лечения онкологических заболе-
ваний, такие как химиотерапия, вызывают повышение плотности молекул MICA/B на клетках опу-
холей. Кроме того, доклинические исследования показывают, что подавление шеддинга MICA/B с 
помощью антител или их производных также способствует усилению противоопухолевой активности 
NK-клеток.

В настоящем обзоре суммированы основные сведения о биологии молекул MICA/B, их экспрес-
сии нормальными и трансформированными клетками, рассмотрена роль этих молекул в противо-
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опухолевом иммунном надзоре, а также приведены сведения о возможности использования MICA/B 
в диагностике и терапии онкологических заболеваний.

Ключевые слова: белки MICA/B, растворимые MICA/B, NKG2D рецептор, NK-клетки, противоопухолевый иммунитет, 
антитела к MICA/B

STRESS-INDUCED MICA AND MICB MOLECULES IN 
ONCOLOGY
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Abstract. MICA and MICB molecules, MHC class I chain-related proteins, are expressed on the membranes 
of damaged, transformed or infected cells. These glycoproteins bind to the NKG2D receptor of NK cells, 
resulting in their activation and cytotoxic response against MICA- and/or MICB-expressing cells. Expression 
of NKG2D receptor ligands allows the elimination of tumor and damaged cells. Soluble forms of MICA/B 
proteins are produced as a result of protein cleavage. Binding of soluble ligands to NKG2D receptors causes 
their internalization and degradation, leading to a decrease in NK cell activity. 

Malignant growth of gastrointestinal tissues, pancreas, liver, kidney, lung, skin, and blood cancers 
is accompanied by increased concentration of soluble MICA/B in blood plasma of the patients. High 
concentrations of these proteins are associated with lower overall and recurrence-free survival in the patients. 
Soluble MICA/B contribute to immunosuppressive tumor microenvironment, and increase in their plasma 
contents is considered an index of tumor escape from the immune surveillance. 

The role of MICA/B protein changes during carcinogenesis is also under studies. At the early stage of tumor 
formation, these proteins contribute to activation of NK cells and elimination of transformed cells, whereas, 
at the later stage of this process, the increased production of its soluble forms leads to a decrease in anti-tumor 
activity of NK cells. Standard cancer treatment, such as chemotherapy, is accompanied by increased density of 
these molecules on the tumor cells. In addition, preclinical studies show that inhibition of MICA/B shedding 
with antibodies or their derivatives may also promote the anti-tumor activity of NK cells.

This review summarizes basic information on the biology of MICA/B molecules, their expression by normal 
and transformed cells, elucidates the role of these molecules in anti-tumor immune surveillance, and provides 
information on the potential use of MICA/B in diagnosis and therapy of malignant diseases.

Keywords: MICA/B, soluble MICA/B, NKG2D, NK cells, antitumor immunity, anti-MICA/B antibody
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Введение
Внешние или внутренние негативные воз-

действия (действие ультрафиолетовой радиации, 
образование активных форм кислорода, механи-
ческое повреждение, ишемия и др.) приводят к 
нарушению метаболизма клетки и накоплению 
неправильно сложенных белков. Это состояние 
называют клеточным стрессом [31]. Аналогич-
ные изменения могут быть вызваны активной 
пролиферацией клеток вследствие их опухолевой 
трансформации [31]. Клетки, находящиеся в со-
стоянии стресса, распознаются и элиминируют-
ся клетками иммунной системы. Важную роль 
в этом процессе играют белки MICA/B, при-

надлежащие суперсемейству белков, подобных 
главному комплексу гистосовместимости I клас-
са (MHC I) [8, 52]. Их экспрессия является сиг-
налом для клеток иммунной системы, запуска-
ющим цитотоксическую реакцию в отношении 
стрессированных клеток [31].

Молекулы MICA/B представляют собой 
трансмембранные гликопротеины, являющиеся 
лигандами для киллинг-активирующего рецепто-
ра NKG2D. Экспрессия NKG2D рецепторов вы-
явлена на NK-, CD8+T-, γδT- и NKT-клетках [38]. 
Система NKG2D рецептор – NKG2D лиганд по-
зволяет клеткам иммунной системы распознавать 
и удалять опухолевые и стрессированные клетки 
вне зависимости от плотности молекул MHC I на 
их мембране [26].

Белки MICA/B циркулируют в крови в рас-
творимой форме. Они образуются в результате 
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протеолитического отщепления (шеддинга) экс-
траклеточной части трансмембранных моле-
кул под действием протеиназ семейств ADAM и 
MMP [76]. Рост опухолей часто сопровождается 
усилением шеддинга молекул MICA/B и возрас-
танием их концентрации в плазме крови [75]. 
Растворимые формы MICA/B, взаимодействуя 
с NKG2D рецепторами, вызывают снижение 
плотности рецепторов на мембране NK-клеток, 
и приводят к десенситизации NK-клеток [35]. 
Увеличение концентрации растворимых MICA/B 
белков в плазме крови у пациентов с онкологиче-
скими заболеваниями рассматривают в качестве 
индикатора ухода опухолей от иммунного над-
зора и высокого риска скоротечности заболева-
ния [108].

Потенциал использования молекул MICA/B в 
диагностике и терапии онкологических заболева-
ний еще только начинает раскрываться исследо-
вателями. Показано, что уровни экспрессии этих 
лигандов в биоптатах опухолей, ассоциирован-
ных с пищеварительным трактом, коррелируют 
с прогнозом выживаемости пациентов. Повыше-
ние концентрации растворимых форм MICA/B в 
плазме крови также связано с негативным про-
гнозом общей и безрецидивной выживаемости 
пациентов с целым рядом онкологических забо-
леваний [108]. В экспериментах in vitro и in vivo 
показано, что повышение плотности молекул 
MICA/B на мембране опухолевых клеток увели-
чивало их чувствительность к цитотоксическо-
му действию NK-клеток [21] даже в тех случаях, 
когда опухолевые клетки приобретали резистент-
ность к Т-клеточной терапии [5].

В настоящем обзоре проанализирована био-
логия молекул MICA/B, их участие в иммуноло-
гических процессах и потенциал использования 
этих белков в диагностике и терапии злокаче-
ственных новообразований.

Структура генов и белковых молекул MICA/B
Локусы генов MIC на коротком плече 6-й хро-

мосоме были впервые описаны в 1994 году двумя 
группами исследователей и названы MHC class I 
chain-related genes (MIC) или Perth beta block 
transcript 11 (PERB11) [8, 52]. Описано 7 членов 
MIC-семейства. Однако только два из них (MICA 
и MICB) имеют функциональные транскрипты, 
остальные пять (MICС-G) являются псевдоге-
нами. Гены MICA и MICB содержат 6 экзонов: 
четыре из них кодируют лидерный пептид и три 
домена экстраклеточной части, один  – транс-
мембранный участок, и еще один  – цитоплаз-
матическую часть белка. Гены MIC характерны 
только для приматов, у других млекопитающих 
описаны функционально похожие, но не гомоло-
гичные им гены [7, 61].

Промоторы генов MICA и MICB содержат 
сайты связывания транскрипционных факторов 
Sp1, AP, HSF1. В промоторе MICB выявлен по-
лиморфизм, который влияет на его транскрипци-
онную активность [72]. Стрессовые воздействия, 
такие как тепловой шок, изменяют активность 
промоторов и, как следствие, экспрессию генов 
MICA/B [90]. Транскрипция генов MIC приводит 
к образованию мРНК длиной около 1400 п.н., на 
основе которых синтезируются полипетиды с мо-
лекулярной массой около 43 кДа [19].

MICA/B, аналогично молекулам MHC I, пред-
ставляют собой трансмембранные гликопроте-
ины, экстраклеточные части которых состоят из 
трех доменов: α1, α2 и α3. Однако в отличие от 
молекул МНС I, MICA/B не ассоциированы с β2-
микроглобулином и не способны презентировать 
пептиды. Ввиду этого их относят к неклассиче-
ским молекулам MHC I класса [33]. Несмотря на 
гомологичное происхождение, сходство амино-
кислотных последовательностей молекул MICA 
и MICB c MHC  I составляет всего около 25%. 
Напротив, сходство аминокислотных последова-
тельностей MICA и MICB составляет 84% [12].

Подобно молекулам MHC  I, гликопротеины 
MICA/B могут быть экспрессированы практиче-
ски любым типом клеток. Отличие состоит в том, 
что структура промоторов обуславливает инду-
цибельный характер их экспрессии. Триггером 
усиления экспрессии выступают стрессирующие 
условия внешнего или внутреннего происхожде-
ния.

Аллельный полиморфизм генов MICA/B
Для молекул MICA/B, как и для классиче-

ских молекул MHC  I, характерен высокий ал-
лельный полиморфизмом. Он проявляется в 
однонуклеотидных заменах. У MICA/B замены 
распределены практически равномерно по всей 
длине их кодирующих последовательностей, 
тогда как в аллельных вариантах MHC  I класса 
они преимущественно локализованы в участ-
ках, отвечающих за связывание презентируемых 
пептидов. В настоящее время описано около 100 
аллелей MICA, кодирующих 79 вариантов этого 
белка, и около 40 аллелей MICB, кодирующих 
26 вариантов этого белка. В европейской попу-
ляции преобладает 4 аллельных варианта MICA 
(MICA*008, MICA*009, MICA*004, MICA*002) и 
1 вариант MICB (MICB*005) [12]. Аминокислот-
ные замены располагаются как в участках, кон-
тактирующих с рецептором NKG2D, так и за их 
пределами. Таким образом, далеко не все замены 
изменяют аффинитет взаимодействия MICA/B с 
NKG2D рецептором [37].

В участках, кодирующих трансмембранную 
часть белка, аллельные варианты генов MICA 
содержат повторы триплета GCT, число которых 
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варьирует от четырех до десяти. Их обозначают 
как A4, A5, A6, A7, A8, A9 и A10. Некоторые из 
них также имеют дополнительный G нуклеотид 
(их обозначают как А5.1), появление которого 
приводит к формированию преждевременного 
стоп-кодона. В результате в белковых молекулах, 
кодируемых такими аллелями, отсутствуют цито-
плазматические домены [28].

Рядом исследователей установлена взаимос-
вязь между полиморфизмом генов MICA и те-
чением вирусных инфекций, а также онколо-
гических заболеваний [19]. Так, гликопротеин 
цитомегаловируса человека UL142 может вызы-
вать уменьшение плотности молекул MICA на 
мембране инфицированных клеток за счет взаи-
модействия с его цитоплазматическим доменом. 
В результате происходит накопление молекул 
MICA внутри клетки, которое влечет за собой 
снижение вероятности распознавания инфици-
рованных клеток NK-клетками. В то же время 
белок MICA*008(A5.1), у которого отсутствует 
цитоплазматический домен, не взаимодейству-
ет с вирусным гликопротеином UL142, что спо-
собствует повышению резистентности хозяина к 
этому вирусу [13, 59, 98, 110]. Эти данные свиде-
тельствуют о том, что некоторые аллельные вари-
анты генов MICA могли возникнуть в результате 
коэволюции приматов и вирусных возбудителей. 
Интересно, что для пациентов с плоскоклеточ-
ным раком ротовой полости наличие этой аллели 
связано с более низким уровнем выживаемости и 
повышенным содержанием растворимой формы 
MICA в плазме крови [86]. Также у носителей ал-
лели MICA*008(A5.1) отмечен повышенный риск 
развития гепатоцеллюлярной карциномы, вы-
званной вирусами гепатита В или С [15]. Таким 
образом, действие естественного отбора относи-
тельно отдельных аллельных вариантов генов мо-
жет быть разнонаправленным, что способствует 
сохранению их разнообразия.

Биологическое значение полиморфной при-
роды MICA/B до конца не выяснено. Упомянутые 
выше гипотезы о возникновении полиморфизма 
MICA в результате коэволюции человека и вирус-
ных возбудителей, а также в результате формиро-
вания механизмов противоопухолевого иммун-
ного надзора, могут объяснить отбор аллельных 
вариантов с достаточно выраженными функцио-
нальными отличиями, такими как отсутствие ци-
топлазматического участка. Наличие вариантов 
генов MICA и MICB, отличающихся друг от друга 
отдельными аминокислотами, они не объясняют. 
Возможно, молекулы MICA/B имеют неизвест-
ные на настоящее время функции, реализация 
которых может объяснить адаптивное значение 
наблюдаемого аллельного полиморфизма. Тем 

не менее разнообразие молекул MICA/B необхо-
димо учитывать при создании диагностических 
систем, основанных на использовании моно-
клональных антител. Полиморфизм MICA также 
может быть причиной отторжения транспланти-
рованных органов. При условии совпадения по 
HLA маркерам, несоответствие между донором и 
реципиентом по аллелям MICA является наибо-
лее частой причиной отторжения трансплантата. 
При этом в плазме крови пациентов обнаружива-
ют антитела к MICA, а сама реакция отторжения 
опосредована системой комплемента [55].

MICA и MICB – лиганды NKG2D-рецептора
Запуск цитотоксического ответа NK-клеток 

определяется балансом сигналов, поступающих 
от ингибирующих и активирующих мембранных 
рецепторов. При взаимодействии со здоровыми 
клетками, сигнал от ингибирующих рецепто-
ров на мембране NK-киллеров преобладает, что 
предотвращает запуск цитотоксических механиз-
мов [113]. Напротив, взаимодействие NK-клеток 
с поврежденными или трансформированными 
клетками приводит к сдвигу этого баланса в сторо-
ну киллинг-активирующих NKG2D-рецепторов, 
высвобождению перфоринов и гранзимов и про-
дукции провоспалительных цитокинов [113].

Рецептор NKG2D (CD314) экспрессирован 
на мембранах CD8+T-, γδT-, NK-, NKT-клеток, 
а также на некоторых субпопуляциях CD4+Т-
лимфоцитов. Он представляет собой трансмем-
бранный гомодимерный гликопротеин II типа, 
экстраклеточная часть которого содержит лекти-
новый домен С типа [12, 51]. Активации только 
NKG2D-рецепторов недостаточно для проявле-
ния клетками цитотоксических свойств и про-
дукции цитокинов NK-клетками. Для запуска 
цитотоксической реакции необходима активация 
костимуляторных молекул 2B4 и NKp46 или на-
личие соответствующего цитокинового окруже-
ния: присутствия IL-2 и IL-15 [12, 51, 68]. Акти-
вированные T-клетки также способны проявлять 
цитотоксическую активность при связывании 
рецептора NKG2D с лигандами, в том числе не-
зависимо от распознавания Т-клеточного рецеп-
тора [51].

Взаимодействие MICA/B с NKG2D-рецепто
рами происходит в их α1 и α2 доменах. Его аф-
финитет (KD  =  0,8-1,0 μM) оказывается выше, 
чем взаимодействие αβТ-клеточного рецептора и 
MHC I с пептидом (KD = 1-90 μM) [82].

Взаимодействие MICA/B и NKG2D-рецептора 
является одним из механизмов, инициирующих 
запуск цитотоксического ответа NK-клеток.

Экспрессия MICA и MICB в клетках
Экспрессия MICA/B может быть выявлена на 

большинстве типов клеток человека. В норме их 
мРНК обнаруживают практически во всех ор-
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ТАБЛИЦА 1. ЭКСПРЕССИЯ ГЕНОВ MICA И MICB (МРНК) В ОРГАНАХ ЧЕЛОВЕКА В НОРМЕ [78]
ТABLE 1. MICA AND MICB MRNA EXPRESSION IN HUMAN BODY [78]

Система органов
Organ systems

Орган
Organs

мРНК MICA*
mRNA MICA*

мРНК MICB*
mRNA MICB*

Пищеварительная система
Digestive system

Желудок
Stomach ++ +

Тощая кишка
Small intestine +++ ++

Подвздошная кишка
Ileum +++ ++

Толстый кишечник
Colon +++ +

Прямая кишка
Rectum +++ +

Печень
Liver + -

Поджелудочная железа
Pancreas + -

Дыхательная система
Respiratory system

Легкие
Lungs +++ ++

Сердечно-сосудистая 
и мышечные системы
Cardiovascular and 
musculoskeletal systems

Сердце
Heart ++ -

Мышцы
Muscles + -

Иммунная система
Immune system

Селезенка
Spleen - ++

Нервная система
Nervous system

Мозг
Brain - -

Фронтальная доля
Frontal lobe - -

Височная доля
Temporal lobe - -

Теменная доля
Parietal lobe - -

Затылочная доля
Occipital lobe - -

Мозжечок
Cerebellum - -

Выделительная система
Excretory system

Мочевой пузырь
Bladder +++ ++

Почки
Kidneys +++ ++

Половая система
Reporductive system

Матка
Uterus +++ +

Шейка матки
Cervix +++ +++

Яичник
Ovary +++ +++

Плацента
Placenta ++ -

Семенники
Testicles +++ +

Простата
Prostate +++ ++

Примечание. «+++» – выраженная, «++» – умеренная, «+» – слабая активность гена по результатам нозерн-блота,  
«-» – отсутствие экспрессии гена.

Note. “+++”; strong, “++”; moderate, “+”, weak gene expression by Northern-blotting; “-”, no gene expression.
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ганах человека, за исключением головного моз-
га (табл. 1) [78]. Молекулы MICA выявляют на 
мембранах клеток эпителия пищеварительной 
(кишечника и желудка, поджелудочной железы, 
печени), дыхательной (бронхи) и выделительной 
(мочевой пузырь, мочеточник) систем, а также 
мембранах трофобласта, тимического эпителия и 
на некоторых клетках стромы красного костного 
мозга [30, 33, 62]. Низкая экспрессия этих бел-
ков обнаружена на клетках иммунной системы 
CD4+T-, CD8+T-, B-лимфоцитах, моноцитах/ма-
крофагах и дендритных клетках [89]. Также MICA 
выявлены на мембранах культивируемых клеток 
эндотелия, фибробластов и кератиноцитов [112]. 
Исследований, посвященных экспрессии моле-
кул MICB, обнаружить не удалось. Возможно, 
это связано с тем, что многие доступные для ис-
следователей моноклональные антитела связы-
вают оба этих антигена, что делает невозможным 
дифференциальную оценку их экспрессии.

Интересно, что в норме клетки эпителия же-
лудка, кишечника, мочевого пузыря, мочеточ-
ников способны к накоплению молекул MICA/B 
в цитоплазме [30]. Многие опухолевые клетки 
также проявляют это свойство, благодаря чему 
могут избегать иммунного надзора со стороны 
NK-клеток [3, 30]. Биологическое значение этой 
особенности для нетрансформированных клеток 
эпителия кишечника не ясно.

Экспрессия MICA/B может быть индуцирова-
на или возрастать под действием стрессирующих 
факторов, таких как вирусная или бактериальная 
инфекция [88], под действием цитокинов  [14], 
при повреждении ДНК [58] или гипертермии [33].

Опухолевая трансформация клеток также мо-
жет сопровождаться возрастанием плотности 
белков MICA/B на их мембране. Культивируемые 
опухолевые клетки человека могут экспрессиро-
вать либо MICA, либо MICB, либо оба этих ли-
ганда одновременно (табл. 2). Преимущественно 
на их мембранах выявляют только MICA. В экс-
периментах с трансфецированными клетками, 
экспрессирующими MICB, показано, что этот 
белок может накапливаться в транс-отделе аппа-
рата Гольджи и поздних эндосомах, лишь на ко-
роткое время появляясь на цитоплазматической 
мембране. Интернализация MICB с клеточной 
мембраны происходит посредством клатрин-
опосредованного или кавеолин-зависимого эн-
доцитоза [3].

Экспрессия белковых молекул MICA/B чаще 
всего повышена на клетках солидных опухо-
лей эпителиального происхождения [35]. Тем не 
менее их наличие показано на культивируемых 
клетках меланомы, глиомы, остеосаркомы и лей-
кемии (табл. 2). Получены данные, свидетель-
ствующие о том, что более дифференцированные 

опухолевые клетки экспрессируют белок MICA 
в большем количестве, по сравнению со слабо 
дифференцированными опухолевыми клетка-
ми [48].

С использованием клеток MDCK была созда-
на модель экспрессии MICA на поляризованных 
эпителиальных клетках. Молекулы, обладающие 
цитоплазматическим доменом, за счет наличия 
тандема из гидрофобных аминокислот (лейцина 
и валина) были локализованы преимущественно 
в базо-латеральной части мембраны. Напротив, 
молекулы MICA*008(А5.1), лишенные цитоплаз-
матического домена, оказывались в апикальной 
мембране клеток. Нарушение поляризации рас-
положения MICA на мембране может приводить 
к снижению иммунного надзора эпителиальных 
клеток со стороны Т- и NK-клеток, присутству-
ющих в субэпительном пространстве [83].

Участие в иммунном надзоре и элиминации 
поврежденных и трансформированных клеток 
обуславливает специфику экспрессии MICA/B. 
Тем не менее на множестве типов клеток в нор-
ме выявляют базовый уровень экспрессии MICA. 
Функциональное значение этого явления не 
ясно. Полное отсутствие молекул MICA/B на 
мембранах клеток головного мозга может быть 
связано с иммуно-привилегированным статусом 
этого органа. Тем не менее данные таблицы  2 
свидетельствуют о том, что опухоли головного 
мозга могут обладать экспрессией этих гликопро-
теинов. Эта особенность может быть использова-
на в диагностических целях, например, для вы-
явления слабодифференцированных опухолевых 
клеток глиобластом [25].

Растворимые формы MICA/B
Молекулы MICA/B могут быть отщепле-

ны с поверхности цитоплазматической мем-
браны (шеддинг) с образованием растворимых 
форм  [3]. Отщепление происходит в домене α3 
экстраклеточного участка. Шеддинг молекул 
MICA могут осуществлять протеиназы ADAM9, 
ADAM10, ADAM17, MMP9 и MMP14. Отще-
пление MICB происходит с участием протеиназ 
ADAM10, ADAM15, ADAM17 и MMP9 [9, 18, 
84]. В α3 домене экстраклеточного участка вы-
явлена последовательность NGTYQT, мутации в 
которой связаны с подавлением шеддинга [93]. 
Эта последовательность присутствует во всех из-
вестных аллельных вариантах белков MICA/B. 
С α3 доменом взаимодействует дисульфидная 
изомераза Erp5, которая образует дисульфидные 
связи между остатками цистеинов в α3 домене, 
что приводит к конформационным изменениям 
и открытию сайта отщепления [46]. Показано, 
что молекулы MICA/B локализуются в богатых 
холестерином кавеолах мембраны при присоеди-
нении остатков пальмитиновой кислоты к двум 
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ТАБЛИЦА 2. ЭКСПРЕССИЯ БЕЛКОВ MICA И MICB ЛИНИЯМИ ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК
TABLE 2. MICA AND MICB PROTEIN EXPRESSION BY TUMOR CELL LINES

Происхождение
Tumor origin

Клетки
Cells MICA* MICB Ссылки

References

Карциномы кишечника
Intestinal carcinomas

HCT116 + [21, 34, 63, 74, 111]

LoVo + [34]

DLD1 + [34]

HT-29 + [111]

HUTU-80 + [111]

Colo205 - [66]

CaCo2 - + [72]

Карциномы печени
Liver carcinomas

HepG2 + [6, 21, 44]

Hep3B - [44]

Huh7 + [44]

Карцинома поджелудочной 
железы
Pancreatic carcinomas

PANC-1 + [54, 103]

Mia-PaCa-2
+ [48]

- [103]

PL12 + [48]

Panc89 + + [18]

PancTu-1 + +/- [18]

MRO87 + [103]

COLO-587 +/- [103]

CAPAN-1 +/- [103]

CAPAN-2 - [103]

MPANC-96 + [103]

HPAF-II + [103]

BxPC3 +/- [80]

PANC-A + [56]

Аденокарцинома легкого
Lung adenocarcinoma

HCC1534 + [54]

A549
+ [63]

- - [58]

H2228 + [63]

Аденокарцинома молочной 
железы
Breast adenocarcinoma

MDA-MB-231 + + [18, 21]

MCF-7 + [63]

Карцинома предстательной 
железы
Prostate carcinoma

DU145 + [81]

PC3 + + [18, 81]

Карцинома шейки матки
Cervical carcinoma

HeLa + [34, 60, 63, 72]

CALO + + [96]

INBL + + [96]

Карцинома почки
Renal carcinoma

786-O + [42]

Ketr-3 + [42]
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цистеинам их цитоплазматического конца [3, 4, 
11]. Туда же происходит привлечение протеазы 
ADAM17, осуществляющей отщепление экстра-
клеточной части молекул [11]. Таким образом, 
происходит усиление эффективности шеддинга 
MICA/B с мембран клеток.

Линии опухолевых клеток различного гисто-
генетического происхождения образуют раство-
римые формы MICA/B (табл. 3). Концентрация 

MICB в ростовых средах опухолевых культур ча-
сто оказывается выше, чем концентрация MICA. 
Интересно, что клеточные культуры остеосарком 
практически не экспрессируют MICB на мембра-
не, а выделяют его в растворимой форме (табл. 2 
и 3).

Молекулы MICA/B могут оказываться в ро-
стовой среде клеточных культур не только в ре-
зультате протеолитического отщепления их экс-

Происхождение
Tumor origin

Клетки
Cells MICA* MICB Ссылки

References

Меланома
Melanoma

A375 + [24]
M8 + [60]

MEL-JUSO + [54]

Остеосаркома
Osteosarcoma

HOS + +/- [104]
U-2-OS + +/- [63, 104]
SaOS-2 + +/- [63, 104]

Промоноцитарная лейкемия
Promonocytic leukemia U937 + [96, 111]

Моноцитарная лейкемия
Monocytic leukemia THP-1 + [96, 111]

Острая лимфобластоидная 
лейкемия
Acute lymphoblastoid leukemia

MOLT-4 - [111]

Трансформированная 
лимфобластоидная линия
Transformed lymphoblastoid 
lineages

BM-15 - [111]

Boleth + [111]

Хроническая миелоидная 
лейкемия
Chronic myeloid leukemia

K562 + + [47, 79]

Множественная миелома
Multiple myeloma U226 +/- [45]

Лейкемия
Leukemia NB4 + [74]

Нейробластома
Neuroblastoma SK-N-SH + [21]

Астроцитома
Astrocytoma U373 + [34]

Глиома
Glioma

T98G + + [27, 63]

A172 + + [27]
U87MG + [63]
U251 - - [63]

Примечание. «+» – молекулы выявлены на мембране клеток в средней или высокой плотности; «+/-» – выявлены 
на мембране в очень низкой плотности; 
«-» – экспрессия не выявлена; пустые ячейки – отсутствие данных; объединенные ячейки MICA/B – использованы 
антитела, связывающие оба белка MICA и MICB.

Note. “+”, molecules detected on the cell membrane at medium or high density; “+/-”, detected on the membrane at very low 
density; “-”, no expression detected; empty boxes – no data; combined boxes MICA/B – antibodies binding both MICA and MICB 
proteins were used.

Таблица 2 (окончание)
Table 2 (continued)
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ТАБЛИЦА 3. КОНЦЕНТРАЦИЯ (пг/мл) РАСТВОРИМЫХ ФОРМ MICA И MICB В КУЛЬТУРАЛЬНЫХ ЖИДКОСТЯХ 
ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК 
TABLE 3. PRODUCTION OF SOLUBLE MICA/B (pg/ml) BY CULTURED CELL LINES

Тип рака
Cancer type

Клеточные линии
Cell lines

Концентрация*
(пг/мл, если не указано иное)

Concentration*
(pg/ml, unless otherwise specified)

Ссылки
References

sMICA sMICB

Карциномы кишечника
Intestinal carcinomas

HCT116

38 [66]
2000 [74]

3000 [76]
10 пг/106 клеток

10 pg/106 cells [41]

HT-29 1500 [76]
CaCo2 600 [73]

Карцинома печени
Liver carcinoma HepG2 1500 [21]

Карцинома 
поджелудочной железы
Pancreatic carcinoma

PANC-1 0 пг/106 клеток
0 pg/106 cells [41]

Panc89 490 700 [18]
PancTu-1 490 250 [18]

Карцинома легкого
Lung carcinoma A549 100 пг/106 клеток

100 pg/106 cells [41]

Аденокарцинома 
молочной железы
Breast adenocarcinoma

MDA-MB-231
600 490 [18]

600 пг/106 клеток
600 pg/106 cells [41]

MCF-7 10 пг/106 клеток
10 pg/106 cells [41]

SKBR3 0 [74]
Карцинома 
предстательной железы
Prostate carcinoma

DU145 135 000 8500 [81]

PC3 < 1000 [76]
0 2100 [18]

Карцинома шейки матки
Cervical carcinoma HeLa

500 [76]
10 пг/106 клеток

10 pg/106 cells [41]

Остеосаркома
Osteosarcoma

HOS 36 1600 [104]
U-2-OS 35 1200 [104]
SaOS-2 42 1700 [104]

Лимфома
Lymphoma

SUDHL-6 50 [40]

KARPAS 42 [40]

RAJI 38 [40]

JEKO-1 90 [40]

MEC-1 30 [40]

Лейкемия
Leukemia NB4 400 [74]

Множественная миелома
Multiple myeloma

SKO-007(J3) < 62,5 3533 [109]

U266 < 62,5 525 [109]

RPMI < 62,5 < 156 [109]

ARP-1 < 62,5 < 156 [109]

Примечание. * – клетки культивировали в стандартных для каждой линии условиях. Пустые ячейки обозначают 
отсутствие данных.
Note. *, сells were cultured under standard conditions for each line. Blank boxes denote the absence of data.
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траклеточной части, но и выводиться в составе 
экзосом. Этот механизм обнаружен у клеток рака 
предстательной железы PC-3 и клеток рака шей-
ки матки HeLa [6, 18].

Усиление шеддинга MICA/B опухолевыми 
клетками имеет два основных последствия. Во-
первых, происходит снижение плотности этих 
лигандов на мембране опухолевых клеток, что 
уменьшает вероятность их распознавания NK-
клетками. Показано, что ингибирование шед-
динга с помощью ингибиторов металлопротеи-
наз приводило к повышению плотности молекул 
MICA на мембране опухолевых клеток и увели-
чению цитотоксической активности NK-клеток 
в отношении них [39, 100]. Во-вторых, раство-
римые формы MICA/B способствуют сниже-
нию активности NK-клеток. Их связывание с 
NKG2D-рецепторами вызывает интернализацию 
рецепторов и деградацию внутри клеток. Это яв-
ление впервые было показано в экспериментах 
in vitro при добавлении рекомбинантного MICA 
в растворимой форме к первичной культуре 
NK-клеток в концентрации 100 нг/мл [35]. Это 
значение существенно превышало уровни рас-
творимой формы MICA, наблюдаемые в куль-
туральных средах опухолевых клеток (табл.  3) и 
периферической крови (табл. 4). Аналогичные 
результаты были получены при добавлении куль-
туральной жидкости от клеток рака предстатель-
ной железы к периферическим мононуклеарным 
клеткам  [81]. Снижение плотности NKG2D-
рецепторов и уменьшение цитотоксических 
свойств NK-клеток было отмечено также при до-
бавлении к ним экзосом, содержавших MICA [6, 
57]. В то же время в ряде исследований не удалось 
подтвердить этот феномен с использованием рас-
творимой формы MICA [18, 74]. Тем не менее у 
пациентов с метастазирующим раком предста-
тельной железы, в крови которых детектировали 
высокую концентрацию растворимых MIC бел-
ков, наблюдают пониженный уровень NKG2D-
рецепторов на мембране NK-клеток  [23]. Воз-
можно, что в опухолевом микроокружении 
концентрация MICA может быть существенно 
выше, чем в периферической крови, что вызыва-
ет локальное снижение активности NK-клеток. 
Исследований, посвященных уровням раствори-
мых лигандов NKG2D-рецептора в опухолевом 
окружении, нам обнаружить не удалось.

Физиологическая роль растворимых форм 
молекул MICA/B в норме не очевидна. Возмож-
но, они препятствуют избыточной активации 
NK-клеток и предотвращают повреждение здо-
ровых участков тканей при инфекциях. Однако 
роль растворимых форм MICA/B при развитии 

онкологических заболеваний отчетливо просле-
живается. Повышение их концентрации в плазме 
крови многие исследователи рассматривают как 
признак ухода опухолевых клеток от иммуноло-
гического надзора, опосредованного клетками, 
несущими NKG2D-рецептор.

Изменение экспрессии MICA/B линиями опухо-
левых клеток

Гипоксия может вызывать снижение уровней 
экспрессии MICA и/или MICB на мембране опу-
холевых клеток, что отражается на их чувстви-
тельности к цитотоксическому действию NK-
клеток. Так, помещение в гипоксические условия 
вызывало снижение плотности молекул MICA 
на мембране клеток остеосарком HOS, U-2-OS 
и SaOS-2. В то же время этот фактор не оказы-
вал влияния на плотность молекул MICB, воз-
можно ввиду низкого уровня экспрессии этого 
лиганда при стандартных условиях культивиро-
вания  [104]. Клетки рака легкого H1339 и пред-
стательной железы DU145 реагировали сниже-
нием плотности молекул MICA/B на мембране в 
ответ на гипоксию [77, 81].

Уровень экспрессии MICA/B клетками опу-
холей может изменяться при повышении тем-
пературы культивирования. Эта реакция обу-
словлена наличием в промоторных областях их 
генов регуляторных элементов ответа на тепло-
вой шок [90]. Активность промоторной области 
гена MICB в большей степени зависит от тем-
пературы, что приводит к более выраженному 
усилению экспрессии именно этого гена в ответ 
на гипертермию [90]. Так, краткосрочная инку-
бация клеток HeLa, аденокарциномы толстой 
кишки человека Colo205 и немелкоклеточного 
рака легкого NCI-H23 при температуре +42  °С 
приводила к усилению экспрессии генов MICA 
и/или MICB [33, 49, 66]. Повышение плотности 
этих лигандов на мембране опухолевых клеток 
сопровождалось увеличением их чувствительно-
сти к цитотоксическому действию натуральных 
киллеров [66].

Рядом исследователей показано усиление экс-
прессии лигандов MICA/B опухолевыми клет-
ками при повреждении их ДНК. Добавление к 
клеткам карциномы легкого А549 агента MG132, 
действие которого приводило к повреждению 
ДНК клеток, вызывало 10-кратное усиление 
транскрипции гена MICB и увеличение плот-
ности белковых молекул на мембране клеток на 
70%. В результате этих изменений клетки А549 
снижали свою резистентность к цитотоксиче-
ской активности натуральных киллеров [58]. Не-
которые опухолевые клетки реагировали повы-
шением уровней экспрессии MICA/B в ответ на 
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облучение. Таким образом вели себя клетки ли-
ний H2228, U-2-OS, U87MG, HeLa и SaOS2. На-
против, клетки линий U251, T98G, A549 и MCF7 
не проявляли этого свойства [63].

Ремоделирование хроматина оказывает суще-
ственное влияние на транскриптом нормальных 
и трансформированных клеток. Гистоновые деа-
цетилазы часто высоко экспрессированы в опу-
холевых клетках [32]. Показано, что низкая экс-
прессия MICA/B клетками карциномы Меркеля 
связана с гипоацетилированием гистонов в про-
моторах их генов [71]. Ингибиторы гистоновых 
деацетилаз (бутират натрия, трихостатин А, вал-
проат натрия) вызывали увеличение экспрессии 
MICA/B в клетках HeLa и HepG2 [105].

Уровни экспрессии MICA/B на опухолевых 
клетках изменяются под действием внешних 
факторов, а увеличение их плотности на мембра-
нах опухолевых клеток сопровождается увеличе-
нием их чувствительности к цитотоксическому 
действию NK-клеток. Это свойство может быть 
использовано для повышения эффективности ле-
чения онкологических заболеваний. Например, 
известно, что локальная гипертермия опухолей 
усиливает действие проводимой химио- или лу-
чевой терапии. По всей видимости, этот эффект 
связан с усилением экспрессии молекул MHC I, 
белков теплового шока (Hsp) и MICA/B опухоле-
выми клетками, что способствовало повышению 
эффективности их распознавания клетками им-
мунной системы [101].

MICA/B как прогностические маркеры при он-
кологических заболеваниях

Роль белков MICA/B в канцерогенезе меняет-
ся на различных его этапах ввиду происходящих 
изменений в балансе между ростом опухоли и про-
тивоопухолевым иммунным ответом. В этом от-
ношении процесс развития опухолей можно раз-
делить на три основных этапа. На первом из них 
происходит эффективное распознавание и унич-
тожение опухолевых клеток клетками иммунной 
системы. На втором этапе наступает состояние 
равновесия между ростом опухоли и противоопу-
холевым ответом. И на третьем этапе наблюдает-
ся уход опухолевых клеток от иммунного контро-
ля, что сопровождается увеличением опухолевой 
массы [24]. Итак, повышение экспрессии белков 
MICA/B опухолевыми клетками на начальном 
этапе роста опухоли, вызванное активной их 
пролиферацией и ремоделированием хромати-
на, способствует их распознаванию и элимина-
ции клетками иммунной системы, прежде всего 
натуральными киллерами. Действие противо-
опухолевого иммунного ответа и гипоксия могут 
приводить к отбору опухолевых клеток, которые 

способны накапливать внутри себя MICA/B, не 
позволяя им появляться на цитоплазматической 
мембране. Это приводит к снижению вероятно-
сти их распознавания NK-клетками. Наконец, 
приобретение способности опухолевых клеток к 
усиленному шеддингу MICA/B способствует не 
только их непосредственному уходу от распозна-
вания NK-клетками, но и снижению активности 
последних. Эти представления во многом опре-
деляют теоретическую основу для интерпретации 
диагностической роли MICA/B.

Гистологические исследования биопсий опу-
холей показали, что молекулы MICA/B были ло-
кализованы либо только на мембране опухолевых 
клеток, либо только в цитоплазматических вези-
кулах, либо и на мембране, и в цитоплазматиче-
ских везикулах одновременно. При этом клетки 
нормальных тканей, окружающих опухоли, не 
экспрессировали эти маркеры [106]. Повышен-
ная экспрессия MICA у больных колоректальной 
карциномой была связана с большей продолжи-
тельностью жизни пациентов c III стадией за-
болевания [94]. Напротив, высокая экспрессия 
этого маркера клетками светлоклеточной кар-
циномы почки была связана с низкой выживае-
мостью пациентов [106]. Экспрессия MICA/B на 
хорошо дифференцированных опухолевых клет-
ках желудка на ранних стадиях ассоциирована с 
положительным прогнозом. На поздних стади-
ях этого заболевания появлялись слабо диффе-
ренцированные опухолевые клетки, которые в 
меньшей степени экспрессировали эти белки. 
При достижении опухолью размеров более 5 см, 
экспрессия MICA/B была связана с негативным 
прогнозом, по сравнению с опухолями меньшего 
размера [70].

Мета-анализ данных о клинической значи-
мости экспрессии молекул MICA/B клетками 
опухолей различного гистогенеза показал от-
сутствие однозначной взаимосвязи между этим 
признаком и прогнозом выживаемости онколо-
гических пациентов в целом. Высокая прогно-
стическая значимость этого параметра отмечена 
для пациентов с опухолями, происходящими из 
органов пищеварительной системы, тогда как 
для пациентов с другими нозологиями она была 
существенно ниже. Причиной низкой прогно-
стической значимости может быть утрата взаи-
мосвязи между уровнями экспрессии лигандов 
опухолевыми клетками и вероятностью их эли-
минации вследствие отсутствия лимфоцитарной 
инфильтрации тканей или внутриклеточной ло-
кализации MICA/B. Эти факторы затрудняют 
однозначную интерпретацию результатов оценки 
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экспрессии MICA/B опухолевыми клетками на 
гистологических срезах [108].

Концентрация растворимых форм MICA/B в 
плазме крови может значительно повышаться у 
пациентов с различными онкологическими за-
болеваниями желудочного-кишечного тракта, 
поджелудочной железы, печени, почек, легких 
и кровеносной системы (табл. 4 и 5). У пациен-
тов с гепатоцеллюлярной карциномой среднее 
значение концентрации растворимого MICA в 
плазме крови было в 5 раз выше по сравнению с 
аналогичным показателем у здоровых волонте-
ров. У отдельных больных уровень этого факто-
ра был выше в 150 раз. При этом выживаемость 
онкологических пациентов с высоким содержа-
нием растворимого MICA в плазме крови была 
достоверно ниже, чем аналогичных пациентов 
с нормальным значением этого показателя [50]. 
Высокое содержание растворимого MICA (более 
305  пг/мл) в крови пациентов с множественной 
миеломой было связано с низким уровнем их об-
щей и безрецидивной выживаемости [69]. Анало-
гичное исследование, проведенное на пациентах 
с меланомой, показало более низкую общую и 
безрецидивную выживаемость пациентов с высо-
ким уровнем растворимого MICB в плазме кро-
ви [99].

Мета-анализ, включавший в себя 13 ис-
следований, подтвердил статистическую до-
стоверность взаимосвязи между повышенным 
уровнем растворимых MICA/B в плазме крови 
и негативным прогнозом выживаемости онко-
логических пациентов c различными нозологи-
ями. Наибольшую ценность данные показатели 
имели для опухолей, происходящих из органов 
пищеварительной системы (рак поджелудочной 
железы, гепатоцеллюлярная карцинома, плоско-
клеточный рак полости рта), меланомы, множе-
ственной миеломы и немелкоклеточного рака 
легких. Стоит отметить, что пороговый уровень 
растворимого MICA, при котором исследователи 
прогнозировали неблагоприятный исход, варьи-
ровал в пределах от 50 пг/мл до 1000 пг/мл при 
различных нозологиях [108].

Некоторые исследователи рассматрива-
ют определение уровней экспрессии MICA/B 
опухолевыми клетками или концентрации их 
растворимых форм в плазме крови как способ 
мониторинга эффективности противоопухоле-
вой терапии. У четырех из шести пациентов с 
В-клеточными лимфомами после завершения 
курса химиотерапии или иммунохимиотерапии 
с применением ритуксимаба отмечено снижение 
концентрации растворимой формы MICA в плаз-
ме крови, что коррелировало с эффективностью 
лечения [2]. У пациентов с аденокарциномой 

поджелудочной железы после резекции опухо-
ли отмечено уменьшение концентрации раство-
римого MICA в плазме крови. Низкое значение 
этого параметра (меньше 290 пг/мл) было ассо-
циировано с более благоприятным исходом опе-
ративного вмешательства [23].

Высказано предложение по использованию 
оценки интенсивности продукции растворимой 
формы MICA опухолевыми клетками для прогно-
зирования эффективности вакцинотерапии он-
кологических заболеваний. Аутологичные клетки 
меланомы, используемые для создания противо-
опухолевых вакцин, продуцировали растворимую 
форму MICA в процессе их культивирования. По-
казано наличие обратной взаимосвязи между ин-
тенсивностью накопления растворимого MICA в 
ростовой среде таких клеток и последующей эф-
фективностью вакцинотерапии [1].

Получены свидетельства, указывающие на то, 
что определение уровней экспрессии MICA/B 
опухолевыми клетками на гистологических сре-
зах биопсий, а также концентраций их раство-
римых форм в плазме крови может быть исполь-
зовано для прогноза эффективности терапии, 
основанной на NK-клетках. Низкие уровни экс-
прессии этих лигандов на мембранах опухолевых 
клеток или высокая концентрация растворимой 
формы MICA в плазме крови, приводили к сни-
жению активности NK-клеток, которые введе-
ны пациентам, и ухудшению их ответа на тера-
пию [16, 17, 39].

Иммуногистохимические исследования экс-
прессии MICA/B на биопсийном материале и 
определение концентраций растворимых форм 
этих лигандов в периферической крови могут 
предоставлять ценную информацию, необхо-
димую для выбора корректной тактики лечения 
пациентов на различных стадиях онкологиче-
ского процесса. В то же время следует отметить, 
что изменения в экспрессии белков MICA/B не 
являются специфической чертой канцерогене-
за и могут быть вызваны рядом других факторов 
(вирусные заболевания, бактериальные инфек-
ции, хроническое воспаление и т.д.). Ввиду этого 
оценка экспрессии MICA/B и концентраций их 
растворимых форм в плазме крови не могут пре-
тендовать на роль самостоятельных прогностиче-
ских маркеров для онкологических заболеваний. 
Тем не менее они могут быть успешно использо-
ваны в комбинации с другими диагностическими 
методами, позволяющими провести оценку со-
стояния пациентов.

Потенциал использования MICA/B и антител к 
ним в противоопухолевой терапии

Усиления противоопухолевой активности NK-
клеток можно достичь путем повышения плот-
ности молекул MICA/B на мембране опухолевых 
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ТАБЛИЦА 4. КОНЦЕНТРАЦИЯ (пг/мл) РАСТВОРИМОГО MICA В КРОВИ ПАЦИЕНТОВ С ОНКОЛОГИЧЕСКИМИ 
ЗАБОЛЕВАНИЯМИ
TABLE 4. SOLUBLE MICA LEVELS (pg/ml) IN BLOOD OF CANCER PATIENTS

Система 
органов

Organ 
systems

Злокачественное 
новообразование

Cancer

Пациенты
Patients

Здоровые 
доноры

Healthy Control p*** Ссылки
References

N* C** N* C**

П
ищ

ев
ар

ит
ел

ьн
ая

 с
ис

те
м

а
D

ig
es

tiv
e 

sy
st

em

Аденокарцинома желудка
Gastric adenocarcinoma

24 42 18 22 0,05 [107]

7 5500 12 800 [76]

Аденокарцинома 
поджелудочной железы
Pancreatic adenocarcinoma

81 (321,3) 43 ≤ 10 0,05 [23]

61 1107
(228) 26 211

(30) 0,002 [103]

35 40 10 50 [20]

459 (58,5) 143 (43,1) ≤ 0,05 [65]

HBV-гепатоклеточная 
карцинома

HBV-hepatocellular 
carcinoma

176 54,1 60 9,6 0,000004 [50]

Гепатоклеточная 
карцинома

Hepatocellular carcinoma
60 (950) [53]

Чешуйчатая карцинома 
полости рта

Oral squamous carcinoma
113 50,2 20 34,2 NS [87]

Карцинома толстого 
кишечника

Colon carcinoma
7 5500 12 800 [76]

Карцинома прямой кишки
Rectum carcinoma 10 6500 12 800 [76]

Ды
ха

те
ль

на
я 

си
ст

ем
а 

R
es

pi
ra

to
ry

 s
ys

te
m

Немелкоклеточный рак 
легкого

Non-small cell lung cancer
207 143,5 207 32,4 0,01 [91]

В
ы

де
ли

те
ль

на
я 

си
ст

ем
а

Ex
cr

et
or

y 
sy

st
em

Карцинома почки
Renal carcinoma 30 198,6 0 [42]
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клеток. Стандартные методы терапии онколо-
гических заболеваний, такие как химиотерапия 
или облучение, вызывают повреждение опухо-
левых клеток, что может приводить к усилению 
экспрессии MICA/B и других лигандов NKG2D-
рецептора на их мембранах. Этот механизм им-
мунного усиления эффективности темозоломи-
да и облучения в отношении различных клеток 
глиобластом показан в экспериментах in  vitro и 
in  vivo [95]. Получены сведения об увеличении 
экспрессии лигандов NKG2D-рецептора, в том 
числе MICA и MICB, на опухолевых клетках эпи-
телиального происхождения или меланомы при 
воздействии циспластина [64], доцетакселя [22] и 
дакарбазина [36]. Однако эффективность распоз-
навания опухолевых клеток NK-клетками может 
снижаться вследствие удаления MICA/B с мем-
браны посредством шеддинга.

Наиболее прямым подходом к увеличению 
плотности MICA/B на мембранах опухолевых 
клеток является комбинированное применение 
ингибиторов гистоновых деацетилаз и ингибито-
ров металлопротеиназ. Деацетилазы способство-

вали усилению экспрессии генов, кодирующих 
MICA/B, а ингибиторы металлопротеиназ замед-
ляли их шеддинг с мембран опухолевых клеток. 
Этот подход действительно приводил к повыше-
нию плотности молекул MICA/B на мембране 
опухолевых клеток и способствовал замедлению 
их роста у мышей, которым переносили активи-
рованные цитокинами натуральные киллеры че-
ловека [39, 100].

Подавление шеддинга посредством низко-
молекулярных ингибиторов протеиназ пред-
ставляется затруднительным ввиду их большого 
количества и разнообразия. Учитывая тот факт, 
что отщепление экстраклеточных участков про-
исходит внутри α3 доменов, имеющих высокое 
сходство у молекул MICA/B области, авторы 
исследования предложили применять для этих 
целей моноклональные антитела. С использо-
ванием рекомбинантного α3 домена MICA в 
качестве иммуногена, было получено три анти-
тела, способных связываться как с MICA, так и 
с MICB, и ингибировать их шеддинг. Показано, 
что введение этих реагентов мышам замедляло 

Система 
органов

Organ 
systems

Злокачественное 
новообразование

Cancer

Пациенты
Patients

Здоровые 
доноры

Healthy Control p*** Ссылки
References

N* C** N* C**

Кр
ов

ь
Bl

oo
d

Острый миелоидный 
лейкоз

Acute myeloid leukemia
14 335 9 34 [73]

Острый 
лимфобластоидный 

лейкоз
Acute lymphoblastoid 

leukemia

2 435 9 34 [73]

Хронический 
миелоидный лейкоз

Chronic myeloid leukemia
4 409 9 34 [73]

Лимфобластная 
неходжкинская лимфома
Lymphoblastic non-Hodgkin’s 

lymphoma

1 924 9 34 [73]

Множественная миелома
Multiple myeloma

40 (1980) 0,001 [45]
97 429 43 230 0,0001 [70]

Ко
ж

а
Sk

in Меланома
Melanoma 108 257,4 50 90,3 0,0005 [67]

Примечание. * – количество пациентов или здоровых доноров в исследовании. ** – приведены значения средних или 
медианы (указаны в скобках). Пустые ячейки обозначают отсутствие данных. *** – p-значение. Уровень статистической 
значимости различий. NS – отсутствие значимых различий.

Note. *, number of patients or healthy donors in the study. **, mean values or medians (in parenthesis) are represented. Blank boxes 
indicate no data. ***, p-value. The level of statistical significance of the differences. NS, no significant differences.

Таблица 4 (окончание)
Table 4 (continued)
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ТАБЛИЦА 5. КОНЦЕНТРАЦИЯ (пг/мл) РАСТВОРИМОГО MICB В ПЛАЗМЕ КРОВИ ПАЦИЕНТОВ ПРИ ОНКОЛОГИЧЕСКИХ 
ЗАБОЛЕВАНИЯХ 
TABLE 5. SOLUBLE MICB LEVELS (pg/ml) IN BLOOD OF CANCER PATIENTS

Система 
органов

Organ 
systems

Злокачественное 
новообразование

Cancer

Пациенты
Patients

Здоровые 
доноры

Healthy control
p*** Ссылки

References

N* C** N* C**

П
ищ

ев
ар

ит
ел

ьн
ая

 с
ис

те
м

а
D

ig
es

tiv
e 

sy
st

em

Аденокарцинома желудка
Gastric adenocarcinoma

24 40 18 18 0,05 [107]

14 (360) < 270 [74]

Карцинома толстого 
кишечника

Colon carcinoma
14 (340) < 270 [74]

Чешуйчатая карцинома 
полости рта

Oral squamous carcinoma
60 23,6 50 21,2 NS [85]

Кр
ов

ь
Bl

oo
d

Острый миелоидный 
лейкоз

Acute myeloid leukemia
14 121 9 10 [73]

Острый 
лимфобластоидный 

лейкоз
Acute lymphoblastoid leu-

kemia

2 185 9 10 [73]

Хронический миелоидный 
лейкоз

Chronic myeloid leukemia
4 207 9 10 [73]

Лимфобластная 
неходжкинская лимфома
Lymphoblastic non-Hodgkin’s 

lymphoma

1 288 9 10 [73]

Ко
ж

а
Sk

in Меланома
Melanoma 125 8600 30 6270 0,0005 [99]

Примечание. См. примечание к таблице 4.
Note. As for Table 4.

прогрессию опухолей, экспрессирующих MICA 
человека [21]. Несмотря на то, что в геноме гры-
зунов отсутствуют гены MIC, NK-клетки мыши 
оказались способны распознавать опухолевые 
клетки, несущие на мембране MICA/B человека, 
благодаря консервативной структуре NKG2D-
рецепторов. Другая группа исследователей неза-
висимо создала панель моноклональных антител 
к MICA/B и также обнаружила среди них реаген-
ты, способные ингибировать шеддинг этих мо-
лекул. Они подтвердили наличие у этих антител 
способности к стимулированию противоопухо-
левой активности NK-клеток in vitro и in vivo [54].

В экспериментах на гуманизированных мы-
шах показано, что моноклональные антитела, 
ингибирующие шеддинг MICA/B, в комбина-
ции с ингибитором гистоновых деацетилаз, были 
способны усиливать цитотоксическую актив-
ность NK-клеток в отношении опухолевых кле-
ток, устойчивых к Т-клеточному ответу [5].

На момент подготовки настоящей публикации 
анонсировано начало первой фазы клинического 
испытания (NCT05117476) препарата CLN- 619 
(Cullinan oncology, США), представляющего гу-
манизированное моноклонально антитело к 
MICA/B. Предполагается изучение его терапев-
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тического действия на пациентах с солидными 
опухолями на поздней стадии в формате моно-
терапии или в комбинации с пембролизумабом.

Исследование эффекта вакцинотерапии на 
примере пациентки с меланомой показало, что 
появление антител к MICA, в результате прове-
денной вакцинотерапии, сопровождалось сни-
жением уровня растворимой формы этого анти-
гена в циркуляции и усилением реактивности 
NK-клеток пациентов за счет восстановления 
экспрессии NKG2D-рецептора на мембранах до 
нормального уровня [43]. Похожие результаты 
были получены с использованием эксперимен-
тальной модели меланомы. Комбинированная 
терапия, направленная против PD-L1 и раство-
римой формы MICA, более эффективно пода-
вляла рост опухолей по сравнению с однонаправ-
ленными методами [10]. Эти результаты дают 
основания полагать, что индукция появления ан-
тител к MICA/B или введение моноклональных 
антител к этим антигенам может иметь позитив-
ный эффект для пациентов с онкологическими 
заболеваниями, получающими традиционную 
терапию.

Еще один подход к увеличению плотности 
MIC лигандов на мембране опухолевых клеток 
предполагает использование фьюжн-белков, со-
стоящих из экстраклеточной части MICA и анти-
генсвязывающей части моноклональных антител, 
специфичных к мембранным маркерам опухоле-
вых клеток. Подобные химерные молекулы были 
созданы на основе антител к CD24, CEA, HER, 
CD20 и VEGFR2. Их добавление в ростовую сре-
ду усиливало противоопухолевую активность на-
туральных киллеров в отношении опухолевых 
клеток [29, 92, 102].

Приведенные данные свидетельствуют о воз-
растающем интересе к молекулам MICA/B в ка-
честве мишеней для терапии злокачественных 

новообразований. Можно ожидать, что подхо-
ды, основанные на использовании специфичных 
антител к молекулам MICA/B, будут иметь ряд 
преимуществ по сравнению со стандартными ме-
тодами терапии на основе антител. Во-первых, 
один и тот же препарат может быть применен к 
широкому спектру онкологических заболеваний 
ввиду того, что экспрессия MICA/B характерна 
для опухолей различного гистогенеза. Во-вторых, 
антитела к MIC могут усиливать противоопухо-
левый иммунный ответ как за счет увеличения 
плотности MICA/B на мембранах опухолевых 
клеток, так и благодаря снижению уровня рас-
творимых форм этих белков в циркуляции и вос-
становления активности NK-клеток. В-третьих, 
связывание антител с опухолевыми клетками 
также может стимулировать NK-клетки к акти-
вации через их Fc-рецепторы, т.е. активировать 
механизмы антитело-опосредованного лизиса 
клеток.

Заключение
Стресс-индуцируемые молекулы MICA/B игра-

ют двойственную роль в противоопухолевом над-
зоре. Концентрация MICA/B белков в крови может 
быть использована в качестве показателя для уточ-
нения прогноза течения онкологического заболе-
вания и мониторинга эффективности терапии.

Антитела к MICA/B имеют широкий спектр 
применения и могут быть использованы как 
для исследования биологии NK-клеток, так и в 
диагностических целях. На настоящее время нет 
опубликованных данных о завершенных клини-
ческих испытаниях антител к MICA/B на паци-
ентах с онкологическими заболеваниями. Тем не 
менее результаты доклинических исследований 
позволяют рассматривать их и как потенциаль-
ные терапевтические средства.
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ВЛИЯНИЕ ТАБАЧНОГО ДЫМА И НИКОТИНА НА 
ИММУННЫЙ ОТВЕТ ПРИ ТУБЕРКУЛЕЗЕ И ДРУГИХ 
ЗАБОЛЕВАНИЯХ ЛЕГКИХ
Чумоватов Н.В., Еремеев В.В., Эргешов А.Э.
ФГБНУ «Центральный научно-исследовательский институт туберкулеза», Москва, Россия

Резюме. Проблема курения, как и заболеваемость туберкулезом, существует уже длительное время. 
Последние данные ВОЗ указывают на гибель 1,3 миллионов человек от туберкулеза и 7 миллионов от 
курения ежегодно. Табачный дым содержит множество вредных химических веществ, включая окись 
углерода, никотин, оксиды азота и кадмий. Ряд исследований свидетельствуют о высокой распростра-
ненности курения среди больных туберкулезом. В большинстве случаев заражение микобактериями 
туберкулеза не приводит к развитию активного заболевания вследствие развития сбалансированно-
го, гомеостатического иммунного ответа. Ключевыми компонентами защиты служат воспалитель-
ные реакции, направленные на сдерживание роста патогена, его секвестрацию и окончательную 
элиминацию. В то же время избыточный или неадекватный иммунный ответ способен приводить 
к расплавлению гранулемы, повреждению тканей и, как следствие, увеличению сроков излечения 
и инвалидизации перенесших туберкулез ввиду снижения дыхательной функции легких. Наряду с 
провоспалительными, в организме хозяина синтезируются антивоспалительные медиаторы, которые 
способны положительно или отрицательно влиять на течение заболевания в зависимости от места и 
времени их появления. Баланс между про- и антивоспалительными медиаторами по времени и уров-
ню экспрессии играет важнейшую роль в определении исхода инфекции. В нашем обзоре мы рассма-
триваем влияние табачного дыма на различные составляющие иммунной системы человека, а также 
на течение и исход туберкулеза и других заболеваний легких. Кроме того, мы хотели бы заострить 
внимание читателя на необходимости корректировки патогенетической терапии бронхолегочных 
заболеваний с учетом курительных привычек больного. Курение табака является одной из главных 
причин тяжелого течения многих инфекционных и неинфекционных заболеваний, в том числе брон-
холегочной системы. Продукты распада сигаретного дыма нарушают работу мерцательного эпителия 
дыхательных путей, продукцию слизистого компонента в бронхах и снижают эффективность систе-
мы сурфактанта. Это негативно сказывается на работе защитных механизмов дыхательной системы 
человека. Стоит отметить, что табачный дым оказывает и системное воздействие на иммунную систе-
му. Накапливаются данные об ассоциации продолжительности воздействия табачного дыма с рядом 
неблагоприятных клинических характеристик туберкулеза, такими как массивность инфицирования, 
тяжесть течения, время абацилирования, реактивация, исход лечения и смертность. В то же время 
эпидемиологические исследования способны выявить ассоциации, но не позволяют определить при-
чинно-следственные связи. 

Ключевые слова: табак, никотин, туберкулез, иммунный ответ, заболевания легких, микобактерии
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EFFECT OF TOBACCO SMOKE AND NICOTINE ON IMMUNE 
RESPONSE IN TUBERCULOSIS INFECTION AND OTHER LUNG 
DISEASES
Chumovatov N.V., Eremeev V.V., Ergeshov A.E.
Central Research Institute of Tuberculosis, Moscow, Russian Federation

Abstract. The problem of smoking, as well as incidence of tuberculosis, has existed for a long time. The 
latest WHO data indicate that 1.3 million people die from tuberculosis, and another 7 millions die from 
smoking every year. Tobacco smoke contains many harmful chemicals, including carbon monoxide, nicotine, 
nitrogen oxides, and cadmium. A number of studies indicate a high prevalence of smoking among patients 
with tuberculosis. In most cases, infection with Mycobacterium tuberculosis does not lead to active disease, 
due to the development of a balanced, homeostatic immune response. The key protective components are 
inflammatory responses aimed at inhibition of the pathogen growth, its sequestration and final elimination. At 
the same time, excessive or inadequate immune response may lead to granuloma destruction, tissue damage 
and, as a result, prolonged duration of treatment due to decreased respiratory function of the lungs. Along with 
pro-inflammatory mediators, anti-inflammatory mediators are synthesized in the host organism, which can 
positively or negatively affect the course of disease, depending on the place and time of their production. The 
balance between pro-and anti-inflammatory mediators in terms of time and expression level plays a crucial role 
in determining the outcome of infection. In our review, we consider the impact of tobacco smoke on various 
components of the human immune system, as well as upon the course and outcome of tuberculosis and other lung 
diseases. In addition, we would like to draw the reader’s attention to the need of adjusting pathogenetic therapy 
of bronchopulmonary diseases, taking into account the patient’s smoking habits. Tobacco smoking is one of 
the main causes of the severe course of many infectious and non-infectious diseases of the bronchopulmonary 
system. The decay products of cigarette smoke disrupt the functioning of the ciliated epithelium of respiratory 
tract, the production of the mucous component in the bronchi, and reduce the effectiveness of the surfactant 
system. These negative events interfere with protective mechanisms of the human respiratory system. It is worth 
of note that tobacco smoke also exerts a systemic effect on the immune system. Data are accumulating on the 
association between the terms of exposure to tobacco smoke, and a range of adverse tunerculosis manifestations, 
such as extent of infection, severity of course, reactivation, treatment outcome, and mortality. At the same 
time, epidemiological studies are able to reveal the associations, but they do not allow us to determine exact 
causal relationships.

Keywords: tobacco, nicotine, tuberculosis, immune response, lung diseases, mycobacteria

У большинства людей заражение микобакте-
риями туберкулеза (МБТ) не приводит к разви-
тию активного заболевания вследствие развития 
сбалансированного, гомеостатического иммун-
ного ответа. Ключевыми компонентами защиты 
служат воспалительные реакции, направленные 
на сдерживание роста патогена, его секвестра-
цию и окончательную элиминацию. В то же вре-
мя избыточный или неадекватный иммунный 
ответ способен приводить к расплавлению гра-
нулемы, повреждению тканей и, как следствие, 
увеличению сроков излечения и инвалидизации 
перенесших туберкулез (ТБ) ввиду снижения 
дыхательной функции легких. Наряду с провос-
палительными, в организме хозяина синтезиру-
ются антивоспалительные медиаторы, которые 
способны положительно или отрицательно вли-
ять на течение заболевания в зависимости от ме-
ста и времени их появления. Баланс между про- и 
антивоспалительными медиаторами по времени 

и уровню экспрессии играет важнейшую роль в 
определении исхода инфекции. Интересно отме-
тить, что M. tuberculosis способна манипулировать 
обеими ветвями иммунного ответа, подстраивая 
микроокружение в организме хозяина к соб-
ственной выгоде. В нашем обзоре мы рассматри-
ваем влияние табачного дыма (ТД) на различные 
составляющие иммунной системы человека, а 
также на течение и исход ТБ и других заболева-
ний легких. Кроме того, мы хотели бы заострить 
внимание на необходимости корректировки па-
тогенетической терапии бронхолегочных заболе-
ваний с учетом курительных привычек больного. 

Курение табака является одной из главных 
причин тяжелого течения многих инфекционных 
и неинфекционных заболеваний, в том числе 
бронхолегочной системы. Продукты распада си-
гаретного дыма нарушают работу мерцательного 
эпителия дыхательных путей, продукцию слизи-
стого компонента в бронхах и снижают эффек-
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тивность системы сурфактанта. Это негативно 
сказывается на работе защитных механизмов ды-
хательной системы человека. Стоит отметить, что 
табачный дым оказывает и системное воздействие 
на иммунную систему. Накапливаются данные об 
ассоциации продолжительности воздействия ТД 
с рядом неблагоприятных клинических характе-
ристик ТБ, такими как массивность инфициро-
вания, тяжесть течения, время абацилирования, 
реактивация, исход лечения и смертность [65]. 
В то же время эпидемиологические исследования 
способны выявить ассоциации, но не позволя-
ют определить причинно-следственные связи. 
С этой целью проведен целый ряд клинических 
и экспериментальных исследований in vivo и in 
vitro, направленных на изучение влияния ТД на 
иммунный статус человека и животных. 

Взаимосвязь курения табака и развития тубер-
кулезной инфекции

Проблема курения, как и заболеваемость ТБ, 
существует уже длительное время. Последние 
данные ВОЗ указывают на гибель 1,3 миллионов 
человек от ТБ и 7 миллионов от курения ежегод-
но [68, 69]. Курение сигарет широко распростра-
нено во всем мире. Установлено, что примерно 
треть взрослого населения курит табак [20]. ТД 
содержит множество вредных химических ве-
ществ, включая окись углерода, никотин, оксиды 
азота и кадмий [47]. Примечательно, что в стра-
нах с высоким уровнем заболеваемости ТБ, как 
правило, также наблюдается повышенная доля 
курильщиков [3]. Ряд исследований свидетель-
ствуют о высокой распространенности курения 
среди больных туберкулезом [10, 19, 51]. При-
чиной высокой смертности является неуклон-
ный рост заболеваемости ТБ с множественной и 
широкой лекарственной устойчивостью (МЛУ/
ШЛУ) микобактерий ТБ (МБТ) и низкая эф-
фективность лечения этой категории пациентов. 
При множественной лекарственной устойчиво-
сти возбудителя эффективность лечения в мире 
составляет 48%, при широкой лекарственной 
устойчивости – 34% [21], а в Российской Федера-
ции клиническое излечение туберкулеза c МЛУ 
МБТ регистрируется у 37,7% больных. Имеются 
данные о том, что ТД является фактором риска 
развития туберкулеза, способствующим прогрес-
сированию активного специфического процес-
са и усугубляющим тяжесть заболевания [6, 53]. 
Кроме того, ряд исследований свидетельствует о 
неблагоприятных результатах лечения туберку-
лезной инфекции и формировании лекарствен-
ной устойчивости МБТ в связи с курением си-
гарет [33, 67]. Метаанализ данных о взаимосвязи 
курения и эффективности лечения туберкулез-
ной инфекции показал, что среди 47 770 боль-
ных ТБ курильщиками являлись 33%. При этом  

среди пациентов с неудовлетворительными ре-
зультатами лечения ТБ оказалось на 50% куриль-
щиков больше, чем среди пациентов с успешным 
лечением ТБ [11]. Помимо этого, пассивное ку-
рение также является фактором риска заражения 
МБТ и развития туберкулезного процесса [22].

Влияние ТД и его компонентов на экспрессию 
маркеров воспаления 

Никотин, очевидно, является наиболее извест-
ным и изученным компонентом ТД. Поскольку 
никотин оказывает супрессорное воздействие 
на иммунную систему, резонно предположить, 
что никотин способствует развитию ТБ. Так, ря-
дом авторов показано, что никотин подавляет 
продукцию IL-12, TNF и IFNγ [42], функцию 
и пролиферацию эффекторных Т-клеток [57], 
продукцию антимикробного пептида кателици-
дина [46], активацию TH1 дендритными клет-
ками  [46], формирование гранулем [35] и апоп-
тоз [72]. С другой стороны, никотин активирует 
иммуносупрессивные холинэргические каска-
ды [56] и усиливает иммуносупрессорную актив-
ность регуляторных Т-клеток [64].

Курение влияет на выработку многих иммун-
ных или воспалительных медиаторов, включая 
как провоспалительные, так и противовоспали-
тельные цитокины [12, 18, 24, 36]. Известно, что 
курение влияет и на врожденный, и на адаптив-
ный иммунитет человека [45]. У курильщиков 
нарушен местный иммунитет в легких, и в целом 
они более восприимчивы к легочным инфек-
циям [28]. Вдыхание ТД приводит к снижению 
фагоцитарной активности макрофагов, а также 
их способности сдерживать внутриклеточный 
рост микобактерий, ослаблению продукции ци-
токинов и хемокинов, а также сдвигу клеточной 
гибели макрофагов от апоптоза к некрозу [2, 29, 
40, 52]. Установлено также, что курение табака 
влияет на экспрессию регуляторных микроРНК. 
Так, например, Graff J. и соавт. [23] обнаружили 
снижение экспрессии miR-452 в макрофагах ку-
рильщиков. В свою очередь, miR-452 подавля-
ет транскрипцию MMP12 – важного медиатора 
связанных с курением заболеваний. В то же вре-
мя имеются данные, что негативное влияние ку-
рения сигарет на иммунную систему ослабевает в 
течение шести недель после прекращения куре-
ния [1, 26].

Воспалительная реакция является главным 
защитным механизмом при проникновении раз-
личных инфекционных агентов и токсических 
веществ. Продукты, содержащиеся в ТД, посту-
пают в бронхолегочную систему человека, что 
приводит к длительной выработке ряда факторов 
воспаления. Forsslund H. и соавт. проанализиро-
вали фенотипы Т-клеток в бронхоальвеолярном 
лаваже (БАЛ) и периферической крови 40 неку-



458

Chumovatov N.V. et al.
Чумоватов Н.В. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

рящих, 40 курильщиков с нормальной функцией 
легких и 38 пациентов с хронической обструктив-
ной болезнью легких (ХОБЛ) [17]. Было установ-
лено, что процент CD8+Т-клеток в БАЛ курящих 
пациентов выше, чем у некурящих. При этом 
процентное содержание CD4+Т-клеток как в 
БАЛ, так и в крови курильщиков было ниже, чем 
у некурящих [17]. Исследование Zhang M.Q. и 
соавт. указывает, что циркуляция Т-хелперов на-
рушена у пациентов с ХОБЛ по сравнению с не-
курящими [73]. В исследовании Vargas-Rojas M.I. 
и соавт. продемонстрировано, что процент Th17 
в циркулирующих Т-клеточных подмножествах у 
пациентов с ХОБЛ был выше, чем у нынешних 
курильщиков без ХОБЛ и у здоровых людей, в 
то время как процент Тh1 также был увеличен 
у пациентов с ХОБЛ и нынешних курильщиков 
без ХОБЛ [63]. В Китае было проведено иссле-
дование на мышах, подвергнутых хроническому 
воздействию табачного дыма. У них наблюдалось 
увеличение подмножества Th17, сопровождаю-
щееся повышением содержания цитокинов IL-6, 
IL-17A и IL-23 в легочной ткани и перифериче-
ской крови [66]. В другом исследовании изучали 
клетки БАЛ от мышей, которые подвергались 
воздействию табачного дыма в течение не менее 
шести месяцев. Анализ показал, что обработка 
табачным дымом ведет к повышению содержа-
ния клеток Th1 и Th17 в БАЛ мышей [25].

Альвеолярные макрофаги
Изучение альвеолярных макрофагов на фоне 

курения табака привлекает внимание ученых во 
всем мире. Многие исследования указывают, что 
курильщики имеют больше альвеолярных ма-
крофагов, чем некурящие, но эти макрофаги об-
ладают пониженной функциональностью [41]. 
Seónadh M. и соавт. проводили сравнение альве-
олярных макрофагов курильщиков и некурящих. 
Количество АМ у курильщиков было значитель-
но больше (fold change < 13) (> 40 × 104 кл/мл) и 
наблюдалась тенденция к увеличению спонтан-
ной гибели клеток макрофагов у курильщиков и 
бывших курильщиков по сравнению с некурящи-
ми (> 20%). Также наблюдали тенденцию к уве-
личению внутриклеточной выживаемости МБТ 
(H37Ra) в АМ курильщиков по сравнению с не-
курящими [40].

Альвеолярные макрофаги курильщиков, ин-
фицированные микобактериями туберкулеза, 
имеют нарушенные цитокиновые реакции по 
сравнению с некурящими. После инфицирова-
ния МБТ АМ у некурящих выделяли достоверно 
больше TNF (> 1000 пг/мл) и IL-1β (> 10 пг/мл) 
по сравнению с неинфицированными макрофа-
гами (p  <  0,05). Макрофаги от курильщиков и 
бывших курильщиков, однако, не смогли выде-
лить значительно больше TNF, IFNγ или IL-1β в 

ответ на МБТ-инфекцию по сравнению с неин-
фицированными клетками [40]. Исходя из этого, 
можно сделать вывод, что альвеолярные макро-
фаги играют важную роль в длительном воспали-
тельном ответе при контакте с табачным дымом и 
их изучение является весьма актуальным.

Фактор некроза опухоли 
TNF играет значимую роль в иммунном ответе 

на МБТ-инфекцию [15, 16]. TNF является важ-
ным цитокином, участвующим в воспалительных 
процессах, выживании клеток, росте и диффе-
ренцировке, а также в апоптозе [50]. TNF уча-
ствует в управлении воспалительными заболе-
ваниями дыхательных путей, и существует связь 
между ХОБЛ и TNF [54]. Существуют исследова-
ния, указывающие на повышенную продукцию 
TNFα при поступлении компонентов табачного 
дыма в организм. В одном исследовании было 
обнаружено, что концентрация TNF значитель-
но повышена у пациентов с ХОБЛ (6,97 пг/ мл) по 
сравнению с контролем (5,3 ПГ/мл) [71]. В дру-
гом исследовании сообщается, что курильщики, 
выкуривавшие более одной пачки сигарет в день, 
имели более высокий уровень сывороточного 
TNF, чем те, кто курил менее одной пачки сига-
рет в день [43].

Нейтрофилы в мокроте
С точки зрения определения воспалительных 

биомаркеров мокрота почти так же пригодна, как 
БАЛ или биопсия легкого, а ее сбор относитель-
но безопасен и не требует больших усилий [70]. 
Имеется несколько исследований, которые пока-
зывают, что количество нейтрофилов в мокроте 
связано с респираторными заболеваниями, таки-
ми как ХОБЛ, бронхиальная астма и хрониче-
ский фиброз [9, 59, 70]. Однако было обнаруже-
но, что уровень нейтрофилов в мокроте остается 
повышенным или даже увеличивается после пре-
кращения курения и остается таковым даже через 
несколько месяцев или лет. Предполагается, что 
связанное с курением воспаление дыхательных 
путей сохраняется в течение значительного пери-
ода времени [33].

CD8
Maeno T. и соавт. показали, что IP-10 из CD8+ 

способствуют выработке макрофагальной эла-
стазы, способствуя фрагментации эластина и по-
вреждению легких [34]. Исследование Nadigel J. 
и соавт. продемонстрировало, что CD8+Т-клетки 
служат ключевым медиатором возникновения 
ХОБЛ. Установлено, что CD8+Т-клетки либо 
из легочной ткани больных ХОБЛ, либо под-
вергшиеся воздействию сигаретного дыма экс-
прессировали больше белков TLR4 и TLR9 по 
сравнению с группой контроля [38]. В исследо-
вании, связанном с возникновением эмфиземы у 
мышей, показано, что сигаретный дым не только 
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увеличивает процент IL-21+Th17-лимфоцитов 
IL- 21Р+CD8+Т-клетки в крови, но также усили-
вает экспрессию IL-17 и IL-21, которые в свою 
очередь повышали уровень перфорина и гран-
зима в CD8+Т-клетки, указывающие на цито-
токсическую функцию CD8+Т-клетки, которые 
могут регулироваться Th17-клетками при эмфи-
земе [14].

Регуляторные Т-лимфоциты
Эпидемиологические исследования показа-

ли, что воздействие дыма связано с дисбалансом 
Т-регуляторных клеток (TREGS) у пациентов 
с ХОБЛ или курильщиков. Barcelo B. и др. со-
общали о значительном снижении регуляции 
CD4+CD25+Т-регуляторных клеток в БАЛ боль-
ных ХОБЛ по сравнению со здоровыми куриль-
щиками [4]. В ряде других исследований анализ 
БАЛ у курильщиков и больных ХОБЛ показал, 
что процент CD4+CD25+Tregs был увеличен по 
сравнению со здоровыми некурящими людь-
ми [48, 49, 55]. Более того, распространенность 
CD4+FoxP3+Treg-клеток также была выше в ле-
гочной ткани и периферической крови у пациен-
тов с ХОБЛ по сравнению с некурящими [44, 63]. 
Исследование Hou J., Sun Y.C. и соавт. показало, 
что у пациентов с ХОБЛ был более низкий про-
цент супрессивных TREGS, но более высокий 
процент клеток FrIII по сравнению со здоровыми 
курильщиками, хотя частоты трех подмножеств 
TREGS были все увеличены у курильщиков по 
сравнению с некурящими, что говорит о том, что 
дисбаланс регуляторных Т-лимфоцитов оказыва-
ет влияние на патогенез ХОБЛ [30].

Клетки памяти
Лимфоциты памяти играют важную роль в 

иммунной защите человека. Предыдущие иссле-
дования показали, что курение табака, повыша-
ет количество Т-клеток памяти (CD3+CD45RO+, 
CD4+CD45RO+) и В-клеток памяти [7,  13,  39]. 
Brandsma C.A. и соавт. указывают, что активное 
курение у пациентов с ХОБЛ также индуциро-
вало высокий уровень В-клеток памяти IgG+ в 
легких [8]. Однако Vardavas  C.I. и др. отмети-
ли противоположное влияние курения табака 
на Т-клетки памяти человека. Была обнаруже-
на значимая корреляция пассивного курения 
со сниженными частотами CD3+CD45RO+ и 
CD4+CD45RO+Т-клеток памяти в крови детей, 
сопровождающиеся повышенным процентом 
CD3+ и CD4+CD45RA+Т-клеток [62]. Qiu F. и 

соавт. сделали предположение, что противоре-
чивая роль сигаретного дыма в циркулирующих 
Т-клетках памяти взрослых и детей, возможно, 
обусловлена незрелой иммунной системой у де-
тей, которая отличается от взрослых [45].

Окислительный стресс
Окислительный стресс и вызываемые им эф-

фекты, такие как перекисное окисление липи-
дов, участвуют в ряде заболеваний, связанных с 
курением, включая атеросклероз, рак, инфекци-
онные болезни и ХОБЛ [5]. Кроме того, хрониче-
ское воспаление, связанное с этими заболевани-
ями, также вызывает окислительный стресс [58]. 
Доклад хирургического общества США за 2014 
год указывает на окислительный стресс среди 
других ключевых механизмов, лежащих в основе 
всех основных заболеваний, связанных с курени-
ем [60]. В течение многих лет 8-iso-PGF2a счи-
тался золотым стандартом для выявления окис-
лительного стресса [37]. Недавний метаанализ 
более чем 200 публикаций показал, что курение 
табака вызывает небольшое увеличение свобод-
ного 8-изо-PGF2a, который считается высоким 
уровнем окислительного повреждения [61]. Су-
ществует мнение, что ISO-PGF2a, как маркер 
окислительного стресса, является ценным пока-
зателем в установлении диагноза и оценки про-
грессирования заболевания из-за окислительно-
го стресса [31].

Заключение
Таким образом, можно сделать вывод, что со 

временем у пациентов с длительным стажем куре-
ния наблюдается стойкое повышение уровня мар-
керов воспалительного процесса, которые под
держиваются постоянным поступлением вредных 
веществ вместе с табачным дымом. При этом им-
мунный ответ на проникновение инфекционных 
агентов, в том числе туберкулезной инфекции, 
ослабевает. Экспертное мнение единодушно под-
держивает тот факт, что отказ от курения является 
лучшим способом снижения риска заболеваний, 
связанных с сигаретным дымом, включая ХОБЛ, 
сердечно-сосудистые заболевания и рак легких. 
Курильщики, бросившие курить в возрасте 25-34 
лет, не отличаются по продолжительности жизни 
от тех, кто никогда не курил [27].

Список литературы / References
1.	 Arcavi L., Benowitz N.L. Cigarette smoking and infection. Arch. Intern. Med., 2004, Vol. 164, no. 20,  

pp. 2206-2216.
2.	 Aryanpur M., Mortaz E., Masjedi M.R., Tabarsi P., Garssen J., Adcock I.M., Mozafarian A., Sharifi H. Reduced 

phagocytic capacity of blood monocyte/macrophages in tuberculosis patients is further reduced by smoking. Iran J. 
Allergy Asthma Immunol., 2016, Vol. 15, no. 3, pp. 174-182.



460

Chumovatov N.V. et al.
Чумоватов Н.В. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

3.	 Bai X., Stitzel J.A., Bai A., Zambrano C.A., Phillips M., Marrack P., Chan E.D. Nicotine impairs macrophage 
control of Mycobacterium tuberculosis. Am. J. Respir. Cell Mol. Biol., 2017, Vol. 57, no. 3, pp. 324-333.

4.	 Barceló B., Pons J., Ferrer J.M., Sauleda J., Fuster A., Agusti A.G. Phenotypic characterisation of T-lymphocytes 
in COPD: abnormal CD4+CD25+ regulatory T-lymphocyte response to tobacco smoking. Eur. Respir. J., 2008, 
Vol. 31, no. 3, pp. 555-562.

5.	 Barrera G. Oxidative stress and lipid peroxidation products in cancer progression and therapy. ISRN Oncol., 
2012, Vol. 2012, 137289. doi: 10.5402/2012/137289. 

6.	 Bates M.N., Khalakdina A., Pai M., Chang L., Lessa F., Smith K.R. Risk of tuberculosis from exposure to 
tobacco smoke: a systematic review and meta-analysis. Arch. Intern. Med., 2007, Vol. 167, no. 4, pp. 335-342.

7.	 Brandsma C.A., Hylkema M.N., Geerlings M., van Geffen W.H., Postma D.S., Timens W., Kerstjens H.A. 
Increased levels of (class switched) memory B cells in peripheral blood of current smokers. Respir. Res. 2009, Vol. 10, 
no. 1, 108. doi: 10.1186/1465-9921-10-108.

8.	 Brandsma C.A., Kerstjens H.A.M., van Geffen W.H., Geerlings M., Postma D.S., Hylkema M.N., Timens W. 
Differential switching to IgG and IgA in active smoking COPD patients and healthy controls. Eur. Respir J., 2012, 
Vol. 40, no. 2, pp. 313-321.

9.	 Brindicci C., Ito K., Resta O., Pride N.B., Barnes P.J., Kharitonov S.A. Exhaled nitric oxide from lung 
periphery is increased in COPD. Eur. Respir. J., 2005, Vol. 26, no. 1, pp. 52-59.

10.	 Brunet L., Pai M., Davids V., Ling D., Paradis G., Lenders L., Meldau R., van Zyl Smit R., Calligaro G., 
Allwood B., Dawson R., Dheda K. High prevalence of smoking among patients with suspected tuberculosis in South 
Africa. Eur. Respir J., 2011, Vol. 38, no. 1, pp. 139-146.

11.	 Burusie A., Enquesilassie F., Addissie A., Dessalegn B., Lamaro T. Effect of smoking on tuberculosis 
treatment outcomes: A systematic review and meta-analysis. PLoS One, 2020, Vol. 15, no. 9, e0239333. doi: 10.1371/
journal.pone.0239333.

12.	 César-Neto J.B., Duarte P.M., de Oliveira M.C., Casati M.Z., Tambeli C.H., Parada C.A., Sallum E.A., 
Nociti F.H. Jr. Smoking modulates interferon-gamma expression in the gingival tissue of patients with chronic 
periodontitis. Eur. J. Oral Sci., 2006, Vol. 114, no. 5, pp. 403-408.

13.	 Chavance M., Perrot J.Y., Annesi I. Smoking, CD45R0+(memory), and CD45RA+ (naive) CD4+ T cells. Am. 
Rev. Respir. Dis., 1993, Vol. 148, no. 1, pp. 237-240.

14.	 Duan M.C., Huang Y., Zhong X.N., Tang H.J. Th17 cell enhances CD8 T-cell cytotoxicity via IL-21 production 
in emphysema mice. Mediators Inflamm., 2012, Vol. 2012, 898053. doi: 10.1155/2012/898053.

15.	 Flesch I.E., Kaufmann S.H. Role of cytokines in tuberculosis. Immunobiology, 1993, Vol. 189, no. 3-4,  
pp. 316-339.

16.	 Flynn J.L., Goldstein M.M., Chan J., Triebold K.J., Pfeffer K., Lowenstein C.J., Schreiber R., Mak T.W., 
Bloom  B.R. Tumor necrosis factor-alpha is required in the protective immune response against Mycobacterium 
tuberculosis in mice. Immunity, 1995, Vol. 2, pp. 561-572.

17.	 Forsslund H., Mikko M., Karimi R., Grunewald J., Wheelock A.M., Wahlstrom J., Skold C.M. Distribution 
of T-cell subsets in BAL fluid of patients with mild to moderate COPD depends on current smoking status and not 
airway obstruction. Chest, 2014, Vol. 145, no. 4, pp. 711-722.

18.	 Friedrichs B., Neumann U., Schuller J., Peck M.J. Cigarettesmoke-induced priming of neutrophils from 
smokers and non-smokers for increased oxidative burst response is mediated by TNF-alpha. Toxicol. In Vitro, 2014, 
Vol. 28, no. 7, pp. 1249-1258.

19.	 Gegia M., Magee M.J., Kempker R.R., Kalandadze I., Chakhaia T., Golub J.E., Blumberg H.M. Tobacco 
smoking and tuberculosis treatment outcomes: a prospective cohort study in Georgia. Bull. World Health Organ., 
2015, Vol. 93, no. 6, pp. 390-399.

20.	 Gilman S.L., Xun Z. Smoke: A global history of smoking. London: Reaktion Books, 2004.
21.	 Global tuberculosis report, 2019. Available at: https://www.who.int/publications/i/item/9789241565714. 
22.	 Gonçalves R.B., Coletta R.D., Silverio K.G., Benevides L., Casati M.Z., da Silva J.S., Nociti F.H. Jr. Impact 

of smoking on inflammation: overview of molecular mechanisms. Inflamm. Res., 2011, Vol. 60, no. 5, pp. 409-424.
23.	 Graff J.W., Powers L.S., Dickson A.M., Kim J., Reisetter A.C., Hassan I.H., Kremens K., Gross T.J., Wilson M.E., 

Monick M.M. Cigarette smoking decreases global MicroRNA expression in human alveolar macrophages. PLoS 
One, 2012, Vol. 7, no. 8, e44066. doi: 10.1371/journal.pone.0044066.

24.	 Hagiwara E., Takahashi K.I., Okubo T., Ohno S., Ueda A., Aoki A., Odagiri S., Ishigatsubo Y. Cigarette 
smoking depletes cells spontaneously secreting Th(1) cytokines in the human airway. Cytokine, 2001, Vol. 14, no. 2, 
pp. 121-126.

25.	 Harrison O.J., Foley J., Bolognese B.J., Long E. 3rd, Podolin P.L., Walsh P.T. Airway infiltration of CD4+ 
CCR6+ Th17 type cells associated with chronic cigarette smoke induced airspace enlargement. Immunol. Lett., 2008, 
Vol. 121, no. 1, pp. 13-21.

26.	 Hersey P., Prendergast D., Edwards A. Effects of cigarette smoking on the immune system. Follow-up studies 
in normal subjects after cessation of smoking. Med. J. Aust., 1983, Vol. 2, no. 9, pp. 425-429.

27.	 Ho E., Galougahi K.K., Liu C.C., Bhindi R., Figtree G.A. Biological markers of oxidative stress: applications 
to cardiovascular research and practice. Redox Biol., 2013, Vol. 1, no. 1, pp. 483-491.

28.	 Hocking W.G., Golde D.W. The pulmonary-alveolar macrophage (first of two parts). N. Engl. J. Med., 1979, 
Vol. 301, no. 11, pp. 580-587.



461

Курение, иммунитет и туберкулез
Smoking, Immunity and Tuberculosis2022, Vol. 24,  3

2022, Т. 24, № 3

29.	 Hodge S., Hodge G., Ahern J., Jersmann H., Holmes M., Reynolds P.N. Smoking alters alveolar macrophage 
recognition and phagocytic ability: implications in chronic obstructive pulmonary disease. Am. J. Respir. Cell Mol. 
Biol., 2007, Vol. 37, no. 6, pp. 748-755.

30.	 Hou J., Sun Y.C., Hao Y., Zhuo J., Liu X.F., Bai P., Han J.Y., Zheng X.W., Zeng H. Imbalance between 
subpopulations of regulatory T cells in COPD. Thorax, 2013, Vol. 68, no. 12, pp. 1131-1139.

31.	 Janssen L.J. Isoprostanes: an overview and putative roles in pulmonary pathophysiology. American journal 
of physiology. Am. J. Physiol. Lung Cell. Mol. Physiol., 2001, Vol. 280, no. 6, pp. 1067-1082.

32.	 Keatings V.M., Collins P.D., Scott D.M., Barnes P.J. Differences in interleukin-8 and tumor necrosis factor-
alpha in induced sputum from patients with chronic obstructive pulmonary disease or asthma. Am. J. Respir. Crit. 
Care Med., 1996, Vol. 153, no. 2, pp. 530-534.

33.	 Lin H.H., Ezzati M., Murray M. Tobacco smoke, indoor air pollution and tuberculosis: a systematic review 
and meta-analysis. PLoS Med., 2007, Vol. 4, no. 1, e20. doi: 10.1371/journal.pmed.0040020.

34.	 Maeno T., Houghton A.M., Quintero P.A., Grumelli S., Owen C.A., Shapiro S.D. CD8(+) T cells are required 
for inflammation and destruction in cigarette smoke-induced emphysema in mice. J. Immunol., 2007, Vol. 178, 
no. 12, pp. 8090-8096.

35.	 Maier L.A. Is smoking beneficial for granulomatous lung diseases? (editorial). Am. J. Respir. Crit. Care Med., 
2004, Vol. 169, no. 8, pp. 893-895.

36.	 Meuronen A., Majuri M.L., Alenius H., Mantyla T., Wolff H., Piirila P., Laitinen A. Decreased cytokine 
and chemokine mRNA expression in bronchoalveolar lavage in asymptomatic smoking subjects. Respiration, 2008, 
Vol. 75, pp. 450-458.

37.	 Morrow J.D. Quantification of isoprostanes as indices of oxidant stress and the risk of atherosclerosis in 
humans. Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol., 2005, Vol. 25, no. 2, pp. 279-286.

38.	 Nadigel J., Prefontaine D., Baglole C.J., Maltais F., Bourbeau J., Eidelman D.H., Hamid Q. Cigarette smoke 
increases TLR4 and TLR9 expression and induces cytokine production from CD8(+) T cells in chronic obstructive 
pulmonary disease. Respir. Res., 2011, Vol. 12, no. 1, 149. doi: 10.1186/1465-9921-12-149.

39.	 Nakata A., Takahashi M., Irie M., Fujioka Y., Haratani T., Araki S. Relationship between cumulative effects 
of smoking. Oncotarget and memory CD4+ T lymphocyte subpopulations. Addict. Behav., 2007, Vol. 32, no. 7,  
pp. 1526-1531.

40.	 O’Leary S.M., Coleman M.M., Chew W.M., Morrow C., McLaughlin A.M., Gleeson L.E., O’Sullivan M.P., 
Keane J. Cigarette smoking impairs human pulmonary immunity to Mycobacterium tuberculosis. Am. J. Respir. Crit. 
Care Med., 2014, Vol. 190, no. 12, pp. 1430-1436.

41.	 Ohta T., Yamashita N., Maruyama M., Sugiyama E., Kobayashi M. Cigarette smoking decreases interleukin-8 
secretion by human alveolar macrophages. Respir. Med., 1998, Vol. 92, no. 7, pp. 922-927.

42.	 Ouyang Y., Virasch N., Hao P., Aubrey M.T., Mukerjee N., Bierer B.E., Freed B.M. Suppression of human 
IL-1beta, IL-2, IFN-gamma, and TNF-alpha production by cigarette smoke extracts. J. Allergy Clin. Immunol., 2000, 
Vol. 106, no. 2, 280-287.

43.	 Petrescu F., Voican S.C., Silosi I. Tumor necrosis factor-alpha serum levels in healthy smokers and 
nonsmokers. Int. J. Chron. Obstruct. Pulmon. Dis., 2010, Vol. 5, pp. 217-222.

44.	 Plumb J., Smyth L.J.C., Adams H.R., Vestbo J., Bentley A., Singh S.D. Increased T-regulatory cells within 
lymphocyte follicles in moderate COPD. Eur. Respir. J., 2009, Vol. 34, no. 1, pp. 89-94.

45.	 Qiu F., Liang C.L., Liu H., Zeng Y.Q., Hou S., Huang S., Lai X., Dai Z. Impacts of cigarette smoking on 
immune responsiveness: Up and down or upside down? Oncotarget, 2017, Vol. 8, no. 1, pp. 268-284.

46.	 Radek K.A., Elias P.M., Taupenot L., Mahata S.K., O’Connor D.T., Gallo R.L. Neuroendocrine nicotinic 
receptor activation increases susceptibility to bacterial infections by suppressing antimicrobial peptide production. 
Cell Host Microbe 2010, Vol. 7, no. 4, pp. 277-289.

47.	 Rennard S.I. Cigarette smoke in research. Am. J. Respir. Cell Mol. Biol., 2004, Vol. 31, no. 5, pp. 479-480.
48.	 Roos-Engstrand E., Ekstrand-Hammarstrom B., Pourazar J., Behndig A.F., Bucht A., Blomberg A. Influence 

of smoking cessation on airway T lymphocyte subsets in COPD. COPD, 2009, Vol. 6, no. 2, pp. 112-120.
49.	 Roos-Engstrand E., Pourazar J., Behndig A.F., Bucht A., Blomberg A. Expansion of CD4(+) CD25(+) helper 

T cells without regulatory function in smoking and COPD. Respir. Res., 2011, Vol. 12, no. 1, 74. doi: 10.1186/1465-
9921-12-74.

50.	 Rosenberg S.R., Kalhan, R. Biomarkers in chronic obstructive pulmonary disease. Transl. Res., 2012, 
Vol. 159, no. 4, pp. 228-237.

51.	 Safa M., Tabarsi P., Sharifi H. Pattern of tobacco consumption among TB patients in a Tuberculosis Referral 
Center. Tanaffos, 2011, Vol. 10, no. 2, pp. 50-55. 

52.	 Shang S., Ordway D., Henao-Tamayo M., Bai X., Oberley-Deegan R., Shanley C. Cigarette smoke increases 
susceptibility to tuberculosis  – evidence from in vivo and in vitro models. J. Infect. Dis., 2011, Vol.  203, no. 9,  
pp. 1240-1248.

53.	 Sitas F., Urban M., Bradshaw D., Kielkowski D., Bah S., Peto R. Tobacco attributable deaths in South Africa. 
Tob. Control., 2004, Vol. 13, no. 4, pp. 396-399.

54.	 Skoog T., Dichtl W., Boquist S., Skoglund-Andersson C., Karpe F., Tang R., Bond M.G., de Faire U., Nilsson J., 
Eriksson P., Hamsten A. Plasma tumour necrosis factor-alpha and early carotid atherosclerosis in healthy middle-
aged men. Eur. Heart J., 2002, Vol. 23, no. 5, pp. 376-383.



462

Chumovatov N.V. et al.
Чумоватов Н.В. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

55.	 Smyth L.J., Starkey C., Vestbo J., Singh D. CD4-regulatory cells in COPD patients. Chest, 2007, 132, no. 1, 
pp. 156-163.

56.	 Sopori M.L., Kozak W., Savage S.M., Geng Y., Soszynski D., Kluger M.J., Perryman E.K., Snow G.E. Effect 
of nicotine on the immune system: possible regulation of immune responses by central and peripheral mechanisms. 
Psychoneuroendocrinology, 1998, Vol. 23, no. 2, pp. 189-204.

57.	 Sopori M.L., Kozak W. Immunomodulatory effects of cigarette smoke. J. Neuroimmunol., 1998, Vol. 83, 
no. 1-2, pp. 148-156.

58.	 Thanan R., Oikawa S., Hiraku Y., Ohnishi S., Ma N., Pinlaor S., Yongvanit P., Kawanishi S., Murata M. 
Oxidative stress and its significant roles in neurodegenerative diseases and cancer. Int. J. Mol. Sci., 2014. Vol. 16, 
no. 1, pp. 193-217.

59.	 Tsoumakidou M., Tzanakis N., Siafakas N.M. Induced sputum in the investigation of airway inflammation 
of COPD. Respir. Med., 2003, Vol. 97, no. 8, pp. 863-871.

60.	 US Department of Health and Human Services. 2014. The health consequences of smoking-50 years of 
progress: a report of the surgeon general. Atlanta (GA): US Department of Health and Human Services.

61.	 van’t Erve T.J., Kadiiska M.B., London S.J., Mason R.P. Classifying oxidative stress by F2-isoprostane levels 
across human diseases: a meta-analysis. Redox Biol., 2017, Vol. 12, pp. 582-599.

62.	 Vardavas C.I., Plada M., Tzatzarakis M., Marcos A., Warnberg J., Gomez-Martinez S., Breidenassel C., 
Gonzalez-Gross M., Tsatsakis A.M., Saris W.H., Moreno L.A., Kafatos A.G., Group H.H.S. Passive smoking alters 
circulating naive/memory lymphocyte T-cell subpopulations in children. Pediatr. Allergy Immunol., 2010, Vol. 21, 
no. 8, pp. 1171-1178.

63.	 Vargas-Rojas M.I., Ramirez-Venegas A., Limon-Camacho L., Ochoa L., Hernandez-Zenteno R., 
Sansores R.H. Increase of Th17 cells in peripheral blood of patients with chronic obstructive pulmonary disease. 
Respir. Med., 2011, Vol. 105, no. 11, pp. 1648-1654.

64.	 Wang D.W., Zhou R.B., Yao Y.M., Zhu X.M., Yin Y.M., Zhao G.J., Dong N., Sheng Z.Y. Stimulation of α7 
nicotinic acetylcholine receptor by nicotine increases suppressive capacity of naturally occurring CD4+CD25+ 
regulatory T cells in mice in vitro. J. Pharmacol. Exp. Ther., 2010, Vol. 335, no. 3, pp. 553-561.

65.	 Wang E.Y., Arrazola R.A., Mathema B., Ahluwalia I.B., Mase S.R. The impact of smoking on tuberculosis 
treatment outcomes: a meta-analysis. Int. J. Tuberc. Lung Dis., 2020, Vol. 24, no. 2, pp. 170-175.

66.	 Wang H., Peng W., Weng Y., Ying H., Li H., Xia D., Yu W. Imbalance of Th17/Treg cells in mice with chronic 
cigarette smoke exposure. Int. Immunopharmacol., 2012, Vol. 14, no. 4, pp. 504-512.

67.	 Wang M.-G, Huang W.-W., Wang Y., Zhang Y.-X., Zhang M.-M., Wu S.-Q., Sandford A.J., He J.-Q.  
Association between tobacco smoking and drug-resistant tuberculosis. Infect. Drug Resist., 2018, Vol. 11,  
pp. 873-887.

68.	 WHO Global Tuberculosis Report 2018 Geneva. Available at: https://www.hst.org.za/publications/
NonHST%20Publications/Global%20Tuberculosis%20Act%202018.pdf.

69.	 WHO Report on the global tobacco epidemic 2017. Available at: http://apps.who.int/iris/bitstream/handle/ 
10665/255874/9789241512824-eng.pdf?sequence=1.

70.	 Willemse B.W., ten Hacken N.H.T., Rutgers B., Lesman-Leegte I.G.A.T., Postma D.S., Timens W. Effect 
of 1-year smoking cessation on airway inflammation in COPD and asymptomatic smokers. Eur. Respir. J., 2005, 
Vol. 26, no. 5, pp. 835-845.

71.	 Wu Y., Shen Y., Zhang J., Wan C., Wang T., Xu D., Yang T., Wen F. Increased serum TRAIL and DR5 levels 
correlated with lung function and inflammation in stable COPD patients. Int. J. Chron. Obstruct. Pulmon. Dis., 2015, 
Vol. 10, pp. 2405-2412.

72.	 Zeidler R., Albermann K., Lang S. Nicotine and apoptosis. Apoptosis, 2007, Vol. 12, no. 11, pp. 1927-1943.
73.	 Zhang M.Q., Wan Y., Jin Y., Xin J.B., Zhang J.C., Xiong X.Z., Chen L., Chen G. Cigarette smoking promotes 

inflammation in patients with COPD by affecting the polarization and survival of Th/Tregs through up-regulation of 
muscarinic receptor 3 and 5 expression. PLoS One, 2014, Vol. 9, no. 11, e112350. doi: 10.1371/journal.pone.0112350.

Авторы:

Чумоватов Н.В. – аспирант отдела фтизиатрии 
ФГБНУ «Центральный научно-исследовательский 
институт туберкулеза», Москва, Россия

Еремеев В.В. – д.м.н., руководитель отдела 
иммунологии ФГБНУ «Центральный научно-
исследовательский институт туберкулеза», Москва, 
Россия

Эргешов А.Э. – д.м.н., профессор, директор ФГБНУ 
«Центральный научно-исследовательский институт 
туберкулеза», Москва, Россия

Authors:

Chumovatov N.V., Postgraduate Student, Department 
of Phtisiatrics, Central Research Institute of Tuberculosis, 
Moscow, Russian Federation

Eremeev V.V., PhD, MD (Medicine), Head, Immunology 
Department, Central Research Institute of Tuberculosis, 
Moscow, Russian Federation 

Ergeshov A.E., PhD, MD (Medicine), Professor, Director, 
Central Research Institute of Tuberculosis, Moscow, Russian 
Federation

Поступила 03.03.2022 
Принята к печати 28.03.2022

Received 03.03.2022 
Accepted 28.03.2022



463

Оригинальные статьи
Original articles

Медицинская иммунология
2022, Т. 24, № 3,  
стр. 463-480
© 2022, СПб РО РААКИ

Medical Immunology (Russia)/ 
Meditsinskaya Immunologiya
2022, Vol. 24,  3, pp. 463-480
© 2022, SPb RAACI

1 page

Адрес для переписки:

Кореневский Андрей Валентинович
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт 
акушерства, гинекологии и репродуктологии имени 
Д.О. Отта»
199034, Россия, Санкт-Петербург,  
Менделеевская линия, 3.
Тел.: 8 (812) 328-98-91, 323-75-45.
Факс: 8 (812) 323-75-45.
E-mail: a.korenevsky@yandex.ru

Address for correspondence:

Korenevsky Andrey V.
D. Ott Institute of Obstetrics, Gynecology, and Reproductive 
Medicine
199034, Russian Federation, St. Petersburg,  
Mendeleyevskaya Line, 3.
Phone: 7 (812) 328-98-91, 323-75-45.
Fax: 7 (812) 323-75-45.
E-mail: a.korenevsky@yandex.ru

Образец цитирования: 

А.В. Кореневский, М.Э. Березкина, Т.Н. Герт, 
С.А. Синявин, С.А. Сельков, Д.И. Соколов «Экспрессия 
поверхностных молекул и функциональные 
характеристики эндотелиальных клеток: влияние 
белковых фракций лизата микровезикул естественных 
киллеров в системе in vitro» // Медицинская 
иммунология, 2022. Т. 24, № 3. С. 463-480.  
doi: 10.15789/1563-0625-PAF-2376

© Кореневский А.В. и соавт., 2022

For citation: 

A.V. Korenevsky, M.E. Berezkina, T.N. Gert, S.A. Sinyavin, 
S.A. Selkov, D.I. Sokolov “Phenotypic and functional 
characteristics of endothelial cells: the in vitro effects of 
protein fractions from the lysate of natural killer-derived 
microvesicles”, Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya 
Immunologiya, 2022, Vol. 24, no. 3, pp. 463-480.  
doi: 10.15789/1563-0625-PAF-2376

DOI: 10.15789/1563-0625-PAF-2376

ЭКСПРЕССИЯ ПОВЕРХНОСТНЫХ МОЛЕКУЛ 
И ФУНКЦИОНАЛЬНЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 
ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК: ВЛИЯНИЕ БЕЛКОВЫХ 
ФРАКЦИЙ ЛИЗАТА МИКРОВЕЗИКУЛ ЕСТЕСТВЕННЫХ 
КИЛЛЕРОВ В СИСТЕМЕ IN VITRO
Кореневский А.В.1, Березкина М.Э.1, Герт Т.Н.1, Синявин С.А.1, 
Сельков С.А.1, 2, Соколов Д.И.1, 2

1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт акушерства, гинекологии и репродуктологии имени 
Д.О. Отта», Санкт-Петербург, Россия 
2 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Микровезикулы – мембранные образования размером от 100 до 1000 нм, продуцируемые 
различными клетками в состоянии покоя и активации, – могут передавать компоненты своего содер-
жимого клеткам-мишеням, регулировать физиологические процессы, участвовать в развитии патоло-
гий. Среди множества клеток-источников микровезикул особый интерес представляют естественные 
киллеры – субпопуляция лимфоцитов, осуществляющих контактный цитолиз вирус-инфицирован-
ных и опухолевых клеток, а также участвующих в регуляции ангиогенеза. Продуцируя различные сти-
муляторы и ингибиторы этого процесса, естественные киллеры способны изменять функциональную 
активность эндотелиальных клеток путем контактного взаимодействия с ними собственных микро-
везикул. Учитывая недостаточность имеющихся в литературе сведений о способности экстраклеточ-
ных везикул влиять на функциональное состояние эндотелия в зависимости от баланса передавае-
мых ими про- и антиангиогенных факторов, целью данного исследования явилось изучение влияния 
белковых фракций лизата микровезикул, продуцируемых клетками естественных киллеров линии 
NK- 92, на фенотип и функциональные характеристики эндотелиальных клеток линии EA.hy926 в мо-
дельном эксперименте in vitro. В результате микропрепаративного разделения лизата микровезикул 
клеток линии NK-92 было получено двенадцать белковых фракций (индукторы). Установлено, что 
пролиферация и миграция клеток линии EA.hy926 после их культивирования в присутствии десяти 
из двенадцати полученных фракций, в зависимости от концентрации содержащихся в них активных 
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компонентов, изменялись разнонаправленно и дозозависимо или оставались неизменными. Показан 
преимущественно стимулирующий эффект воздействия индукторов на пролиферацию клеток-ми-
шеней, что свидетельствует о наличии в этих фракциях белков, регулирующих функции эндотелия. 
При этом остаточная площадь, не занятая мигрировавшими эндотелиальными клетками после их 
культивирования в присутствии индукторов, не всегда коррелировала с интенсивностью миграции 
и не была обратно пропорциональна количеству мигрировавших клеток. Дополнительно было уста-
новлено, что ни одна из полученных белковых фракций не оказывала влияния на экспрессию рецеп-
торов CD54 (ICAM-1), CD34, CD31 (PECAM-1), CD119 (IFNγR1) клетками линии EA.hy926. Полу-
ченные данные об изменении функциональных характеристик клеток линии EA.hy926 под влиянием 
белковых фракций лизата микровезикул, продуцируемых клетками линии NK-92, подтверждают во-
влеченность этих субклеточных образований в обеспечение коммуникации естественных киллеров с 
клетками эндотелия и указывают на различное участие эффекторных белков, переносимых микро-
везикулами, в механизмах ангиогенеза.

Ключевые слова: естественные киллеры, эндотелий, иммунный ответ, ангиогенез, фенотип, пролиферация, миграция

PHENOTYPIC AND FUNCTIONAL CHARACTERISTICS 
OF ENDOTHELIAL CELLS: THE IN VITRO EFFECTS OF PROTEIN 
FRACTIONS FROM THE LYSATE OF NATURAL KILLER-
DERIVED MICROVESICLES 
Korenevsky A.V.a, Berezkina M.E.a, Gert T.N.a, Sinyavin S.A.a,  
Selkov S.A.a, b, Sokolov D.I.a, b

a D. Ott Institute of Obstetrics, Gynecology, and Reproductive Medicine, St. Petersburg, Russian Federation 
b First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Microvesicles are membrane-derived formations ranging in size from 100 to 1000 nm, being 
produced by a variety of resting and activated cells. They can transfer their cargo to target cells, regulate 
physiological processes, and participate in the development of clinical disorders. Among the microvesicles 
of different origin, natural killers are of special interest. They represent a subpopulation of lymphocytes 
that eliminate aberrant cells, including virally infected and malignant cells, and participate in regulation 
of angiogenesis. By producing various stimuli and inhibitors of the latter process, natural killers are able to 
change functional activity of endothelial cells by means of microvesicle-mediated contacts. There are only 
scarce literature data on ability of the extracellular vesicles to influence endothelial functions, depending on 
the intrinsic balance of pro- and anti-angiogenic factors. Therefore, the aim of our study was to evaluate the 
effect of protein fractions derived from microvesicle lysate of the NK-92 natural killer cell line upon phenotype 
and functional characteristics of EA.hy926 endothelial cell line under in vitro experimental conditions. Using 
chromatographic micro-preparatory separation, twelve protein fractions (inducers) were obtained from the 
lysate. It was found that proliferation and migration of EA.hy926 cells after their cultivation with 10 of 12 protein 
fractions, were changed in different directions. These effects were dose-dependent, or remained unchanged, at 
distinct concentrations of active components in the fractions. The inducing factors from these fractions exerted 
predominantly stimulating effects on proliferation of the target cells, thus suggesting presence of proteins which 
are able of regulating endothelial functions. However, the size of residual area free of migrating endothelial cells 
treated by the inducers did not always correlate with the migration intensity and did not inversely correlate with 
the number of migrating cells. Moreover, it was found that the obtained protein fractions had no effect upon 
expression of CD54 (ICAM-1), CD34, CD31 (PECAM-1) and CD119 (IFNγR1) receptors by EA.hy926 cells. 
The data obtained confirm an involvement of microvesicles in communications between natural killer cells and 
endothelial cells, and presume different participation modes of microvesicle-derived effector proteins in the 
angiogenesis machinery.

Keywords: natural killer cells, endothelium, immune response, angiogenesis, phenotype, proliferation, migration
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Introduction
Natural killer (NK) cells are part of the innate 

arm of the immune system. They eliminate aberrant 
cells, including virally infected and tumorigenic 
cells. The main function of NK cells is implemented 
via the following mechanisms: exocytosis of lytic 
granules, ligand-mediated interaction with death 
receptors on target cells, secretion of cytokines, and 
antibody-dependent cellular cytotoxicity. NK  cells 
are involved in physiological and pathological 
processes through the production of cytokines. It has 
been shown previously that NK cells are involved in 
all processes occurring in the area of uteroplacental 
contact during pregnancy, including implantation 
of a blastocyst into the endometrium, regulation 
of trophoblast invasion, remodeling of uterine and 
decidual arteries, as well as formation of the placental 
vascular bed [9, 14]. A significant part of research was 
aimed at studying the properties of decidual NK cells 
with the CD56brightCD16- phenotype, which produce 
a large number of pro-angiogenic factors, such as 
VEGF, PlGF, and CXCL8 [6, 18]. These cytokines 
can influence endothelial cells (ECs) and their 
microenvironment, controlling angiogenesis. It is 
believed that NK cells prepare uterine spiral arteries 
for remodeling, inducing Fas-dependent apoptosis of 
smooth muscle cells and ECs [3].

In vitro model experiments have yielded conflicting 
data on the effect of NK cells on angiogenesis. There 
is evidence in favor of stimulating endothelial cell 
migration and formation of vessels [18, 22], and in 
favor of inhibiting the processes of angiogenesis [12, 
15]. It was found that IL-15 enhances the production 
of VEGF and PlGF by NK cells [19, 25] and, on 
the contrary, NK cells activated by IL-12 suppress 
vascular growth due to the production of IFNγ, 
IP- 10, perforin, and granzyme [38]. Thus, depending 
on the experimental model used or characteristics of 
NK cells obtained from different sources, researchers 
have come to opposite conclusions regarding the 
effect of NK cells on the endothelium.

In addition to contact interactions or cytokine 
production, NK cells can also implement their 
cytotoxic and regulatory functions through the 
microvesicles (MVs) they produce. MVs are mem

brane formations ranging in size from 100 to 1000 nm 
and are produced by a variety of resting and activated 
cells. These formations can transfer their cargo to 
target cells, regulate inflammation, coagulation, 
antigen presentation, and apoptosis, as well as 
participate in the pathogenesis of diseases and 
inflammatory processes [7, 17]. MVs of leukocyte 
origin, as a minor part of MVs in the blood flow under 
physiological conditions [11], remain the least studied 
population. With pathologies, their level in the blood 
plasma increases sharply, therefore, leukocyte MVs 
are considered as markers of various diseases [31, 
35]. The role of MVs (including those produced by 
NK  cells) in angiogenesis, inflammation, and the 
immune response has been insufficiently studied.

Previously, we have shown altered expressions of 
the CD54 (ICAM-1), CD34, CD31 (PECAM-1) 
and CD119 (IFNγR1) receptors by the EA.Hy926 
endothelial cell line, as well as the appearance of the 
pan-leukocyte marker molecule CD45 on the target 
cell membrane after co-cultivation of ECs with NK- 92 
cell derived MVs [29]. In particular, incubation of the 
target cells in the presence of the MVs reduced the 
relative number of ECs expressing the CD34, CD31 
and CD119 receptors. Besides, the decreased number 
of ECs with the CD34+ phenotype after incubation 
with the MVs correlated with the increased intensity of 
the receptor expression by the target cells as compared 
to intact cells. Despite the fact that no differences 
were found in the number of ECs with the CD54+ 
phenotype, the intensity of this receptor expression 
by the cells was higher after their incubation with 
the MVs compared to intact cells  [29]. We have also 
shown increased dose-dependent proliferation of the 
target cells after cultivation in the presence of the same 
MVs as compared to intact cells [29]. Additionally, 
decreased endothelial cell migration under the same 
conditions was found, and that was caused by a 
decrease in the number of migrated ECs compared to 
the cultivation of the target cells in the absence of the 
MVs [29].

The literature data on the ability of MVs to influen
ce the functions of the endothelium, depending on the 
balance of pro- and anti-angiogenic factors they carry, 
are still scarce. Therefore, considering the ability of 
NK-92 cell derived MVs to change the functionality 
of ECs and their response to external signals, the 
aim of this study was to evaluate the effect of protein 
fractions of the NK-92 cell derived MV lysate on the 
phenotype and functional characteristics of EA.hy926 
cells in an in vitro experiment.

Materials and methods
Cells and cell culture
The cells of the NK-92 cell line and the EA.hy926 

cell line (American Tissue Culture Collection, USA) 
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were cultured using standard cell culture procedures 
under the damp atmosphere at 37 °C and 5% CO2 as 
per instructions provided by the manufacturer. NK-92 
cells reproduce the main phenotypic and functional 
characteristics of activated NK cells [16], while 
EA.hy926 cells reproduce the main morphological, 
phenotypic and functional characteristics inherent in 
macrovascular ECs [37]. Cell vitality was evaluated by 
trypan blue staining and was not less than 96%.

Inducers
Protein fractions of the NK-92 cell derived MV 

lysate obtained using micropreparative size exclusion 
liquid chromatography of medium pressure were used 
as inducers of EA.Hy926 cells (see below). Phorbol 
12-myristate 13-acetate (PMA, Sigma-Aldrich 
Chem. Co., USA) at a concentration of 10 ng/ml was 
used as a positive control for stimulation of EA.Hy926 
cells.

Isolation of biomaterial
There being no single standard protocol available 

for MV isolation and characterization, a variety 
of methodological approaches are currently used 
to obtain MV fractions with proper purity and 
enrichment [26]. Therefore, the MVs shed from 
NK-92 cells were isolated by the modified step-
wise centrifugation method [36] in Hanks’s solution 
without Ca2+ and Mg2+ (Sigma-Aldrich Chem. Co., 
USA), for which the supernatants were sequentially 
centrifuged at 200  g (4  °C, 10 min.) and 9,900  g 
(4 °C, 10 min.). After the second centrifugation, the 
pellet was washed twice with cold phosphate buffer 
solution (PBS; Sigma-Aldrich Chem. Co., USA) and 
was recentrifuged at 19,800  g (4  °C, 20 min.). The 
supernatant was discarded, with the pellet washed 
several times with cold PBS, each time precipitating 
the MVs by centrifugation at 19,800 g (4 °C, 20 min.). 
The purified pellet was resuspended in MilliQ 
deionized water, with the protease inhibitor mixture 
(cOmplete, EDTA-free; Roche Diagnostics GmbH, 
Germany) added at the concentration specified by 
the manufacturer, and was stored at -80 °C until being 
analyzed. This protocol allows for isolating MVs with 
a diameter of 100-200 nm with sufficient purity and 
minimal biomaterial loss, as MVs are sequentially 
separated from coarse particles of cellular debris and 
large apoptotic bodies, as well as from exosomes [24].

On the day of the experiment, the frozen MVs 
were thawed and subjected to repeated “freeze-
thaw” cycles five times, followed by being intensively 
homogenized in a glass homogenizer for 5 min. The 
debris was removed by centrifugation at 16,000  g 
(4  °C, 10 min.), the supernatant being collected for 
further investigation.

Preparative chromatography
To obtain protein fractions of the NK-92 cell 

derived MV lysate, a medium pressure liquid NGC 

chromatograph with ChromLab™ Software (Bio-Rad 
Laboratories, USA) was used. Chromatographic se
paration was carried out under non-denaturing con
ditions on an ENrich™ SEC 650 High-Resolution Size 
Exclusion Column, 10 × 300 mm, 24 ml, 10 μm (Bio-
Rad Laboratories, USA). Fresh PBS supplemented 
with 0.5  M sodium chloride (Sigma-Aldrich Chem. 
Co.,  USA) (pH  7.4) was used as a mobile phase. The  
analysis was performed in an isocratic mode at 
room temperature with a mobile phase flow rate of 
0.5 ml/ min and a detector wavelength of 280 nm. The 
analysis run time was 60 min. Protein fractions of the 
lysate of the MVs derived from 6.5 × 108 NK- 92 cells 
were isolated and sterilized through a Millex-GV4 
membrane filter with a pore diameter of 0.22 μm 
(Merck Millipore, USA), followed by being frozen at 
-80  °C and stored for no more than two weeks until 
being analyzed.

Electrophoresis
Samples of the obtained MV lysate fractions 

were separated by microarray electrophoresis under 
non-denaturing conditions using commercial High 
Sensitivity Protein Chips (Agilent Technologies, 
USA) in an Agilent 2100 bioanalyzer (Agilent 
Technologies, USA) as per instructions provided 
by the manufacturer. The intensities of the bands 
were assessed using the Agilent 2100 Expert software 
(Agilent Technologies, USA). All samples were run in 
triplicate.

Assessment of cytotoxicity
To determine the minimum toxic doses of the 

mobile phase for chromatography and the obtained 
MV lysate fractions, EA.hy926 cells were pipetted and 
transferred into the wells of a 96-well cell clear flat 
bottom culture plate (BD, USA) at a concentration 
of 3.5 × 103 cells per well in 100 μl of complete culture 
medium supplemented with 10% inactivated fetal calf 
serum (FCS). To avoid the edge effect in this and all 
further experiments, the outer wells along the entire 
perimeter were filled with the medium and were not 
used subsequently. The cells were then cultured for 
24 h using standard cell culture procedures under the 
damp atmosphere at 37  °C and 5% CO2. Following 
that, the culture medium in the wells was replaced 
with the mobile phase for chromatography or the 
obtained protein fractions in several dilutions. For 
this, by sequential titration on complete culture 
medium supplemented with 10% FCS, series of 
dilutions of the mobile phase and the protein fractions 
were prepared in the following ratios: 50%, 25%, 20%, 
10%, 5%, 2.5%, 1.25%, 0.625%, 0.313%, 0.156%, 
and 0.078%. To obtain statistically reliable results, 
each dilution was prepared in six replicas. The culture 
medium supplemented with 10% FCS was used as a 
control. Then, the cells were cultured for 24 h using 
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standard cell culture procedures under the damp 
atmosphere at 37  °C and 5% CO2. On the following 
day, the culture medium was removed and the cells 
were stained with 0.2% crystal violet solution (Sigma-
Aldrich Chem. Co., USA) containing 5% methanol, 
for which 0.1 ml of the dye solution was added to 
each well and incubated for 10 min. After washing 
the wells four times with distilled water, the plate 
was dried up to completely remove moisture, and 
the dye was extracted by adding 0.1 ml of 50% acetic 
acid solution to each well. The optical density was 
measured using an ELx808 microplate photometer 
(BioTek Instruments Inc., USA) at a wavelength of 
540 nm (cutoff wavelength of 630 nm). The decrease 
in cell viability was judged by optical density changes 
compared to the control.

Evaluation of the minimum toxic dose of the mobile 
phase for chromatography in relation EA.hy926 
cells showed that the mobile phase was toxic when 
undiluted or diluted with the culture medium in ratios 
of 50% and 25% (the difference from the viability of 
intact cells: p < 0.001). When diluted with the culture 
medium in ratios starting from 12.5%, the mobile 
phase had no toxic effect on EA.hy926 cells (the 
difference from the viability of intact cells: p > 0.05).

The toxicity of the obtained MV lysate fractions 
towards EA.hy926 cells was also preliminary assessed: 
undiluted and diluted fractions were not toxic towards 
the cells.

Evaluation of cell proliferation
To assess the effect of protein fractions of the NK- 92 

cell derived MV lysate on proliferation of EA.hy926 
cells, we used a method based on staining the protein 
components of the cell cytoplasm with the vital dye 
crystal violet. This method is comparable in sensitivity 
to other methods for assessing proliferation  [2]. For 
this, the cells were pipetted and transferred into the 
wells of a 96-well cell clear flat bottom culture plate 
at a concentration of 5.0 × 103 cells per well in 0.1 ml 
of complete culture medium supplemented with 10% 
FCS for 24 h to adhere to the plate surface. On the 
following day, the culture medium was removed and 
the wells were washed with an excessive amount of 
pre-warmed HBSS solution (Sigma-Aldrich Chem. 
Co., USA), followed by the solution removal. Then, 
0.1 ml of inducer solutions (diluted protein fractions 
of the NK-92 cell derived MV lysate) prepared in the 
culture medium without FCS were added to the wells, 
the final concentrations of each fraction being 10%, 
5%, 2.5%, 1.25%, 0.625%, 0.313%, 0.156%, and 
0.078%. Following that, FCS was added to each well 
in an amount equal to 2.5% of the well contents, with 
the outer wells filled with pre-warmed HBSS solution. 
After incubation for 72 h, the culture medium was 
removed and the cells were stained with 0.2% crystal 

violet solution, as described above. After the plate was 
dried up, the dye was extracted by adding 0.1 ml of 
50% acetic acid solution to each well.

The intensity of cell proliferation was assessed 
by the change in the optical density of the stained 
solutions, which was measured using an ELx808 
microplate photometer at a wavelength of 540 nm 
(cutoff wavelength of 630 nm). The obtained optical 
densities were matched with the number of cells using 
the titration curve, and the results were expressed in 
the number of cells. The change in cell proliferation 
was judged by the change in both the optical density 
of the sample and the number of cells compared to 
incubation in the culture medium supplemented with 
2.5% FCS (control). The culture media supplemented 
with 0% and 10% FCS were used as additional 
controls. All samples were run in triplicate. Each 
protein fraction was analyzed in four repetitions for 
each dilution.

Assessment of cell migration
To assess the effect of protein fractions of the 

NK- 92 cell derived MV lysate on migration of 
EA.hy926 cells, the cells were pipetted and transferred 
into the wells of a 96-well cell clear flat bottom culture 
plate at a concentration of 3.5 × 104 cells per well in 
0.1 ml of complete culture medium supplemented 
with 10% FCS for 24 h. On the following day, a 
vertical line was drawn from the upper edge to the 
lower one of each well using a 300 μl thin plastic 
tip, and the wells were washed three times with pre-
warmed HBSS solution. Then, 0.1 ml of inducer 
solutions (diluted protein fractions of the NK-92 cell 
derived MV lysate) prepared in the culture medium 
supplemented with 10% FCS were added to the wells, 
the final concentrations of each fraction being 10%, 
5%, 2.5%, 1.25%, 0.625%, 0.313%, 0.156%, 0.078%, 
0.039%, and 0.020%.

Control wells containing cells without the protein 
fractions added were photographed using an Axio 
Observer Z1 microscope and an AxioCam MRc 5 
camera (Carl Zeiss Industrielle Messtechnik GmbH, 
Germany), capturing the initial line width. The 
prepared plates were then incubated for 24 h. On the 
following day, the culture medium was removed, and 
the cells were stained with 0.2% crystal violet solution, 
as described above. After washing the wells five times 
with distilled water, the plates were dried up for 24 h 
at 37  °C to completely remove moisture and were 
photographed to obtain three fields of view from each 
well. In each plate, the initial line width was measured 
and the average value was calculated.

The data obtained were analyzed using the patented 
MarkMigration software (Russia) [28], which auto
matically accounts both the number of cells that mi
grated into the zone of the disturbed monolayer and 
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the residual area within the boundaries of the zone. 
Cell migration was assessed by the change in these two 
parameters in comparison with the control (complete 
culture medium supplemented with 10% FCS). All 
samples were run in triplicate. Each protein fraction 
was analyzed in four repetitions for each dilution.

Flow cytometry
To evaluate the effect of protein fractions of the 

NK-92 cell derived MV lysate on the phenotype of 
EA.hy926 cells, the cells were transferred into the 
wells of a 24-well cell clear flat bottom culture plate 
(BD, USA) at a concentration of 1.8 × 105/ml of 
complete culture medium supplemented with 10% 
FCS and were cultured for 24 h before reaching 
confluence. The culture medium was then removed so 
that when the protein fractions were added, the total 
volume in the well was 0.45 ml. After that, 0.05 ml of 
the undiluted protein fractions were added to some 
of the wells. To control the effect of the mobile phase 
for chromatography on the phenotype of EA.hy926 
cells, the mobile phase at a concentration of 12.5%, 
which was not toxic to the cells, was added to the 
other wells. Part of EA.hy926 cells was incubated in 
the wells in complete culture medium containing no 
inducers. As a positive control, the cells were cultured 
in complete culture medium in the presence of PMA 
(10 ng/ml). On the following day, the cell monolayer 
was disintegrated with pre-warmed Versene solution 
and was washed three times in Cell Wash solution 
(BD, USA). The cells were then treated with 
antibodies to the CD54 (ICAM-1), CD34, CD31 

(PECAM-1) adhesion receptors and the CD119 
IFNγ receptor in accordance with the manufacturer’s 
recommendations (BD, USA). Isotypic antibodies 
were used to control nonspecific binding of antibodies 
as per the manufacturer’s recommendations (BD, 
USA). The relative number and the intensity of the 
CD54, CD34, CD31 and CD119 receptor expression 
by EA.hy926 cells were assessed using a FACS Canto II 
flow cytometer (BD, USA). All samples were run four 
times. Each protein fraction was analyzed in duplicate 
for each dilution.

Statistical analysis
Statistical processing of the obtained data was 

carried out using the nonparametric Mann–Whitney 
and Kruskal–Wallis tests in the STATISTICA 10 and 
GraphPad Prism 8 programs. The data are presented 
as median (first quartile - third quartile). Figures, 
tables, and diagrams illustrate the changes in the 
studied parameters compared to the control, error 
bars showing the minimum and maximum data values. 
A p value of less than 0.05 was considered statistically 
significant.

Results
Micropreparative separation of the NK-92 cell 

derived MV lysate and electrophoresis of the obtained 
protein fractions

A lysate protein profile of the MVs produced 
by NK-92 cells that consisted of twelve fractions 
was obtained using chromatographic separation 
(Figure 1).

Figure 1. Chromatographic profile of the NK-92 cell derived MV lysate

Column Volume = 23.56 ml 

MZ_29_11_2019_1

Fr
ac

tio
n 1

Fr
ac

tio
n 5

Fr
ac

tio
n 9

Fr
ac

tio
n 3

Fr
ac

tio
n 7

Fr
ac

tio
n 1

1

Fr
ac

tio
n 2

Fr
ac

tio
n 6

Fr
ac

tio
n 1

0

Fr
ac

tio
n 4

Inj
ec

t P
oin

t

Ru
n C

om
ple

ted

Di
ve

rt 
to 

W
as

te0.3
7

0.4
6

0.5
0 0.5

6
0.6

0

0.8
1

0.9
5

0.1
5

1.3
3

Fr
ac

tio
n 8

Fr
ac

tio
n 1

2

A/1-A/9 A/10-A/20 A/32-A/42A/21-A/31 A/43-A/53 A/...

λ 
(2

80
 nm

), 
mA

U

Co
nd

uc
tiv

ity
 (m

S/
cm

)

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 1.4

160

120

80

40

0

100

80

60

40

20

0



469

Влияние естественных киллеров на эндотелий
Endothelium affection by natural killer cells2022, Vol. 24,  3

2022, Т. 24, № 3

The following electrophoretic separation of pro
teins in the obtained fractions showed the molecular 
weight (MW) distribution of major (constituting more 
than 5% of the total profile) bands, as presented below. 
Fractions 1 and 3 contained a group of proteins with an 
average MW 59-60 kDa (100%); fraction 4 comprised 
groups of proteins with MW 60 kDa (55.9%) and 143 
kDa (44.1%); fraction 5 contained a more diverse 
composition, in which groups of proteins with MW 62 
kDa (88.5%), 84 kDa (6.4%) and 95 kDa (5.1%) were 
distinguished; fraction 6 included two major bands 
with MW 10 kDa (85.1%) and 14 kDa (10.6%), as well 
as fraction 7 with MW 10 kDa (91.5%) and 17 kDa 
(7.5%). The rest of the protein fractions contained 
minor components with an unknown average MW 
(fraction 2) or a MW lesser than 15 kDa (fractions 
8-12) (Figure 2).

Evaluation of the effect of protein fractions of 
the NK-92 cell derived MV lysate on proliferation of 
EA.hy926 cells

In a preliminary experiment undertaken to verify 
the correctness of the data obtained, it was shown that 
proliferation of non-activated EA.hy926 cells cultured 
in complete growth medium supplemented with 2.5% 
inactivated FCS (control: 19721 (18662-21686) cells 
per well) differed from that of the cells cultured in the 
absence of FCS (first additional control: 4301 (3863-
5159) cells per well; p < 0.001) and in the presence of 
10% FCS (second additional control: 34837 (32356-
36018) cells per well; p < 0.001), which indicated the 
optimal conditions for the subsequent tests.

It was found that ten out of twelve protein fractions 
of the NK-92 cell derived MV lysate changed the 
EA.hy926 cell proliferation pattern in comparison 
with the spontaneous cultivation (Figure 3). When 
compared to the control (non-activated ECs), the 

number of proliferated ECs increased 1.04-1.62 times 
after cultivation in the presence of the protein fractions 
at concentrations: 10% (fractions 1, 6, 9, 10, and 12); 
5% (fractions 1, 3, 4, 6, 9, and 12); 2.5% (fractions 
2-4, 6, and 9); 1.25% (fractions 2-4, 6, and 9); 0.625% 
(fractions 2-4, and 9); 0.313% (fractions 1-4); 0.156% 
(fractions 1, 3, and 4) and 0.078% (fractions 1, 3, and 
4). Besides, it was found that this parameter decreased 
1.03-1.16 times after culturing ECs in the presence of 
the fractions at concentrations: 10% and 5% (frac
tion 8); 0.313% and 0.078% (fraction 11).

In addition, it was found that after culturing 
EA.hy926 cells in the presence of fractions 1, 2, 6, 
8-10, and 12, proliferation of the cells changed in a 
dose-dependent manner until the observed effect 
disappeared (Figure 3). This parameter was 1.11-1.62 
times higher after cultivation of ECs in the presence of 
proliferation-stimulating fractions 1, 2, 6, 9, 10, and 
12 at initial concentrations of 10%, 5% and 2.5%, than 
after cultivation in the presence of the same fractions 
in stronger dilutions. A similar tendency was shown 
in relation to proliferation-inhibiting fraction 8, the 
successive dilution of which gradually neutralized the 
observed effect.

Fractions 5 and 7 had no effect on proliferation of 
the target cells (Figure 3).

To sum up, the data obtained in this part of the 
experiment indicate a multidirectional (mainly sti
mulating) effect of protein fractions of the NK-92 cell 
derived MV lysate on proliferation of the endothelium.

Evaluation of the effect of protein fractions of 
the NK-92 cell derived MV lysate on migration of 
EA.hy926 cells

In a preliminary experiment undertaken to check 
the correctness of the data obtained, it was shown 
that the median (first quartile - third quartile) of the 

Figure 2. Electropherograms of the protein fractions of the NK-92 cell derived MV lysate
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Figure 3. Proliferation of EA.hy926 cells under different cell cultivation conditions in the presence of the protein fractions 
of the NK-92 cell derived MV lysate (% of proliferation of the non-activated cells)
Note. * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 (compared to the non-activated cells); # p < 0.05; ## p < 0.01; ### p < 0.001 (compared to the cells after 
culturing in the presence of the same fraction at two different concentrations).
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area of the initial line after scraping the monolayer 
was 1.07 (1.02-1.15) mm2, with no cells found in the 
area of the disturbed monolayer. The culture medium 
supplemented with 10% FCS was used as a control: 
the median (first quartile - third quartile) of the 
number of migrated cells was 373.6 (298.8-450.1), 
that of the residual area being 0.46 (0.37-0.56) mm2, 
which differed from the residual area of the monolayer 
immediately after drawing the line (p < 0.001).

As in the case of the proliferation study, migration 
of EA.hy926 cells after their being cultured in 
the presence of the inducers changed in different 
directions or remained unchanged (Figure 4). When 
compared to the control (non-activated ECs), the 
number of migrated ECs increased 1.13-1.27 times 
after cultivation in the presence of the protein 
fractions at concentrations: 10% (fraction 3); 5% 
(fraction 11); 2.5% (fraction 5); 1.25% (fraction 11); 
0.625% (fractions 1 and 11); 0.313% (fractions 10 
and 11); 0.156% (fraction 1); 0.039% (fractions 1, 
3, and 9) and 0.020% (fraction 5). It was also found 
that this parameter decreased 1.08-1.57 times after 
cultivation of ECs in the presence of the fractions 
at concentrations: 10% (fractions 2, 6, 10, and 
12); 5% (fractions 2, 6, and 12); 2.5% (fraction  6); 
1.25% (fractions 6 and 12); 0.625% (fraction 6); 
0.313% (fractions 4 and 6); 0.156% (fractions 6 and 
12); 0.078% (fractions 2, 6, and 12) and 0.020% 
(fraction 6).

It should also be noted that when fractions 3-5, 9, 
and 10 were used as inducers, only single changes in 
migration of EA.hy926 cells were found depending on 
the concentration of the inducer, while when fractions 
1, 2, 6, 11, and 12 were used, more significant and 
frequent variations of this parameter were observed. 
Moreover, of all the fractions, fraction 6 showed the 
most prominent effect: all dilutions, with the exception 
of 0.039%, decreased the number of migrated cells.

Dose-dependent effects of the inducers on 
migration of EA.hy926 cells were observed only, when 
fraction 10 was used (Figure 4). Upon reaching the 
minimum endothelial cell migration after cultivation 
in the presence of the fraction at a concentration of 
10%, its further dilution caused a sequential increase 
in the number of migrated cells by 1.35-1.45 times.

Fractions 7 and 8 had no effect on migration of the 
target cells (Figure 4).

It was also found that the residual area not occupied 
by migrated EA.hy926 cells after culturing them in the 
presence of the inducers did not always correlate with 
the migration rate and was not inversely proportional 
to the number of the migrated cells (Figure 5). When 
compared to the control (non-activated ECs), the area 
not occupied by migrated cells decreased 1.15- 1.46 

times after their cultivation in the presence of the 
fractions at concentrations: 10% (fraction 3); 5% 
(fraction 11); 2.5% (fraction 5); 1.25% (fraction 11); 
0.625% and 0.313% (fractions 3, 10, and 11); 0.156% 
(fraction 1); 0.078% (fraction 9); 0.039% (fractions 
1, 7, and 9) and 0.020% (fraction 5). An increase in 
this parameter by 1.04-1.41 times was observed after 
cultivation of ECs in the presence of the fractions 
at concentrations: 10% (fractions 6-9 and 12); 5%, 
1.25%, 0.625%, and 0.313% (fraction 6), and 0.078% 
(fractions 2 and 6), with this effect observed in more 
than half of the studied concentrations when using 
fraction 6.

Fraction 4 did not affect the residual area (Fi
gure 5).

Serial dilution of the inducers during cultivation 
of EA.hy926 cells also revealed some dose-dependent 
effects on the residual area not occupied by the 
migrated cells (Figure  5). For example, the area 
decreased by 1.49 times, when fraction 12 was diluted 
in the concentration range from 10% to 2.5%. This 
effect gradually leveled off with a further sequential 
decrease in the concentration of the inducer down to 
0.020%, reaching a value of 81.7% compared to that, 
when using the fraction at a concentration of 10%.

To sum up, the data obtained in this part of the 
experiment indicate a multidirectional effect of the 
protein fractions of the NK-92 cell derived MV lysate 
on migration of the endothelium.

Evaluation of the effect of protein fractions of the 
NK-92 cell derived MV lysate on the phenotype of 
EA.hy926 cells

In a preliminary experiment undertaken to select 
the optimal conditions for subsequent tests, it was 
shown that the mobile phase for chromatography had 
no effect on the autofluorescence of EA.hy926 cells. 
Cultivation of the target cells in the presence of the 
mobile phase did not alter their expression of the 
CD54, CD34, CD31 and CD119 receptors.

After culturing EA.hy926 cells in the presence of 
PMA, the expression intensity of the CD54, CD34 
and CD119 receptors was higher, and that of the 
CD31 receptor was lower, when compared to the non- 
activated cells (Table 1). The same changes were ob
served, when determining the relative number of cells 
expressing these receptors (Table 2).

It was found that the protein fractions of the NK- 92 
cell derived MV lysate did not affect the expression of 
the CD54, CD34 and CD119 receptors by the target 
cells (Tables 1, 2).

Discussion
In this study, using size exclusion chromatography, 

protein fractions of the NK-92 cell derived MV lysate 
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Figure 4. Number of EA.hy926 cells that migrated to the area of the disturbed monolayer under different cell cultivation 
conditions in the presence of the protein fractions of the NK-92 cell derived MV lysate (% of the non-activated cells; 
the abscissa shows the content of the fraction in the culture medium in serial dilutions)
Note. As for Figure 3.
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Figure 5. Residual area after EA.hy926 cells migrated to the area of the disturbed monolayer under different cell cultivation 
conditions in the presence of the protein fractions of the NK-92 cell derived MV lysate (% of the residual area not occupied 
by the non-activated cells; the abscissa shows the content of the fraction in the culture medium in serial dilutions)
Note. As for Figure 3.
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TABLE 2. RELATIVE NUMBER OF EA.hy926 CELLS EXPRESSING CD54, CD34, CD31 AND CD119 RECEPTORS UNDER 
DIFFERENT CELL CULTIVATION CONDITIONS IN THE PRESENCE OF PROTEIN FRACTIONS OF THE NK-92 CELL DERIVED 
MICROVESICLE LYSATE

Cell cultivation 
conditions

Relative number of cells expressing receptors (%)
CD54 CD34 CD31 CD119

ECs (control) 59.6 (53.2-62.9) 0.0 (0.0-1.1) 44.0 (40.4-50.1) 30.8 (19.6-35.9)
ECs + mobile phase for 
chromatography 59.5 (59.4-59.7) 0.0 (0.0-0.9) 35.0 (2.8-48.3) 16.2 (4.9-19.9)

ECs + PMA 80.7 (79.5-82.8)*** 17.6 (2.9-34.5)** 4.1 (2.9-5.5)*** 49.9 (38.0-70.5)*
ECs + fraction 1 62.4 (58.4-66.2) 1.0 (0.0-1.4) 31.2 (28.0-65.6) 32.2 (17.5-37.1)
ECs + fraction 2 62.5 (59.7-64.5) 3.2 (0.0-4.2) 30.6 (27.6-69.7) 25.8 (21.5-42.9)
ECs + fraction 3 60.3 (56.3-62.2) 0.0 (0.0-11.7) 31.0 (25.3-55.8) 29.5 (23.0-40.4)
ECs + fraction 4 61.1 (59.1-63.3) 1.1 (0.0-5.9) 34.1 (30.7-69.0) 36.8 (18.6-39.1)
ECs + fraction 5 64.7 (62.7-68.8) 0.0 (0.0-4.2) 34.6 (31.5-73.0) 27.9 (17.0-43.2)
ECs + fraction 6 61.2 (57.1-66.5) 4.1 (0.0-9.7) 32.8 (28.7-72.2) 28.9 (11.6-48.4)
ECs + fraction 7 61.1 (59.6-65.3) 4.8 (0.0-10.3) 33.2 (27.9-59.7) 35.3 (24.4-40.5)
ECs + fraction 8 59.1 (57.1-63.8) 0.0 (0.0-2.2) 29.8 (25.1-69.8) 33.6 (16.8-40.8)
ECs + fraction 9 61.3 (58.9-67.1) 4.3 (0.0-5.6) 30.9 (25.3-68.7) 36.8 (22.4-41.4)
ECs + fraction 10 59.2 (58.0-68.0) 3.5 (0.0-4.3) 29.2 (26.1-76.5) 34.0 (23.7-40.2)
ECs + fraction 11 61.4 (59.8-67.2) 0.9 (0.0-2.7) 31.9 (27.0-74.7) 32.9 (14.8-40.3)
ECs + fraction 12 62.3 (57.0-69.0) 0.0 (0.0-3.2) 31.5 (24.9-76.2) 27.1 (10.2-40.5)

Note. As for Table 1.

TABLE 1. MEAN FLUORESCENCE INTENSITY OF CD54, CD34, CD31 AND CD119 RECEPTOR EXPRESSION BY EA.hy926 
CELLS UNDER DIFFERENT CELL CULTIVATION CONDITIONS IN THE PRESENCE OF PROTEIN FRACTIONS OF THE NK-92 
CELL DERIVED MICROVESICLE LYSATE

Cell cultivation 
conditions

Receptor expression intensity (MFI)
CD54 CD34 CD31 CD119

ECs (control) 2568 (1862-3200) 0 (0-0) 877 (790-1002) 489 (330-568)
ECs + mobile phase 
for chromatography 2468 (2292-2503) 0 (0-0) 505 (480-922) 25 (3-723)

ECs + PMA 5604 (5196-6224)*** 188 (55-459)** 148 (108-171)*** 756 (606-1081)*
ECs + fraction 1 2615 (2288-3409) 2 (0-13) 659 (581-1549) 563 (302-604)
ECs + fraction 2 2478 (2467-2924) 14 (0-65) 630 (559-1761) 417 (352-648)
ECs + fraction 3 2548 (2196-2645) 0 (0-137) 636 (542-1248) 471 (356-661)
ECs + fraction 4 2584 (2410-2761) 45 (0-141) 768 (623-1708) 605 (324-660)
ECs + fraction 5 2948 (2731-3041) 0 (0-27) 731 (647-1883) 453 (289-630)
ECs + fraction 6 2646 (2256-2846) 76 (0-111) 704 (606-1967) 540 (221-681)
ECs + fraction 7 2596 (2545-2821) 98 (0-253) 731 (604-1496) 640 (469-694)
ECs + fraction 8 2443 (2310-2698) 0 (0-71) 622 (494-1874) 512 (338-634)
ECs + fraction 9 2720 (2682-3079) 44 (0-82) 723 (560-1844) 611 (411-634)
ECs + fraction 10 2675 (2380-2804) 46 (0-89) 622 (547-2217) 598 (416-651)
ECs + fraction 11 2770 (2482-2998) 19 (0-142) 668 (553-2013) 592 (264-709)
ECs + fraction 12 2748 (2363-3089) 0 (0-39) 663 (554-2038) 506 (209-703)

Note. ECs, non-activated EA.hy926 cells; PMA, phorbol 12-myristate 13-acetate (10 ng/ml). *, p < 0.05;  
**, p < 0.01; ***, p < 0.001 (compared to the non-activated cells expressing the same receptor).
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were obtained, which were further characterized 
by weight using capillary gel electrophoresis on 
microchips. The obtained fractions are represented 
by groups of proteins with different molecular 
weights, the average values of which are in the range 
of 5-250  kDa. The quality of the distribution of 
protein groups by fractions indicates a satisfactory 
chromatographic separation of the lysate, which 
is proven by broad absorption and fluorescence 
bands spanning several neighboring fractions. The 
obtained result also reflects a wide variety of proteins 
in the composition of the NK-92 cell derived MV 
lysate (including cytokines, cell adhesion regulators, 
intracellular signaling proteins), which we previously 
identified as candidate proteins using MALDI-TOF 
mass spectrometric analysis [23].

The aim of this study was to evaluate the effect 
of the obtained protein fractions of the NK-92 
cell derived MV lysate on the phenotype and the 
functional characteristics of the EA.Hy926 cell line. 
Previously, we have found that the cultivation of ECs 
in the presence of NK-92 cell derived MVs increased 
endothelial cell proliferation in a dose-dependent 
manner, when compared with cultivation in a medium 
without MVs [29]. Besides, we have found decreased 
endothelial cell migration under the same conditions, 
which was caused by a decrease in the number of 
migrated ECs compared to the cultivation of the 
target cells in the absence of MVs [29]. Therefore, the 
next stage of our study was the assessment of the effect 
of the protein fractions of the NK-92 cell derived MV 
lysate on proliferation and migration of EA.Hy926 
cells.

In this study, it was found that ten out of the 
twelve protein fractions of the MV lysate cause a 
multidirectional change in endothelial cell proli
feration as compared to cultivation in a medium 
that did not contain the inducers. This fact indicates 
the presence in these fractions of proteins that 
regulate endothelial proliferation. In this case, the 
predominant increase in proliferation of the target 
cells was observed in the presence of fractions 1-4, 6, 
and 9-12. Moreover, the most significant effect in a 
wide range of concentrations was exerted by fraction 1 
(high and low concentrations; dose-dependent 
effect), as well as fractions 3 and 4 (all concentrations 
except 10%), while the other fractions only exerted 
their influence in several dilutions. The inhibitory 
effect on endothelial cell proliferation was exerted 
by fraction 8 (high concentrations; dose-dependent 
effect) and fraction 11 (low concentrations). The rest 
of the fractions (5 and 7) did not change proliferation 
of the target cells.

The data obtained by us are consistent with both 
the literature data on the multidirectional effect of 

NK cells on angiogenesis in in vitro systems [12] and 
our previously obtained data regarding MVs produced 
by NK-92 cells [29].

When assessing the effect of the protein fractions 
of the MV lysate on endothelial cell migration, 
multidirectional effects were also found. For example, 
fractions 1, 3, 5, 9, and 11 increased the number of 
cells that migrated into the zone of the disturbed 
monolayer, which may imply the production by NK 
cells and the subsequent transfer by means of MVs of 
a variety of cytokines that can affect the formation 
of blood vessels [4]. Despite this, in other cases, i.e. 
during cultivation of ECs in the presence of fractions 
2, 4, 6, and 12, decreased migration of the target cells 
was observed, which can be accounted for by increased 
dying of ECs in the presence of specific proteins from 
the MV cargo, including antiangiogenic factors. At the 
same time, the predominant suppression of migration 
of the target cells was observed in the presence of 
fraction 6 (all concentrations except 0.039%) and 
fraction 12 (high and low concentrations). Cultivation 
of ECs in the presence of fraction 10 revealed opposite 
effects depending on dilution: for example, at a high 
concentration (10%), the fraction dose-dependently 
decreased the number of cells in the zone of the 
disturbed monolayer, and in a low concentration 
(0.313%), on the contrary, it increased this parameter. 
The observed multidirectional effect of this fraction 
indicates different limiting concentrations of factors 
that stimulate or inhibit migration of the target cells, 
at the cumulative achievement of which the influence 
of some inducer proteins begins to dominate, while 
the effective action of the others is gradually leveled 
out. The rest of the fractions (7 and 8) did not affect 
endothelial cell migration.

It was also found that cultivation of ECs in the 
presence of fractions 6-9 increased the residual area in 
the zone of the disturbed monolayer, with the number 
of the migrated target cells elevated or not changed 
significantly. In the case of fraction 4, the residual area 
did not change with a simultaneous decrease in the 
number of the cells, and in the case of fraction 10, this 
parameter lowered with a simultaneous decrease in the 
number of the target cells. The data obtained, which 
not in all studied cases reflect the negative correlation 
between migration and the filling area, may indicate 
changes in the morphology of ECs under the influence 
of both pro-angiogenic and anti-angiogenic factors 
contained in the inducers. At the same time, low 
endothelial cell migration and proliferation decreased 
by some factors propagated by NK cells by means of 
their MVs can, in vivo, contribute to the disintegration 
of the vascular endothelial lining. This, in turn, leads 
to a disruption of blood vessel permeability and 
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can contribute to other pathologies associated with 
endothelial dysfunction [32].

The multidirectional dose-dependent effects of 
different concentrations of the NK-92 cell derived 
MV lysate fractions in relation to the regulation of 
endothelial proliferation and migration indicate 
the presence of cytokines in MVs that control these 
processes. Such cytokines in the MV cargo may 
be cytokines with opposite effects: VEGF [20], a 
stimulator of angiogenesis, as well as IL-10 [10] and 
TGF-β [21], inhibitors of angiogenesis. Previously, 
we have obtained data that NK cells upon contact 
cultivation with ECs lengthen capillary-like structures 
formed by ECs [30]. NK-92 cells are a source of VEGF 
and carry the VEGFR1 receptor on their surface [27]. 
VEGF is one of the main and most important factors 
that regulate all stages of angiogenesis, stimulating 
endothelial cell migration, proliferation and 
viability [1]. Moreover, NK-92 cells are a source of the 
matrix metalloproteinases MMP- 2 and MMP- 9 [13], 
which play an important role in angiogenesis [5]. 
Matrix metalloproteinases provide degradation 
and remodeling of the extracellular matrix  [34] and 
stimulate endothelial cell migration  [8]. There is 
evidence in the literature that, due to their proteolytic 
activity, matrix metalloproteinases play an important 
role in the regulation of signaling pathways that 
control cell proliferation, invasion, and viability [5].

Previously, using the MALDI-TOF mass spe
ctrometry method, we have found 986 proteins in MVs 
produced by NK-92 cells, including semaphorins, 

TGF-β, RANTES, IP-10, CXCL11, etc. (Table 3) [23], 
which also indicates the active influence of NK cells 
on angiogenesis and the functions of ECs. Table 3 
includes the cytokine receptors found in MVs, which 
could competitively bind to cytokines, reducing their 
autocrine effect on ECs.

Comparison of data on the effect of the protein 
fractions of the NK-92 cell derived MV lysate on 
proliferation and migration of EA.Hy926 cells also 
revealed a heterogeneous relationship. It is logical 
to assume that when cells proliferate, the migration 
stops. However, such an effect was observed only in a 
part of the obtained fractions: when fractions 2, 4, 10, 
and 12 were added, the number of proliferating cells 
increased but the number of migrated cells decreased. 
At the same time, when fractions 1, 3, 6, and 9-11 
were added, the number of proliferating and migrated 
cells increased simultaneously. Fraction 5 did not 
change proliferation, but it increased migration, while 
fraction  8, on the contrary, decreased proliferation 
and did not change endothelial cell migration. 
Fraction 7 did not affect the numbers of migrated and 
proliferated cells.

Proliferation and the migration rates have different 
effects on the vasculature, as they can be weakened 
in different ways by selective agents in proliferative 
diseases such as cancer; or these parameters can be 
selectively increased in ischemic diseases, wound 
healing or regenerative medicine. Using computer 
modeling, it was shown that proliferation is of 
great importance in the development of the tumor 

TABLE 3. FUNCTIONS OF SEVERAL PROTEINS OF MICROVESICLES PRODUCED BY NK-92 CELLS AND THEIR 
PRESUMPTIVE DISTRIBUTION IN THE OBTAINED PROTEIN FRACTIONS

Protein MW, kDa Function / Biological process Protein
fractions

C-C chemokine receptor type 3 7.8 CCL5, CCL7, CCL11, CCL13, CCL15, 
CCL24, CCL26, and CCL28 receptor 8, 9, 10, 11,12

Prostaglandin E2 receptor EP4 
subtype (EP4) 53.1 PGE2 receptor, inhibition of cell 

cytotoxicity 3, 4, 5

C-C motif chemokine 5  
(CCL5, RANTES) 10.0 chemokine, inflammatory mediator 8, 9, 10, 11,12

C-X-C motif chemokine 10  
(CXCL10, IP-10) 10.9 chemokine, inflammatory mediator control 

of cell migration 8, 9, 10, 11,12

C-X-C motif chemokine 11 (CXCL11) 10.4 chemokine, inflammatory mediator, control 
of cell migration 8, 9, 10, 11,12

Interferon ββ 22.3 cell activation 5

Semaphorin-4D (SEMA4D, CD100),  
isoform 1 96.1

activated cell surface receptor, mediating 
of cell cytotoxicity by binding to CD72 on 

the target cell
4, 5

Transforming growth factor ββ-1 44.3 control of cell activity, regulation of 
differentiation 3, 4, 5
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vasculature [33]. When proliferation is low, the vessels 
reach the tumor inner space, but the capillaries still 
do not cover most of the area. Thus, cell migration 
allows the vasculature to spread in the tumor space, 
but with fewer cells. When proliferation is moderate, 
the tumor vasculature spreads throughout the area. In 
this case, there is a balance between proliferation and 
migration, in which proliferation is too low to allow 
the proliferation of end cells, but it is high enough 
for vessels to grow. This leads to an expansion of the 
tumor space due to cell migration and better coverage 
due to the branching of new cells. When proliferation 
is high, the resulting vasculature is minimal but very 
tortuous [33]. The heterogeneous effect of the protein 
fractions of the NK-92 cell derived MV lysate on 
proliferation and migration of EA.Hy926 cells found 
by us confirms the multifunctional role of NK cells in 
controlling the development of the vascular network 
in health and disease.

In this study, we also analyzed the effect of the 
protein fractions of the NK-92 cell derived MV lysate 
on the expression of the CD54 (ICAM-1), CD34, 
CD31 (PECAM-1) and CD119 (IFNγR1) receptors 
by EA.Hy926 cells. The choice of the receptors for 
assessing their expression by the target cells was due 
to the fact that previously, it was found by us that the 
expression of these receptors changed after cultivation 
of ECs in the presence of MVs produced by NK-92 
cells [29]. Namely, incubation of ECs in the presence 
of MVs decreased the number of the cells expressing the 
CD34, CD31 and CD119 receptors. A decrease in the 
number of the target cells with the CD34+ phenotype 
after incubation with MVs produced by NK-92 cells 
was accompanied by an increased expression of this 
receptor by ECs as compared to intact cells. Despite 
no differences in the number of ECs with the CD54+ 
phenotype, the intensity of CD54 expression on ECs 
was higher after their incubation with MVs compared 
to intact cells [29].

We found that proteins of the NK-92 cell derived 
MV lysate fractions did not alter the expression of 
the CD54, CD34, CD31 and CD119 receptors. No 
changes in the expression indicate an insufficient 
concentration of proteins capable of influencing the 
relevant gene expression and the probable presence of 
active phosphorylated forms of signal proteins in the 
lysate (one cannot exclude a possible contribution to 

the observed effects of miRNAs and membrane bound 
proteins). Besides, it may indicate no contamination 
of the protein fractions with lipopolysaccharides after 
their being filtered for the purpose of sterilization (this 
necessary procedure also lowers the concentration of 
active components of the fractions).

Taking into account all the information presented, 
one can conclude that the our data obtained on 
altered proliferation and migration of EA.hy926 cells 
under the influence of the protein fractions of the 
NK-92 cell derived MV lysate and on insignificant 
contribution of the several inducers to the total 
lysate effect confirm the involvement of a variety of 
pro- and anti-angiogenic factors of leukocyte origin 
and associated signaling pathways in blood vessel 
formation [38].

Thus, MVs produced by NK-92 cells, in addition 
to cytotoxic proteins, carry other protein components 
(regulators of the immune response, inflammation, 
and angiogenesis) that can provide communication 
of NK cells with ECs, causing their activation and 
changing their proliferative and migratory activity 
in different directions. Comparison of the obtained 
data with the results of previous studies allows for 
proposing specific proteins that may be involved in 
these processes: calcium / calmodulin-dependent pro
tein kinase type II, serine / threonine kinase Akt, 
sphingosine-1-phosphate lyase 1, α-catulin, CXC 
chemokines, profilin-3, relaxin-3, etc. However, 
to elucidate the immunological and biochemical 
mechanisms underlying proliferation and migration 
of ECs, further research is needed to identify effector 
proteins in the cargo of MVs produced by NK cells 
and to search for direct evidence of their relation to 
the effects observed during an interaction of the MVs 
with ECs.

Conclusion
NK cells can perform their functions with the 

help of MVs, a new poorly studied object of cell 
communication. Further study of the role and the 
protein cargo of MVs produced by NK cells will 
expand the existing knowledge of the mechanisms 
of participation of these cells not only in the 
implementation of cytotoxic effects, but also in the 
regulation of various physiological processes, in 
particular angiogenesis.
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ОПЫТ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ NK-КЛЕТОК ЧЕЛОВЕКА 
С ФИДЕРНЫМИ КЛЕТКАМИ IN VITRO
Гельм Ю.В.1, Пасова И.А.1, Гривцова Л.Ю.1, Константинова Т.В.1, 
Михайловский Н.В.2, Рыбачук В.А.2, 3, Абакушина Е.В.2, 
Иванов С.А.1, 4, Каприн А.Д.4, 5

1 Медицинский радиологический научный центр имени А.Ф. Цыба – филиал ФГБУ «Национальный 
медицинский исследовательский центр радиологии» Министерства здравоохранения РФ, г. Обнинск, 
Калужская обл., Россия  
2 ООО «Текон Медицинские приборы», Москва, Россия  
3 ФГБОУ ВО «Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова», Москва, Россия  
4 ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов», Москва, Россия  
5 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр радиологии» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Обнинск, Калужская обл., Россия 

Резюме. Адоптивная иммунотерапия с использованием NK-клеток стала многообещающим те-
рапевтическим направлением. NK-клетки являются компонентом врожденной иммунной системы, 
действуют как ключевые регуляторы и обладают выраженной противоопухолевой цитолитической 
активностью. Для того чтобы стало возможным оценить терапевтический эффект адоптивной NK-
клеточной иммунотерапии на доклинических этапах существует потребность в надежных протоколах 
для получения NK-клеток in vitro. Существует большое количество публикаций о способах активации 
и генерации NK-клеток человека, в том числе с использованием фидерных клеток и различных ци-
токинов. 

В статье описан опыт совместного культивирования NK-клеток от онкологических больных или 
доноров с фидерными клетками и без них (контрольная группа). В качестве фидера использовали 
клеточную линию К562 после облучения двух видов: после генной модифицикации К562 (гмК562) 
мембраносвязанными mbIL15, mbIL21 и без нее. NK-клетки смешивали с фидером в соотношении 
1:1, 1:2 и 1:5 на 0-й, 7-й и 14-й день соответственно. Ежедневная морфологическая оценка показала, 
что после 3 суток культивирования NK-клетки как доноров, так и онкологических больных начи-
нали пролиферировать и увеличиваться в размерах, а жизнеспособность фидерных клеток начинала 
снижаться, и к окончанию сроков культивирования составляла менее 20%. В контрольной группе без 
фидера после 3-го дня культивирования NK-клетки доноров и онкологических больных уходили в 
апоптоз, уровень их жизнеспособности снижался до 70%.
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Проведена сравнительная оценка двух разных способов получения NK-клеток человека. Пока-
зано, что при выделении NK-клеток после магнитной селекции доля CD3-CD56+CD16+ клеток со-
ставляла более 90%, а после удаления адгезивных клеток – не менее 60%. При культивировании 
NK-клеток онкологических больных после магнитной селекции совместно с гмК562 на 21-е сутки 
количество NK-клеток увеличивалось в 85 раз. При культивировании NK-клеток доноров совместно 
с обычными К562 на 21-е сутки количество NK-клеток увеличивалось только до 8 раз. Показано, 
что в супернатантах, собранных в процессе культивирования NK-клеток с фидерными клетками двух 
видов, многократно увеличивались концентрации TNFα и IFNγ относительно контрольной группы. 
Экспериментальным путем подобраны оптимальные условия генерации NK-клеток.

Ключевые слова: NK-клетки, мононуклеарные клетки, фидерные клетки, культивирование, пролиферация, ИФА, фенотип
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Abstract. Adoptive immunotherapy using NK cells has become a promising therapeutic area. NK cells are 
a component of the innate immune system, act as key regulators, and have potent antitumor cytolytic activity. 
In order to be able to evaluate the therapeutic effect of adoptive NK cell immunotherapy at preclinical stages, 
there is a need for reliable protocols for in vitro production of NK cells. There are a large number of publications 
on methods for activating and generating human NK cells, including using feeder-cells and various cytokines.

The article describes the experience of cultivation of NK cells from cancer patients or donors with feeder-
cells and without feeder-cells (control group). The K562 cell line was used as a feeder after irradiation of 
two types: after gene modification of K562 (gmK562) with membrane-bound mbIL15, mbIL21 and without 
it. NK cells donors and cancer patients were mixed with K562 in a ratio of 1:1, 1:2 and 1:5 on 0, 7 and 14 
days respectively. Daily morphological assessment showed that, NK cells donors and cancer patients began to 
proliferate and increase in size, while the viability of feeder cells began to decrease after 3 days of cultivation, 
and they were less than 20% on 21 days. NK cells of donors and cancer patients went into apoptosis, their 
viability level decreased to 70% in the control group (without feeder-cells) after 3 days of cultivation. 

A comparative evaluation of two different methods of obtaining human NK cells was carried out. It was 
shown when NK cells were isolated by magnetic selection, the proportion of CD3-CD56+CD16+ cells were 
more than 90%, and after the removal of adherent cells, it was at least 60%. When cultivating NK cells cancer 
patients (after magnetic separation) together with gmK562 on the 21st day, it was possible to increase the number 
of NK cells up to 85 times. When cultivating NK cells donors (after adhesion) together with non-genetically 
modified K562 cells on 21 days, it was possible to increase the number of NK cells up to 8 times. It was shown 
that in the supernatants collected during the cultivation of NK cells with feeder cells (both irradiated with K562 
and genetically modified with K562), the concentrations of TNFα and IFNγ increased many times relative to 
the control group. The optimal conditions for culturing NK cells were experimentally selected to obtain a large 
number of NK cells.

Keywords: NK cells, mononuclear cells, feeder cells, culture, proliferation, ELISA, phenotype
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Введение
Основываясь на уникальных свойствах кле-

ток естественных киллеров (NK-клеток), их при-
менение в клинической практике может иметь 
важное терапевтическое значение при лечении 
рака [4,  5,  6,  11,  13]. Способность NK-клеток 
естественным способом лизировать опухолевые 
клетки без предварительной сенсибилизации и 
обеспечивает их основную роль в иммунном над-
зоре против злокачественных клеток. Из-за огра-
ниченного клинического использования и ток-
сичности химиотерапии дополнительной опцией 
для увеличения показателей выживаемости онко-
логических больных может служить адоптивная 
иммунотерапия (АИТ) (от англ. adopt – перено-
сить, усыновлять) с применением цитотоксиче-
ских лимфоцитов и NK-клеток [7, 8]. АИТ позво-
ляет использовать иммунную систему организма 
больного для того, чтобы уничтожить раковые 
клетки. Хотя недавно был достигнут некоторый 
прогресс в терапии дендритными клетками и 
цитотоксическими Т-лимфоцитами (CTLs), их 
клиническое применение ограничено необхо-
димостью распознавания опухолевого антигена. 
Однако большинство антигенов, экспрессируе-
мых опухолевыми клетками, идентичны генным 
продуктам нормальных клеток. В противопо-
ложность этому NK-клетки имеют антиген-не-
зависимую цитотоксическую активность против 
трансформированных клеток [5, 6, 9]. АИТ на ос-
нове NK-клеток, противоопухолевый потенциал 
которых усиливают с помощью культивирования 
in vitro в присутствии цитокинов и фидерных кле-
ток (от англ. feeder cells  – клетки кормилицы) 
проводится в некоторых странах, например, в 
США, Италии, Испании, Китае, Таиланде, Син-
гапуре и Бразилии, что указывает на повышен-
ный интерес к данной проблеме [12, 14, 15]. Од-
нако в Российской Федерации на сегодняшний 
день нет доступных исследований, посвященных 
длительной активации и генерации NK-клеток. 
Чтобы изучить потенциал цитокинов при куль-
тивировании NK-клеток, обычно используют 
фидерные клетки на основе K562, экспрессиру-
ющие мембран связанные химерные рецепторы 
IL-21 (mbIL21) и IL-15 (mbIL15), и исследуют 
экспансию и фенотип NK-клеток, функциональ-
ную активность в ответ на периодическую сти-
муляцию фидерными клетками [16]. Генерация 
NK-клеток в этих условиях и многократное уве-
личение их количества обеспечивается при дли-
тельном культивировании не менее 21 дня [15]. 

Для адоптивной иммунотерапии рака исполь-
зуются различные источники NK-клеток. Цито-

токсические NK-лимфоциты можно получить 
из периферических мононуклеарных клеток или 
из CD34+ гемопоэтических стволовых клеток, 
индуцированных плюрипотентных клеток или 
из стволовых клеток пуповинной крови, однако 
это требует длительного периода культивирова-
ния более 21 дня, что не всегда выполнимо для 
лечения больных высокого риска [15]. Поэтому 
некоторые группы исследователей для терапии 
используют NK-клеточные линии (NK-92, NKL, 
KYHG-1, YT, NKG). Их можно модифицировать 
генами различных цитокинов или химерными 
антигенными рецепторами. Для культивирова-
ния NK-клеток обычно используют такие цито-
кины как IL-2, IL-15, IL-18 и IL-21 и генетиче-
ски модифицированные фидерные клетки [15]. 
Общая γ-цепь рецепторов цитокинов IL-2, IL-15 
и IL-21 была изучена в отношении активации, 
созревания и пролиферации NK-клеток. Извест-
но, что IL-15 играет роль в активации и жизне-
способности NK-клеток, что обосновывает его 
применение для получения фидерных клеток, 
экспрессирующих IL-15. Разрешенным методом 
для получения субпопуляции NK-клеток по тре-
бованиям GMP является лейкаферез и редукция 
Т- и В-лимфоцитов [14]. 

Однако существует проблема сопоставления 
различных протоколов экспансии NK-клеток, 
т.к. продолжительность культивирования NK-
клеток ex vivo колеблется от нескольких часов 
(при быстрой активации) до нескольких недель 
(при долгосрочном культивировании). Исполь-
зуются многочисленные исходные компоненты 
сред с различной долей NK-клеток, комбинации 
нескольких цитокинов в разных концентрациях. 
Изучаются методы культивирования NK-клеток 
с фидерными клетками или без них. Следова-
тельно, существует значительный интерес к раз-
работке методов генерации NK-клеток ex vivo. 

Изучение динамики экспрессии цитокинов, 
а также цитокинопродуцирующего потенциала 
иммунокомпетентных клеток позволяет допол-
нить изучение их функциональных характери-
стик. TNFα образуется NK-клетками, воздей-
ствует на опухолевые клетки в условиях in vivo за 
счет запуска апоптоза, генерации активных форм 
кислорода и окиси азота, участвует в развитии 
иммунного ответа, обуславливая пролиферацию, 
и препятствует возникновению иммунологиче-
ской толерантности. IFNγ обладает непосред-
ственной тумороцидной и противовирусной ак-
тивностью, стимулирует активность NK-клеток и 
пролиферацию. Уровень цитокинов может быть 
использован в качестве маркера для оценки сте-
пени активации и пролиферации NK-клеток.
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Авторы имеют многолетний опыт работы в 
области культивирования лимфоцитов человека. 
Ранее показано, что использование комбинации 
IL-2, IL-15 и IL-12 в низких концентрациях спо-
собствует получению цитокин-активированных 
киллеров за 10-14 дней с высокой жизнеспособ-
ностью (> 95%), пролиферативной и цитотокси-
ческой активностью [1, 2]. Имеется опыт приме-
нения цитокин-активированных киллеров для 
АИТ онкологических больных с 2013 года, была 
доказана безопасность и отсутствие токсичности 
у данного способа лечения [3, 10]. Показано, что 
применение АИТ у некоторых пациентов позво-
ляет увеличить продолжительность безрецидив-
ного периода, уменьшить количество побочных 
эффектов химиотерапии и улучшить результаты 
комплексного лечения [3, 10].

Целью данной работы являлось изучение спо-
собов экспансии in vitro NK-клеток онкологи-
ческих больных и доноров в сочетании с фидер-
ными клетками с оценкой жизнеспособности, 
морфологии и цитокинопродукции NK-клеток 
на этапах длительного культивирования в тече-
ние 21 суток.

Материалы и методы
Объект исследования  – периферическая 

кровь онкологических больных и доноров. Из ге-
паринизированной венозной крови на градиенте 
плотности фиколла (ρ  =  1,077) были выделены 
мононуклеары (МНК), далее дважды отмыва-
ли фосфатно-солевым буфером (pH = 7,4) и до-
водили до нужной концентрации. Для оценки 
морфологии культивируемых клеток с помощью 
инвертированного микроскопа (Nikon, Eclipse 
TS100, Япония) проводили визуальный анализ 
изменения формы, размеров, гранулярности и 
наличия адгезивных свойств у изучаемых клеток 
(МНК, моноциты, NK, K562, гмK562). Жизне-
способность культивируемых клеток определяли 
методом подсчета в камере Горяева с помощью 
0,4% раствора трипанового синего («Биолот», 
Россия), пересчитывали в процентном соотно-
шении долю окрашенных (мертвых) к общему 
количеству клеток. Индекс пролиферации (ИП) 
клеток определяли по формуле: 

ИП = Хn+1 / Хn,
Хn – исходное число клеток для каждой груп-

пы, Хn+1 – конечное число выращенных для каж-
дой группы клеток. Подсчет К562 проводили при 
каждой пересадке в течение всего срока культи-
вирования и перед облучением. Оценку проли-
ферации фидерных клеток К562 проводили на 
1-е, 3-и и 7-е сутки культивирования после об-
лучения. Подсчет NK-клеток проводили после 

выделения, затем оценку пролиферации прово-
дили на 7-е, 14-е и 21-е сутки культивирования с 
фидерными клетками. 

Выделение NK-клеток
Выделение NK-клеток проводили с помо-

щью набора NK Cell Isolation Kit Human (Miltenyi 
Biotec, США) на магнитах по инструкции про-
изводителя (метод магнитной селекции). Либо 
методом адгезии моноцитов: полученные МНК 
доводили до концентрации 5 млн/мл, засеивали 
в культуральный флакон в чистой среде RPMI и 
инкубировали 60-90 минут, после чего собира-
ли суспензионные клетки, центрифугировали 
1000  об/мин в течение 5 минут и доводили до 
нужной концентрации.

Проточная цитометрия
Фенотипирование флуоресцентно мече-

ных клеток проводили на цитофлуориметре 
FACScanto II (Becton Dickinson, США). Оцени-
вали субпопуляционный состав Т-, NK-клеток, 
маркер активации HLA-DR и маркер апоптоза 
СD95 на лимфоцитах. Субпопуляционный со-
став клеточной суспензии после культивирова-
ния NK-клеток с фидером, определяли на 7-е, 
14-е и 21-е сутки.

Для оценки чистоты выделения NK-клеток 
из МНК, сразу после магнитной селекции или 
метода удаления адгезивных клеток проводи-
ли цитофлуориметрический анализ в гейтах 
СD45+ (лимфоциты), СD14+ (моноциты). Для 
фенотипирования лимфоциты отмывали фос-
фатно-солевым буферным раствором (ФСБ) и 
окрашивали конъюгированными с РЕ или FITC 
антителами, которые связываются с антигена-
ми клеточной поверхности, к CD3, CD4, CD14, 
CD16, HLA-DR, CD45, CD56, CD95 (Beckman 
Coulter и Becton Dickinson, США) по инструк-
ции. Обработку полученных результатов прово-
дили с помощью программы BD FacsDiva 6-0. Для 
подсчета доли апоптотических и мертвых клеток 
применяли также метод проточной цитометрии, 
основанный на двойном флуоресцентном окра-
шивании клеток аннексином V-AF488 (зеленая 
флюоресценция)  – для оценки доли апоптоти-
ческих клеток и пропидия иодидом (PI) (красная 
флуоресценция мертвых клеток). Окрашивание и 
инкубацию клеток с красителями, проводили по 
инструкции производителя.

Облучение К562
Фидерные клетки получали из клеточной ли-

нии К562, предварительно культивированные 
в течение 2 недель в условиях СО2-инкубатора 
(37  oC, 5%  СО2). Облучение клеток проводили на  
установке Philips SL-20, энергия пучка 6 МэВ. 
Для эксперимента клетки К562 переносили в три 
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флакона и делили на три группы: первая – кон-
троль (К), вторая – фракционированный способ 
облучения (два раза по 50 Гр с перерывом в 20 ми-
нут), третья – однократно в дозе 100 Гр в течение 
25 минут. После облучения клетки К562 продол-
жали культивировать в течение 7 суток.

Фидерные клетки
В качестве фидерных клеток применялись 

клетки двух видов:
1) клетки постоянной клеточной линии мие-

лобластного лейкоза К562, после культивирова-
ния и облучения электронами.

2) генно-модифицированные клетки К562 
(гмК562), несущие на своей поверхности мем-
брано-связанные IL-15, IL-21 (mbIL15 и mbIL21) 
после облучения и криоконсервации и оттаива-
ния, являющиеся разработкой и предоставлен-
ные ООО «СайСторЛаб».

В эксперимент были включены данные куль-
тивирования NK-клеток, полученных от 4 до-
норов, которые культивировали с К562 и 2 онко-
логических больных, которые культивировали с 
гмК562. Для контроля проводили культивирова-
ние NK-клеток доноров и больных без добавле-
ния фидера.

Облучение клеток К562 проводили электрона-
ми двумя разными способами: однократно в дозе 
100 Гр и фракционированно дважды по 50 Гр.

Культивирование NK-клеток с фидером
Культивирование выделенных NK-клеток в 

концентрации 1 млн/мл совместно с фидерны-
ми клетками проводили до 21-х суток в условиях 
СО2-инкубатора в питательной среде RPMI 1640 
(«ПанЭко», Россия) с IL-2  – 300 Ед/мл. Через 
каждые 48 часов обновляли питательную среду, 
добавляли IL-2  – 300 Ед/мл, ежедневно оцени-
вали морфологию клеток. Фидерные клетки до-
бавляли к NK-клеткам на 1-е, 7-е и 14-е сутки 
культивирования в соотношениях 1:1, 1:2 и 1:5 
(NK:Фидер). В эти же дни отбирали часть клеток 
на фенотипирование, осаждали центрифугирова-
нием, собирали и замораживали супернатант для 
иммуноферментного анализа (ИФА). Для кон-
троля проводили культивирование NK-клеток 
как после магнитной сепарации, так и после 
адгезии моноцитов в условиях СО2-инкубатора 
в такой же питательной среде в концентрации 1 
млн/мл без добавления фидера и собирали супер-
натант для ИФА.

Иммуноферментный анализ
В супернатантах, полученных на этапах со-

вместного культивирования NK-клеток с фи-
дерными клетками на 7-е, 14-е и 21-е сутки, для 
определения функциональной активности кле-
ток, измеряли концентрации противоопухоле-

вых цитокинов (TNFα и IFNγ). ИФА проводили 
с помощью наборов реагентов «Вектор Бест» по 
инструкции фирмы производителя. Оптиче-
скую плотность образцов измеряли на фотометре 
ChroMate (Awareness Technology, США) в двух-
волновом режиме: основной фильтр  – 450 нм, 
референс-фильтр – 620 нм. 

Анализ результатов проводили с помощью 
программы Microsoft Excel 2007, данные пред-
ставляли как среднее значение по группе или 
среднее±стандартное отклонение.

Результаты и обсуждение
Облучение фидерных клеток К562
При культивировании клеток К562 уровень 

жизнеспособности достигал 99,7%. Перед об-
лучением жизнеспособность К562 составляла 
80,0±11,3%. Через сутки после однократного 
облучения К562 (в дозе 100 Гр), жизнеспособ-
ность снижалось до 64,8±14,8%, а при фракцио-
нированном (дважды по 50 Гр) – до 65,1±12,0%. 
На 3-и сутки после однократного облучения ко-
личество живых фидерных клеток снижалось 
до 59,6±19,5%, а при фракционированном  – до 
52,9±10,3%. На 7-е сутки после однократного 
облучения количество живых фидерных клеток 
снижалось до 41,8±20,9; при фракционирован-
ном – до 46,1±13,9%. После однократного облу-
чения дозой 100 Гр в течение следующих 7 суток 
культивирования фидерные клетки не пролифе-
рировали. В группе с фракционированным облу-
чением наблюдалась незначительная пролифера-
ция клеток, относительно группы контроля.

Таким образом, изучено влияние ионизирую-
щего излучения на пролиферативный потенциал 
клеток линии К562. Показано, что через 7 суток 
после облучения электронами однократно в дозе 
100 Гр пролиферативный потенциал отсутствует, 
а жизнеспособность снижается за счет активации 
апоптоза в опухолевых клетках. Налажен способ 
получения фидерных клеток линии К562 для по-
следующего культивирования с NK-клетками. 
Была выбрана доза облучения: 100 Гр однократно.

Экспансия NK-клеток
Метод проточной цитометрии показал, что 

после магнитной сепарации чистота выделения 
NK-клеток как доноров, так и онкологических 
больных (CD3-CD56+CD16+) составляла 90±2%, 
а после адгезии моноцитов  – более 60±2%. Та-
ким образом, метод магнитной селекции явля-
ется наиболее эффективным. Второй способ, 
основанный на адгезии моноцитов, менее эф-
фективен, но оказался приемлем для дальней-
шего культивирования с фидерными клетками, а 
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также не требовал наличия специальных дорого-
стоящих наборов для выделения NK-клеток.

Морфологическая оценка NK-клеток в кон-
трольной группе показала, что на 3-и сутки куль-
тивирования NK-клетки начинали увеличивать-
ся в размерах и незначительно пролиферировать 
(20%), однако после 3 суток жизнеспособность 
клеток значительно снижалась, и уже на 7-е сут-
ки составляла менее 70%, а к 14-м суткам – около 
55%. 

При совместном культивировании NK-клеток 
от онкологических больных или доноров с фи-
дерными клетками ежедневные микроскопиче-
ские наблюдения показали, что морфология NK-
клеток также начинала меняться после 3 суток. 
Клетки увеличивались в размерах, становились 
гранулярными и пролиферировали в несколь-
ко раз, образуя полусферы, окружали фидерные 
клетки, которые в свою очередь постепенно рас-
падались на отдельные апоптотические тельца, 
ограниченные плазматической мембраной, и к 
7-м суткам визуально их становилось значитель-
но меньше (рис. 1, см. 2-ю стр. обложки). Оце-
нив уровень пролиферации, можно отметить, 
что при культивировании NK-клеток гмК562 на 
21-е сутки и их количество увеличивалось в 34,2-
76,2 раза, а при использовании в качестве фидера 
обычных клеток К562 только в 4,1-8,4 раза.

Как известно, у доноров и онкологических 
больных процесс активации клеток in vitro не от-
личается, т.к. количество и качество NK-клеток 
зависит не от наличия опухоли, а от индивиду-
альных особенностей человека и его иммунной 
системы, что было нами подтверждено при из-
учении фенотипической характеристики и мар-
керов активации после совместного культивиро-
вания лимфоцитов с фидером. Из-за отсутствия 
существенных отличий результатов фенотипи-
рования лимфоцитов доноров и онкологических 
больных, данные объединены в одну группу. В та-
блице 1 представлена фенотипическая характе-
ристика лимфоцитов и маркеров активации по-
сле совместного культивирования с различными 
фидерными клетками: К562 и гмК562 по дням 
культивирования, перед добавлением новой пор-
ции фидерных клеток. Все данные представлены, 
как среднее значения ± стандартное отклонение. 
Для определения доли фидерных клеток при фе-
нотипировании клеточной суспензии выделяли 
CD45 негативный гейт и вычисляли долю мерт-
вых клеток. Процент мертвых NK-клеток выде-
ляли среди СD16+СD56+СD3- лимфоцитов.

Доля мертвых фидерных клеток (гмК562 и 
К562) увеличивалась к 21-м суткам культивиро-
вания в среднем более чем на 80%. После 7 суток 

наблюдалось увеличение процентного содержа-
ния NK-клеток и снижение доли Т-лимфоцитов. 
Показано снижение среднего количества Т-лим
фоцитов на 14-е сутки в 2 раза относительно 
0 суток. Также через неделю культивирования 
отмечена экспрессия активационного маркера 
HLA-DR(all) на лимфоцитах. 

Таким образом, показано, что при длительном 
культивировании лимфоцитов онкологических 
больных с генно-модифицированными фидер-
ными клетками и доноров с обычными клетка-
ми линии К562, можно получить более 50% NK-
клеток, при этом их цитотоксическая активность 
достигает 80%.

Иммуноферментный анализ
В контрольной группе, где NK-клетки доно-

ров и онкологических больных культивировались 
без фидера, содержание TNFα и IFNγ в суперна-
тантах на 7-е и 14-е сутки выявлено в следовых 
количествах. В таблице 2 представлены резуль-
таты иммуноферментного анализа супернатан-
тов, собранных в процессе культивирования 
NK-клеток доноров и онкологических больных с 
различными фидерными клетками и без них. Все 
данные представлены, как среднее значения ± 
стандартное отклонение.

При культивировании NK-клеток как доно-
ров так и онкологических больных с фидером, 
в супернатантах на 7-е и 14-е сутки многократ-
но увеличивались концентрации TNFα и IFNγ, 
относительно контрольной группы без фидера, 
что указывает на активацию NK-клеток. Пока-
зано, что в образцах с гмК562 отмечается более 
высокая продукция TNFα и IFNγ, в отличие от 
образцов с обычными клетками линии К562. Ве-
роятно, что такое резкое увеличение уровня ци-
токинов на ранних сроках культивирования в об-
разцах с гмК562 и дает возможность NK-клеткам 
пролиферировать в большей степени. Посте-
пенное снижение продукции обоих цитокинов 
NK-клетками к 21-м суткам наблюдалось при 
совместном культивировании с гмК562, так кон-
центрация TNFα уменьшилась в 2,7 раз, а IFNγ в 
2,1 раза, относительно 7-х суток. Обратная тен-
денция к увеличению продукции цитокинов на-
блюдалась в группе с обычными К562. Можно 
отметить повышение концентрации TNFα в 4 
раза и IFNγ в 2,2 раза к окончанию сроков куль-
тивирования, относительно 7-х суток. Данное 
явление возможно связано с более поздней ак-
тивацией NK-клеток, культивируемых с К562, по 
сравнению с гмК562.

Таким образом, можно заключить, что приме-
нение фидерных клеток в протоколах генерации 
NK-клеток, позволяет получить большое коли-
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ТАБЛИЦА 1. РЕЗУЛЬТАТЫ ФЕНОТИПИРОВАНИЯ ИССЛЕДУЕМЫХ КЛЕТОК

TABLE 1. RESULTS OF PHENOTYPING OF THE STUDIED CELLS

Показатель
Indicator

Сутки
Days

0-е сутки
0th day

7-е сутки
7th days

14-е сутки
14th days

21-е сутки
21st days

CD45+ (лимфоциты), %
CD45+ (lymphocytes), % – 62,3±10,8 60,6±21,9 58,1±14,0

Т-лимфоциты (СD3+)
Т lymphocytes (СD3+), % 56,9±24,9 44,2±18,1 26,4±20,4 36,8±11,9

NK-клетки
(СD16+СD56+СD3-), %
NK cells
(СD16+СD56+СD3-), %

22,6±19,2 49,9±17,0 60,8±13,8 52,8±9,0

Живые NK-клетки от общего количества
СD16+СD56+СD3-, %
Live NK cells from total
СD16+СD56+СD3-, %

99,5±0,6 88,5±2,0 71,0±28,9 59,4±37,2

К562 (CD45neg), % – 37,7±10,8 39,4±21,9 42,0±14,0

Мертвые К562 от общего количества
(CD45neg), %
Dead К562 from total
(CD45neg), %

– 54,4±18,3 74,1±1,0 81,3±6,6

Маркеры активации на лимфоцитах
HLA-DR(all), %
Activation markers in lymphocytes
HLA-DR(all), %

34,1±1,4 87,7±4,2 67,4±27,3 –

СD95+(FAS/APO-1), % 81,7±10,4 68,0±0,7 – –

СD3+СD95+, % 62,6±3,5 38,6±21,2 – –

ТАБЛИЦА 2. РЕЗУЛЬТАТЫ ИФА СОВМЕСТНОГО КУЛЬТИВИРОВАНИЯ NK-КЛЕТОК ДОНОРОВ И ОНКОЛОГИЧЕСКИХ 
БОЛЬНЫХ И РАЗЛИЧНЫХ ФИДЕРНЫХ КЛЕТОК (С ГЕННОЙ МОДИФИКАЦИЕЙ – гмК562 И БЕЗ НЕЕ К562), СВОДНАЯ 
ТАБЛИЦА 

TABLE 2. ELISA RESULTS OF CULTIVATION OF NK CELLS AND VARIOUS FEEDER CELLS 

Цитокин,  
пг/мл

Cytokine, pg/ml

Фидерные клетки
Feeder cells

Сутки
Days

7-е сутки
7th days

14-е сутки
14th days

21-е сутки
21st days

TNFαα

гмК562
gmК562 83,00±36,77 22,50±6,36 30,0±0,0

К562 20,67±13,87 40,00±16,82 86,33±52,69

контроль (без фидера)
control (without feeder) 4,00±2,83 2,50±0,71 –

IFNγγ

гмК562
gmК562 418,50±38,89 325,00±76,37 196,0±0,0

К562 245,00±77,35 360,33±178,36 534,67±318,30

контроль (без фидера)
control (without feeder) 10,00±9,90 2,50±0,71 –
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чество клеток с выраженной противоопухолевой 
цитолитической активностью [9,  12,  14,  15]. Од-
нако более ранняя продукция цитокинов TNFα 
и IFNγ наблюдалась в образцах при культиви-
ровании NK-клеток онкологических больных и 
гмК562. Также наибольшего уровня пролифера-
ции NK-клеток к окончанию культивирования 
удалось достигнуть, после их выделения мето-
дом магнитной сепарации и культивирования с 
гмК562, что является наиболее предпочтитель-
ным для получения большого количества NK-
клеток. Оба вида фидерных клеток, изучаемых в 

данной работе, приемлемы для активации NK-
клеток, полученных от доноров или онкологи-
ческих больных, так как удавалось многократно 
нарастить количество NK-клеток и увеличить их 
активационный потенциал, что и являлось целью 
данной работы.
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ВЛИЯНИЕ КОРОТКИХ ПЕПТИДНЫХ ФРАГМЕНТОВ 
ТБГ НА ЦИТОКИНОВЫЙ ПРОФИЛЬ КРЫС WISTAR ПРИ 
АЛЛОГЕННОЙ ТРАНСПЛАНТАЦИИ В ЭКСПЕРИМЕНТЕ 
IN VIVO
Тимганова В.П.1, Бочкова М.С.1, 2, Шардина К.Ю.1, Ужвиюк С.В.1, 
Гутина Е.В.2, Раев М.Б.1, 2, Любимов А.В.3, Заморина С.А.1, 2 
1 ФГБУН «Институт экологии и генетики микроорганизмов Уральского отделения Российской академии 
наук», г. Пермь, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Пермский государственный национальный исследовательский университет», г. Пермь, Россия  
3 Университет Иллинойса, Чикаго, США

Резюме. Трофобластический бета-1-гликопротеин (ТБГ, PSG)  – белок плаценты с плейотроп-
ными биологическими эффектами, в частности иммунорегуляторным и иммуносупрессивным по-
тенциалом. Применение рекомбинантного ТБГ способно оказывать терапевтический эффект в экс-
периментах на животных с индуцированными аутоиммунными заболеваниями. В последнее время 
поиск биологических эффектов коротких линейных пептидов (short linear motifs, SLiMs) является 
новой стратегией создания фармакологических препаратов. В первичной структуре различных PSG 
выявлены тетрапептидные участки: YQCE, YECE и YACS, которые являются SLiMs с иммуномоду-
лирующей активностью. Целью исследования является оценка перспектив применения пептидных 
фрагментов ТБГ в качестве фармакологического препарата для модуляции трансплантационного им-
мунитета. В работе использовали оригинальную модель реакции «хозяин против трансплантата» на 
крысах-самцах Wistar без предварительного кондиционирования костного мозга (КМ) у реципиен-
тов. Животным вводили коктейль пептидных фрагментов ТБГ на фоне аллогенной трансплантации 
клеток КМ в динамическом эксперименте, оценивая цитокиновый профиль как интегральный по-
казатель иммунного ответа. Уровень цитокинов оценивали мультиплексным методом при помощи 
набора Bio-Plex ProTM Rat 23-Plex. Статистическую обработку данных проводили, используя двухфак-
торный дисперсионный анализ и post-hoc тест Тьюки для множественных сравнений. Показано, что 
в группе животных, которым вводили только КМ, наблюдалось увеличение концентрации провос-
палительных цитокинов IFNγ, IL-1α, IL-1β, IL-18, а также уровня G-CSF, GM-CSF и IL-7. В группе 
животных, которым вводили КМ + пептиды ТБГ наблюдалось повышение IFNγ, IL-6, TNFα, кото-
рое снижалось к концу эксперимента, и фиксировалось повышение уровня противовоспалительных 
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цитокинов IL-4 и IL-13 в сыворотке крови животных на 14-е сутки. Помимо этого, введение пеп-
тидов ТБГ приводило к повышению уровня IL-2, M-CSF, МСР-1 и RANTES также на 14-е сутки от 
начала эксперимента и постепенному снижению их уровня к концу эксперимента, в то время как в 
контрольной группе сохранялась выраженная тенденция к увеличению концентраций этих и других 
цитокинов. Таким образом, показано, что применение пептидов ТБГ в процессе развития иммунного 
ответа на аллотрансплантат ускоряет нормализацию концентраций подавляющего большинства ис-
следованных цитокинов, что свидетельствует об иммунофармакологическом потенциале этих пеп-
тидов. Полученные данные могут использоваться для разработки фармакологического препарата на 
основе исследуемых пептидов для коррекции дисбаланса иммунитета.

Ключевые слова: трофобластический β1-гликопротеин, аллогенная трансплантация, короткие пептиды, цитокиновый 
профиль, крысы Wistar

EFFECT OF SHORT PSG PEPTIDE FRAGMENTS ON THE 
CYTOKINE PROFILE IN WISTAR RATS DURING ALLOGENEIC 
TRANSPLANTATION IN VIVO 
Timganova V.P.a, Bochkova M.S.a, b, Shardina K.Yu.a, Uzhviyuk S.V.a, 
Gutina E.V.b, Rayev M.B.a, b, Lyubimov A.V.c, Zamorina S.A.a, b

a Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Perm, Russian 
Federation  
b Perm State National Research University, Perm, Russian Federation  
с University of Illinois, Chicago, USA

Abstract. Pregnancy-specific beta-1-glycoprotein (PSG) is a protein with pleiotropic biological effects, 
particularly immunoregulatory and immunosuppressive potential. The use of recombinant PSG may exert 
therapeutic effects in experimental animals with induced autoimmune diseases. Recently, a search for the 
biological effects of short linear motifs (SLiMs) has become a new strategy for designing the pharmacological 
compounds. Tetrapeptide regions have been identified in the primary structure of several PSGs: YQCE, YECE 
and YACS, these SLiMs exhibit immunomodulatory activity. The aim of our study was to evaluate the prospectives 
for usage of PSG peptide fragments as pharmacological agents to modulate transplant immunity. We used an 
original model of host-versus-graft response in male Wistar rats transplanted with bone marrow, without prior 
conditioning treatment of recipients. We used a cocktail of the PSG peptide fragments administered to Wistar 
rats in the course of allogeneic bone marrow transplantation (BM) in dynamic manner, evaluating the cytokine 
profile as an integral index of immune response. Cytokine levels were determined by multiplex method using 
Bio-Plex ProTM Rat 23-Plex kit. Statistical processing of the data was performed by means of two-way analysis of 
variance and Tukey’s post hoc test for multiple comparisons. We have found that the levels of pro-inflammatory 
cytokines (IFNγ, IL-1α, IL-1β, IL-18), as well as the contents of G-CSF, GM-CSF and IL-7 were increased 
in the animals injected with BM only. In the group of animals injected with BM + PSG peptides, an increase 
in IFNγ, IL-6, TNFα was observed, which decreased by the end of the experiment. Increased levels of anti-
inflammatory cytokines IL-4 and IL-13 were detected in blood serum of the animals on day +14. Moreover, 
administration of PSG peptides also led to increase in IL-2, M-CSF, MCP-1, and RANTES levels on day 14 
from the beginning of the experiment, and to a gradual decrease in their levels till the end of the experiment. 
Meanwhile, control group showed a marked tendency for increase of these and other cytokines. Thus, it was 
shown that the use of PSG peptides upon development of immune response to BM allograft may promote a 
return to normal levels for the most cytokines studied, thus presuming the immunopharmacological potential 
of these peptides. The obtained data can be used to develop a pharmacological preparation of the studied 
peptides to correct the imbalance of immune system.

Keywords: pregnancy-specific β1-glycoprotein, allogeneic transplantation, short peptides, cytokine profile, Wistar rats
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Исследование выполнено при финансовой 
поддержке правительства Пермского края в рам-
ках научного проекта № С-26/509.

Введение
Трофобластический бета-1-гликопротеин (ТБГ,  

PSG) – белок с плейотропными биологическими 
эффектами, который продуцируется клетками 
плаценты в период беременности. Концентрация 
ТБГ в сыворотке к III триместру достигает 200-
400 мкг/мл, что значительно превышает концен-
трации других белков плаценты [3]. ТБГ обладает 
выраженным иммунорегуляторным потенциа-
лом, регулируя активность основных эффекторов 
иммунного ответа [5]. Так, известно, что PSG до-
стоверно увеличивает уровень адаптивных Treg 
in vitro, а в отношении активности индоламин-
2,3-диоксигеназы (IDO) моноцитов реализует 
стимулирующий эффект. PSG способен пода-
влять дифференцировку и пролиферацию интер
лейкин-17-продуцирующих Т-хелперов (Th17), 
а также продукцию ими ключевых провоспали-
тельных цитокинов (IL-8, IL-10, IL- 17, IFNγ, 
MCP-1, TNFα). На уровне Т-клеток иммунной 
памяти PSG препятствует конверсии наивных 
Т-клеток в терминально-дифференцированную 
эффекторную субпопуляцию Т-хелперов. PSG 
преимущественно подавляет продукцию Th1-
цитокинов иммунокомпетентными клетками, 
но разнонаправленно регулирует продукцию 
Th2-цитокинов [5]. Применение рекомбинант-
ного ТБГ способно оказывать терапевтический 
эффект в экспериментах на животных с индуци-
рованными аутоиммунными патологиями [7, 13]. 
В  2019 г. показан терапевтический эффект ТБГ 
для подавления реакции отторжения трансплан-
тата [19]. Таким образом, концептуально, ТБГ 
реализует так называемое «точечное» подавление 
иммунитета в отношении фетальных антигенов, 
являясь одним из важнейших факторов, форми-
рующих иммунную толерантность. 

Однако практическое применение белков 
беременности как в нативной, так и в рекомби-
нантной форме связано с массой сложностей 
этического и экономического характера. В по-
следнее время поиск биологических эффектов 
коротких линейных пептидов (short linear motifs, 
SLiMs) является новой стратегией создания 
фармакологических препаратов [28]. SLiMs яв-
ляются высококонсервативными пептидными 
участками белковой молекулы длиной 3-10 ами-
нокислот, которые разграничивают подлинные 
синтаксические и семантические единицы в бел-
ке. В перспективе они представляют собой но-
вый класс препаратов, способных модулировать 
внутримолекулярные и межмолекулярные связи 
белков [23]. Например, уже существует целый 

ряд препаратов, на основе SLiMs, которые ими-
тируют или блокируют конкретное белок-белко-
вое взаимодействие: Tritace®, Vasotec®, Accupril®, 
Lotensin®, Zovirax®, Stutnet®, Gleevec®, Sprycel®. 
Важно отметить, что в последние годы полови-
на всех одобренных пептидных препаратов были 
линейными пептидами [6].

В первичной структуре различных PSG вы-
явлены тетрапептидные участки: YQCE (присут-
ствует во всех PSG), YECE и YACS (присутствуют 
в большинстве типов PSG), являющиеся консен-
сусным мотивом YxCx (в данном случае, SLiMs), 
у которого выявлена иммуномодулирующая ак-
тивность [26]. 

Таким образом, целью исследования является 
изучение влияния коротких пептидных фрагмен-
тов (SLiMs) ТБГ (YECE, YQCE, YVCS и YACS) 
на цитокиновый профиль при формировании 
иммунного ответа на введение аллогенных кле-
ток костного мозга в экспериментальной модели 
крыс Wistar. 

Известно, что изменения в иммунной системе 
реципиента на введение аллогенных клеток кост-
ного мозга происходят в первые 1-3 недели после 
трансплантации [27]. Цитокиновый профиль в 
данном случае является интегральным показа-
телем развития иммунного ответа [18]. Приклад-
ным аспектом исследования является оценка 
перспектив применения пептидных фрагментов 
ТБГ в качестве фармакологического препарата 
для лечения нежелательных эффектов аллотран-
сплантации. Полученные данные могут исполь-
зоваться для разработки научно обоснованных 
технологий коррекции дисбаланса иммунитета, 
особенно для аутоиммунных заболеваний в виде 
фармакологического препарата на основе иссле-
дуемых пептидов. 

Материалы и методы
В эксперименте задействованы самцы крыс 

линии Wistar (n  =  36) в возрасте от 2-3 месяцев 
(m ≈  250 г). Животные содержались в виварии 
ПГНИУ в условиях, соответствующих ГОСТ 
33216-2014 «Правила работы с лабораторными 
грызунами и кроликами». 

Схема эксперимента
В работе использовали оригинальную модель 

реакции «хозяин против трансплантата» (РХПТ), 
разработанную по аналогии с моделью реакции 
«трансплантат против хозяина» [17]. Известно, 
что при полноценной трансплантации костного 
мозга на животных моделях с кондиционирова-
нием костного мозга реципиента и последующей 
иммуносупрессивной терапией наблюдается вы-
сокая смертность экспериментальных живот-
ных [8, 39]. В нашей модели животным вводили 
аллогенную суспензию клеток костного мозга 
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внутрибрюшинно без кондиционирования и 
базовой иммуносупрессивной терапии, что по-
зволяет адекватно оценить иммунный ответ по 
цитокиновому профилю без экстремальных воз-
действий. 

Животные были разделены на 3 группы: 1-я 
(n  =  4)  – интактные животные; 2-я  – контроль 
(n  =  16), которым внутрибрюшинно вводили взвесь 
костного мозга (КМ) (107 клеток, обработанных 
камптотецином (50 мкг/мл, Tocris Bioscience, 
Великобритания) в 100 мкл физиологического 
раствора; 3-я – опыт (n = 16), которым вводили 
клетки костного мозга, а затем внутримышечно 
вводили смесь 4 исследуемых коротких пептидов 
ТБГ в объеме 100 мкл физиологического раство-
ра на 0-е, 3-и, 6-е, 9-е и 12-е сутки (рис. 1). 

Клетки костного мозга выделяли из бедрен-
ных костей, подсчитывали и обрабатывали кам-
птотецином (50 мкг/мл) в среде RPMI-1640 в 
течение 1 часа при температуре 37 °С для того, 
чтобы исключить деление клеток и возможность 
развития реакции трансплантат против хозяина 
(РТПХ)  [31]. Далее клети отмывали физиологи-
ческим раствором, доводили до концентрации 

107/100 мкл и вводили 32-м животным внутри-
брюшинно. В работе применяли пептиды ТБГ 
(YACS, YQCE, YVCS, YECE), синтезированные 
на заказ ООО «Рашн пептайд» (Россия), предва-
рительно очищенные нами от эндотоксина при 
помощи колонок Pierce™ High Capacity Endotoxin 
Removal Spin Columns производства Thermo 
Scientific (США). Далее объединяли по 12,5 мкг 
каждого пептида и вводили по 50 мкг смеси в 
100 мкл апирогенного физиологического раство-
ра. Таким образом, в исследовании применяли 
коктейль пептидов YACS, YQCE, YVCS, YECE в 
качестве экспериментальной терапии РХПТ.

Выведение животных из эксперимента про-
водилось на 3-и, 7-е, 14-е и 21-е сутки после 
аллотрансплантации (АТ) путем декапита-
ции в соответствии с международными прави-
лами проведения работ с экспериментальны-
ми животными. Одновременно выводили по 4 
крысы из каждой экспериментальной группы 
(в группе интактных крыс – по 1), одновремен-
но производя забор крови (рис.  1). Далее клетки 
крови осаждали 15 минут на 1500 об/мин, отби-
рали сыворотку крови, которую затем осветляли 

Рисунок 1. Схема проведения экспериментов по изучению влияния пептидов ТБГ на реакцию хозяин против 
трансплантата
Примечание: КМ – костный мозг.
Figure 1. Scheme of experiments to study the effect of PSG peptides on the host-versus-graft reaction
Note. BM, bone marrow.

1-я группа / Group 1

Интактные животные (исходный фон) / Intact rats (background)

Контроль / Control

Опыт / Experiment

Выведение из эксперимента / Euthanasia

Введение КМ, 0-е сутки
BM injection, day 0

Введение КМ, 0-е сутки
BM injection, day 0 0-е сутки 

 day 0
3-и сутки 

 day 3
6-е сутки 

 day 6
9-е сутки 

 day 9
12-е сутки 

 day 12

3-и сутки / day 3 7-е сутки / day 7 14-е сутки / day 14 21-е сутки / day 21

3-и сутки / day 3 7-е сутки / day 7 14-е сутки / day 14 21-е сутки / day 21

3-и сутки / day 3 7-е сутки / day 7 14-е сутки / day 14 21-е сутки / day 21

Выведение из эксперимента / Euthanasia

Введение 50 мкг пептидов ТБГ / PSG peptides administration (50 µg)

Выведение из эксперимента / Euthanasia

2-я группа / Group 2

3-я группа / Group 3
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центрифугированием на 14 000 об/мин в течение 
30 мин при t 4 °С.

Измерение концентрации цитокинов в сыворот-
ке крови крыс

Для определения уровня цитокинов  /  хемоки-
нов  /  ростовых факторов G-CSF, GM-CSF, фак
тора роста и миграции кератиноцитов (GRO/
KC), IFNγ, IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, 
IL-7, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-17А, IL-18, ма-
крофагального колониестимулирующего факто-
ра (M-CSF), MCP-1, MIP-1α, MIP-3α, RANTES, 
TNFα, VEGF в плазме крыс  использовали ком-
мерческий набор Bio-Plex ProTM Rat Cytokine 
Magnetic Bead Panel 23-Plex производства BioRad 
Laboratories, Inc. (США). Считывание результа-
тов проводили на мультиплексном анализаторе 
MAGPIX (BioRad Laboratories, Inc., США) по 
технологии Luminex xMAP с использованием 
программного обеспечения xPONENT 3.1. Для 
построения стандартных кривых использовали 
пятипараметрический логистический (5PL) ме-
тод анализа. Основные метрологические харак-
теристики применяемого метода определения 
растворимых клеточных факторов в плазме: ми-
нимальное определяемое количество 10-3 пг/мл, 
погрешность определения (CV%) ±7% в преде-
лах одного определения (intraassay), ±10% – для 
определений по разным стандартным графикам 
(interassay). Обработку полученных данных осу-
ществляли в программе BioPlex Pro Manager. 
Статистическую обработку данных проводили 
с помощью программы GraphPad Prizm 8, ис-
пользуя двухфакторный дисперсионный анализ 
(two-way ANOVA) и post-hoc тест Тьюки для мно-
жественных сравнений. Сравнивали показатели 
концентраций цитокинов на 3-и, 7-е, 14-е и 21-е 
сутки после АТ внутри каждой группы, а также в 
конкретной временной точке разных групп жи-
вотных (интактной, контрольной и опытной). 
Различия считали статистически значимыми при 
p < 0,05. В таблицах представлены только значе-
ния p для статистически значимых отличий.

Результаты
Изменения уровней провоспалительных цитоки-

нов на фоне аллогенной трансплантации и введения 
коротких пептидов ТБГ

Аллотрансплантация клеток костного моз-
га (контрольная группа животных) приводила к 
повышению концентраций провоспалительных 
факторов, а именно: IL-1β на 14-е и 21-е сутки, 
а IFNγ, IL-1α и IL-18 только на 21 сутки от на-
чала эксперимента по отношению к показателям 
интактных крыс (табл. 1).

Введение пептидов ТБГ на фоне аллотран-
сплантации костного мозга приводило к стати-
стически значимому повышению уровня IL-1β 

по сравнению с исходным фоном (интактные 
крысы) на 3-и сутки после АТ. Концентрация 
этого цитокина возрастала по отношению к груп-
пе интактных животных в 5 раз, а по отношению 
к контролю (тоже статистически значимо) более 
чем в 2 раза. Затем, на 14-е и 21-е сутки после 
АТ концентрация IL-1β снижалась до значений 
ниже, чем в контрольной группе. Однако пока-
затели все еще были выше, чем в интактной груп-
пе, статистически значимых отличий в эти сроки 
по отношению к контролю обнаружено не было 
(табл. 1). 

Концентрации IFNγ, IL-6 и TNFα в группе 
животных, которым вводились пептиды ТБГ, 
возрастали на 14-е сутки от начала эксперимен-
та по сравнению с интактными животными и по 
сравнению с 3-ми сутками после АТ в этой же 
группе, однако к 21-м суткам происходило сни-
жение уровня этих цитокинов в сыворотке крови 
(табл. 1). Обращает на себя внимание, что через 
21 сутки после аллотрансплантации в контроль-
ной группе сохраняется тенденция к нараста-
нию уровня провоспалительных цитокинов, в то 
время как в группе животных, которым вводили 
пептиды ТБГ, наоборот, наблюдается выражен-
ная тенденция к снижению таких факторов вос-
паления как IL-1α, IL-1β, IL-17A, IL-18, а также 
в статистически значимом снижении концентра-
ций IFNγ и IL-6 по отношению к 14-м суткам по-
сле АТ. 

Изменения уровней противовоспалительных ци-
токинов на фоне аллогенной трансплантации и вве-
дения коротких пептидов ТБГ

Аллотрансплантация клеток костного мозга 
животным не приводила к статистически значи-
мым изменениям уровней противовоспалитель-
ных цитокинов в сыворотке крови по сравнению 
с группой интактных крыс, хотя тенденция к их 
увеличению наблюдалась (табл. 2). 

Интересно, что в группе животных, которым 
вводили пептиды ТБГ (опытная группа), на-
блюдалось статистически значимое увеличение 
концентраций IL-4, IL-10 и IL-13 на 14-е сутки, 
а IL-13 еще и на 21-е сутки после начала экспери-
мента по сравнению с интактными животными 
(табл. 2). 

Уровни IL-4 и IL-13 в опытной группе нарас-
тали с 3-х по 14-е сутки после АТ, чего не наблю-
далось в контрольной группе (рис. 2, 3). 

Изменения уровней регуляторных цитокинов и 
колониестимулирующих факторов на фоне алло-
генной трансплантации и введения коротких пепти-
дов ТБГ

На фоне аллотрансплантации клеток кост-
ного мозга, у животных наблюдалось повыше-
ние уровней колониестимулирующих факторов 
(G-CSF, GM-CSF) на 14-е сутки и лимфопоэти-
ческого фактора роста (IL-7) на 14-е и 21-е сутки 



496

Timganova V.P. et al.
Тимганова В.П. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

ТАБЛИЦА 1. КОНЦЕНТРАЦИИ ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЦИТОКИНОВ СЫВОРОТКИ КРОВИ КРЫС WISTAR ПРИ 
АЛЛОГЕННОЙ ТРАНСПЛАНТАЦИИ И ВВЕДЕНИИ КОРОТКИХ ПЕПТИДОВ ТБГ В ЭКСПЕРИМЕНТЕ IN VIVO, пг/мл, 
Mе (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. CONCENTRATIONS OF PRO-INFLAMMATORY CYTOKINES IN THE BLOOD SERUM OF WISTAR RATS AFTER 
ALLOGENEIC TRANSPLANTATION AND ADMINISTRATION OF SHORT PSG PEPTIDES IN THE EXPERIMENT IN VIVO, pg/mL, 
Mе (Q0.25-Q0.75)

IFNγγ IL-1αα IL-1ββ IL-6 IL-17A IL-18 TNFαα

Интактные
Intact

205,91
(188,53-
241,57)

236,43
(198,89-
271,13)

62,02
(53,22-
75,05)

262,70
(259,38-
307,72)

33,72
(30,05-
41,62)

2427,39
(1941,47-
2830,98)

681,15
(660,15-
760,61)

3-и сутки / day 3

Контроль
Control

459,41
(402,05-
581,68)

291,52
(268,33-
336,97)

122,45
(106,02-
137,92) 

p = 0,027*

582,03
(422,82-
783,43)

56,23
(52,90-
68,05)

2462,59
(2191,91-
3066,95)

848,73
(711,59-
1186,90)

Пептиды 
ТБГ
PSG peptides

515,13
(456,07-
564,75)

p = 0,013*

420,19
(379,40-
437,93)

310,42
(211,51-
389,20)

p = 0,001** 
p = 0,020#

577,11
(557,80-
639,98)

p = 0,040*

77,11
(71,70-
83,81)

3283,31
(2566,44-
4103,72)

660,15
(644,38-
689,34)

p = 0,014*

7-е сутки / day 7

Контроль
Control

447,45
(343,28-
567,33)

323,25
(260,87-
351,21)

111,18
(92,26-
135,64)

p = 0,021*

683,28
(503,96-
805,35)

49,58
(41,95-
62,14)

3158,74
(3053,52-
3513,09)

798,73
(648,72-
1032,23)

Пептиды 
ТБГ
PSG peptides

483,19
(428,15-
638,80)

147,39
(89,30-
316,99)

177,53
(132,37-
223,73)

438,53
(344,00-
749,51)

94,29
(68,19-
125,86)

5073,70
(1675,10-
8458,15)

829,21
(511,38-

1385,84)

14-е сутки / day 14

Контроль
Control

617,26
(546,59-
653,56)

319,73
(293,33-
339,04)

248,96
(193,01-
340,19)

p = 0,002**

548,29
(472,21-
658,78)

75,60
(69,64-
83,95)

2920,27
(2582,69-
3089,07)

881,67
(769,84-
1098,27)

Пептиды 
ТБГ
PSG peptides

857,83
(792,25-
1022,32)
p < 0,0001**

399,67
(360,76-
428,67)

181,83
(175,94-
234,43)

p = 0,027**

1061,53
(904,89-
1302,57)
p < 0,001**

93,35
(83,41-
101,37)

4739,98
(4206,82-
5182,77)

1555,22
(1278,84-
1752,47)

p = 0,027**

21-е сутки / day 21

Контроль
Control

692,76
(631,03-
734,69)

p = 0,013**

492,19
(435,43-
520,97)

p = 0,017**

222,54
(183,62-
292,97)

p = 0,008**

727,56
(571,06-
829,50)

99,51
(92,09-
105,55)

5026,48
(4390,23-
6240,99)

p = 0,028**

902,59
(808,52-
1067,55)

Пептиды 
ТБГ
PSG peptides

487,20
(346,34-
616,02)

p = 0,007*

356,65
(351,41-
386,44)

200,72
(163,91-
259,34)

p = 0,036**

485,94
(380,95-
659,27)

p = 0,017*

75,15
(67,76-
141,10)

p = 0,006**

3393,67
(2513,18-
4483,97)

1081,64
(997,69-
1183,99)

Примечание. Указаны значения p (двухфакторный дисперсионный анализ) только < 0,05; * – статистически значимые 
различия внутри группы по отношению к 14-м суткам после аллотрансплантации (АТ); ** – к группе интактных крыс;  
# – к контролю.

Note. Only p < 0.05 (two-way ANOVA) are given; *, statistically significant differences within the group in relation to 14 days after 
allotransplantation (AT); **, to intact rats group; #, to control.
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ТАБЛИЦА 2. КОНЦЕНТРАЦИИ ПРОТИВОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЦИТОКИНОВ СЫВОРОТКИ КРОВИ КРЫС WISTAR ПРИ 
АЛЛОГЕННОЙ ТРАНСПЛАНТАЦИИ И ВВЕДЕНИИ КОРОТКИХ ПЕПТИДОВ ТБГ В ЭКСПЕРИМЕНТЕ IN VIVO, пг/мл,  
Mе (Q0,25-Q0,75)

TABLE 2. CONCENTRATIONS OF ANTI-INFLAMMATORY CYTOKINES IN THE BLOOD SERUM OF WISTAR RATS AFTER 
ALLOGENEIC TRANSPLANTATION AND ADMINISTRATION OF SHORT PSG PEPTIDES IN THE EXPERIMENT IN VIVO, pg/mL, 
Mе (Q0.25-Q0.75)

IL-4 IL-10 IL-13
Интактные
Intact

158,53
(113,90-187,32)

135,83
(106,17-171,59)

60,56
(60,56-71,76)

3-и сутки / day 3
Контроль
Control

190,12
(143,92-230,72)

188,21
(160,79-219,27)

121,62
(97,65-199,82)

Пептиды ТБГ
PSG peptides

229,69
(204,68-243,00)

239,00
(205,69-256,68)

p = 0,041**

136,53
(114,30-149,30)

p = 0,008***
7-е сутки / day 7

Контроль
Control

196,50
(184,21-233,34)

137,01
(129,89-170,20)

84,71
(81,02-129,86)

Пептиды ТБГ
PSG peptides

223,81
(140,51-330,78)

82,4
(75,25-127,88)

170,45
(134,33-281,83)

14-е сутки / day 14
Контроль
Control

189,88
(141,54-216,30)

168,50
(153,00-178,61)

254,47
(228,50-269,59)

Пептиды ТБГ
PSG peptides

353,39
(283,43-377,18)

p = 0,024*

270,06
(249,69-277,18)

p = 0,018*
p = 0,004**

369,38
(306,82-458,18)

p = 0,001*

21-е сутки / day 21
Контроль
Control

243,89
(225,50-258,79)

227,00
(205,18-240,60)

238,8
(221,08-253,42)

Пептиды ТБГ
PSG peptides

229,6
(199,37-252,42)

200,89
(178,04-222,29)

199,68
(136,20-364,38)

p = 0,031*

Примечание. Указаны значения p (двухфакторный дисперсионный анализ) только < 0,05; * – статистически значимые 
различия по отношению к группе интактных крыс; ** – внутри группы по отношению к 7-м суткам после АТ; *** – внутри 
группы по отношению к 14-м суткам после АТ.

Note. Only p < 0.05 (two-way ANOVA) are given; *, statistically significant differences in relation to the group of intact rats; **, within 
the group in relation to 7 days after AT; ***, within the group in relation to 14 days after AT.

от начала эксперимента, однако концентрации 
других регуляторных и ростовых факторов не 
изменялись по сравнению с группой интактных 
животных (табл. 3). 

Статистически значимый эффект коротких 
пептидов ТБГ был обнаружен только в отноше-
нии IL-2. Его уровень повышался на 14-е сутки 
после АТ в опытной группе в сравнении с показа-
телями животных контрольной группы. 

Как уже было упомянуто, аллотранспланта-
ция приводила к статистически значимому повы-
шению концентрации IL-7 на 14-е и 21-е сутки 
после начала эксперимента по отношению к зна-
чениям интактных животных и по отношению к 

3-м суткам, однако введение животным пептидов 
ТБГ отменяло этот эффект. Статистически зна-
чимых отличий между контрольной и опытной 
группами выявлено не было, однако можно на-
блюдать тенденцию к снижению уровня этого 
цитокина начиная с 7-х суток после АТ у живот-
ных, которым вводили исследуемые пептиды. 

Концентрация IL-12 не изменялась в обеих 
группах животных на протяжении всего экспери-
мента.

В опытной группе животных наблюдалось до-
стоверное по отношению к интактным крысам 
увеличение концентрации фактора роста эндо-
телия (VEGF) (табл. 3). Отметим, что в опытной 
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Рисунок 2. Концентрация IL-4 в сыворотке крови крыс при аллогенной трансплантации КМ и введении коротких 
пептидов ТБГ
Примечание. Представлены медианы, первый и третий квартили, минимальное и максимальное значения. Указаны значения 
p < 0,05 (двухфакторный дисперсионный анализ). 
Figure 2. Concentration of IL-4 in the blood serum of rats after allogeneic BM transplantation and administration of short PSG 
peptides 
Note. Medians, first and third quartiles, minimum and maximum values are presented. p < 0.05 values are given (two-way ANOVA).

Рисунок 3. Концентрация IL-13 в сыворотке крови крыс при аллогенной трансплантации КМ и введении коротких 
пептидов ТБГ
Примечание. См. примечание к рисунку 2. 
Figure 3. Concentration of IL-13 in the blood serum of rats after allogeneic BM transplantation and administration of short PSG 
peptides
Note. As for Figure 2.

группе животных концентрация этого фактора 
выше, чем в контрольной на протяжении все-
го эксперимента. Даже на 21-е сутки после вве-
дения клеток КМ под действием пептидов ТБГ 
уровень VEGF был выше, чем в интактной груп-

пе в среднем в 3,5 раза, тогда как в опытной  –  
в 5,5 раза. 

Концентрация M-CSF в опытной группе крыс 
повышалась на 14-е и 21-е сутки по отношению с 
3 сутками после АТ. А уровни G-CSF и GM-CSF 
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ТАБЛИЦА 3. КОНЦЕНТРАЦИИ РЕГУЛЯТОРНЫХ ЦИТОКИНОВ И КОЛОНИЕСТИМУЛИРУЮЩИХ ФАКТОРОВ  
СЫВОРОТКИ КРОВИ КРЫС WISTAR ПРИ АЛЛОГЕННОЙ ТРАНСПЛАНТАЦИИ И ВВЕДЕНИИ КОРОТКИХ ПЕПТИДОВ  
ТБГ В ЭКСПЕРИМЕНТЕ IN VIVO, пг/мл, Mе (Q0,25-Q0,75)

TABLE 3. CONCENTRATIONS OF REGULATORY CYTOKINES AND COLONY-STIMULATING FACTORS IN THE BLOOD  
SERUM OF WISTAR RATS AFTER ALLOGENEIC TRANSPLANTATION AND ADMINISTRATION OF SHORT PSG PEPTIDES  
IN THE EXPERIMENT IN VIVO, pg/mL, Mе (Q0.25-Q0.75)

IL-2 IL-7 IL-12
(p70) VEGF M-CSF G-CSF GM-CSF IL-5

Интактные
Intact

904,71
(755,86-
1057,86)

86,63
(81,30-
90,01)

204,29
(173,28-
244,76)

24,05
(22,21-
28,36)

27,8
(19,20-
38,37)

9,62
(8,03-
11,08)

60,84
(56,98-
64,76)

673,46
(592,61-
725,21)

3-и сутки / day 3

Контроль
Control

922,59
(770,42-
1314,60)

107,26
(88,20-
132,87)

p = 0,020**
p = 0,021***

281,54
(260,64-
350,76)

54,08
(39,33-
70,22)

29,51
(27,14-
40,25)

12,00
(10,94-
16,11)

79,17
(66,06-
99,49)

726,46
(668,22-
802,87)

Пептиды ТБГ
PSG peptides

837,41
(743,97-
929,50) 

p = 0,0001** 

158,46
(122,97-
190,13)

465,41
(410,05-
508,41)

104,67
(69,09-
136,30)

31,14
(25,06-
39,06) 

p = 0,037**

14,94
(12,17-
16,85)

135,13
(94,05-
171,59)

944,47
(924,91-
957,41)

7-е сутки / day 7

Контроль
Control

1057,31
(1053,62-
1325,34)

 132,95
(116,99-
148,40)

310,45
(233,67-
385,32)

60,76
(43,10-
80,69)

52,91
(47,08-
63,51)

15,68
(12,50-
17,65)

95,24
(74,37-
122,18)

818,66
(724,99-
1045,86)

Пептиды ТБГ
PSG peptides

1153,01
(774,60-
1561,11) 

p = 0,002**

101,26
(92,53-
143,44)

377,08
(312,97-
539,38)

92,66
(87,11-
135,32)

p = 0,019*

30,75
(30,11-
45,49)

20,86
(14,17-
26,02)

104,44
(78,89-
144,46)

677,81
(436,03-
990,59)

14-е сутки / day 14

Контроль
Control

1474,67
(1335,25-
1700,13) 

230,31
(180,61-
312,61)

p = 0,004*

310,31
(290,84-
329,37)

67,30
(59,36-
82,08)

62,67
(56,80-
66s,29)

27,34
(21,82-
36,72)

193,83
(151,29-
263,74)

717,31
(637,78-
758,62)

Пептиды ТБГ
PSG peptides

2359,46
(2225,62-
2789,35) 

P = 0,0002*
p = 0,007***
p = 0,029#

171,25
(138,69-
226,42)

453,12
(385,24-
520,56)

119,59
(87,20-
147,73)

65,76
(56,29-
74,38) 

p = 0,044***

22,88
(19,33-
27,65)

p = 0,009*

151,95
(125,25-
220,82)

p = 0,004*

885,37
(754,66-
949,04)

21-е сутки / day 21

Контроль
Control

1618,30
(1496,67-
1716,85)

229,70
(186,66-
305,26)

p = 0,004*

506,92
(448,79-
612,63)

78,00
(70,10-
91,48)

29,25
(27,68-
33,30)

21,29
(19,03-
25,27)

161,21
(147,51-
181,60)

900,35
(811,08-
953,21)

Пептиды ТБГ
PSG peptides

1420,77
(1251,04-
1530,63)

188,16
(152,58-
239,63)

391,53
(379,15-
464,92)

132,92
(79,68-
204,20)

p = 0,003*

37,89
(29,85-
40,61)

14,92
(12,46-
26,04)

162,72
(116,44-
246,31)

764,68
(749,31-
819,23)

Примечание. Указаны значения p (двухфакторный дисперсионный анализ) только < 0,05; * – статистически значимые 
различия по отношению к группе интактных крыс; ** – внутри группы по отношению к 14-м суткам после АТ; *** – 
внутри группы по отношению к 21-м суткам после АТ; # – по отношению к контрольной группе.

Note. Only p values < 0.05 are given (two-way ANOVA); *, statistically significant differences in relation to the group of intact rats; **, 
within the group in relation to 14 days after AT; ***, within the group in relation to 21 days after AT; #, in relation to the control group.
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ТАБЛИЦА 4. КОНЦЕНТРАЦИИ ХЕМОКИНОВ СЫВОРОТКИ КРОВИ КРЫС WISTAR ПРИ АЛЛОГЕННОЙ 
ТРАНСПЛАНТАЦИИ И ВВЕДЕНИИ КОРОТКИХ ПЕПТИДОВ ТБГ В ЭКСПЕРИМЕНТЕ IN VIVO, пг/мл, Mе (Q0,25-Q0,75)

TABLE 4. SERUM CHEMOKINE CONCENTRATIONS IN WISTAR RATS AFTER ALLOGENEIC TRANSPLANTATION AND 
ADMINISTRATION OF SHORT PSG PEPTIDES IN THE EXPERIMENT IN VIVO, pg/mL, Mе (Q0.25-Q0.75)

GRO/KC MCP-1 MIP-1αα MIP-3αα RANTES

Интактные
Intact

48,14
(47,11-
52,50)

1002,01
(965,46-
1064,72)

45,84
(40,14-
48,29)

25,30
(17,53-
34,23)

455,38
(396,46-
525,35)

3-и сутки / day 3

Контроль
Control

112,70
(103,84-
157,91)

1472,92
(1190,72-
2038,31)

36,17
(35,09-
46,56)

27,37
(25,73-
33,71)

881,89
(738,71-
1293,14)

Пептиды ТБГ
PSG peptides

262,43
(243,08-
283,35)

p = 0,0016*

2827,4
(2768,22-
2927,25)

p < 0,0001*
p = 0,0001**
p = 0,0047***
p = 0,0133****
p = 0,0242#

86,39
(77,17-
96,53)

p = 0,0405*

26,33
(23,05-
31,04)

2690,88
(2585,18-

2868,97) 
p < 0,0001* 
p = 0,0002***
p = 0,0001****
p = 0,0192#

7-е сутки / day 7

Контроль
Control

96,3
(66,97-
128,82)

1368,22
(1314,38-
1604,61)

43,52
(33,96-
54,34)

28,46
(21,04-
38,47)

574,09
(335,33-
1327,33)

Пептиды ТБГ
PSG peptides

156,62
(72,41-
246,76)

821,49
(716,42-
1090,62)

55,59
(42,89-
69,09)

28,77
(25,42-
36,47)

1721,96
(1150,21-
2368,39)

p = 0,0315****
p = 0,0104*

14-е сутки / day 14

Контроль
Control

119,32
(104,51-
145,83)

957,80
(811,65-
1055,12) 

47,88
(39,27-
63,15)

27,84
(25,04-
29,48)

440,88
(355,64-
581,32)

Пептиды ТБГ
PSG peptides

170,33
(129,71-
209,74)

p = 0,0054*

1628,27
(1377,20-
1784,00)

43,75
(41,55-
54,46)

39,27
(34,50-
44,65)

939,14
(762,86-
1085,35)

21-е сутки / day 21

Контроль
Control

151,06
(135,35-
159,96)

1573,35
(1446,41-
1667,61)

70,98
(56,13-
95,80)

31,09
(28,71-
32,98)

964,5
(884,00-
1089,19)

Пептиды ТБГ
PSG peptides

166,96
(143,79-
278,93)

p = 0,0025*

1543,73
(1356,09-
1858,53)

45,69
(36,02-
67,92)

34,48
(28,49-
40,28)

607,28
(574,41-
669,80) 

Примечание. Указаны значения p (двухфакторный дисперсионный анализ) только < 0,05; * – статистически значимые 
различия по отношению к группе интактных крыс; ** – внутри группы по отношению к 7-м суткам после АТ; *** – внутри 
группы по отношению к 14-м суткам после АТ; **** – внутри группы по отношению к 21-м суткам после АТ;  
# – по отношению к контрольной группе.

Note. Only p values < 0.05 are given (two-way ANOVA); *, statistically significant differences in relation to the group of intact rats;  
**, within the group in relation to 7 days after AT; ***, within the group in relation to 14 days after AT; **** – within the group in relation 
to 21 days after AT; #, in relation to the control group.
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повышались в этой же группе животных на 14-е 
сутки после АТ и только по отношению к интакт-
ным крысам.

Изменения уровней хемокинов на фоне аллоген-
ной трансплантации и введения коротких пептидов 
ТБГ

Введение клеток КМ животным не влияло на 
уровень хемокинов в сыворотке крови по срав-
нению с группой интактных животных (табл. 4). 
У животных на фоне аллотрансплантации КМ и 
введения пептидов ТБГ на 3-и сутки происходи-
ло статистически значимое повышение уровня 
таких хемокинов как МСР-1 и RANTES в сыво-
ротке крови по отношению к контрольной груп-
пе. На фоне дальнейшего введения пептидов ТБГ 
концентрации этих хемокинов в сыворотке кро-
ви снижались на 7-е, 14-е и 21-е сутки от начала 
эксперимента. Интересно, что и при исследова-
нии концентраций хемокинов на 21-е сутки от 
начала эксперимента тенденция к увеличению их 
уровня в контрольной группе сменялась на тен-
денцию к снижению в опытной группе. 

Обсуждение
Известно, что воспалительные и иммунные 

реакции, как в норме, так и при патологии, явля-
ются результатом регуляторных взаимодействий 
многочисленных систем организма, связую-
щим звеном между которыми являются цитоки-
ны (интерлейкины, колониестимулирующие и 
ростовые факторы, интерфероны, хемокины и 
др.)  [41]. Обладая как провоспалительным, так 
и антивоспалительным действием, цитокины 
осуществляют регуляторную функцию не только 
внутри иммунной системы, но и обеспечивают 
многокомпонентные связи с нервной и эндо-
кринной системами организма [36]. Следователь-
но, для раскрытия неизвестных на сегодняшний 
день патогенетических механизмов формирова-
ния воспалительного процесса в ходе аллотран-
сплантации и защитного эффекта пептидов ТБГ 
представляется важным изучение цитокинового 
профиля как интегрального показателя иммун-
ного ответа. 

В нашем исследовании введение суспензии 
КМ и реакция отторжения аллотрансплантата, 
подтвержденная морфологическими исследова-
ниями (данные не приводятся), сопровождалась 
существенными изменениями цитокинового про
филя (табл. 1, 2, 3, 4). 

Повышение концентраций провоспалитель-
ных факторов на фоне аллотрансплантации 
(IL- 1β, IFNγ, IL-1α и IL-18) (табл. 1) согласуется 
с данными литературы [35, 43]. 

Очевидно, что аллотрансплантация гемато-
поэтических стволовых клеток КМ животным 
приводит к РХПТ. В наших экспериментах мы 

показали, что в группе животных, которым про-
водили аллотрансплантацию КМ наблюдалось 
увеличение концентрации провоспалительных 
факторов – IFNγ, IL-1α, IL-1β, IL-18 в сыворот-
ке крови, что свидетельствует о запуске воспали-
тельного ответа на трансплантат, т.е. его оттор-
жения. Полученные нами данные соответствуют 
литературным, где показано увеличение концен-
траций IL-1, IFNγ, TNFα при отторжении транс-
плантата [35, 40, 43].

Введение пептидов ТБГ на фоне аллотран-
сплантации костного мозга приводило к стати-
стически значимому повышению уровня IL-1β 
по сравнению с контролем более чем в 2 раза на 
3-и сутки после АТ. К концу эксперимента кон-
центрация IL-1β в опытной группе снижалась, 
статистически значимых отличий между груп-
пами обнаружено не было. Повышение IL-1β, 
«классического» провоспалительного цитокина 
в условиях трансплантации нежелательно в силу 
его участия в процессах острого отторжения [34]. 

Интересно, что в отличие от IL-1β, концен-
трации IFNγ, IL-6 и TNFα в группе животных, 
которым вводились пептиды ТБГ, возрастали 
только через 2 недели после начала эксперимен-
та, а через три недели наблюдалась выраженная 
тенденция к снижению факторов воспаления, 
что может быть связано как с толерогенным дей-
ствием коктейля пептидов ТБГ, так и, напротив, 
с усилением иммунного ответа в ранние сроки 
после АТ, приводящему к ускорению разрушения 
введенных аллогенных клеток. Ответить на во-
прос, произошло ли усиление иммунной реакции 
в ранние сроки после АТ под влиянием коротких 
пептидов ТБГ помогут морфологические иссле-
дования гистологических препаратов места вве-
дения аллогенных клеток.

Аллотрансплантация клеток костного мозга 
животным статистически значимо не изменяла 
уровень противовоспалительных цитокинов, од-
нако в группе животных, которым вводили пеп-
тиды ТБГ (опытная группа), наблюдалось ста-
тистически значимое увеличение концентраций 
IL-4, IL-10 и IL-13 на 14-е сутки, а IL-13 еще и на 
21-е сутки после начала эксперимента по сравне-
нию с интактными животными. Кроме того, по 
отношению к началу эксперимента уровни IL-4 
и IL-13 в опытной группе нарастали к 14-м сут-
кам после АТ, чего не наблюдалось в контрольной 
группе (рис. 2, 3). Известно, что эти цитокины 
рассматриваются как одни из важнейших фак-
торов в индукции толерантности [11]. В нашем 
эксперименте уровень IL-13 на 14-е сутки после 
АТ на фоне введения пептидов ТБГ возрастал по 
сравнению с интактными животными в среднем 
в 6 раз, тогда как в контрольной группе – всего 
лишь в 4 раза. Именно этот цитокин, как было 
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показано, может продлевать выживаемость ал-
лотрансплантата, ингибируя индукцию мРНК 
IL-12, TNFα и iNOS в дендритных клетках и/или 
макрофагах  [11]. В целом, как и в случае с про-
воспалительными факторами, уровень противо-
воспалительных цитокинов в опытной группе 
(пептиды ТБГ) к 21-м суткам имел тенденцию 
к снижению. Хотя статистически значимых от-
личий между контрольной и опытной группами 
выявлено не было, обнаруженные эффекты пеп-
тидов ТБГ внушают оптимизм и задают вектор 
дальнейшим исследованиям.

Что касается регуляторных цитокинов и ко-
лониестимулирующих факторов, на фоне ал-
лотрансплантации клеток костного мозга у жи-
вотных наблюдалось повышение концентраций 
только G-CSF, GM-CSF на 14-е сутки от начала 
эксперимента. В опытной группе крыс к повы-
шению этих двух колониестимулирующих фак-
торов добавлялось и повышение M-CSF на 14-е 
и 21-е сутки по отношению с 3-ми сутками после 
АТ. Хотя статистически значимых отличий между 
в уровне M-CSF выявлено не было, надо пом-
нить, что данный фактор продуцируется клет-
ками моноцитарно-макрофагального ряда [14] и 
активированными Т-клетками [29], и его повы-
шение может быть неблагоприятным с точки зре-
ния выживания аллотрансплантата [22]. 

Статистически значимый эффект коротких 
пептидов ТБГ был обнаружен только в отноше-
нии IL-2. Его уровень повышался на 14-е сутки 
после АТ в опытной группе в сравнении с по-
казателями животных контрольной группы. Из-
вестно, что IL-2 необходим для оптимального 
развития, выживания и функционирования Treg. 
В исследованиях на людях с аутоиммунными за-
болеваниями или РТПХ показано, что низкая 
доза IL-2 увеличивает количество эндогенных 
Treg [21], а использование этого цитокина в ком-
плексе с донор-специфическими Treg приводит к 
продлению выживания кожного аллотрансплан-
тата [30]. Таким образом, повышение концентра-
ции IL-2 может быть благоприятным фактором, 
формирующим преимущественно супрессивный 
ответ на введение аллоантигенов.

Аллотрансплантация приводила к статистиче-
ски значимому повышению концентрации IL-7 
на 14-е и 21-е сутки после начала эксперимента 
по отношению к значениям интактных живот-
ных и по отношению к 3-м суткам, однако вве-
дение животным пептидов ТБГ отменяло этот 
эффект. Статистически значимых отличий между 
контрольной и опытной группами выявлено не 
было, однако можно наблюдать тенденцию к 
снижению уровня этого цитокина начиная с 7-х 
суток после АТ у животных, которым вводили 
исследуемые пептиды. IL-7 – это лимфопоэтиче-

ский фактор роста, который относится к корот-
коцепочечным цитокинам 1-го типа семейства 
гематопоэтина. IL-7 занимает особое положение 
среди других цитокинов из-за его уникальной 
функции в гематопоэзе, не дублирующейся дру-
гими факторами [9]. Поскольку IL-7 вовлечен в 
отторжение аллотрансплантата [32], снижение 
его концентрации в данном случае может быть 
благоприятным фактором. 

В опытной группе животных наблюдалось до-
стоверное по отношению к интактным крысам 
увеличение концентрации фактора роста эндоте-
лия (VEGF). Отметим, что в опытной группе жи-
вотных концентрация этого фактора выше, чем в 
контрольной на протяжении всего эксперимен-
та. Даже на 21-е сутки после введения клеток КМ 
под действием пептидов ТБГ уровень VEGF был 
выше, чем в интактной группе в среднем в 3,5 
раза, тогда как в опытной – в 5,5 раза, но стати-
стически значимых отличий между этими груп-
пами выявлено не было. VEGF – сигнальный бе-
лок, вырабатываемый клетками для стимуляции 
васкулогенеза и ангиогенеза [12]. Известно, что 
одной из основных функций ТБГ является анги-
огенная, опосредованная через повышение про-
дукции VEGF [16]. Интересно, что пептиды ТБГ 
в нашем исследовании повышали уровень этого 
ростового фактора, возможно, в данном случае 
происходила своего рода имитация эффекта пол-
норазмерной молекулы.

Аллотрансплантация не влияла на уровень хе-
мокинов в сыворотке крови животных. Однако 
на фоне введения пептидов ТБГ на 3-и сутки про-
исходило статистически значимое повышение 
уровня таких хемокинов, как МСР-1 и RANTES 
в сыворотке крови по отношению к контрольной 
группе. На фоне дальнейшего введения пептидов 
ТБГ концентрации этих хемокинов в сыворотке 
крови снижались на 7-е, 14-е и 21-е сутки от на-
чала эксперимента. Интересно, что и при иссле-
довании концентраций хемокинов на 21-е сутки 
от начала эксперимента тенденция к увеличе-
нию их уровня в контрольной группе сменялась 
на тенденцию к снижению в опытной группе. 
MCP-1 (CCL-2) и RANTES (CCL-5) относятся 
к группе СС-хемокинов и являются хемоаттрак-
тантами макрофагов и T-лимфоцитов, соот-
ветственно [10]. Известно, что они вовлечены в 
процесс острого и хронического воспаления, в 
том числе и при развитии иммунного ответа на 
аллогенный трансплантат [15, 33]. Таким обра-
зом, можно предположить, что первое введение 
пептидов ТБГ усилило воспалительные реакции 
в ответ на аллоантиген, но последующие введе-
ния препарата привели к нормализации уровней 
этих хемокинов. 
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Таким образом, пептиды ТБГ являются пер-
спективным препаратом с иммунофармакологи-
ческими свойствами и нуждаются в дальнейших 
исследованиях для установления механизма их 
действия.

В результате проведенных исследований, мы 
показали, что пептиды ТБГ способны разно-
направленно модулировать цитокиновый про-
филь в динамике иммунного ответа на аллотран-
сплантат. Первые исследования биологической 
активности тетрапептидных фрагментов ТБГ 
были проведены Молдогазиевой Н.Т с коллегами 
(2012). В частности, было показано, что пептиды 
YECE и YVCE в концентрации 10-7 М они способ-
ны снижать экспрессию активационного антиге-
на CD95 на поверхности лимфоцитов у больных 
атопической бронхиальной астмой в 1,4 раза и у 
больных инфекционно-аллергическим миокар-
дитом в 1,2 раза [2]. 

Важно отметить, что пептиды другого фето-
плацентарного белка, хорионического гонадо-
тропина (ХГ), также изучаются в контексте их 
иммунофармакологического потенциала [42]. 
Предполагается, что противовоспалительные 
эффекты ХГЧ обусловлены пептидами, распо-
ложенными в β-субъединице ХГЧ, такими как 
LQGV, AQGV и LAGV [37]. На модели с исполь-
зованием экспериментальных животных было 
показано противовоспалительное действие этих 
пептидов, которое заключалось в снижении 
уровня провоспалительных цитокинов [20, 37]. 
Препарат EА-230  – (синтетический линейный 
тетрапептид AQGV) в данный момент прохо-
дит клинические испытания по изучению фар-
макокинетики, безопасности и переносимости 
A-230 у здоровых субъектов, используя различ-
ные стратегии введения [38]. В целом, пептиды 
ХГ перспективны в терапии воспалительных за-
болеваний, отдельно или в сочетании с другими 

противовоспалительными средствами [42]. Дру-
гой фетоплацентарный белок – альфа-фетопро-
теин (АФП) также имеет потенциал как источник 
пептидов с терапевтическим эффектов [24, 25]. 
Помимо этого, довольно подробно изучены им-
муномодулирующие эффекты пептидов актив-
ного центра GM-CSF, на основе которых создан 
препарат Ацеграм [1].

Невзирая на активное изучение коротких 
пептидов различных белков, пока мы не можем 
считать, что пептиды воспроизводят эффект це-
лой молекулы. Так, наши исследования влияния 
нативного ТБГ на продукцию цитокинов и хе-
мокинов интактными мононуклеарными клет-
ками в условиях in vitro показали, что ТБГ пода-
влял продукцию IL-6, IL-8, IL-17, IFNγ, TNFα, 
IL-9, IL- 13, G-CSF, GM-CSF, MIP-1α, MIP-1β, 
MCP- 1, одновременно стимулируя продукцию  
VEGF и IL-12 (p70) [4]. В ситуации in vivo, пеп-
тиды ТБГ индуцировали повышение IFNγ, IL- 6,  
TNFα, IL- 4, IL-13, IL-2, M-CSF, МСР-1 и 
RANTES, однако надо понимать, что повышение 
происходило на фоне аллогенной транспланта-
ции и в динамике наблюдения их уровень сни-
жался в сравнении с контрольной группой. 

Заключение
В целом показано, что применение пепти-

дов ТБГ в процессе развития иммунного ответа 
на аллотрансплантат ускоряет нормализацию 
концентраций подавляющего большинства ис-
следованных цитокинов, что свидетельствует об 
иммунофармакологическом потенциале этих 
пептидов. Полученные данные могут исполь-
зоваться для разработки научно обоснованных 
технологий коррекции дисбаланса иммунитета, 
особенно для аутоиммунных заболеваний в виде 
фармакологического препарата на основе иссле-
дуемых пептидов.
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ИММУННЫЙ ФЕНОТИП ТКАНЕЙ ЭКССУДАТИВНЫХ 
ПОРАЖЕНИЙ ПРОСТРАНСТВА РЕЙНКЕ
Ковалев М.А.1, Давыдова Е.В.2, Зурочка А.В.3, 4

1 Филиал № 3 ФГБУЗ «3 Центральный военный клинический госпиталь имени А.А. Вишневского», г. Одинцово, 
Московская обл., Россия  
2 ГБУЗ «Челябинская областная клиническая больница», г. Челябинск, Россия  
3 ФГАОУ ВО «Южно-Уральский государственный университет (Национальный исследовательский 
университет)», г. Челябинск, Россия  
4 ФГБУН «Институт иммунологии и физиологии» Уральского отделения Российской академии наук, 
г. Екатеринбург, Россия

Резюме. Экссудативные поражения пространства Рейнке невоспалительной природы являют-
ся самой частой причиной нарушений фонации у представителей вокальных профессий. Ведущую 
роль в патогенезе данной патологии играет практически полное отсутствие лимфатического дренажа 
в пространстве Рейнке и локальное накопление тканевой жидкости. Особое значение в механизмах 
прогрессирования патологии придается состоянию мукозо-ассоциированной ткани региона гортани. 
Цель работы – оценить показатели иммуногистохимического типирования лимфоцитов при экссуда-
тивных поражениях пространства Рейнке. 

Основную группу составили 40 пациентов, среднего возраста 43,2±2,1 года с опухолеподобными 
экссудативными поражениями пространства Рейнке. Материалом для исследования служил биопсий-
ный материал голосовых складок: полипы, голосовые узелки и отек Рейнке. Среди полипов отдельно 
выделяли миксоидный и ангиоматозный типы. Видеофиброларингоскопия проводилась с помощью 
бронхофиброскопа Olympus TYPE 150 (Германия). Морфологические исследования проводили нами-
кроскопе DMRXA (Leika, Германия) с использованием компьютерной программы ImageScopeM (Гер-
мания). Стандартно подготовленные срезы окрашивали гематоксилином и эозином (Biovitrum, Рос-
сия). Иммуногистохимическая оценка содержания основных популяций Т-лимфоцитов (CD3+, CD4+, 
CD8+), В-лимфоцитов (CD20+), гистиоцитов (CD68+), а клеток с экспрессией регуляторов клеточного об-
новления bcl-2 и p53 проводилась в автоматическом режиме на иммуногистостейнере BenchMarkXT 
(Ventana, США). Результат выражали в ед/мм2. 

Выявлены особенности иммунофенотипа экссудативных поражений пространства Рейнке. При от-
еке Рейнке отмечалось высокое содержание CD3+ лимфоцитов, CD4+, CD8+, CD20+, р53-позитивных 
клеток базального эпителия, низкое содержание CD68+, bcl-2-позитивных лимфоцитов и клеток ба-
зального эпителия. Миксоидный тип полипов характеризовался низким содержанием лимфоцитов 
CD3+, CD4+, CD8+, CD20+, bcl-2-позитивных лимфоцитов и клеток базального эпителия, клеток 
моноцитарно-макрофагального ряда CD68+, высоким содержанием р53-позитивных клеток базаль-
ного эпителия. При ангиоматозном типе полипов зафиксировано низкое содержание лимфоцитов 
CD3+, CD4+, CD8+, CD20+, высокое клеток моноцитарно-макрофагального ряда CD68+, ММР-9+, 
bcl-2-позитивных лимфоцитов и низкое содержание р53-позитивных клеток базального эпителия. 
Ткани голосовых узелков характеризовались низким содержанием лимфоцитов CD3+, CD4+, CD8+, 
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CD20+ и р53-позитивных клеток базального эпителия; высоким содержанием клеток моноцитарно-
макрофагального ряда CD68+, ММР-9+ и bcl-2-позитивных лимфоцитов.

Ключевые слова: экссудативные поражения пространства Рейнке, лимфоциты, типирование

IMMUNE PHENOTYPE OF TISSUES FROM EXUDATIVE 
LESIONS OF REINKE’S SPACE 
Kovalev M.A.a, Davydova E.V.b, Zurochka A.V.c, d 

a A. Vishnevsky 3rd Central Military Clinical Hospital (3rd Branch), Odintsovo, Moscow Region, Russian Federation  
b Chelyabinsk Regional Clinical Hospital, Chelyabinsk, Russian Federation  
c South Ural State University (National Research University), Chelyabinsk, Russian Federation  
d Institute of Immunology and Physiology, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Ekaterinburg, Russian 
Federation 

Abstract. Non-inflammatory exudative lesions of Reinke’ pos space present the most common cause of 
phonation disorders in representatives of vocal professions. The leading role in pathogenesis of this disorder is 
given to the nearly complete absence of lymphatic drainage of Reinke space and local deposition of tissue fluid. 
The mechanisms of its progression are of particular importance when determining the condition of mucosa-
associated laryngeal tissue. The aim of our work was to evaluate the parameters of immunohistochemical 
lymphocyte typing in exudative lesions from the Reinke’s space. Materials and methods: The main group 
consisted of 40 patients, at the mean age of 43.2±2.1 years, exhibiting tumor-like exudative lesions of Reinke’s 
space. The biopsy material was taken from the vocal folds, including polyps, vocal nodules and Reinke’s edema. 
Myxoid and angiomatous types of the polyps were separately assessed. Videofibrolaryngoscopy was performed 
using an Olympus TYPE 150 bronchofibroscope (Germany). Morphological studies were carried out using a 
DMRXA microscope (Leika, Germany) by means of the ImageScopeM computer program (Germany). The 
uniformly treated sections were stained with Hematoxylin & Eosin (Biovitrum, Russia). Immunohistochemical 
quantitative assessment of the main T cell populations (CD3+, CD4+, CD8+), B cells (CD20+), histiocytes 
(CD68+), and the cells expressing bcl-2 and p53 cell regulators was carried out automatically using the 
BenchMarkXT immunohistotainer (Ventana, USA). The results were expressed as U/mm2. Results and 
Discussion. Some special features of cellular immunophenotype were revealed in exudative lesions of Reinke’s 
space. Reinke’s edema was characterized by high content of CD3+ lymphocytes, CD4+, CD8+, CD20+, p53 
positive cells of the basal epithelium, as well as low numbers of CD68+, bcl-2 positive lymphocytes and cells of 
the basal epithelium. Myxoid type of polyps was characterized by low content of CD3+, CD4+, CD8+, CD20+ 
lymphocytes, bcl-2 positive lymphocytes and basal epithelium cells, CD68+ monocyte-macrophage cells, 
and high amounts of p53 positive basal epithelial cells. In the angioma-type polyps, we have registered low 
contents of CD3+, CD4+, CD8+, CD20+ lymphocytes, high numbers of monocyte-macrophage CD68+ cells, 
MMP-9+, bcl-2 positive lymphocytes, and low content of p53 positive cells of basal epithelium. The samples 
from the vocal nodules were characterized by low content of CD3+, CD4+, CD8+, CD20+ and p53 positive 
basal epithelial cells; high numbers of CD68+ cells (monocyte-macrophage series), MMP-9+ and bcl-2 positive 
lymphocytes.

Keywords: exudative lesions, Reinke’s space, lymphocytes, typing

Работа выполнена в рамках НИР лаборатории 
иммунологии воспаления Института иммуно-
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механизмы регуляции и коррекции функций ор-
ганизма № гос. регистрации 122020900136-4.

Введение
Распространенность доброкачественных опу-

холеподобных новообразований гортани доста-
точно высока и составляет 50-75% случаев среди 
невоспалительной продуктивной патологии гор-
тани [4,  7, 15]. Экссудативные доброкачествен-
ные поражения пространства Рейнке относятся 
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к одной из разновидностей опухолеподобных но-
вообразований гортани, включают отек Рейнке, 
голосовые узелки, полипы голосовых складок и 
являются самой частой причиной нарушений го-
лоса [4,  15]. По мнению ряда авторов, отсутствие 
своевременного лечения может приводить к ма-
лигнизации новообразований в 3-9% случаев [9]. 
Среди всех экссудативных поражений простран-
ства Рейнке (ЭППР) полипы голосовых складок, 
по данным различных авторов, встречаются в 
40-69%, отек Рейнке в 5-7%, голосовые узелки в 
10-24 % [3, 25, 27]. Полипы обычно диагностиру-
ют у мужчин среднего возраста, чаще после 30-40 
лет, могут встречаться и в подростковом возрас-
те, располагаются на желудочковой поверхности 
одной или двух голосовых складок [3,  15,  21,  23, 
27]. Узелки голосовых складок (синонимы: пев-
ческие, ларингеальные узелки, нодозный хор-
дит) развиваются, как правило, симметрично, 
на медиальной поверхности передней или сред-
ней трети обеих истинных голосовых складок, 
процесс чаще встречается у молодых женщин, 
имеющих длительные и интенсивные голосовые 
нагрузки [2,  4]. Отек Рейнке (синонимы: хро-
ническая отечная дегенерация, полиповидная 
дегенерация голосовых складок, хроническая 
отечная гипертрофия) хроническое диффузное, 
чаще двустороннее отечное набухание мембра-
нозной части голосовых складок. Ведущую роль 
в патогенезе ЭППР играет практически полное 
отсутствие лимфатического дренажа в простран-
стве Рейнке, локальное накопление жидкости с 
последующим ремоделированием тканей голо-
совых складок. К основным причинам развития 
ЭППР относят повышенные голосовые нагрузки, 
фонотравму, кроме того, в силу анатомо-физио-
логических особенностей гортань подвергается 
действию большого количества ингаляционных 
агрессивных ирритантов, включая аллоантиге-
ны, токсичные компоненты табачного дыма, 
кислое содержимое желудка при ГЭРБ и при-
родных поллютантов [8,  14,  17]. Этиологические 
факторы приводят к микротравмам слизистой 
голосовых складок, тканевому отеку, гипоксиче-
ски-ишемическим изменениям, формированию 
опухолевидных новообразований, появлению 
кровоизлияний, ангиоматоза, фиброзирования с 
последующей дегенерацией.

Мукозо-ассоциированная лимфоидная ткань 
региона гортани при формировании ЭППР имеет 
повышенную васкуляризацию, с большим коли-
чеством расширенных с истонченными стенками 
капилляров, отличающихся высокой ломкостью. 

Иммунные клетки МАЛТ гортани принимают 
активное участие в реакциях иммунного реагиро-
вания при формировании различной патологии 
голосовых складок. 

Цель работы  – оценить показатели иммуно-
гистохимического типирования лимфоцитов при 
экссудативных поражениях пространства Рейнке. 

Материалы и методы
Дизайн исследования
Исследование проведено на базе оторинола-

рингологических отделений ГБУЗ «Челябинская 
областная клиническая больница» (г. Челябинск) 
и Филиала №3 ФГБУ «3 Центральный Военный 
Клинический Госпиталь им. А.А.  Вишневского» 
Минобороны РФ (г. Одинцово). 

Основную группу составили 40 пациентов, 
среднего возраста 43,2±2,1 года с опухолеподоб-
ными ЭППР: полипы голосовых складок, голосо-
вые узелки, отек Рейнке, которые поступали для 
оперативного лечения. Диагноз выставлялся со-
гласно МКБ-10 (J38.1 Полип голосовой складки 
и гортани). Большинство пациентов предъявляли 
жалобы на осиплость голоса, приступообразный 
непродуктивный кашель, явления дисфонии, 
ощущение «инородного тела», «кома» в горле, 
сухость и першение. Средняя длительность за-
болевания составляла 4,5±1,2 года. Частота ре-
цидивов в среднем 2-3 раза в год. Материалом 
для исследования служил биопсийный материал 
новообразований. По результатам гистологиче-
ского исследования выделено 4 группы: из числа 
полипов голосовых складок (n = 19) в 1-ю группу 
вошли 10 образцов тканей с ангиоматозным ти-
пом полипов, во 2-ю группу – 9 полипов миксо-
идного типа, 3-ю группу составили – узелки го-
лосовых складок (n = 7), 4-ю группу – образцы с 
отеком Рейнке (n = 14). 

Видеофиброларингоскопия проводилась с 
помощью фибробронхоскопа Olympus TYPE150 
(Германия) с визуализацией на широкоформат-
ном мониторе. Осматривали отделы гортани, 
морганиевы карманы, подголосовой отдел, верх-
нюю треть трахеи.

Морфологические и иммуногистохимические 
методы исследования

Забор материала для исследований произво-
дили интраоперационно. Стандартно подготов-
ленные срезы окрашивали гематоксилином и 
эозином (Biovitrum, Россия). Микроскопические 
исследования проводили на микроскопе DMRXA 
(Leika, Германия) с использованием компьютер-
ной программы ImageScopeM (Германия). Им-
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муногистохимический анализ проводился в ав-
томатическом режиме на иммуногистостейнере 
BenchMarkXT (Ventana, США) с соблюдением 
протокола исследования. Оценивали экспрес-
сию моноклональных антител к Т-лимфоцитам 
(CD3+, CD4+, CD8+), В-лимфоцитам (CD20+), ги-
стиоцитам (CD68+), а также регулятору клеточного 
обновления (bcl-2) и проапоптогенному фактору 
(p53) в тканях ЭППРс помощью набора специфи-
ческих антител: к рецептору CD3 (клон 2GV6), 
к CD4 (клон SP35), к CD8 (клон SP57), к CD20 
(клон L26), к CD68 (клон Kp-1), к белку bcl-2 
(клон 124), к регулятору клеточного цикла p53 
(клон Bp53-11). Для визуализации применяли 
универсальную систему UltraViewUniversalDAB 
(Ventana, США). Подсчет клеточных элементов 
производился под увеличением ×400 с мембран-
ной экспрессией CD3, CD4, CD8, CD20, цито-
плазматической экспрессией CD68, bcl-2 и ядерной 
экспрессией p53 от светло- до темно-коричневого 
окрашивания на 1 мм2 среза ткани. 1 мм2 соответ-
ствовал трем случайно отобранным полям зрения 
микроскопа с увеличением объектива ×400 при 
диаметре поля зрения 0,65 мм и площади 1 поля 
зрения равной 0,3318 мм2 (по формуле определения 
площади круга через диаметр). Результат выражали 
в ед/ мм2.

Статистическая обработка проводилась с 
применением пакета программ Statistica 10.0 for 
Windows. Значения показателей представлены 
в виде Ме (Q0,25-Q0,75), где Ме  – медиана, Q0,25 и 
Q0,75 – нижний и верхний квартили соответствен-
но. Сравнение групп производили, используя 
непараметрический критерий Манна–Уитни, с 
учетом поправки Бонферрони, значимыми счи-
тали различия при p  ≤  0,02. Для оценки значи-
мости различий между выборочными значени-
ями по частоте встречаемости признака двух и 
более выборок использовали точный критерий  
Фишера. 

Результаты 
Все разновидности ЭППР имели свои клини-

ческие и морфологические особенности и схо-
жую гистологическую структуру, обусловленную 
строением пространства Рейнке. Отек Рейнке, 
или полиповидная дегенерация голосовых скла-
док при фиброларингоскопии, выглядит симме-
тричным отеком по всему длиннику складки, с 
полиповидными образованиями, исходящими из 
мембранозной части голосовых складок, с хоро-
шо выраженным сосудистым рисунком (рис. 1, 
см. 2-ю стр. обложки).

Полипы чаще образуются на одной из голосо-
вых складок (рис. 2, см. 2-ю стр. обложки), в виде 
мягко-эластичного образования, студенистой 
консистенции, красного или ярко-розового цве-
та, размерами до 1 см, с просвечивающими сосу-
дами, расположенными на широком основании 
либо на тонкой ножке. 

Голосовые узелки имеют вид отечных возвы-
шений, веретенообразной формы, небольших до 
2 мм размеров (рис. 3, см. 2-ю стр. обложки).

Иммуногистохимическое типирование лим-
фоидных клеток в образцах морфологически 
неоднородных опухолеподобных образований 
голосовых складок показало ряд значимых раз-
личий в содержании отдельных популяций Т- и 
В-лимфоцитов и субпопуляций Т-лимфоцитов 
(табл. 1). Ткани полипов при отеке Рейнке со-
держали наибольшее количество лимфоидных 
клеток (CD3+ лимфоцитов, CD4+, CD8+, CD20+), 
расположенных преимущественно субэпите-
лиально, при этом численность клеток моно-
цитарно-макрофагального ряда (CD68+), при 
данной патологии гортани оказалась минималь-
ной. При ангиоматозном, миксоидном типах 
полипов и голосовых узелках число популяций 
Т- и В-лимфоцитов и основных субпопуляций 
Т-лимфоцитов в тканях не имело значимых 
различий, что, вероятно, обусловлено принад-
лежностью к одной клинико-морфологической 
группе и общностью патогенеза. Ведущим ком-
понентом патогенеза всех экссудативных пора-
жений голосовых складок являются расстройства 
микроциркуляции в пространстве Рейнке с раз-
витием лимфостаза и интерстициального отека, 
а специфичность поражений обусловлена типич-
ным расположением на голосовых складках: отек 
Рейнке  – на мембранозной части, полипы  – на 
желудочковой части, голосовые узелки – на ме-
диальной поверхности. Примечательно, что ни 
в одном из представленных образцов ЭППР не 
обнаружено признаков воспалительной реак-
ции, характер экссудата серозный. Клетки моно-
цитарно-макрофагального ряда, экспрессиру-
ющие CD68+, при всех разновидностях ЭППР 
располагались как интраэпителиально, так и 
субэпителиально, преимущественно очаговыми 
скоплениями, наибольшее их количество зафик-
сировано при ангиоматозном типе и тканях голо-
совых узелков. Максимальное количество клеток 
эндотелия, эпителия базальных мембран, фи-
бробластов, экспрессирующих ММР-9 также за-
фиксировано при ангиоматозном типе полипов 
и тканях голосовых узелков, которые по гисто-
логической структуре представляют ангиоматоз-
но-фиброзные образования, что свидетельствует 
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о процессах ремоделирования соединительнот-
канного матрикса, базальных мембран эпителия 
и эндотелия микрососудов. 

В формирование опухолеподобных ЭППР 
вносит определенный вклад дисбаланс регуля-
торов клеточного обновления. Нами изучена 
частота встречаемости и цитоплазматическая 
экспрессия регуляторов апоптоза р53 и bcl-2 в 
лимфоцитах и клетках базального эпителия в об-
разцах ЭППР. Сравнение частоты встречаемости 
позитивных по наличию экспрессии регулято-
ра апоптоза р53 лимфоцитов при разных видах 
ЭППР показало отсутствие значимых различий 
между данными группами (табл. 2).

Значимо большее количество р53-позитивных 
образцов тканей с экспрессией маркера в клетках 
базального эпителия отмечено при миксоидном 
типе полипов и отеке Рейнке в сравнении с ан-
гиоматозным типом полипов и голосовыми узел-
ками (табл. 3). Известно, что уровень экспрессии 
и активность белка р53 не ограничивается проа-
поптогенными свойствами последнего, а способ-
ствует также изменению настройки клеточного 
метаболизма, регуляции активности антиокси-
дантных систем, более экономному расходова-
нию ресурсов энергии [6]. Можно предположить, 
что значительные нарушения микроциркуляции, 
более выраженные при миксоидном типе поли-
пов и отеке Рейнке, приводят к усилению экс-
прессии проапоптогенных факторов, в том числе 
и в клетках базального эпителия, испытывающих 
наибольшую гипоксически-ишемическую на-
грузку.

Исследование частоты встречаемости образ-
цов, позитивных по экспрессии антиапоптоген
ного белка bcl-2 лимфоцитов, не показало значи-
мых различий между изучаемыми ЭППР (табл. 4).

В образцах полипов миксоидного типа и при 
отеке Рейнке обнаружено значимо меньше по-
зитивных по экспрессии bcl-2 клеток базального 
эпителия, что может отражать готовность дан-
ных клеток к реализации апоптогенных сигналов 
(табл. 5).

Исследование содержания регуляторов апоп-
тоза на единицу площади ткани (мм2) в позитив-
ных по наличию экспрессии bcl-2 и р53 образцах 
различных морфологических типов ЭППР по-
казало снижение содержания bcl-2+ лимфоцитов 
при миксоидном типе полипов и отеке Рейнке 
в сравнении с ангиоматозным типом полипов и 
тканями голосовых узелков (табл. 6). В то время 
как максимальное количество bcl-2+ клеток ба-
зального эпителия зафиксировано в тканях го-
лосовых узелков в сравнении с другими изучае-
мыми ЭППР. Подсчет количества позитивных 

по экспрессии р53 лимфоцитов не показал зна-
чимых различий между группами. Однако число 
р53-позитивных клеток базального эпителия при 
миксоидном типе и максимально отеке Рейнке 
на единицу площади ткани значимо превышало 
аналогичные показатели при ангиматозном типе 
полипов и тканях голосовых узелков. 

Таким образом, иммунофенотип опухолепо-
добных ЭППР имеет следующие особенности:

–	 отек Рейнке: высокое содержание CD3+  
лимфоцитов, CD4+, CD8+, CD20+; низкое содер
жание CD68+; высокое содержание р53-по
зитивных клеток базального эпителия; низкое 
содержание bcl-2-позитивных лимфоцитов и 
клеток базального эпителия;

–	 миксоидный тип полипов: низкое содер-
жание лимфоцитов CD3+, CD4+, CD8+, CD20+, 
клеток моноцитарно  – макрофагального ряда 
CD68+; высокое содержание р53-позитивных 
клеток базального эпителия; низкое содержание 
bcl-2-позитивных лимфоцитов и клеток базаль-
ного эпителия;

–	 ангиоматозный тип полипов: низкое 
содержание лимфоцитов CD3+, CD4+, CD8+, 
CD20+; высокое клеток моноцитарно-макрофа-
гального ряда CD68+; ММР-9+; низкое содер-
жание р53-позитивных клеток базального эпи-
телия; высокое содержание bcl-2-позитивных 
лимфоцитов;

–	 голосовые узелки: низкое содержание 
лимфоцитов CD3+, CD4+, CD8+, CD20+; вы-
сокое клеток моноцитарно-макрофагального 
ряда CD68+, ММР-9+; низкое содержание р53-
позитивных клеток базального эпителия; высо-
кое содержание bcl-2-позитивных лимфоцитов.

Обсуждение
Мукозо-ассоциированная лимфоидная ткань 

(МАЛТ) верхних дыхательных путей активно 
участвует в реакциях иммунного реагирова-
ния [1, 5, 11, 16, 24]. Согласно концепции един-
ства дискретно расположенных анатомических 
отделов МАЛТ, регион гортани содержит гор-
тань-ассоциированную лимфоидную ткань  – 
LALT (Larynx-Associated Lymphoid Tissue) [19], 
компоненты которой достаточно автономны по 
отношению к системным проявлениям иммун-
ных процессов. Нами показано, что слизистая 
оболочка голосовых складок снабжена опреде-
ленным количеством иммунных клеток и име-
ет характерные особенности в зависимости от 
гистологической структуры ЭППР. Ряд иссле-
дований постулирует, что МАЛТ гортани содер-
жит как лимфоциты основных субпопуляций, 
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ТАБЛИЦА 1. СОДЕРЖАНИЕ ОТДЕЛЬНЫХ СУБПОПУЛЯЦИЙ ИММУННЫХ КЛЕТОК И КЛЕТОК С ЭКСПРЕССИЕЙ ММР-9 
В ТКАНЯХ ОПУХОЛЕПОДОБНЫХ ОБРАЗОВАНИЙ ГОЛОСОВЫХ СКЛАДОК, Ме (Q0,25-Q0,75)
TABLE 1. CONTENT OF INDIVIDUAL SUBPOPULATIONS OF IMMUNE CELLS AND CELLS WITH THE EXPRESSION OF MMP-9 
IN THE TISSUES OF TUMOR-LIKE FORMATIONS OF THE VOCAL FOLDS, Ме (Q0.25-Q0.75)

Показатель, 
ед/мм2

Index,  
units/mm2

Гистологическая структура ткани полипа
Histological structure of polyp tissue

Полипы голосовых складок
Vocal cord polyps

Группа 3
Узелки голосовых 

складок
Group 3

Nodules of the vocal 
folds

(n = 7)

Группа 4
Отек Рейнке

Group 4
Reinke’s edema

(n = 14)

Группа 1
Ангиоматозный тип 

Group 1
Angiomatous type

(n = 10)

Группа 2
Миксоидный тип

Group 2
Mixoid type

(n = 9)

CD3+ лимфоциты
CD3+ lymphocytes

38,3 
(34,6-40,1)*

34,6 
(29,6-37,8)*

28,6 
(24,60-32,60)*

204,4 
(187,3-211,3) 

CD4+ лимфоциты
CD4+ lymphocytes

28,6 
(22,5-30,4)*

30,2
(26,8-33,2)*

24,3 
(22,5-28,8)*

117,2 
(103,6-122,4)

CD8+ лимфоциты
CD8+ lymphocytes

15,6 
(13,2-16,1)*

14,7
(12,3-16,5)*

12,2
(10,5-14,6)*

89,4
(84,6-99,7)

CD20+ лимфоциты
CD20+ lymphocytes

8,2 
(6,8-10,4)*

10,6
(9,4-12,3)*

13,0
(8,8-15,8)*

24,3
(22,8-30,5)

CD68+ лимфоциты
CD68+ lymphocytes

76,5
(72,3-80,1)

18,6
(12,5-22,1)#

128,5
(112,3-136,9)

16,3
(14,8-21,5)#

ММР-9+ лимфоциты
ММР-9+ lymphocytes

29,1
(24,8-33,9)

13,6
(11,8-16,6)#

58,9
(52,3-68,8)

17,3
(14,4-19,5)#

Примечание. * – значимые согласно критерию Манна–Уитни (р ≤ 0,02) различия с группой 4; #- с группами 1 и 3.
Note.*, significant according to the Mann–Whitney test (p ≤ 0.02) differences with group 4; #- with groups 1 and 3.

ТАБЛИЦА 2. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ОБРАЗЦОВ ТКАНЕЙ ПО НАЛИЧИЮ ЛИМФОЦИТАРНОЙ ЭКСПРЕССИИ р53 ПРИ 
РАЗЛИЧНЫХ ЭППР
TABLE 2. DISTRIBUTION OF TISSUE SAMPLES BY THE PRESENCE OF LYMPHOCYTE EXPRESSION OF p53 IN VARIOUS 
EXUDATIVE LESIONS OF REINKE'S SPACE

Наличие 
лимфоцитов 

с экспрессией р53
Availability

lymphocytes
with p53 expression

Гистологическая структура ткани полипа
Histological structure of polyp tissue

Полипы голосовых складок
Vocal cord polyps

Группа 3
Узелки голосовых 

складок
Group 3

Nodules of the vocal 
folds

(n = 7)

Группа 4
Отек Рейнке

Group 4
Reinke’s edema

(n = 14)

Группа 1
Ангиоматозный тип 

Group 1
Angiomatous type

(n = 10)

Группа 2
Миксоидный тип

Group 2
Mixoid type

(n = 9)
Позитивная 
экспрессия
Рositive expression

6 (60%) 5 (55,5%) 4 (57,1%) 9 (64,2%)

Негативная 
экспрессия
Negative expression

4 (40%) 4 (44,5%) 3 (42,9%) 5 (35,8%)

Точный критерий 
Фишера, p
Fisher exact, p

0,6 0,6 0,5

Примечание. Для сравнения использовали точный критерий Фишера (р ≤ 0,05).
Note. For comparison, Fisher’s exact test was used (р ≤ 0.05).
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ТАБЛИЦА 3. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ОБРАЗЦОВ ТКАНЕЙ ПО НАЛИЧИЮ ЭКСПРЕССИИ р53 В КЛЕТКАХ БАЗАЛЬНОГО 
ЭПИТЕЛИЯ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ МОРФОЛОГИЧЕСКОГО ТИПА ЭППР

TABLE 3. DISTRIBUTION OF TISSUE SAMPLES BY THE PRESENCE OF P53 EXPRESSION IN BASAL EPITHELIAL CELLS 
DEPENDING ON THE MORPHOLOGICAL TYPE OF THE REINKE’S SPACE

Наличие клеток 
базального 
эпителия с 

экспрессией р53
Presence of basal 

epithelial cells 
expressing p53

Гистологическая структура ткани полипа
Histological structure of polyp tissue

Полипы голосовых складок
Vocal cord polyps Группа 3

Узелки голосовых 
складок
Group 3

Nodules of the vocal 
folds

(n = 7)

Группа 4
Отек Рейнке

Group 4
Reinke’s edema

(n = 14)

Группа 1
Ангиоматозный 

тип 
Group 1

Angiomatous type
(n = 10)

Группа 2
Миксоидный тип

Group 2
Mixoid type

(n = 9)

Позитивная 
экспрессия
Рositive expression

4 (40,%) 8 (88,8%) 5 (71,4%) 12 (85,7%)

Негативная 
экспрессия
Negative expression

6 (60%) 1 (11,1%) 2 (28,6%) 2 (14,3%)

Точный критерий 
Фишера, p
Fisher exact, p

0,03 0,6 0,02

Примечание. См. примечание к таблице 2.
Note. As for Table 2.

ТАБЛИЦА 4. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ОБРАЗЦОВ ТКАНЕЙ ПО НАЛИЧИЮ ЛИМФОЦИТАРНОЙ ЭКСПРЕССИИ bcl-2 
ПРИ РАЗЛИЧНЫХ ЭППР

TABLE 4. DISTRIBUTION OF TISSUE SAMPLES BY THE PRESENCE OF bcl-2 LYMPHOCYTIC EXPRESSION IN VARIOUS 
OF THE REINKE’S SPACE

Наличие 
лимфоцитов 

с экспрессией bcl-2
Presence 

of lymphocytes 
expressing bcl-2

Гистологическая структура ткани полипа
Histological structure of polyp tissue

Полипы голосовых складок
Vocal cord polyps Группа 3

Узелки голосовых 
складок
Group 3

Nodules of the vocal 
folds

(n = 7)

Группа 4
Отек Рейнке

Group 4
Reinke’s edema

(n = 14)

Группа 1
Ангиоматозный 

тип 
Group 1

Angiomatous type
(n = 10)

Группа 2
Миксоидный тип

Group 2
Mixoid type

(n = 9)

Позитивная 
экспрессия
Рositive expression

5 (50%) 6 (66,6%) 3 (42,9%) 8 (57,1%)

Негативная 
экспрессия
Negative expression

5 (50%) 3 (33,4%) 4 (57,1%) 6 (42,9%)

Точный критерий 
Фишера, p
Fisher exact, p

0,4 0,6 0,5

Примечание. См. примечание к таблице 2.
Note. As for Table 2.
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ТАБЛИЦА 5. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ОБРАЗЦОВ ТКАНЕЙ ПО НАЛИЧИЮ ЭКСПРЕССИИ bcl-2 В КЛЕТКАХ БАЗАЛЬНОГО 
ЭПИТЕЛИЯ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ МОРФОЛОГИЧЕСКОГО ТИПА ЭППР

TABLE 5. DISTRIBUTION OF TISSUE SAMPLES BY THE PRESENCE OF bcl-2 EXPRESSION IN BASAL EPITHELIAL CELLS 
DEPENDING ON THE MORPHOLOGICAL TYPE OF THE REINKE’S SPACE

Наличие клеток 
базального 
эпителия 

с экспрессией bcl-2
Presence of basal 

epithelial cells 
expressing bcl-2

Гистологическая структура ткани полипа
Histological structure of polyp tissue

Полипы голосовых складок
Vocal cord polyps Группа 3

Узелки голосовых 
складок
Group 3

Nodules of the vocal 
folds

(n = 7)

Группа 4
Отек Рейнке

Group 4
Reinke’s edema

(n = 14)

Группа 1
Ангиоматозный 

тип 
Group 1

Angiomatous type
(n = 10)

Группа 2
Миксоидный тип

Group 2
Mixoid type

(n = 9)

Позитивная 
экспрессия
Рositive expression

6 (60%) 1 (11,1%) 5 (71,4%) 3 (21,4 %)

Негативная 
экспрессия
Negative expression

3 (30%) 8 (88,9%) 2 (28,6%) 11 (78,6 %)

Точный критерий 
Фишера, p
Fisher exact, p

0,02 0,15 0,04

Примечание. См. примечание к таблице 2.

Note. As for Table 2.

например, CD4+ и CD8+Т-лимфоцитов, с экс-
прессией антигенов главного комплекса гисто-
совместимости класса II, так и другие типы им-
мунных клеток: макрофаги, дендритные клетки, 
NK-клетки, а также гранулоциты и эозинофилы, 
организованные в структурированные клеточные 
скопления  [1,  16,  18]. Подобно тонкому кишеч-
нику, более 90% популяции иммунных клеток 
гортани и области голосовых складок распреде-
лено диффузным образом по всему эпителию и 
собственной пластинке  [24]. Наиболее высокое 
представительство дендритных клеток, NK-, T- и 
B-клеток описано в подгортанных тканях (суб-
глоттисе) и наиболее редкое – в области истин-
ных голосовых складок [19]. Примечательно, что 
в тканях голосовых складок плода человека ден-
дритные клетки, Т-, В-лимфоциты и макрофаги 
полностью отсутствуют [19, 25]. Показано, что 
субпопуляционный состав лимфоцитов МАЛТ 
гортани наиболее представлен в собственной 
пластинке по сравнению с эпителием, при этом 
В-лимфоциты практически отсутствуют в эпите-
лиальном слое [26]. Несмотря на значительную 
межиндивидуальную вариабельность, данное 
исследование продемонстрировало преимуще-
ственную локализацию (CD8+) Т-лимфоцитов в 
более глубоких слоях слизистой МАЛТ гортани, 

сопровождаемую высокой экспрессией МНС I 
и II класса. Авторы отмечают накопление CD3+, 
CD161+ лимфоцитов, определяющих фенотип  
NKТ-клеток, в верхнем слое эпителия  [26].  
Наши исследования иммунофенотипа показа-
ли ряд особенностей касающихся соотношения 
и содержания иммунных клеток при форми-
ровании различных клинических форм ЭППР, 
объединенных единым патогенезом. При отеке 
Рейнке и миксоидной форме полипов в тканях 
установлено большее представительство основ-
ных популяций иммунных клеток (CD3+, CD4+, 
CD8+, CD20+), а при образованиях с преобла-
данием ангиоматозно-фиброзного компонента 
(ангиоматозный тип полипов, голосовые узелки) 
отмечена высокая численность клеток моноци-
тарно-макрофагального ряда CD68+ и клеток с 
экспрессией ММР-9+, что свидетельствует о бо-
лее интенсивных процессах ремоделирования 
с последующей дегенерацией тканей. Однако, 
несмотря на схожесть этиологических факторов 
и общность механизмов патогенеза при форми-
ровании данной патологии, определенный вклад 
вносят особенности структурной организации 
различных зон голосовых складок и лимфодре-
нажной системы надгортанника, подгортанного 
пространства, голосовых складок [20]. Лимфоид-
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ные клетки из указанных областей гортани ми-
грируют преимущественно в глубокую шейную 
цепь лимфатических узлов [22]. Также формиро-
ванию полипозно-измененной ткани голосовых 
складок способствует скопление отечной жидко-
сти в рыхлой соединительной ткани пространства 
Рейнке, в силу недостаточного отведения ткане-
вой жидкости по слаборазвитым лимфатическим 
коллекторам плотных тканей голосовой связки 
и голосовой мышцы. Одним их общих моментов 
патогенеза являются значительные нарушения 
микроциркуляции в тканях, за счет лимфостаза, 
интерстициального отека, приводящие к гипок-
сически-ишемическим и далее дистрофическим 
изменениям в тканях с развитием фиброза, из-
быточной васкуляризацией стромы, ремоде-
лированием соединительного матрикса, на что 
указывает показанное нами высокое содержание 
ММР-9 в тканях голосовых узелков и ангиома-
тозном типе полипов, одной из функций кото-
рой является деструкция коллагеновых структур, 
являющихся основой базальных мембран эпите-

лия и эндотелия микрососудов. Можно предпо-
ложить, что при данных гистологических разно-
видностях высокая активность ММP-9 является 
одним из ведущих факторов, регулирующих про-
ницаемость базальных мембран для жидкостных 
и  форменных элементов крови, лимфы и  пере-
мещения тканевой жидкости [10]. В то же время, 
способность цинкзависимых эндопептидаз, в 
частности ММР  – 1,9, разрушать все типы бел-
ков внеклеточного матрикса, приводит, с одной 
стороны, к повышению проницаемости тканей 
патологически измененной области голосовых 
складок, с другой, способствует инициации ре-
акций иммунного реагирования на фрагменты 
деградации белков, хемотаксису и активации 
клеток моноцитарно-макрофагальной линии 
(CD68+), синтезу хемокинов и  цитокинов раз-
личной функциональной направленности [13]. 

Поддержание клеточного гомеостаза МАЛТ 
гортани зависит от согласованной работы инги-
биторов и индукторов апоптоза и может изме-
няться в зависимости от характера патологиче-

ТАБЛИЦА 6. СОДЕРЖАНИЕ РЕГУЛЯТОРОВ АПОПТОЗА В ТКАНЯХ ЭППР, Ме (Q0,25-Q0,75)

TABLE 6. CONTENT OF APOPTOSIS REGULATORS IN EXUDATIVE LESIONS OF REINKE’S SPACE, Ме (Q0.25-Q0.75)

Показатель, 
ед/мм2

Index,  
units/mm2

Гистологическая структура ткани полипа
Histological structure of polyp tissue

Полипы голосовых складок
Vocal cord polyps

Группа 3
Узелки голосовых 

складок
Group 3

Nodules of the vocal 
folds

(n = 7)

Группа 4
Отек Рейнке

Group 4
Reinke’s edema

(n = 14)

Группа 1
Ангиоматозный тип 

Group 1
Angiomatous type

(n = 10)

Группа 2
Миксоидный тип

Group 2
Mixoid type

(n = 9)
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bcl-2+ клетки
bcl-2+ cells

68,3 
(33,2-98,0)

4,1 
(3,2-12,5)

10,2 
(5,8-21,2)*

3,2 
(2,2-4,6)

46,3 
(38,3-67,1)

25,9 
(19,3-
34,2)#

13,1 
(12,1-
16,8)*

3,1 
(1,5-3,5)

р53+ клетки
p53+ cells

4,2 
(3,5-5,4)

12,5
(2,3-50,5)

7,2 
(6,5-8,9)

90,5 
(76,3-
125,3)**

5,5 
(4,3-7,8)

16,8 
(11,3-18,2)

19,2 
(4,3-20,1)

287,1 
(37,3-
495,6)**

Примечание. * – значимые согласно критерию Манна–Уитни (р ≤ 0,02) различия по количеству лимфоцитов 
с экспрессией bcl-2+ с группами 1, 3; # – различия по количеству клеток базального эпителия с экспрессией bcl-2+ 
с группами 1, 2, 4; ** – различия по количеству клеток базального эпителия с экспрессией р53+ с группами 1, 3.

Note. *, significant according to the Mann–Whitney test (p ≤ 0.02) differences in the number of lymphocytes expressing bcl-2+ with 
groups 1, 3; #, differences in the number of cells of the basal epithelium with the expression of bcl-2+ with groups 1, 2, 4;  
**, differences in the number of basal epithelial cells expressing p53+ with groups of 1, 3.
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ского процесса. Известно, что белки семейства 
bcl-2 экспрессируются преимущественно в зонах 
патологически измененных тканей, содержащих 
пролиферирующие клетки, его задачей является 
пролонгация жизни клеточной популяции, в том 
числе пролиферирующих и дифференцирующих-
ся клеток эпителия, иммунных клеток [12]. Bcl-2 
способствует выживанию клеток путем связыва-
ния с фактором ингибирования апоптоза APAF1 
и/или ингибирует каспазы за счет предотвраще-
ния выхода цитохрома С из митохондрий, тем са-
мым блокируя альтернативный путь реализации 
апоптоза. Сочетание высокого содержания bcl-2-
позитивных лимфоцитов и низкого содержания 
р53-позитивных клеток базального эпителия в 
тканях голосовых узелков и при ангиоматозном 
типе полипов отражает высокую способность к 

выживанию клеточных популяций в условиях нео- 
ангиогенеза и формирования участков фиброза 
в условиях недостаточной оксигенации тканей. 
В то же время, при миксоидном типе полипов и 
отеке Рейнке, напротив, зафиксировано высокое 
содержание р53-позитивных клеток базального 
эпителия на фоне низкого содержания bcl- 2-по-
зитивных лимфоцитов и клеток базального эпи-
телия, что свидетельствует о низком потенциале 
выживаемости данных клеток.

Все вышесказанное указывает на особую 
значимость мукозального иммунитета региона 
гортани при формировании различных клини-
ко-морфологических вариантов экссудативных 
поражений пространства Рейнке, связанных ря-
дом единых аспектов патогенеза. 
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РОЛЬ МОЛЕКУЛ АДГЕЗИИ L-SELECTIN И ICAM-1 У ДЕТЕЙ 
С БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМОЙ
Бережанский П.В.1, 2, Татаурщикова Н.С.1,  Федоскова Т.Г. 1, 
Летяева О.И.1, Русанова А.С.1, Григорьева И.Н.1, Камелева А.А.1, 
Добренькая А.Е.1, Василькова А.И.1
1 ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов», Москва, Россия  
2 ГБУЗ «Морозовская детская городская клиническая больница Департамента здравоохранения города 
Москвы», Москва, Россия

Резюме. Бронхиальная астма (БА) является одним из наиболее распространенных хронических 
бронхолегочных заболеваний детского возраста, представляя серьезную медико-социальную и эко-
номическую проблему. 

БА представляет собой многофакторное заболевание, в развитии которого играют роль многие 
факторы. БА является хроническим воспалительным заболеванием, которое характеризуется актива-
цией Т-опосредованных факторов, в том числе факторов адгезии в слизистой бронхов, а также мини-
мальным персестирующим воспалением.

Минимальное персестирующее воспаление характеризуется как длительно идущий процесс вос-
паления (несмотря на полное отсутствие клинических проявлений) у пациентов с аллергопатологией 
и сопровождается повышенной экспрессией ICAM-1 (молекула межклеточной адгезии 1-го типа) и 
CD62L (L-селектин) в кровяном русле.

При аллергическом воспалении количество лимфоцитов и эозинофилов напрямую зависит от ко-
личества ICAM-1, так как именно молекулы межклеточной адгезии обеспечивают трансмиграцию 
эозинофилов и лейкоцитов через эндотелиальный барьер. Увеличение количества ICAM-1 напрямую 
зависит от образования различных активных форм кислорода, которые при БА продуцируются в из-
быточном количестве. В свою очередь ICAM-1 индуцируют изменение цитоскелета белков, которые 
играют значимую роль в патогенезе БА. Отмечено, что молекулы ICAM-1 и CD62L являются факто-
рами, которые провоцируют изменения на микрореологическом уровне, в том числе и при респира-
торной патологии аллергического генеза. Доказано, что увеличение количества сосудистых молекул 
адгезии в дыхательных путях является важной частью патогенеза развития БА.

Максимальная экспрессия сосудистой молекулы клеточной адгезии 1 (VCAM-1) и ICAM-1 у лю-
дей с предрасположенностью к аллергическим заболеваниям может наступить через неопределенный 
промежуток времени и сразу же вызвать мощную дегрануляцию эозинофилов в респираторном трак-
те и капиллярном русле.

Также важным триггером обострения астмы является вирусная инфекция. Экспрессия молекулы 
межклеточной адгезии ICAM-1, клеточного рецептора для большинства риновирусов, на эпители-
альных клетках увеличивается после инфицирования самим риновирусом. И эозинофилы, и ней-
трофилы способствуют развитию тяжелой астмы или обострению астмы. Так как ICAM-1 является 
клеточным рецептором для большинства риновирусных инфекций, а именно адгезия эозинофилов к 
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ICAM-1 помогает активации функций эозинофилов, следовательно адгезия эозинофилов к эпители-
альным клеткам через ICAM-1 может активировать эозинофилы во время обострения астмы.

Изменения в системе иммуногемореологии у детей с БА являются стартовой точкой нарушений 
во всех звеньях гемостаза со склонностью к повышенной адгезивности и гиперкоагуляции, которые 
в свою очередь активируют целый каскад иммуно-метаболических нарушений и инициируют клини-
ческое развитие БА. Для обострения БА характерен отчетливый паттерн экспрессии фактора адгезии 
ICAM-1 в зависимости от провоцирующего обструкцию агента. У пациентов с БА в зависимости 
от степени тяжести обострения имеются выраженные изменения при оценке показателей молекул 
адгезии: выраженное повышение ICAM-1 в период обструкции, вызванной и причинно-значимым 
аллергеном и инфекционным агентом, но более выраженное повышение в период поллинации, а так-
же незначительное повышение sL в период обструкции вызванной вирусным агентом.

Ключевые слова: бронхиальная астма, молекулы адгезии, вирус, аллергическое воспаление, обострение астмы

ROLE OF L-SELECTIN AND ICAM-1 ADHESION MOLECULES 
IN CHILDREN WITH ASTHMA
Berezhansky P.V.a, b, Tataurschikova N.S.a,  Fedoskova T.G. a, 
Letyaeva O.I.a, Rusanova A.S.a, Grigorieva I.N.a, Kameleva A.A.a, 
Dobrenkaya A.E.a, Vasilkova A.I.a
a Peoples’ Friendship University of Russia, Moscow, Russian Federation  
b Morozov Pediatric Municipal Clinical Hospital, Moscow, Russian Federation

Abstract. Аsthma is among the commonest chronic bronchopulmonary diseases in childhood, being a 
serious medical, social and economic problem. Asthma represents a multifactorial chronic inflammatory disease 
characterized by activation of T-mediated factors, including adhesion molecules in bronchial mucosa, as well 
as minimal persistent inflammation which is characterized by a long-term inflammatory process (despite complete 
absence of clinical manifestations) in the patients with allergic disorders accompanied by increased expression of 
ICAM-1 (type 1 intercellular adhesion molecule) and CD62L (L-selectin) in the bloodstream.

Lymphocyte and eosinophil counts in allergic inflammation show direct dependence on ICAM-1 contents, an 
intercellular adhesion molecule that provides transmigration of eosinophils and leukocytes through the endothelial 
barrier. Increased amount of ICAM-1 directly depends on excessive production of various reactive oxygen species 
in bronchial asthma. In turn, ICAM-1 induces changes in the cellular cytoskeleton which play a significant role in 
pathogenesis of asthma. It has been noted that ICAM-1 and CD62L molecules are those factors that exert changes 
at the microrheological level, including respiratory pathology of allergic nature. Increased amounts of vascular 
adhesion molecules in respiratory tract It has been proven are proven to be an important component of pathogenesis 
in bronchial asthma.

Maximal expression of vascular cell adhesion molecule 1 (VCAM-1) and ICAM-1 in the persons prone to 
allergic diseases may occur after undetermined time period, and it immediately causes pronounced degranulation 
of eosinophils in respiratory tract and capillary bed. Viral infection is also an important trigger for the asthma 
exacerbation. Epithelial expression of intercellular adhesion molecule ICAM-1, a cellular receptor for the most 
rhinoviruses, is increased after the rhinovirus infection itself. Both eosinophils and neutrophils contribute to the 
development of severe asthma, or exacerbation of asthma. ICAM-1 is a cellular receptor for rhinoviruses. Adhesion 
of eosinophils to ICAM-1 promotes functional activation of eosinophils. Therefore, adhesion of eosinophils to 
epithelial cells via ICAM-1 may activate this population during exacerbation in bronchial asthma .

Changes in the immunohemorheology system in children with bronchial asthma represent the starting point 
of disorders at either hemostatic pathways, with a trend for increased adhesiveness and hypercoagulability, thus 
activating entire cascade of immunometabolic disorders and initiate clinical development of asthma. Exacerbation 
of asthma is characterized by the distinct expression pattern of the ICAM-1 adhesion factor, depending on the agent 
which promotes the airway obstruction. In the patients with asthma, depending on severity of exacerbation, there are 
pronounced changes in the levels of adhesion molecules. A pronounced increase in ICAM-1 at the time of bronchial 
obstruction is caused by the both causal allergen and infectious agent. However, more pronounced increase occurs 
during pollination, as well as slight elevation is observed in the course of obstruction caused by an infectious agent.

Keywords: asthma, adhesion molecules, virus, allergic inflammation, asthma exacerbation
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Введение
Бронхиальная астма (БА) является одним из 

наиболее распространенных хронических брон-
холегочных заболеваний детского возраста, кото-
рое требует постоянного контроля и представляет 
серьезную медико-социальную и экономическую 
проблему [11, 19]. Около 339 миллионов человек 
во всем мире страдают от БА [2].

Астма характеризуется обратимыми симпто-
мами хрипов, одышки, стеснениями в груди 
и/ или кашлем, а также сопровождается затруд-
нением выдоха. Эти изменения часто вызваны 
такими факторами, как физическая нагрузка, 
воздействие аллергенов или вирусными респира-
торными инфекциями [2, 4].

Возраст начала БА играет важную роль в про-
гнозировании клинического течения и лечении 
этого заболевания [7]. Изучение этиопатогенети-
ческих механизмов течения БА позволит повы-
сить эффективность ранней диагностики, лече-
ния и профилактики. И, как результат, улучшит 
качество жизни детей и их родителей. 

БА является хроническим воспалительным 
заболеванием, которое характеризуется актива-
цией Т-опосредованных факторов, в том числе 
факторов адгезии в слизистой бронхов. Множе-
ство факторов адгезии и воспаления напрямую 
причастны к аллергическому иммунному от-
вету при БА [8]. Определение факторов адгезии 
в отсутствии альтернативных методик у детей 
дошкольного возраста помогут предвидеть раз-
витие у них БА [14]. Уровень ICAM-1 (р = 0,02) 
и уровень экспрессии генов ICAM-1 (р  =  0,01) 
тесно связаны с развитием БА у детей на уров-
не ДНК, мРНК и белковом уровне. Экспрессия 
ICAM-1 положительно связана с развитием БА 
(р = 0,01) [14].

Минимальное персистирующее воспаление 
характеризуется как длительно идущий про-
цесс воспаления (несмотря на полное отсутствие 
клинических проявлений) у пациентов с аллер-
гопатологией и сопровождается повышенной 
экспрессией ICAM-1 (молекула межклеточной 
адгезии 1-го типа) и CD62L (L-селектин) в кро-
вяном русле [6, 21].

При аллергическом воспалении количество 
лимфоцитов и эозинофилов напрямую зависит 
от количества ICAM-1 и VCAM-1, так как именно 
молекулы межклеточной адгезии обеспечивают 
трансмиграцию эозинофилов и лейкоцитов через 
эндотелиальный барьер. Увеличение количества 
ICAM-1 напрямую зависит от образования раз-
личных активных форм кислорода, которые при 
БА продуцируются в избыточном количестве. 
В свою очередь ICAM-1 индуцируют изменение 

цитоскелета белков, которые играют значимую 
роль в патогенезе БА [3, 20, 23, 24].

Увеличение количества ICAM-1 ведет к воз-
растанию содержания внутриклеточного кальция 
в эндотелиальных клетках. В свою очередь мито-
хондриальный кальций активизирует рецепторы 
TNFa, вызывая усиление экспрессии самих се-
лектинов и активацию их рецепторов. ICAM-1 
является потенциальным фактором для целена-
правленного лечения больных с тяжелой БА [5, 
16, 17].

Максимальная экспрессия ICAM-1 у людей с 
предрасположенностью к аллергическим заболе-
ваниям может наступить через неопределенный 
промежуток времени и сразу же вызвать мощную 
дегрануляцию эозинофилов в респираторном 
тракте и капиллярном русле [10].

Сочетание факторов адгезии с селектинами 
увеличивает и пролонгирует действие TNFa в ус-
ловиях иммунопосредованного воспаления, что 
стимулирует хемотаксис клеток воспаления, но 
препятствует их трансмиграции через эндотелий 
капилляров [1, 12].

Также важным триггером обострения астмы 
является вирусная инфекция. Экспрессия мо-
лекулы межклеточной адгезии ICAM-1, клеточ-
ного рецептора для большинства риновирусов, 
на эпителиальных клетках увеличивается после 
инфицирования самим риновирусом. И эози-
нофилы, и нейтрофилы способствуют развитию 
тяжелой астмы или обострению астмы. Так как 
ICAM-1 является клеточным рецептором для 
большинства риновирусных инфекций, а имен-
но адгезия эозинофилов к ICAM-1 помогает ак-
тивации функций эозинофилов, следовательно 
адгезия эозинофилов к эпителиальным клеткам 
через ICAM-1 может активировать эозинофилы 
во время обострения астмы [18].

Итак, изменения в системе иммуногеморе-
ологии у детей с БА являются стартовой точкой 
нарушений во всех звеньях гемостаза со склон-
ностью к повышенной адгезивности и гиперкоа-
гуляции, которые в свою очередь активируют це-
лый каскад иммуно-метаболических нарушений 
и инициируют клиническое развитие БА. 

Цель исследования – оценить роль молекул адге-
зии (L-селектин – sL и ICAM-1) в сыворотке крови 
пациентов с БА в период обострения, вызванного 
различными провоцирующими агентами.

Материалы и методы
В исследование было включено 29 детей (Гр. 1) 

в возрасте от 4 до 7 лет с установленным клини-
ческим диагнозом БА с пыльцевой сенсибили-
зацией и 10 здоровых детей I-II группы здоровья 
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(Гр. 2). Забор анализов осуществлялся дважды 
в периоды обострения  – в сезон поллинации и 
обострения, вызванного вирусной инфекцией. 
Всем обследованным пациентам диагноз был 
установлен за 1 год до поступления в стационар. 
В период нахождения в стационаре оценивалиь 
IgE и sIgE, ПЦР ОРВИ, антитела к хламидиям и 
микоплазмам.

В период обострения БА при поступлении 
производился забор крови для определения 
концентрации ICAM-1 (Intercellular Adhesion 
Molecule  1) и L-селектина (Lymphocyte Adhesion 
Molecule 1) методом ИФА (набор реактивов 
ELISA, Cusabio Biotech Co., Ltd, США).

Статистическая обработка результатов иссле-
дования проводилась посредством пакета ком-
пьютерных программ SPSS Statistics 17.0. Анализ 
вида распределения полученных количественных 
данных проводился на основании критерия Ша-
пиро–Уилка. Для статистической обработки как 
качественных, так и количественных параметров 
использовались непараметрические статистиче-
ские критерии Уилкоксона, U-критерий Ман-
на–Уитни, χ2. Взаимосвязь между признаками 
оценивалась методом ранговой корреляции по 
Спирмену. Определялись следующие статисти-
ческие характеристики: среднее значение и их 
стандартная ошибка, результаты представлены в 
виде (M±m).

Результаты
Гендерный состав изучаемой группы: мальчи-

ки 62% (n  =  18) и девочки 38% (n  =  11). В ходе 
оценки отягощенности личного и социально-
го анамнеза выявлено, что 41,4% (n = 12) имели 
отягощенный наследственный анамнез по ал-
лергическим заболеваниям (БА и аллергический 
ринит), собственный аллергоанамнез по аллер-
гическому риниту и атопическому дерматиту 
был выявлен у 48,3% (n = 14), 17,2% (n = 5) детей 
были рождены недоношенными, 37,9% (n  =  11) 
имели эпизод перенесенного бронхиолита в ран-
нем возрасте. Также было выявлено, что 27,6% 
(n = 8) детей имели в анамнезе выставленный ди-
агноз  «последствия перинатального поражения 
центральной нервной системы гипоксическо-
ишемического генеза (ППЦНС)».

Известно, что генетическая предрасположен-
ность и отягощенная наследственность по БА яв-
ляется ведущим фактором развития БА, которая 
наследуется с вероятностью 80% по линии матери 
и является проявлением у ребенка бронхиальной 
астмы в 70-80% случаев.

Также генетические факторы являются разви-
тием такого состояние, как атопический марш, 

который начинается с атопического дерматита и 
прогрессирует до IgE-опосредованной пищевой 
аллергии, астмы и аллергического ринита.

В контексте атопического марша важно от-
метить, что IgE является патофизиологическим 
медиатором некоторых, но не всех «атопических» 
заболеваний. Таким образом, атопический марш 
лучше рассматривать как прогрессирование ал-
лергических состояний, которые имеют общие 
генетические и предрасполагающие факторы 
окружающей среды, общие иммунологические 
особенности одного или нескольких аллерген-
специфических Т-хелперов 2-го типа (Th  2) и 
характеризуются эффекторной фазой «типа 2», 
которая может включать образование специфи-
ческого IgE, активацию гранулоцитов и другие 
врожденные особенности, такие как образование 
слизи и отек, что является важным патогенетиче-
ским звеном БА [9, 13].

Вирусные инфекции являются наиболее ча-
стой причиной инфекций верхних и нижних ды-
хательных путей. Наиболее часто выявляемыми 
вирусами, вызывающими инфекции дыхатель-
ных путей у детей, являются риновирусы чело-
века (ВСР), респираторно-синцитиальный вирус 
(РСВ), вирусы гриппа и парагриппа, коронави-
рус, аденовирус, метапневмовирус человека и 
бокавирус. Известно, что существует связь между 
частыми ОРИ в первые годы жизни и развитием 
в дальнейшем вирусиндуцированных обструкций 
и астмы [22].

Для каждого пациента ретроспективно оце-
нивался индекс респираторной заболеваемости 
(ИРЗ)  – отношение числа острых респиратор-
ных инфекций (ОРИ) к возрасту ребенка в годах. 
Было выявлено, что дети, имеющие отягощен-
ный анамнез в виде недоношенности или нали-
чия ППЦНС, имели более высокий ИРЗ – 0,66 и 
более частые вирусиндуцированные обструкции. 
В то время как дети без отягощенного личного 
анамнеза имели ИРЗ 0,41. 

Известно, что воздействие табака в окружа-
ющей среде увеличивает риск астмы в раннем 
возрасте. Как пренатальное, так и послеродовое 
курение матери значительно увеличивает риск 
реализации астмы во всех возрастных группах, 
особенно в дошкольном и младшем школьном 
возрасте. В то время как отцовское курение чаще 
является более значимым фактором риска у детей 
в возрасте 5-18 лет [15].

В нашем исследовании выявлено курение 
родителей в семьях в 55,1% (n  =  17) случаев, из 
них 29,4% (n = 5) – курят оба родителей, 23,6% 
(n = 4) – курение только матери и 47% (n = 8) – 
курение только отца. 
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В стационаре при поступление методом ПЦР 
диагностики были определены основные этиоло-
гические факторы инфекционного обострения 
БА, которые представлены на рисунке 1: респи-
раторно-синцитиальный вирус 13,8% (n = 4), ри-
новирус 17,2% (n  =  5), вирус парагриппа 13,8% 
(n = 4), вирус гриппа 10,3% (n = 3), метапневмо-
вирус 24,1% (n = 7), аденовирус 3,4% (n = 1), бо-
кавирус 17,2% (n = 5), из которых ко-инфекция 
установлена у 24,1% (n  =  7) детей, микоплазма 
выявлена у 2 детей как компонент ко-инфекции 
6,9% (n = 2) (рис. 1). 

При первичном обращении в период поллина-
ции 20,7% детей (n = 6) были госпитализированы 
в отделение реанимации с выраженной дыхатель-
ной недостаточностью. Средний срок госпитали-
зации в этот период составил 11,2±1,4 дня.

При обращении с обструкцией, вызванной 
вирусным агентом, 3,5% детей (n  =  1) были го-
спитализированы в отделение реанимации. 
Средний срок госпитализации в этот период со-
ставил 7,2±2,2 дня.

Что, возможно, связано с тем, что вдыхание 
аллергена приводит к острому бронхоспазму с 
последующим притоком воспалительных кле-
ток, что вызывает выраженную и более дли-
тельную клиническую картину астматической 
реакции. Бронхиальная астма  – это в основном 
Th2-управляемый процесс в уже сенсибилизиро-
ванном организме [4]. В том случае, когда прово-
цирующим фактором является вирусная инфек-
ция иммунный ответ организма частично идет по 
другому пути, что обуславливает меньшую вовле-

ченность сенсибилизированных тканей в пато-
генетический механизм вирус-индуцированной 
обструкции и более быстрый срок выздоровле-
ния.

Выявлено, что у детей с более выраженной 
клинической картиной обструкции, вызванной 
инфекционным агентом, этиологическим фак-
тором чаще были метапневмовирус 24,1% (n = 7). 
Пациенты, у которых был выявлен риновирус, 
имели выраженную аускультативную картину с 
более длительным периодом регресса клиниче-
ской картины, по сравнению с пациентами, у ко-
торых обструкция была вызвана другими вирус-
ными агентами.

За время госпитализации у всех детей в пери-
од обострения, вызванного инфекционным аген-
том, или в период поллинации не были выявлены 
проявления бактериальной инфекции. 

При оценке уровня ICAM-1 выявлено, что 
ICAM-1 был повышен во всех результатах забора 
анализов, но в период обострения БА, вызван-
ного причинно-значимыми аллергенами расте-
ний, данный показатель был гораздо выше, чем 
в группе здоровых детей, соответственно Гр.  1 
(в период цветения)  – 398,8±54,2 нг/мл, Гр.  1 
(в период вирусной инфекции) 366,2±39,7 нг/мл, 
Гр. 2 – 162,3±40,1 нг/мл (рис. 2).

Выявлено, что в Гр.  1 в период обострения 
БА в сезон цветения аллергенных растений от-
мечалось повышение sL 1811±266 нг/мл по 
сравнению с Гр.  2, где sL был 1164±203 нг/мл, 
p < 0,05. Во время обострения БА на фоне вирус-

Рисунок 1. Этиология вирус-индуцированных обострений бронхиальной астмы
Figure 1. Etiology of virus-induced exacerbations of bronchial asthma
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ной инфекции уровень sL был значительно выше 
2282±394 нг/мл (рис. 3). 

При проведении корреляционного анализа 
выявлено, что у детей с БА отмечались достовер-
ные корреляционные взаимосвязи между такими 
показателями в период цветения, как ICAM-1 и 
sL (r = -0,69), ICAM-1 и IgE (r = 0,67), sL и IgE 
(r  =  -0,57). В период обострения, вызванного 
инфекционным агентом, выявлены следующие 
корреляционные зависимости ICAM-1 и IgE 
(r = 0,63). 

Обсуждение
Наличие минимального персистирующего вос

паления у пациентов с бронхиальной астмой со-
провождается повышенной экспрессией ICAM-1 
и CD62L в кровяном русле.

Более частые госпитализации в палаты интен-
сивной терапии при обструкции, вызванной пол-
линацией, связаны с тем, что вдыхание аллергена 
приводит к острому бронхоспазму с последующим 
притоком воспалительных клеток, что вызывает 
выраженную и более длительную клиническую 
картину астматической реакции. Бронхиальная 
астма – это в основном Th2-управляемый про-
цесс в уже сенсибилизированном организме [4]. 
В том случае, когда провоцирующим фактором 
является вирусная инфекция иммунный ответ 
организма частично идет по другому пути, что 
обуславливает меньшую вовлеченность сенсиби-
лизированных тканей в патогенетический меха-
низм вирус-индуцированной обструкции и более 
быстрый срок выздоровления.

Пациенты с риновирусом и метапневмовиру-
сом имели более высокий показатель ICAM-1 и 
sL, чем пациенты с другой инфекцией. Возмож-
но, это связано с более сильным воздействием 
этих вирусных агентов на посткапиллярные эн-
дотелиальные клетки, способствующим более 

выраженной экспрессии этих молекул, которые 
в свою очередь способствуют более активной 
адгезии циркулирующих лейкоцитов к эндоте-
лиальным клеткам, вызывая более выраженную 
клиническую картину.

Возможно, что различные пневмовирусы име-
ют разное воздействие на эпителиальный барьер 
и с различной силой направляют иммунный от-
вет  в пользу Th2 даже в период обострения, вы-
званного инфекционным агентом, что играет 
ведущую роль в гиперреактивности бронхов и 
выраженности клинической картины. Вирусы с 
различной интенсивностью инициируют транс-
крипцию защитных факторов с образованием 
интерлейкинов, которые в свою очередь влияют 
на хемотаксис моноцитов, макрофагов, эозино-
филов и тучных клеток, секретирующих гистамин 
и липидные медиаторы воспаления (в основном 
лейкотриены и простогландины). У пациентов с 
БА уже имеется определенный паттерн для им-
мунного гиперответа и, возможно, увеличенное 
количество клеток участников воспалительного 
процесса в стенках бронхов при вирусных инфек-
циях обуславливает особенности клинической 
картины в данной группе пациентов.

Заключение
Для обострения БА характерен отчетливый 

паттерн экспрессии фактора адгезии ICAM-1 в 
зависимости от провоцирующего обструкцию 
агента. У пациентов с БА в зависимости от сте-
пени тяжести обострения имеются выраженные 
изменения при оценке показателей молекул ад-
гезии: выраженное повышение ICAM-1 в период 
обструкции, вызванной и причинно-значимым 
аллергеном и инфекционным агентом, но более 
выраженное повышение в период поллинации, 
а также незначительное повышение sL в период 
обструкции, вызванной инфекционным агентом. 

Рисунок 2. Концентрация ICAM-1 в крови
Figure 2. ICAM-1 concentration in blood

Рисунок 3. Концентрация L-селектин в крови
Figure 3. Blood concentration of L-selectin
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ДИНАМИКА ЛОКАЛЬНОГО ЦИТОКИНОВОГО СТАТУСА 
У ПАЦИЕНТОВ С СИАЛАДЕНОЗОМ ОКОЛОУШНЫХ 
СЛЮННЫХ ЖЕЛЕЗ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ АЛГОРИТМА 
ЛЕЧЕНИЯ 
Сультимова Т.Б.1, Козлова М.В.1, Гапонов А.М.2, Савлевич Е.Л.1, 
Козлов И.Г.3, 4

1 ФГБУ ДПО «Центральная государственная медицинская академия» Управления делами Президента 
Российской Федерации, Москва, Россия  
2 ФГБУН «Научно-исследовательский институт общей реаниматологии имени В.А. Неговского, Москва, 
Россия  
3 ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова» 
Министерства здравоохранения РФ (Сеченовский университет), Москва, Россия  
4 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр детской гематологии, онкологии 
и иммунологии имени Дмитрия Рогачева» Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Сиаладенозом считают дистрофическое заболевание паренхимы слюнных желез (СЖ), 
которое приводит к секреторным нарушениям и гипертрофии СЖ. При присоединении вторичных 
воспалительных явлений развивается сиаладенит. Стандартные методы и препараты для лечения си-
аладенозов приводят к регрессу клинических проявлений и полугодичной ремиссии. Использование 
растительных экстрактов с механизмом пролонгированного действия оказывает длительный мест-
ный противовоспалительный эффект с минимальными побочными явлениями, в том числе и со сто-
роны слизистой оболочки рта. Однако их применение в комплексном лечении сиаладенозов изучено 
недостаточно. Целью исследования являлась оценка динамики цитокинового статуса в паротидном 
секрете больных сиаладенозом с гипотиреозом на фоне комплексного лечения с применением пре-
парата растительного происхождения пролонгированного действия. 

52 пациента с сиаладенозом околоушной слюнной железы (ОУСЖ) при гипотиреозе разделили 
на 2 группы: в I группе 26 человек получали базовую терапию, во II группе 26 больным применялась 
базовая терапия и дополнительно вводился фитопрепарат в виде рассасывающихся таблеток пролон-
гированного действия. Группа контроля состояла из 20 условно здоровых людей без патологии со сто-
роны ОУСЖ и щитовидной железы. Сравнительный анализ проводился через 1 и 6 месяцев от начала 
лечения по клинической картине, сиалометрии и цитокиновому статусу. Содержание интерлейкинов 
IL-1β, IL-6, IL-10 и фактора некроза опухоли-α (TNF) определяли в секрете ОУСЖ с помощью им-
муноферментного анализа. 
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У пациентов I группы наблюдались обострения в течение полугода после базового лечения, также 
данные сиалометрии свидетельствовали о сохраненной сниженной функции околоушной слюнной 
железы. Во II группе на фоне базового лечения и дополнительно введенного фитопрепарата через 6 
месяцев отсутствовала ярко выраженная клиническая картина сиаладеноза. Показатели сиалометрии 
нормализовались и интерпретировались, что секреторная функция ОУСЖ увеличилась. Следователь-
но, это сказывалось на увлажнении слизистой оболочка рта и улучшении качества жизни пациентов. 
Уровень регресса IL-1β, IL-6 и TNF и повышения IL-10 в секрете околоушной слюнной железы был 
достоверно выше при лечении фитопрепаратом по сравнению с I группой, где применялся тради
ционный протокол, через 1 и 6 месяцев после проведенного лечения. 

Дополнение стандартной схемы лечения сиаладеноза фитопрепаратом местного пролонгирован-
ного действия является целесообразным и эффективным. 

Ключевые слова: слюнные железы, слюна, сиаладеноз, сиаладенит, ксеростомия, гипосаливация, гипотиреоз, 
провоспалительные цитокины IL-1β, IL-6, TNF, противовоспалительный интерлейкин IL-10, фитопрепарат

DYNAMICS OF LOCAL CYTOKINE STATUS IN PATIENTS WITH 
PAROTID SALIVARY GLAND SIALADENOSIS DEPENDING ON 
THE TREATMENT ALGORITHM
Sultimova T.B.a, Kozlova M.V.a, Gaponov A.M.b, Savlevich E.L.a,  
Kozlov I.G.c, d

a Central State Medical Academy, Department for Presidential Affairs of the Russian Federation, Moscow, Russian 
Federation  
b V. Negovsky Research Institute of General Resuscitation, Moscow, Russian Federation  
c I. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, Russian Federation  
d D. Rogachev National Medical Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology, Moscow, 
Russian Federation

Abstract. Sialadenosis is a dystrophic disease of the salivary glands parenchyma, which leads to secretory 
disorders and hypertrophy of salivary glands. Sialadenitis develops in cases of secondary inflammation. Standard 
methods and medications for the treatment of sialadenosis lead to regression of clinical manifestations and 
remission. Usage of herbal extracts with prolonged action has a long-term local anti-inflammatory effect with 
minimal side effects, including those affecting oral mucosa. However, their use in the complex treatment of 
sialadenosis has been scarcely studied. Objective of our investigation was to estimate cytokine status dynamics 
in saliva from the parotid glands in the patients with sialadenosis and hypothyroidism during complex treatment 
which included the prolonged-action herbal remedy. 

52 patients with sialadenosis of parotid salivary glands and hypothyroidism were divided into 2 groups: in 
the I group, 26 patients received basic therapy; in the II group, 26 patients received basic therapy + herbal 
drugs with prolonged effect as resorbable tablets. Control group consisted of 20 conditionally healthy people 
without disorders of parotid glands and thyroid gland. Comparative evaluation was performed 1 and 6 months 
after starting the treatment, with respect to clinical findings, sialometry and cytokine profile. The content of 
interleukins IL-1β, IL-6, IL-10 and tumor necrosis factor (TNF) was determined in saliva of parotid glands by 
ELISA technique. 

The 1st group of patients showed exacerbations within six months of basic treatment, and the sialometry 
data pointed to maintenance of decreased parotid function. In the 2nd group, when using basic treatment + 
herbal drugs, no clinical features of sialadenosis were evident within 6 months. The sialometry values were 
normalized, and the secretory function of the parotid glands was found to be increased. Therefore, it exerted an 
effect upon moisturization of oral mucosal and improvement quality of life in the patients. Regression of IL- 1β, 
IL-6 and TNF contents, and IL-10 increase in parotid gland secretions was significantly more pronounced at 
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the terms of 1 and 6 months in cases treated with herbal drugs, compared to Group 1, where a conventional 
protocol was used. 

Addition of herbal drugs of prolonged action to the standard protocol of sialadenosis treatment is reasonable 
and effective. 

Keywords: salivary glands, sialadenosis, sialadenitis, xerostomia, hyposalivation, hypothyroidism, cytokines, proinflammatory 
cytokines, IL-1β, IL-6, TNF, anti-inflammatory IL-10 cytokine, herbal formulation

Введение
Сиаладеноз представляет собой дистрофи-

ческое заболевание паренхимы слюнных желез 
(СЖ) и сопровождается секреторными наруше-
ниями и ее гипертрофией [3]. По данным ряда 
авторов, сиаладеноз встречается в 10-18% случа-
ев среди заболеваний СЖ и поражает в основном 
околоушные слюнные железы (ОУСЖ) [4]. Про-
филактика и лечение сиаладеноза являются акту-
альными проблемами врача-стоматолога в связи 
с хронизацией процесса и увеличением числа па-
циентов [10].

Известно, что сиаладеноз возникает вслед-
ствие нейрогуморальных дисрегуляций на фоне 
общих соматических заболеваний организма [3]. 
Одним из таких патогенетических факторов явля-
ется дисфункция щитовидной железы (ЩЖ) [2]. 
По данным Niedzinski E. и соавт., гипотиреоз спо-
собствует развитию гипертрофии больших слюн-
ных желез (БСЖ) и снижению их секреции, что 
приводит к гипосаливации и ксеростомии [19]. 
Экспериментальные исследования свидетель-
ствуют о том, что уже при субклиническом гипо-
тиреозе наблюдается кистозная трансформация с 
лимфоидной инфильтрацией ткани в ОУСЖ, что 
характерно для сиаладеноза по паринхиматозно-
му типу [16]. 

Доказано, что при снижении слюнообразова-
ния создаются условия для инфицирования про-
токов и ацинусов СЖ восходящей микрофлорой 
полости рта, что является причиной обострений 
воспалительного процесса (хронических сиала-
денитов) и дальнейших органных нарушений. 
При этом отмечается повышение уровня про-
воспалительных цитокинов интерлейкина IL-1β, 
IL-6 и фактора некроза опухоли-α (TNF) в се-
крете ОУСЖ [15]. Комплексное лечение больных 
сиаладенозом при гипотиреозе, направленное на 
нормализацию тиреоидного статуса, приводит 
только к временной ремиссии со стороны ОУСЖ. 
У пациентов часто наблюдается присоединение 
воспалительных явлений в виде сиаладенита, 
усиливается гипосаливация и сохраняется гипер-
трофия БСЖ [14].

На сегодняшний день использование тера-
певтических свойств активных компонентов рас-
тительных препаратов набирает популярность, 
так как антисептические и антибактериальные 
средства синтетического происхождения при 
длительном применении способствуют развитию 
аллергических реакций, дисбактериозу и отри-
цательно воздействуют на слизистую оболочку 
рта и ткани пародонта [1]. Никонов Г.К. и со-
авт. утверждают, что фитокомпозиции обладают 
сложным химическим составом и, следователь-
но, спектр их биологического действия достаточ-
но широк [9]. Varghese J. и соавт. выявили in vitro 
снижение экспрессии IL-1β, TNF и простаглан-
дина Е2 (PGE2) в кератиноцитах слизистой обо-
лочки рта под воздействием растительных экс-
трактов  [21]. Min Y.D. и соавт., Saini P. и соавт. 
в своих работах доказали, что флавоноид квер-
цетин, входящий в состав календулы, снижает 
продукцию тучными клетками IL-1β, IL-6, IL-8 
и TNF [18, 20]. По данным Гончаровой Е.И. и 
соавт., препараты растительного происхождения 
способны оказывать патогенетическое, иммуно-
модулирующее действие, a фитотерапию можно 
использовать в составе аддитивной терапии [5, 8].

Широкое применение в терапевтических це-
лях приобретают фитопрепараты отечественно-
го производства. Они получены по уникальной 
технологии «противоточной сберегающей экс-
тракции низкомолекулярных фракций водо-
растворимых биологически активных веществ 
лекарственных растений», которая позволяет 
выделять более 95% всех низкомолекулярных ле-
чебных компонентов без балластных и вредных 
веществ, содержащихся в растениях [6, 7]. В связи 
с вышеизложенным представляется актуальным 
подбор оптимальной концентрации фитопрепа-
рата в комплексной терапии и анализ изменений 
цитокинового профиля в качестве эффективно-
сти данного лечения.

Цель исследования  – оценка цитокинового 
статуса в паротидном секрете больных сиаладе-
нозом ОУСЖ с гипотиреозом на фоне комплекс-
ного лечения с применением препарата расти-
тельного происхождения пролонгированного 
действия. 
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Материалы и методы
На кафедре стоматологии ФГБУ ДПО «ЦГМА» 

УДП РФ и в отделении хирургической стомато-
логии и челюстно-лицевой хирургии ФГБУ «По-
ликлиники №1» УДП РФ в 2018-2021 гг. прошли 
обследование и лечение 52 пациента (42 женщин 
и 10 мужчин) с диагнозом «сиаладеноз ОУСЖ» 
(средний возраст 49,9±14,4 лет). Исследование 
выполняли согласно Хельсинкской декларации 
Всемирной медицинской ассоциации «Этиче-
ские принципы проведения научных медицин-
ских исследований с участием человека» (WMA 
Declaration of Helsinki  – Ethical Principles for 
Medical Research Involving Human Subjects, 2013) 
и протоколу Конвенции совета Европы по пра-
вам человека и биомедицине 1999 г. Клиническое 
исследование одобрено Локальным Этическим 
Комитетом при ФГБУ ДПО «Центральная госу-
дарственная медицинская академия» УДП РФ. 
Пациенты, включенные в исследование, подпи-
сывали добровольное информированное согла-
сие. 

Критериями включения были больные сиа-
ладенозом ОУСЖ с ранее диагностированным 
гипотиреозом, которые наблюдались у врача-эн-
докринолога и получали гормон-заместительную 
терапию L-тироксином.

Критерии невключения: наличие в анамне-
зе злокачественных новообразований, лимфо-
пролиферативных заболеваний, аутоиммунных 
процессов, сахарного диабета, метаболического 
синдрома, заболеваний мочеполовой системы, 
желудочно-кишечного тракта.

Диагноз «сиаладеноз ОУСЖ» был подтверж-
ден на основе данных сиалометрии, УЗИ, и си-
алографии.

В зависимости от метода лечения пациентов 
разделили на группы: 

1-я  – 26 человек (21 женщина и 5 мужчин) 
получали базовую терапию (средний возраст 
49,5±14,3 лет); 2-я – 26 больных (21 женщина и 5 
мужчин) лечили базовой терапией + фитопрепа-
рат местного пролонгированного действия (сред-
ний возраст 50,3±14,1 лет).

В контрольную группу сравнения вошли 20 
сопоставимых по полу и возрасту практически 
здоровых индивидуумов (11 женщин и 9 мужчин, 
средний возраст  – 41,6±5,7), у которых предва-
рительно были исключены патологии полости 
носа, рта, ротоглотки и воспалительные явления 
в челюстно-лицевой области. 

При клиническом осмотре проводилась паль-
пация БСЖ, визуально оценивали увлажнен-

ность слизистой оболочки и количество выделяе-
мого секрета из протоков ОУСЖ.

В 1-й группе базовое лечение заключалось 
в противовоспалительной терапии методикой, 
разработанной и предложенной проф. И.Ф. Ро-
мачевой (1973): 1) проведение наружных 0,5%-
ных новокаиновых блокад по А.В. Вишневскому 
в области ОУСЖ в количестве 15-20 мл, курсом 5 
блокад, чередуя с компрессами 30%-ным раство-
ром диметилсульфоксида, разведенным в соот-
ношении 1:3; 2) бужирование устья Стенонового 
протока зондами Боумана; 3) инстилляция про-
токов железы физиологическим раствором (0,9% 
NaCl) до чистых промывных вод; 4) препарат, со-
держащий комплекс протеолитических фермен-
тов (панкреатин, папаин, рутозида тригидрат, 
бромелаин, трипсин, липаза, амилаза, химотрип-
син), per os по 3 таблетки 3 раза в день в течение 
2 недель.

Во 2-й группе указанную терапию сочетали с 
фитопрепаратом на основе лиофилизированно-
го водорастворимого экстракта лекарственных 
растений: календулы, тысячелистника, зверо-
боя, корня солодки, плодов шиповника, также 
содержащих пектин, флавоноилы, витамин С 
(Россия). Таблетки фиксировались на слизистой 
оболочке твердого неба и рассасывались более 
трех часов, применялись по 2 раза в сутки. Курс 
длился 21 день.

На этапе диагностики, через 1 и 6 месяцев 
после лечения, пациентам проводилась сиало-
метрия с целью динамического наблюдения за 
функциональным состоянием ОУСЖ (рис. 1А, 
см. 2-ю стр. обложки). Паротидную слюну соби-
рали утром натощак при помощи двухкамерной 
капсулы Лешли–Ющенко–Красногорского, в 
модификации Л. Сазама, по методу М.В. Симо-
новой (1982). В дальнейшем секрет ОУСЖ, со-
бранный в градуированную пробирку, помещали 
в морозильный контейнер и доставляли в специ-
альной переносной камере в лабораторию экс-
периментальной и клинической фармакологии 
ФГБУ НМИЦ ДГОИ им. Дмитрия Рогачева МЗ 
РФ для оценки цитокинового статуса (рис. 1Б, 
см. 2-ю стр. обложки). 

Содержание IL-1β, IL-6, IL-10 и TNF опре-
деляли в образцах слюны ОУСЖ иммунофер-
ментным анализом (ИФА) с использованием 
реактивов фирмы «Вектор-бест» (Россия). Перед 
лабораторным исследованием проводилось бы-
строе размораживание образцов. Пробирки цен-
трифугировали при 10000 g в течение 10 минут. 
В  дальнейшем работали с супернатантом. Для 
учета результатов использовали прибор BMG 
Labtech, ClarioStar (Германия) со спектром волн 
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в диапазоне 220-1000 нм с разрешением 1-10 нм. 
Для стандартизации определяли пирогалоловым 
методом количество общего белка в супернатанте 
(мг/мл). Затем пересчитывали содержание цито-
кинов на концентрацию белка 1 мг/мл. Все рас-
четные показатели содержания белка цитокинов 
описаны в пг/мл (pg/ml), с учетом общего уровня 
белка в надосадочной жидкости.

Статистическая обработка данных проводи-
лась с использованием программы STATISTICA 
13.0 (StatSoft, США). Все количественные при-
знаки тестировали на соответствие их распре-
деления нормальному критерием Колмогорова. 
Параметрические данные описаны в виде сред-
него значения и среднего квадратичного откло-
нения. Вычисляли t-критерий Стьюдента для не-
зависимых выборок, уровень достоверности (p). 
Статистически значимыми считали различия при 
p < 0,05. 

Результаты 
На этапе комплексного обследования паци-

енты обеих групп 30 (58%) человек жаловались 
на сухость в полости рта, 15 (29%) ощущали бо-
лезненное увеличение ОУСЖ, 5 (9%) больных 
отмечали наличие солоноватого привкуса слю-
ны, а у 2 (4%) были сочетанные жалобы. У всех 
пальпировались увеличенные ОУСЖ, в 30 слу-
чаях (58%) они были мягко-эластичной конси-
стенции и безболезненные, а в 22 (42%) – плот-
ные и болезненные. При клиническом осмотре 
у 30 (58%) больных сиаладенозом наблюдались 
симптомы гипосаливации: либо выраженная су-
хость слизистых оболочек, либо наличие вязкой 
и пенистой слюны. У остальных 22 (42%) паци-
ентов визуализировалась бледно-розового цвета 
и умеренно увлажненная или гиперемированная 
и слабо увлажненная слизистая оболочка рта. Из 
протока ОУСЖ выделялся мутный секрет с фи-
бринозными включениями у 17 (33%) исследуе-
мых. Среднее значение сиалометрии было равно 
1,29±0,5 мл и интерпретировалось как II степень 
ксеростомии (рис. 2, см. 2-ю стр. обложки).

Уровень провоспалительных цитокинов в па-
ротидном секрете больных сиаладенозом ОУСЖ 
был выше контрольных значений: IL-1β  – в 2,7 
раза (15,02±4,16 vs 5,61±0,86 пг/мл, р  =  0,03), 
IL-6  – в 2,5 раза (22,2±2,79 vs 8,76±1,93 пг/ мл, 
р  =  0,0002), TNF  – в 18,6 раза (3,16±0,93 vs 
0,17±0,077 пг/мл, p = 0,002). Содержание проти-
вовоспалительного цитокина IL-10 в паротидной 
слюне составило 12,2±1,9 пг/мл, что достовер-
но ниже контрольной группы – 16,8±0,47 пг/мл 
(p = 0,02, табл. 1). 

Добровольцы, составляющие контрольную 
группу сравнения (n = 20), в момент осмотра не 
предъявляли жалоб. ОУСЖ у них не контури-
ровались и не пальпировались. Слизистая обо-
лочка рта определялась бледно-розового цвета, 
умеренно увлажненной. Выделялся прозрачный 
секрет из протоков ОУСЖ. Данные сиалометрии 
составляли 3,92±0,56 мл, что свидетельствовало 
о нормальной секреторной функции СЖ. В па-
ротидной слюне выявленные цитокины IL-1β, 
IL-6, IL-10, TNF были приняты как пороговые 
значения. При этом TNF был обнаружен только 
у 25% обследуемых (5 человек). 

Через месяц после проведения базовой тера-
пии в 1-й группе все больные отметили субъек-
тивное улучшение состояния: у всех пациентов 
отсутствовали боль в околоушно-жевательной 
области и солоноватый привкус во рту. ОУСЖ 
при пальпации были безболезненными, мягко-
эластичной консистенции, но оставались увели-
ченными у 5 (19%) пациентов. Слизистая оболоч-
ка рта визуализировалась бледно-розового цвета 
и умеренно увлажненная у 21 (81%) человека, 
гиперемированная и без свободной слюны  – у 
5 (19%) человек. Из устья протоков желез полу-
чали каплю чистого секрета. Функциональная 
активность ОУСЖ оставалась сниженной, так 
как средний показатель сиалометрии был равен 
2,0±0,4 мл (ксеростомия I степени). Уровень про-
воспалительных цитокинов (табл. 1) снизился в 
сравнении с 1 визитом: IL-1β – в 1,7 раза (9,1±1,55 
vs 15,02±4,16 пг/мл, р  =  0,19), IL-6  – в 1,3 раза 
(17,2±2,10 vs 22,2±2,79 пг/мл, р = 0,16), TNF – в 
2,6 раза (1,2±0,35 vs 3,16±0,93 пг/мл, р  =  0,05). 
Однако их концентрация все также оставалась 
выше чисел контрольной группы: IL-1β  – в 1,6 
раза (р = 0,06), IL-6 – в 2 раза (р = 0,005), TNF – 
в 7 раз (p = 0,006). Противовоспалительный IL-10 
увеличился в 1,1 раза без достоверной разницы с 
начальным уровнем (13,1±0,9 vs 12,2±1,9 пг/мл, 
р  =  0,67). Статистические различия показыва-
ют, что все показатели достоверно отличались от 
цифр контрольной группы, что свидетельствует о 
сохранении воспалительного процесса в ОУСЖ и 
таким образом подтверждает, что базового курса 
терапии для достижения полной ремиссии было 
недостаточно. 

Во 2-й группе через 1 месяц после примене-
ния фитопрепарата и прохождения курса базовой 
терапии у всех пациентов также отсутствовали 
жалобы. При пальпации ОУСЖ были мягко-
эластичной консистенции, безболезненные в 
100% случаев. У всех пациентов слизистая обо-
лочка рта была умеренно увлажнена и из прото-
ка ОУСЖ получали прозрачный секрет. Средние 
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ТАБЛИЦА 1. СРЕДНИЕ ЗНАЧЕНИЯ УРОВНЕЙ ЦИТОКИНОВ В ПАРОТИДНОМ СЕКРЕТЕ ПАЦИЕНТОВ С СИАЛАДЕНОЗОМ 
ОУСЖ
TABLE 1. AVERAGE VALUES OF CYTOKINE LEVELS IN SALIVA OF PAROTID GLANDS OF PATIENTS WITH SIALADENOSIS

Группы
Groups

Цитокины, пг/мл
Cytokines, pg/ml

IL-1ββ IL-6 TNF IL-10

Контрольная группа
Control group
(n = 20)

5,61±0,86 8,76±1,93 0,170±0,077 16,80±0,47

До лечения
Before treatment
(n = 52)

15,02±4,16* 22,20±2,79* 3,16±0,93* 12,2±1,9*

Через 1 месяц 
после лечения
1 month after 
treatment

1-я группа
1st group 
(n = 26)

9,10±1,55 17,20±2,10* 1,20±0,35* 13,1±0,9*

2-я группа
2nd group 
(n = 26)

5,40±0,77** 9,55±2,01* ** 0,80±0,13* 15,83±1,01**

Через 6 
месяцев 
после лечения
6 months after 
treatment

1-я группа
1st group 
(n = 26)

10,31±1,07* 19,5±1,8* 2,60±0,82* 13,0±1,1*

2-я группа
2nd group 
(n = 26)

5,80±0,65** 9,6±1,3** 0,8±0,3* ** 16,10±1,03**

Примечание. * – достоверность различий между группами пациентов и группой сравнения, р < 0,05; ** – достоверность 
различий между 1-й и 2-й группой, р < 0,05.

Note. *, significance of differences between the main groups and the comparison group, p < 0.05; **, significance of differences 
between the 1st group and the 2nd group, p < 0.05.

показатели сиалометрии улучшились и достигли 
нижней границы нормы 2,6±0,5 мл. При анализе 
провоспалительных цитокинов (табл. 1) выяви-
лось, что после присоединения фитопрепарата 
к базовой терапии во 2-й группе IL-1β снизился 
в 1,7 раза по сравнению с 1-й группой пациен-
тов (9,1±1,55 vs 5,4±0,77 пг/мл, р  =  0,04) и ста-
тистически не различался с группой сравнения 
(р = 0,86). Аналогичная ситуация наблюдалась с 
IL-6: цитокин снизился в 1,8 раз, что также до-
стоверно различалось с 1 группой (17,2±2,10 vs 
9,55±2,01 пг/мл, р  =  0,01) и был близок значе-
ниям контрольной группы (р = 0,78). TNF во 2-й 
группе снизился в 1,5 раза по сравнению с 1-й 
(1,2±0,35 vs 0,8±0,13 пг/мл, р = 0,29), но при этом 
он был выше значений группы здоровых добро-
вольцев в 4,7 раза (р = 0,0001). IL-10 при лечении 
с фитопрепаратом увеличился 1,2 раза, был выше 
показателей 1-й группы (13,1±0,9 vs 15,83±1,01 
пг/мл, р  =  0,049) и достоверно не отличался от 
группы сравнения (р = 0,39). Графическая интер-

претация сравнительных данных представлена на 
рисунке 3.

Через 6 месяцев после проведенного лечения в 
1-й группе у 2 человек (8%) наблюдалось обостре-
ние воспалительного процесса в ОУСЖ, которое 
сопровождалось жалобами на боль и припухлость 
в околоушно-жевательной области. Из протоков 
ОУСЖ этих 2 пациентов получали мутный се-
крет с включениями, у 5 человек (19%) из 26 ис-
следуемых выделялся прозрачный вязкий секрет. 
Средний уровень сиалометрии незначительно 
снизился 1,8±0,35  мл. Концентрация провоспа-
лительных цитокинов незначительно увеличилась 
без статистической разницы в сравнении с перио-
дом через 1 месяц после лечения: IL-1β – в 1,1 раза 
(9,1±1,55 vs 10,31±1,07 пг/мл, р = 0,52), IL-6 – в 
1,1 раза (17,2±2,10 vs 19,5±1,8  пг/ мл, р  =  0,41) 
TNF  – в 2,2 раза (1,2±0,35 vs 2,6±0,82  пг/ мл, 
р = 0,12). Количество IL-10 оставалось на уровне 
показателя этого цитокина через 1 месяц после 
окончания терапии – 13,1±0,9 vs 13,0±1,1 пг/мл, 
р = 0,94 (рис. 4). 
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Рисунок 3. Уровень цитокинов в паротидном секрете пациентов с сиаладенозом ОУСЖ до лечения и через один 
месяц после лечения
Примечание. * – достоверность различий между группами пациентов и группой сравнения, р < 0,05; ** – достоверность различий 
между 1-й и 2-й группой, р < 0,05.
Figure 3. Level of cytokines in the saliva of the parotid glands of patients with sialadenosis before treatment and a month after 
treatment
Note. *, significance of differences between the main groups and the comparison group, p < 0.05; **, significance of differences between  
the 1st group and the 2nd group, p < 0.05
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Рисунок 4. Динамика уровня цитокинов в паротидном секрете пациентов с сиаладенозом ОУСЖ в 1-й группе
Figure 4. Dynamics of cytokines level in the saliva of the parotid glands of patients with sialadenosis in group 1
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Рисунок 5. Динамика уровня цитокинов в паротидном секрете пациентов с сиаладенозом ОУСЖ во 2-й группе
Figure 5. Dynamics of cytokines level in the saliva of the parotid glands of patients with sialadenosis in group 2

Во 2-й группе в течение полугода после ле-
чения обострения не фиксировались. У всех 
пациентов ОУСЖ не пальпировались, из устья 
протока желез получали прозрачный секрет. 
Сиалометрия соответствовала нижней границе 
нормы и равнялась 2,6±0,41 мл. Достоверной 
разницы между про- и противовоспалитель-
ными цитокинами по сравнению с данными, 
полученными через 1 месяц после окончания 
лечения, во 2-й группе не выявлено (рис.  5). 
Напротив, по сравнению с результатами всех 
исследуемых цитокинов через 6 месяцев в 1-й 
группе по всем показателям получена статисти-
чески значимая разница: IL- 1β в 1,8 раза ниже 
(10,31±1,07 vs 5,8±0,65 пг/ мл, р = 0,0007), IL-6 – 
в 2 раза (19,5±1,8 vs 9,6±1,3 пг/ мл, р = 0,00005), 
TNF  – в 3,25 раза (2,6±0,82 vs 0,8±0,3 пг/мл, 
р = 0,04) и IL-10 был выше в 1,2 раза (13,0±1,1 vs 
16,1±1,03 пг/ мл, р = 0,045). 

Обсуждение
Сиаладенозы определяются как заболевание 

невоспалительной и неопухолевой природы, ха-
рактеризующиеся структурными изменениями 
тканей слюнной железы c увеличением коли-
чества ацинарных клеток, секреторных гранул, 
дегенеративными изменениями миоэпителиаль-
ных клеток и постганглионарных симпатических 
нервов, которые обычно появляются на фоне 
многих системных патологических процессов, 
эндокринных, нейрогенных и метаболических 

расстройств. Эти дистрофические процессы мо-
гут осложняться присоединением воспалитель-
ных процессов, приводящие к сиаладенитам. 
Клиническая картина сиаладеноза неспецифич-
на, чаще всего пациентов беспокоит увеличение 
ОУСЖ с 2 сторон, иногда их болезненность при 
пальпации и ксеростомия или сухость во рту [17]. 

Предлагаются различные варианты для ле-
чения сиаладеноза, что говорит об отсутствии 
единого эффективного подхода к их терапии 
и неполном понимании патофизиологических 
механизмов их развития. Важно устранить пер-
вопричину, которая привела к развитию сиа-
ладеноза. А непосредственно их лечение на сегод-
няшний день заключается в симптоматической 
терапии. Моментом выздоровления считается 
регресс воспалительных явлений и клинических 
проявлений заболевания. Считается, что процесс 
трансформируется в состояние ремиссии дли-
тельностью 6-12 месяцев. 

Поскольку отсутствуют валидные лаборатор-
ные показатели, подтверждающие явления си-
аладенита в ОУСЖ, локальное определение ци-
токинов в слюне из ОУСЖ в процессе лечения 
позволяет составить более объективное мнение о 
состоянии этой слюнной железы и динамики те-
чения воспалительного процесса. Общепринято, 
что измерение показателей системного иммуни-
тета при воспалительных процессах челюстно-
лицевой области для определения тактики ве-
дения и лечения пациентов нецелесообразно, а 
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наиболее информативным в этом случае является 
изучение параметров именно локального иммун-
ного статуса [11, 12]. 

В предыдущем исследовании мы определили, 
что содержание IL-1β, IL-6, TNF в секрете ОУСЖ 
пациентов с сиаладенозами на фоне гипотиреоза 
в ремиссии и стадии обострения было выше кон-
трольных значений. Показатели при хрониче-
ских воспалительных процессах в железах были 
в несколько раз выше, чем при дистрофическом 
заболевании ОУСЖ. Однако IL-10 показывал об-
ратную связь между группами [15]. Для оценки 
динамики состояния ОУСЖ после проведенных 
схем лечения мы взяли аналогичный набор цито-
кинов. Под действием провоспалительного ци-
токина IL-1β начинается усиленный хемотаксис 
ключевых клеток, участвующих в воспалитель-
ном процессе, активируется процесс фагоцитоза 
и перекисного окисления липидов, IL-6 вызы-
вает пролиферацию Т- и В-лимфоцитов, инду-
цирует синтез IL-2, усиливает функциональную 
активность NK (натуральных киллеров), а TNF 
активизирует нейтрофилы и макрофаги, уча-
ствует в их хемотаксисе в зону воспаления, что 
приводит к усилению воспалительной реакции. 
В противовес IL-10 является активным супрессо-
ром продукции провоспалительных цитокинов и 
реактивных форм кислорода Th1-лимфоцитами, 
макрофагами и антигенпрезентирующими клет-
ками, ингибирует представление антигена и фа-
гоцитоз [11, 13].

Изучение локального цитокинового статуса в 
секрете ОУСЖ выявило, что на фоне базового ле-
чения в 1-й группе через месяц после окончания 
курса отмечался регресс всех провоспалительных 
цитокинов, но в то же время они оставались выше 
уровня контрольной группы. Одновременно на-
блюдалось незначительное увеличение IL- 10. 
Через 6 месяцев статистической разницы кон-
центрации IL-1β, IL-6, TNF, IL-10 по сравнению 
с показателями через 1 месяц после окончания 
терапии не было выявлено. Все значения отлича-
лись от группы контроля, что свидетельствует о 
поддержании минимальной воспалительной ак-
тивности в ОУСЖ, несмотря на отсутствие кли-
нических проявлений, и хронизации воспали-
тельного процесса. Таким образом, стандартной 
базовой терапии недостаточно до достижения ре-
миссии воспаления. Это утверждение дополняли 
рецидивы сиаладенита в 8% и изменения в секре-
те ОУСЖ при осмотре и сиаламетрии. 

Во 2-й группе после комплексного лечения с 
фитопрепаратом через 1 месяц после окончания 
лечения в секрете ОУСЖ отмечалось более выра-
женное снижение количества всех провоспали-

тельных цитокинов по сравнению с 1-й группой. 
При этом уровень IL-1β был равен, а IL-6, TNFα 
были достоверно выше нормативных значений 
контрольной группы. Количество противовос-
палительного цитокина IL-10 также достигло по-
казателей группы контроля и было статистически 
значимо выше по сравнению с 1-й группой. Че-
рез 6 месяцев после окончания курса лечения в 
цитокиновом статусе секрета ОУСЖ сохранялась 
аналогичная картина. Выявлены повышенные 
показатели IL-6, TNF по сравнению с группой 
контроля и нормальные значения IL-1β и IL-10. 
Все исследуемые провоспалительные цитоки-
ны были достоверно ниже, а IL-10 достоверно 
выше показателей 1-й группы. При клиниче-
ском осмотре ОУСЖ не пальпировались, были 
безболезненными. Секреторная функция ОУСЖ 
улучшилась: слизистая оболочка рта оставалась 
увлажненной, средние данные сиалометрии по-
высились на 50%. Это свидетельствует о положи-
тельной динамике, более быстрой тенденции к 
регрессу воспалительного процесса в СЖ и боль-
шей эффективности этого протокола лечения.

Учитывая вышесказанное, дополнительное 
применение фитопрепарата местного действия к 
базовой терапии за счет длительного нахождения 
в полости рта в процессе рассасывания оказыва-
ло положительный субъективный увлажняющий 
эффект слизистой оболочки рта и дополнитель-
ное локальное противовоспалительное действие 
за счет пролонгированного высвобождения ак-
тивных веществ, входящих в состав препарата. 
Поэтому дальнейший поиск дополнительных 
местных противовоспалительных средств, в том 
числе растительного происхождения, для лече-
ния сиаладеноза позволит достигать полной и 
длительной ремиссии воспалительного процесса 
в ОУСЖ.

Заключение
Включение фитопрепарата пролонгированно-

го действия в комплексное лечение показало до-
стоверно более высокий уровень регресса IL-1β, 
IL-6 и TNF и повышение IL-10 в секрете ОУСЖ 
по сравнению с 1-й группой, где применялся тра-
диционный протокол через 1 и 6 месяцев после 
проведенного лечения. Дополнительно в группе 
с фитопрепаратом выявлено усиление секретор-
ной функции ОУСЖ, что приводило к лучшему 
увлажнению слизистой оболочки рта.

Таким образом, полученные результаты по-
казали, что дополнение базовой терапии сиа-
ладеноза на фоне гипотиреоза фитопрепаратом 
длительного рассасывания повышает эффектив-
ность лечения и является целесообразным. 
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ОТВЕТА ПРИ РАЗНЫХ ФОРМАХ ХРОНИЧЕСКОГО 
ПОЛИПОЗНОГО РИНОСИНУСИТА 
Варюшина Е.А.1, Безрукова Е.В.2, Воробейчиков Е.В.3, 
Кравченко Э.В.2, Сухарева Ю.В.2, Афлитонов М.А.4, Симбирцев А.С.5, 6

1 ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Северо-Западный государственный медицинский университет имени И.И. Мечникова»,  
Санкт-Петербург, Россия  
3 ООО «Полифарм», Санкт-Петербург, Россия  
4 ФГАОУ ВО «Балтийский федеральный университет имени Иммануила Канта», г. Калининград, Россия  
5 ФГУП «Государственный научно-исследовательский институт особо чистых биопрепаратов» Федерального 
медико-биологического агентства России, Санкт-Петербург, Россия 
6 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Хронический риносинусит (ХРС) – заболевание, от которого страдают 5-12% взрослого 
населения в мире. Из всех случаев ХРС, 25-30% составляет хронический полипозный риносинусит 
(ХПРС). Течение воспалительного процесса в слизистой оболочке носа и околоносовых пазух при 
ХПРС во многом определяется особенностями местного иммунитета. Цель данной работы – иссле-
довать параметры местного иммунитета при различных формах ХПРС. В работе были изучены кон-
центрации провоспалительных цитокинов интерлейкина-1β (IL-1β) и IL-8, показатели антимикроб-
ной функции нейтрофилов в полости носа, проведено гистологическое и иммуногистохимическое 
исследование полипозной ткани. 

В исследование включены 4 группы пациентов: контрольная группа практически здоровых людей, 
пациенты с диагнозом «ХПРС», пациенты с диагнозом «хронический полипозно-гнойный риноси-
нусит» (ХПГРС) и пациенты с диагнозом «ХПРС» с сопутствующей бронхиальной астмой (ХПРС 
+ БА), в том числе с астматической триадой (ХПРС + непереносимость нестероидных противовос-
палительных средств + БА). Дифференцировка групп больных проведена на основе клинической 
картины и тяжести течения заболевания. Концентрации IL-1β и IL-8 в носовом секрете определяли 
методом иммуноферментного анализа (ИФА). Функциональную активность нейтрофилов оценива-
ли с помощью лизосомально-катионного теста на мазках со слизистой оболочки нижней носовой 
раковины. Гистологический анализ биопсий полипозной ткани выполняли на срезах, окрашенных 
гематоксилином Карацци и эозином. Локализацию IL-1β и IL-8 в полипозной ткани исследовали 
методом непрямой иммуногистохимии. 



540

Varyushina E.A. et al.
Варюшина Е.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Во всех группах пациентов концентрации IL-1β и IL-8 превышали показатели в контрольной груп-
пе. Уровни IL-1β в группах с ХПГРС, ХПРС + БА повышены по сравнению с группой с ХПРС. В то 
же время концентрации IL-8 у пациентов в группах с ХПРС и ХПГРС превышают эти показатели 
в группе с ХПРС + БА. Показатели антимикробной функции нейтрофилов при ХПГРС и ХПРС + 
БА снижены по сравнению с контрольной группой и ХПРС. При всех формах ХПРС наблюдается 
комплекс патогистологических изменений, включающий лейкоцитарную инфильтрацию, фиброз, 
отек и отложения коллагена. Кроме того, при полипозе нарушается целостность эпителиального 
слоя, происходит его метаплазия, усиливается продукция слизи. Наиболее значительные патомор-
фологические изменения происходят при ХПРС + БА, в особенности, при астматической триаде. По 
результатам иммуногистохимического исследования, при различных формах ХПРС IL-1β- и IL-8-
позитивные лейкоциты, преимущественно макрофаги, детектируются в полипозной ткани как субэ-
пителиально, так и в соединительнотканной строме полипа. 

Изменения концентраций провоспалительных цитокинов в носовом секрете больных, показателей 
антимикробной активности нейтрофилов слизистой оболочки и характерные патоморфологические 
изменения в ткани полипов при ХПРС связаны с тяжестью воспалительного процесса и клинической 
картиной заболевания. Полученные результаты имеют существенное значение для понимания механиз-
мов патогенеза в различных подгруппах ХПРС, оценки тяжести заболевания и эффективности лечения. 

Ключевые слова: хронический полипозный риносинусит, IL-1β, IL-8, нейтрофилы, лейкоцитарная инфильтрация, 
респираторный эпителий

STUDY OF LOCAL INFLAMMATORY RESPONSE IN DIFFERENT 
CLINICAL FORMS OF CHRONIC POLYPOUS RHINOSINUSITIS
Varyushina E.A.a, Bezrukova E.V.b, Vorobeychikov E.V.c, 
Kravchenko E.V.b, Sukhareva Yu.V.b, Aflitonov M.A.d, Simbirtsev A.S.e, f

a Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation  
b I. Mechnikov North-Western State Medical University, St. Petersburg, Russian Federation  
c Polypharm LLC, St. Petersburg, Russian Federation  
d I. Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russian Federation  
e State Research Institute of Highly Pure Biopreparations, St. Petersburg, Russian Federation 
f First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Chronic rhinosinusitis (CRS) affects 5-12% of the world’s adult population. Chronic rhinosinusitis 
with nasal polyps (CRSwNP) accounts for 25-30% of all cases of CRS. CRSwNP-associated inflammatory 
process in nasal mucosa and paranasal sinuses depends on the characteristics of local immunity, including 
expression of a number of cytokines. The aim of this work was to investigate the parameters of local immunity 
in various clinical forms of CRSwNP. In this work, the concentrations of pro-inflammatory cytokines, i.e., 
interleukin-1β (IL-1β) and IL-8, antimicrobial function of neutrophils from the nasal cavity was evaluated, along 
with histological and immunohistochemical studies of polyposis tissue.

The study included 4 groups of patients: a control group of practically healthy individuals, patients with 
CRSwNP, clinical cases with chronic purulent rhinosinusitis and nasal polyps (CPRSwNP), and patients with 
CRSwNP complicated by bronchial asthma (CRSwNP + BA), including the cases with asthmatic triad (CRSwNP 
+ intolerance to NSAIDs + BA). The patients were classified on the basis of their clinical characteristics and severity 
of the course of the disease. Interleukin-1β (IL-1β) and IL-8 concentrations in nasal secretions were determined by 
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). To assess functional activity of neutrophils, a lysosomal cationic 
test was used on the smears from mucous surface of inferior turbinate. Histological examination of the polypous 
tissue biopsies was performed in slices stained with Carazzi’s hematoxylin and eosin. IL-1β and IL-8 location in the 
polypous tissue were detected by indirect immunohistochemistry. 

In all groups of the patients, IL-1β and IL-8 concentrations exceeded those in the control group. The levels 
of IL-1β in the groups with CPRSwNP, CRSwNP + BA were significantly increased as compared with the 
CRSwNP group. IL-8 concentrations in the CRSwNP and CPRSwNP groups were significantly higher than in 
the CRSwNP + BA group. When analyzing antimicrobial function of neutrophils, the decreased average values 
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of cytochemical coefficient were shown in CPRSwNP and CRSwNP + BA groups, compared with the control 
group and CRSwNP. In all clinical forms of CPMS, complex histopathological changes were observed, including 
leukocyte infiltration, fibrosis, edema, and collagen depositions. In addition, the integrity of epithelial layer was 
found to be damaged in polyposis, epithelial metaplasia is detected as well as increased mucus production. These 
disorders lead to a decrease in muco-ciliary clearance in nasal cavity. The most significant pathomorphological 
changes occur in CRSwNP + BA, especially in cases of asthmatic triad. According to immunohistochemical data, 
in various forms of CRSwNP, IL-1β- and IL-8-positive leukocytes, predominantly macrophages, are detected 
in the polypous tissue both subepithelially and in the connective tissue stroma of the polyps.

Changed concentrations of pro-inflammatory cytokines in nasal secretion of the patients, altered antimicrobial 
activity of mucosal neutrophils, and characteristic pathomorphological disorders in polypous tissue of patients 
with CRSwNP are associated with severity of inflammatory process and clinical course of the disease. The results 
obtained are essential to understanding the mechanisms of pathogenesis in various subgroups of CRSwNP, assessing 
severity of the disease and efficiency of the treatment applied.

Keywords: chronic polypous rhinosinusitis, IL-1β, IL-8, neutrophils, leukocyte infiltration, respiratory epithelium

Список сокращений
БА  –  бронхиальная астма, ВДП  –  верхние дыхате

льные пути, ЛКТ-тест  –  лизосомально-катионный 
тест, НПВС  –  нестероидные противовоспалительные 
средства, СЦК  –  средний цитохимический коэф-
фициент, ПФ  –  параформальдегид, ФСБ  –  фос-
фатно-солевой буфер, ХРС  – хронический ри-
носинусит, ХПРС  –  хронический полипозный 
риносинусит, ХПГРС  –  хронический полипозный 
гнойный риносинусит, IL-1  –  интерлейкин-1, IL- 4  –   
интерлейкин-4, IL-5  –  интерлейкин-5, IL-8 – ин-
терлейкин-8, IL- 33  –  интерлейкин-33, MCP-1  –   
моноцитарный хемоаттрактантный белок-1, Th2  –   
Т-хелперы 2-го типа, TSLP  –  тимический стро-
мальный лимфопоэтин, TNFα  –  фактор некроза 
опухоли α.

Введение
Хронический риносинусит (ХРС)  – заболе-

вание, от которого страдают 5-12% взрослого 
населения в мире. ХРС разделяют на две под-
группы  – ХРС без полипов и хронический по-
липозный риносинусит (ХПРС), больные ХПРС 
составляют 25-30% от всех случаев ХРС. ХПРС – 
воспалительное заболевание слизистой оболочки 
носа и околоносовых пазух, характеризующееся 
затруднением носового дыхания, выделениями 
из носа слизистого или слизисто-гнойного ха-
рактера, формированием полипообразных струк-
тур слизистой оболочки околоносовых пазух [12]. 
Развитие ХПРС сопровождается патологически-
ми процессами структурного ремоделирования 
слизистой оболочки носа и околоносовых па-
зух [18, 20].

Развитие воспалительного процесса в слизи-
стой оболочке носа и околоносовых пазух опре-
деляется особенностями местного иммунитета, 
в том числе экспрессией ряда цитокинов и их 

рецепторов [11, 24, 25, 26, 32]. Решающую роль в 
развитии воспаления и росте полипов играет Th2-
опосредованный иммунный ответ [19, 30]. Паци-
енты с ХПРС часто также страдают от бронхиаль-
ной астмы (БА), которая, как и ХПРС, связана 
с иммунным ответом 2-го типа, оба заболевания 
имеют схожие черты воспаления и ремоделирова-
ния слизистых оболочек дыхательных путей  [17]. 
Распространенным синдромом при ХПРС также 
является астматическая триада, представляющая 
собой сочетание непереносимости нестероидных 
противовоспалительных средств (НПВС), бронхи-
альной астмы и назальных полипов [29]. Вместе с 
тем, патогенез ХПРС является многофакторным и 
не до конца изучен. Например, цитокины семей-
ства интерлейкина-1 (IL-1) повышают неспец-
ифическую устойчивость к инфекции и к разви-
тию иммунного ответа на чужеродные антигены. 
По сравнению с другими цитокинами, это семей-
ство цитокинов, особенно IL-1β, играет ведущую 
роль в развитии низкодифференцированного 
вялотекущего воспаления [10]. В ткани носовых 
полипов повышается экспрессия провоспали-
тельных цитокинов семейства IL-1 (IL-1α, IL-1β 
и IL-18) [24, 25, 26, 32]. Обнаружена связь поли-
морфизма IL-1β (-511C, -511T) с развитием ХРС 
и ХПРС [21], что подтверждает участие IL-1β в 
патогенезе данных заболеваний.

ХПРС связан с реакциями Th2-опосредован
ного иммунного ответа, в которых принимают 
участие эозинофилы [33]. При этом недавние ра-
боты свидетельствуют также о важной роли ней-
трофилов при тяжелых формах этого заболева-
ния [8, 9]. Вклад нейтрофилов в патофизиологию 
и персистенцию воспаления при ХПРС остается 
в значительной степени неизвестным и требует 
дальнейших исследований. IL-8 является основ-
ным хемоаттрактантом для нейтрофилов при раз-
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витии воспалительного ответа в слизистой обо-
лочке верхних дыхательных путей (ВДП) [13, 27]. 
Изучение продукции цитокинов в носовых секре-
тах пациентов позволяет охарактеризовать функци-
ональное состояние слизистой оболочки ВДП при 
различных формах течения воспалительного про-
цесса. Гистологическая картина воспалительного 
процесса в слизистой оболочке, а также цитокино-
вый профиль могут различаться при различных 
формах ХПРС [5,  6,  7,  18,  23,  26]. Проведение 
углубленного морфологического исследования тка-
ней полипов важно для детальной характеристики 
воспалительной картины, а также оценки функции 
эпителиального барьера слизистых оболочек поло-
сти носа и носовых пазух [1]. Информация, получа-
емая методами гистологии и иммуногистохимии, в 
том числе обладает существенной прогностической 
ценностью [15, 28]. В настоящее время информа-
ция о продукции провоспалительных цитокинов, 
функциональном состоянии нейтрофилов, а также 
структурных изменениях ткани полипов при раз-
личных формах ХПРС остается недостаточной. Это 
не позволяет определить патогенетические осо-
бенности развития различных клинических форм 
ХПРС и обосновать применение средств иммуно-
тропной терапии. Исходя из вышеизложенного, 
цель данной работы  – исследовать параметры 
местного иммунитета при различных формах 
ХПРС. В работе были изучены концентрации 
провоспалительных цитокинов интерлейкина-1β 
(IL-1β) и IL-8, показатели антимикробной функ-
ции нейтрофилов в полости носа, проведено ги-
стологическое и иммуногистохимическое иссле-
дование полипозной ткани.

Материалы и методы
Пациенты
Обследованы 118 взрослых пациентов с ХПРС 

с длительностью заболевания от 3 до 15 лет. Воз-
раст пациентов – от 30 до 60 лет. Пациенты стар-
ше 60 лет не включались в данное исследование 
из-за возможных возрастных изменений имму-
нологических показателей. Пациенты были ран-
жированы на группы на основании клинической 
картины и тяжести течения заболевания. Группа 
№  1 (контрольная группа) включала 38 практи-
чески здоровых людей. В группу № 2 (40 человек) 
включены пациенты с диагнозом «хронический 
полипозный риносинусит» (ХПРС), у которых 
по результатам компьютерной томографии око-
лоносовых пазух (КТ ОНП) диагностировали 
двусторонний полипозный процесс с полной 
или частичной обтурацией общих носовых хо-

дов, затемнением клеток решетчатого лабиринта, 
утолщением слизистой оболочки верхнечелюст-
ных пазух. Пациенты предъявляли жалобы на 
затруднение носового дыхания и выделения из 
носа слизистого характера. При пункции верх-
нечелюстных пазух патологического отделяемо-
го получено не было. У больных группы № 3 (38 
человек) с диагнозом «хронический полипозно-
гнойный риносинусит» (ХПГРС), кроме двусто-
роннего полипозного процесса на КТ ОНП отме-
чали затемнение верхнечелюстных пазух за счет 
наличия жидкости и более выраженного утол-
щения слизистой оболочки. Пациенты предъяв-
ляли жалобы на затруднение носового дыхания 
и слизисто-гнойные выделения из носа. При 
пункции также определяли гнойное отделяемое. 
У больных группы №  4 (40 человек) диагности-
ровали двусторонний полипозный риносинусит, 
протекающий на фоне БА, в том числе с астма-
тической триадой (ХПРС + непереносимость 
НПВС + БА). На КТ ОНП у больных выявля-
ли затемнение клеток решетчатого лабиринта и 
верхнечелюстных пазух за счет неравномерного 
утолщения слизистой оболочки. При пункции 
верхнечелюстных пазух отделяемого не выявля-
ли. В этой группе больные предъявляли жалобы 
не только на затруднение носового дыхания, но 
и на тягучие слизистые выделения из носа. БА 
находилась в стадии ремиссии, ее симптомы кон-
тролировали базисной терапией. У пациентов из 
перечисленных четырех групп был собран носо-
вой секрет для определения в нем концентраций 
IL-1β и IL-8. В данных группах были получены 
соскобы со слизистой оболочки носовых пазух 
для оценки функций нейтрофилов. У больных из 
групп 2, 3 и 4 были также получены биопсии по-
липозной ткани для исследований методами ги-
стологии и иммуногистохимии.

Определение концентраций IL-1ββ и IL-8 в носо-
вом секрете пациентов

Определение концентраций интерлейкинов 
IL-1β и IL-8 в носовом секрете проводили ме-
тодом твердофазного иммуноферментного ана-
лиза с применением тест-систем производства 
ООО «Цитокин» (Россия), согласно прилагаемой 
к набору инструкции. Результаты реакции реги-
стрировали на спектрофотометре для планшетов 
модели 3550 (Bio-Rad, США) при длине волны 
450 нм. Концентрацию цитокинов в образцах 
определяли по калибровочной кривой соотноше-
ния оптической плотности раствора в лунке и из-
вестной концентрации данного цитокина (стан-
дарт), умножая на соответствующее разведение 
образца. 
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Оценка функциональной активности нейтрофи-
лов в слизистой оболочке 

Материал для исследования получали методом 
соскоба цитологической щеточкой со слизистой 
оболочки нижней носовой раковины. Для оцен-
ки функциональной активности нейтрофильных 
гранулоцитов использовали лизосомально-ка-
тионный тест (ЛКТ-тест) [2]. Материал со сли-
зистой оболочки носа наносили на предметное 
стекло, мазки окрашивали спиртовым раствором 
прочного зеленого и азуром II. Средний цито-
химический коэффициент (СЦК) нейтрофи-
лов определяли полуколичественным способом 
по формуле: СЦК = (3а + 2б + 1в + 0  г)/n, где: 
а  –  гранулы занимают всю цитоплазму клетки, 
б  –  гранулы занимают 3/4 части цитоплазмы, в – 
единичные гранулы, г  –  отсутствие гранул, n  – 
количество подсчитанных клеток в препарате.

Гистологическое и иммуногистохимическое ис-
следование

Для гистологического и иммуногистохими-
ческого исследований у пациентов был получен 
операционный материал (образцы полипозной 
ткани). Материал при необходимости разрезали 
на кусочки размером максимально 5  ×  5  ×  5 мм 
и фиксировали в 4%-ном растворе параформаль-
дегида (ПФ) (Sigma, США) в фосфатно-солевом 
буфере (ФСБ), рН 7,2-7,4, в течение 40 мин при 
+4  °С. Далее образцы отмывали в ФСБ, пропи-
тывали в 20%-ном растворе сахарозы в ФСБ, по-
мещали в среду для замораживания тканей ОСТ 
(Sakura, Япония) и замораживали в жидком азоте. 
Криостатные срезы толщиной 6 мкм были полу-
чены на криостате CM 1510-1 (Leica, Германия), 
срезы монтировали на предметные стекла Super 
Frost Plus (Mentzel, Германия). 

Для гистологического исследования срезы на 
предметных стеклах окрашивали по стандартной 
методике гематоксилином Карацци и эозином 
(«Биовитрум», Россия), обезвоживали в спир-
тах возрастающей концентрации, просветляли в 
ксилоле и заключали под покровные стекла. 

Локализацию IL-1β и IL-8 на срезах биопсий-
ного материала исследовали методом непрямой 
иммуногистохимии. В качестве первых анти-
тел использовали мышиные моноклональные 
антитела к человеческим IL-1β и IL-8 (любезно 
предоставлены Синевой  С.А. и Котовым А.Ю., 
ФГУП «Гос. НИИ ОЧБ», Россия). Срезы обводи-
ли карандашом для иммуногистохимии (Elite PAP 
Pen, Diagnostic BioSystems). Первичные антите-
ла разводили в Antibody Diluent with Background 
Reducing Components Code S3022В (Dako), рабо-
чие разведения антител были подобраны в пред-

варительных экспериментах. В случае отрица-
тельного контроля, на срезы наносили дилюэнт 
без первичных антител. После инкубации с анти-
телами проводили отмывку в отмывочном бу-
фере 50 mM TBS IHC Wash Buffer + Tween® (Cell 
Marque) 2 раза по 10 мин. В качестве вторичных 
антител при выявлении IL-1β использовали си-
стему детекции N-Histofine Simple Stain MAX PO 
(MULTI) Universal Immuno-peroxidase Polymer, а 
в качестве окрашиваюшего реагента  – DAB Kit 
(Cell Marque) в соответствии с инструкциями 
производителей. При выявлении IL-8 в качестве 
вторых антител использовали биотинилирован-
ные кроличьи анти-мышиные антитела (Sigma, 
США). Далее использовали коньюгат стрептави-
дин-щелочная фосфатаза (Sigma, США). Выявле-
ние щелочной фосфатазы проводили с помощью 
реагента Naphtol-AS-MX phosphat и красителя 
Fast Red (Sigma, США) в соответствии с инструк-
циями производителя. 

Срезы докрашивали гематоксилином Кар-
рацци («Биовитрум») и заключали в среду Clear 
Mount (GeneTex). Препараты изучали в оптиче-
ском микроскопе DMLB со встроенной камерой 
DC300 (Leica Microsystems AG) на нескольких 
увеличениях (×160, ×320, ×640, ×1600). 

Статистическая обработка результатов
При статистической обработке результатов 

исследования использовали методы описатель-
ной и параметрической статистики. Для опреде-
ления достоверности различий значений цитоки-
нов и среднего цитохимического коэффициента 
применяли дисперсионный анализ и Т-критерий 
Стьюдента для независимых выборок. Вероят-
ность р  <  0,05 оценивали как достаточную для 
вывода о наличии статистически достоверных раз
личий данных.

Результаты
Концентрации провоспалительных цитокинов 

в носовом секрете пациентов
В носовом секрете у здоровых добровольцев 

IL-1β содержится в низких концентрациях. Уров-
ни IL-1β в группах с ХПГРС, а также с ХПРС + 
БА достоверно превышают концентрации IL-1β 
группе с ХПРС. Не выявлено статистически зна-
чимых различий в концентрациях IL-1β между 
группами с ХПГРС и ХПРС + БА (рис. 1А). Об-
наруженные в контрольной группе концентра-
ции IL-8 являются более высокими, чем в случае 
IL-1β (рис. 1Б). Уровни IL-8 у пациентов в группе 
с ХПРС в среднем в 3,27 раза превышают показа-
тели в контроле, в группе с ХПГРС – в 3,03 раза, 
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это повышение является статистически досто-
верным. В группе с ХПРС + БА выявлено увели-
чение концентраций IL-8 в среднем в 1,71 раза, 
которое, однако, не достигает статистически зна-
чимых величин (рис. 1Б).

Функциональная активность нейтрофилов сли-
зистой оболочки при различных формах ХПРС 

Согласно результатам, представленным в та-
блице 1, значения СЦК нейтрофилов в группах 
больных ХПГРС и ХПРС + БА значительно сни-
жены по сравнению с контрольной группой, а 
также группой с ХПРС (p < 0,001). В группе боль-
ных с ХПРС не обнаружено достоверных измене-
ний значений СЦК нейтрофилов по сравнению с 
контрольной группой (р > 0,05). 

Гистологическое исследование биоптатов поли-
пов при различных формах ХПРС

При легкой форме ХПРС на светооптическом 
уровне на срезах хорошо виден респираторный 
эпителий, покрывающий полип (рис. 2A, см. 3-ю 
стр. обложки). На некоторых участках наблюда-
ется отрыв эпителия от базальной мембраны, а в 
зонах, расположенных в центральной части по-
липа, эпителий отсутствует (рис. 2Б, см. 3-ю стр. 

обложки). Бокаловидные клетки сильно гипер-
трофированы, визуализируются вакуоли, запол-
ненные слизью, на апикальной части эпители-
альных клеток хорошо видны реснички (рис. 2В, 
см. 3-ю стр. обложки). В строме присутствует 
лейкоцитарная инфильтрация  –  плазматические 
клетки, лимфоциты, выраженные скопления эо-
зинофилов, единичные нейтрофилы (рис. 2А, Б, 
см. 3-ю стр. обложки). При резистентной форме 
ХПРС (устойчивой к лечению глюкокортикоида-
ми) на срезах полипа визуализируется респира-
торный эпителий, при этом наблюдается мень-
шее количество клеток с ресничками, чем при 
легкой форме (рис. 2Г, см. 3-ю стр. обложки). На-
блюдаются участки дистрофических изменений 
(отрыв апикальной части и разрушение эпите-
лиальных клеток), а также слизь на поверхности 
эпителия. На некоторых участках присутствуют 
гипертрофированные бокаловидные клетки, со-
держащие вакуоли, однако их меньше, чем при 
легкой форме. В строме наблюдается отек и лей-
коцитарная инфильтрация (рис. 2Г, см. 3-ю стр. 
обложки). При ХПГРС  на препаратах визуали-
зируется массивная лейкоцитарная инфильтра-

Рисунок 1. Концентрации провоспалительных цитокинов IL-1ββ и IL-8 (ось ординат) в носовом секрете пациентов 
(M±SD)
Примечание. ХПРС – хронический полипозный риносинусит, ХПГРС – хронический полипозный гнойный риносинусит, ХПРС 
+ БА – хронический полипозный риносинусит + бронхиальная астма, контроль – практически здоровые лица. * – различия 
между контрольной и группами ХПРС, ХПГРС и ХПРС + БА достоверны, p < 0,001; # – различия между группами ХПРС и ХПГРС 
достоверны, p < 0,001; ## – различия между группами ХПГРС и ХПРС + БА достоверны, p < 0,001; ### – различия между 
группами ХПРС и ХПРС + БА достоверны, p < 0,001. 
Figure 1. Concentrations of the pro-inflammatory cytokines IL-1β and IL-8 (ordinate axis) in the nasal secretions of patients (M±SD)
Note. CRSwNP, chronic rhinosinusitis with nasal polyps; CPRSwNP, chronic purulent rhinosinusitis with polyps; CRSwNP + BA, chronic polyposis 
rhinosinusitis + bronchial asthma; control, healthy individuals. *, differences between control group and groups CRSwNP; CPRSwNP and 
CRSwNP + BA are significant; p < 0.001; #, differences between groups CRSwNP and CPRSwNP are significant, p < 0.001; ##, differences 
between groups CPRSwNP and CRSwNP + BA are significant, p < 0.001; ###, differences between groups CRSwNP and CRSwNP + BA are 
significant, p < 0.001.
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ТАБЛИЦА 1. СРЕДНИЙ ЦИТОХИМИЧЕСКИЙ КОЭФФИЦИЕНТ НЕЙТРОФИЛОВ СЛИЗИСТОЙ ОБОЛОЧКИ НОСА 
У ПАЦИЕНТОВ С РАЗЛИЧНЫМИ ФОРМАМИ ХПРС 
TABLE 1. АVERAGE CYTOCHEMICAL COEFFICIENT OF THE NEUTROPHILS IN NASAL MUCOSA IN PATIENTS 
WITH VARIOUS FORMS CRSwNP

Группы
больных

Groups of patients
М D F

Критическое
значение F

Critical
value F

Уровень 
значимости р

Significance level р

ХПРС
CRSwNP 1,66 0,008

302,12 4,08 < 0,001
ХПГРС
CPRSwNP 1,16 0,008

ХПРС
CRSwNP 1,66 0,008

7,73 4,08 < 0,05
ХПРС + БА
CRSwNP + BA 1,56 0,018

ХПГРС
CPRSwNP 1,16 0,008

121,28 4,08 < 0,001
ХПРС + БА
CRSwNP + BA 1,56 0,018

ХПРС
CRSwNP 1,66 0,008

0,04 4,08 > 0,05
Контроль 
Control 2,65 0,005

ХПГРС
CPRSwNP 1,16 0,008

385,78 4,08 < 0,001
Контроль
Control 2,65 0,005

ХПРС + БА
CRSwNP + BA 1 ,56 0,018

8,21 4,08 < 0,05
Контроль
Control 2,65 0,005

Примечание. М – среднее значение СЦК (средний цитохимический коэффициент), D – дисперсия, F – значение F 
критерия Фишера, р – уровень значимости. Группы больных: ХПРС – хронический полипозный риносинусит, ХПГРС – 
хронический полипозный гнойный риносинусит, ХПРС + БА – хронический полипозный риносинусит + бронхиальная 
астма, контроль – практически здоровые лица.

Note. M, the medium value of the average cytochemical coefficient (ACC); D, dispersion; F, value of Fisher criterion; p, significance 
level. Groups of patients: CRSwNP, chronic rhinosinusitis with nasal polyps; CPRSwNP, chronic purulent rhinosinusitis with polyps; 
CRSwNP + BA, chronic polyposis rhinosinusitis + bronchial asthma; control, healthy individuals. 

ция, в состав которой входит большое количество 
нейтрофилов. В соединительнотканной строме 
полипа обнаруживаются полости, заполненные 
гнойным содержимым (рис. 2Д, Е, см. 3-ю стр. 
обложки).

При гистологическом исследовании срезов 
полипов при ХПРС + БА наблюдаются значи-
тельные изменения эпителия. Респираторный 

эпителий сохранен на некоторых участках, од-
нако в других визуализируются зоны отрыва 
эпителиальных клеток от базальной мембраны. 
Наблюдаются зоны с ранними признаками ме-
таплазии респираторного эпителия в много-
слойный плоский эпителий. Субэпителиаль-
но отмечается лейкоцитарная инфильтрация 
(рис. 3A, см. 3-ю стр. обложки). На некоторых 



546

Varyushina E.A. et al.
Варюшина Е.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

участках поверхности полипа эпителий от-
сутствует, и наблюдаются значительные очаги 
фиброзирования с массивными отложения-
ми коллагена (рис.  3Б, см. 3-ю стр. обложки). 
В строме полипа обращает на себя внимание 
большое количество гипертрофированных сли-
зистых желез (рис. 3А, Б, см. 3-ю стр. обложки).  
Между ними располагаются сосуды, а также лей-
коцитарная инфильтрация (рис. 3В, см. 3-ю стр. 
обложки). 

ХПРС отягощенный астматической триадой 
характеризуется значительными изменениями 
эпителиальной оболочки полипов. Следует отме-
тить, что на изученных участках препаратов ре-
спираторный эпителий местами образует складки 
и не имеет ресничек (рис. 3Г, см. 3-ю стр. облож-
ки). Наблюдаются признаки поздней метаплазии 
респираторного эпителия в многослойный пло-
ский эпителий (рис.  3Д, см. 3-ю стр. обложки). 
Субэпителиально и в соединительно-тканной 

строме полипа отчетливо визуализируется вы-
раженная инфильтрация плазматическими клет-
ками, эозинофилами, очаговые лимфоцитарные 
инфильтраты (рис. 3Д, Е, см. 3-ю стр. обложки). 

Результаты подсчета относительного количе-
ства различных типов лейкоцитов демонстриру-
ют, что в составе полипозной ткани наблюдается 
главным образом смешанный вид инфильтраций. 
При всех изученных формах ХПРС преобладают 
лимфоциты. Относительное количество лимфо-
цитов не различается между различными группа-
ми пациентов (табл. 2). В группах ХПРС и ХПРС 
+ БА в составах инфильтратов наблюдаются ней-
трофилы в небольшом количестве. Относительное 
количество нейтрофилов является максимальным 
в группе больных с ХПГРС. При ХПРС + БА ко-
личество эозинофилов в ткани полипа больше, 
чем при других формах ХПРС. Относительное ко-
личество плазматических клеток на срезах в груп-

ТАБЛИЦА 2. ДОСТОВЕРНОСТЬ РАЗЛИЧИЙ В ОТНОСИТЕЛЬНОМ КОЛИЧЕСТВЕ ЛЕЙКОЦИТОВ В ИНФИЛЬТРАТАХ 
ПОЛИПОЗНОЙ ТКАНИ ПРИ РАЗНЫХ ФОРМАХ ХПРС 

TABLE 2. SIGNIFICANCE OF DIFFERENCES IN THE PERCENTAGE OF LEUKOCYTES IN INFILTRATES OF POLYPOUS TISSUE 
IN VARIOUS FORMS OF CRSwNP

Группы
больных

Groups of patients

Тип 
клеток
Cells 

М SD T

Критическое
значение Т

Critical
value Т

Уровень 
значимости р

Significance level р

ХПРС + БА
CRSwNP + BA lym 75,00 15,05

-0,32 2,07 > 0,05
ХПРС
CRSwNP lym 76,53 9,63

ХПРС + БА
CRSwNP + BA eos 16,00 10,23

3,84 2,11 < 0,01
ХПРС
CRSwNP eos 5,40 2,99

ХПРС
CRSwNP neu 1,05 1,36

-9,8 2,36 < 0,01
ХПГРС
CPRSwNP neu 10,28 2,36

ХПРС + БА
CRSwNP + BA pla 7,80 7,35

-3,10 2,05 < 0,01
ХПРС
CRSwNP pla 17,20 9,14

Примечание. lym – лимфоциты, eos – эозинофилы, neu – нейтрофилы, pla – плазмоциты. М – среднее значение,  
% от общего количества, SD – cтандартное отклонение, T – значение Т-критерия Стьюдента, р – уровень значимости. 
Группы больных: ХПРС – хронический полипозный риносинусит, ХПГРС – хронический полипозный гнойный 
риносинусит, ХПРС + БА – хронический полипозный риносинусит + бронхиальная астма, контроль – практически 
здоровые лица.

Note. lym, lymphocytes; eos, eosinophils; neu, neutrophils; pla, plasma cells. M, mean value; % of total SD, standard deviation; 
T, value of Student’s test; p, significance level. Groups of patients: CRSwNP – chronic rhinosinusitis with nasal polyps; CPRSwNP, 
chronic purulent rhinosinusitis with polyps; CRSwNP + BA, chronic polyposis rhinosinusitis + bronchial asthma; control, healthy 
individuals. 
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пе с ХПРС статистически достоверно превышает 
таковое значение в группе с ХПРС + БА. 

Иммуногистохимическое исследование
При различных формах ХПРС в соединитель-

ной ткани полипов присутствуют лейкоциты, 
в цитоплазме которых иммуногистохимически 
определяются провоспалительные цитоки-
ны IL- 1β и IL-8 (рис. 4, см. 3-ю стр. обложки). 
Большинство IL-1β- и IL-8-позитивных лейко-
цитов имеют крупный размер (до 20 мкм), ядро 
овальной или бобовидной формы, низкое ядер-
но-цитоплазматическое соотношение, что явля-
ется морфологическими признаками макрофагов 
(рис. 4В, Г, см. 3-ю стр. обложки). При этом часть 
IL-8-позитивных лейкоцитов обладают сегмен-
тированным ядром и морфологически сходны с 
нейтрофилами. IL-1β- и IL-8-позитивные лейко-
циты выявлены как в субэпителиальной области, 
так и в соединительнотканной стропе полипов. В 
отрицательном контроле специфической реак-
ции не было выявлено (данные не представлены). 

Обсуждение
В данной работе проведено комплексное ис-

следование локального воспалительного ответа 
при различных формах ХПРС, которое включало 
оценку продукции провоспалительных цитоки-
нов, функциональной активности нейтрофилов 
в носовой полости, гистологическое и имму-
ногистохимическое исследования полипозной 
ткани. Измерения содержания цитокинов IL-1β 
и IL-8 в носовых секретах показали, что у здо-
ровых добровольцев IL-1β присутствует в не-
значительных концентрациях, в то время как 
уровни IL-8 были более высокими и достигали 
в среднем 150,96±34,53 пг/мл. Наряду с другими 
медиаторами врожденного иммунитета: имму-
ноглобулинами, биоактивными пептидами, ли-
зоцимом, лактоферрином и др., IL-8 принима-
ет участие в формировании местных защитных 
реакций и поддержании гомеостаза в слизистой 
оболочке полости носа. Сравнительный анализ 
концентраций провоспалительных цитокинов 
в носовом секрете пациентов позволил выявить 
различия между изученными группами с ХПРС. 
Уровни IL-1β резко повышались в группах с 
ХПГРС и ХПРС + БА, в группе с ХПРС это по-
вышение было более умеренным. Это свидетель-
ствует о том, что продукция IL-1β коррелирует с 
тяжестью воспалительного процесса. Наиболее 
значительное возрастание концентраций IL-8 (в 
три и более раз) отмечено в группах с ХПРС и 
ХГПРС. При этом у больных ХПРС с сопутству-

ющей бронхиальной астмой уровни IL-8 были не 
столь высокими, как в двух других группах. Дан-
ные указывают на то, что увеличение продукции 
IL-8 тесно связано с развитием воспалительного 
и гнойно-воспалительного процессов, и что ме-
ханизмы протекания воспаления различны по 
сравнению с группой пациентов с сопутствую-
щей БА. Полученные результаты согласуются с 
опубликованными данными других исследовате-
лей, которые выявили положительные корреля-
ции между тяжестью заболевания ХПРС и уров-
нями IL-1β и IL-8 в носовых секретах больных, 
но не обнаружили таких корреляций у пациентов 
с полипозом и БА [25]. 

Иммуногистохимический анализ показал, 
что при всех клинических формах ХПРС в со-
ставе полипозных инфильтратов наблюдают-
ся лейкоциты, в цитоплазме которых опреде-
лялись провоспалительные цитокины IL-1β и 
IL-8. Морфологически большинство IL-1β- и 
IL-8-позитивных лейкоцитов имели признаки 
макрофагов. Часть IL-8-позитивных лейкоцитов 
обладают сегментированным ядром и морфо-
логическим сходством с нейтрофилами. Таким 
образом, лейкоциты, инфильтрирующие поли-
позную ткань при ХПРС, являются активными 
продуцентами IL-1β и IL-8 в очаге воспаления. 

Роль цитокинов в формировании назальных 
полипов при ХРС активно исследовалась в по-
следние годы [11, 24, 25, 26, 32]. Установлено, что 
ХПРС характеризуется цитокиновым профилем, 
соответствующим Th2-опосредованному иммун-
ному ответу, сопровождающегося повышенной 
экспрессией интерлейкина-4 (IL-4), интерлей-
кина-5 (IL-5), интерлейкина-33 (IL-33), тими-
ческого стромального лимфопоэтина (TSLP), а 
также их рецепторов [19, 24, 30]. При этом в тка-
ни носовых полипов формируется повышенный 
воспалительный фон, за счет экспрессии провос-
палительных цитокинов семейства IL-1 (IL-1α, 
IL-1β, IL-8), а также фактора некроза опухолиα 
(TNFα) [24, 25, 26, 32]. Полученные нами резуль-
таты, отражающие взаимосвязь между тяжестью 
патологического процесса при ХПРС и измене-
ниями концентрации провоспалительных цито-
кинов IL-1β и IL-8 также подтверждают преоб-
ладание воспалительного цитокинового профиля 
в полипозной ткани. По нашему мнению, это 
отражает степень воспаления и нарушений муко-
зального иммунитета в слизистой оболочке носа 
и околоносовых пазух.

Согласно полученным результатам, анти-
микробная активность нейтрофилов была ниже 
нормальных значений во всех исследованных 
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группах пациентов. Несмотря на большое ко-
личество нейтрофилов в очаге воспаления, их 
функциональная активность снижена, что в ко-
нечном итоге может приводить к недостаточ-
ному очищению ВДП от инфекции. Ранее было 
показано, что привлечение в очаг воспаления 
нейтрофильных гранулоцитов играет важную 
роль при острых респираторных инфекциях, при 
этом количество нейтрофилов и концентрации 
IL-8 в носовой полости коррелируют с тяжестью 
клинических симптомов [13]. В последние годы 
происходит переосмысление значения нейтро-
филов при полипозе, есть данные о том, что эти 
лейкоциты, наряду с эозинофилами, играют важ-
ную роль при тяжелых формах ХПРС [8, 9]. Хотя 
в крови пациентов с ХПРС преобладают зрелые 
нейтрофилы, в ткани полипов наблюдается зна-
чительное изменение в активации нейтрофилов, 
когда они попадают непосредственно в воспали-
тельное микроокружение [3, 9]. Активированные 
нейтрофилы вносят вклад в антибактериальную 
защиту за счет фагоцитоза золотистого стафило-
кокка и окислительного взрыва. Также эти клет-
ки принимают участие в развитии гиперреактив-
ности дыхательных путей [4]. 

Воспалительный статус в полипозных тка-
нях больных с различными формами ХПРС был 
подтвержден нами гистологическими и имму-
ногистохимическими исследованиями. Анализ 
патоморфологической картины полипов позво-
лил нам выявить специфические морфологиче-
ские особенности ХПРС в зависимости от тя-
жести заболевания. У всех больных, независимо 
от клинической формы ХПРС, была выявлена 
лейкоцитарная инфильтрация полипозной тка-
ни, располагающаяся как субэпителиально, так 
и в строме полипов. Морфологическая картина в 
образцах полипозной ткани была крайне разно-
образна. В большом количестве присутствовали 
эозинофилы, нейтрофилы, тучные клетки, мо-
нонуклеарные клетки (лимфоциты и макрофа-
ги), плазматические клетки. Встречались также 
смешанные инфильтраты, состоящие из разных 
типов лейкоцитов. Наиболее выраженная ин-
фильтрация полипозной ткани наблюдалась при 
ХПРС + БА с астматической триадой, где под-
счеты выявили высокий процент эозинофилов. 
Также показано, что в группе с ХПГРС резко воз-
растало количество нейтрофилов, что подтверж-
дает различный характер протекания воспали-
тельного процесса при этих двух формах ХПРС. 

Известно, что лейкоцитарная инфильтрация 
слизистой оболочки носа и полипов связана с 
градиентом концентраций цитокинов, который 

формируется в результате повреждения или ин-
фекции [20]. Рекрутирование эозинофилов в сли-
зистую оболочку носа из кровотока требует слож-
ного взаимодействия между назальным эпителием, 
врожденными лимфоидными клетками 2-го типа, 
активируемыми эпителиальными клетками, и адап-
тивными иммунными клетками, секретирующими 
алармины, цитокины и специфические хемоки-
ны  [31]. Присутствие в составе лейкоцитарной 
инфильтрации нейтрофилов обусловлено, боль-
шей частью, хемокином IL-8 [13, 27]. Известно, 
что продукция IL-8 стимулируется присутствием 
IL-1, что подтверждает существенную роль IL-1 
в патогенезе ХПРС. Эозинофильную и ней-
трофильную инфильтрацию полипозной ткани 
нельзя рассматривать как отдельные процессы. 
Известно, что активированные нейтрофилы мо-
гут усиливать трансмиграцию эозинофилов и 
что IL-8-опосредованное рекрутирование ней-
трофилов вызывает накопление эозинофилов [4, 
16]. Таким образом, эозинофилы и нейтрофилы 
могут стимулировать приток обоих типов клеток 
в слизистую оболочку ВДП, что приводит к сме-
шанному воспалению и к более стойким и тяже-
лым формам протекания ХПРС. 

Важную роль в развитии ХПРС играют про-
цессы, связанные с нарушением барьерной функ-
ции респираторного эпителия. При более легких 
формах ХПРС выявляется гипертрофия бокало-
видных клеток, что служит причиной избыточ-
ной продукции слизи. Эти изменения приводят к 
снижению функции мукоцилиарного клиренса и 
в конечном итоге к персистированию инфекции. 
Эти данные подтверждаются опубликованными 
результатами исследований активности ресничек 
эпителия ВДП [1]. Вместе с тем, при ХПРС + БА и 
в особенности при формировании астматической 
триады наблюдаются существенные дистрофиче-
ские изменения эпителия. Наблюдаемая нами и 
другими авторами плоскоклеточная метаплазия и 
секреторная гиперплазия эпителия полипов сви-
детельствуют о дефектах регуляции пролиферации 
эпителиальных клеток. По данным литературы, в 
эпителии полипов носовой полости наблюдается 
увеличение количества слабо пролиферирующих 
базальных клеток, по индексу p63+/Ki67+. Это при-
водит к формированию дисфункционального эпи-
телия с нарушенными барьерными свойствами [33]. 

При всех клинических формах полипоза су-
бэпителиально визуализируются отложения кол
лагена, что свидетельствует о процессах фибро-
зирования, постепенно происходящих в этих 
тканях. В строме полипов также определяется боль-
шое количество фибрина, являющегося фактором, 
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поддерживающим постоянную отечность слизи-
стой оболочки при ХПРС, из-за способности при-
влекать белки из кровотока в ткани полипов  [30]. 
Присутствие большого количество фибробластов в 
соединительной ткани назальных полипов обеспе-
чивает постоянный приток макрофагальных клеток 
и нейтрофилов, за счет повышенной секреции мо-
ноцитарного хемоаттрактантного белка-1 (MCP-1) 
и IL-8, поддерживая, таким образом, постоянный 
воспалительный фон [14, 22].

Заключение
В результате проведенных исследований пока-

зано, что тяжесть патологического процесса при 
ХПРС определяется воспалительным статусом в 
назальных полипах, что подтверждается с одной 
стороны инфильтрацией полипозной ткани лей-
коцитами, имеющими положительную реакцию на 
IL-1β и IL-8, а с другой – высокими концентраци-
ями провоспалительных цитокинов IL-1β и IL-8 
в назальных секретах. При осложненных формах 

ХПРС происходит нарушение антимикробной 
функции нейтрофилов в слизистой оболочке, что 
в конечном итоге может приводить к недоста-
точному очищению ВДП от инфекции. Воспа-
лительный статус в полипозных тканях больных 
с различными формами ХПРС был подтвержден 
гистологическими исследованиями. Анализ па-
томорфологической картины полипов выявил 
специфические морфологические особенности 
ХПРС в зависимости от тяжести заболевания. 

Таким образом, изменения концентраций 
провоспалительных цитокинов в носовом секре-
те больных, показателей антимикробной актив-
ности нейтрофилов слизистой оболочки и харак-
терные патоморфологические изменения в ткани 
полипов при ХПРС связаны с выраженностью 
воспалительного процесса и клинической карти-
ной заболевания. Полученные результаты имеют 
существенное значение для понимания механизмов 
патогенеза в различных подгруппах ХПРС, оценки 
тяжести заболевания и эффективности лечения. 
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Резюме. Одно из самых частых и тяжелых заболеваний в детской абдоминальной хирургии – острый 
перитонит (ОП). На фоне развития антибиотикоустойчивости и роста числа нетипично протекающих 
инфекционно-воспалительных заболевании (ИВЗ) все больше специалистов полагают, что лечение 
пациентов с данной патологией должно сочетать в себе не только хирургические и этиотропные ме-
тоды, но и терапию, направленную на коррекцию дефектов функционирования иммунной системы. 
Нейтрофильные гранулоциты (НГ) – уникальная популяция клеток первой линии противоинфек-
ционной иммунной защиты. Дефекты функционирования НГ при ОП у детей являются определя-
ющими факторами развития, распространенности, тяжести воспалительного процесса в брюшине и 
чувствительности к проводимой терапии. Особую роль играют функционально значимые субпопу-
ляций НГ, отвечающие за запуск и реализацию фагоцитоза и микробицидных свойств НГ при гной-
но-воспалительных процессах у детей. Прослеживается насущная необходимость в разработке новых 
программ таргетной иммуномодулирующей терапии, направленной на коррекцию дисфункций НГ. 
Цель исследования – разработать программы иммуномодулирующей терапии в послеоперационном 
лечении иммунокомпрометированных детей с различными формами острых перитонитов с последу-
ющей оценкой их клинико-иммунологической эффективности. В исследование вошло 12 иммуно-
компрометированных детей 5-12 лет с ОП различного течения. 1-я группа исследования – пациенты 
с местным неотграниченным ОП, 2-я группа исследования – дети с разлитым ОП. Группы сравнения 
составили 6 детей, получавших стандартную терапию (клиническая группа сравнения 1, клиническая 
группа сравнения 2), сопоставимых по полу, возрасту и диагнозам. В контрольную группу сравнения 
вошли 18 условно здоровых детей того же возраста. Клиническое обследование включало в себя сбор 
анамнеза, жалоб, объективный осмотр и оценку клинического течения основного заболевания. Им-
мунологическое исследование включало: определение рецепторной, фагоцитарной и микробицид-
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ной активности НГ, оценку методом проточной цитометрии количества и фенотипа субпопуляций 
НГ, одномоментно экспрессирующих CD64, CD16, CD32, CD11b с тестированием плотности данных 
мембранных рецепторов по MFI. Принимая во внимание выявленные в ходе исследования клини-
ческие особенности ОП, трансформацию количества и фенотипа субпопуляций НГ, нарушения их 
эффекторной функции, были разработаны программы таргетной иммуномодулирующей терапии для 
лечения детей с неотграниченными местными и разлитыми ОП. В стандарты послеоперационного 
лечения детей с различными формами ОП были включены разные по схеме и длительности курсы ле-
чения препаратом Имунофан (Гексапептид  – аргинил-альфа-аспартил-лизил-валил-тирозил-арги-
нин; ГП). Показана высокая клинико-иммунологическая эффективность разработанных программ. 
Так, было получено восстановление адекватного функционирования НГ, в том числе показана по-
зитивная реорганизация негативно трансформированных функционально значимых субпопуляций 
НГ. На этом фоне у детей с нетипично протекающими ОП различного течения отмечен позитивный 
клинический эффект: отсутствие послеоперационных осложнений, быстрая регрессия симптомов 
интоксикации и нормализация температуры, сокращение объема антибиотикотерапии и количества 
койко-дней пребывания в стационаре.

Ключевые слова: нейтрофильные гранулоциты, дисфункции, острый перитонит, гексапептид, иммуномодулирующая 
терапия, дети
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Abstract. Acute peritonitis (AP) is among the most frequent and severe conditions in pediatric abdominal 
surgery. Due to development of antibiotic resistance and increasing number of atypical infectious and 
inflammatory diseases (IIDs), a lot of specialists suggest combined treatments for these patients which should 
include not only surgical and etiotropic approaches, as well as therapy aimed at correction of functional defects 
of immunity. Neutrophilic granulocytes (NGs) reepresent a unique population of cells of primary anti-infectious 
immune response. Functional NG defects in pediatric AP play a leading role in development, prevalence, 
severity of peritoneal inflammation, and response to the therapy. Special role is given to functionally significant 
NG subsets responsible for triggering and implementation of phagocytosis and microbicidal properties of 
NG in purulent lesions and inflammatory process in children. There is an urgent need for development of 
new approaches to targeted immunomodulatory therapy in order to correct the NG dysfunction. The aim 
of the present study was to arrange the programs of immunomodulatory therapy after surgical treatment of 
immunocompromised children with various forms of acute peritonitis followed by subsequent evaluation 
of its clinical and immunological efficacy. The study included 12 immunocompromised children aged 5-12 
years with different clinical course of acute peritonitis. The study group 1 included patients with local non-
restricted AP; study group 2 involved children with diffuse AP. The comparison groups consisted of 6 children 
who received standard therapy, i.e., clinical comparison groups 1 and 2, matched for sex, age and diagnosis. 
A control group consisted of 18 conditionally healthy children at similar age. Clinical examination included 
collection of the patient’s history, complaints, objective examination and clinical course assessment of the 
underlying disease. Immunological study included determination of receptor, phagocytic and microbicidal 
activity of NCs; assessment of NC subpopulations by their numbers and phenotype using flow cytometry, i.e., 
the cells co-expressing CD64, CD16, CD32, CD11b, with testing density of these membrane receptors by the 
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MFI approach. Targeted immunomodulatory therapy programs were applied for treatment of children with 
unrestricted local and diffuse AP, taking into account clinical features of AP, as well as changes in number and 
phenotype of NC subpopulations, and impairment of their effector function. The standards of postsurgical 
treatment in the children with various forms of AP included different courses of treatment with Imunofan 
(Hexapeptide – arginyl-alpha-aspartyl-lysyl-valyl-tyrosyl-arginine; HP) using different schedules and dura
tion. We have shown high clinical and immunological efficiency of these therapeutic programs. Thus, reversal 
of adequate NG functioning was observed, including positive rearrangements of negatively transformed 
functional NG subpopulations. In this respect, a positive clinical effect was noted in children with atypical AP 
with various clinical courses, i.e., absence of postsurgical complications, rapid regression of intoxication signs, 
normalization of body temperature, reduced volume of antibiotic therapy and shorter hospitalization terms.

Keywords: neutrophilic granulocytes, dysfunction, acute peritonitis, hexapeptide, immunomodulatory therapy, children

Исследование выполнено в рамках государ-
ственного задания Министерства здравоохране-
ния Российской Федерации № 121031000071-4.

Введение
В настоящее время проблема лечения имму-

нокомпрометированных детей с нетипично про-
текающими гнойно-воспалительными заболева-
ниями (ГВЗ), которые характеризуются тяжестью 
проявлений и неадекватным ответом на антибак-
териальную терапию, является актуальной и тре-
бует своего решения. Несмотря на определенные 
успехи в лечении острых перитонитов (ОП), как 
у взрослых, так и у детей, ОП остаются одними из 
самых сложных ГВЗ. По данным научной лите-
ратуры смертность при разлитых перитонитах со-
ставляет от 30 до 50%, а при развитии полиорган-
ной недостаточности и сепсиса – до 96-100% [3, 
6, 14]. Согласно данным мировой статистики, у 
детей от 6,2 до 25,5% случаев разлитых перито-
нитов развиваются на фоне острого аппендици-
та, что связано как со сложностью диагностики 
нетипичных форм течения заболевания, так и с 
особенностями детского возраста [4, 16]. 

Тяжесть и характер течения ОП находятся в 
прямой в зависимости от способности иммунной 
системы (ИС) реагировать развитием иммунного 
ответа на внедрение патогена и участвовать в фор-
мирование воспалительного процесса той или 
иной интенсивности. Доказано, что в патогенезе 
тяжелых ОП большую роль играют имеющиеся 
у детей нарушения противоинфекционной им-
мунной защиты, которые усугубляются на фоне 
нарастающих признаков системного воспаления 
и интоксикации под действием бактериальных 
эндотоксинов, нейромедиаторов и тканевых про-
теаз, а также гиповолемии и изменений активно-
сти различных окислительно-восстановительных 
ферментов [6, 11, 15]. Установлено, что в анамне-
зе иммунокомпрометированных детей отмечают-
ся повторные ОРВИ с частотой 10-15 и более раз 
в год, нередко осложняющиеся вторичной бакте-
риальной инфекцией, латентные и рецидивиру-

ющие моно- или микст-герпес-вирусные инфек-
ции, частые обострения хронической патологии 
ЛОР-органов, тяжелые острые и рецидивирую-
щие хронические бактериальные инфекции раз-
личных органов и систем, в том числе упорно-
рецидивирующие пиодермия и/или фурункулез, 
часто абсцедирующего характера. Кроме того, 
показано, что эти дети получают до 6-8 курсов 
антибактериальной терапии в год, в том числе и 
парентерально. Все вышеперечисленные особен-
ности являются критериальными клиническими 
признаками иммунодефицита [8]. 

Ранее в проведенных нами исследованиях 
было показано, что в развитии нетипично про-
текающих ГВЗ решающую роль играют дефекты 
функционирования клеток первой линии анти-
бактериальной защиты – нейтрофильных грану-
лоцитов (НГ). НГ осуществляют свои эффектор-
ные функции путем фагоцитоза, дегрануляции, 
продукции активных форм кислорода (АФК), 
образования внеклеточных нейтрофильных экс-
трацеллюлярных сетей (NET). В то же время се-
креция НГ эктосом, а также множества различ-
ных про- и противовоспалительных цитокинов, 
хемокинов и других медиаторов инициирует ре-
гуляцию клеток врожденного и адаптивного им-
мунитета. При этом НГ в зависимости от микро-
окружения проявляют свои как активирующие, 
так и супрессирующие свойства. НГ – популяция 
самых пластичных клеток ИС, на поверхност-
ной мембране которых насчитывается более 100 
видов рецепторов, что позволяет НГ быстро от-
вечать изменениями их экспрессии на малейшие 
изменения в их микроокружении. В зависимости 
от количества и фенотипических возможностей 
разные субпопуляций НГ могут проявлять раз-
личную эффекторную активность. Пластичность 
НГ позволяет разным субпопуляциям этих кле-
ток под влиянием различных факторов микро-
окружения легко трансформировать свой фе-
нотип из позитивного в негативный и наоборот. 
Парадоксально, но такая лабильность НГ может 
приводить к дефектному неполноценному эф-
фекторному ответу или формированию «состо-
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яния неотвечаемости»  – блокаде эффекторного 
ответа, что ассоциировано с неспособностью 
полноценно осуществлять антибактериальную 
защиту вследствие несостоятельности фагоци-
тарной и микробицидной активности, способно-
сти формировать NET или запуском ускоренного 
апоптоза. С другой стороны, гиперактивация НГ 
может приводить к повреждению различных кле-
ток, тканей и органов, развитию иммунотромбо-
зов, системного васкулита и мультисистемного 
воспаления [9, 23, 24, 30]. Неадекватное включе-
ние НГ в иммунный ответ приводит к развитию 
нетипично протекающих инфекционно-воспа-
лительных заболеваний, не отвечающих на стан-
дартную терапию [13, 14, 23]. 

Нами были получены данные, демонстри-
рующие неадекватное функционирование суб-
популяций НГ CD64-CD16+CD32+CD11b+ и 
CD64+CD16+CD32+CD11b+, сопряженное с на-
рушением их эффекторных функций, у детей с 
нетипично протекающими неотграниченными 
местными и разлитыми ОП [15]. 

Немногочисленные литературные данные 
подтверждают, что применение иммунотропных 
препаратов, модулирующих активность дефект-
ного противобактериального иммунитета, при 
ГВЗ оказывает позитивный клинический эффект 
и улучшает исход заболеваний [2, 5, 12]. Описа-
но позитивное влияние Имунофана на систему 
фагоцитов при экссудативном среднем отите у 
детей  [7]. Действующей иммунотропной суб-
станцией препарата Имунофан является гекса-
пептидом (ГП): аргинил-альфа-аспартил-лизил-
валил-тирозил-аргинин. ГП  – синтетический 
аналог активного центра гормона тимуса – тимо-
поэтина, который обладает всеми биологически-
ми функциями нативного гормона тимуса. Кроме 
влияния ГП на индукцию ранней дифференци-
ровки Т-клеток, описаны его дезинтоксикаци-
онные, гепатопротекторные, антиоксидантные и 
иммунорегуляторные свойства, а также способ-
ность усиливать эффективность антибактери-
альной терапии [1, 17]. Также нами было прове-
дено экспериментальное исследование в системе 
in  vitro, в котором показаны возможности пере-
программирования под влиянием субстанции ГП 
трансформированного при бактериальных про-
цессах фенотипа функционально значимых суб-
популяций НГ [26]. Это исследование позволило 
выявить новые иммуномодулирующие эффекты 
ГП. Полученные данные являются основанием 
для создания программ иммуномодулирующей 
терапии с применением ГП для пациентов с раз-
личными ГВЗ. 

Принимая во внимание изложенное, просле-
живается насущная необходимость в разработ-
ке новых программ таргетной иммуномодули-

рующей терапии, направленной на коррекцию 
дисфункций НГ, что должно позволить опти-
мизировать послеоперационное лечение имму-
нокомпрометированных детей с различными 
формами ОП и профилактировать возникнове-
ние осложнений. 

Цель исследования  – разработать программы 
иммуномодулирующей терапии в послеопераци-
онном лечении иммунокомпрометированных де-
тей с различными формами острых перитонитов 
с последующей оценкой их клинико-иммуноло-
гической эффективности.

Материалы и методы
Проведено проспективное нерандомизиро-

ванное контролируемое сравнительное исследо-
вание. Под нашим наблюдением на базе хирур-
гического отделения № 1 ГБУЗ «Детская краевая 
клиническая больница» МЗ Краснодарского края 
находилось 12 детей 5-12 лет (8 мальчиков, 4 де-
вочки) с нетипично протекающими неотграни-
ченными местными ОП (n = 7, группа исследо-
вания 1) и нетипично протекающими разлитыми 
ОП (n = 5, группа исследования 2). В лечении де-
тей, вошедших в группы исследования 1 и 2, ис-
пользовались стандартные терапевтические под-
ходы к проведению послеоперационной терапии 
(антибактериальная, инфузионная и дезинтокси-
кационная терапия, обезболивание и стимуляция 
кишечника по показаниям), а также дополни-
тельно применялись различные программы им-
муномодулирующей терапии, включающие ГП. 
При разработке программ иммуномодулирую-
щей терапии ГП учитывались возраст пациентов, 
форма и тяжесть ОП. В клиническую группу срав-
нения вошли 6 детей того же возраста (3 мальчика 
и 3 девочки) с ОП, получавшие только традици-
онную терапию: с диагнозом неотграниченный 
местный ОП – клиническая группа сравнения 1 
(n = 3), с диагнозом разлитой ОП – клиническая 
группа сравнения 2 (n = 3). Контрольную группу 
сравнения составили 18 условно здоровых детей 
(9 мальчиков, 9 девочек) сопоставимых по полу и 
возрасту. У всех детей, находившихся под нашим 
наблюдением, был собран анамнез для выявле-
ния признаков иммунокомпрометированности 
по Программе «Иммунологический анамнез», 
разработанной Нестеровой И.В. (1992).

Иммунологическое исследование перифе-
рической крови (ПК) пациентов осуществляли 
дважды, до и после проводимых курсов комби-
нированной послеоперационной терапии, оно 
включало в себя: 1) определение методом проточ-
ной цитометрии (FC 500 Beckman Coulter, США) 
фенотипического профиля функционально зна-
чимых субпопуляций НГ с фиксацией количе-
ства и плотности экспрессии (MFI) CD64, CD32, 
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CD16, CD11b рецепторов, с применением конъ-
югатов соответствующих моноклональных анти-
тел (Beckman Coulter International S.A., Фран-
ция); 2) оценку поглотительной, киллинговой 
и переваривающей активности НГ: содержание 
активно фагоцитирующих клеток (%ФАН); фа-
гоцитарное число (ФЧ) и фагоцитарный индекс 
(ФИ), процент переваривания (%П), индекс пе-
реваривания (ИП); 3) анализ кислородзависимой 
микробицидной активности (NADРН-оксидаза) 
НГ в спонтанном и стимулированном в систе-
ме in vitro NBT-тесте (индукция S.aureus, штамм 
209) с расчетом  % формазан-позитивных кле-
ток (%ФПК), среднего цитохимического ин-
декса  – СЦИ, коэффициента мобилизации  – 
КМ: %ФПКст./%ФПКсп.» [10].

Для определения субпопуляций НГ, одновре-
менно экспрессирующих CD16, CD64, CD32 и 
CD11b рецепторы, использован метод последова-
тельного гейтирования. Для этого на гистограмме 
FSC-A (прямое светорассеяние) против SSC-A 
(боковое светорассеяния) выделяют гейт, в кото-
ром расположены гранулоциты (первый гейт). Из 
этого гейта на гистограмме определяют %НГ, не-
сущих CD16+CD64- – рецепторы (второй гейт) и 
CD16+CD64+ (третий гейт), и регистрируют MFI 
исследуемых рецепторов. По второму и третьему 
гейтам гейтируются гистограммы, отражающие 
содержание НГ, оснащенные CD32 и CD11b ре-

цепторами и их MFI. Шкалы выставлены по изо-
типическим контролям (рис.  1).

Исследования одобрено этическим комитетом 
ФГБОУ ВО «Кубанский государственный меди-
цинский университет» МЗ России, в соответ-
ствии с требованиями Хельсинкской декларации 
с правками от 2013 года и со статьями 20, 22, 23 
ФЗ № 323 «Об основах охраны здоровья граждан 
в Российской Федерации» от 21.11.2011 г. (ред. от 
22.12.2020).

Добровольное информированное согласие на 
сбор анамнеза, обработку данных истории болез-
ни, забор ПК пациентов, проведение лаборатор-
ных исследований и использование иммунотроп-
ных препаратов было получено в письменном 
виде у родителей всех детей, участвовавших в ис-
следовании. 

Обработка статистических данных прово-
дилась с помощью компьютерных программ 
Microsoft Exel 2016 и StatPlus 2017. Проверка на 
нормальность распределения осуществлялась по 
количественным показателям с использованием 
критерия Шапиро–Уилка. Результаты оценивали 
методами непараметрической статистики, пред-
ставляли в виде медианы (Ме) и интерквартиль-
ного размаха (Q0,25-Q0,75). Значимость различий 
между количественными показателями незави-
симых групп определяли по непараметрическим 
U-критерия Манна–Уитни. Достоверность раз-

Рисунок 1. Метод последовательного гейтирования определения субпопуляций CD64-CD16+CD32+CD11b+НГ 
и CD64+CD16+CD32+CD11b+НГ
Figure 1. Sequential gating method for determining subsets CD64-CD16+CD32+CD11b+NG and CD64+CD16+CD32+CD11b+NG
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личии считали статистически значимыми при 
p < 0,05.

Результаты 
При анализе анамнестических и клинических 

данных у детей выявлены признаки иммуноком-
прометированности, отражающие несостоятель-
ность работы ИС. Дети группы исследования 1 
и клинической группы сравнения 1 переносили 
более 10 эпизодов ОРВИ в год, длительностью 10 
и более дней, осложняющиеся присоединением 
бактериальных инфекций ЛОР-органов и респи-
раторного тракта до 6 и более раз в год, и нуж-
дались в проведении антибактериальной терапии 
до 6 и более раз в год. При развитии ОП отмеча-
лась также «плохая отвечаемость» на проводимое 
хирургическое пособие и стандартную терапию в 
послеоперационном периоде. 

В группе исследования 2 и в клинической 
группе сравнения 2 у детей с разлитым ОП ви-
русные инфекции отличались более продолжи-
тельным течением острого периода – 14 и более 
дней, с частотой более 12 эпизодов в год, с присо-
единением вторичной бактериальной инфекции 
носоглоточной области с последующим развити-
ем инфекций нижних дыхательных путей более 8 
раз в год, с частыми обострениями хронических 
заболеваний ЛОР-органов, что сопровождалось 
использованием более 8 раз в год препаратов 
антибактериальной направленности, в том числе 
и парентерально. При этом выявлена резистент-
ность на стандартную терапию ОП, проводимую 
в стационаре.

Иммунологическое исследование ПК детей с 
разными формами ОП позволило выявить раз-
личные дефекты функционирования НГ. 

При оценке исследуемых субпопуляций  
CD64-CD16+CD32+CD11b+НГ и CD64+CD16+CD32+CD11b+НГ  
выявлено изменение их содержания в ПК и раз-
личные варианты трансформации фенотипа у де-
тей с ОП различного течения, ассоциированные 
с негативными изменениями функциональной 
активности НГ различной степени выраженно-
сти. 

Так, установлено, что в группе детей с неотгра-
ниченным ОП имелось снижение в 1,3 раза количе-
ства субпопуляции CD64-CD16+CD32+CD11b+НГ 
(р  <  0,05), увеличение в 42 раза субпопуляции 
CD64+CD16+CD32+CD11b+НГ (р < 0,05) с изме-
ненным фенотипом, характеризующимся высо-
ким MFI по CD16 и CD11b (р1 > 0,05, р2 < 0,05), 
на фоне нейтрофилеза и незначительного лей-
коцитоза (р1, 2 < 0,05) (табл. 1). При этом имели 
место дефекты фагоцитарной и микробицидной 
NADPH-оксидазной активности. Также выявле-
но повышение %ФАН (р < 0,05), без изменений в 
процессах захвата бактерий (ФЧ, ФИ, р1, 2 > 0,05), 

но с угнетением переваривающей активности НГ 
(%П, ИП, р1, 2  <  0,05) за счет снижения актива-
ции кислородзависмых механизмов (%ФПКcп., 
СЦИcп., р1, 2  >  0,05), но в то же время с сохра-
нением ответа NADPH-оксидазной активности 
НГ в нагрузочном NBT-тесте in vitro (%ФПКcт., 
СЦИcт., р1, 2 > 0,05) в сравнении с соответствую-
щими показателями контрольной группы срав-
нения (табл. 1).

В группе детей с разлитым ОП зафиксиро-
вано незначительное повышение уровня лей-
коцитов (р  >  0,05) и абсолютного количества 
НГ (р  <  0,05), неадекватное для тяжелого гной-
но-воспалительного процесса. Субпопуляции 
НГ ПК детей с разлитым ОП отличались более 
масштабными трансформациями, что выра-
жалось в снижении содержания субпопуляции  
CD64-CD16+CD32+CD11b+НГ в 3 раза по срав-
нению с показателями условно здоровых детей 
(р < 0,05) и в 2,5 раза по отношению к показателям 
детей группы с неотграниченным ОП (р < 0,05). 
Фенотип данной субпопуляции переопределял ее 
низкую активность и дискордантность функций, 
связанные со снижением MFI CD16 (р  <  0,05), 
CD32 (р  <  0,05), CD11b рецепторов (р1  >  0,05). 
Субпопуляция CD64+CD16+CD32+CD11b+НГ 
детей с разлитым ОП возрастала в 100 раз по 
сравнению с группой условно здоровых детей 
(р < 0,05) и в 2,4 раза относительно группы детей 
с неотграниченным ОП (р < 0,05), также характе-
ризовалась низкой плотностью экспрессии моле-
кул CD16 и CD11b (р1 < 0,05, р2 > 0,05) (табл. 1).

Фагоцитарная активность НГ в этой группе 
проявлялась отсутствием адекватного увеличе-
ния количества активно фагоцитирующих НГ 
(%ФАН, р  >  0,05), усилением процессов погло-
щения (ФЧ, р > 0,05), но депрессией процессов 
переваривания (%П, р1  >  0,05; ИП, р2  <  0,05). 
При этом отмечалась повышенная микроби-
цидная активность НГ в спонтанном NBT-тесте 
(%ФПКcп., СЦИcп., р1, 2 > 0,05) с нарушениями 
активации NADPH-оксидаз в нагрузочном те-
сте (%ФПКcт., СЦИcт., р1, 2  >  0,05), что демон-
стрировало истощение резервных возможностей 
клетки (табл. 1). У детей с разлитым ОП отмеча-
лась более значимая негативная трансформация 
функционально значимых субпопуляций НГ и 
дефектность фагоцитарной и микробицидной 
функций НГ, что, по-видимому, обуславливало 
отсутствие адекватного ответа НГ на гнойную 
инфекцию и способствовало формированию тя-
желого разлитого гнойно-воспалительного ин-
фекционного процесса, с потерей возможностей 
его отграничения.

На основе анализа клинико-анамнестиче-
ских данных пациентов и с учетом выявленных 
дефектов в системе НГ у детей с различными ва-
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ТАБЛИЦА 1. ОСОБЕННОСТИ НЕГАТИВНОЙ ТРАНСФОРМАЦИИ ФЕНОТИПА СУБПОПУЛЯЦИЙ СD64-

CD16+CD32+CD11b+НГ И СD64+CD16+CD32+CD11b+НГ И АССОЦИИРОВАННЫЕ С НИМИ ДЕФЕКТЫ ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ 
АКТИВНОСТИ НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ У ДЕТЕЙ С РАЗЛИЧНЫМИ ФОРМАМИ ОСТРЫХ ПЕРИТОНИТОВ,  
Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. FEATURES OF THE NEGATIVE TRANSFORMATION OF THE PHENOTYPE OF SUBSET CD64-CD16+CD32+CD11b+NG 
AND CD64+CD16+CD32+CD11b+NG AND ASSOCIATED DEFECTS IN FUNCTIONAL ACTIVITY NEUTROPHILIC GRANULOCYTES 
IN CHILDREN WITH VARIOUS FORMS OF ACUTE PERITONITIS, Me (Q0.25-Q0.75)

Группы
Groups

Условно здоровые дети 
Healthy children

Группа детей 
с неотграниченным 

местным перитонитом 
Group of children with 

unrestricted local peritonitis

Группа детей 
с разлитым 

перитонитом
Group of children with 

diffuse peritonitis
L 6,4 (5,2-7,4) 12,5 (10,8-19,9)* 8,9 (7,1-9,5)
%НГ / %NG 57,0 (46,0-58,5) 73,0 (61,0-80,0)* 82,0 (75,5-92,3)*
НГабс. / NG abs. 3,6 (2,5-4,3) 9,2 (6,6-15,9)* 7,3 (5,4-8,8)*

СD64-CD16+СD32+CD11b+НГ / СD64-CD16+СD32+CD11b+NG
%НГ / %NG 93,3 (91,3-95,2) 74,2 (54,6-84,5)* 29,6 (18,1-45,2)*
MFI CD16 83,7 (79,0-99,3) 99,8 (85,6-105,0) 43,7 (33,5-63,9)*
MFI СD32 6,1 (5,6-9,9) 4,8 (3,8-7,0) 4,6 (4,4-5,5)*
MFI CD11b 17,5 (14,7-21,0) 22,7 (18,3-32,0) 14,5 (11,3-22,3)

СD64+CD16+СD32+CD11b+НГ / СD64+CD16+СD32+CD11b+NG
%НГ / %NG 0,6 (0,2-0,7) 25,2 (20,6-31,0)* 60,7 (39,5-81,0)*
MFI CD64 6,1 (4,3-7,0) 2,8 (2,6-3,2)* 2,9 (2,6-3,3)*
MFI CD16 83,4 (70,2-99,3) 98,2 (78,1-125,0) 41,4 (31,4-60,8)*
MFI СD32 9,54 (7,8-15,4) 5,7 (4,6-7,0)* 4,8 (4,2-5,8)*
MFI CD11b 13,3 (8,8-23,5) 29,1 (27,8-39,0)* 16,0 (12,6-24,3)

Оценка фагоцитарной и микробицидной активности НГ
Evaluation of phagocytic and microbicidal activity of NG

%ФАН / %PAN 55,0 (50,0-57,0) 60,0 (62,0-86,0)* 62,0 (51,0-9,0)
ФЧ / PN 4,1 (3,7-5,7) 4,4 (3,0-4,5) 7,5 (4,9-9,6)
ФИ / PI 2,5 (1,9-3,3) 1,8 (1,2-2,1) 2,04 (1,7-2,7)
%П /%D 62,6 (57,9-62,9) 45,3 (39,8-63,8) 44,8 (39,8-50,0)*
ИП / ID 1,6 (1,3-1,9) 0,96 (0,7-1,2)* 1,3 (0,7-1,9)
%ФПК сп / %FPCsp 2,0 (1,0-3,7) 1,4 (1,0-2,8) 12,5 (3,8-1,0)*
СЦИ сп / MCIsp 0,09 (0,06-0,11) 0,05 (0,03-0,16) 0,37 (0,12-0,62)*
%ФПК ст / %FPC st 4,3 (2,5-10,0) 7,5 (5,5-14,0) 4,0 (1,5-14,0)
СЦИ ст / MCI st 0,16 (0,08-0,29) 0,46 (0,14-0,75) 0,12 (0,06-0,40)
КМ / MR 1,9 (1,5-2,5) 2,0 (0,1-2,2) 0,1 (0,03-0,90)*

Примечание. * – различия показателей по сравнению с условно здоровыми детьми (контрольная группа сравнения), 
p < 0,05.

Note. *, differences in indicators compared with conditionally healthy children (control group of comparison), p < 0.05.

риантами течения ОП, разработаны 2 программы 
иммуномодулирующей терапии ГП, включенные 
в комплексное лечение в послеоперационном пе-
риоде в соответствии со стандартами (рис. 2). 

При оценке эффективности включения имму-
номодулирующей терапии с применением ГП в 
комплексное лечение детей с нетипично протека-

ющими ОП различного течения были выявлены 
следующие клинические эффекты. У детей груп-
пы исследования 1 на фоне стандартного курса 
антибактериальной терапии через 2 (1,0-2,5) дня 
после начала использования иммуномодулиру-
юшей терапии наблюдались нормализация тем-
пературной реакции и регрессия симптомов ин-
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Рисунок 2. Программы иммуномодулирующей терапии с применением Гексапептида в лечении детей с нетипично 
протекающими острыми перитонитами 
Figure 2. Programs of immunomodulatory therapy using Hexapeptide in the treatment of children with atypical acute peritonitis

токсикации в 100% случаев, также отсутствовало 
нагноение швов, в отличие от клинической груп-
пы сравнения 1, в которой отмечались более дли-
тельные проявления интоксикации до 5 (4,5-5,0) 
дней (р < 0,05) и выделения гнойного характера 
из послеоперационной раны до 4 (3,5-4,0) дней 
(р < 0,05). 

В группе исследования 2 детей с разлитым ОП 
отмечалось восстановление температурной реак-
ции и регрессия интоксикации к 4 (3,0-4,5) дню 
в 100% случаев, тогда как в клинической группе 
сравнения 2 только к 6 (5,5-6,5) дню пребывания 
в стационаре (р  <  0,05). Кроме этого, сокраща-
лось время пребывания детей в реанимационном 
отделении в 2 раза  – с 4 (3,5-4,0) дней (группа 
сравнения 2, р < 0,05) до 2 (1,0-2,5) дней (группа 
исследования 2). Удаление дренажей было про-
изведено на 3 (2-3) день применения иммуно-
модулирующей терапии у детей с разлитым ОП 
в группе исследования 2, что меньше в 1,6 раза 
сроков удаления дренажей в клинической группе 
сравнения 2 (5 (4,5-5,0), (р < 0,05)). В клиниче-
ской группе сравнения 2 в 80% случаев наблю-
дался парез кишечника и его регрессия к 6-м сут-
кам (р < 0,05), тогда как в группе исследования 2 
парез кишечника не был зарегистрирован. 

Позитивные клинические эффекты имму-
номодулирующей терапии с включением ГП 
произошли на фоне позитивной динамики из-
менений в ИС. Так, иммумодулирующие эф-
фекты ГП проявились в группе исследования 1 
восстановлением содержания НГ субпопуляции  
СD64-CD16+CD32+CD11b+ (93,68 (92,23-94,9)  % 
до уровня таковых у условно здоровых детей – 93,9 
(91,3 95,2) %, (р > 0,05) против 74,2 (54,6-84,5) % 
до лечения (р < 0,05). В то время как в группе, на-

ходящейся на стандартной терапии, наблюдалась 
лишь тенденция к увеличению субпопуляции  
СD64-CD16+CD32+CD11b+НГ до 80,1 (51,8-82,8) % 
после лечения (p  >  0,05). Фенотип данной суб-
популяции после лечения ГП в группе исследо-
вания 1 характеризовался увеличением в 1,3 раза 
плотности экспрессии CD16 (p < 0,05), снижени-
ем MFI CD32 (p < 0,05) и MFI CD11b (p > 0,05) 
относительно показателей до лечения, тогда как 
в клинической группе сравнения 1 не отмечалось 
достоверных изменений экспрессии данных ре-
цепторов (рис. 3А).

На фоне терапии с включением ГП количество 
НГ субпопуляции СD64+CD16+CD32+CD11b+ в 
группе исследования 1 значительно уменьшилось 
в 18 раза относительно показателей до лечения – 
с 25,2 (20,6-31,0) % до 1,4 (1,17-2,5) % (p < 0,05), 
приблизившись к показателям условно здоровых 
детей (p > 0,05). При этом отмечалось значимое 
повышение MFI CD16 (p < 0,05), в 1,8 раза выше 
показателей условно здоровых детей; увеличе-
ние MFI CD64 (p < 0,05), MFI CD32 (p > 0,05), 
снижение MFI CD11b (p < 0,05) по сравнению с 
показателями до лечения. В то же время следует 
подчеркнуть, что плотность экспрессии по MFI 
рецепторов CD64, CD16, CD11b не достигла зна-
чений контрольной группы сравнения. В группе, 
находящейся на стандартной терапии, содержа-
ние субпопуляции СD64+CD16+CD32+CD11b+НГ 
снизилось лишь в 1,8 раза до 14,0 (12,9-27,9)  % 
(p  >  0,05), оставаясь значительно выше показа-
телей условно здоровых детей, а фенотипический 
профиль данной субпопуляции не изменился 
относительно показателей до лечения (p  >  0,05) 
(рис. 3Б).

Программа 1
Program 1

Программа 2
Program 2

Пациенты с неотграниченным 
местным ОП  

(группа исследования 1)
Patients with unrestricted

local peritonitis
(study group 1)

Пациенты с разлитым ОП
(группа исследования 2)

Patients with diffuse
peritonitis

(study group 2)

Гексапептид 45 мг/мл
1 мл внутримышечно ежедневно 
5 дней подряд, далее через день,

на курс – 6 инъекций
Hexapeptide 45 mg/ml

1 ml intramuscularly daily for 
5 consecutive days, then every  

other day per course – 6 injections

Гексапептид 45 мг/мл  
1 мл внутримышечно ежедневно  
5 дней подряд, далее через день,  

на курс – 10 инъекций
Hexapeptide 45 mg/nil 1 ml

intramuscularly daily for 5 days in 
a row, then eveiy other day,  
for a course of 10 injections
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В группе исследования 2 с глубокими дефек-
тами функционирования НГ модулирующие 
эффекты ГП проявились более ярко. Как и в 
группе исследования 1, количество НГ субпопу-
ляции СD64-CD16+CD32+CD11b+ значимо воз-
росло с 29,6 (18,1-45,2) % до лечения и составило 
95,97 (91,94-96,76)  % (p  <  0,05) после лечения, 
восстановившись до показателей условно здо-
ровых детей  – 93,3 (91,3-95,2)  %. Установлена 
переориентация фенотипа этой субпопуляции 
относительно показателей до лечения: досто-
верно возросла плотность экспрессии CD11b и 
CD16 (p1, 2 < 0,05). Количество НГ субпопуляции  
СD64-CD16+CD32+CD11b+ на фоне стандарт-
ной терапии увеличилось в 3,2 раза  – до 40,1 
(20,9-46,9) % (p < 0,05), но оставалось значитель-
но ниже показателей условно здоровых детей 
(p  <  0,05). При этом уровень экспрессии функ-
ционально значимых рецепторов существенно 

не менялся по отношению к показателям до ле-
чения (рис. 4А).

Содержание субпопуляции СD64+CD16+CD32+CD11b+НГ  
в ПК детей группы исследования 2 снизилось в 
80 раз с 60,7 (39,5-81,0)  % до 0,74 (0,48-1,66)  % 
(p < 0,05) после лечения, что достигло пределов 
значений, выявленных у условно здоровых де-
тей. Одновременно на НГ данной субпопуля-
ции увеличилась плотность экспрессии CD16 
в 3 раза и СD11b в 1,8 (p1, 2  <  0,05), в то время 
как плотность экспрессии CD32 оставалась на 
уровне значений до лечения. Отмечено вос-
становление до уровня контрольной группы 
сравнения только MFI CD16. В клинической 
группе сравнения 2 содержание субпопуляции 
СD64+CD16+CD32+CD11b+НГ и ее фенотипи-
ческий профиль на фоне стандартного лечения 
остались в пределах значений этих показателей 
до лечения (p > 0,05) (рис. 4Б).

Рисунок 3. Эффекты влияния курса иммуномодулирующей терапии с применением Гексапептида на количество 
и фенотип субпопуляций СD64-CD16+CD32+CD11b+НГ (А) и СD64+CD16+CD32+CD11b+НГ (Б) детей с неотграниченным 
местным острым перитонитом
Примечание. * – различия показателей по сравнению с условно здоровыми детьми, p < 0,05; ^ – различия показателей до курса 
иммунотерапии по сравнению с показателями после курса иммунотерапии, p < 0,05; # – различия показателей клинической 
группы сравнения по сравнению с показателями группы исследования, p < 0,05.
Figure 3. Effects of the influence of a course of immunomodulatory therapy using Hexapeptide on the number and phenotype of 
subsets CD64-CD16+CD32+CD11b+NG (A) and CD64+CD16+CD32+CD11b+NG (B) in children with unlimited local acute peritonitis
Note. *, differences in indicators compared with conditionally healthy children, p < 0.05; ^, differences in indicators before the course of 
immunotherapy compared with those after the course of immunotherapy, p < 0.05; #, differences in the indicators of the clinical comparison group 
compared with the indicators of the study group, p < 0.05.
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Оценка фагоцитарной и микробицидной 
NADPH-оксидазной активности НГ пациентов 
групп исследования после проведенного лечения 
ГП позволила выявить и эффекты восстановле-
ния функций НГ. В группе исследования 1 после 
курса иммуномодулирующей терапии отмеча-
лось восстановление процента активно фагоци-
тирующих НГ, %ФАН – 56,0 (54,0-60,0) %, с 60,0 
(62,0-86,0) % в группе с неотграниченным ОП до 
лечения (р > 0,05), что соответствовало показате-
лям условно здоровых детей; усиление процессов 
переваривания с 45,3 (39,8-63,8) до лечения про-
тив 51,26 (49,08-61,43) (%П, р > 0,05) и при этом 
процессы захвата оставались на прежнем уровне 
и не отличались от значений до лечения (ФЧ, 
ФИ, р1, 2  >  0,05). Микробицидная активность в 
группе исследования 1 характеризовалась зна-
чимой активацией NADPH-оксидаз как в спон-

танном (%ФПКcп. – 5 (3,75-7,5) %, %ФПКcп. до 
лечения – 1,4 (1,0-2,8), р < 0,05; СЦИcп. – 0,18 
(0,12-0,25), СЦИcп. до лечения – 0,05 (0,03-0,16), 
р > 0,05), так и в стимулированном (%ФПКcт. – 
17,0 (15,5-18,8)  %,  %ФПКcт. до лечения  – 7,5 
(5,5-14,0), р  <  0,05; СЦИcт.  – 0,49 (0,46-0,53), 
СЦИcт. до лечения  – 0,46 (0,14-0,75), р  >  0,05) 
NBT-тестах с восстановлением резервных воз-
можностей НГ – КМ 3,25 (2,58-4,375) в сравне-
нии с показателями до лечения – КМ 2,0 (0,1-2,2) 
(р < 0,05). 

На фоне традиционной терапии в клиниче-
ской группе сравнения 1 отмечалось значимое 
снижение  %ФАН до 39,5 (39,0-42,9)  % после 
лечения против 60,0 (62,0-86,0)  % до лечения с 
неменяющимися показателями, характеризую-
щими процессы поглощения (ФЧ, ФИ) как по 
отношению к значениям до лечения (р1, 2 > 0,05), 

Рисунок 4. Эффекты влияния курса иммуномодулирующей терапии с применением Гексапептида на количество 
и фенотип субпопуляций СD64-CD16+CD32+CD11b+НГ (А) и СD64+CD16+CD32+CD11b+НГ (Б) детей с разлитым острым 
перитонитом
Примечание. * – различия показателей по сравнению с условно здоровыми детьми, p < 0,05; ^ – различия показателей до 
лечения по сравнению с показателями после лечения, p < 0,05; # – различия показателей клинической группы сравнения по 
сравнению с показателями группы исследования, p < 0,05.
Figure 4. Effects of the influence of a course of immunomodulatory therapy using Hexapeptide on the number and phenotype 
of subsets CD64-CD16+CD32+CD11b+NG (A) and CD64+CD16+CD32+CD11b+NG (B) in children with generalized acute peritonitis
Note. *, differences in indicators compared with conditionally healthy children, p < 0.05; ^, differences in indicators before the course 
of immunotherapy compared with those after the course of immunotherapy, p < 0.05; #, differences in the indicators of the clinical comparison 
group compared with the indicators of the study group, p < 0.05.
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так и условно здоровых детей (р1, 2  >  0,05). В то 
же время киллинговая активность (%П, ИП) не 
восстанавливалась и была в 1,5-1,9 раза, соответ-
ственно, ниже показателей контрольной группы 
сравнения. Кроме того, нормализации резерв-
ных возможностей НГ к мобилизации NADPH-
оксидазной активности не произошло (КМ  – 
1,0 (0,54-1,2) против 2,0 (0,1-2,2) до лечения и 
1,9 (1,5-2,5) в контрольной группе сравнения,  
p1, 2 < 0,05) (рис. 5)

В группе исследования 2 после проведенного 
лечения наблюдалось увеличение активно фаго-
цитирующих НГ (%ФАН  – 71,0 (70,0-72,0%) по 
отношению к показателям до лечения (%ФАН – 
62,0 (51,0-69,0) %, р < 0,05) и условно здоровых 
детей (%ФАН – 55,0 (50,0-57,0) %, р < 0,05) с тен-
денцией улучшения процессов захвата (ФЧ, ФИ, 
р1, 2  >  0,05). Также отмечалось увеличение пере-
варивающей активности НГ, %П – 52,17 (48,72-
52,83); ИП  – 1,12 (0,76-1,42), по отношению к 
показателям до лечения (%П  – 44,8 (39,8-50,0), 
р > 0,05; ИП – 1,3 (0,7-1,9), р > 0,05), не дости-
гающее значений контрольной группы сравне-
ния (%П  – 62,6 (57,9-62,9), р  <  0,05; ИП  – 1,6 
(1,3-1,9), р > 0,05). Нормализовалась до значений 

условно здоровых детей чрезмерно повышенная 
изначально спонтанная NADPH-оксидазная ак-
тивность (%ФПКcп., СЦИcп., р1 < 0,05, р2 > 0,05) 
с восстановлением стимулированной продукции 
NADPH-оксидаз (%ФПКcт., СЦИcт., р1, 2 > 0,05) 
и резервных возможностей клетки (КМ  – 3,5 
(2,00-7,00), КМ – 0,1 (0,03-0,9), p < 0,05 до лече-
ния; 1,9 (1,5-2,5) в группе условно здоровых де-
тей, р > 0,05).

После проведения стандартной терапии в 
клинической группе сравнения 2 отмечались 
однонаправленные изменения, выявленные при 
анализе показателей фагоцитарной и микроби-
цидной активности клинической группы срав-
нения 1: снижение %ФАН в 1,5 раза (p < 0,05) и 
отсутствие положительной динамики по восста-
новлению переваривающей способности НГ в 
сравнении с показателями до лечения (%П, ИП, 
р1, 2  >  0,05). Активность NADPH-оксидаз в сти-
мулированном NBT-тесте демонстрировала ис-
тощение резервной микробицидной активности 
(КМ – 1,05 (0,84-1,3) против 0,1 (0,03-0,9) до ле-
чения и 1,9 (1,5-2,5) в контрольной группе срав-
нения, p1, 2 < 0,05) (рис. 6).

Рисунок 5. Особенности фагоцитарной (А) и микробицидной активности НГ (Б) у детей с неотграниченным 
местным острым перитонитом на фоне комплексного лечения (процент от контрольной группы сравнения)
Примечание. См. примечание к рисунку 4.
Figure 5. Features of phagocytic (A) and microbicidal activity of NG (B) in children with unrestricted local acute peritonitis against 
the background of complex treatment (percentage of the control comparison group)
Note. As for Figure 4.
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Клинический пример: ребенок М., 8 лет, по-
ступил в хирургическое отделение №  1 ГБУЗ 
ДККБ МЗ КК 28.09.20 г. с диагнозом «острый ап-
пендицит». Перитонит? Общее состояние сред-
ней тяжести. Т  –  38,2  °С. Отмечался выражен-
ный интоксикационный синдром. По данным 
анамнеза имели место критериальные признаки 
иммунодефецита в течение последних 5 лет: ча-
стые ОРВИ до 10 раз в год продолжительностью 
более 14 дней, осложняющиеся присоединением 
бактериальной инфекции нижних дыхательных 
путей, обострения в 1-2 месяца ВПГ1/2 типа ин-
фекции, лабиальной локализации. Имело место 
частое использование антибактериальной тера-
пии – до 6-8 курсов в год. 

Диагноз: гангренозно-перфорированный ап-
пендицит. Разлитой фиброзно-гнойный перито-
нит. Проведена аппендэктомия, ревизия брюш-
ной полости. 

Послеоперационная терапия включала анти-
биотикотерапию энтапенем 1,0 × 1  р.  в/в, ванко
мицин 500 мг 3 раза в день внутривенно  – 16 
дней, инфузионная терапия, имунофан 45 мг/мл 

1 мл в/м ежедневно 5 дней подряд, далее через 
день, на курс 10 инъекций. 

Получена позитивная клинико-иммуноло-
гическая эффективность комплексного после-
операционного лечения: Нормализация тем-
пературной реакции и регрессия симптомов 
интоксикации произошла к 4-му дню. В реани-
мационном отделении ребенок находился 3 су-
ток, дренажи удалены на 3-и сутки. Послеопера-
ционных осложнений не наблюдалось.

Характеристика функционально значимых 
субпопуляций НГ при поступлении пациента: 
уровень CD64-CD16+CD32+CD11b+ – 25,5%, MFI 
CD16 – 51, MFI CD32 – 5,31, MFI CD11b – 15,6. 
CD64+CD16+CD32+CD11b+ – 72,1%, что в 90 раз 
выше показателей условно здорового ребенка, 
MFI CD64 – 5,76, MFI CD16 – 60,8, MFI CD32 – 
4,74, MFI CD11b – 17,5 (рис. 7А, Б.)

Характеристика функционально значи-
мых субпопуляций НГ после лечения: уровень  
CD64-CD16+CD32+CD11b+ – 97,4%, восстановил- 
ся до уровня условно здоровых детей, MFI CD16 – 
90,6 и MFI CD11b  – 25,5, увеличились относи-

Рисунок 6. Особенности фагоцитарной (А) и микробицидной активности НГ (Б) у детей с разлитым острым 
перитонитом на фоне комплексного лечения с включением иммуномодулирующей терапии (процент от 
контрольной группы сравнения)
Примечание. См. примечание к рисунку 4.
Figure 6. Features of phagocytic (A) and microbicidal activity of NG (B) in children with generalized acute peritonitis on the 
background of complex treatment with the inclusion of immunomodulatory therapy (percentage of the control comparison group)
Note. As for Figure 4.
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Контрольная группа сравнения / Comparison control group
Группа с разлитым ОП до лечения / Group with diffuse AP before treatment
Группа исследования 2 / Study group 2
Клиническая группа сравнения 2 / Clinical comparison group 2
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Рисунок 7. Гистограммы, выявленные особенности функционально значимых субпопуляций  
СD64-CD16+CD32+CD11b+ и СD64+CD16+CD32+CD11b+НГ и плотность экспрессии рецепторов (MFI) условно здорового 
ребенка (А), пациента М. до лечения (Б) и после курса таргетной иммуномодулирующей терапии (В)
Figure 7. Histograms, identified features of functionally significant subsets of CD64-CD16+CD32+CD11b+ and 
CD64+CD16+CD32+CD11b+NG and receptor expression density (MFI) of a conditionally healthy child (А), patient M. before treatment 
(B) and after a course of targeted immunomodulatory therapy (C)

А (А)

Б (B)

В (C)

CD64-FITC

(F1)[GRA-NG %] CD64_CD32_KS 16 00036354 004.LMD 
Region	 Number	 %Gated	 X-Mean	 Y-Mean
ALL	 5142	 100.00	 0.626	 78.2
CD16+CD64-	 4876	 94.83	 0.129	 79.2
CD16+CD64+	 40	 0.78	 5.63	 88.6

(F1)[GRA-NG% AND CD16+CD64-] CD64_CD32_KS 16 00036354 004
Region	 Number	 %Gated	 Х-Mean	 Y-Mean
ALL	 4876	 10000	 8.47	 20.2
CD16+CD64-CD32+CD11b+	 4869	 99.85	 8.47	 20.2

(F1)[GRA-NG% AND CD16+CD64+] CD64_CD32_KS 16 00036354
Region	 Number	 %Gated	 X-Mean	 Y-Mean
ALL	 40	 100.00	 12.5	 19.4
CD16+CD64+CD32+CD11b+	 38	 94.64	 12.6	 20.5

(F1)[GRA-NG %] CD64_CD32_NS 96 00035702 004.LMD 
Region	 Number	 %Gated	 X-Mean	 Y-Mean
ALL	 4949	 100.00	 2.48	 57.3
CD16+CD64-	 1264	 25.54	 0.18	 51
CD16+CD64+	 3571	 72.16	 2.76	 60.8

(F1)[GRA-NG% AND CD16+CD64-] CD64_CD32_NS 96 00035702
Region	 Number	 %Gated	 Х-Mean	 Y-Mean
ALL	 1264	 100.00	 5.29	 15.6
CD16+CD64-CD32+CD11b+	 1260	 99.72	 5.31	 15.6

(F1)[GRA-NG% AND CD16+CD64+] CD64_CD32_NS 96 00035702
Region	 Number	 %Gated	 X-Mean	 Y-Mean
ALL	 3571	 100.00	 4.72	 17.5
CD16+CD64+CD32+CD11b+	 3551	 99.44	 4.74	 17.5

(F1)[GRA-NG %] CD64_CD32_NS 106 00036496 004.LMD 
Region	 Number	 %Gated	 X-Mean	 Y-Mean
ALL	 4964	 100.00	 0.667	 89
CD16+CD64-	 4834	 97.38	 0.169	 90.6
CD16+CD64+	 43	 0.87	 5.13	 119

(F1)[GRA-NG% AND CD16+CD64-] CD64_CD32_NS 106 00036496 004
Region	 Number	 %Gated	 Х-Mean	 Y-Mean
ALL	 4834	 100.00	 3.37	 25.5
CD16+CD64-CD32+CD11b+	 4814	 99.59	 3.37	 25.6

(F1)[GRA-NG% AND CD16+CD64+] CD64_CD32_NS 106 00036496
Region	 Number	 %Gated	 X-Mean	 Y-Mean
ALL	 43	 100.00	 4.22	 44.6
CD16+CD64+CD32+CD11b+	 43	 100.00	 4.22	 44.6
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тельно показателей до лечения и условно здоро-
вых детей, MFI CD32 – 3,4, снизился в сравнении 
с показателями условно здоровых детей и показа-
телями до лечения. CD64+CD16+CD32+CD11b+ – 
0,9%, уровень НГ данной субпопуляции снизил-
ся до показателей условно здоровых детей, при 
этом MFI CD64 – 5,13, MFI CD16 – 119 и MFI 
CD11b – 44,6 увеличилась, MFI CD32 – 4,22 не 
менялась (рис. 7).

Таким образом, в результате исследования вы-
явлены позитивные клинико-иммунологические 
эффекты разработанных программ иммуномоду-
лирующей терапии, включенных в комплексное 
лечение детей с различными формами нетипич-
но протекающих ОП. Показано, что включение 
различных программ ГП в комплексное после-
операционное лечение позволило восстановить 
адекватность работы НГ за счет позитивного 
ремоделирования трансформированных функ-
ционально значимых субпопуляций НГ и вос-
становления их функциональной активности, 
что привело к уменьшению длительности лихо-
радочного периода, проявлений интоксикации, 
продолжительности интенсивной терапии, спо-
собствовало предотвращению развития ранних 
послеоперационных осложнений  – нагноения 
швов или сокращения длительности дрениро-
вания брюшной полости. В то же время только 
стандартная терапия не приводила к восстанов-
лению нормального функционирования НГ. 
В  соответствии с полученными данными сохра-
нялась дефектность функционирования НГ, что 
в дальнейшем может приводить к существенному 
снижению противоинфекционной иммунной за-
щиты, прежде всего при гнойных бактериальных 
инфекциях. Выявленные иммуномодулирую-
щие эффекты ГП обуславливают целесообраз-
ность использования разработанных программ 
таргетной иммуномодулирующей терапии, на-
правленной на ремодулирование негативно 
трансформированных функционально значимых 
субпопуляций НГ, восстановление их функцио-
нальной активности, а следовательно, и эффек-
торных функций в комплексном послеопераци-
онном лечении различных форм ОП.

Обсуждение
Активация НГ представляет собой важный 

механизм, посредством которого НГ опосре-
дуют свою противоинфекционную активность 
in vivo в отношении вторгающихся патогенов. 
В реализации эффекторных функций и регуля-
торных влияний функционально значимых суб-
популяций НГ CD64-CD32+CD16+CD11b+НГ, 
СD64+CD32+CD16+CD11b+НГ, большую роль 
играет количество экспрессируемых мембранных 
рецепторов FcγRs и CD11b и их кооперация. 

CD64 (FcγRI) является единственным рецеп-
тором FcγR человека с высокой аффинностью к 
моновалентному IgG. СD64 конститутивно экс-
прессируется на ранних стадиях гранулоцитопо-
эза, а на зрелых и неактивированных НГ он пред-
ставлен на очень низком уровне. В то же время 
СD64 хранится внутри НГ и мобилизуется на по-
верхность при праймировании, в частности под 
влиянием провоспалительных цитокинов IL-6, 
IL-8, G-CSF, IFNγ. Количество НГ, экспрессиру-
ющих CD64 повышается при острых бактериаль-
ных процессах, являясь их маркером. CD64 счи-
тается цитоактивирующим рецептором, при его 
связывании с моновалентным IgG, опсонизиру-
ющим бактерии, индуцируются фагоцитоз, вы-
свобождение медиаторов воспаления, активация 
NADPH-оксидаз и образование АФК, синтез и 
секреция провоспалительных цитокинов, запуск 
АЗКЦ НГ, а также сложного набора активирую-
щих и ингибирующих эффектов [18, 20, 33]. 

CD32 (FcγRIIa) низкоаффинный рецептор 
для IgG на мембранной поверхности НГ в CD32 
опосредует эндоцитоз, стимуляцию секреторной 
активности, цитотоксических механизмов и им-
муномодулирующих функций НГ, в ответ на па-
тогены или цитокины запускает активацию сбор-
ки NADPH-оксидазного комплекса [28]. 

CD16 (FcγRIIIb) – низкоаффинный рецептор 
с низком сродством к IgG, отвечающий за цито-
токсическую функцию НГ. Связывание CD32 и 
CD16, а также соединение CD16 с IgG инициирует 
сигнальные каскады, которые продуцируют раз-
нообразные ответы, включая АЗКЦ, фагоцитоз, 
дегрануляцию, кислородный взрыв и пролифе-
рацию [19]. Высокая экспрессия молекул CD16, 
свидетельствует о повышенной функциональной 
активности НГ. Снижение или отсутствие CD16 
на мембранной поверхности НГ может указывать 
на незрелость НГ и/или на «обратную диффе-
ренцировку» НГ, приводящую к возникновению 
бактериальной инфекции [19]. В то же время по-
казано, что рецептор CD16 способен функцио-
нировать совместно с CD11b/CD18 рецептором 
и усиливать FcγRII-опосредованную интернали-
зацию. 

CD11b (Mac-1, CR3b) – α-субъединица моле-
кулы адгезии β2-интегрина, трансмембранный 
гетеродимерный рецептор для CR3b компонента 
комплемента. CD11b способствует устойчивому 
прикреплению НГ к эндотелию, их трансэндоте-
лиальной миграции в локусы воспаления. Повы-
шение уровня экспрессии молекул CD11b НГ на-
блюдается при различных инфекциях и является 
свидетельством активации НГ [31]. CD11b – сиг-
нальный партнер для FcγRs. Он связан с актино-
вым цитоскелетом НГ и сигнальными белками, 
способен регулировать хемотаксис, миграцию, 
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адгезию, фагоцитоз, респираторный взрыв и де-
грануляцию НГ. Нарушение экспрессии CD11b 
на НГ нарушает регуляторные механизмы ИС. 
Блокирование CD11b приводит к дефекту акти-
вации FcγRs и нарушению фагоцитарной функ-
ции НГ [27]. 

Сравнительный анализ трансформации функ-
ционально значимых субпопуляций НГ при не-
отграниченном местном и разлитом ОП выявил 
существенные различия. Так,  %НГ «стороже-
вой» субпопуляции СD64-CD16+СD32+CD11b+ 
у детей с неотграниченным местным ОП умень-
шился в 1,28 раза (на 19,1%), а при разлитом 
ОП  %НГ снизился более значительно  – в 3,15 
раза (на 63,7%) по сравнению с показателя-
ми условно здоровых детей. Показано, что при 
более тяжелой форме ОП  % субпопуляции  
СD64-CD16+СD32+CD11b+НГ уменьшился бо-
лее существенно по сравнению с более легкой 
формой  – в 2,5 раза. При этом при разлитом 
ОП отмечено значительное снижение плот-
ности экспрессии активационного рецептора 
CD16 по сравнению с условно здоровыми деть-
ми и с детьми с неотграниченным местным ОП, 
соответственно в 1,99 и в 2,37 раза и плотности 
экспрессии рецептора СD32, соответственно, в 
1,67 и 1,99 раза. Полученные данные свидетель-
ствуют о дефиците «сторожевой» субпопуляции  
СD64-CD16+СD32+CD11b+НГ и негативной транс
формации ее фенотипа при различных формах 
ОП у детей, более выраженных при разлитом ОП.

При различных формах ОП у детей статисти-
чески значимо увеличивалось содержание суб-
популяции СD64+CD16+СD32+CD11b+НГ, пози- 
тивной по СD64-рецептору. У условно здоровых 
детей он составляла лишь 0,6 (0,2-0,7)  %. При 
неотграниченном местном ОП уровень этой суб-
популяции достоверно увеличивался в 42 раза 
до 25,2 (20,6-31,0)  %, а при разлитом ОП  – в 
101,2 раза до 60,7 (39,5-81,0)  %. Плотность экс-
прессии СD64-рецептора по MFI на мембране 
СD64-позитивных НГ, достоверно снижена, как 
при местном неотграниченном ОП, так и при 
разлитом перитоните по сравнению с условно 
здоровыми детьми в 2,18 и в 2,10, соответствен-
но. Плотность экспрессии активационного ре-
цептора CD16 по MFI не изменялась при мест-
ном неотграниченном ОП и снижалась более 
чем в 2 раза – при разлитом ОП по сравнению с 
группой условно здоровых детей. Плотность экс-
прессии мембранного СD32 по MFI достоверно 
снижена, как при местном неотграниченном, 
так и при разлитом ОП, соответственно, в 1,7 и 
в 1,99 раза по сравнению с группой сравнения. 
Уровень плотности активационного рецептора 
CD11b значительно, в 2,19 раза, увеличился при 
местном неотграниченном ОП и практически не 

менялся при разлитом ОП по сравнению с услов-
но здоровыми детьми.

С нашей точки зрения, появление в ПК «не- 
зрелой» субпопуляции СD64+CD16+СD32+CD11b+НГ  
является свидетельством присутствия большого ко-
личества еще одной дефектной негативно трансфор-
мированной субпопуляции со сниженным эффек-
торным потенциалом. При этом при более тяжелой 
форме ОП – разлитом ОП наблюдается более зна-
чительное увеличение количества «незрелой» суб-
популяции СD64+CD16+СD32+CD11b+НГ, дефицит  
«сторожевой» субпопуляции СD64-CD16+СD32+CD11b+НГ,  
что ассоциировано с более выраженным нару-
шением экспрессии активационных маркеров 
и значительными нарушениями фагоцитарной, 
киллинговой и микробицидной оксидазной функ- 
циями НГ.

Выбор ГП для проведения таргетной им-
муномодулирующей терапии был связан с не-
сколькими причинами. Во-первых, в настоящее 
время показано, что субстанция, входящая, как 
основное действующее вещество в состав Иму-
нофана, ГП  – это синтетический аналог актив-
ного центра гормона тимуса тимопоэтина. Ранее 
полагали, что тимопэтин способен связываться 
с никотиновыми ацетилхолиновыми рецептора-
ми (NACHR) нейронального типа и оказывать 
физиологические эффекты влияния на клетки 
ИС, в первую очередь на Т-лимфоциты и клет-
ки нейронального типа [32]. Позднее NACHR, 
представляющие собой пентамерные катионные 
каналы, были также обнаружены на трех типах 
лейкоцитарных гранулоцитарных клеток: НГ, 
базофилах и эозинофилах [25]. При воздействии 
на NACHR НГ мышей в условиях эксперимента 
показано модулирование функциональной ак-
тивности НГ [29]. Второй вариант воздействия 
ГП на НГ  – связывание с молекулами ГКГС II 
типа  – HLA-DR. Кроме того, получены убеди-
тельные данные, свидетельствующие о прямом 
связывании пентапептида гормона тимуса ти-
попоэтина  – Тимопентина (ТР5)  – синтетиче-
ского аналога активного центра тимопоэтина, с 
молекулами ГКГС II типа  – HLA-DR. Возмож-
ность такого связывания доказана в экспери-
ментальном исследовании свойств ТР5, когда 
было продемонстрировало прямое связывание 
флуоресцентно меченого TP5 с HLA-DR, а спец-
ифичность связывания подтверждена ингиби-
рованием немеченым TP5. Молекулярный ана-
лиз дополнил это открытие об изменении сайта 
связывания в бороздке HLA-DR с валином (Val), 
который играет роль якоря 1-го типа, необходи-
мого для связывания TP5 с HLA-DR [22]. При 
этом следует подчеркнуть молекулярное сходство 
Гексапептида – Arginyl-alpha-Aspartyl-Lysyl-Valyl-
Tyrosyl-Arginine и Тимопентина  – Arginyl-Lysyl-
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Asptyl-Valyl-Tyrosil, которые имеют в своих моле-
кулах Valyl. Приведенные выше доказательства, 
свидетельствуют о существовании двух путей 
рецепторного связывания ГП и НГ: связывания 
с HLA-DR и с NACH. Во-вторых, при проведе-
нии экспериментальных исследований in  vitro 
нами ранее была показана возможность пере-
программирования под влиянием субстанции 
ГП трансформированного при бактериальных 
процессах фенотипа функционально значимых 
субпопуляций НГ CD64-CD32+CD16+CD11b+НГ, 
СD64+CD32+CD16+CD11b+НГ [26]. Все выше-
изложенное явилось основанием для создания 
программ иммуномодулирующей терапии с при-
менением ГП для детей с различными формами 
ОП.

Применение у детей с неотграниченной мест-
ной формой ОП созданной нами программы 1 
таргетной иммуномодулирующей терапии ГП 
продемонстрировало позитивную иммунологи-
ческую эффективность: восстановилось до уровня 
условно здоровых детей количество НГ «стороже-
вой» субпопуляции СD64-CD16+СD32+CD11b+, 
значительно повысилась плотность экспрессии 
активационного маркера CD16, достоверно пре-
высив уровень такового не только до лечения, но 
и относительно контрольной группы сравнения, 
соответственно, 134 (96,3-145) против 99,8 (85,6-
105,0) до лечения и против 83,7 (79,0-99,3) в груп-
пе условно здоровых детей, наблюдались тенден-
ции к снижению MFI СD32 (p > 0,05), при этом 
уровень MFI CD11b не менялся. 

При разлитом ОП применение программы 
иммунотерапии 2 с использованием ГП проде-
монстрировало полное достоверное восстановле-
ние количества НГ «сторожевой» субпопуляции  
СD64-CD16+СD32+CD11b+, которое увеличи-
лось в 3,24 раза и достигло уровня условно здо-
ровых детей. При этом достоверно восстанови-
лась до уровня контрольной группы сравнения 
плотность экспрессии активационного марке-
ра CD16, уровень которого вырос в 2,04 раза, а 
плотность экспрессии активационного рецепто-
ра CD11b достоверно увеличилась до 25,70 (22,5-
28,40) против 14,5 (11,3-22,3) до лечения и 17,5 
(14,7-21,0) в контрольной группе сравнения.

Применение у детей с неотграниченной 
местной формой ОП созданной нами про-
граммы 1 таргетной иммуномодулирующей те-
рапии ГП продемонстрировало позитивную 
иммунологическую эффективность относи-
тельно «незрелой» дефектной субпопуляции 
СD64+CD16+СD32+CD11b+: ее количество досто-
верно снизилось в 18 раз, практически достиг-
нув уровня условно здоровых детей. Повысилась 
плотность экспрессии активационного маркера 
CD16, достоверно превысив уровень такового 

не только до лечения, но и в контрольной груп-
пе сравнения, соответственно, 147 (124,5-165,5) 
против 99,2 (78,1-124,0) до лечения и против 83,4 
(70,2-99,3) в группе условно здоровых детей. На-
блюдались тенденции к повышению плотности 
экспрессии СD32 (p  >  0,05), при этом уровень 
MFI CD11b, практически не изменился. 

При разлитом ОП применение программы 
иммунотерапии 2 с использованием ГП про-
демонстрировало достоверное уменьшение ко-
личества НГ «незрелой» дефектной субпопу-
ляции СD64+CD16+СD32+CD11b+. Количество 
СD64+CD16+СD32+CD11b+ значительно снизи-
лось в 82,0 раза с 60,7 (39,5-81,0) % до 0,74 (0,48-
1,66)  % и практически достигло уровня условно 
здоровых детей. При этом достоверно восстано-
вилась до уровня контрольной группы сравнения 
плотность экспрессии активационного маркера 
CD16, уровень которого вырос на фоне лечения 
ГП – в 2,98 раза, а MFI активационного рецеп-
тора CD11b достоверно увеличилась до 45,60 
(21,9-47) против 16,0 (12,6-24,3) до лечения и 17,5 
(14,7-21,0) в группе сравнения.

Полученные результаты применения 2 про-
грамм иммуномодулирующей терапии с при-
менением разных по длительности курсов ГП 
при местном неотграниченном и разлитом 
ОП, продемонстрировали позитивную клини-
ческую и иммунологическую эффективность, 
обусловленную таргетным влиянием ГП, вос-
становившим не только количество активной 
зрелой мажорной «сторожевой» субпопуляции  
СD64-CD16+СD32+CD11b+ и плотность экспрес-
сии активационных маркеров CD16 и CD11b, но 
и способствовавшем значительному уменьше-
нию количества незрелой дефектной субпопуля-
ции СD64+CD16+СD32+CD11b+ с параллельным 
восстановлением плотности экспрессии актива-
ционных маркеров CD16 и CD11b. Позитивное 
ремодулирование 2 функционально значимых 
субпопуляций способствовало восстановлению 
противоинфекционной защиты против гноерод-
ных бактерий, о чем свидетельствует восстанов-
ление адекватности функционирования фагоци-
тарной и микробицидной функций.

Не вызывает сомнения, что важную роль в 
реализации эффекторных функций и регуля-
торных влияний функционально значимых суб-
популяций НГ CD64-CD32+CD16+CD11b+НГ, 
СD64+CD32+CD16+CD11b+НГ играет коопера-
ция рецепторов FcγRs и CD11b, разнонаправ-
ленное повышение, нарушение или понижение 
экспрессии которых может активировать или 
нарушать их взаимодействие и в то же время 
усиливать или ослаблять действие друг друга, 
что происходит при развитии различных форм 
ОП у детей. При этом количественный дефи-
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цит и фенотипические нарушения «сторожевой»  
субпопуляции CD64-CD32+CD16+CD11b+НГ 
и гиперпродукция «незрелой» субпопуляции 
СD64+CD32+CD16+CD11b+НГ, позитивной по 
СD64, с дисрегуляцией экспрессии активацион
ных маркеров CD16 и CD11b, обуславливали 
нарушение эффекторных функций НГ и тя-
жесть течения острого перитонита, более вы-
раженные при ОП. Применение различных по 
длительности 2 программ иммуномодулиру-
ющей терапии с включением ГП при разных 
формах ОП позволило восстановить количест- 
во субпопуляций CD64-CD32+CD16+CD11b+НГ, 
СD64+CD32+CD16+CD11b+НГ и их фенотип, 
плотность экспрессии активационных рецепто-
ров CD16 и CD11b в обеих субпопуляциях, оп-
тимизировать фагоцитарную и микробицидную 
оксидазную активность и на этом фоне улучшить 
клиническую эффективность проводимого в по-
слеоперационном периоде лечения.

Заключение
Нетипично протекающие гнойно-воспали-

тельные заболевания получают все большую 
распространенность среди населения, в связи с 
ростом дефектов функционирования ИС, самые 
частые из которых приходятся на дисфункции 
НГ. Выявление вариантов трансформации фе-
нотипов субпопуляций НГ при нетипично про-
текающих ГВЗ, с определением плотности экс-
прессии каждого рецептора, представляет новый 
подход к определению функциональной актив-
ности НГ, позволяющий оценить адекватность 
или дефектность их участия в процессе воспа-
ления. При этом возможности переориентации 
трансформированных фенотипов клетки – новое 

иммунотерапевтическое направление в лечении 
детей с нетипично протекающими ГВЗ.

Разработанные программы таргетной иммуно-
модулирующей терапии для лечения детей с не-
отграниченными местными и разлитыми ОП, не 
отвечающие на традиционную терапию, показа-
ли положительную клинико-иммунологическую 
эффективность. Включение в послеоперацион-
ное лечение детей групп исследования таргетной 
иммуномодулирующей терапии с применением 
Гексапептида привело к реорганизации негатив-
но трансформированного рецепторного аппарата 
функционально значимых субпопуляций НГ и 
восстановлению способности НГ адекватно вы-
полнять свои функции. Компенсация иммуно-
логических нарушений позитивно повлияла на 
клинические проявления различных форм ОП: 
отсутствовали осложнения в послеоперационном 
периоде, отмечалась быстрая нормализация Т и 
регрессия симптомов интоксикации, уменьшил-
ся объем антибактериальной терапии, сократи-
лось количество койко-дней, а, следовательно, и 
снизилась длительность пребывания детей с раз-
личными формами острых ОП в стационаре. 

Мы полагаем, что для достижения более стой-
ких позитивных клинических и иммунологи-
ческих эффектов при различных формах ОП, в 
частности при выраженной негативной транс-
формации фенотипа функционально значимых 
субпопуляций НГ и дефектах их эффекторных 
функций на фоне дисбаланса функциональной 
фагоцитарной и микробицидной активности 
оправдано использование различных программ 
таргетной иммуномодулирующей терапии ГП, 
являющегося активной субстанцией препарата 
Имунофан.
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ОСОБЕННОСТИ «ПОЛЯРИЗАЦИИ» Т-ХЕЛПЕРОВ 
ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ПРИ ОСТРОМ 
И ХРОНИЧЕСКОМ САРКОИДОЗЕ
Кудрявцев И.В.1, 2, Лазарева Н.М.1, Баранова О.П.1, 
Серебрякова М.К.2, Сесь Т.П.1, Илькович М.М.1, Тотолян Арег А.1, 3

1 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия  
2 ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург, Россия  
3 ФБУН «Научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии имени Пастера»,  
Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Саркоидоз является полисистемным иммуноопосредованным заболеванием неизвестной 
этиологии, при котором могут отмечаться поражения различных органов и, прежде всего, легкие. 
Выделяют два клинических варианта дебюта саркоидоза: острое/подострое течения саркоидоза (ОС, 
или синдром Лефгрена) и хроническую форму течения саркоидоза (ХС, или «не Лефгрен-синдром») 
с высоким риском развития фиброза легких. Целью данного исследования было изучение субпопу-
ляционного состава «поляризованных» Т-хелперов центральной и эффекторной памяти у больных с 
острым (n = 19) и хроническим (n = 63) дебютом саркоидоза, контролем служили образцы перифе-
рической крови, полученные от 48 условно здоровых добровольцев. С использованием многоцветной 
проточной цитометрии было показано, что при ХС наблюдается достоверное снижение CD3+CD4+ 
лимфоцитов относительно как больных с ОС, так и группы контроля (38,94% (31,33-44,24) против 
48,96% (43,34-53,54) и 47,63% (43,82-52,73), при р < 0,001 в обоих случаях). При ХС в циркуляции 
снижается как относительное, так и абсолютное содержание «наивных» Т-хелперов, а также СМ и 
ЕМ Т-хелперов при сравнении с контрольными значениями. У больных с ОС отмечено увеличение 
доли и концентрации в периферической крови ЕМ-клеток, способных к миграции в перифериче-
ские воспаленные ткани, при сравнении с ХС. При анализе Т-хелперов популяции TEMRA отмечено 
увеличение как относительного, так и абсолютного содержания клеток данной популяции у боль-
ных с ОС относительно контрольных значений, так и пациентов с ХС. Достоверные различия по со-
держанию Th1- и Th2-клеток были отмечены только у пациентов с ХС (9,64% (7,06-13,65) против 
13,80% (11,24-18,03) в контроле при р < 0,001, а также 11,96% (9,86-14,78) против 10,67% (9,13-12,98) 
в контроле при р = 0,048 соответственно). Достоверных различий по относительному содержанию 
CXCR5-CCR6+Th17 и CXCR5+ фолликулярным Т-хелперам (Tfh) отмечено не было. Для обеих групп 
пациентов с саркоидозом было показано снижение доли «не классических» Th17 и DN Th17 на фоне 
увеличения уровня DP Th17-клеток в рамках общего пула CXCR5-CCR6+ СМ Th, тогда как «класси-
ческие» Th17 у пациентов с хроническим дебютом заболевания повышались. Сходная динамика из-
менения баланса между отдельными субпопуляциями Th17 была отмечена при исследовании CCR6-
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позитивных EM Th, способных покидать циркуляцию и мигрировать на периферию. Таким образом, 
полученные нами результаты подчеркивают важность баланса между различными субпопуляциями 
Th17-клеток при различных течениях саркоидоза, а также указывают на высокую значимость этих 
клеток как перспективных мишеней в терапии саркоидоза. 

Ключевые слова: саркоидоз, Т-хелперы, дифференцировка Т-хелперов, Т-хелперы 17, Th17.1, проточная цитометрия

PERIPHERAL BLOOD T HELPER CELL SUBSETS IN LÖFGREN’S 
AND NON-LÖFGREN’S SYNDROME PATIENTS
Kudryavtsev I.V.a, b,Lazareva N.M.a, Baranova O.P.a, 
Serebriakova M.K.b, Ses’ T.P.a, Ilkovich M.M.a, Totolian Areg A.a, c

a First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation  
b Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation  
c St. Petersburg Pasteur Research Institute of Epidemiology and Microbiology, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Sarcoidosis is a multisystemic granulomatous disorder of unknown cause, characterized by 
formation of immune granulomas in various organs, mainly in lungs. Currently, two main phenotypes of 
pulmonary sarcoidosis are described, i.e., Lofgren’s syndrome (LS) is an acute form with favorable outcome, 
and non-Lofgren’s syndrome (nLS) is a chronic type of disease with a high risk of pulmonary fibrosis. Our 
study was aimed to investigate the balance of main “polarized” CD4+ central and effector memory T cells from 
treatment-naive patients with pulmonary sarcoidosis (LS (n = 19) and nLS (n = 63)) compared to healthy 
volunteers (HC, n = 48). This marker might be used as immunological markers for predicting severity of this 
disorder. Multicolor flow cytometry analysis demonstrated that the patients with nLS showed significantly low 
levels of relative and absolute numbers of CD3+CD4+ lymphocytes if compared to patients with LS and control 
group (38.94% (31.33-44.24) versus 48.96% (43.34-53.54) and 47.63% (43.82-52.73), p < 0.001 in both cases). 
Moreover, patients with nLS had reduced frequencies and absolute numbers of “naive”, CM and EM Th cells 
if compared with healthy controls. Furthermore, the patients with LS showed increased relative and absolute 
numbers of peripheral blood EM Th cells, capable for migration to peripheral inflamed tissues, when compared 
with nLS. Finally, patients with LS had increased frequencies and absolute numbers of effector TEMRA Th cells 
as compared to HC and nLS. Next, significant differences Th1 and Th2 cells frequencies were shown between 
the patients with nLS and HC (9.64% (7.06-13.65) versus 13.80% (11.24-18.03) with p < 0.001, and 11.96% 
(9.86-14.78) versus 10.67% (9.13-12.98) with p = 0.048, respectively). But there were no significant differences 
in the relative numbers of CXCR5-CCR6+Th17 and CXCR5+ follicular T helper cells (Tfh) between the groups. 
Finally, both groups of patients with pulmonary sarcoidosis contained low proportions of “non-classical” Th17 
and DN Th17 cell, but increased levels of DP Th17 cells within total CXCR5-CCR6+ CM Th if compared with 
HC. Nevertheless, patients with nLS had increased frequency of “classical” Th17 in comparison with healthy 
controls. A very similar imbalance between different Th17 cell subsets was observed within total CXCR5-

CCR6+ effector memory Th, that were able to migrate from the bloodstream to the sites of infection, or tissue 
injury. Taken together, the data suggest that the proportions of Th17 cell subsets in pulmonary sarcoidosis can 
be evaluated as a diagnostic and/or prognostic marker in clinical practice and these cells could serve as a new 
therapeutic target. 

Keywords: sarcoidosis, CD4+T cells, Th cell differentiation, Th17 cell subsets, Th17.1, flow cytometry
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Введение
Саркоидоз является полисистемным имму-

ноопосредованным заболеванием неизвестной 
этиологии [1,  41]. При саркоидозе могут отме-
чаться поражения кожи, глаз, центральной нерв-
ной системы, сердца и других органов, однако 
более чем в 90% случаев поражаются легкие [24, 

36]. Диагноз «саркоидоз» устанавливают на ос-
новании комплексного анализа особенностей 
клинического течения заболевания, рентгено-
логических исследований пораженных тканей, 
тогда как гистологическая верификация диагно-
за производится при обнаружении эпителиоид-
но-клеточных неказеифицирующихся гранулем 
в биоптатах пораженных тканей [1,  33]. Причем 
в настоящее время различают два основных кли-
нических варианта дебюта саркоидоза. Вариант 
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острого/подострого течения саркоидоза  – син-
дром Лефгрена  – проявляется внутригрудной 
лимфаденопатией, узловатой эритемой, сустав-
ным синдромом и лихорадкой. Острое же нача-
ло саркоидоза характеризуется более благопри-
ятным прогнозом. По данным разных авторов, 
частота спонтанной ремиссии при синдроме 
Лефгрена отмечается в 30-85% случаев в первые 
два года от начала заболевания. При остром/по-
достром течении саркоидоза описан также более 
редко встречающийся в клинической практике 
синдром Хеерфордта–Вальденстрема, характе
ризующийся развитием лихорадки, увеита и па-
ротита. Наиболее распространенной в клини-
ческой практике является хроническая форма 
течения саркоидоза, или, как ее еще называют, 
«не Лефгрен-синдром». При таком течении сар-
коидоза прогноз менее благоприятный, что свя-
зано с высоким риском развития фиброза лег-
ких [1, 33].

Иммунологические аспекты патогенеза сар
коидоза в последние годы исследуются весьма 
интенсивно. Результаты этих исследований ука-
зывают, что различные субпопуляции Т-хелпе
ров, регулирующие функциональную активность 
основных эффекторных клеток врожденного и 
приобретенного иммунитета, играют ведущую 
роль в развитие данного патологического состо-
яния [7, 17, 41]. В течение длительного времени 
сохранялась Th1-парадигма иммунопатогенеза 
саркоидоза и других гранулематозных заболева-
ний, связанных с активацией IFNγ макрофагов, 
развитием воспаления и деструктивных процес-
сов в тканях за счет освобождаемых макрофага-
ми провоспалительных цитокинов, протеолити-
ческих ферментов и активных форм кислорода. 
Так, при саркоидозе активированные макрофа-
ги и дендритные клетки секретируют цитокины 
IL- 12 и IL-18, способствующие дифференциров-
ке «наивных» Th0 в Th1 [39]. Поляризованные 
Th1 в свою очередь усиливают иммунный ответ 
и секретируют ряд цитокинов, включая IFNγ и 
IL- 2, что связано с активацией транскрипци-
онного фактора T-bet и экспрессией на поверх-
ности Th1 хемокинового рецептора CXCR3 [36]. 
Причем именно с активностью Th1 связывали 
интенсивность процесса гранулемообразования, 
характер клинического течения саркоидоза и его 
исход. 

С открытием Т-хелперов 17 (Th17) парадигма 
иммунопатогенеза саркоидоза несколько изме-
нилась. Так, в настоящее время многочисленные 
исследования свидетельствуют о важной роли не 
только Th1, но и Th17 в развитие данного забо-
левания [30, 45]. Более того, регулярно появля-
ются новые данные о высокой «гетерогенности» 
и «пластичности» уже отдельных субпопуляций 

Th17 у больных саркоидозом при различных ти-
пах клинического течения [14,  15]. Основными 
клетками-эффекторами при саркоидозе являют-
ся субпопуляции Т-лимфоцитов: Т-хелперы 1-го 
типа (Th1), 17-го типа (Th17), клетки, ответствен-
ные за одновременную продукцию интерферона 
гамма (IFNγ) и интерлейкина-17А (IL-17А) – «не 
классические» Th17, Th1/Th17 или Th17.1. Ряд 
авторов отмечают также нарушения в субпопуля-
ционном составе [11, 19], фенотипических харак-
теристиках [21] и функциональной активности 
регуляторных Т-лимфоцитов (Treg), что может 
сопровождаться снижением эффективности в 
регуляции реакций врожденного и приобретен-
ного иммунитета в целом, а также приводить к 
хронической форме течения саркоидоза и раз-
витию фиброзу [8]. Более того, существенные на-
рушения отмечаются и в регуляции специфиче-
ского гуморального иммунитета, что выражается 
не только в изменении состава циркулирующих 
в крови В-лимфоцитов [4, 27], но изменениями 
в функциональной активности фолликулярных 
Т-хелперов, которые контролируют все процессы 
дифференцировки и активации В-лимфоцитов в 
пределах лимфоидной ткани [20, 26].

Вместе с тем следует отметить, что Th1/Th17-
парадигма патогенеза саркоидоза еще оконча-
тельно не сложилась. Многие данные, получен-
ные на клиническом материале, в том числе при 
исследованиях, выполненных в периферической 
крови и ЖБАЛ при разных типах течения сарко-
идоза, нередко бывают противоречивыми. Ряд 
авторов указывают, что у пациентов с активным 
саркоидозом повышены уровни основного ци-
токина, продуцируемого Th17  – IL-17А, прак-
тически во всех исследуемых компартментах – в 
легочной ткани, в лимфатических узлах, в жид-
кости бронхоальвеолярного лаважа (ЖБАЛ), а 
также и в периферической крови [14, 43]. Число 
клеток, продуцирующих одновременно несколь-
ко цитокинов – IL-17А/IFNγ, IL-17А/IL-4 – так-
же достоверно повышено ЖБАЛ и в перифери-
ческой крови больных саркоидозом [43]. При 
остром течении саркоидоза в ЖБАЛ больных от-
мечаются более низкие уровни IFNγ (секретируе-
мого в основном Th1), по сравнению с величиной 
этого показателя у больных с хроническим тече-
нием. При этом уровни цитокинов, продуцируе-
мых Th17 (IL-17А, IL-22 и IL-2), напротив, суще-
ственно превышали значения при хроническом 
течении саркоидоза [36]. 

Комплексное исследование экспрессии по-
верхностных маркеров Т-лимфоцитов  – Т-хел
перов при остром и хроническом дебюте забо-
левания, выполненное до начала назначения 
больным иммуносупрессивной терапии в насто-
ящем исследовании, несомненно, может спо-
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собствовать более полному пониманию имму-
ноопосредованных механизмов патогенеза при 
разных вариантах течения саркоидоза. Целью 
данной работы было изучение особенностей суб-
популяционного состава Th различного уров-
ня дифференцировки на основании экспрессии 
ключевых хемокиновых рецепторов в перифери-
ческой крови больных с острым и хроническим 
дебютом впервые выявленного саркоидоза.

Материалы и методы
Объектом исследования служила венозная 

кровь больных с хроническим (n = 63) или острым 
(n = 19) дебютом саркоидоза в возрасте 20-65 лет, 
не получавших иммуносупрессивную терапию, в 
том числе системные кортикостероиды, и плаз-
маферез. Все больные саркоидозом проходили 
обследование на базе клиники НИИ интерсти-
циальных и орфанных заболеваний легких при 
ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский госу-
дарственный медицинский университет им. акад. 
И.П. Павлова» Минздрава России. Диагноз сар-
коидоз для больных с хроническим дебютом 
был подтвержден с помощью гистологического 
исследования у 100% больных. Диагноз острый 
саркоидоз (синдром Лефргена) был поставлен 
в соответствии с характерными клиническими 
симптомами. В качестве контроля использовали 
образцы периферической крови 48 практически 
здоровых лиц, сопоставимых по полу и возрасту 
с обследованными больными саркоидозом. Все 
исследования были проведены с информиро-
ванного согласия испытуемых и в соответствии с 
Хельсинкской декларацией Всемирной ассоциа-
ции «Этические принципы проведения научных 
медицинских исследований с участием человека» 
с поправками 2000 г. и «Правилами клинической 
практики в Российской Федерации», утвержден-
ными Приказом Минздрава РФ от 19.06.2003 г. 
№ 266.

Образцы венозной крови получали собирали в 
вакуумные пробирки с содержанием K3ЭДТА. Все 
исследования проводились в день взятия крови. 
Подготовку образцов периферической крови и 
настройку проточного цитофлуориметра прово-
дили в соответствии с рекомендациями, изложен-
ными Зурочкой и соавторами [2]. Для выявления 
Т-хелперов периферической крови использовали 
антитела против CD3 (клон UCHT1) и CD4 (клон 
13B8.2), Т-хелперы выявляли как CD3+CD4+ 
лимфоциты. С целью выявления отдельных по-
пуляций Th, находящихся на различных стадиях 
дифференцировки применяли антитела против 
поверхностных CD45RA (клон 2H4LDH11LDB9 
(2H4)) и CD62L (клон DREG56). «Наивные» Th 
с фенотипом CD45RA+CD62L+ для дальнейших 
исследований не использовали в силу отсут-

ствия экспрессии интересующих хемокиновых 
рецепторов на их поверхности [3]. «Терминаль-
но-дифференцированные» CD45RA-позитивные 
эффекторные Т-хелперы (TEMRA) с фенотипом 
CD45RA+CD62L- также исключались из дальней-
шего анализа ввиду практически полного отсут-
ствия данной популяции клеток в перифериче-
ской крови условно здоровых доноров. В рамках 
проведенного исследования основное внимание 
было уделено Th памяти, которые на основании 
экспрессии CD62L и CD45RA подразделялись на 
Т-хелперы центральной (СМ Th) и эффекторной 
(ЕМ Th) памяти с фенотипами CD45RA-CD62L+ 
и CD45RA-CD62L- соответственно. На указан-
ных выше субпопуляциях Th, находившихся на 
разных стадиях дифференцировки, при помощи 
моноклональных антител анализировали уровень 
экспрессии следующих хемокиновых рецепто-
ров: CCR4 (CD194, клон L291H4), CCR6 (CD196, 
клон G034E3), CXCR3 (CD183, клон G025H7) и 
CXCR5 (CD185, клон J252D4). В работе исполь-
зовали антитела против CD3, CD4, CD45RA и 
CD62L, конъюгированные с APC-AlexaFluor750, 
Pacific Blue, FITC и РЕ соответственно (Beckman 
Coulter, США), а антитела против CCR4, CCR6, 
CXCR3 и CXCR5 были конъюгированы с Brilliant 
Violet 510™, PE/Cy7, АРС и PerCP/Cy5.5 соответ-
ственно (Biolegend, США). Удаление эритроци-
тов из образцов проводили с использованием ли-
зирующего раствора VersaLyse (Beckman Coulter, 
США), к 975 мкл которого ex tempera добавляли 
25 мкл фиксирующего раствора IOTest 3 Fixative 
Solution (Beckman Coulter, США). После разру-
шения эритроцитов образцы однократно отмы-
вали избытком физиологического раствора при 
330  g в течение 7 минут, после чего надосадок 
удаляли, а клеточный осадок ресуспендировали 
в физиологическом растворе с рН 7,2-7,4, содер-
жащем 2% параформальдегида (Sigma-Aldrich, 
США). Анализ образцов проводили на проточ-
ном цитофлуориметре Navios™ (Beckman Coulter, 
США), оснащенном тремя диодными лазерами 
405, 488 и 638 нм. Обработку цитофлуориметри-
ческих данных проводили при помощи программ 
Navios Software v.  1.2 и Kaluza™ v.  2.0 (Beckman 
Coulter, США). Анализ коэкпрессии хемокино-
вых рецепторов CCR4, CCR6, CXCR3 и CXCR5 
проводили с применением тактики «гейтирова-
ния», основанной на иерархических дендрограм-
мах для СМ и ЕМ клеток памяти, описанной де-
тально ранее [3, 16]. 

Статистическую обработку проводили при по
мощи программного обеспечения Statistica  8.0 
(StatSoft, США) и GraphPad Prism 4.00 for Windows 
(GraphPad Prism Software Inc., США). Нормаль-
ность распределения проверяли по критерию 
согласия Пирсона хи-квадрат. Результаты выра-
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жали в виде % позитивных клеток от искомой по-
пуляции и приводили в виде медианы и интерк-
вартильного размаха (Me (Q0,25-Q0,75)). Сравнение 
уровней экспрессии основных хемокиновых ре-
цепторов Т-хелперами различных стадий диффе-
ренцировки проводили при помощи U-критерия 
Манна–Уитни.

Результаты
В ходе проведенного исследования было по-

казано, что относительное содержание Т-лим

фоцитов было достоверно снижено в группе 
больных с хроническим дебютом саркоидоза при 
сравнении с группой пациентов с острым де-
бютом саркоидоза и группой контроля (69,54% 
(61,15-74,36) против 75,37% (72,33-78,02) и 78,49% 
(73,81-80,77) при р  =  0,003 и р  <  0,001 соответ-
ственно). Абсолютное содержание CD3+ лимфо-
цитов между больными с острым и хроническим 
дебютом заболевания достоверно не различалось 
(р  =  0,557) и составляло 982 кл/мкл (712-1259) 
и 946 кл/мкл (689-1139) соответственно, что 

ТАБЛИЦА 1. ОТНОСИТЕЛЬНОЕ И АБСОЛЮТНОЕ СОДЕРЖАНИЕ ПОПУЛЯЦИЙ Т-ХЕЛПЕРОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ 
КРОВИ, РАЗЛИЧАЮЩИХСЯ ПО ЭКСПРЕССИИ CD45RA И CD62L, У БОЛЬНЫХ С ХРОНИЧЕСКИМ И ОСТРЫМ ДЕБЮТОМ 
САРКОИДОЗА (Me (Q0,25-Q0,75)), РЕЗУЛЬТАТЫ ПРЕДСТАВЛЕНЫ В ВИДЕ ОТНОСИТЕЛЬНОГО (% ОТ ОБЩЕГО ЧИСЛА 
ЛИМФОЦИТОВ) И АБСОЛЮТНОГО (#, КОЛ-ВО КЛЕТОК В 1 мкл ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ) ЧИСЛА ЛИМФОЦИТОВ
TABLE 1. RELATIVE (% WITH TOTAL LYMPHOCYTES SUBSET, %) AND ABSOLUTE (NUMBER OF CELLS IN 1 μL 
OF PERIPHERAL BLOOD, #) OF Th SUBSETS USING CD45RA-vs.-CD62L CLASSIFICATION IN PATIENTS WITH CHRONIC  
(NON-LOFGREN’S SYNDROMES, nLS, n = 63) AND ACUTE (LOFGREN’S SYNDROMES, LS, n = 19) SARCOIDOSIS VERSUS 
HEALTHY CONTROL (HC, n = 48). THE QUANTITATIVE DATA ARE REPRESENTED AS MEDIAN AND QUARTILE RANGES, 
Me (Q0.25-Q0.75) 

Популяция Тh
Th subset

Хронический
nLS

Острый
LS

Контроль
HC p

«Наивные» Тh 
(CD45RA+CD62L+)
“Naïve” Th
(CD45RA+CD62L+)

% 11,90
(7,12-17,32)

13,18
(10,41-16,15)

14,56
(12,44-18,51)

р1-2 = 0,222
р1-3 = 0,006
р2-3 = 0,204

# 159
(77-235)

177
(113-225)

217
(188-325)

р1-2 = 0,342
р1-3 < 0,001
р2-3 = 0,005

Тh центральной памяти 
(CD45RA-CD62L+)
Central memory Th
(CD45RA-CD62L+)

% 14,79
(12,52-18,23)

16,31
(12,90-21,01)

19,20
(16,74-22,98)

р1-2 = 0,121
р1-3 < 0,001
р2-3 = 0,066

# 208
(143-288)

204
(157-323)

333
(267-469)

р1-2 = 0,571
р1-3 < 0,001
р2-3 = 0,001

Тh эффекторной 
памяти (CD45RA-

CD62L-)
Effector memory Th
(CD45RA-CD62L-)

% 8,13
(6,06-10,45)

12,31
(10,28-15,64)

10,62
(9,00-13,07)

р1-2 < 0,001
р1-3 < 0,001
р2-3 = 0,130

# 117
(75-171)

157
(115-238)

178
(139-231)

р1-2 = 0,025
р1-3 < 0,001
р2-3 = 0,279

TEMRA Тh 
(CD45RA-CD62L+)

% 0,53
(0,11-1,36)

1,71
(0,33-6,52)

0,29
(0,12-0,95)

р1-2 = 0,004
р1-3 = 0,312
р2-3 < 0,001

# 7
(2-22)

25
(5-83)

5
(2-15)

р1-2 = 0,012
р1-3 = 0,816
р2-3 = 0,006

Примечание. р1-2 – различия между группами пациентов с острым и хроническим дебютом саркоидоза достоверны; 
р1-3 – различия достоверны между группами пациентов с хроническим дебютом саркоидоза и контролем; р2-3 – 
различия достоверны между группами пациентов с острым дебютом саркоидоза и контролем. Различия достоверны 
согласно U-критерию Манна–Уитни.

Note. p1-2, the differences between LS and nLS groups; p1-3, the differences between nLS and healthy control groups; p2-3, the 
differences between LS and healthy control groups. Differences between the groups calculated by nonparametric Mann–Whitney U 
test are shown.
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ТАБЛИЦА 2. ОТНОСИТЕЛЬНОЕ СОДЕРЖАНИЕ ОСНОВНЫХ СУБПОПУЛЯЦИЙ «ПОЛЯРИЗОВАННЫХ» Т-ХЕЛПЕРОВ 
ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ В РАМКАХ ОБЩЕГО ПУЛА Т-ХЕЛПЕРОВ ЦЕНТРАЛЬНОЙ ПАМЯТИ ПРИ САРКОИДОЗЕ,  
Me (Q0,25-Q0,75) 

TABLE 2. RELATIVE NUMBER OF MAIN “POLARIZED” Th SUBSETS IN PERIPHERAL BLOOD FROM PATIENTS WITH CHRONIC 
(NON-LOFGREN’S SYNDROMES, nLS, n = 63) AND ACUTE (LOFGREN’S SYNDROMES, LS, n = 19) SARCOIDOSIS VERSUS 
HEALTHY CONTROL (HC, n = 48). THE QUANTITATIVE DATA ARE REPRESENTED AS MEDIAN AND QUARTILE RANGES,  
Me (Q0.25-Q0.75)  

Популяция Тh
Th subsets

Хронический
nLS

Острый
LS

Контроль
HC p

Th1 9,64%
(7,06-13,65)

11,25%
(8,31-15,25)

13,80%
(11,24-18,03)

р1-2 = 0,229
р1-3 < 0,001
р2-3 = 0,053

Th2 11,96%
(9,86-14,78)

13,39%
(9,52-16,85)

10,67%
(9,13-12,98)

р1-2 = 0,895
р1-3 = 0,048
р2-3 = 0,164

Th17 39,50%
(32,66-45,88)

38,53%
(33,09-41,37)

37,24%
(33,46-43,25)

р1-2 = 0,672
р1-3 = 0,278
р2-3 = 0,829

Tfh 18,23%
(15,53-23,42)

19,36%
(15,52-23,01)

18,16%
(16,50-21,63)

р1-2 = 0,934
р1-3 = 0,854
р2-3 = 0,776

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for table 1.

было достоверно (р = 0,001 и р < 0,001 соответ-
ственно) ниже значений контрольной группы – 
1270 кл/ мкл (1090-1580). Более того, при хрони-
ческом дебюте саркоидоза нами было отмечено 
достоверное снижение CD3+CD4+ лимфоцитов 
относительно как больных с острым дебютом, 
так и группы контроля (38,94% (31,33-44,24) про-
тив 48,96% (43,34-53,54) и 47,63% (43,82-52,73) 
соответственно, при р  <  0,001 в обоих случаях). 
Концентрация Т-хелперов в периферической 
крови была снижена при сравнении с контролем 
в обеих группах больных (775 кл/мкл (671-1053) 
против 607 кл/мкл (490-743) в случае острого и 
505  кл/мкл (372-704) в случае хронического де-
бютов при р = 0,003 и р < 0,001 соответственно), 
тогда как сами пациенты саркоидозом между 
группами не различались (р = 0,074). 

Следующим этапом проведенного нами ис-
следования был анализ уровня дифференциров-
ки Т-хелперов периферической крови у больных 
саркоидозом, результаты которого приведены в 
таблице 1. Показано, что при хроническом де-
бюте саркоидоза в циркуляции снижается как от-
носительное, так и абсолютное содержание «наи-
вных» Т-хелперов, а также СМ и ЕМ Т-хелперов 
при сравнении с контрольными значениями. Тог-
да как для острого дебюта было характерно сни-
женное содержание только «наивных» и СМ кле-
ток. Следует также подчеркнуть и тот факт, что у 
больных с острым дебютом заболевания отмече-

но увеличение доли и концентрации в перифери-
ческой крови ЕМ клеток, способных к миграции 
в периферические воспаленные ткани, при срав-
нении с пациентами, у которых наблюдалась хро-
ническая форма саркоидоза (12,31% (10,28-15,64) 
против 8,13% (6,06-10,45) при р < 0,001, а также 
157 кл/мкл (115-238) против 117 кл/мкл (75-171) 
при р  =  0,025 соответственно). Более того, при 
анализе Т-хелперов популяции TEMRA отмече-
но увеличение как относительного, так и абсо-
лютного содержания клеток данной популяции 
у больных с острым дебютом относительно кон-
трольных значений (p < 0,001 и р = 0,006 соответ-
ственно), так и пациентов с хроническим дебю-
том (р = 0,004 и р = 0,012 соответственно). 

В ходе дальнейших исследований особое вни-
мание было уделено Т-хелперам популяций СМ, 
способным к миграции во вторичные лимфо-
идные органы, и ЕМ, которые могут покидать 
кровеносное русло и мигрировать в очаги вос-
паления в периферических тканях. При анализе 
субпопуляционного состава СМ Th у больных 
саркоидозом нами была отмечена тенденция к 
снижению доли Th1 и увеличение процентно-
го содержания Th2 (табл. 2). Однако достовер-
ные различия по содержанию Th1 и Th2 клеток 
были отмечены только у пациентов с хрониче-
ским дебютом (9,64% (7,06-13,65) против 13,80% 
(11,24-18,03) в контроле при р  <  0,001, а также 
11,96% (9,86-14,78) против 10,67% (9,13-12,98) в 
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Рисунок 1. Распределение Th17 по основным субпопуляциям клеток в пределах общего пула CCR6+Th центральной 
памяти (CM) с фенотипом CD45RA-CD62L+

Примечание. Здесь и на рисунке 2: белые круги – больные с хронической формой саркоидоза (n = 63); черные круги – больные 
с острой формой саркоидоза (n = 19); квадраты – группа условно здоровых доноров (n = 48). Результаты представлены 
в виде медианы и интерквартильного размаха (Me (Q0,25-Q0,75)). Различия между сравниваемыми группами указаны согласно 
непараметрическому критерию Манна–Уитни. Основные субпопуляции Th17-клеток обладают следующими фенотипами: 
«классические» Th17 – CCR6+CCR4+CXCR3-, «дважды-позитивные» DP Th17 – CCR6+CCR4+CXCR3+, «не классические» 
или Th17.1 – CCR6+CCR4-CXCR3+, а также «дважды-негативные» DN Th17 – CCR6+CCR4-CXCR3-.
Figure 1. Relative numbers of main Th17 subsets within total CCR6+ central memory Th cells (CD3+CD4+CD45RA-CD62L+, CM)
Note. Hereinafter, symbols in Figure 1 and 2 denote the following groups: white circles, patients with chronic sarcoidosis (non-Lofgren’s 
Syndromes, n = 48); black circles, patients with acute sarcoidosis (Lofgren’s Syndromes, n = 19); white squares, healthy control group (n = 48). 
The data are presented as median with interquartile range (Me (Q0.25-Q0.75)). Differences between the groups calculated by nonparametric Mann–
Whitney U test are shown. Among CCR6+T cells, four subsets expressing different patterns of CCR4 and CXCR3 were identified: “classical” Th17 
(CCR6+CCR4+CXCR3-), “double positive” DP Th17 (CCR6+CCR4+CXCR3+), “non classical” Th17.1 (CCR6+CCR4-CXCR3+) and “double negative” 
Th17 (CCR6+CCR4-CXCR3-). 

контроле при р = 0,048 соответственно). Досто-
верных различий по относительному содержа-
нию CXCR5-CCR6+Th17 и CXCR5+ фолликуляр-
ным Т-хелперам (Tfh) отмечено не было. Более 
того, при анализе ключевых субпопуляций «по-
ляризованных» Th в пределах общего пула ЕМ 
Т-хелперов нами отмечено не было.

Среди CCR6+СМ и EM Th нами были выде-
лены четыре основные субпопуляции Th17, кото-
рые различались как по паттернам экспрессии хе-
мокиновых рецепторов CXCR3 и CCR4, так и по 
спектру функциональных активностей [34, 44]. В 
настоящее время выделяют «классические» Th17 
с фенотипом CCR4+CXCR3-, CCR4+CXCR3+ Th17 
обозначаемые как «дважды-позитивные» или DP 
Th17, затем «не классические» CCR4-CXCR3+ или 

Th17.1 и, наконец, «дважды-негативные» CCR4-

CXCR3- или DN Th17 лимфоциты. На рисунке 1 
приведены результаты сравнения относительно-
го содержания указанных выше популяций СМ 
Th17 у пациентов с хроническим и острым де-
бютами саркоидоза, а также условно здоровых 
доноров. У пациентов с хроническим дебютом 
саркодоза в рамках общего пула CCR6+СМ Th от-
мечено снижение «не классических» Th17 и DN 
Th17 относительно значений группы контроля 
(22,15% (16,98-26,11) против 30,65% (24,14-34,93) 
при р  <  0,001 и 5,76% (3,76-7,05) против 7,73% 
(5,66-10,03) при  <  0,001 соответственно). Тог-
да как уровень CCR4-экспрессирующих типов 
популяций этих клеток  – «классических» и DP 
Th17 – у пациентов, входивших в группу хрони-
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Рисунок 2. Распределение Th17 по основным субпопуляциям клеток в пределах общего пула CCR6+Th 
эффекторной памяти (EM) с фенотипом CD45RA-CD62L-

Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 2. Relative numbers of main Th17 subsets within total CCR6+ effector memory Th cells (CD3+CD4+CD45RA-CD62L-, EM)
Note. As for Figure 1.

ческого саркоидоза, был достоверно выше кон-
трольных показателей (40,39% (32,41-46,88) про-
тив 36,28% (30,05-40,96) при р = 0,015 и 30,29% 
(26,57-37,43) против 26,40% (22,93-30,60) при 
р  <  0,001 соответственно). Для острого дебю-
та саркоидоза было характерно увеличение при 
сравнении с условно здоровыми добровольца-
ми доли DP Th17 (p < 0,001) на фоне снижения 
уровней DP и «не классических» Th17 (р = 0,005 
и р = 0,033 соответственно). 

Сходная динамика изменения баланса между 
отдельными субпопуляциями Th17 была отмече-
на при исследовании CCR6-позитвных EM Th, 
способных покидать циркуляцию и мигриро-
вать на периферию (рис. 2). Так, для пациентов 
с хроническим и острым дебютами саркоидоза 
наблюдалось увеличение доли DP Th17 c 23,72% 
(19,24-36,90) до 31,83% (24,05-41,00) и 36,12% 
(27,24-48,01)) соответственно (в обоих случаях 
р < 0,001), а также снижения «не классических» 
Th17 c 45,89% (41,96-51,87) до 34,86% (28,52-
43,77) и 41,57% (31,55-46,86) соответственно (при 
р < 0,001 и р = 0,015 соответственно). При остром 

дебюте заболевания имело место снижение DN 
Th17 относительно контроля (р  =  0,004), тогда 
как уровень «классических» Th17 был достовер-
но ниже не только при сравнении с контрольны-
ми показателями (18,54% (13,08-27,16) против 
24,71% (20,11-30,43), р  =  0,004), но и значений, 
полученных для пациентов с хроническим сар-
коидозом (18,54% (13,08-27,16) против 26,67% 
(18,16-33,33), р = 0,026). 

Обсуждение
В настоящем исследовании были сопостав-

лены показатели у больных с разными форма-
ми саркоидоза до назначения им терапии и по-
казано, что среди циркулирующих лимфоцитов 
уровень CD3+Т-клеток и CD3+CD4+Т-хелперов 
существенно снижен у больных хронической 
формой саркоидоза по сравнению с острой фор-
мой и группой контроля. Снижение уровня CD3+ 
и CD3+CD4+ клеток в периферической крови 
было отмечено при сравнении больных саркои-
дозом и условно здоровых добровольцев [43]. Ве-
роятно, это может быть связано с более интенсив-
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ным процессом перераспределения лимфоцитов 
из периферической крови в легочную ткань при 
хроническом течении саркоидоза относительно 
острого. Полученные данные указывают на более 
глубокую степень анергии периферического от-
вета общей популяции Т-лимфоцитов-хелперов 
при хронической форме заболевания с менее 
благоприятным течением и прогнозом.

Более того, при хроническом дебюте сар-
коидоза нами показано достоверное сниже-
ние относительного и абсолютного содержания 
Т-хелперов, находящихся на различных стадиях 
созревания за исключением клеток популяции 
TEMRA (табл.  1). Большинство исследований 
указывают на тот факт, что при саркоидозе на-
блюдается снижение пула «наивных» Т-хелперов 
за счет прироста более высоко дифференциро-
ванных субпопуляций Th [11, 40], хотя эти дан-
ные подтверждаются не всеми работами [43]. 
При остром дебюте саркоидоза изменения в суб-
популяционном составе Th не носят столь выра-
женный характер, хотя нами было отмечено сни-
жение концентрации «наивных» клеток и клеток 
центральной памяти. Следует отметить, что в по-
пуляции «наивных» Th большинство клеток об-
ладает уникальными Т-клеточными рецептора-
ми, способными к распознаванию широчайшего 
спектра новых антигенов [32], тогда как их умень-
шение в циркуляции может сопровождаться 
снижением эффективности иммунных реакций 
при первичном контакте с патогенами. С другой 
стороны, существенное ускорение ответа на уже 
«знакомые» клеткам памяти антигены реализует-
ся благодаря высокой степени дифференцировки 
клеток памяти (вследствие осуществленного ра-
нее распознавания ими антигена и способности к 
быстрой активации и пролиферации) при суще-
ственно более низком пороге антигенной нагруз-
ки по сравнению с «наивными» и эффекторными 
Т-лимфоцитами [32]. Таким образом, наблюдае-
мые при саркоидозе нарушения могут сопрово-
ждаться анергией Т-клеточного ответа в целом. 
С другой стороны, благоприятное течение сарко-
идоза – острый дебют заболевания – было тесно 
связано с увеличением в периферической крови 
Th-эффекторной памяти и TEMRA, уровни ко-
торых превосходили значения, полученные для 
хронического дебюта, а в случае TEMRA – еще и 
значений контроля. Прирост в циркуляции этих 
клеток может указывать на интенсивные процес-
сы выселения созревших в лимфоидной ткани 
Th, обладающих выраженными эффекторными 
свойствами, на периферию, и, по-видимому, тес-
но связан с завершением иммунного ответа на 
антигены, вызвавшие активацию всей системы 
защитных реакций организма. Таким образом, 
острое начало заболевания, обусловленное кли-

нико-генетическими особенностями ответа орга-
низма на антигенную нагрузку, а, возможно, еще 
и ответом на несколько иной спектр антигенов, 
протекает с реализацией несколько различаю-
щимися характеристиками иммунного ответа (по 
сравнению с хроническим течением). 

Настоящее исследование посвящено ана-
лизу различных популяций и субпопуляций 
Т-лимфоцитов на основании экспрессии ими 
рецепторов к хемокинам с целью выяснения 
ряда ключевых механизмов иммунопатогенеза 
саркоидоза. Анализ экспрессии хемокиновых 
рецепторов и содержание их лигандов в биоло-
гических жидкостях и тканях позволяет сделать 
достаточно достоверные выводы о процессах 
перераспределения клеток в процессе развития 
заболевания и внести существенный вклад в по-
нимание механизмов иммунопатогенеза. Так, 
проведенный анализ субпопуляционного соста-
ва «поляризованных» Т-хелперов показал, что 
при неблагоприятном хроническом дебюте сар-
коидоза имеет место изменение баланса между 
Th1- и Th2-клетками в пределах CM Th (табл. 2). 
Следует отметить, что длительное время патоге-
нез саркоидоза было связано с гиперактивацией 
Th1-клеток [29], несколько позднее в литературе 
стали обосновывать ключевую роль в развитии 
данного патологического состояния нарушением 
соотношения Th1 и Th17 в очагах формирования 
гранулем [14]. В настоящее время принято также 
обращать внимание на потенциальное участие 
Th2 в гранулемообразовании [42]. Данное пред-
положение подтверждается не только результа-
тами собственных исследований, но и клини-
ческими наблюдениями, которые указывают на 
прирост уровня CCR4+CD4+ клеток в перифери-
ческой крови больных саркоидозом, равно как и 
на увеличение концентрации хемокина лиганда 
для этого хемокиного рецептора CCL17 как в 
сыворотке крови больных [23], так и локально в 
очаге формирования гранулемы [31]. Более того, 
в классических экспериментальных работах на 
in  vivo моделях фиброза легких была показана 
ключевая роль лигандов CCR4 (в первую очередь, 
CCL17, но и CCL22) в фиброзировании тканей, 
когда блокада эффектов CCL17 у мышей приво-
дила к уменьшению очага поражения [6]. Избы-
точная активация Th2 у пациентов с саркоидозом 
также подтверждается данными об увеличении в 
мононуклеарной фракции клеток крови уровня 
экспрессии мРНК IL-13  – одного из ключевых 
цитокинов Th2 [18]. Более того, в экспериментах 
на лабораторных животных [24] и при анализе 
образцов тканей, полученных от больных сарко-
идозом [38], было показано, что гиперпродукция 
цитокинов Th2 сопровождается активацией и 
дифференцировкой тканевых макрофагов в сто-
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рону М2, что способствует развитию и поддержа-
нию очагов хронического воспаления в тканях, 
формированию гранулем и очагов фиброза. 

Помимо баланса между Th1 и Th2 в иссле-
дованиях, посвященных патогенезу саркоидо-
за, особое внимание уделяется роли Th17 и их 
отдельных субпопуляций. Данные о динамике 
Th17 в периферической крови весьма противо-
речивы, так как встречаются работы, указываю-
щие на увеличение уровня CCR6+ эффекторных 
Т-хелперов (CD45RA-CD45R0+) у больных по 
сравнению с группой контроля [35], так и сви-
детельствующие о том, что, например, уровень 
IL- 17A-продуцирующих клеток в перифериче-
ской крови больных был существенно ниже зна-
чений контроля [43]. Собственные результаты 
указывают на отсутствие достоверных различий 
по уровню CCR6-экспрессирующих СМ и ЕМ 
Th-клеток не только между группами с больных 
с острым или хроническим дебютом саркоидоза, 
но и с группой сравнения. Вместе с тем большин-
ством исследователей отмечается увеличение в 
сыворотке крови больных уровня таких цитоки-
нов и хемокинов, как IL-6, IL-17, IL-22, IFNγ 
и CCL20, синтезируемых Th17 [11]. При этом в 
жидкости бронхоальвеолярного лаважа (ЖБАЛ) 
и также в гранулематозной ткани показано не 
только увеличение уровня этих цитокинов, но 
еще и клеток, участвующих в их продукции [28]. 
Более того, в лимфатических узлах, прилежащих 
к легким, уровень всех CCR6+Th, включая «клас-
сические» и, в первую очередь, Th17.1-клетки, 
был существенно повышен по сравнению с кон-
тролем [9]. Однако, помимо указанных субпопу-
ляций Th17, в лимфатических узлах больных от-
мечалось увеличение доли DP Th17. Увеличение 
именно этой субпопуляции Th17-клеток было 
показано нами при анализе СМ и ЕМ Th пери-
ферической крови в рамках проведенного иссле-
дования (рис. 1 и 2). Следует отметить, что среди 
всех субпопуляций Th17 именно DP Th17 отли-
чаются повышенной способностью мигрировать 
в периферические ткани различной локализации 
благодаря высокому уровню экспрессии адгези-
онных молекул и хемокиновых рецепторов, от-
ветственные за проникновение в воспаленные 
ткани кишечника (β7-интегрин и CXCR3), дер-
му кожи (CCR2 и CCR4) и слизистые оболочки 
мочеполовой системы (β1-интегрин) [44]. Вместе 
с тем в условиях in vitro в ответ на стимуляцию 
DP Th17 практически не отвечали секрецией 
IL- 17F, IL-22 и CCL20, а уровни продукции IFNγ, 
IL- 17A, TNFa и IL-13 были самыми низкими при 
сравнении с остальными типами Th17-клеток. 
Однако под действием цитокинов IL-1β, IL-6 и 
IL-23, необходимых для «поляризации» в сторо-

ну Th17, или IL-12, ответственного за дифферен-
цировку Th0 в сторону Th1, большинство клеток 
популяции DP Th17, по крайней мере, в условиях 
in vitro приобретало фенотип и свойства «не клас-
сических» Th17 [44]. 

Как уже нами было отмечено выше, имен-
но «не классические» Th17- или Th17.1-клетки, 
по-видимому, являются основными продукта-
ми IFNγ при формировании гранулем [17, 30]. 
В  ходе собственных исследований нами было 
отмечено снижение относительного содержания 
CXCR3+CCR6+Th17.1-клеток в периферической 
крови больных обеих групп при сравнении с кон-
тролем (рис. 1, 2). Следует отметить, что у боль-
ных саркоидозом в ЖБАЛ многими исследовате-
лями отмечалось увеличение уровней лигандов 
для хемокиновых рецепторов CXCR3 (например, 
CXCL10 [5]) и CCR6 (CCL20 [13]), представлен-
ных на поверхности Th17.1. Можно предпола-
гать, что данная популяция клеток может более 
эффективно, по сравнению с остальными типами 
Th17, мигрировать по градиенту этих хемокинов 
и селективно накапливаться в очаге воспаления. 
Хотя до настоящего времени эти предположе-
ния основываются лишь на косвенных данных, 
связанных с преимущественным обнаружением 
в очагах гранулемообразования и ЖБАЛ клеток 
именно Th17.1-фенотипа [9, 35].

Детальный анализ субпопуляционного состава 
Th17 позволил обнаружить, что больные с острым 
и хроническим дебютами саркоидоза различают-
ся по уровню «классических» CCR4+CXCR3-Th17 
в рамках общего пула Th эффекторной памяти 
(рис. 2). «Классические» Th17 могут быть пред-
ставлены двумя основными фенотипами клеток, 
несущими на своей поверхностной мембране 
только CCR6 или же коэкспрессирующие CCR6 
и CCR4 [37]. Эти клетки способны к синтезу 
большого количества IL- 17A в ответ на стиму-
ляцию, тогда как продукция остальных цитоки-
нов, в первую очередь IL-22 и GM-CSF, у них 
менее выражена. Отдельного внимания заслу-
живает популяция клеток с фенотипом CXCR5-

CXCR3-CCR6+CCR4+, в рамках которой, помимо 
«классических» Th17, присутствуют еще и Th22. 
Основными лигандами для CCR4 являются хе-
мокины CCL17 или TARC (от англ. thymus and 
activation-regulated chemokine) и CCL22 или MDC 
(от англ. macrophage-derived chemokine), уров-
ни которых были повышены в периферической 
крови больных саркоидозом  [23]. Для Th22 ха-
рактерна не только экспрессия CCR6 и CCR4 на 
поверхностной мембране, но и наличие CCR10, 
отвечающего за направленную миграцию клеток 
в дерму кожи [12]. Th22 продуцируют такие ци-
токины, как IL-22, IL-26 и IL-13, причем именно 
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IL-22 является наиболее важным с точки зрения 
реализации функций этих клеток в очаге воспа-
ления [22]. С использованием нескольких неза-
висимых in vivo моделей фиброза легких у экс-
периментальных животных было показано, что 
нейтрализация IL-22 сопровождалась увеличе-
нием инфильтрации ткани легкого нейтрофила-
ми периферической крови и увеличением очага 
поражения [10], а также вызывала усиление от-
ложения коллагена в тканях воспаленного легко-
го [40]. Полученные нами результаты, указываю-
щие на снижение в крови Th22, ответственных за 
продукцию IL-22, у пациентов с благоприятным 
прогнозом течения саркоидоза, также косвенно 
указывают на важность этого цитокина и клеток, 
способных к его синтезу и секреции, в процессах 
гранулемообразования.

Вместе с тем следует подчеркнуть, что ос-
новные данные о функциях и «пластичности» 
Th17, Th17.1 и Th22 получены в условиях in vitro 
при создании различного цитокинового микро-
окружения, влияющего на дифференцировку 
лимфоцитов. При анализе механизмов развития 

саркоидоза и формирования гранулем остаются 
неразрешенными некоторые ключевые вопро-
сы, к числу которых относятся: каким образом 
феномен пластичности Th17 коррелирует с типа-
ми течения саркоидоза и его прогнозом; каковы 
закономерности превращения одних популяций 
клеток в популяции с совершенно иными свой-
ствами; какова роль разных субпопуляций в оча-
ге воспаления и в чем заключается их влияние на 
клиническое течение заболевания; и, наконец, 
какие новые точки приложения могут быть на-
мечены для планирования успешной таргетной 
терапии. Для более полной характеристики па-
тологических процессов и ролей разных суб-
популяций Т-лимфоцитов в иммунопатогенезе 
саркоидоза необходимы дальнейшие клинико-
иммунологические сопоставления данных, полу-
ченных в динамике при сравнительном анализе 
исследуемых параметров в периферической кро-
ви, ЖБАЛ и материалах биопсии легочной ткани, 
что позволит выполнить интегральную оценку 
процессов, протекающих на уровне всего орга-
низма. 
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ОЦЕНКА КОЛИЧЕСТВА СУБПОПУЛЯЦИЙ CD4+ КЛЕТОК 
С ЭКСПРЕССИЕЙ ЭКТОНУКЛЕОТИДАЗ CD39 И CD73 
У ДЕТЕЙ С ПСОРИАЗОМ
Купцова Д.Г.1, Радыгина Т.В.1, Петричук С.В.1, Мурашкин Н.Н.1, 2, 3, 
Хотко А.А.2, Иванов Р.А.1
1 ФГАУ «Национальный медицинский исследовательский центр здоровья детей» Министерства 
здравоохранения РФ, Москва, Россия  
2 ФГБУ ДПО «Центральная государственная медицинская академия» Управления делами Президента РФ, 
Москва, Россия  
3 ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» 
Министерства здравоохранения РФ (Сеченовский университет), Москва, Россия

Резюме. Пуринергическая передача сигналов модулирует системные и местные воспалительные ре-
акции при иммуноопосредованных и аутоиммунных заболеваниях, включая псориаз. Внеклеточный 
АТФ является важной частью пуринергической регуляции, уровень которого регулируется каталити-
ческими эффектами эктонуклеотидаз CD39 и CD73. Целью исследования была оценка количества 
регуляторных Т-клеток (Tregs), активированных Т-хелперов (Thact), Т-хелперов 17-го типа (Th17), 
экспрессирующих эктонуклеотидазы CD39 и CD73, у детей с вульгарным псориазом в зависимости 
от возраста, длительности заболевания и тяжести патологического процесса. Обследовано 114 детей 
с вульгарным псориазом (70 девочек и 44 мальчиков) и 41 здоровый ребенок в качестве группы срав-
нения (25 девочек и 16 мальчиков). Возраст детей с псориазом составил – 12,5 (10,1-15,8) года, для 
группы сравнения – 12,4 (7,4-16,1) года. Тяжесть псориаза оценивали по индексам PASI и BSA. Оцен-
ку количества клеток с экспрессией CD39 и CD73 на Tregs, Thact и Th17 выполняли методом проточ-
ной цитофлуориметрии. Наибольшее количество клеток с экспрессией CD39 выявлено в популяции 
Tregs, а с экспрессией CD73 – в Thact, как у детей с псориазом, так и в группе сравнения. У детей 
с псориазом содержание CD39+Th17 было ниже, а CD39+CD73+Thact и CD39+CD73+Th17 выше от-
носительно группы сравнения (p < 0,05). Получено достоверное снижение CD73+Tregs, CD39+Thact, 
CD39+Th17, CD39+CD73+Thact и CD39+CD73+Th17 с возрастом у здоровых детей (p < 0,05). У пациен-
тов с псориазом CD73+Th17 увеличивалось с возрастом. Выявлено снижение CD73+Th17 и увеличение 
CD39+CD73+Tregs при возрастании индексов PASI и BSA. При увеличении PASI ( > 10) выделялись 
пациенты как с высоким содержанием CD39+Tregs, так и с низким, при этом количество CD39+Tregs 
в 48% случаев было ниже, в 35% было выше и только в 17% соответствовало значениям показателя 
здоровых детей. Учитывая роль эктонуклеотидаз CD39 и CD73 в формировании иммунного ответа 
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при иммуноопосредованных заболеваниях, мониторинг количества Tregs, Thact и Th17-клеток с экс-
прессией CD39 и CD73 у детей с псориазом может быть использован для контроля хронического вос-
паления.

Ключевые слова: дети, вульгарный псориаз, Т-хелперы, эктонуклеотидазы, CD39, CD73

ASSESSMENT OF CD4+ CELLS SUBPOPULATIONS WITH 
THE EXPRESSING CD39 AND CD73 ECTONUCLEOTIDASES 
IN ЦCHILDREN WITH PSORIASIS
Kuptsova D.G.a, Radigina T.V.a, Petrichuk S.V.a, Murashkin N.N.a, b, c, 
Khotko A.A.b, Ivanov R.A.a 
a National Medical Research Center for Children’s Health, Moscow, Russian Federation  
b Central State Medical Academy, Department of Presidential Affairs, Moscow, Russian Federation  
c I. Sechenov First Moscow State Medical University, Moscow, Russian Federation

Abstract. Purinergic signaling modulates systemic and local inflammatory responses in immune-mediated 
and autoimmune diseases, including psoriasis. Extracellular ATP is an important factor of purinergic regulation, 
and its levels are regulated by catalytic effects of CD39 and CD73 ectonucleotidases. The aim of the present 
study was to estimate the number of regulatory T cells (Tregs), activated T-helper cells (Thact), T-helper 
type 17 (Th17) expressing CD39 and CD73 ectonucleotidases in children with psoriasis vulgaris, depending 
on age, disease duration and severity of the pathological process. We have examined a total of 114 children 
with psoriasis vulgaris (70 girls and 44 boys) and 41 healthy children serving as a comparison group (25 girls 
and 16 boys). The age of children with psoriasis was 12.5 (10.1-15.8) years, and 12.4 (7.4-16.1) years for the 
comparison group. The severity of psoriasis was assessed by the PASI and BSA indices. The number of cells 
with CD39 and CD73 expression on Tregs, Thact and Th17 was estimated by flow cytofluorimetry. The highest 
number of CD39-expressing cells was found in the Tregs and CD73-expressing cells in Thact, both in children 
with psoriasis and in the comparison group. The number of CD39+Th17 was lower in children with psoriasis, 
but CD39+CD73+Thact and CD39+CD73+Th17 were higher than in comparison group (p < 0.05). There was 
a decreased number of CD73+Tregs, CD39+Thact, CD39+Th17, CD39+CD73+Thact and CD39+CD73+Th17 
with age in healthy children (p < 0.05). In patients with psoriasis, the number of CD73+Th17 increased with 
age. A decrease in CD73+Th17, and an increase in CD39+CD73+Tregs with higher PASI and BSA indices were 
detected. An increased PASI (> 10) showed patients with both high and low CD39+Tregs, with CD39+Tregs 
being reduced in 48% of cases, increased in 35% and normal values in only 17% of cases. Monitoring the 
numbers of Tregs, Thact and Th17 cells expressing CD39 and CD73 in children with psoriasis may be used to 
evaluate chronic inflammation, given the role of CD39 and CD73 ectonucleotidases in shaping the immune 
response in immune-mediated diseases,

Keywords: children, psoriasis vulgaris, T helper, ectonucleotidases, CD39, CD73

Введение 
Псориаз – хроническое рецидивирующее им

муноопосредованное воспалительное заболева-
ние кожи [3,  35]. В настоящее время увеличивает-
ся распространенность данной патологии среди 
детей и подростков во всем мире [4, 26]. Псори-
аз, характеризующийся утолщением эпидермиса 
из-за повышенной пролиферации кератиноци-
тов, может проявляться в виде различных фено-
типов  [24]. Наиболее распространенной формой  

является псориаз обыкновенный или вульгар-
ный, составляющий до 90% случаев заболева-
ния [16]. 

В последнее время патогенетическая модель 
псориаза была пересмотрена в соответствии с бо-
лее широким и глубоким пониманием иммунных 
механизмов, ведущих к образованию характер-
ных клинических проявлений заболевания [23]. 
Выделяют две общепризнанные фазы патогенеза 
псориаза: инициация/запуск заболевания и под-
держание патологического воспаления [9, 13]. На 
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сегодняшний день большое внимание уделяет-
ся изучению молекулярных механизмов запуска 
псориаза [23, 32]. 

В патогенезе ранней стадии псориаза Ferrari D.  
и соавт. описали роль внеклеточного АТФ (eАТФ), 
который высвобождается в результате поврежде-
ния клеток кожи [12]. Внеклеточный АТФ являет-
ся сильным провоспалительным сигналом и важ-
ной частью пуринергической регуляции [19,  38]. 
eАТФ включает активацию пуринергических ре-
цепторов в клетке и/или в близлежащих клетках, 
тем самым регулируя клеточные функции  [27]. 
Антагонистом eАТФ является внеклеточный 
аденозин, обладающий иммуносупрессивными 
свойствами [6]. Уровень eАТФ регулируется ка-
талитическими эффектами эктонуклеозидтри-
фосфатдифосфогидролазы-1 (CD39) и экто-5’-
нуклеотидазы (CD73), которые ответственны 
за превращение eАТФ в аденозин  [25]. После 
выхода во внеклеточное пространство еАТФ ги-
дролизуется до аденозиндифосфата и аденозин-
монофосфата (АМФ) с помощью CD39, тогда 
как CD73 отвечает за превращение АМФ в аде-
нозин [6,  25]. Показано, что ферменты CD39 и 
CD73 экспрессируются на плазматической мем-
бране многих иммунных клеток [19, 31]. За счет 
продукции аденозина, эктонуклеотидазы CD39 
и CD73 считаются ответственными за создание 
иммуносупрессивной среды [5]. Наиболее изуче-
на экспрессия этих ферментов в популяции регу-
ляторных Т-клеток (Tregs) [7, 29]. 

Показано, что пуринергическая передача 
сигналов модулирует системные и местные вос-
палительные реакции при иммуноопосредован-
ных и аутоиммунных заболеваниях [1,  15,  33]. 
Изменение экспрессии эктонуклеотидаз CD39 и 
CD73 может регулировать продукцию аденозина 
и приводить к активации функций Т-хелперов 
17-го типа (Th17) и активированных Т-хелперов 
(Thact) при хроническом воспалении [21,  34]. 
Показано снижение экспрессии CD39 на Tregs 
при обострении аутоиммунных заболеваний, та-
ких как ревматоидный артрит, рассеянный скле-
роз, воспалительные заболевания кишечника и 
др. [10,  14,  33]. Ранее проведенные исследова-
ния по изучению пуринергической регуляции у 
взрослых пациентов с псориазом выявили сни-
жение экспрессии CD73 в популяции Tregs по 
сравнению со здоровыми людьми [18, 37]. Одна-
ко исследования пуринергической регуляции в 
поддержании хронического воспаления при псо-
риазе у детей не проводились. 

Целью нашего исследования была оценка ко-
личества популяций Tregs, Thact, Th17, экспрес-
сирующих эктонуклеотидазы CD39 и CD73, у 
детей с вульгарным псориазом в зависимости от 

возраста, длительности заболевания и тяжести 
патологического процесса. 

Материалы и методы 
В исследование включены 114 пациентов с 

вульгарным псориазом, в группу сравнения вош-
ли здоровые дети (n  =  41). Возраст детей с псо-
риазом составил  – Me 12,54 (10,1-15,8) лет, для 
группы сравнения  – Me 12,4 (7,4-16,1). Крите-
риями включения в исследование были: возраст 
обследованных детей – 4-18 лет, установленный 
диагноз «вульгарный псориаз». Критериями ис-
ключения являлись иные формы псориаза у де-
тей, возраст участников старше 18 лет, невоз-
можность получения образца крови. Всем детям 
проводили оценку тяжести псориаза по индексам 
PASI (Psoriasis Area and Severity Index) и BSA (Body 
Surface Area, %). В стадии регресса заболевания 
псориазом (PASI ≤ 10) находилось 36 пациентов, 
а в прогрессирующей стадии (PASI  >  10)  – 78 
детей. Пациенты с псориазом проходили обсле-
дование и лечение в отделении дерматологии с 
группой лазерной хирургии ФГАУ «НМИЦ здо-
ровья детей» Минздрава России в период с мар-
та 2020 по август 2021 года. Проведенное иссле-
дование соответствовало этическим принципам 
Хельсинкской декларацией (WMA Declaration of 
Helsinki  – Ethical Principles for Medical Research 
Involving Human Subjects, 2013) и было одобре-
но локальным этическим комитетом (протокол 
№ 2 от 14.02.2020). Для участников исследования 
было получено информированное согласие роди-
телей. 

Всем детям было проведено иммунофеноти-
пирование лимфоцитов периферической крови с 
определением популяций CD4+ клеток, экспрес-
сирующих эктонуклеотидазы CD39 и CD73. Для 
проведения исследований использовали пери-
ферическую кровь, взятую натощак в пробирки 
с антикоагулянтом ЭДТА. Пробоподготовка об-
разцов включала в себя инкубирование в течении 
20 минут в темном месте 100 мкл цельной крови 
с 10 мкл моноклональных антител, меченных 
флуорохромами. Для лизирования эритроцитов  
был использован лизирующий раствор BD 
FACS™ Lysing Solution (BD Biosciences, США), 
длительность инкубации с которым в темноте 
при комнатной температуре не превышала 10-12 
минут. Запись полученных образцов проводили 
на проточном цитофлуориметре Novocyte (ACEA 
Biosciences, США). 

Панель моноклональных антител для оцен-
ки относительного количества клеточных по-
пуляций и экспрессии маркеров CD39 и CD73 
включала антитела, конъюгированные с флуо-
рохромами: CD3  – PerCP (Sony Biotechnology, 
США); CD4  – FITC (Beckman Coulter, США); 
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CD127 – PE (Beckman Coulter, США); CD161 – 
PE (Beckman Coulter, США); CD25  – PE-Cy7 
(Beckman Coulter, США); CD39  – APC (Sony 
Biotechnology, США); CD73  – APC-Cy7 (Sony 
Biotechnology, США). Методом пошагового гей-
тирования проводили выделение следующих 
популяции клеток: CD4+CD25highCD127low  – 
Tregs, CD4+CD25lowCD127high – Thact, CD3+CD4+ 

CD161+ – Th17, с последующей оценкой количе-
ства клеток, экспрессирующих CD39 и CD73. 

Статистический анализ полученных данных 
проводили с помощью программы Statistica 10.0 
(StatSoft, США). Описательная статистика ко-
личества клеток с экспрессией эктонуклеотидаз 
представлена в виде медианы (нижний – верхний 
квартили)  – Me (Q0,25-Q0,75). Уровень статистиче-
ской значимости различий между независимыми 
группами оценивали непараметрическим крите-
рием Манна-Уитни, для оценки зависимых групп 
применяли критерий Вилкоксона. Для выявления 
корреляционных зависимостей использовали мно-
жественный пошаговый корреляционный анализ с 
исключением. Статистически значимыми считали 
различия при р < 0,05. Частотные гистограммы по-

строены в программе Excel, распределения срав-
нивались между собой по критерию χ2. 

Результаты
Проведенный анализ показал, что для детей 

с псориазом характерно достоверное увеличе-
ние относительного количества Th17 и Thact по 
сравнению со здоровыми детьми, по содержа-
нию Tregs группы не отличались (табл. 1). Оцен-
ка относительного количества клеток, экспрес-
сирующих эктонуклеотидазы CD39 и CD73, в 
исследуемых популяциях выявила достоверное 
снижение CD39+Th17 (р  =  0,006) у детей с псо-
риазом, при этом относительное количество 
CD39+CD73+Thact (р = 0,011) и CD39+CD73+Th17 
(р  =  0,000) было выше чем в группе сравнения 
(табл. 1).

Оценка содержания клеток с экспрессией эк-
тонуклеотидазы CD39 в изученных популяциях 
показала, что наибольшее количество клеток с 
экспрессией CD39 характерно для популяции 
Tregs. Количество CD39+Tregs достоверно пре-
вышало CD39+Thact (р  =  0,000) и CD39+Th17 
(р = 0,000), при этом количество CD39+Th17 было 

ТАБЛИЦА 1. КОЛИЧЕСТВО СУБПОПУЛЯЦИЙ CD4+ КЛЕТОК С ЭКСПРЕССИЕЙ CD39 И CD73 У ДЕТЕЙ С ПСОРИАЗОМ  
И В ГРУППЕ СРАВНЕНИЯ, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. NUMBER OF CD4+ CELLS SUBSETS EXPRESSING CD39 AND CD73 IN CHILDREN WITH PSORIASIS AND  
IN THE COMPARISON GROUP, Me (Q0.25-Q0.75) 

Показатели
Parameters

Пациенты с псориазом
Patients with psoriasis

(n = 114)

Здоровые дети
Healthy children

(n = 41)
p

Tregs, % CD4 6,9 (6,1-8,4) 7,3 (6,4-9,6) 0,194

CD39+Tregs, % 32,8 (19,6-42,2) 35,2 (29,1-39,4) 0,112

CD73+Tregs, % 7,5 (5,7-11,3) 8,9 (7,3-11,1) 0,429

Thact, % CD4 19,1 (14,2-24,2) 18,8 (10,6-20,0) 0,011

CD39+Thact, % 6,1 (2,8-8,9) 4,6 (4,2-6,2) 0,741

CD73+Thact, % 18,2 (14,0-23,2) 17,6 (11,9-21,5) 0,157

Th17, % CD4 20,0 (15,6-24,8) 12,8 (10,9-19,5) 0,000

CD39+Th17, % 8,3 (3,3-11,8) 9,6 (8,6-12,1) 0,006

CD73+Th17, % 10,9 (8,2-16,3) 10,2 (7,3-14,4) 0,056

CD39+CD73+Tregs, % 3,6 (2,1-6,2) 4,0 (2,5-7,1) 0,340

CD39+CD73+Thact, % 1,3 (0,8-1,9) 0,7 (0,6-1,3) 0,011

CD39+CD73+Th17, % 1,4 (0,4-2,4) 0,8 (0,7-1,3) 0,000

Примечание. р – достоверность различий между группами, критерий Манна–Уитни. 
Note. р, significance of differences between groups, Mann–Whitney U test.
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достоверно выше, чем CD39+Thact (р  =  0,000), 
как у здоровых детей, так и у пациентов с псори-
азом (рис. 1А). 

Сравнение количества популяций Tregs, 
Thact, Th17 с экспрессией CD73 выявило до-
стоверно более высокое количество CD73+Thact 
(р  =  0,000) в обеих группах (рис. 1Б). У детей с 
псориазом относительное количество CD73+Th17 
было достоверное выше CD73+Tregs (р = 0,000), в 
то время как в группе здоровых детей не отлича-
лось (р = 0,197; рис. 1Б).

Анализ количества клеток с коэкспрессией 
CD39 и CD73 показал более высокие значения в 
популяции Tregs по сравнению с Thact (р = 0,000) 
и Th17 (р = 0,000), как у здоровых детей, так и у 
пациентов с псориазом. Относительное количе-
ство CD39+CD73+Thact и CD39+CD73+Th17 не 

отличались в обеих группах. 
На следующем этапе был проведен анализ ко-

личества клеток с экспрессией эктонуклеотидаз 
CD39 и CD73 в зависимости от возраста детей 
и длительности заболевания псориазом. Группы 
обследованных детей были сопоставимы по воз-
расту (р = 0,295). Для детей с псориазом медиана 
возраста составила 12,5 (10,1-15,8), для группы 
сравнения – Me 12,4 (7,4-16,1). 

Корреляционный анализ показал достовер-
ное увеличение относительного количества 
Thact и Th17 с возрастом как у детей с псориазом 
(р  =  0,000), так и у здоровых детей (р  =  0,006). 
У здоровых детей получено достоверное уве-

личение CD73+Th17 и снижение CD73+Tregs, 
CD39+Thact, CD39+Th17, CD39+CD73+Thact и 
CD39+CD73+Th17 с возрастом (p  <  0,05). Для 
детей с псориазом показано только увеличение 
относительного количества CD73+Th17 с возрас-
том (р = 0,000). Зависимости количества клеток 
с экспрессией CD39 и CD73 в популяциях Tregs, 
Thact и Th17 от длительности заболевания псори-
азом у детей не выявлено.

Оценку тяжести заболевания псориазом у де-
тей проводили по индексам PASI и BSA, которые 
изменялись: PASI  – от 0 до 70 (Me 13,3 (5-22)), 
BSA – от 0 до 100% (Me 20 (4-40)). В стадии ре-
гресса заболевания псориазом (PASI ≤ 10) нахо-
дилось 36 пациентов, а в прогрессирующей ста-
дии (PASI > 10) – 78 детей. 

Множественный корреляционный анализ 
зависимости тяжести псориаза от содержания 
клеток с экспрессией CD39 и CD73 показал 
увеличение индекса PASI при снижении ко-
личества CD73+Th17 и увеличении количества 
CD39+CD73+Tregs (рис.  2А, табл.  2). Увеличе-
ние BSA наблюдается при снижении количества 
клеток CD73+Th17 и увеличении количества 
CD39+CD73+Tregs (рис. 2Б, табл. 2).

Учитывая большой интерес к изучению эк-
тонуклеотидазы CD39 в популяции Tregs при 
аутоиммунных заболеваниях, мы детально про-
анализировали количество CD39+Tregs у детей с 
псориазом в зависимости от индекса PASI. Ста-
тистически значимых различий по количеству 

Рисунок 1. Относительное количество Tregs, Thact, Th17 с экспрессией CD39 (А) и CD73 (Б) у детей с псориазом  
и в группе сравнения
Примечание. Группа 1 – здоровые дети, группа 2 – дети с псориазом. 
Figure 1. Relative numbers of Tregs, Thact, Th17 expressing CD39 (A) and CD73 (B) in children with psoriasis and in 
the comparison group. 
Note. Group 1, healthy children; group 2, children with psoriasis.
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Рисунок 2. Зависимости предсказанных и наблюдаемых значений для PASI (А) и BSA (Б) в зависимости 
от количества клеток с экспрессией CD39 и CD73 у детей с псориазом
Примечание. Rмн – множественный коэффициент корреляции R.
Figure 2. Dependencies of predicted and observed values for PASI (A) and BSA (B) as a function of the number of cells expressing 
CD39 and CD73 in children with psoriasis
Note. Rmul, coefficient of multiple correlation R. 

А (А) Б (B)

ТАБЛИЦА 2. УРАВНЕНИЯ МНОЖЕСТВЕННОЙ РЕГРЕССИИ ДЛЯ PASI И BSA В ЗАВИСИМОСТИ ОТ КОЛИЧЕСТВА 
КЛЕТОК С ЭКСПРЕССИЕЙ CD39 И CD73 У ДЕТЕЙ С ПСОРИАЗОМ

TABLE 2. MULTIPLE REGRESSION EQUATIONS FOR PASI AND BSA AS A FUNCTION OF THE NUMBER OF CELLS 
EXPRESSING CD39 AND CD73 IN CHILDREN WITH PSORIASIS

Уравнение множественной регрессии
Multiple regression equation

Зависимая переменная: PASI
Dependent variable: PASI

Переменная
Variable

Коэффициент 
регрессии
Regression 
coefficient

Ошибка 
коэффициента

Error of coefficient

t-критерий
t test р

Свободный член
Free term 23,06 3,9 5,87 0,000

CD73+Th17 -0,67 0,3 -2,19 0,03

CD39+CD73+Tregs 0,87 0,4 2,42 0,017

Зависимая переменная: BSA
Dependent variable: BSA

Свободный член
Free term 35,9 6,55 5,48 0,000

CD73+Th17 -1,33 0,5 -2,65 0,009

CD39+CD73+Tregs 1,34 0,58 2,28 0,025

Примечание. Для построения уравнений регрессии использовали метод множественный пошаговой регрессией 
с исключениями. р – достоверность отличия коэффициентов регрессии от 0. 
Note. Regression equations were constructed using the stepwise multiple regression method with exceptions. р, reliability 
of difference of regression coefficients from 0. 
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CD39+Tregs у детей с псориазом в стадии про-
гресса заболевания (Ме 33,2 (14,3-46,2)) и регрес-
са заболевания (Ме 28,6 (24,8-36,5)) не выявлено 
(р = 0,507). При этом отмечался большой разброс 
показателя в обеих группах. В стадии регресса за-
болевания относительное количество CD39+Tregs 
в 44% случаев было ниже, в 14% было выше и в 
42% случаев соответствовало значениям квар-
тильного интервала у здоровых детей (29,1-39,4). 
У пациентов с псориазом в стадии прогресса за-
болевания относительное количество CD39+Tregs 
в 48% случаев было ниже, в 35% было выше и 
только в 17% случаев соответствовало значениям 
показателя здоровых детей. 

Проведенный частотный анализ показал, что 
в стадии регресса заболевания распределение па-
циентов по CD39+Tregs не отличается от здоровых 
детей (критерий χ2; p > 0,01) и достоверно отли-
чается от стадии прогресса заболевания (p < 0,01; 
рис. 3). Распределение пациентов по CD39+Tregs 
в стадии прогресса заболевания псориазом пред-
ставляет собой кривую с несколькими пиками, 
четко выделяются пациенты с низким и высоким 
процентом CD39+Tregs (рис. 3). 

Обсуждение
Эктонуклеотидазы CD39 и CD73 играют 

фундаментальную роль в поддержании концен-
трации еАТФ, тем самым контролируя биохи-
мический состав воспалительной среды [5, 38]. 
В проведенном исследовании был применен про-
токол определения количества клеток с экспрес-
сией эктонуклеотидаз CD39 и CD73 в популяци-
ях Tregs, Thact, Th17 клеток у детей с псориазом 
и в группе сравнения. Результаты исследования 
показали, что количество клеток с экспрессией 
CD39 и CD73 определяется популяцией клеток, 
что согласуется с данными полученные у взрос-
лых пациентов [2,  5]. Содержание CD39+Tregs 
достоверно превышало количество клеток с экс-
прессией CD39 в популяциях Thact и Th17, при 
этом количество CD39+Th17 было выше, чем 
CD39+Thact и в группе сравнения и у детей с псо-
риазом. Оценка количества клеток с экспрессией 
CD73 выявила наибольшее содержание в попу-
ляции Thact в обеих группах. Анализ количества 
клеток с коэкспрессией CD39 и CD73 выявил бо-
лее высокие значения в популяции Tregs.

Выявлено, что у детей с псориазом относи-
тельное содержание Th17 клеток и Thact выше по 
сравнению со здоровыми детьми, а по количеству 
Tregs группы не отличались, что ранее также было 
показано у взрослых пациентов с псориазом [30]. 

Особый интерес представляет популяция 
Th17 клеток с экспрессией CD39 (supTh17), об-
ладающая регуляторными и иммуносупрессив-
ными свойствами [20,  22]. При ювенильном 

Рисунок 3. Распределение детей по количеству 
CD39+Tregs в стадиях регресса (PASI ≤ 10), прогресса 
(PASI > 10) заболевания и у здоровых детей
Figure 3. Distribution of children according to the number 
of CD39+Tregs in stages of disease regression (PASI ≤ 10), 
progression (PASI > 10) and in healthy children

аутоиммунном заболевании печени и воспали-
тельных заболеваниях кишечника показано сни-
жение содержания популяции supTh17 [20, 22]. 
В нашем исследовании также получено сниже-
ние supTh17 у детей с псориазом относительно 
группы сравнения, что может свидетельствовать 
о сохранении эффекторных свойств Th17 клеток. 
Известно, что количество supTh17-клеток регу-
лируется концентрацией TGF-β и IL-6, которые 
могут запускать дифференцировку Th17 клеток, 
тем самым поддерживая хроническое воспале-
ние [6, 36]. Количество клеток с коэкспрессией 
CD39+CD73+ в популяции Thact было выше, чем 
в группе сравнения, что согласуется с результа-
тами полученные Han L. и соавт. у взрослых па-
циентов с псориазом [18]. По нашим данным, 
у детей с псориазом количество клеток с коэк-
спрессией CD39 и CD73 в популяции Th17 также 
было выше, чем у здоровых детей. 

Известно, что при анализе содержания попу-
ляций лимфоцитов у детей необходимо учиты-
вать возрастную динамику показателей. В нашем 
исследовании получено увеличение относитель-
ного количества Thact и Th17 с возрастом, при 
этом количество Tregs не зависело от возраста для 
всех обследованных детей. Оценка относительно-
го количества клеток с экспрессией CD39 и CD73 
у здоровых детей показала снижение CD73+Tregs, 
CD39+Thact, CD39+Th17, CD39+CD73+Tregs, 
CD39+CD73+Thact и увеличение CD73+Th17 с 
возрастом, при этом относительное количество 
CD39+Tregs от возраста не зависело. Ранее пока-
зано увеличение количества CD39+CD4+-клеток 
с возрастом у взрослых [1, 11, 17]. У детей с псо-
риазом, в отличие от показателей здоровых де-
тей, с возрастом увеличивается лишь относитель-
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ное количество CD73+Th17, которые повторяют 
динамику обшей популяции Th17 с возрастом. 

Зависимости количества клеток в популяциях 
Tregs, Thact и Th17 с экспрессией CD39 и CD73 
от длительности заболевания псориазом у детей 
не выявлено. Можно предположить, что экспрес-
сия эктонуклеотидаз CD39 и CD73 в популяциях 
CD4+ T-клеток в большей степени определяется 
тяжестью псориаза у детей, чем их возрастом и 
длительностью заболевания. 

Корреляционный анализ показал снижение 
количества CD73+Th17 и увеличение количе-
ства CD39+CD73+Tregs при увеличение индексов 
PASI и BSA у детей с псориазом, что согласуется 
с данными Gordon-Smith S.B. и соавт. об обрат-
ной корреляции экспрессии CD73 и продукции 
аденозина с тяжестью ювенильного идиопатиче-
ского артрита [8]. 

Полученные нами данные согласуются с 
другими результатами авторов о том, что экто-
нуклеотидаза CD39 наиболее часто экспресси-
руется в популяции Tregs [14, 29]. Результаты 
исследования Han L. и соавт. по оценке количе-
ства CD39+Tregs, полученные от 10 взрослых па-
циентов с вульгарным псориазом, не показали 

достоверных отличий относительно здоровых 
доноров, но показали снижение CD39+Tregs при 
пустулезном псориазе [18]. В нашем исследова-
нии мы также не получили достоверных отличий, 
однако получили большой разброс показателя 
CD39+Tregs. 

У детей с псориазом при увеличении PASI 
(> 10) наблюдается большой разброс показателя 
CD39+Tregs, выделяются пациенты как с высо-
ким содержанием CD39+Tregs, так и с низким. 
С чем связано такое распределение CD39+Tregs 
предстоит выяснить. Можно предположить, что 
данный факт связан с разной активностью экто-
нуклеотидазы CD39. 

Заключение
Учитывая роль эктонуклеотидаз CD39 и CD73 

в формировании иммунного ответа при иммуно-
опосредованных заболеваниях, мониторинг ко-
личества Tregs, Thact и Th17 клеток с экспресси-
ей CD39 и CD73 у детей с псориазом, может быть 
использован для контроля хронического воспа-
ления и разработки таргетных методов лечения 
псориаза.
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ДИНАМИКА УРОВНЯ АУТОАНТИТЕЛ К КОЛЛАГЕНУ  
I И III ТИПОВ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ И КОЖНОМ 
ЭКССУДАТЕ ПРИ АТОПИЧЕСКОМ ДЕРМАТИТЕ
Кибалина И.В., Цыбиков Н.Н., Фефелова Е.В., Котенко А.В.
ФГБОУ ВО «Читинская государственная медицинская академия» Министерства здравоохранения РФ, 

г. Чита, Россия

Резюме. Согласно клиническим рекомендациям Российского общества дерматовенерологов и 
косметологов, атопический дерматит является хроническим аллергическим генетически детермини-
рованным дерматозом мультифакторной природы. Однако существуют нюансы, которые ставят под 
сомнение аллергическую природу дерматоза. Например, согласно литературным данным, не у всех 
пациентов повышается синтез иммуноглобулина Е, часть пациентов имеет торпидность к антигиста-
минным препаратам, а при осмотре кожи больного атопическим дерматитом выявляется абсолют-
ный полиморфизм высыпаний, что не является характерным для реагинового типа аллергических 
реакций. На сегодняшний день, по данным современной литературы, предполагается аутоиммунная 
теория развития атопического дерматита, однако объективных доказательств теории не представле-
но, что привлекло наше внимание к изучению данной проблемы. Цель настоящего исследования за-
ключалась в выявлении аутоиммунных механизмов патогенеза атопического дерматита. 

В исследовании участвовали 40 подростков и 40 взрослых с ограниченной и распространенной 
формами атопического дерматита. Обследование проводили в период обострения и ремиссии заболе-
вания. У всех пациентов выполняли забор крови и кожного экссудата. Контрольную группу состави-
ли 30 практически здоровых добровольцев, у которых кожный экссудат получали методом «кожного 
окна», согласно медицинской технологии Климова В.В. и соавт. «Способ оценки минимальной вос-
палительной активности кожи при атопическом дерматите в стадии ремиссии». В сыворотке крови и 
кожном экссудате определяли концентрацию аутоантител класса IgG к коллагену I и III типов мето-
дом ИФА с использованием готовых панелей AEA571Hu ELISA Kit for Anti-Collagen Type I Antibody 
(США), AEA176Hu ELISA Kit for Anti-Collagen Type III Antibody (США) согласно протоколам произ-
водителя. 

Мы впервые изучили концентрацию аутоантител к коллагену кожи I и III типов у пациентов с 
атопическим дерматитом на системном уровне и в патологическом кожном процессе. Выявлено, что 
относительно группы здоровых добровольцев концентрация аутоантител к коллагену I и III типов 
увеличивается у всех пациентов с атопическим дерматитом как в период обострения, так и в ремис-
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сию заболевания. Максимальные показатели аутоантител к коллагену I и III типов зафиксированы в 
период формирования клинических симптомов дерматоза в сыворотке крови, однако в кожном экс-
судате выявлены их низкие концентрации. 

Перманентно высокие концентрации аутоантител к коллагену I и III типов в сыворотке крови в 
период обострения и ремиссии атопического дерматита и их низкий уровень в кожном экссудате сви-
детельствуют о формировании циркулирующих и преципитирующих иммунных комплексов, что по-
зволяет рассматривать атопический дерматит как аутоиммунный процесс.

Ключевые слова: атопический дерматит, аутоантитела, коллаген, аутоиммунный процесс, патогенез, аллергическая 
реакция

TIME COURSE OF AUTOANTIBODIES TO COLLAGEN TYPE 
I AND III IN BLOOD SERUM AND SKIN EXUDATE IN ATOPIC 
DERMATITIS
Kibalina I.V., Tsybikov N.N., Fefelova E.V., Kotenko A.V. 
Chita State Medical Academy, Chita, Russian Federation

Abstract. In accordance with Clinical Guidelines of the Russian Society of Dermatovenerologists and 
Cosmetologists, atopic dermatitis is a chronic allergic genetically determined dermatosis of a multifactorial 
nature. There are, however, some aspects that challenge the allergic nature of dermatosis. For example, 
according to literature data, not all the patients have increased synthesis of immunoglobulin E, some of them 
are torpid to antihistamine treatment, and, when examining the skin of some patients with atopic dermatitis, 
an absolute polymorphism of rashes is revealed, thus being not typical to the reagin-type allergic reactions. 
According to modern data, autoimmune theory is assumed for the mechanisms of atopic dermatitis. However, 
objective proofs of this theory have not been presented, thus drawing our attention to the studies of this issue. 
The aim of this study was to identify autoimmune pathogenetic mechanisms of atopic dermatitis. 

The study included 40 adolescents and 40 adult patients with limited and extended forms of atopic 
dermatitis. The patients were evaluated during the period of exacerbation and remission of the disease. Blood 
and skin exudates samples were taken from all the patients. The control group consisted of 30 practically 
healthy volunteers in whom skin exudate was obtained by the “skin window” technique as proposed by Klimov 
V.V. et al. “A method for assessing minimal inflammatory activity of skin in atopic dermatitis in remission”. 
Concentrations of IgG autoantibodies to collagen types I and III were determined in blood serum and skin 
exudate samples applying ELISA techniques with ready-made panels AEA571Hu ELISA Kit for Anti-Collagen 
Type I Antibody (USA), AEA176Hu ELISA Kit for Anti-Collagen Type III Antibody (USA), according to the 
manufacturer’s protocols. 

For the first time, the contents of autoantibodies to skin collagen types I and III in the patients with atopic 
dermatitis we studied in parallel, i.e., at systemic level and in affected skin. If compared to the group of healthy 
volunteers, the concentration of autoantibodies to collagen types I and III was found to be increased in all 
the patients with atopic dermatitis, both during exacerbation and in remission of the disease. The maximal 
values of autoantibodies to collagen types I and III were recorded in blood serum upon development of clinical 
symptoms of dermatosis, along with low contents of these antibodies detectable in their skin exudates. 

Permanently high concentrations of autoantibodies to collagen types I and III in blood serum at exacerbation 
and remission of atopic dermatitis, and their low level in their skin exudate suggest emergence of circulating 
and precipitating immune complexes, thus allowing us to consider atopic dermatitis as an autoimmune process.

Keywords: atopic dermatitis, autoantibodies, collagen, autoimmunity, pathogenesis, allergic reaction
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Введение
В последние годы для исследователей приоб-

рела актуальность тема аутореактивности в пато-
генезе атопического дерматита, а в качестве триг-
герного фактора определены сенсибилизация к 
аллергенам и изменение микробиоты кожи, за-
пускающие каскад иммунных реакций и иници-
ирующие воспалительный процесс [6].

Известно, что Т-хелперы 17-го типа, продуци-
руя IL-22 и IL-17, могут способствовать развитию 
аутоиммунных реакций [1,  2,  11]. Однако, не-
смотря на актуальность темы и многочисленные 
исследования, проводимые в разных странах, 
остаются белые пятна в изучении механизмов 
развития атопического дерматита и с каждым но-
вым открытием подвергаются сомнению преды-
дущие достижения. 

В научной литературе встречаются предпо-
ложения о формировании аутоиммунного ком-
понента в патогенезе атопического дерматита, 
обоснованного схожестью между структурными 
белками клеток и аллергенами [4, 6, 10]. Это обу-
словлено реагированием аутоантител класса IgE с 
белком Homs1, находящимся в эпидермисе, с по-
следующим образованием иммунных комплек-
сов, активирующих Fc-рецепторы на иммуноком-
петентных клетках [9, 10]. Не исключен другой 
механизм с вовлечением аутоантител класса IgG 
к кератиноцитам с развитием антителозависи-
мой клеточной цитотоксичности, что может под-
тверждаться выявленными при гистологических 
исследованиях скоплениями гранулоцитов. Воз-
можно, аутоантитела класса IgG блокируют ре-
цепторы клеток кожи или изменяют их фенотип 
(трансформация HLA I класса), вызывая апоптоз 
клетки или ее гибель Т-киллерами [9, 10]. 

По данным современной литературы, патоло-
гические реакции, характерные для атопического 
дерматита протекают с участием эндотелиальных 
клеток, базофилов и тучных клеток, расположен-
ных в сосочковом слое дермы [4, 10]. Они спо-
собны синтезировать биологически активные ве-
щества, предрасполагающие к неспецифическим 
патологическим реакциям сосудов и поддер-
живающие воспалительный процесс в коже  [4]. 
Перманентные иммунные реакции в коже при 
атопическом дерматите характеризуют не только 
остроту воспалительного процесса, но и способ-
ствуют более длительному течению патологи-
ческих реакций как в коже, так и на системном 
уровне [4]. 

Согласно клиническим рекомендациям Рос
сийского общества дерматовенерологов и кос
метологов, атопический дерматит является хро- 
ническим аллергическим генетически детермини
рованным мультифакторным дерматозом [6]. Од-
нако существуют нюансы, которые ставят под 
сомнение аллергическую природу заболевания. 
Например, согласно литературным данным, не 
у всех пациентов повышается синтез антител 
класса IgЕ, часть пациентов имеет торпидность 
к антигистаминным препаратам, а клинические 
проявления дерматоза характеризуются поли-
морфными морфологическими элементами, что 
не является характерным для реагинового типа 
аллергических реакций. 

На сегодняшний день существующая ауто-
иммунная теория развития атопического дерма-
тита не имеет объективных доказательств, что 
привлекло наше внимание к изучению данной 
проблемы. Цель настоящего исследования заклю-
чалась в выявлении аутоиммунных механизмов 
патогенеза атопического дерматита.

Материалы и методы
В исследование включено 80 пациентов, ко-

торые были распределены в две группы (под-
ростки  – от 13 до 18 лет (n  =  40) и взрослые от 
18 до 44 лет (n = 40)) и две подгруппы (пациенты 
с распространенным (n = 20 в каждой группе) и 
ограниченным атопическим дерматитом (n = 20 в 
каждой группе)). Контрольную группу составили 
тридцать практически здоровых добровольцев. 
Пациенты и здоровые добровольцы получили 
полную информацию об аспектах проведения 
исследования, протокол которого был одобрен 
Локальным этическим комитетом ФГБОУ ВО 
«Читинская государственная медицинская ака-
демия» Минздрава России.

Диагностику и лечение пациентов с атопиче-
ским дерматитом проводили на базе ГУЗ «Крае-
вой кожно-венерологический диспансер» Минз-
драва Забайкальского края в г. Чита согласно 
клиническим рекомендациям РОДВК [5]. Нами 
были определены критерии включения в иссле-
дование – диагноз «атопический дерматит» более 
двух лет в анамнезе, продолжительность стадии 
ремиссии не менее 2 месяцев в рамках исследо-
вания, подписанное добровольное информи-
рованное согласие, отсутствие сопутствующих 
заболеваний даже в стадию ремиссии, а также 
сформированы критерии исключения, заключа-
ющиеся в наличии хронических заболеваний, по-
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лучении системной и топической лекарственной 
или физиотерапии в течение двух месяцев до за-
бора крови, беременность, лактация, симптомы 
микробного компонента в клинической картине 
заболевания. 

В качестве биологического материала для ис-
следования использовали сыворотку крови и 
кожный экссудат. Забор крови осуществляли в 
период обострения до назначения терапии и в 
ремиссию заболевания, центрифугировали, по-
лученную сыворотку крови замораживали при 
-70 °С и хранили до исследования. Кожный экс-
судат получали в период обострения дерматоза из 
экссудативных морфологических элементов, ис-
пользуя инсулиновый шприц и иглу 20G. У лиц 
контрольной группы кожный экссудат получали 
методом кожного окна по медицинской техноло-
гии Климова В.В. и соавт. «Способ оценки мини-
мальной воспалительной активности кожи при 
атопическом дерматите в стадии ремиссии» [3].

Лабораторные исследования выполнены в 
ФГБОУ ВО «Читинская государственная меди-
цинская академия» Минздрава России. Опреде-
ление концентрации аутоантител к коллагену I и 
III типов в сыворотке крови и кожном экссудате 
осуществляли методом ИФА, используя готовые 

панели AEA571Hu ELISA Kit for Anti-Collagen 
Type I Antibody, AEA176Hu ELISA Kit for Anti-
Collagen Type III Antibody производства США со-
гласно протоколам производителя. 

Статистическая обработка лабораторных по-
казателей осуществлялась с помощью пакета 
программ статистического анализа IBM SPSS 
Statistics Version 25.0. Показателем значимости и 
достоверности различий считался р  <  0,05 (р1  – 
статистически значимая разница при сравнении 
с контрольной группой; р2 – статистически зна-
чимая разница при сравнении между обострени-
ем и ремиссией в одной возрастной группе; р3 – 
статистически значимая разница между стадиями 
дерматоза в разных возрастных группах). В статье 
показатели представлены медианой и межквар-
тильными интервалами – Ме (Q0,25-Q0,75). 

Результаты 
Выявлено, что в контрольной группе подрост-

ков уровень аутоантител к коллагену I типа в сы-
воротке крови равен 28,44 (26,99-30,18) нг/мл, в 
контрольной группе взрослых составляет 27,34 
(18,56-36,12) нг/мл, что значительно отличается 
от показателей в группах пациентов с атопиче-

Рисунок 1. Концентрация аутоантител к коллагену I типа 
в сыворотке крови (нг/мл) у подростков с ограниченной 
формой атопического дерматита
Figure 1. Concentration of autoantibodies to type I collagen in 
blood serum (ng/ml) in adolescents with a limited form of atopic 
dermatitis

Рисунок 2. Концентрация аутоантител к коллагену 
I типа в сыворотке крови (нг/мл) у взрослых 
с распространенной формой атопического дерматита
Figure 2. Concentration of autoantibodies to type I collagen 
in blood serum (ng/ml) in adults with a common form of atopic 
dermatitis
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ским дерматитом. При появлении клинических 
симптомов ограниченной формы атопического 
дерматита у подростков концентрация аутоанти-
тел к коллагену I типа соответствует 29,94 (21,62-
45,32) нг/мл (р1 = 0,1), в группе взрослых – 51,55 
(43,79-58,97) нг/мл (р1 < 0,001; р3 = 0,006), что в 
1,8 раза превышает данные контроля (рис. 1). 

В ремиссию атопического дерматита концен-
трация аутоантител к коллагену I типа увеличива-
ется как у подростков, так и у взрослых в 1,2 раза 
до 35,48 (33,12-38,52) нг/мл (р1 = 0,0002; р2 = 0,9) 
и 61,51 (51,58-65,35) нг/мл (р1 < 0,001; р2 = 0,018; 
р3 < 0,0001) соответственно. 

Мы определили увеличение уровня аутоан-
тител к коллагену I типа при обострении сим-
птомов распространенной формы атопического 
дерматита у всех пациентов: уровень аутоантител 
к коллагену I типа у подростков в сыворотке кро-
ви равен 50,83 (44,42-55,41) нг/мл (р1 < 0,00001), 
превышая в 1,8 раза данные контрольной груп-
пы, однако у взрослых – 65,59 (29,05-75,05) нг/ мл 
(р1 = 0,00002; р3 = 0,04), что в 2,9 раза выше кон-
трольных значений (рис. 2). 

В ремиссию при распространенной фор-
ме дерматоза у подростков уровень аутоанти-
тел к коллагену I типа увеличивается на 22% до 
62,1 (52,03-76,05) нг/мл (р1  <  0,00001; р2  =  0,9), 
у взрослых уменьшается на 55% до 29,44 (22,86-
48,26) нг/мл (р1 = 0,1; р2 = 0,016; р3 = 0,52). 

Концентрация аутоантител к коллагену I типа 
в кожном экссудате, полученном методом «кож-
ного окна», у подростков контрольной группы 
составляет 27,63 (24,12-31,14) нг/мл, у взрос-
лых  – 26,43 (25,16-27,7) нг/мл. При ограничен-
ной форме атопического дерматита концентра-
ция аутоантител в группе подростков в 5,8 раза 
меньше при сравнении с контрольными данными 
и составляет 4,71 (3,97-5,27) нг/мл (р1 < 0,001), у 
взрослых – в 6,1 раза, соответствуя уровню 4,32 
(4,22-4,58) нг/мл (р1 < 0,001; р3 = 0,22). При рас-
пространенном кожном процессе концентрация 
аутоантител к коллагену I типа как у подрост-
ков, так и у взрослых ниже показателей контро-
ля и данных в группах пациентов с ограничен-
ной формой заболевания. У подростков уровень 
аутоантител составляет 4,35  (4,06-5,01)  нг/мл 
(р1 < 0,001; р4 = 0,36), что меньше показателя здо-
ровых добровольцев в 6,3 раза. У взрослых пока-
затель снижен в 6,1 раза до 4,28 (3,82-4,92) нг/мл 
(р1  <  0,001; р3  =  0,41; р4  =  0,2) по отношению к 
контрольным данным.

Таким образом, при сравнении динамики 
уровня аутоантител к коллагену I типа выявлено, 

Рисунок 3. Концентрация аутоантител к коллагену 
III типа в сыворотке крови (нг/мл) у подростков 
с ограниченной формой атопического дерматита
Figure 3. Concentration of autoantibodies to type III collagen 
in blood serum (ng/ml) in adolescents with a limited form of 
atopic dermatitis

что концентрация исследуемого показателя как у 
подростков, так и у взрослых больше в сыворотке 
крови, чем в кожном экссудате. Так, у подрост-
ков с ограниченным атопическим дерматитом 
концентрация аутоантител к коллагену I типа в 
6,3 раза больше в сыворотке крови, а при распро-
страненном процессе  – в 11,6 раза. У взрослых 
при ограниченном кожном процессе концен-
трация аутоантител к коллагену I типа в 11,9 раза 
больше в сыворотке крови, чем в кожном экссу-
дате, а при распространенной форме дерматоза – 
в 15,3 раза.

Мы определили, что концентрация аутоан-
тител к коллагену III типа в сыворотке крови у 
здоровых добровольцев значительно выше уров-
ня аутоантител к коллагену III типа. Так, у под-
ростков в группе контроля показатель равен 34,82 
(33,85-36,19) нг/мл, у взрослых  – 32,12 (28,79-
35,45) нг/ мл. Выявлено, что у подростков с огра-
ниченным атопическим дерматитом в период по-
явления клинических кожных симптомов уровень 
аутоантител составил 53,59 (44,53-63,67)  нг/ мл 
(р1  <  0,00001), доминируя над контрольными 
значениями в 1,5 раза, у взрослых  – 59,2 (52,2-
62,46) нг/мл (р1 < 0,000001; р3 = 0,004), что в 1,8 
раза превосходит данные здоровых доброволь-
цев. У  подростков в ремиссию концентрация 
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снижается на 25,6% до 39,89 (37,72-42,61) нг/мл 
(р1 = 0,06; р2 = 0,0008), оставаясь больше показа-
теля контрольной группы (рис. 3). 

У взрослых с ограниченным атопическим 
дерматитом в ремиссию концентрация увеличи-
вается до 65,47 (56,02-71,6) нг/мл (р1 < 0,000001; 
р2 = 0,1; р3 = 0,21), что в 2 раза превышает данные 
здоровых добровольцев. 

У подростков с обострением распространен-
ной формы атопического дерматита в сыворотке 
крови уровень аутоантител к коллагену III типа 
превышает контрольные значения в 2 раза, со-
ставляя 76 (56,74-74,26) нг/мл (р1 < 0,00001), что 
в 1,3 раза превосходит показатель при ограни-
ченной форме заболевания. В ремиссию у под-
ростков происходит снижение концентрации на 
14,5% до 60,46 (51,79-72,145) нг/мл (р1 < 0,00001; 
р2  =  0,0008). У взрослых с распространенной 
формой заболевания уровень аутоантител к кол-
лагену III типа в сыворотке крови равен 58,56 
(45,88-69,1) нг/мл (р1  =  0,00001; р3  =  0,001), 
что в 1,8 раза больше показателя в контроль-
ной группе и на 0,64 нг/мл меньше, чем при 
ограниченной форме заболевания. При регрес-
се клинических симптомов в группе взрослых 
уровень аутоантител снижается до 40,86 (34,54-
58,33) нг/ мл (р1 = 0,0097; р2 = 0,07; р3 < 0,00001), 
что на 27% превышает контрольное значение и 
на 30% меньше, чем у взрослых с ограниченным 
кожным процессом.

Концентрация аутоантител к коллагену III 
типа в кожном экссудате, полученном мето-
дом «кожного окна», у подростков в контроль-
ной группе составляет 38,01 (31,47-44,6) нг/мл, 
у взрослых  – 44,66 (41,21-48,11) нг/мл. У под-
ростков с ограниченным атопическим дермати-
том в период обострения количество аутоанти-
тел снижается в 5,8 раза до 6,48 (6,05-7,25) нг/мл 
(р1  <  0,001), у взрослых с аналогичной формой 
дерматоза уменьшается в 7 раз, составляя 6,34 
(6,73-6,61) нг/мл (р1 < 0,001; р3 = 0,2). При рас-
пространенном кожном процессе у подростков 
в кожном экссудате уровень аутоантител равен 
5,93 (4,89-6,32) нг/мл (р1  <  0,001; р4  =  0,00084), 
что в 6,4 раза меньше контрольного значения и 
на 8% ниже, чем при ограниченном процессе. 
У взрослых с распространенной формой дерма-
тоза концентрация аутоантител к коллагену III 
типа составляет 7,44 (6,96-8,05) нг/мл (р1 < 0,001; 
р3 = 0,0000001; р4 = 0,002), что в 6 раз меньше, чем 
у здоровых добровольцев и на 17% больше, чем 
при ограниченном кожном процессе.

Уровень аутоантител к коллагену III типа как 
у подростков, так и у взрослых выше в сыворотке 
крови. Так, у подростков с ограниченным атопи-
ческим дерматитом концентрация аутоантител к 
коллагену III типа в сыворотке крови больше в 8,2 
раза, а при распространенном процессе – в 12 раз, 
чем в кожном экссудате. У взрослых при ограни-
ченном кожном процессе концентрация аутоан-
тител к коллагену III типа в сыворотке крови в 9,3 
раза больше, чем в кожном экссудате, а при рас-
пространенной форме дерматоза – в 7,8 раза.

Обсуждение 
Выявлено, что у пациентов с атопическим дер-

матитом концентрация аутоантител к коллагену 
I и III в сыворотке крови превышает показатели 
контрольной группы. Мы считаем, что аутоанти-
тела у здоровых добровольцев быстро элимини-
руются и не вступают в патологические реакции. 

Перманентно высокие концентрации аутоан-
тител к коллагену I и III у пациентов с атопиче-
ским дерматитом, характеризуют их активное 
участие в формировании аутоиммунного звена 
патогенеза дерматоза. Мы считаем, что образо-
вание аутоантител к коллагену способствует фор-
мированию циркулирующих и преципитирую-
щих иммунных комплексов, которые запускают 
процессы рекрутизации естественных киллеров, 
реализуя цитотоксический и иммунокомплекс-
ный типы аллергических реакций, что изменя-
ет представление о механизме формирования 
атопического дерматита. Коллагеновые волокна 
дермы, являясь субстратом миграции иммунных 
клеток, способствуют не только пролонгирова-
нию иммунных реакций, но и гиперреактивности 
кожи даже в ремиссию дерматоза [7, 8, 12]. 

Заключение
Таким образом, выявленные аутоантитела к 

коллагену I и III типов в сыворотке крови и кож-
ном экссудате при атопическом дерматите свиде-
тельствуют о формировании аутоиммунных ме-
ханизмов патогенеза дерматоза.
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РОЛЬ ГЕНОВ ЦИТОКИНОВ И Toll-ПОДОБНЫХ РЕЦЕПТОРОВ 
В ПАТОГЕНЕЗЕ ВРОЖДЕННЫХ ПОРОКОВ СЕРДЦА
Шабалдин А.В., Синицкая А.В., Шмулевич С.А.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний», 
г. Кемерово, Россия

Резюме. Врожденные пороки сердца (ВПС) могут быть последствием иммунных нарушений в си-
стеме «мать – эмбрион» и/или конституциональных нарушений в регуляторных системах, в том чис-
ле связанных с Toll-like рецепторами (TLR), цитокинами и их рецепторами. Исходя из этого, целью 
исследования было изучение ассоциации между генами цитокинов и TLR c врожденными пороками 
сердца у детей. 

Обследовано 188 детей с врожденными пороками сердца (основная группа). Выделены отдельные 
группы ВПС: септальные ВПС – 98 детей, пороки клапанов сердца – 17 детей, тетрада Фалло – 15 
детей, коарктация аорты – 10 детей, фетальные дренажи – 32 ребенка, единый желудочек сердца – 9 
детей и аномальные дренажи легочных вен  – 7 детей. Контрольная группа была сформирована из 
103 здоровых детей, сопоставимых с основной группой по возрасту и полу. Отобрано пять генов ци-
токинов и их рецепторов (IL6 rs1800796, IL6 rs2069827, IL6R rs2228145, IL6R rs2229238, IL8 rs4073, 
IL10 rs1800871, IL10 rs1800896, IL10 rs1800872, TNF rs1800629, TNF rs361525, TNF rs1799964), четы-
ре гена Toll-like рецепторов (TLR: TLR1 rs5743611, TLR1 rs5743551, TLR2 rs5743708, TLR2 rs3804099, 
TLR4 rs4986791, TLR4 rs4986790, TLR6 rs3775073, TLR6 rs5743810). Использованы базы данных dbSNP, 
SNPinfo, SNPnexus. Основным методом статистического анализа была пошаговая логистическая ре-
грессия. 

Исследование показало, что детерминирование врожденных пороков сердца связано с генами 
иммунной регуляции. В частности, особое значение имеет миссен-мутация TLR6 rs5743810, которая 
была предиктором врожденных пороков клапанов сердца. Формирование врожденных пороков кла-
панов сердца и коарктации аорты детерминировано межгенными взаимодействиями TLR2 rs5743708 
с TLR6 rs5743810 и TLR2 rs5743708 с TLR6 rs3775073 соответственно. Для врожденных пороков клапа-
нов сердца такими полиморфными участками генов были IL6 rs2069827, IL6R rs2229238 и IL8 rs4073, 
а для коарктации аорты – IL6R rs2228145, IL8 rs4073. Формирование септальных врожденных поро-
ков сердца связано с общим вкладов в детермирование данной патологии полиморфных вариантов 
генов TLR и цитокинов. Сочетанное влияние на этот процесс имеют миссенс-мутация в гене TLR4 
rs4986790 и мутация TNF rs1799964, приводящая к повышенному синтезу молекулы TNFα. Вклад вза-
имодействия генов TLR и цитокинов в формирование ВПС в целом незначителен.

Ключевые слова: врожденные пороки сердца, гены TLR, IL, TNF



606

Shabaldin A.V. et al.
Шабалдин А.В. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

ROLE OF CYTOKINE AND Toll-LIKE RECEPTOR GENES 
IN PATHOGENESIS OF INBORN HEART DISEASE
Shabaldin A.V., Sinitskaya A.V., Shmulevich S.A.
Research Institute for Complex Issues of Cardiovascular Diseases, Kemerovo, Russian Federation

Abstract. Sporadic congenital heart disease (CHD) may result from immune disorders in the mother  – 
embryo system and/or constitutional disorders in regulatory systems, including those associated with TLR 
receptors, cytokines and their receptors. The aim of our study was to investigate associations between cytokine 
and TLR genes and sporadic congenital heart disease in children. 

In the main group, 188 children with sporadic (without family history) congenital heart defects were 
examined. Separate groups of CHD were identified: septal CHD – 98 children; valvular heart disease – 17 
children; Fallot tetralogy – 15 children; aorta coarctation – 10 children; fetal drains – 32 children; single 
ventricle affection – 9 children, and anomalous drainage of v. pulmonalis was diagnosed in 7 children. The 
control group included 103 age- and sex-matched healthy children. We have determined gene polymorphisms 
of five genes encoding cytokines and their receptors (IL6 rs1800796, IL6 rs2069827, IL6R rs2228145, IL6R 
rs2229238, IL8 rs4073, IL10 rs1800871, IL10 rs1800896, IL10 rs1800872, TNF rs1800629, TNF rs361525, TNF 
rs1799964), four genes Toll-like receptors (TLR: TLR1 rs5743611, TLR1 rs5743551, TLR2 rs5743708, TLR2 
rs3804099, TLR4 rs4986791, TLR4 rs4986790, TLR6 rs3775073, TLR6 rs5743810). The dbSNP, SNPinfo, 
SNPnexus databases were used to select and design test systems. Stepwise logistic regression was the main 
method of statistical analysis. 

Clinical diagnosis of congenital heart defects is associated with immune regulatory genes. In particular, the 
missense mutation TLR6 rs5743810, which was a predictor of congenital valvular heart disease, is of particular 
importance. Development of congenital heart valve defects and aortic coarctation is associated with intergenic 
interactions of TLR2 rs5743708 with TLR6 rs5743810, and TLR2 rs5743708 with TLR6 rs3775073, respectively. 
For congenital heart valve defects, such polymorphic regions are as follows: IL6 rs2069827, IL6R rs2229238, 
and IL8 rs4073, for aortic coarctation – IL6R rs2228145, IL8 rs4073. Development of septal congenital heart 
defects is associated with general contribution of polymorphic variants of the TLR genes and cytokines to 
this pathology. A missense mutation of the TLR4 rs4986790 gene and a TNF rs1799964 mutation leading to 
increased synthesis of the TNFα molecule, may have a combined effect on this process. In general, contribution 
of TLR and cytokine genes interactions to the CHD development seems to be not significant.

Keywords: congenital heart diseases, TLR, IL, TNF, gene polymorphisms

Введение
Врожденные пороки сердца (ВПС) являют-

ся ведущей нозологией в структуре врожденных 
пороков и аномалий развития плода [8]. В неко-
торых регионах России и мира их удельный вес 
превышает 50% [2]. Особое значение имеет то, 
что ВПС определяют уровень перинатальной и 
младенческой смертности в мире, и хирургиче-
ское лечение данной патологии может не приво-
дить к полному выздоровлению ребенка [22]. 

Проблемы, связанные с изучением этиологии 
и патогенеза ВПС, прежде всего, определяют-
ся большой группой отдельных нозологических 
форм в структуре врожденных пороков и анома-
лий сердечно-сосудистой системы. В эту группу 
пороков входят как функционирующие после 
рождения фетальные дренажи, так и критиче-
ские ВПС. Хирургическую коррекцию послед-
них необходимо проводить в первые сутки после 
рождения ребенка. ВПС могут иметь семейную 

историю, часть из них можно отнести моноген-
ным заболеваниям, в этиологии которых лежит 
наследуемая миссенс-мутация, передающаяся 
из поколения в поколение. Эту группу семейных 
ВПС активно изучают во всем мире, и значимые 
мутации, определяющие риск формирования 
ВПС, описаны в литературе [9, 13].

Другая группа ВПС, отдельно учитываемая 
в мировых регистрах ВПС, связана с хромосом-
ными заболеваниями, такими как болезнь Дау-
на, синдром Шершевского–Тернера и другими. 
Кроме того, существует группа ВПС, при кото-
рых обнаруживаются хромосомные транслока-
ции с мало проявленными фенотипическими 
признаками. Этиология и патогенез этой группы 
ВПС также активно изучается [11].

В то же время более 80% из всех ВПС прихо-
дится на спорадические (без семейной истории) 
ВПС не связанных с хромосомными заболевани-
ями/синдромами и с хромосомными транслока-
циями [4]. Полиморфизм отдельных нозологий 
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ВПС в этой группе достигает максимума (более 
140 отдельных форм). Изучение генетических, 
социальных, семейных, экологических факто-
ров, ассоциированных с формированием этой 
группы ВПС в целом и отдельных нозологий в 
частности, показало, что спорадические ВПС 
без хромосомных нарушений являются преиму-
щественно мультифакторными заболеваниями. 
В основе этиологии и патогенеза этих заболеваний 
лежит взаимовлияние факторов, экзогенного и 
эндогенного происхождения. С позиции эмбри-
онального развития в целом и сердечно-сосуди-
стой системы в частности это взаимодействие 
связано с такими экзогенными, социальными и 
медицинскими факторами, как экологические 
поллютанты, курение, алкоголь, инфекционные 
агенты и прочие; с конституционально обуслов-
ленной  – иммунохимической активностью в 
системе «мать – плод» и иммунными гиперреак-
тивностями. Согласно концепции И.Е. Ковалева 
гомеостаз на всех этапах онтогенеза поддержи-
вается функциональной иммунохимической си-
стемой, включающей метаболизм эндо и ксено-
биотиков с последующим иммунным ответом на 
их активные метаболиты [10]. Известные гипер-
реактивности иммунной системы (по атопиче-
скому, цитотоксическому, иммунокомплексному, 
CD4-ассоциированному и рецепторному типам) 
могут лежать в основе декомпенсации воспале-
ния в системе «мать  – плод», индуцированного 
как аллоантигенами зародыша, так и эндо и ксе-
нобиотиками. 

Исследования роли иммунных нарушений в 
системе «мать  – эмбрион» в детерминировании 
ВПС были представлены ранее [5]. Изучение осо-
бенностей детерминирования иммунных гипер-
реактивностей, как звена патогенеза ВПС, также 
началось [21]. В то же время детерминирование 
иммунной гиперреактивности в системе «мать – 
плод» может быть связано с однонуклеотидными 
заменами в генах сигнальных паттернов распоз-
нающих рецепторов, а также мессенджеров вос-
палительного процесса (цитокины, хемокины и 
другие). С этих позиций представляет интерес не 
столько поиск отдельных ассоциации между по-
лиморфными участками генов цитокинов и сиг-
нальных паттернов распознающих рецепторов с 
ВПС, сколько выявление связей между межген-
ными взаимодействиями, с одной стороны, и 
ВПС – с другой. 

Необходимо отметить, что постулируемый 
воспалительный процесс в сердечно-сосудистой 
системе, как основы иммунного звена патогенеза 
ВПС, может сохраняться в раннем постнатальном 
периоде за счет генетического детерминирования. 
Именно этот период, а в дальнейшем – и прена-
тальный, является временем для максимального 

количества хирургических коррекций и лечений 
ВПС, в том числе с применением различных им-
плантов биологического и технологического про-
исхождения. Конституционально обусловленная 
гиперреактивность иммунной системы плода и 
новорожденного ребенка может быть основой 
операционных, ранних и отдаленных осложне-
ний. Это требует отдельного изучения.

Исходя из этого, была поставлена цель ис-
следования – изучить ассоциации между генами 
цитокинов и сигнальных паттерн распознающих 
рецепторов с одной стороны и ВПС у детей с дру-
гой.

Материалы и методы
Для выполнения поставленной цели обсле-

довано 188 детей (103 девочки и 85 мальчиков) 
с ВПС (основная группа), сформированная на 
базе детского кардиологического отделения 
ГБУЗ Кузбасский клинический кардиологиче-
ский диспансер имени академика Л.С. Барбара-
ша. Диагноз «ВПС» у детей подтвержден с помо-
щью ЭхоКГ и других инструментальных методов. 
Структура ВПС представлена в таблице 1.

Контрольная группа была сформирована из 
103 здоровых детей (52 девочки и 51 мальчик). 
Группа была сформирована на клинических базах 
ГБОУ ВО Кемеровского государственного меди-
цинского университета. Все участники исследо-
вания подписывали информированное согласие 
на участие. Средний возраст детей основной 
группы – 3,9±2,3, контрольной – 4,7±1,8. 

Сбор крови проводили из локтевой вены в 
пробирку, содержащую К3ЭДТА. Выделение ДНК 
проводили стандартной фенол-хлороформной 
экстракцией согласно протоколу. Качество и ко-
личество выделенной ДНК измеряли на спектро-
фотометре NanoDrop ND-2000C (Thermofisher, 
США).

Генотипирование проводили методом ПЦР 
в режиме реального времени на амплификато-
ре Viia7 (Applied Biosystems, США) с использо-
ванием Taqman зондов. Для исследования вы-
брано пять генов цитокинов и их рецепторов 
(IL6 rs1800796, IL6 rs2069827, IL6R rs2228145, 
IL6R rs2229238, IL8 rs4073, IL10 rs1800871, IL10 
rs1800896, IL10 rs1800872, TNF rs1800629, TNF 
rs361525, TNF rs1799964), четыре гена Toll-like ре-
цепторов (TLR: TLR1 rs5743611, TLR1 rs5743551, 
TLR2 rs5743708, TLR2 rs3804099, TLR4 rs4986791, 
TLR4 rs4986790, TLR6 rs3775073, TLR6 rs5743810). 
Для отбора полиморфизмов использовались базы 
данных dbSNP, SNPinfo, SNPnexus. 

Статистическая обработка данных проводи-
лась с использованием программ Statistica 10.0 
и MedCalc 17.5.3. Анализ соблюдения закона 
Харди–Вайнберга проводили при помощи про-
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граммы SNPstats. Для поиска сочетанных пре-
дикторов ВПС в генах цитокинов и сигнальных 
паттерн распознающих рецепторов была ис-
пользована логистическая пошаговая регрессия 
(статистический метод классификации с исполь-
зованием линейного дискриминанта Фишера). 
Зависимой переменной были случаи отсутствия 
(0 баллов) или наличия (1 балл) ВПС, а незави-
симыми – баллы, присвоенные генотипам иссле-
дуемых полиморфных сайтов генов цитокинов, 

их рецепторов, а также сигнальных паттернов 
распознающих рецепторов. Так, гомозиготный 
минорный генотип имел 3 балла, гетерозиготный 
генотип  –  2 балла и гомозиготный мажорный ге-
нотип  –  1 балл. Т.  е. чем реже встречается гено-
тип, тем выше его балл. Коэффициенты, полу-
ченные для выявленных значимых предикторов, 
указывали на степень ассоциации генотипа с 
ВПС. Знак (- или +) перед переменной указыва-
ет на положительную или отрицательную связь. 

ТАБЛИЦА 1. НОЗОЛОГИЧЕСКИЕ ФОРМЫ СПОРАДИЧЕСКИХ ВРОЖДЕННЫХ ПОРОКОВ СЕРДЦА У ДЕТЕЙ ОСНОВНОЙ 
ГРУППЫ
TABLE 1. NOSOLOGICAL FORMS OF SPORADIC CONGENITAL HEART DEFECTS IN CHILDREN OF THE MAIN GROUP

Нозология
Nosology

Абc. (%)
Abs. (%)

В группе, абс. (%)
In group, abs. (%)

Септальные пороки сердца
Septal heart defects

Дефект межжелудочковой перегородки 
(ДМЖП)
Ventricular septal defect (VSD)

28 (14,89)

98 (52,13)Дефект межпредсердной перегородки 
(ДМПП)
Atrial septal defect (ASD)

64 (34,04)

ДМЖП и ДМПП
VSD + ASD 6 (3,19)

Пороки клапанов сердца
Valvular heart disease

Стеноз аортального клапана
Aortic valve stenosis 5 (2,66)

17 (9,04)

Двустворчатый атриовентрикулярный 
клапан
Bicuspid atrioventricular valve

3 (1,60)

Стеноз клапана легочной артерии
Pulmonary valve stenosis 8 (4,26)

Дисплазия трикуспидального клапана
Tricuspid valve dysplasia 1 (0,53)

Отдельные нозологии
Separate nosologies

Тетрада Фалло
Tetralogy of Fallot 15 (7,98) 15 (7,98)

Единый желудочек сердца
Single ventricle heart defects 9 (4,79) 9 (4,79)

Коарктация аорты
Coarctation of the aorta 10 (5,32) 10 (5,32)

Открытый артериальный проток
Patent ductus arteriosus  32 (17,02) 32 (17,02)

Тотальный аномальный дренаж легочных 
вен
Total anomalous pulmonary venous return

3 (1,60) 3 (1,60)

Частичный аномальный дренаж легочных 
вен
Partial anomalous pulmonary venous drainage

4 (2,13) 4 (2,13)
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Положительная связь показывала, что генотип 
является предиктором ВПС; а отрицательная  – 
на ее протективность. В то же время полученная 
при этом анализе логистическая функция с весо-
выми коэффициентами для каждого предиктора 
отражает взаимодействие и интегральное вли-
яние сочетанных генотипов в реализации эф-
фекта. Эффективность логистической функции 
оценивалась по показателю площади под кривой 
(AUC) из ROC-анализа ставшего, фактически, 
стандартом для оценки качества бинарной клас-
сификации. Поиск логистических функций вы-
полнен как для ВПС в целом, так и для отдельных 
групп (септальные ВПС, пороки клапанов серд-
ца) и нозологий. Различия считались статистиче-
ски значимыми при p < 0,05 [3]. 

Результаты
Распределение всех частот генотипов в основ-

ной и контрольной группах соответствовало рас-
пределению Харди–Вайнберга.

Логистическая регрессия для зависимого фак-
тора наличие или отсутствие ВПС без разделения 
их на отдельные нозологии показала наличие 
значимой отрицательной ассоциации между би-
нарным зависимым фактором и полиморфным 
вариантом гена TLR2 rs5743708 (табл. 2). Кроме 
того, свободный член логистической регрессии, 
сдвигая оси координат, усиливает логистическую 
функцию и значимо увеличивает суммарное вли-
яние независимых переменных на бинарный по-
казатель. В данном случае, вполне вероятно, что 
совместное влияние генотипов TLR2 rs5743708, 
TLR1 rs5743551, IL6R rs2229238, TNF rs1799964 
и IL6 rs2069827 могут детерминировать ВПС без 

разделения их на нозологии. Для проверки этого 
предположения проведен ROC-анализ, в кото-
ром была оценена эффективность логистической 
функции, результаты представлены на рисунке 1. 

Как видно из рисунка  1, полученная пло-
щадь под кривой (показатель AUC) значимо не 
отличалась от равновероятного распределения 
(p  =  0,227). Таким образом, можно сделать вы-
вод, что влияние исследуемых полиморфных ва-
риантов генов, при совместном их эффекте, су-
щественно не влияет на формирование ВПС без 
разделения их на нозологии.

По аналогии был проведен математический 
анализ для септальных ВПС, для пороков клапа-
нов сердца, для отдельных нозологических форм, 
в том числе для пороков, связанных с фетальны-
ми дренажами (ОАП).

Значимых предикторов и эффективности 
логистической функции не получено для сле-
дующих нозологических форм: тетрада Фалло, 
открытый артериальный проток, единый желу-
дочек сердца, аномальный дренаж легочных вен. 
Соответственно, данные пороки с малой долей 
вероятности детерминируются генами цитоки-
нов и сигнальных паттернов распознающих ре-
цепторов. В то же время для врожденных поро-
ков клапанов сердца были выявлены ассоциации 
с полиморфными вариантами генов цитокинов и 
Toll-like рецепторов (табл. 3). 

Как видно из таблицы 3, положительно ас-
социированными с формированием клапанных 
врожденных пороков сердца были полиморфные 
варианты генов TLR6 rs5743810 и IL6 rs2069827. В 
данном случае минорные (мутантные) генотипы 
данных полиморфизмов могут детерминировать 

ТАБЛИЦА 2. РЕЗУЛЬТАТЫ ЛИНЕЙНОЙ ЛОГИСТИЧЕСКОЙ РЕГРЕССИИ ДЛЯ ЗАВИСИМОГО ФАКТОРА – ВРОЖДЕННЫЕ 
ПОРОКИ СЕРДЦА БЕЗ РАЗДЕЛЕНИЯ НА НОЗОЛОГИЧЕСКИЕ ФОРМЫ

TABLE 2. RESULTS OF LINEAR LOGISTIC REGRESSION FOR THE DEPENDENT FACTOR – CONGENITAL HEART DEFECTS 
WITHOUT DIVISION INTO NOSOLOGICAL FORMS

Аналиты
Analytes bb

Стандартная 
ошибка bb

Standard Error b
B

Стандартная 
ошибка B

Standard Error B
p-level

Свободный член 
логистической регрессии
Free term of logistic 
regression

0,709 0,180 0,000*

TLR2 rs5743708 -0,118 0,059 -0,190 0,094 0,044*
TLR1_rs5743551 -0,081 0,058 -0,064 0,046 0,165
IL6R rs2229238 0,070 0,059 0,054 0,045 0,234
TNF rs1799964 0,065 0,058 0,054 0,049 0,270
IL6 rs2069827 0,060 0,058 0,072 0,070 0,305

Примечание. * – значимые различия, p < 0,05.
Note. *, significant differences, p < 0.05
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формирование врожденных пороков клапанов 
сердца. 

Полиморфный вариант IL6 rs2069827 нахо-
дится за пределами основной транскрибируемой 
последовательности, поэтому он не влияет на 
структуру молекулы, но может оказывать влия-
ние на скорость включения гена. Соответствен-
но, мутантный вариант гена будет влиять на экс-
прессию молекулы IL-6 и через этот механизм 
могут формироваться нарушения сигнальных 
путей, ассоциированных с данным цитокином. 
Логистическая пошаговая регрессия также по-

казала, что в логистической функции могут уча-
ствовать и другие гены, такие как TLR2 rs5743708, 
IL6R rs2229238, TNF rs361525 и IL8 rs4073. Для 
оценки эффективности логистической функции 
проведен ROC-анализ, результат которого пред-
ставлен на рисунке 2.

Как видно из рисунка 2, уравнение для логи-
стической функции, составленное с учетом всех 
полученных предикторов и протекторов, и их ве-
совых коэффициентов, значимо отличает полу-
ченную кривую, ограничивающую AUC, от рав-
новероятной прямой и 50% площадью под ней.

ТАБЛИЦА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ ЛИНЕЙНОЙ ЛОГИСТИЧЕСКОЙ РЕГРЕССИИ ДЛЯ ЗАВИСИМОГО ФАКТОРА – ВРОЖДЕННЫЕ 
ПОРОКИ КЛАПАНОВ СЕРДЦА БЕЗ РАЗДЕЛЕНИЯ НА НОЗОЛОГИЧЕСКИЕ ФОРМЫ

TABLE 3. RESULTS OF LINEAR LOGISTIC REGRESSION FOR THE DEPENDENT FACTOR – CONGENITAL HEART DEFECTS 
WITHOUT DIVISION INTO NOSOLOGICAL FORMS

Аналиты
Analytes bb

Стандартная 
ошибка bb

Standard Error bb
B

Стандартная 
ошибка B

Standard Error B
p-level

Свободный член 
логистической регрессии
Free term of logistic regression

-0,175 0,242 0,471

TLR6 rs5743810 0,229 0,085 0,128 0,047 0,008*

IL6 rs2069827 0,250 0,084 0,235 0,079 0,004*

TLR2 rs5743708 -0,142 0,084 -0,177 0,105 0,094

IL6R rs2229238 0,134 0,085 0,090 0,057 0,119

TNF rs361525 -0,117 0,084 -0,162 0,118 0,170

IL8 rs4073 0,108 0,085 0,059 0,047 0,208

Примечание. * – значимые различия, p < 0,05.
Note. *, significant differences, p < 0.05

ТАБЛИЦА 4. РЕЗУЛЬТАТЫ ЛИНЕЙНОЙ ЛОГИСТИЧЕСКОЙ РЕГРЕССИИ ДЛЯ ЗАВИСИМОГО ФАКТОРА – КОАРКТАЦИЯ 
АОРТЫ

TABLE 4. RESULTS OF LINEAR LOGISTIC REGRESSION FOR THE DEPENDENT FACTOR – COARCTATION OF THE AORTA

Аналиты
Analytes bb

Стандартная 
ошибка bb

Standard Error bb
B

Стандартная 
ошибка B

Standard Error B
p-level

Свободный член 
логистической регрессии
Free term of logistic regression

  -0,079 0,163 0,627

IL6R rs2228145 0,251 0,091 0,102 0,037 0,007*

IL10 rs1800896 -0,180 0,090 -0,078 0,039 0,049*

TLR2 rs5743708 0,143 0,089 0,107 0,067 0,112

TLR6 rs3775073 -0,122 0,090 -0,048 0,035 0,177

IL8 rs4073 0,111 0,090 0,046 0,037 0,218

Примечание. * – значимые различия, p < 0,05.
Note. *, significant differences, p < 0.05.
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Таким образом, формирование врожденных 
пороков клапанов сердца имеет свои значимые 
генетические маркеры как в генах сигнальных 
паттернов распознающих рецепторов, так и ци-
токинов (TLR6 rs5743810 и IL6 rs2069827). Фор-
мирование данной группы пороков сердца также 
детерминировано сочетанным влиянием пяти 

из исследованных генов (TLR2 rs5743708, IL6R 
rs2229238, TNF rs361525 и IL8 rs4073). Одной из 
схожих с пороками клапанов сердца по патогене-
зу является коарктация аорты, где формирование 
сужения может быть исходом пролиферативно-
го компонента воспаления. Исследования этой 
группы пороков сердца показало следующие ре-

Рисунок 1. ROC-анализ определения эффективности 
логистической функции для ВПС без разделения на 
отдельные нозологии по показателю AUC
Figure 1. ROC-analyzis of logistic function efficiency for CHD 
not differentiated into nosologies by AUC 

Рисунок 2. ROC-анализ определения эффективности 
логистической функции для врожденных пороков 
клапанов сердца (ВПКС) по показателю AUC
Figure 2. ROC-analyzis of logistic function efficiency 
for congenital heart valve diseases (CHVD) by AUC 

Рисунок 3. ROC-анализ определения эффективности 
логистической функции для коарктации аорты (КА) 
по показателю AUC
Figure 3. ROC-analyzis of logistic function efficiency 
for coarctation of the aorta by AUC

Рисунок 4. ROC-анализ определения эффективности 
логистической функции для септальных ВПС без 
разделения на отдельные нозологии по показателю AUC
Figure 4. ROC-analyzis of logistic function efficiency for septal 
CHD not differentiated into nosologies by AUC 
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зультаты, представленные в таблице 4 и на рисун-
ке 3.

Из таблицы 4 видно, что предиктором коар-
ктации аорты является минорный генотип IL6R 
rs2228145, а протектором минорный (мутантный) 
генотип IL10 rs1800896. С учетом данных NCBI, 
IL6R rs2228145 кодирует миссенс-мутацию, опре-
деляющую замену аспарагина (Asp) в 358 положе-
нии на аланин (Ala). Это точечная замена может 
влиять на структуру молекулы рецептора к IL-6 и 
через этот механизм ограничивать регуляторное 
влияние лиганда. Соответственно IL10 rs1800896 
является участком гена, находящегося за преде-
лами основной транскрибируемой последова-
тельности, и поэтому его детерминирующее 
влияние может быть только через особенности 
экспрессии молекулы IL-10. В то же время IL-10 
является одной из значимых молекул, регулиру-
ющих воспаления и ассоциированный с ним пи-
роптоз. В то же время в логистическую функцию 
входят и другие полиморфные варианты гена со 
своими весовыми коэффициентами. Оценка эф-
фективности этой функции была проведена с по-
мощью ROC-анализа (рис. 3). 

ROC-анализ продемонстрировал значимое 
отклонение полученной кривой и площади под 
ней от равновероятной прямой и ограниченной 
ей площади. Это доказывает, что формирование 
коарктации аорты детерминируется, по меньшей 
мере, пятью генами цитокинов и сигнальных пат-
терн-распознающих рецепторов (IL6R rs2228145, 
IL10 rs1800896, TLR2 rs5743708, TLR6 rs3775073 и 
IL8 rs4073). 

Исследования ассоциаций септальных ВПС 
без разделения по отдельным нозологиям с ге-
нами цитокинов Toll-like рецепторов показало 
отсутствие значимых предикторов и наличие 
протекторных минорных (мутантных) генотипов 
только в генах сигнальных паттерн-распознаю-
щих рецепторов (TLR2 rs5743708, TLR4 rs4986790 
и TLR6 rs3775073). Данные представлены в та-
блице 5. В данной логистической функции сво-
бодный член логистической регрессии значимо 
усиливает суммарные межгенные связи на бинар-
ный показатель. Исходя из этого, можно предпо-
ложить, что совместное влияние генотипов TLR2 
rs5743708, IL6R rs2228145, TLR4 rs4986790, TLR4 
rs4986791, TLR6 rs3775073, TLR1 rs5743551, TNF 
rs1799964, TLR2 rs3804099 и TNF rs361525 могут 
детерминировать септальные ВПС без разделе-
ния их на нозологии.

Для проверки этой гипотезы выполнен ROC-
анализ, результаты которого представлены на ри-
сунке 4.

Как видно из рисунка 4, полученная пло-
щадь под кривой (показатель AUC) значимо 
отличалась от равновероятного распределения 

(p = 0,001). Таким образом, можно сделать вывод, 
что влияние исследуемых полиморфных вариан-
тов генов, при совместном их эффекте, значимо 
влияет на формирование септальных ВПС без 
разделения их на нозологии.

Обсуждение
В проведенном исследовании решалась важ-

ная задача по оценки роли детерминирования 
иммуновоспалительного звена патогенеза врож-
денных пороков сердца. В частности, высказана 
гипотеза о конституциональной предрасполо-
женности к нарушениям регуляции процессов 
пролиферации и дифференцировки прогенитор-
ных клеток сердечно сосудистой системы. Важ-
ными молекулярными элементами регуляторных 
сетей являются цитокины и их рецепторы, а также 
сигнальные паттерн-распознающие рецепторы. 
Все эти молекулы обладают прейотропностью, 
в том числе реализуют эффекты регуляции деле-
ния клеток, вступление их в дифференцировку и 
далее в запрограммированную смерть. Особым 
путем, ассоциированным с провоспалительными 
цитокинами, является пироптоз – запрограмми-
рованная смерь клетки за счет активации рецеп-
торов апоптоза цитокиновыми лигандами [20]. 

С этих позиций значимые результаты получе-
ны для врожденных пороков клапанов сердца и 
для коарктации аорты. В частности, для группы 
врожденных пороков клапанов сердца была полу-
чена ассоциация с минорными (мутантными) ге-
нотипами двух полиморфных участков гена TLR6 
и IL6. Причем TLR6 rs5743810 детерминирует 
миссенс мутацию, а следовательно, и функцию 
рецепторной молекулы. Согласно базе данных 
dbSNP, для данного полиморфизма не выявлено 
ассоциированных клинических вариантов. В то 
же время достаточно большое количество иссле-
дований показало ассоциации этого полиморф-
ного участка гена с провоспалительными, инфек-
ционными, онкологическими заболеваниями, а 
также атеросклерозом [6,  12, 19]. 

Известно, TLR6 образует гетеродимеры с 
TLR1 или c TLR2, через которые воспринима-
ются сигналы от различных лигандов, в то чис-
ле от патоген-ассоциированных молекулярных 
паттернов, и активируются внутриклеточные ка-
скады, передающие сигналы на нуклеарный фак-
тор транскрипции kB (NF-kB). Если в отноше-
нии эмбриобласта нет данных об особенностях 
экспрессии TLR, то новыми исследованиями 
транскриптома эндометрия у женщин с повто-
ряющимися репродуктивными потерями после 
экстракорпорального оплодотворения было по-
казано доминирование провоспалительных ре-
гуляторных сетей [16]. Авторы делают выводы, 
что репродуктивные потери связаны с высоким 
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провоспалительным потенциалом эндометрия и 
значимой по отношению к контролю (эндоме-
трию здоровых женщин) экспрессией IL-6, ин-
терферона гамма, IL-17A, IL-23A, интерферонов 
альфа и бета, IL-2, TLR4 и TLR6, а также ряда 
хемокинов и внутриклеточных мессенджеров 
(STAT3, RAG1). Ранее проведенные исследова-
ния показали схожесть иммунных нарушений в 
системе «мать  – эмбрион/плод» при репродук-
тивных потерях и при врожденных пороках серд-
ца у плода/новорожденного [4]. Таким образом, 
можно говорить о том, что неэффективно регу-
лируемый провоспалительный потенциал имеет 
место не только со стороны материнского микро-
окружения, но и со стороны собственно эмбри-
она. Детерминирование этого эффекта значимо 
проявилось при врожденных пороках клапанов 
сердца. Вторым предиктором этой группы поро-
ков был IL6 rs2069827. Как уже говорилось выше, 
этот полиморфизм влияет на экспрессию моле-
кулы IL-6 и для его минорного генотипа показа-
ны повышенные концентрации IL-6 в сыворотке 
крови у пациентов с системной красной волчан-
кой [7]. Соответственно, по предикторной роли 
двух гомозиготных минорных генотипов TLR6 
rs5743810 и IL6 rs2069827 в отношении врожден-
ных пороков клапанов сердца можно говорить 
о конституциональной предрасположенности 
к формированию данной группы пороков через 
провоспалительный потенциал. Дополнительны-
ми предикторами, сочетано влияющими на фор-
мирование врожденных пороков клапанов серд-
ца, были гомозиготные минорные (мутантные 
генотипы) IL6R rs2229238 и IL8 rs4073. Мутант-
ный гомозиготный генотип IL6R rs2229238 вно-
сит дополнительный вклад в провоспалительный 
потенциал через регуляторную сеть IL-6. Показа-
ны ассоциации этого полиморфного участка гена 
рецептора IL-6 с кальцификацией биопротезов 
митрального клапана сердца [17]. Молекула IL-8 
является основным провоспалительным хемоки-
ном, конституциональный повышенный синтез 
которого может быть причиной развития и под-
держания огромного количества заболеваний с 
аутовоспалительным патогенезом. Об этом сви-
детельствует большое количество исследований 
в этом направлении [14]. Полученные результаты 
необходимо учитывать и при хирургическом ле-
чении этой группы врожденных пороков сердца, 
так как провоспалительный потенциал, реализу-
емый через IL-6 и IL-8, может проявиться в виде 
осложнений раннего и отдаленного периодов по-
сле кардиохирургического лечения.

Значимым предиктором коарктации аорты был 
мутантный генотип IL6R rs2228145. Как уже го-
ворилось выше, этот генотип был ассоциирован с 
как с аутовоспалительной патологией сердца, так 

и с патологической кальцификацией биологиче-
ского протеза митрального клапана [17]. Вторым 
полиморфизмом, положительно ассоциирован-
ным как врожденными пороками клапанов серд-
ца, так и с коактацией аорты был минорный ге-
нотип IL8 rs4073, для которого получено большое 
количество ассоциаций с инфекционной, аутово-
спалительной и аутоиммунной патологией [14]. 
Таким образом, по этим генетическим маркерам 
можно говорить о патогенетической связи между 
врожденными пороками клапанов сердца и ко-
арктацией аорты. Различия в детерминировании 
этих двух групп ВПС касались полиморфного ва-
рианта гена TLR2 rs5743708. Для коарктации аор-
ты минорный генотип вносил дополнительный 
предикторный вклад, а для врожденных пороков 
клапанов сердца, напротив, протекторный. Как 
уже говорилось выше, данный полиморфизм де-
терминирует миссенс-мутацию, которая приво-
дит к изменению структуры рецептора. Согласно 
базе данных National Library of Medicine (https://
pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/), этот генотип является 
фактором риска для формирования хронических 
инфекционных заболеваний, вызванных Borrelia 
burgdorferi и Mycobacterium tuberculosis [15]. Дока-
зано, что мутантный TLR2 не способен эффек-
тивно образовывать гетеродимеры с TLR6 и ак-
тивировать внутриклеточные каскады до NF- κB. 
Таким образом, этот полиморфизм детермини-
рует сниженный внутриклеточный сигнал для 
транскрипции. Как видно из таблицы 5, вклад в 
детерминирование коарктации аорты вносил как 
минорный генотип TLR2 rs5743708, так и мажор-
ный генотип TLR6 rs3775073, также кодирующий 
миссенс-мутацию. В отношении врожденных 
пороков клапанов сердца, ситуация была прямо 
противоположной. Детерминирование данной 
патологии было связано с сочетанным действием 
мутантного генотипа TLR6 rs5743810 и генотипа 
дикого типа TLR2 rs5743708. В целом, вполне ве-
роятно, что формирование как коарктации аор-
ты, так и врожденных пороков клапанов сердца 
может быть детерминировано через дефицит вну-
триклеточного сигналинга до NF-κB. 

Формирование септальных врожденных по-
роков сердца было ассоциировано с преимуще-
ственно мажорными генотипами TLR2 rs5743708, 
TLR4 rs4986790 и TLR6 rs3775073. Вполне вероят-
но, что формирование данной группы врожден-
ных пороков сердца является результатом общего 
вклада всех полиморфизмов, выявленных в ре-
грессии. Сочетанный вклад в детерминирование 
этой группы ВПС вносил мутантный генотип 
TLR4 rs4986791, кодирующий миссенс-мутацию. 
Данная мутация определяет низкий уровень вза-
имодействия рецепторов с лигандами, в частно-
сти с липополисахаридом [18]. Именно неэффек-
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тивная активация лигандами этого сигнального 
пути может быть дополнительной причиной в 
формировании септальных врожденных пороков 
сердца. Другим положительно ассоциированным 
с септальными ВПС был мутантный генотип TNF 
rs1799964, который может влиять на экспрессию 
гена и повышенный синтез самой молекулы 
TNFα [8]. Вполне вероятно, что через это меха-
низм запускается пироптоз и при неэффектив-
ности TLR-ассоциированных сигнальных путей 
формируется септальные врожденные пороки 
сердца.

Заключение
Проведенное исследование показало, что де-

терминирование врожденных пороков сердца 
связано с генами иммунной регуляции. Особое 
значение имеет мутация TLR6 rs5743810, которая 
была предиктором врожденных пороков клапа-
нов сердца. Формирование врожденных пороков 
клапанов сердца и коарктации аорты детерми-
нировано межгенными взаимодействиями TLR2 
rs5743708 с TLR6 rs5743810 и TLR2 rs5743708 с 
TLR6 rs3775073 соответственно. Это указывает на 

неэффективность внутриклеточных сигнальных 
путей до NF-κB. В то же время эти две группы 
врожденных пороков сердца детерминированы 
сочетанным воздействием генов провоспали-
тельных цитокинов, определяющих нарушения 
в регуляторной сети IL-6 и повышенный синтез 
IL-8. Для врожденных пороков клапанов сердца 
такими полиморфными участками генов были 
IL6 rs2069827, IL6R rs2229238 и IL8 rs4073, а для 
коарктации аорты  – IL6R rs2228145, IL8 rs4073. 
Формирование септальных врожденных пороков 
сердца связано с общим вкладов в детермиро-
вание этой патологии полиморфных вариантов 
генов TLR и цитокинов. Сочетанное влияние 
на этот процесс имеют миссенс-мутация в гене 
TLR4 rs4986790 и мутация TNF rs1799964, приво-
дящая к повышенному синтезу молекулы TNFα. 
Вклад взаимодействия генов TLR и цитокинов в 
формирование ВПС в целом не значителен. Дан-
ные о высоком провоспалительном потенциале в 
группе врожденных пороков клапанов сердца и 
коарктации аорты необходимо учитывать в пост-
натальном периоде при проведении кардиохи-
рургического лечения этих нозологий.

ТАБЛИЦА 5. РЕЗУЛЬТАТЫ ЛИНЕЙНОЙ ЛОГИСТИЧЕСКОЙ РЕГРЕССИИ ДЛЯ ЗАВИСИМОГО ФАКТОРА – СЕПТАЛЬНЫЕ 
ВПС БЕЗ РАЗДЕЛЕНИЯ НА НОЗОЛОГИЧЕСКИЕ ФОРМЫ
TABLE 5. RESULTS OF LINEAR LOGISTIC REGRESSION FOR THE DEPENDENT FACTOR – SEPTAL CHD WITHOUT DIVISION 
INTO NOSOLOGICAL FORMS

Аналиты
Analytes

Бета
Beta

Стандартная 
ошибка Бета

Standard Error Beta
B

Стандартная 
ошибка B

Standard Error B
p-level

Свободный член 
логистической регрессии
Free term of logistic regression

1,605 0,327 0,000*

TLR2 rs5743708 -0,170 0,072 -0,288 0,122 0,020*

IL6R rs2228145 -0,133 0,071 -0,100 0,053 0,062

TLR4 rs4986790 -0,427 0,193 -0,677 0,306 0,028*

TLR4 rs4986791 0,320 0,192 0,481 0,287 0,096

TLR6 rs3775073 -0,135 0,072 -0,095 0,051 0,063*

TLR1_rs5743551 -0,136 0,074 -0,111 0,060 0,067

TNF rs1799964 0,128 0,080 0,115 0,072 0,113

TLR2 rs3804099 -0,090 0,072 -0,067 0,054 0,216

TNF rs361525 -0,083 0,081 -0,131 0,126 0,302

Примечание. * – значимые различия, p < 0,05.
Note. *, significant differences, p < 0.05.
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ВЛИЯНИЕ МУТАЦИОННЫХ ВАРИАНТОВ СПАЙКОВОГО 
ГЛИКОПРОТЕИНА И РНК-ЗАВИСИМОЙ РНК-ПОЛИМЕРАЗЫ 
(nsp12) SARS-CoV-2 НА УЧАСТКИ СТЫКОВКИ 
С РЕМДЕСИВИРОМ
Давуд Али А.
Мосульсий университет, г. Мосул, Ирак

Резюме. В связи с быстрым развитием и эволюцией новых вариантов SARS-CoV-2 возникли про-
блемы, касающиеся их потенциального влияния на эффективность существующих вакцин. При этом 
наиболее значимые мутации касаются гена спайкового гликопротеина вируса. Ремдесивир, ингиби-
рующий активность РНК-зависимой РНК-полимеразы (РдРп), является единственным препаратом, 
принятым FDA для лечения COVID-19 (nsp12). Исследовалось связывание (стыковка) гибкого лиган-
да (ремдесивира) с жесткими рецепторами (спайковый белок и РдРп). В ряде работ было обнаружено, 
что мутации спайкового гликопротеина и РдРп оказывают существенное влияние на поведение ви-
руса и, в конечном счете, – на состояние здоровья человека. Показано, что позиция стыковки ремде-
сивира со спайковым белком и РдРп не определяется мутациями в недостающих петлях. Ремдесивир 
может связываться только с В- и С-цепями спайкового белка. Некоторые мутации могут передавать-
ся в отдельных вариантах без изменения типа аминокислот, как, например, K417N, L452R, N501Y, 
D614G, T716I и S982A.

Ключевые слова: COVID-19, ремдесивир, РНК-зависимая РНК-полимераза, спайковый белок, мутации

INFLUENCE OF SARS-CoV-2 VARIANTS’ SPIKE 
GLYCOPROTEIN AND RNA-DEPENDENT RNA POLYMERASE 
(nsp12) MUTATIONS ON REMDESIVIR DOCKING RESIDUES
Ali Adel Dawood
University of Mosul, Mosul, Iraq

Abstract. Rapid emergence and evolution of novel SARS-CoV-2 variants has raised concerns about their 
potential impact on efficiency of currently available vaccines. Among the most significant target mutations in 
the virus are those of the spike glycoprotein. Remdesivir, which inhibits the polymerase activity of the RNA-
dependent RNA polymerase RdRp, is the only medicine approved by FDA for treatment of COVID-19 (nsp12). 
The docking features of the flexible ligand (remdesivir) with the stiff receptors was investigated in the present 
study (S protein and RdRp interaction). In various studies, the spike glycoprotein and RdRp mutations were 
found to have a significant influence upon viral behaviour and, as a result, affect human health. The docking 
position of remdesivir with the S and RdRp proteins was shown to be unaffected by mutations in the missing 
loops. The remdesivir can only bind the B and C chains of S protein. Some mutations can be transferred 
between variations, without changing the type of amino acid, such as K417N, L452R, N501Y, D614G, T716I, 
and S982A.
Keywords: COVID-19, remdesivir, RdRp, S protein, mutation
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Introduction
Despite the fact that COVID-19 has been vacci

nated against by over half of the world’s population, 
the virus continues to kill thousands of people and 
spread disease. Viral proteins have altered since the 
discovery of the Indian Delta variants, resulting in an 
increase in the number of cases. A novel coronavirus 
strain that produces COVID-19 has been the subject 
of press reports since December 2019. As a result of 
this, new varieties have been discovered, and they 
are being studied. Because it appears to be more 
easily transmitted from person to person, the CDC 
defines the delta coronavirus as a “variant” [24, 39]. 
As of July 2021, the SARS-CoV-2 Delta strain is the 
most infectious. Mutations that make a virus more 
dangerous, on the other hand, may hinder the virus 
from propagating efficiently [35].

In England, the B.1.1.7 lineage, B.1.617.2 in India, 
and B.1.351 in South Africa have all been identified as 
SARS-CoV-2 strains. Using all available resources, 
researchers are actively evaluating the efficacy of 
various medicines and vaccines against new strains 
with a range of escape mutations. It’s unknown how 
these mutations influence SARS-CoV-2-host cell 
interactions in a systematic fashion, or if they increase 
morbidity [3, 26, 28]. As a result, creating broad-
spectrum antiviral medicines and vaccines to tackle 
future SARS-CoV-2 strains will require a long-term 
clinical treatment strategy [1, 25].

The most important coronavirus protein is the 
spike protein. It’s a viral transmembrane glycoprotein 
that helps the virus make contact with the host cell 
and invade it. The first protrudes from the surface of 
the viral particle and forms a corona-like halo. The 
functional components of the S protein are: S1 binds 
to cellular receptors on the surface of the host cell, 
such as ACE2, and S2 promotes cell-virus membrane 
fusion [32].

The viral RNA transcription and replication pro
tein RNA-dependent RNA polymerase (nsp12) is res
ponsible for the synthesis of viral RNA. The binding 
of nsp7 and nsp8 cofactors appears to be essential for 
SAR-CoV-2 RdRp RNA polymerase activity in order 
to increase RdRp binding and processivity (804 amino 
acids). RdRp’s active site palm subdomain comprises 
polymerase motifs that are conserved, and its structure 
is comparable to those of other RNA polymerases. 
We chose these proteins in our study because of their 
relevance to the virus or the host cell [2, 15]. 

Any antiviral drug must target the component of 
the virus’s life cycle that allows it to reproduce. Fur
thermore, a medicine must be capable of destroying 
viruses while causing no damage to the human 
cell that is infected. Viruses may also adapt to their 
surroundings. Because they reproduce so fast, they 
have a lot of opportunities to mutation (change their 
genetic code) with each new generation [9, 14].

Remdesivir (RDV) is an adenosine triphosphate 
analogue that was first discovered in 2017 to exhibit 
antiviral activity against the coronaviridae family. As a 
result, Remdesivir has sparked interest as a potential 
COVID-19 therapy. It has antiviral activity against 
numerous Ebola virus types in cell tests and monkey 
models. In vitro investigations show that Remdesivir 
reduces SARS-CoV by interfering with the polymerase 
activity of RNA-dependent RNA polymerase. Until 
October 2020, Remdesivir against COVID-19 was 
the only drug approved by the FDA. COVID-19 may 
be used to treat adults and adolescents aged 12 and 
above who weigh at least 88 pounds and have been 
hospitalised with COVID-19. Clinical trials suggest 
that Remdesivir may help these individuals recover 
more rapidly [12, 23, 36].

However, the molecular mechanism that allows  
for the maintenance of virulence is still mostly under
stood. We discuss how remdesivir binds to the S protein 
and RNA-dependent RNA polymerase (nsp12) in 
distinct viral strains, as well as the present state of 
knowledge. The goal of this research was to discover if 
new SARS-CoV-2 virus strains were spreading across 
countries. The discovery of SARS-CoV-2 variants 
might lead to more effective medicines, vaccines, and 
diagnostic tools. We investigated the development of 
novel SARS-CoV-2 variants with associated spike 
protein and RdRp mutations in a number of countries. 
Individual proteins with mutations at strategically 
important regions can alter the virus’s biology [4, 15, 
30, 38].

Materials and methods 
In global stoichiometry with resolution 2.8, spike 

glycoprotein with ID (6VXX) was chosen from the 
PDB because it commonly lacks loops during the 
release process. The missing sequences were derived 
from the crystallographic information file’s 6VXX wild 
type (CIF). With the discovery of the nonstructural 
protein (nsp12), also known as RdRp, as the primary 
component of the formally released protein from 
the RCBS PDB, this work was carried out (7OYG). 
The three-dimensional coordinate of the Remdesivir 
molecule was retrieved from the PubChem database. 
SARS-CoV-2 variants from different countries were 
chosen based on mutations in the S protein, as shown 
in Table 1. 

Reconstruction missing loops of S protein
To determine the impact of missing loops in the 

S  protein’s interaction with the remdesivir, we used 
two methods to generate missing loops: creating se
quences with Builder PyMOL software and uti
lizing a web application called ModLoop Queue. 
To determine the impact of missing loops in the 
S  protein’s interaction with the remdesivir, we used 
two methods to generate missing loops: creating se
quences with Builder PyMOL software and utilizing 
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a web application called ModLoop Queue. Because 
the S protein is made up of three identical chains, the 
missing sequences were created in the same regions 
where mutations occurred and are listed in Table 1 for 
each variant. The starting missing loop (SER-469) is 
built on the C-terminal of the (ILE-468). Continuing 
residues were built on the following sequences: THR 
(470)-GLU-ILE-TYR-GLN-ALA-GLY-SER-
THR-PRO-CYS-ASN-GLY-VAL-GLU-GLY-
PHE-ASN-CYS (488). The CYS488 was built on the 
N-terminal of the TYR-489 residue. Another missing 
loop was started with GLN-677 which is built on the 
C-terminal of the residue (THR-676). The missing 
loop is GLN (677)-THR-ASN-SER-PRO-SER-
GLY-ALA-GLY-SER-VAL-ALA. The last residue 
(ALA-688) was built on the N-terminal of the (SER-
689) residue.

Molecular docking of remdesivir in the S and RdRp 
proteins

The binding location and impact of the antiviral 
medication (remdesivir triphosphate) with the SARS-
CoV-2 S protein and RdRp were investigated using 
the AutoDock 4.2 molecular modelling simulation 
and PyRx protein ligand docking programmes. 
The interaction affinity as a scoring function 
was explored by docking protein molecules with 
remdesivir in a sequential manner. The docked 
complexes were visualized using UCSF Chimera and 
PyMOL. The interacting residues were investigated 
using the BIOVIA discovery studio. The built-in 
cavity identification method was used to identify 
potential binding locations. Each docking procedure 
was subjected to four runs. In addition, with a 
100 Kcal/ mol energy barrier, the maximum iterations 
were 1000. To identify the best conformations for  
each docking procedure, the lowest docked binding 
energy was employed [6, 8]. The missing hydrogen 
atoms were then added utilizing the BIOVIA disco
very studio built-in technique, with specific attention 
paid to histidine (HIS) residues to add their H atoms 
depending on their microenvironment. 

For the molecular simulation results, the five 
docking models with the highest binding energy and 
the most appropriate binding sites for a systematic 

analysis of drug-S protein interactions were chosen. 
Based on protein structure, distribution characte
ristics, and polarity qualities of amino acid residues 
around the remdesivir molecule’s binding sites, the 
molecular interaction technique and bioisosterism 
strategy were utilised to optimise three docking 
molecules. The new compounds created following 
optimization were simulated and evaluated using 
the same method, resulting in molecules with higher 
binding energies and tighter interactions. To test the 
accuracy of the remdesivir results, a short molecular 
dynamics (MD) simulation was run for each of the 
expected receptor-ligand complexes. The Molegro 
Virtual Docker was used to validate protein-ligand 
interactions and construct the molecular dock score 
and posture energy grid.

Results
Construction of missing loops
There is a clear contrast between the residues 

created using Builder PyMOL and ModLoop in the 
current investigation. As shown in Figure 1, the result 
clearly reveals that the ModLoop is more exact in 
distinguishing residue locations.

We found that remdesivir interacts with chain B of 
the S protein (6VXX) but not with chain A on multiple 
occasions, as shown in Figure 2. Following the loa
ding of missing loops, we displayed changes to the 
Indian delta version of chain A. The most prevalent 
variant mutations in the S protein sequence in India 
are L452R, E484Q, D614G, and P681R. Other mu
tations are far away, whereas E484Q and P681R are 
located in the missing loops. Remdesivir (RDV) 
had no interaction with chain A, suggesting that the 
changes were unconnected. The magenta missing 
loops were created with the PyMOL builder, while 
the blue missing loops were created with ModLoop. 
D614G is closer to RDV’s location than RDV is to 
D614G.

Molecular docking of the RDV with the B and C 
chains of S protein with missing loops

According to the current study, RDV has the 
strongest contact with the B and C chains of S protein. 
We performed RDV on the chain B of the UK variant 

TABLE 1. WILD TYPE (6VXX) RESIDUES (R) COMPARED WITH 4 STRAINS OF SARS-CoV-2 IN DIFFERENT MUTATIONS

Name Alt. Name Detected R 1 R 2 R 3 R 4 R 5 R 6 R 7 R 8

6VXX Wild type QQZ48538 Mar 2020 K417 L452 E484 N501 D614 P681 T716 S982

Delta Indian variant B.1.617.2 Dec 2020 R452 Q484 G614 R681

UK variant B.1.1.7 Feb 2020 Y501 G614 H681 I716 A982

South African variant 501Y.V2 Oct 2020 N417 K484 Y501 G614 H681 I716 A982

Brazilian variant B.1.1.28.1 Dec 2020 N417 K484 Y501

Note. Wild type residues = italic text. Mutation residues = bold italic text. 
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S protein with the mutations after synthesizing the 
missing loops (N501Y, D614G, P681H, T716I, and 
S982A). Only the P681H mutation is present in the 
missing loops. Figures 3, 4 show that S982A is closer 
to the RDV docking point as a result of this outcome. 
The RDV docking pose with the S protein chains B 
and C revealed conventional hydrogen bonds in the 
residues (B: ARG-1014, C: ARG-765, GLY769, and 
LEU-1012), as well as a new hydrogen bond in the 

C: GLN-762 residue, an unfavorable positive bond 
(red), a pi-sigma bond in the B: ALA-958 residue, and 
a pi-alkyl bond in the B: ALA-958 residue. Binding 
affinity and root-mean-square distance (RMSD) 
were calculated to choose the best pose with upper 
and lower RMSD. The best selected docking model is 
the first one when the RMSD/up, lb is equal to zero 
and the binding affinity is (-5.9). The first and third 
models have the highest MoleDock scores (-116.29 

Figure 2. Chain A of S protein and its mutations show interaction with RDV
A, chain A surface view shows missing loops (colored). B, chain A cartoon view. C, Wild P681 (PRO-681) residue (magenta and blue) is in the 
missing loops and D614 (ASP-614) residue is in the main chain. D, mutated R681 (ARG-681) residue is in the missing loops and mutated G614 
(GLY-614) residue is in the main chain. E, wild E484 (GLU-484) residue is in the missing loops and L452 (LEU-452) residue is in the main chain. 
F, mutated Q484 (GLN-484) residue is in the missing loops and R452 (ARG-452) residue is in the main chain. G, no docking was found between 
RDV and any residue in chain A. 

Figure 1. Crystal structure of S protein (6VXX)
Note. Left, cartoon structure shows three colored chains of wild 6VXX. Right, cartoon structure shows the missing loops: White loops constructed 
by Builder PyMOL. Colored loops constructed by ModLoop program.
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Figure 3. Molecular docking of RDV with chain B of the wild and mutation residues
Note. A, RDV interacts with the chain B surface view and shows missing loops (colored). B, chain B ribbon view with RDV docking (green color). 
C, N501 (ASN-501) wild residue is in the main chain and the missing loops (magenta and blue). D, mutated Y501 (TYR-501) residue is in the main 
chain with the missing loops. E, wild P681 (PRO-681) residue (magenta and blue) is in the missing loops and D614 (ASP-614) residue is in the 
main chain. F, mutated H681 (HIS-681) residue is in the missing loops and mutated G614 (GLY-614) residue is in the main chain. G, wild T716 
(THR-716) residue. H, mutated I716 (ILE-716) residue. I, wild S982 (SER-982) residue is closer to the RDV docking. J, mutated A982 (ALA-982) 
residue. K, interaction between RDV and S protein (chain B). 

Figure 4. Molecular docking of remdesivir (RDV) with the S protein
Note. A, 2D pose docking shows conventional hydrogen bonds ARG-1014 residue is in the chain B and (ARG-765, GLY769, and LEU-1012) 
residues are in the chain C (green), new hydrogen bond of GLN-762 residue is in chain C (grey), unfavorable positive bond (red), Pi-sigma bond 
is in the ALA-958 residue of the chain B (purple), and Pi-alkyl bond is in the ILE-770 residue in the chain C (magenta). B, RDV-6VXX interactions 
in the 3D structure.

and -120.287 respectively). The best protein-ligand 
gird score is showed with the first model (-74.4338) 
and the highest Rerank score (-113.599) of the fourth 
model. This interaction formed 4 conventional 
H-bonds with B: ARG-1014, C: ARG-765, GLY-769, 
and LEU-1014. A novel hydrogen bond was formed 
with C: GLN-762. Molegro Virtual Docker was used 
to predict ligand scores such as Grid, MolDock, and 
Rerank, Table 2. The best energy pose is under -40, 
Figure 5.

Following the construction of the missing loops, 
we performed RDV on chain C of the S protein of 
the South African variety with mutations (K417N, 
E484K, N501Y, D614G, P681H, T716I, and S982A). 
The missing loops contain mutations E484K and 
P681H. All mutations are far from the fusion. The 
RDV docking position is shared by Chains B and C, 
as shown in Figure 6.

After modeling the missing loops, we performed 
RDV on the chain B of the S protein of the Brazi
lian version with mutations (K417N, E484K, and 

Pi-sigma
Pi-alkyl

Conventional hydrogen bond
Carbon hydrogen bond
Unfavorable positive-positive

Interactions
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Figure 5. Schematic graph shows the energy poses the blue line of 6VXX-RDV interaction extracted from Molegro Virtual 
Docker
Note. The best docking score is in the green circle.

Figure 6. RDV-Chain C docks in the wild and mutation residues
Note. A, RDV interacts with the chain C surface view and shows missing loops (colored). B, chain C ribbon view with RDV docking (green color). 
C, N501 (ASN-501), S981 (SER-981), and K417 (LYS-417) wild residues are in the main chain and E484 (GLU-484) residue is in the missing 
loops (magenta and blue). D, mutated Y501 (TYR-501), A981 (ALA-981), and N417 (ASN-417) residues are in the main chain and K484 (LYS-484) 
residue is in the missing loops. E, wild P681 (PRO-681) residue (magenta and blue) is in the missing loops and D614 (ASP-614) residue is  
in the main chain. F, mutated H681 (HIS-681) residue is in the missing loops and mutated G614 (GLY-614) residue is in the main chain. G, wild 
T716 (THR-716) residue. H, mutated I716 (ILE-716) residue. I, RDV interacts with the C chain residues (ILE-770, GLY-769, ARG-765, GLN-762,  
ARG-1014, and ALA-958). J, RDV-6VXX chain C interaction cartoon view.

TABLE 2. BINDING AFFINITY, UPPER BOUND RMSD/ub AND LOWER BOUND RMSD/lb DEGREE OF THE TOP 
OF INTERACTION MODELS BETWEEN RVD AND S PROTEIN EXTRACTED BY PyRx

6VXX-RDV Binding 
Affinity RMSD/ub RMSD/lb GRID 

Score
MolDock 

Score
Rerank 
Score

6VXX_121304011_uff_E = 1044.71 -5.9 0 0 -74.4338 -116.29 -96.6824
6VXX_121304012_uff_E = 1044.71 -4.5 13.996 9.456 -73.9069 -108.534 -98.4069
6VXX_121304013_uff_E = 1044.71 -4.5 17.778 12.044 -65.0775 -91.9958 -80.1375
6VXX_121304014_uff_E = 1044.71 -4.4 13.858 10.585 -64.7753 -120.287 -113.599
6VXX_121304015_uff_E = 1044.71 -4.4 17.451 11.529 -60.6775 -104.732 -85.1287

Note. Grid, MolDock, and Rerank were estimated by Molegro Virtual Docker.

60

40

20

0

-20

-40

-60

-100 0
[Blue] Energy of best pose.

100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 1100 1200 1300 1400 1500 1600



623

Мутации SARS-CoV-2 и эффекты Ремдесивира
SARS-CoV-2 mutations and Remdesivir effects2022, Vol. 24,  3

2022, Т. 24, № 3

Figure 7. RDV-Chain B interactions of wild and mutation residues
Note. A, RDV interacts with the chain B surface view and shows missing loops (colored). B, chain B ribbon view with RDV docking (green color).  
C, N501 (ASN-501) and K417 (LYS-417) wild residues are in the main chain and wild E484 (GLU-484) is in the missing loops (magenta and blue). 
D, mutated Y501 (TYR-501) and N417 (ASN-417) residues are in the main chain and mutated K484 (LYS-484) residue is in the missing loops.

Figure 8. Molecular docking pose of RDV-RdRp
Note. A, the cystal structure of the pose interaction shows the colored bonds. B, 2D structure of molecular atoms interaction shows 3 conventional-
hydrogen green bonds (A: ARG-569, SER-682, and ALA-685). A novel carbon hydrogen grey bond (A: GLY-683). 3 alky pale magenta bonds  
(A: LEU-576, LYS-577, and ALA-580). Pi-alkyl dark magenta bond (A: ALA-688).

N501Y). In the missing loops, the E484K mutation 
is discovered. Figure 7 shows how all mutations are 
situated far away from the docking stance.

Molecular docking of the RDV with RdRp (nsp12)
RDV has an excellent fusion with RdRp, it has 

been discovered. Rerecording of the most applicable 
bonds: Figure 8 shows three conventional hydrogen 
bonds (ARG-569, SER-682, and ALA-685), a new 
carbon-hydrogen bond (A: GLY-683), three alkyl 
bonds (A: LEU-576, LYS-577, and ALA-580), a 
Pi-alkyl bond (A: ALA-688) and an unfavourable 
positive-positive interaction with the residue (A: 

ARG-569). The top five docking models were chosen 
based on their greatest binding affinity and lowest 
RMSD/ub, lb characteristics. The first model has 
the highest binding affinity when the RMSD equal to 
zero. Not only that but the MolDock score for the first 
model is considered the highest (-100.334) with the 
GRID score (-51.3551) but the Rerank score is less 
than other models (-19.4025). The lowest MolDock 
score related to the fourth model with the GRID and 
Rerank score -27.9188, -29.6737 respectively, Table 3. 
The best energy pose is under -40, Figure 9. Only one 
mutation has been determined in the RdRp (P323L). 

Conventional hydrogen bond
Carbon hydrogen bond
Unfavorable positive-positive
Alkyl
Pi-alkyl

Interactions
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Figure 9. Schematic graph shows the energy poses the blue line of RdRp-RDV interaction extracted from Molegro Virtual 
Docker
Note. The best docking score is in the orange circle.

Figure 10. RDV-RdRP docks of wild and mutation residues
Note. A, RDV interacts with the nsp12 cartoon view. B, wild P323 (PRO-323) residue in the nsp12 is closer to the RDV docking site (blue).  
C, mutated L323 (LEU-323) residue. D, wild P323 (PRO-323) residue shows the surface view. E, mutated L323 (LEU-323) residue shows 
the insider pocket in the surface view.

TABLE 3. BINDING AFFINITY, UPPER BOUND RMSD/ub AND LOWER BOUND RMSD DEGREE OF THE TOP 
OF INTERACTION MODELS BETWEEN RVD AND RdRp EXTRACTED BY PyRx

RdRp-RDV Binding 
Affinity RMSD/ub RMSD/lb GRID 

Score
MolDock 

Score
Rerank 
Score

nsp12_121304011_ E = 1044.71 -7.4 0 0 -51.3551 -100.334 -19.4025

nsp12_121304012_ E = 1044.71 -7.3 31.6 28.094 -36.4412 -94.5294 -11.1266

nsp12_121304016_ E = 1044.71 -7.1 53.41 50.312 -33.0435 -63.576 -42.8843

nsp12_121304014_ E = 1044.71 -7 31.565 28.01 -27.9188 -37.6395 -29.6737

nsp12_121304015_ E = 1044.71 -6.9 4.623 2.491 -24.3764 -73.0735 -31.9112

Note. Grid, MolDock, and Rerank were estimated by Molegro Virtual Docker.
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With the RDV, the distance between the mutation site 
and the docking posture is randomly assessed at 28.5 
and 32.1. In the current investigation, there was no 
difference in the distance between natural and mutant 
RdRp and RDV residues. There are no evident 
structural variations in RdRp structure between the 
wild and mutant forms, as shown in Figure 10.

Discussion 
The worldwide economy and health system have 

been hit by the COVID-19 outbreak like never before. 
SARS-CoV-2 has a high level of transmissibility and 
tissue tropism in a wide range of tissues [29, 32].

This study focused on interventional treatments 
that target the SARS-CoV-2 viral entry machinery, 
such as spike protein or RdRp. Several remedies have 
recently been proposed and are receiving considerable 
investigation, including small-molecule medicines, 
antibodies, and antiviral peptides. At the molecular 
level, SARS-CoV-2 interactions with any medicine 
are investigated, and this information is critical for 
prevention and treatment. A variety of trajectories 
from long molecular dynamics (MD) simulations of 
the SARS-CoV-2 S protein are now available in the 
public domain [5, 7, 13, 20, 21].

The most prevalent share mutations in all of the 
selected nations are E484Q (K), D614G, and P681R 
(H), according to an analysis of the mutations in the 
various variants of the virus under study. When it comes 
to constructing missing loops, the ModLoop Queue 
software outperforms Builder PyMol. According to 
our findings, the fusion position of the remdesivir is 
restricted to the B and C chains within the following 
residues: B-(A958 and R1014), C-(Q762, R765, G769, 
I770, and L1012) respectively. Despite the presence of 
weak carbon-hydrogen bonds and unfavorable bonds 
as a result of the docking (6VXX-RDV), the binding 
affinity and electrostatic energy were high.

In the missing loops, the delta Indian version 
contains two out of four mutations: E484Q and P681R 
(50 percent), but the UK variation only has one out 
of five mutations: P681H. (20%). In the missing 
loops, the South African version has two out of seven 
mutations: E484K and P681H (28.5%), whereas the 
Brazilian variant has one out of three mutations: 
E484K. (33.3%). Extrapolating the data, it becomes 
evident that the missing loops include roughly half of 
the mutations discovered in the variants. Our study 
found that mutations in the missing loops did not 
influence on the docking location of the remdesivir 
with S protein. The most common mutation with the 
COVID-19 variants is D614G. D614G is thought to 
provide for a more open S protein structure, which 
is better for ACE2 interaction [19, 33]. The findings 
demonstrate that some mutations, including K417N, 
L452R, N501Y, D614G, T716I, and S982A, can be 
passed down between variants without altering the 

type of amino acid. In the delta Indian variations, 
glutamate (E) is changed to glutamine (Q), whereas 
in South African and Brazilian variants, glutamate 
(E) is changed to lysine (K). In delta Indian variant, 
the proline is changed to arginine, while in the UK 
and South African variants, the proline is changed to 
histidine.

RdRp is a key target for antiviral medication 
development against a variety of viruses. Three RdRp 
inhibitors have been proposed as possible targets for 
SARS-CoV-2 infection: favipiravir, galidesivir, and 
remdesivir [19,  22,  27,  33,  36,  37]. Understanding 
the molecular mechanism of remdesivir’s interaction 
with RdRp, as well as other potential targets, is critical 
for COVID-19 treatment development [27, 36, 37].

Although it’s been speculated that the RdRp 
P323L mutation affects viral proofreading, resulting 
in a greater prevalence of downstream mutations, it’s 
attracted less attention. According to a recent study, the 
RdRp mutation began to become more widespread in 
European viral genomes on February 20, 2020, and is 
associated with a greater frequency of point mutations 
than in Asian viral genomes. In a hydrophobic cleft 
near the changed P323L residue, which corresponds 
to mutation 14408 in the current study, a possible 
docking site was revealed. Drug resistance can be 
caused by naturally occurring mutations in RdRp, 
as has been previously documented [17,  22,  31, 
34]. Although additional research is required to 
determine the underlying molecular significance of 
the mutations, we believe that the P323L mutation 
reduces the clinical manifestation of SARS-CoV-2.

It also has a high binding affinity for RdRp, which 
was confirmed in the current study. According to 
new study, RDV can bind RdRp. In the (apo) form 
or in combination with the RNA template primer, 
SARS-CoV-2 RdRp can bind to RDV. RDV binds to 
Mpro efficiently, according to current in silico studies, 
corroborating our idea. RDV was also shown to be 
more efficient than lopinavir/ritonavir in vitro and in 
MERS-CoV-infected mice. Remdesivir was revealed 
to have a considerable affinity for the SARS-CoV-2 
virus’s main protease [10, 11]. When the RMSD/ub, 
lb was equal to zero in the first model, the binding 
affinity of the RDV with the RdRp was very high in 
the current investigation. This docking gave the higher 
MolDock and GRID scores compared to the rest of 
the models. Furthermore, we noticed that the P323L 
mutation did not effect on the remdesivir docking site. 
The RdRp wild and mutant types had similar distances 
between the docking location and the P323L residue.

The improved molecules, according to molecular 
simulations, have a higher binding energy and 
may interact with a greater number of amino acid 
residues in a variety of ways, resulting in unfavourable 
interactions [16,  18]. In both molecular dynamics 
datasets, the primary interactions are different, 
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with protomers working to follow the oligomer’s 
symmetry. Because remdesivir docks with the B and 
C chains of S protein, we expect the mutations to 
disrupt the connections that link the AC, CB, and 
BA chains. Overall, our findings reveal that mutations 
in the S protein promote enhanced infectivity in 
cellular systems and, using molecular modelling, 
provide a structural foundation for this effect. RdRp 
demonstrated a greater affinity for Remdesivir than 
S protein, and the two formed an unstable complex.

Conclusions
The most prevalent share mutations in all of the 

selected variants are E484Q (K), D614G, and P681R 
(H). Spike glycoprotein and RDdRp mutations were 
shown to have a substantial impact on viral behavior 

and, as a result, human health in several investigations. 
Our study found that mutations in the missing loops 
did not influence on the docking location of the 
remdesivir with S and RdRp proteins. The docking 
position of the remdesivir is restricted to the B and 
C chains of the S protein. The findings demonstrate 
that some mutations, including K417N, L452R, 
N501Y, D614G, T716I, and S982A, can be passed 
down between variants without altering the type of 
amino acid. Furthermore, we noticed that the P323L 
mutation did not effect on the remdesivir docking site. 
RdRp exhibited a greater affinity for remdesivir than 
S protein, and both formed an unstable complex.
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МЕХАНИЗМЫ ФОРМИРОВАНИЯ ГИБРИДНОГО 
ИММУНИТЕТА У ЛИЦ, ПЕРЕБОЛЕВШИХ COVID-19 
И ВАКЦИНИРОВАННЫХ ПЕПТИДНЫМИ АНТИГЕНАМИ 
SARS-CoV-2
Сизякина Л.П.1, Андреева И.И.1, Харитонова М.В.1, Зайцева Н.С.1, 
Любимов Д.С.1, Закурская В.Я.1, Тотолян Арег А.2, 3

1 ФГБОУ ВО «Ростовский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Ростов-на-Дону, Россия  
2 ФБУН «Санкт-Петербургский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии имени 
Пастера», Санкт-Петербург, Россия 
3 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Актуальность текущей эпидемической ситуации новой коронавирусной инфекции опре-
деляется новыми штаммами вируса и регистрацией фактов повторного инфицирования у перенесших 
COVID-19 ранее. В этой связи вопросы о целесообразности и характере вакцинации переболевших 
обращают на себя пристальное внимание, что, в том числе, отразилось на формировании понятия 
«гибридный иммунитет». Целью настоящего исследования стал анализ изменений параметров им-
мунной системы, отражающих их регуляторный и функциональный потенциал, в ответ на введение 
пептидной вакцины «ЭпиВакКорона» лицам, перенесшим новую коронавирусную инфекцию. Для 
изучения особенностей формирования гибридного иммунитета проведен ретроспективный анализ 
наблюдения за 43 участниками исследования. Критериями включения служили данные, подтверж-
дающие COVID-19 в легком и среднетяжелом вариантах течения в периоде от полугода до года назад, 
низкий уровень либо отсутствие антител к нуклеокапсидному белку SARS-CoV-2, отрицательный ре-
зультат ПЦР на наличие вируса SARS-CoV-2, отсутствие коморбидной патологии. Методом проточ-
ной цитофлюориметрии с использованием соответствующего целям набора моноклональных антител 
определяли субпопуляционный состав, регуляторный и функциональный потенциал иммунной си-
стемы. Через 21 день после введения первой дозы «ЭпиВакКороны» у всех участников исследования 
регистрировались антитела к пептидным антигенам вакцины в максимально высоких для исполь-
зуемой тест-системы SARS-CoV-2-IgG-Вектор значениях коэффициента позитивности. Помимо 
этого, отмечен четырехкратный рост количества специфических IgG к N-белку. Специфический им-
мунный ответ на рекомбинантные антигены SARS-CoV-2 сопровождался снижением в циркуляции 
количества моноцитов, экспрессирующих TLR4, Т-хелперов, экспрессирующих корецептор взаимо-
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действия с антигенпредставляющими клетками, непереключенных В-памяти при увеличении числа 
В-лимфоцитов, экспрессирующих молекулу Т-В корецепторного взаимодействия CD40. Остальные 
отличия функционирования иммунной системы, выявленные у переболевших COVID-19 до вакци-
нации в сравнении с контрольными данными, не претерпели изменений и состоят в снижении доли 
моноцитов, экспрессирующих HLA-DR, повышении экспрессии на Т- и В-лимфоцитах молекул 
межклеточной кооперации, увеличении количества Treg, В1-клеток, активированных В-лимфоцитов 
при снижении доли супрессорных В-reg и В-памяти. Совокупность представленных данных демон-
стрирует, что предшествовавшая вакцинации инфекция COVID-19 при легком и среднетяжелом вари-
антах клинического течения способствует формированию иммунологической памяти и обеспечивает 
возможность формирования вторичного иммунного ответа даже на однократное введение пептидных 
антигенов вируса SARS-CoV-2 .

Ключевые слова: COVID-19, поствакцинальный иммунитет, постинфекционный иммунитет, ЭпиВакКорона

MECHANISMS OF FORMATION OF HYBRID IMMUNITY 
IN PEOPLE WHO RECOVERED FROM COVID-19 AND WERE 
VACCINATED WITH SARS-CoV-2 PEPTIDE ANTIGENS
Sizyakina L.P.a, Andreeva I.I.a, Kharitonova M.V.a, Zaitseva N.S.a, 
Lyubimov D.S.a, Zakurskaya V.Ya.a, Totolian Areg A.b, c

a Rostov State Medical University, Rostov-on-Don, Russian Federation  
b St. Petersburg Pasteur Research Institute of Epidemiology and Microbiology, St. Petersburg, Russian Federation 
c First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. The relevance of the current epidemic situation of a new coronavirus infection is determined 
by new strains of the virus and the registration of cases of re-infection in COVID-19 survivors earlier. In this 
regard, the questions about the expediency and nature of vaccination of those who have been ill attract close 
attention, moreover it has affected the formation of the concept of “hybrid immunity”. The aim of this study 
was to analyze changes in the parameters of the immune system, reflecting their regulatory and functional 
potential, in response to the introduction of the peptide vaccine EpiVacCorona to persons who have suffered 
from the new coronavirus infection. To study the features of the formation of hybrid immunity, a retrospective 
analysis of the observation of 43 study participants was carried out. The inclusion criteria were data confirming 
COVID-19 in mild and moderate forms of the course in the period from six months to a year ago, a low level 
or absence of antibodies to the nucleocapsid protein SARS-CoV-2, a negative PCR result for the presence of 
the SARS-CoV-2 virus, the absence of comorbid pathology. The subpopulation composition, regulatory and 
functional potential of the immune system were determined by flow cytofluorimetry using a set of monoclonal 
antibodies corresponding to the goals. 21 days after the administration of a single dose of EpiVacCorona, 
antibodies to the vaccine peptide antigens were registered in all study participants at the highest coefficient of 
positivity values for the SARS-CoV-2-IgG-Vector test system used. In addition, there was a fourfold increase 
in the number of specific IgG to the N protein. A specific immune response to recombinant SARS-CoV-2 
antigens was accompanied by a decrease in the circulation of the number of monocytes expressing TLR4, 
T  helper cells expressing the interaction coreceptor with antigen-presenting cells, unconnected B  memory 
with an increase in the number of B lymphocytes expressing the CD40 T-B coreceptor interaction molecule. 
The remaining differences in the functioning of the immune system identified in patients with COVID-19 
before the vaccination in comparison with the control data have not changed. The differences consist in a 
decrease in the proportion of monocytes expressing HLA-DR, an increase in the expression of interaction 
molecules on T and B lymphocytes, an increase in the number of Treg, B1 cells, activated B lymphocytes with 
a decrease in the proportion of suppressor Breg and B memory. The totality of the presented data demonstrates 
that the COVID-19 infection that preceded vaccination in mild and moderate clinical course contributes to the 
formation of immunological memory, which made it possible to form a secondary immune response even to a 
single injection of peptide antigens of the virus.

Keywords: COVID-19, post-vaccination immunity, post-infectious immunity, EpiVacCorona vaccine
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Введение
Развивающаяся пандемия COVID-19 полага-

ет необходимость формирования и поддержания 
коллективного иммунитета к SARS-CoV-2  [1,   
2,  4,  7,  8,  9,  14]. Эпидемическая ситуация сегод-
няшнего дня, определяемая новыми штамма-
ми вируса, все более частая регистрация фактов 
повторного инфицирования у лиц, перенесших 
COVID-19 ранее, актуализирует проблему вак-
цинации переболевших. В силу этого механиз-
мы формирования «гибридного иммунитета», 
сочетающего постинфекционный и поствакци-
нальный иммунный ответ, становится объектом 
пристального внимания исследователей [3,  10, 
13,  18]. Опубликованные работы демонстриру-
ют выраженные иммунные реакции на S-белок, 
индуцированные mRNA или аденовекторными 
вакцинами у переболевших COVID-19, что объ-
яснимо для вакцин такого рода [11, 16, 20]. В то 
же время изучение иммуногенных эффектов пеп-
тидных фрагментов структурных белков вируса в 
условиях сформированного постинфекционного 
иммунитета представляет несомненный инте-
рес [5, 6].

Цель – изучить динамику параметров иммун-
ной системы на введение вакцины «ЭпиВакКо-
рона» у лиц, перенесших новую коронавирусную 
инфекцию.

Материалы и методы
Участники исследования 
Представлены данные ретроспективного ана-

лиза наблюдения за 43 переболевшими новой ко-
ронавирусной инфекцией, получившими первую 
дозу (V1) «ЭпиВакКороны». Критериями вклю-
чения в группу служила медицинская докумен-
тация, подтверждающая COVID-19 в анамнезе, 
отсутствие либо низкий уровень антител к нукле-
окапсидному белку SARS-CoV-2, отрицательный 
результат ПЦР на наличие вируса SARS-CoV-2, 
отсутствие коморбидной патологии. Участники 
исследования перенесли COVID-19 в легком (33 
чел) и среднетяжелом (10 чел) вариантах течения 
в интервале от 6 до 12 мес. Средний возраст со-
ставил 42 года (35-52), мужчин – 11, женщин – 
32. Все пациенты подписывали добровольное 
информированное согласие на участие в иссле-
довании в соответствии с протоколом, одобрен-
ным Локальным независимым этическим коми-
тетом ФГБОУ ВО РостГМУ (протокол 10/21 от 
20.05.2021).

При проведении исследования использована 
пептидная вакцина против COVID-19 «ЭпиВак-
Корона», состоящая из консервативных эпи-
топов S-белка, конъюгированных с носителем, 
представленным фрагментом N-белка SARS-

CoV-2, адсорбированных на гидроксиде алю-
миния (регистрационный номер ЛП-006504). 
Вакцину вводили в соответствии с инструкцией 
внутримышечно в дозе 0,5 мл однократно.

Лабораторные исследования
Для характеристики специфического иммун-

ного ответа к SARS-CoV-2 использовали ИФА 
тест-системы производства ФБУН НИИЭМ им. 
Пастера с определением количества IgG антител 
к нуклеокапсидному белку SARS-CoV-2 (N-CoV-
2-IgG PS, регистрационное удостоверение № 
РЗН 2021/14085 от 14.04.2021 г.), ИФА тест-
системы производства ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» 
Роспотребнадзора с полуколичественной оцен-
кой (КП) антител к компонентам «ЭпиВакКоро-
ны» (SARS-CoV-2-IgG-Вектор, регистрационное 
удостоверение РЗН 2020/12952 от 10.12.2020). 
Непосредственно перед вакцинацией и на 21-й 
день после проводили исследование биологи-
ческого материала верхних дыхательных путей 
(мазок из зева и носа) с использованием набо-
ра реагентов для выявления РНК коронавиру-
са SARS-CoV-2 методом полимеразной цепной 
реакции в реальном времени COVID-2019 Amp. 
Метод проточной цитофлюориметрии (с исполь-
зованием прибора Cytomiсs FC 500, США) при-
меняли для оценки количественных и функцио-
нальных показателей лимфоцитов и моноцитов 
периферического кровотока. В работе были ис-
пользованы диагностические моноклональные 
антитела с различным набором цветных меток: 
CD19-PE/CD5-FITC; CD19-FITC/CD25-PE; 
CD19-PE/CD23-FITC; CD19-PE/CD27-FITC; 
CD19-PC/CD27-PE/IgD-FITC; CD19- FITC/
CD40-PE; CD19-FITC/CD86-PE; CD19-PE/
CD38-FITC/CD24-PC; CD3-PE/CD45R0-FITC; 
CD3-PE/HLADR-FITC; CD4-PE/CD25-FITC; 
CD4-PE/CD25-PC/FoxP3-FITC; CD4-PE/
CD28-FITC; CD4-FITC/CD154-PE; CD8-FITC/
GrB-PE; CD8-PE/CD28-FITC; CD16-FITC/Gr-
PE; CD14-PE/HLADR-FITC; CD14-PE/CD284-
FITC (Beсkman Coulter, США). Общий уровень 
сывороточных иммуноглобулинов оценивали 
методом радиальной иммунодиффузии в геле. 
Периферическую кровь для оценки параметров 
иммунного статуса забирали в день вакцинации 
до инокуляции первой дозы и через 21 день по-
сле. В качестве контрольной группы обследова-
но 20 доноров крови, не имевших клинических, 
анамнестических и лабораторных данных о пере-
несенной SARS-CoV-2-инфекции.

Статистический анализ
Использовалась программа Statistica SPSS 26.0 

(IBM Statistic, США). Количественные данные 
оценивались на предмет соответствия нормаль-
ному закону распределения (НЗР) с помощью 
критерия Шапиро–Уилка. Ввиду того, что вы-
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борки не подчиняются НЗР, использовали непа-
раметрический критерий сравнительного анали-
за Манна–Уитни, количественные представлены 
с помощью медианы (Me) и нижнего и верхнего 
квартилей (Q0,25-Q0,75). Различия между данными 
в разные периоды исследования считали стати-
стически значимыми при р ≤ 0,05.

Результаты
Анализ параметров специфического гумо-

рального ответа на SARS-CoV-2 до вакцинации 

у всех участников исследования документировал 
наличие постинфекционных антител к N-белку 
в диапазоне 97,05 (45,78-145,95) у.е./мл. Эти ре-
зультаты, наряду с анамнестическими данными и 
медицинской документацией, стали подтвержде-
нием перенесенной инфекции и основанием для 
детального анализа показателей врожденного и 
адаптивного иммунитета у переболевших новой 
коронавирусной инфекцией перед проведением 
вакцинации в сравнении с контрольными дан-
ными доноров крови (табл. 1, 2).

ТАБЛИЦА 1. ПАРАМЕТРЫ КЛЕТОЧНОГО ЗВЕНА ИММУННОЙ СИСТЕМЫ У ЛИЦ, ПЕРЕНЕСШИХ НОВУЮ 
КОРОНАВИРУСНУЮ ИНФЕКЦИЮ ДО ВВЕДЕНИЯ «ЭпиВакКороны» 

TABLE 1. PARAMETERS OF THE CELLULAR IMMUNITY IN PERSONS WHO HAVE SUFFERED FROM THE NEW 
CORONAVIRUS INFECTION BEFORE THE INTRODUCTION OF THE EpiVacCorona VACCINE

Показатель
Indicator

Доноры
Donors

До вакцинации
Before vaccination р

CD16+, % 11,0 (10,0-15,0) 13 (9,8-18,3) 0,138
CD16+, abs. 0,21 (0,19-0,29) 0,21 (0,16-0,39) 0,976
CD14+HLA-DR+, % 72,0 (62,0-80,0) 50,0 (39,7-57,5) 0,001*
CD14+HLA-DR+, abs. 0,26 (0,22-0,29) 0,18 (0,12-0,21) 0,04*
CD14+CD284+, % 30,0 (23,0-40,0) 39,5 (30,0-50,7) 0,001*
CD14+CD284+, abs. 0,11 (0,08-0,14) 0,14 (0,09-0,25) 0,039*
CD3+, % 75,0 (72,0-77,0) 79,0 (74,20-80,75) 0,344
CD3+, abs. 1,44 (1,38-1,48) 1,26 (1,00-1,63) 0,382
CD3+CD45RA+, % 25,0 (19,0-32,0) 28,2 (23,2-34,2) 0,128
CD3+CD45RA+, abs. 0,48 (0,36-0,61) 0,43 (0,32-0,61) 1
CD3+CD45R0+, % 17,3 (13-21) 19,0 (13,0-23,9) 0,459
CD3+CD45R0+, abs. 0,33 (0,25-0,40) 0,32 (0,15-0,45) 0,641
CD3+HLA-DR+, % 1,25 (0,92-1,80) 1,45 (0,92-1,95) 0,014*
CD3+HLA-DR+, abs. 0,037 (0,033-0,040) 0,032 (0,02-0,03) 0,06
CD4+, % 45,0 (38,0-47,0) 48 (42,5-54,7) 0,243
CD4+, abs. 0,73 (0,65-0,94) 0,82 (0,64-1,00) 0,1
CD4+CD25+FoxP3+, % 1,8 (1,3-2,5) 2,42 (2,00-2,89) 0,003*
CD4+CD25+FoxP3+, abs. 0,03 (0,02-0,05) 0,05 (0,04-0,06) 0,002*
CD4+CD28+, % 28,0 (21,0-30,0) 30,0 (18,2-36,0) 0,451
CD4+CD28+, abs. 0,53 (0,40-0,57) 0,52 (0,25-0,70) 0,81

CD4+CD40L+, % 0,5 (0,3-0,9) 0,85 (0,47-1,27) 0,003*

CD4+CD40L+, abs. 0,01 (0,003-0,015) 0,02 (0,010-0,024) 0,04*

CD8+, % 24,0 (20,0-28,0) 29,0 (23,0-35,0) 0,001*
CD8+, abs. 0,50 (0,46-0,54) 0,50 (0,34-0,65) 0,252
CD8+Gr+,% 13,5 (11,5-15,2) 14,5 (10,5-20,8) 0,325
CD8+Gr+, abs. 0,26 (0,22-0,29) 0,22 (0,14-0,40) 0,576
CD8+CD28-, % 14,0 (10,0-17,0) 23,0 (17,7-27,0) 0,001*
CD8+CD28-, abs. 0,27 (0,19-0,32) 0,38 (0,21-0,53) 0,001*

Примечание. * – различия статистически значимы при р < 0,05 согласно U-критерию Манна–Уитни.
Note. *, the differences are statistically significant at p < 0.05 according to the Mann–Whitney U test.
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ТАБЛИЦА 2. ПАРАМЕТРЫ ГУМОРАЛЬНОГО ЗВЕНА АДАПТИВНОГО ИММУНИТЕТА У ЛИЦ, ПЕРЕНЕСШИХ НОВУЮ 
КОРОНАВИРУСНУЮ ИНФЕКЦИЮ ДО ВВЕДЕНИЯ «ЭпиВакКороны» 
TABLE 2. PARAMETERS OF THE HUMORAL IMMUNITY IN PERSONS WHO HAVE SUFFERED FROM THE NEW 
CORONAVIRUS INFECTION BEFORE THE INTRODUCTION OF THE EpiVacCorona VACCINE

Показатель
Indicator

Доноры
Donors

До вакцинации
Before vaccination р

CD19+, % 8,0 (5,0-10,0) 7 (6-10) 0,129
CD19+, abs. 0,15 (0,10-0,19) 0,13 (0,09-0,18) 0,217
CD19+CD5-, % 7,7 (4,5-9,5) 6,6 (5,2-9,6) 0,107
CD19+CD5-, abs. 0,15 (0,09-0,19) 0,13 (0,08-0,17) 0,073
CD19+CD5+, % 0,2 (0,1-0,3) 0,6 (0,4-0,8) 0,001*
CD19+CD5+, abs. 0,004 (0,002-0,006) 0,01 (0,006-0,017) 0,001*
В1:В2 38 (45-32) 11 (7-23) 0,001*
CD19+CD23+, % 0,91 (0,7-1,1) 1,5 (0,7-2,7) 0,008*
CD19+ CD23+, abs. 0,017 (0,013-0,021) 0,024 (0,01-0,04) 0,022*
CD19+CD25+, % 0,05 (0,04-0,06) 0,35 (0,2-0,6) 0,001*
CD19+CD25+, abs. 0,001 (0,0008-0,0010) 0,0057 (0,002-0,010) 0,001*
CD19+CD38+CD24+, % 0,82 (0,60-1,04) 0,40 (0,16-0,52) 0,001*
CD19+CD38+CD24+, abs. 0,015 (0,011-0,020) 0,007 (0,003-0,009) 0,001*
СD19+CD27-, % 5,7 (5,1-6,1) 5,7 (4,5-7,4) 0,723
СD19+CD27-, abs. 0,10 (0,098-0,117) 0,1 (0,067-0,131) 0,598
СD19+CD27+, % 2,27 (1,91-2,61) 1,55 (1,30-2,92) 0,012*
СD19+CD27+, abs. 0,027(0,017-0,050) 0,025 (0,019-0,040) 0,598
CD19+CD27+IgD+, % 1,15 (1,04-1,31) 0,48 (0,25-0,92) 0,001*
CD19+CD27+IgD+, abs. 0,023 (0,020-0,025) 0,01 (0,004-0,016) 0,001*
CD19+CD27+IgD-, % 1,07 (0,86-1,29) 1,07 (0,65-1,70) 0,994
CD19+CD27+IgD-, abs. 0,020 (0,016-0,025) 0,019 (0,009-0,030) 0,358
CD19+CD40+, % 7,02 (6,61-7,45) 6,0 (4,1-9,0) 0,11
CD19+CD40+, abs. 0,13 (0,12-0,14) 0,1 (0,06-0,15) 0,11
CD19+CD86+, % 0,13 (0,11-0,15) 0,6 (0,4-0,8) 0,001*
CD19+CD86+, abs. 0,0025 (0,002-0,003) 0,008 (0,005-0,016) 0,001*
IgA г/л 
IgA g/l 1,7 (1,3-1,9) 1,9 (1,48-2,15) 0,033*

IgM г/л 
IgM g/l 1,1 (0,9-1,3) 1,18 (1,05-1,32) 0,06

IgG г/л 
IgG g/l 11 (10-12) 12 (11,5-12,6) 0,001*

Примечание. См. примечание к таблице 1.
Note. As for Table 1.

Выявлено, что в исследуемых параметрах 
врожденного ответа не соответствовали кон-
трольным значениям данные моноцитарно-
го ряда. Отмечено снижение числа HLA-DR+ 
моноцитов, способных к презентации антигена 
и повышение количества ответственных за пер-
вичное распознавание TLR4+ клеток (табл. 1). В 
Т-клеточном звене адаптивного иммунитета от-
личия затронули циркулирующие Т-хелперы, не-
сущие молекулу корецепторного взаимодействия 

CD40L, число которых превышает контрольные 
цифры. Также увеличено количество перифе-
рических CD4+CD25+FoxP3+Treg. Отличным 
от контрольных значений оказался и параметр, 
характеризующий CD8+ субпопуляцию в виде 
увеличения общего числа и доли дифференциро-
ванных Т-эффекторов. Следует отметить и рост 
количества Т-клеток, экспрессирующих маркер 
поздней активации (табл. 1). 
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В показателях гуморального адаптивного им-
мунитета показано увеличение в кровотоке числа 
В1-лимфоцитов и, соответственно, изменение 
соотношения В1:В2, рост количества В-клеток, 
экспрессирующих активационные рецепторы 
CD25 и CD23, снижение общего числа В-памяти 
за счет фенотипического варианта непереклю-
ченных клеток, значительное усиление экспрес-
сии молекулы корецепторного взаимодействия 
CD86 при выраженном снижении числа супрес-
сорных CD19+CD38+CD24+В-лимфоцитов. Так-
же следует отметить повышение, в сравнении с 
контрольными показателями, уровня сывороточ-
ных IgA и IgG (табл. 2).

Через 21 день после введения одной дозы 
«ЭпиВакКороны» у всех участников исследова-
ния регистрировались специфические антитела к 
пептидным антигенам вакцины при средних зна-
чениях КП 17,2 (16,69-17,42) в ИФА-тест системе 
SARS-CoV-2-IgG-Вектор. Ввиду того, что крите-

рием отбора в исследуемую группу было отсут-
ствие либо низкие значения постинфекционного 
уровня антител к нуклеокапсиду SARS-CoV-2, 
учитывая присутствие N-белка в составе вакцины 
наряду с общей характеристикой поствакциналь-
ного ответа нами был проведен анализ уровня 
N-IgG. Установлено, что медиана этого показа-
теля составила 664,7 (556,78-1122,25) у.е./ мл. Ди-
намика вторичного ответа на соответствующий 
компонент «ЭпиВакКороны» представлен на ри-
сунке 1. 

Факт регистрации выраженного специфиче-
ского гуморального ответа на вакцину у перебо-
левших COVID-19 послужил поводом детального 
анализа динамики показателей иммунной систе-
мы. Сопоставление полученных результатов по-
зволило выявить статистически значимые разли-
чия показателей после вакцинации в сравнении с 
исходом (табл. 3).

Рисунок 1. Уровень IgG-антител к N-белку в сыворотке крови переболевших COVID-19 до и через три недели после 
вакцинации
Figure 1. Anti-N protein IgG serum level in recovered COVID-19 patients before and three weeks after vaccination

ТАБЛИЦА 3. ДИНАМИКА ПАРАМЕТРОВ ИММУННОЙ СИСТЕМЫ ДО И ЧЕРЕЗ ТРИ НЕДЕЛИ ПОСЛЕ ВВЕДЕНИЯ 
ВАКЦИНЫ «ЭпиВакКорона» У ЛИЦ, ПЕРЕНЕСШИХ НОВУЮ КОРОНАВИРУСНУЮ ИНФЕКЦИЮ

TABLE 3. DYNAMICS OF THE IMMUNE SYSTEM PARAMETERS BEFORE AND THREE WEEKS AFTER THE INTRODUCTION 
OF THE EpiVacCorona VACCINE IN PERSONS WHO HAVE SUFFERED FROM THE NEW CORONAVIRUS INFECTION

Показатель
Indicator

До вакцинации
Before vaccination

Через 3 недели 
Three weeks after vaccination р

CD14+ CD284+, % 39,5 (30,0-50,7) 28 (23,0-44,8) 0,028*
CD14+ CD284+, abs. 0,14 (0,09-0,25) 0,11 (0,07-0,14) 0,032*
CD4+CD28+, % 30,0 (18,2-36,0) 23,0 (16,0-28,0) 0,016*
CD4+CD28+, abs. 0,52 (0,25-0,70) 0,38 (0,24-0,55) 0,097*
CD19+CD27+IgD+, % 0,48 (0,25-0,92) 0,31 (0,11-0,61) 0,019*
CD19+CD27+IgD+, abs. 0,01 (0,004-0,016) 0,005 (0,002-0,011) 0,0001*
CD19+CD40+, % 6,0 (4,1-9,0) 7,5 (5,3-9,8) 0,028*
CD19+CD40+, abs. 0,1 (0,06-0,15) 0,13 (0,04-0,20) 0,0001*

Примечание. См. примечание к таблице 1.
Note. As for Table 1.
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ТАБЛИЦА 4. ДИНАМИКА ПАРАМЕТРОВ ИММУННОЙ СИСТЕМЫ, ОТЛИЧНЫХ ОТ КОНТРОЛЬНЫХ ЗНАЧЕНИЙ, ДО 
И ЧЕРЕЗ ТРИ НЕДЕЛИ ПОСЛЕ ВВЕДЕНИЯ «ЭпиВакКороны», У ЛИЦ, ПЕРЕНЕСШИХ НОВУЮ КОРОНАВИРУСНУЮ 
ИНФЕКЦИЮ
TABLE 4. DYNAMICS OF THE IMMUNE SYSTEM PARAMETERS OTHER THAN CONTROL VALUES BEFORE AND THREE 
WEEKS AFTER THE INTRODUCTION OF THE EpiVacCorona VACCINE IN PERSONS WHO HAVE SUFFERED FROM THE NEW 
CORONAVIRUS INFECTION

Показатель
Indicator

Доноры
Donors

До вакцинации
Before vaccination

Через 3 недели 
Three weeks after 

vaccination
р

CD14+HLA-DR+, % 72,0 (62,0-80,0) 50,0 (39,7-57,5) 41,5 (35-55) р1 = 0,001*
р2 = 0,001*

CD14+HLA-DR+, abs. 0,26 (0,22-0,29) 0,18 (0,12-0,21) 0,16 (0,11-0,22) р1 = 0,041*
р2 = 0,001*

CD4+CD25+FoxP3+, % 1,8 (1,3-2,5) 2,42 (2,00-2,89) 2 (1,54-2,65) р1 = 0,003*
р2 = 0,006*

CD4+CD25+FoxP3+, abs. 0,03 (0,02-0,05) 0,05 (0,04-0,06) 0,04 (0,02-0,06) р1 = 0,002*
р2 = 0,001*

CD4+CD40L+, % 0,5 (0,3-0,9) 0,85 (0,47-1,27) 0,7 (0,31-1,25) р1 = 0,003*
р2 = 0,001*

CD4+CD40L+, abs. 0,01 (0,003-0,015) 0,02 (0,010-0,024) 0,02 (0,010-0,026) р1 = 0,04*
р2 = 0,03*

В1:В2 38 (45-32) 11 (7-23) 11 (7-19) р1 = 0,001*
р2 = 0,001*

CD19+CD38+CD24+, % 0,82 (0,60-1,04) 0,40 (0,16-0,52) 0,4 (0,25-0,64) р1 = 0,001*
р2 = 0,001*

CD19+CD38+CD24+, abs. 0,015 (0,011-0,020) 0,007 (0,003-0,009) 0,007 (0,004-0,012) р1 = 0,001*
р2 = 0,001*

СD19+CD27+, % 2,27 (1,91-2,61) 1,55 (1,30-2,92) 1,7 (1,2-2,2) р1 = 0,012*
р2 = 0,001*

СD19+CD27+, abs. 0,027 (0,017-0,050) 0,025 (0,019-0,040) 0,022 (0,012-0,040) р1 = 0,517
р2 = 0,498

CD19+CD86+, % 0,13 (0,11-0,15) 0,6 (0,4-0,8) 0,7 (0,3-0,9) р1 = 0,001*
р2 = 0,001*

CD19+CD86+, abs. 0,0025 (0,002-0,003) 0,008 (0,005-0,016) 0,009 (0,004-0,016) р1 = 0,001*
р2 = 0,001*

Примечание. * – различия статистически значимы при р < 0,05 согласно U-критерию Манна–Уитни. р1 – уровень 
значимости при сравнении исследуемых исходных значений параметра и контрольных значений параметра, р2 – 
уровень значимости при сравнении исследуемых значений параметра (через 3 недели) и контрольных значений 
параметра.
Note. *, the differences are statistically significant at p < 0.05 according to the Mann–Whitney U test. р1, the level of significance 
when comparing the initial and control values of the parameter; р2, the level of significance when comparing the studied (after 3 
weeks) and control values of the parameter.

Через три недели после введения «ЭпиВак-
Короны» статически значимо снизилось ко-
личество циркулирующих TLR-4+ клеток мо-
ноцитарного ряда, CD4+CD28+Т-хелперов, 
экспрессирующих корецептор взаимодействия 
с АПК, CD19+CD27+IgD+ непереключенных 
В-памяти при увеличении количества В-лим
фоцитов, экспрессирующих молекулу Т-В коре-
цепторного взаимодействия CD40 (табл. 3).

В силу того, что уже при первичной оценке 

параметров иммунной системы, до вакцинации, 

в группе наблюдения были зарегистрированы от-

личия от физиологически значимых контроль-

ных значений, представляет интерес сопостав-

ление динамики и значимости этих отличий в 

процессе формирования гибридного иммунитета 

(табл. 4). 
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Обращает внимание стабильность измене-
ний, описанных до вакцинации, по-прежнему 
фиксируется снижение антигенпредставляющей 
способности моноцитов, увеличение количества 
Тreg и снижение супрессивных В-лимфоцитов, 
перераспределение соотношения В1 и В2, умень-
шение в циркуляции В-памяти на фоне усиления 
экспрессии рецепторов межклеточной коопера-
ции (табл. 4)

Обсуждение
Полученные данные убедительно демон-

стрируют, что предшествовавшая вакцинации 
инфекция COVID-19 способствовала пере-
стройке иммунной системы, обеспечившей 
возможность сформировать вторичный им-
мунный ответ на пептидные антигены SARS-
CoV-2. Этот факт нашел свое подтверждение 
выраженным специфическим иммунным от-
ветом не только на все компоненты «ЭпиВак-
Короны», но и отдельно на один из составляю-
щих – N-белок вируса. В нашем исследовании 
этот постулат доказан регистрацией через 21 
день после вакцинации IgG-антител при значе-
ниях КП в диапазоне 16-18 у.е. в тест-системе 
SARS-CoV-2-IgG-Вектор и семикратным ко-
личественным ростом IgG к N-белку (ИФА 
тест-система N-CoV-2-IgG PS). Включение 
механизмов иммунологической памяти нашло 
свое отражение в динамике показателей, ста-
тистически значимо изменившихся за три не-
дели развития вторичного иммунного ответа. 
Так, снижение количества CD3+CD4+CD28+Т-
клеток, участвующих в восприятии антигенно-
го стимула от АПК сопряжено с повышением в 
периферической циркуляции CD40+В-клеток, 
обеспечивающих процессы Т-В межклеточной 
кооперации при уменьшении числа циркулиру-
ющих В-памяти с непереключенным изотипом 
CD19+CD27+IgD+. Перечисленные факты от-
ражают вовлеченность во вторичный иммун-
ный ответ обоих звеньев адаптивных реакций, 
достаточно четкую их сопряженность, согласо-
ванность с имеющимися данными о механизмах 
развития иммунного ответа на SARS-CoV-2 [12, 
15, 17, 19]. Наши результаты позволяют пред-
полагать, что в интервале от полугода до одного 
года продолжительность иммунологической па-
мяти после заражения SARS-CoV-2 сохранена, 
и даже однократная вакцинация пептидными 
фрагментами вируса выступает значимым сти-
мулом специфического иммунитета.

Помимо подтверждения, что предшествовав-
шая инфекция приводит к созданию условий 
для вторичного иммунного ответа, полученные 
данные демонстрируют влияние COVID-19 на 
функционал иммунной системы в целом, что 

нами показано при сопоставлении параметров 
иммунного статуса испытуемых с контрольными 
цифрами до проведения вакцинации. Более того, 
отсутствие динамики изменений, зафиксирован-
ное через три недели после введения вакцины, 
свидетельствует о стабильности условий функ-
ционирования иммунной системы, возникших 
после инфекции. Эти изменения затрагивают 
регуляторный потенциал Т-звена адаптивного 
иммунитета в виде увеличения Т-лимфоцитов, 
наделенных супрессорными свойствами, и не 
только за счет CD4+CD25+FoxP3+Treg, но и 
CD3+CD8+CD28- дифференцированных цито-
токсических лимфоцитов. Кроме того, отмечается 
усиление экспрессии CD154, лиганда контакта с 
В-клетками. При этом спектр оставленных после 
COVID-19 изменений В-звена еще более разноо-
бразен и имеет, скорее, обратную, по отношению 
к Т-системе, направленность. Так, нами показано 
снижение количества CD19+CD38+CD24+ незре-
лых переходных В-клеток, которым свойственны 
супрессорные эффекты, повышение доли акти-
вированных CD25+ и CD23+В-лимфоцитов при 
весьма значимом усилении экспрессии молекулы 
корецепторного взаимодействия CD86 и умень-
шении количества СD19+CD27+ клеток с фено-
типическим вариантом В-памяти. Более того, у 
перенесших COVID-19 отмечен существенный 
рост доли минорной субпопуляции В1, и, соот-
ветственно, значимое перераспределение со-
отношения В1- и В2-лимфоцитов. Изменения 
отразились и на параметрах врожденного имму-
нитета в виде снижения антигенпредставляющей 
активности моноцитов. 

Заключение
Новая коронавирусная инфекция при легком 

и среднетяжелом вариантах клинического тече-
ния приводит к изменениям параметров функци-
онирования иммунной системы, регистрируемых 
через год после инфицирования. Максимальный 
спектр изменений затрагивает В-звено адаптив-
ного иммунитета. Перестройка иммунного реа-
гирования после COVID-19 обеспечивает высо-
кую иммуногенность даже одной дозы вакцины 
на основе пептидных антигенов SARS-CoV-2  – 
«ЭпиВакКорона». Процесс формирования вто-
ричного ответа сопровождается снижением 
числа циркулирующих CD4+Т-лимфоцитов, вза-
имодействующих с антигенпредставляющими 
клетками при увеличении количества CD40+В-
лимфоцитов, ответственных за Т-В-кооперацию, 
и уменьшении доли циркулирующих непереклю-
ченных В-клеток памяти. 
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ИСХОДЫ СЕПСИСА: НОВЫЙ ВЗГЛЯД НА СТАРЫЕ 
ПРОБЛЕМЫ
Савочкина А.Ю.1, Пыхова Л.Р.1, Абрамовских О.С.1, 
Четвернина Е.А.1, Полторак А.Е.2
1 ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Челябинск, Россия  
2 ГБУЗ «Челябинская областная клиническая больница», г. Челябинск, Россия

Резюме. Инфекции представляют собой распространенную проблему со здоровьем у людей всех 
возрастов. Обычно в ответ на инфекцию развивается местная реакция, и лечение не требуется. Одна-
ко иногда реакция на инфекцию неадекватна и может привести к дисфункции органа; это состояние, 
известное как сепсис. Патофизиология сепсиса многофакторная, и в развитии патологических про-
цессов, сопутствующих сепсису, иммунная система принимает самое непосредственное участие. Дис-
регуляторные нарушения при сепсисе могут наблюдаться в частности со стороны работы иммунной 
системы и непосредственно врожденного иммунитета, так как именно он является первой линией 
защиты нашего организма. Нейтрофильным грaнулоцитам в настоящее время отводится важная роль 
в развитии и поддержании воспалительных прoцессов, что обусловлено продукцией ими различных 
мeдиаторов воспаления. При этом на разных стадиях патогенеза иммунные факторы и механизмы 
выступают как в качестве генератора и исполнителя реакций повреждения, так и как основные со-
ставляющие защитных реакций организма. Неконтролируемый выброс эндогенных медиаторов 
воспаления, индуцируемый микроорганизмами, и недостаточность механизмов, ограничивающих 
их повреждающее действие, являются взаимопотенциирующими причинами органной дисфунк-
ции. Следовательно, дисфункция иммунной системы может развиваться и углубляться в процессе 
реализации любой неадекватной стратегии реагирования организма на воздействие инфекцион-
ного возбудителя. Целью исследования стало изучение спектра микроорганизмов, уровня нейтро-
фильных внеклеточных ловушек (НВЛ), PAD4, IL-6, IL-8 и их корреляций у больных с сепсисом и 
септическим шоком в зависимости от исхода заболевания. В исследование включены 44 пациента с 
сепсисом и септическим шоком и 20 условно здоровых доноров. У пациентов проводили забор цель-
ной периферической крови из локтевой вены в динамике с момента постановки диагноза до исхо-
да. Проведены микробиологические и иммунологические исследования. Полученные данные были 
обработаны в статистическом пакете SPSS Statistic 23.0. Развитие септических состояний сопрово-
ждается существенным изменением уровня исследуемых иммунологических показателей (НВЛ, IL-6, 
IL-8 и PAD4), токсичность ферментов лизосом и метаболитов кислорода, присутствующих в нейтро-
фильных внеклеточных ловушках, ведет к повреждению эндотелия, появлению очагов внутрисосу-
дистого воспаления, что наряду с действием микроорганизмов и их тoксинов приводит к развитию 
пoлиорганной недостаточности и наступлению смерти, высокие значения которых, вероятнее всего, 
приведут к летальному исходу. 

Ключевые слова: сепсис, септический шок, нейтрофильные внеклеточные ловушки, PAD4, Acinetobacter baumannii, IL-6, 
IL-8
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OUTCOMES OF SEPSIS: A NEW LOOK AT OLD PROBLEMS
Savochkina A.Yu.a, Pykhova L.R.a, Abramovskikh O.S.a, 
Chetvernina E.A.a, Poltorak A.E.b 
a South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russian Federation 
b Chelyabinsk Regional Clinical Hospital, Chelyabinsk, Russian Federation

Abtract. Infections represent a common health problem in people at any age. Usually, a local reaction 
develops in response to the infection, and intensive treatment is not required. However, sometimes the response 
to infection is inadequate and may lead to organ dysfunction; such condition is defined as septic state. The 
pathophysiology of sepsis is multifactorial, and the immune system is directly involved in development of 
pathological processes accompanying septic conditions. Dysregulatory disorders in sepsis may be observed, 
in particular, those affecting immune system and, immediately, innate immunity, which presents the first line 
of immune defense. Currently, neutrophilic granulocytes are considered important players in development 
and maintenance of inflammatory processes, which is due to their ability to produce various inflammatory 
mediators. At the same time, at different stages of pathogenesis, immune factors and mechanisms act both as a 
generating factors and effectors of damage reactions, as well as the main components of the defense responses. 
Uncontrolled release of endogenous inflammatory mediators induced by microorganisms, and lack of damage-
limiting mechanisms mutually synergize when promoting the organ dysfunction. Hence, dysfunction of the 
immune system may develop and deepen upon any inappropriate strategy of response to distinct infectious 
pathogen. The aim of our study was to assess the spectrum of microorganisms, levels of neutrophilic extracellular 
traps (NVL), PAD4, IL-6, IL-8 and their correlations in the patients with sepsis and septic shock, depending 
on the outcome of the disease. The study included 44 patients with sepsis and septic shock, and 20 apparently 
healthy donors. Peripheral blood samples were taken from the ulnar vein serially in dynamics, from the moment 
of diagnosis to clinical outcome. Microbiological and immunological studies have been carried out. The 
obtained data were processed with “SPSS Statistic 23.0” software. Development of septic conditions was found 
to be accompanied by a significant changes in the levels of studied immunological parameters (NLV, IL-6, IL-8 
and PAD4). Toxicity of lysosomal enzymes and oxygen metabolites present in neutrophilic extracellular traps 
leads to endothelial damage, appearance of focal intravascular inflammation, which, along with damaging 
effects of microorganisms and their toxins, leads to development of organ failure and onset. High burden ​​of 
these factors is most likely to cause lethal outcomes.

Keywords: sepsis, septic shock, neutrophil extracellular traps, PAD4, A. baumannii, IL-6, IL-8

Сепсис является одной из самых обсуждаемых 
проблем современной медицины. Это связано, 
прежде всего, с увеличением частоты его воз-
никновения и высокой смертностью, достигаю-
щей даже в ведущих клиниках 40% при сепсисе и 
80- 90% при септическом шоке [18]. 

Начиная с 1991 и до 2016 года трижды меня-
лись представления о диагностических критериях 
и определении понятия сепсис. Согласно новым 
дефинициям (Sepsis-3, 2016 год) сепсис необхо-
димо рассматривать не как синдром системной 
воспалительной реакции в ответ на инфекцию, а 
как угрожающую жизни дисфункцию, причиной 
которой является дисрегуляторный ответ орга-
низма на инфекцию [17]. Несмотря на то, что по-
стоянно появляются новые методические и кли-
нические рекомендации, изменение концепции 
сепсиса не позволяет окончательно преодолеть 
существующие трудности ранней постановки 
диагноза и оценки эффективности лечения [11]. 

В настоящее время признано, что сепсис 
включает в себя раннюю активацию как про-, так 
и противовоспалительных реакций [14] наряду 
с такими изменениями, как сердечно-сосуди-
стые, нейрональные, вегетативные, гормональные, 

биоэнергетические, метаболические, коагуля
ционные [8, 12, 16], и все они имеют прогности-
ческое значение [17]. Неконтролируемый выброс 
эндогенных медиаторов воспаления, индуцируе-
мый микроорганизмами, и недостаточность ме-
ханизмов, ограничивающих их повреждающее 
действие, являются взаимопотенциирующими 
причинами органной дисфункции. И, несмотря 
на то, что предложено множество механизмов, 
объясняющих связь иммунной дисрегуляции с 
полиорганной недостаточностью, до сих пор па-
тогенетический механизм их взаимосвязи при 
сепсисе остается неясным [13]. При сепсисе на-
блюдается иммунная дисрегуляция, в которой 
участвуют все звенья как врожденного, так и 
адаптивного иммунитета. В основе сепсиса лежит 
синдром системного воспаления с неконтроли-
руемым выбросом цитокинов. В настоящее время 
среди цитокинов наиболее распространенными 
биомаркерами сепсиса являются интерлейкины 
6 и 8. По современным данным интерлейкин-6 
(IL-6) является одним из важнейших медиаторов 
острой фазы воспаления и выступает как диагно-
стический маркер [7], а интерлейкин-8 (IL-8)  – 
одним из основных хемокинов, стимулирующих 
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миграцию нейтрофилов, моноцитов и лимфоци-
тов в очаг воспаления [4]. 

Нейтрофильным грaнулоцитам  – основным 
клеткам врожденного иммунитета – в настоящее 
время отводится важная роль в развитии и под-
держании воспалительных прoцессов, что об-
условлено, в первую очередь, продукцией ими 
различных мeдиаторов воспаления [3]. Помимо 
способности к фагоцитозу и дегрануляции ней-
трофилы обладают способностью образовывать 
внеклеточные структуры. Эти структуры получи-
ли название «нейтрофильные внeклеточные ло-
вушки» (Neutrophil Extracellular Traps, NETs или 
НВЛ) [10]. Нейтрофильные ловушки  – один из 
важных механизмов противоинфекционной за-
щиты при сепсисе, биологическая роль которого 
не менее важна, чем способность к фагоцитозу и 
секреции медиаторов. В ранее опубликованных 
нами работах было показано достоверное увели-
чение НВЛ у септических больных с летальным 
исходом на первые [2] и последние сутки [5].

При изучении механизмов образования 
нейтрофильных внеклеточных ловушек было 
установлено, что процесс образования НВЛ, 
прежде всего, требует активации пептидиларги-
ниндеиминазы 4 (PAD4) под действием НАДФ-
оксидазы, опосредованной посредниками с 
активными формами кислорода [15]. PAD4 пред-
ставляет собой кальций-зависимый фермент, 
который катализирует превращение пептидил-
аргинина в пептидил-цитруллин. PAD4 локали-
зован в цитоплазме моноцитов, Т- и В-клеток, 
нейтрофилов, эозинофилов и натуральных кил-
леров и может перемещаться в ядро после акти-
вации клеток [9]. Изменение уровня PAD4 при 
сепсисе не изучалось. 

Исход сепсиса зависит от особенностей ответа 
иммунной системы макроорганизма и характера 
микробной флоры. Вид микроорганизма, вызы-
вающий септические состояния, является важ-
ным фактором, определяющим не только кли-
ническое течение, но и исход, а резистентность 
возбудителя к антибактериальным препаратам 
имеет и огромное социально-экономическое 
значение [1].

Исходя из вышеизложенного, целью наше-
го исследования стало изучение спектра микро-
организмов уровня НВЛ, PAD4, IL-6, IL-8 и их 
корреляций у больных с сепсисом и септическим 
шоком в зависимости от исхода заболевания.

Для решения поставленных задач за период 
с 2014 по 2019 годы проведено обследование 44 
пациентов с сепсисом и септическим шоком, на-
ходившихся на лечении в отделении реанимации 
и интенсивной терапии ГБУЗ «Челябинская об-
ластная клиническая больница». Возраст паци-
ентов варьировал от 19 до 78 лет, средний возраст 
составил 54,9 лет. Из 44 пациентов было 24 муж-
чины и 20 женщин. У пациентов проводили забор 
цельной периферической крови из локтевой вены 
в динамике с момента постановки диагноза до ис-
хода. Обследуемые в зависимости от исхода были 

разделены на две группы: в 1-ю группу (n  =  25) 
включены пациенты с благоприятным исходом, 
во 2-ю группу (n = 19) – пациенты с неблагопри-
ятным (летальным) исходом, контрольную груп-
пу составили условно здоровые доноры (n = 20). 
Анализ всех изучаемых показателей был проведен 
ретроспективно на первые и третьи сутки.

Микробиологическая диагностика клини-
ческого материала проводилась на базе лабо-
ратории клинической микробиологии ГБУЗ 
«Челябинская областная клиническая больни-
ца» при помощи автоматизированной систе-
мы BacT/ALERT3D60 (BioMerieux, Франция). 
Идентификацию и определение чувствительно-
сти выделенных микроорганизмов проводили 
с помощью микробиологического анализатора 
VITEK®2 Compact (BioMerieux, Франция). Для 
определения чувствительности к антимикроб-
ным препаратам грамотрицательных, грамполо-
жительных микроорганизмов, дрожжеподобных 
грибов применялись одноразовые карты, ис-
пользуемые с приборами серии VITEK®2.

Иммунологические исследования проводили 
на базе НИИ иммунологии и на кафедре микро-
биологии, вирусологии, иммунологии и кли-
нической лабораторной диагностики ФГБОУ 
ВО ЮУГМУ Минздрава России. Уровень PAD4 
определяли с помощью набора фирмы производ-
ства Wuhan Fine Biotech Co., Ltd (Китай) на ав-
томатическом иммуноферментном анализаторе 
ChemWell 2910 (Awareness Technology, Inc., США). 
Этот набор основан на «сэндвич»-варианте им-
муноферментного анализа. 

Концентрации IL-6 и IL-8 определяли мето-
дом твердофазного иммуноферментного анали-
за с использованием коммерческих тест-систем 
производства АО «Вектор Бест» (Россия) на ав-
томатическом иммуноферментном анализаторе 
ChemWell 2910 (Awareness Technology, inc., США). 
Метод определения уровня IL основан на трех-
стадийном «сэндвич»-варианте твердофазного 
иммуноферментного анализа с применением 
моно- и поликлональных антител к исследуемым 
интерлейкинам.

Определение и подсчет НВЛ осуществляли 
по следующей методике: 1) из цельной перифе-
рической крови готовили мазок на обезжирен-
ном предметном стекле; 2) фиксировали мазок 
96%-ным этиловым спиртом, далее подсушивали 
мазок на воздухе; 3) фиксированный препарат 
окрашивали по методу Романовского-Гимзе и 
высушивали на воздухе; 4) учет проводили с по-
мощью светового микроскопа, в котором внекле-
точная ДНК представлена тонкими фиолетово-
красными нитями, занимающими пространство, 
в 2-3 раза превосходящее диаметр неизмененно-
го лейкоцита; 5) проводили подсчет следующих 
морфологических групп: 1-я группа объединяет 
клетки с сегментированным ядром, 2-я группа 
включает клетки с U- или S-образным ядром, 3-я 
группа  – это клетки с недифференцированным 
ядром, и к 4-й группе относят свободнолежащие 
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красно-фиолетовые волокна, представляющие 
собой нити ДНК; определяли процентное содер-
жание каждой морфологической единицы на 100 
структур. На данную методику получен патент 
№  2715557 «Способ обнаружения внеклеточной 
ДНК в цельной периферической крови» [6]. 

Полученные данные были обработаны в ста-
тистическом пакете SPSS Statistic 23.0. Различия 
между группами выявляли с помощью критерия 
Манна–Уитни и считали статистически значи-
мыми при р  <  0,05. Для описания полученных 
данных использовали медиану (Ме) и квартили 
(Q0,25-Q0,75). Корреляционный анализ проводили 
методом ранговой корреляции по Спирмену. 

Результаты микробиологического исследо-
вания показали, что из 44 пациентов грамполо-
жительная флора, представленная Staphylococcus 
epidermidis, была идентифицирована у 2 паци-
ентов, грамотрицательные микроорганизмы  – у 
12, в том числе у 8 пациентов  – с благоприят-
ным исходом, у 4 – с неблагоприятным исходом. 
Среди грамотрицательных микроорганизмов у 
пациентов, независимо от исхода, преобладал 
Acinetobacter baumannii. У 30 пациентов высеива-
лась смешанная флора  – как грамположитель-
ные, так и грамотрицательные микроорганизмы. 
Спектр возбудителей при смешанной инфекции 
у пациентов с благоприятным исходом был пред-
ставлен Klebsiella pneumoniae (62,5%), Acinetobacter 
baumannii (50,00%), Enterococcus faecium (43,75%), 
Enterococcus faecalis (25%), Escherichia coli (18,75%), 
Staphylococcus aureus (18,75%), Pseudomonas aeru
ginosa (12,5%), Staphylococcus hominis и Staphy
lococcus haemolyticus в одинаковом проценте слу-
чаев (6,25%). 

Этиологическая структура смешанной ин-
фекции при летальном исходе была представле-
на в основном Acinetobacter baumannii (53,33%), 
Escherichia coli (46,6%), Klebsiella pneumoniae 
(40%), Enterococcus faecium (30,3%), Pseudomonas 
aeruginosa (20%), Enterococcus faecalis (20%). 

При анализе полученных данных установле-
но, что иммунологические показатели при сеп-
сисе достоверно отличаются от аналогичных по-
казателей группы контроля, независимо от суток 
проведения исследования и исхода заболевания. 
При анализе иммунологических показателей 
больных с сепсисом регистрируются следующие 
изменения – на первые сутки у больных с небла-
гоприятным исходом регистрируется значимое 
увеличение уровней IL-6 и IL-8 относительно 
показателей больных с благоприятным исходом, 
а к 3-м суткам – еще и увеличение РАD4, а также 
количество внеклеточных сетей. Данные пред-
ставлены в таблице 1.

При проведении корреляционного анализа 
выявлены прямые корреляционные связи между 
уровнями PAD4, НВЛ и PAD4 у пациентов с бла-
гоприятным исходом. У больных с неблагопри-
ятным исходом установлено, что уровень PAD4 
коррелирует с уровнями IL-6, IL-8.

Данные представлены в таблице 2.
На основании полученных данных можно сде-

лать заключение, что высокие уровни изучаемых 
иммунологических показателей (НВЛ, IL-6, IL-8 
и PAD4), которые регистрируются на первые сут-
ки заболевания и существенно не снижаются в 
динамике, вероятнее всего приведут к летальному 
исходу. Можно предположить, что гиперактива-
ция иммунной системы, чрезмерное образование 

ТАБЛИЦА 1. ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ У БОЛЬНЫХ С СЕПСИСОМ С БЛАГОПРИЯТНЫМ 
И НЕБЛАГОПРИЯТНЫМ ИСХОДОМ, Me (Q0,25-Q0,75)
TABLE 1. IMMUNOLOGICAL PARAMETERS IN PATIENTS WITH SEPSIS WITH A FAVORABLE AND UNFAVORABLE OUTCOME, 
Me (Q0.25-Q0.75)

Показатели, единицы
Indicators, units

Контрольная 
группа

Control group
n = 20

Пациенты с благоприятным 
исходом

Patients with a favorable outcome
n = 25

Пациенты с неблагоприятным 
исходом

Patients with poor outcome 
n = 19

1-е сутки
1st day

3-и сутки 
3rd day

1-е сутки
1st day

3-и сутки
3rd day

НВЛ, отн. кол-во 
NET, rel. number

1,5
(0,25-2,00)

18,5* 
(10,00-27,25)

18,0* 
(10,5-32,0)

22,0* 
(14,0-34,0)

37,0* ** 
(24,0-51,0)

IL-6, пг/мл
IL-6, pg/ml

21,9
(19,98-23,90)

77,3* 
(32,5-174,7)

58,7* 
(32,65-90,85)

256,1* ** 
(129,2-398,4)

206,1* ** 
(77,60-327,73)

IL-8, пг/мл
IL-8, pg/ml

17,2
(15,58-18,11)

61,8*
(34,68-89,50)

50,7* 
(21,83-89,12)

133,0* ** 
(80,33-254,74)

135,8* ** 
(75,91-217,03)

PAD4, нг/мл
PAD4, ng/ml

0,9
(0,45-1,21)

34,6* 
(26,8-53,4)

28,0*
(25,00-36,05)

35,7* 
(28,5-39,0)

34,6* ** 
(28,8-51,8)

Примечание. * – статистически значимые отличия по сравнению с группой контроля, р < 0,05; ** – статистически 
значимые отличия по сравнению с группой больных с благоприятным исходом, р < 0,05.

Note. *, statistically significant differences compared to the control group, p < 0.05; **, statistically significant differences 
in comparison with the group of patients with a favorable outcome, p < 0.05.
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сетей ДНК, содержащих различные медиаторы 
воспаления, нарушение регуляции фагоцитар-
ной реакции биологически активными вещества-
ми (нейромедиаторами, гормонами, простаглан-
динами, биогенными аминами, пептидами и др.) 
вызывают локальные аутоиммунные реакции с 
повреждением тканей, а токсичность ферментов 

лизосом и метаболитов кислорода, присутствую-
щих в нейтрофильных внеклеточных ловушках, 
приводит к повреждению эндотелия, появлению 
очагов внутрисосудистого воспаления, что наря-
ду с действием микроорганизмов и их тoксинов 
инициирует развитие пoлиорганной недостаточ-
ности и наступление летального исхода.

ТАБЛИЦА 2. КОРРЕЛЯЦИОННЫЕ СВЯЗИ МЕЖДУ PAD4 И ИММУНОЛОГИЧЕСКИМИ ПОКАЗАТЕЛЯМИ У ПАЦИЕНТОВ 
С СЕПСИСОМ
TABLE 2. CORRELATION LINKS BETWEEN PAD4 AND IMMUNOLOGICAL PARAMETERS IN PATIENTS WITH SEPSIS

Показатель
Indicator

Коэффициент 
корреляции (ρ)

Correlation coefficient (ρ)
р

Пациенты с благоприятным исходом 
Patients with a favorable outcome

(n = 25)
PAD4, 1-е сутки – НВЛ, 1-е сутки
PAD4, 1st day – NET, 1st day 0,401 0,047

PAD4, 3-и сутки – PAD4, 1-е сутки
PAD4, 3rd day – PAD4, 1st day 0,814 < 0,001

Пациенты с неблагоприятным исходом 
Patients with poor outcome

(n = 19)
PAD4, 1-е сутки – IL-6, 1-е сутки
PAD4, 1st day – IL-6, 1st day 0,457 0,049

PAD4, 1-е сутки – IL-8, 3-е сутки
PAD4, 1st day – IL-8, 3rd day -0,483 0,036
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Зверев Виталий Васильевич – академик РАН, док-
тор биологических наук, профессор, научный руково-
дитель Федерального государственного бюджетного 
научного учреждения «Научно-исследовательский ин-
ститут вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова», за-
ведующий кафедрой микробиологии, вирусологии и 
иммунологии им. академика А.И. Воробьева Института 
общественного здоровья им. Ф.Ф. Эрисмана ФГАОУ 
ВО «Первый МГМУ им. И.М. Сеченова» Минздрава 
России (Сеченовского университета), лауреат двух пре-
мий Правительства Российской Федерации в области 
науки и техники.

В.В. Зверев – один из ведущих ученых нашей страны 
в области вирусологии, вакцинологии, молекулярной 
биологии, генетики вирусов, биологической безопас-
ности, прекрасный организатор медицинской науки, 
опытный педагог и воспитатель научных кадров. 

После окончания в 1975 г. лечебного факультета Вол-
гоградского государственного медицинского института 
трудовую деятельность Виталий Васильевич начал в 
должности младшего научного сотрудника в Научно-
исследовательском институте прикладной микробио-
логии Главмикробиопрома в г. Оболенске Московской 
области (1975-1979) и в Институте молекулярной гене-
тики АН СССР (1979-1985). В 1985 г. Виталий Василье-

вич успешно защитил кандидатскую диссертацию по теме «Особенности репликации и структуры 
ДНК малых колициногенных плазмид».

Последующая научная деятельность В.В. Зверева связана с Научно-исследовательским институ-
том вирусных препаратов РАМН, где он прошел путь от старшего научного сотрудника до директора 
института. Фундаментальные научные исследования В.В. Зверева посвящены изучению механизмов 
взаимодействия вирусов с клеткой, изучению молекулярно-биологической структуры и регуляции 
экспрессии генов рецепторов вирусов, структуры и функции вирусных белков. Результаты научных 
исследований были обобщены в докторской диссертации «Структура гена CD4-рецептора и изучение 
антивирусного действия рекомбинантных форм CD4», защищенной в 1995 г. 

В 1999 г. он был избран членом-корреспондентом РАМН, в 2002 – академиком РАМН. С 1997 г. 
по 2006 г. В.В. Зверев возглавлял Научно-исследовательский институт вирусных препаратов РАМН, а 
после реорганизации Научно-исследовательского института вакцин и сывороток им. И.И. Мечнико-
ва в форме присоединения к нему Института вирусных препаратов им. О.Г.  Анджапаридзе возглавлял 
до 2018 г. ФГБНУ НИИВС им. И.И. Мечникова. С 2018 г. по настоящее время В.В. Зверев – научный 
руководитель Института.

Зверев В.В. – автор более 400 научных трудов, из них 17 книг и монографий, 18 авторских сви-
детельств и патентов, 12 учебников и 4 методические рекомендации. Под его руководством и при 
научном консультировании выполнены и успешно защищены 4 докторских и 10 кандидатских дис-
сертаций.

Большое внимание в своей научной работе В.В. Зверев уделяет прикладным аспектам медицин-
ской науки. Целый ряд его исследований посвящен приоритетным разработкам в области биотехно-
логии. Под его руководством и при непосредственном участии разработано и внедрено в практику 
отечественного здравоохранения 26 диагностических и противовирусных препаратов. 

В.В. Зверев один из авторов первой национальной программы борьбы против ВИЧ-инфекции. 
При его непосредственном участии Институт первым в 1985 г. начал интенсивные исследования по 
созданию СПИД-диагностикума, и уже к середине 1986 г. были созданы и внедрены в практику здра-
воохранения первые отечественные тест-системы для скрининга и подтверждения ВИЧ-инфекции. 
За цикл работ «Разработка и организация производства новых высокоэффективных средств диагно-
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стики ВИЧ-инфекции и гепатитов А, В, С» в 1998 г. В.В. Звереву присуждена премия Правительства 
Российской Федерации в области науки и техники. 

За цикл работ «Разработка, научное обоснование и внедрение системы защиты населения Россий-
ской Федерации от новых биологических угроз» в 2006 г. присуждена вторая премия Правительства 
Российской Федерации в области науки и техники (2006). 

Академик РАН В.В. Зверев активно участвует в работе Российской академии наук, входит в со-
став Президиума РАН. В.В. Зверев проводит большую научно-организационную работу. Он является 
заместителем председателя Всероссийского научно-практического общества микробиологов, эпи-
демиологов и паразитологов; председателем научного совета по комплексной проблеме медицины 
«Вакцинология»; председателем проблемной комиссии «Корь, паротит, краснуха»; главным редакто-
ром журнала «Микробиология, эпидемиология и иммунобиология»; членом редакционной коллегии 
журнала «Вопросы вирусологии», председателем диссертационного совета Института, членом экс-
пертного совета GAVI, членом Правительственной комиссии по биологической и химической без-
опасности.

В.В. Зверев большое значение придает организации научно-методической и практической помо-
щи учреждениям здравоохранения и населению. Успешно осуществляется деятельность консульта-
тивно-поликлинического отделения Института, специалисты которого оказывают высококвалифи-
цированную медицинскую помощь жителям Москвы и Московского региона и которое является в 
первую очередь базой для научных исследований и внедрения новых технологий в практику здраво-
охранения. 

В настоящее время научные исследования, руководимые академиком РАН В.В. Зверевым, посвя-
щены важнейшим приоритетным направлениям современной медицины – изучению клеточных и 
молекулярных механизмов врожденного и адаптивного иммунитета при бактериальных и вирусных 
инфекциях, совершенствованию национального календаря прививок РФ и созданию отечественных 
вакцинных препаратов, разработке и усовершенствованию методов диагностики (в том числе экс-
пресс-диагностики) и мониторинга патологий различной этиологии, а также созданию иммунобио-
логических препаратов против наиболее распространенных инфекционных заболеваний. 

Виталий Васильевич принимает активное участие в разработке иммунотерапевтического подхо-
да, основанного на использовании вакцинных штаммов вирусов в качестве онколитических агентов 
для элиминации опухолевых клеток, в исследованиях по совершенствованию методов молекулярной 
диагностики и экологического мониторинга вирусных инфекций, разработке технологий получения 
вакцины против вирусов группы герпеса, а также ассоциированной вакцины против кори, паротита, 
краснухи и ветряной оспы. В круг научных интересов В.В. Зверева входят исследования по оценке 
профилактической и терапевтической эффективности противовирусных препаратов, разработке экс-
периментальных моделей для изучения эффективности препаратов. 
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Статьи представляются в  редакцию через систе-
му электронного издательства (http://mimmun.ru)  
в  соответствии с  требованиями журнала «Меди-
цинская иммунология» и «Инструкцией по подго-
товке и отправке статьи», представленной на сайте.

С 2016 г. в журнале публикуются статьи на рус-
ском и на английском языках. 

В журнал принимаются следующие виды публи-
каций:

Оригинальная статья
Статья должна описывать результаты закончен-

ного исследования. Допускается объем статьи до 20 
машинописных страниц, включая рисунки, табли-
цы. Статья должна содержать: 1) введение; 2) мате-
риалы и методы; 3) результаты исследований; 4) об-
суждение результатов; 5) благодарности. 

•	� Введение содержит обоснование цели и задач 
проведенного исследования. 

•	� Материалы и методы могут излагаться в виде 
отдельных фрагментов с  короткими подза-
головками. Все нетрадиционные модифи-
кации методов должны быть описаны с  до-
статочной степенью подробности. Для  всех 
используемых в работе реактивов, животных, 
клеточных культур и т. д. необходимо точно 
указывать производителей и/или источники 
получения (с  названиями страны, фирмы, 
института).

•	� Результаты описываются в логической после-
довательности в виде отдельных фрагментов, 
разделенных подзаголовками, без элементов 
обсуждения, без повторения методических 
подробностей, без дублирования цифровых 
данных, приведенных в таблицах и рисунках.

•	� В  обсуждении проводится детальный анализ 
полученных данных в сопоставлении с дан-
ными литературы, что служит обоснованием 
выводов и заключений авторов.

•	� Раздел «Благодарности» не  является обяза-
тельным, но крайне желателен. В  этом раз-
деле авторы могут выразить признательность 
организации, субсидировавшей проведе-
ние исследований, коллегам, консультиро-
вавшим работу в  процессе ее выполнения  
и/или  написания, а  также техническому 
персоналу за  помощь в  выполнении иссле-
дований. Благодарности за  предоставление 
специфических реактивов или  оборудова-
ния, как  правило, помещаются в  разделе 
«Материалы и методы».

Краткие сообщения
Журнал публикует небольшие по объему статьи, 

которые имеют безусловную новизну и значимость. 
Эти статьи проходят ускоренное рецензирование 
и  публикуются в  короткие сроки. Общий объем 
краткого сообщения ограничен 8 машинописны-
ми страницами, количество рисунков и/или таблиц 
не  может быть более 3, а  список использованных 
литературных источников не должен превышать 15. 
Титульный лист оформляется, как  описано выше. 

Разделы краткого сообщения аналогичны вышео-
писанным разделам оригинальной статьи, но не вы-
деляются заголовками и подзаголовками, результа-
ты могут быть изложены вместе с обсуждением. 

Обзорные статьи и лекции
Обзорные статьи и лекции в основном заказы-

ваются редакцией или  могут быть рекомендованы 
одним из  членов редколлегии. Более подробную 
информацию о  правилах оформления этих статей 
можно узнать в редакции

Библиографические стандарты описания 
цитируемых публикаций
Описание статьи из журнала:

Варюшина Е.А., Александров Г.В., Сазоно-
ва  Т.А., Симбирцев А.С. Изучение влияния мест-
ного применения рекомбинантного человече-
ского интерлейкина-1β на репарацию язвенных 
повреждений слизистой оболочки желудка // Ци-
токины и воспаление, 2012. Т. 11, № 1. С. 64-69. 
[Varyushina  Е.А., Аlexandrov G.V., Sazonova Т.А., 
Simbirtsev А.S. Study of the effect of local application 
of recombinant human interleukin-1β in the repair 
of ulcerative lesions of gastric mucosa. Tsitokiny i 
vospalenie = Cytokines and Inflammation, 2012, Vol. 11, 
no. 1, pp. 64-69. (In Russ.)]

Описание статьи из книги (монографии):
Соколова Г.Н., Потапова В.Б. Клинико-патоге-

нетические аспекты язвенной болезни желудка. М.: 
Анахарсис, 2009. 328 с. [Sokolovа G.N., Pоtapova V.B. 
Clinical and pathogenetic aspects of gastric ulcer]. 
Мoscow: Аnachаrsis, 2009. 328 p.

Примеры правильного оформления англоязычных 
ссылок:

Wells S.M., Kantor A.B., Stall A.M. CD43(S7) 
expression identifies peripheral B-cell subsets.  
J. Immunol., 1994, Vol. 153, no. 12, pp. 5503-5515.

Goodman J.W., Parslow T.G. Immunoglobulin 
proteins. Basic and Clinical Immunology. Ed. 
Stites  D.P., Terr A.I., Parslow T.G., Appletion and 
Lange, 1994, pp. 66-79.

Ссылки на  литературные источники в  тексте 
статьи, в рисунках и таблицах обозначаются араб-
скими цифрами в  квадратных скобках [1, 2, 3,...]. 
не допускаются ссылки на диссертации, авторефе-
раты диссертаций, публикации в сборниках, мето-
дические документы местного уровня. Количество 
источников не ограничено. В каждой ссылке при-
водятся все авторы работы. Неопубликованные 
статьи в список не включаются.

Обозначения, сокращения и единицы измерения
Для сложных терминов или названий, наиболее 

часто используемых в тексте статьи, можно ввести 
(в круглых скобках после первого упоминания пол-
ного названия термина) не более 3–5 нетрадицион-
ных сокращений. Узаконенные международными 
номенклатурами сокращения используются в соот-
ветствующей транскрипции. Например, для терми-
на «интерлейкин» используется сокращение «IL», 

ПРАВИЛА ДЛЯ АВТОРОВ
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а не русскоязычный вариант «ИЛ»; аналогично это-
му используются сокращения: «TNF», а не «ТНФ» 
или «ФНО»; «CD», а не «СД». Названия микроор-
ганизмов приводятся в  оригинальной транскрип-
ции с использованием курсива (E. coli, Streptococcus 
pyogenes). Единицы измерения приводятся без точ-
ки после их сокращенного обозначения (с, ч, см, 
мл, мг, kDa и т.д.), регламентированного междуна-
родными правилами.

Оформление иллюстративного материала
Иллюстративный материал должен быть ориги-

нальным, то есть ранее нигде не опубликованным. 
Общее количество иллюстраций (таблиц и  рисун-
ков) не  должно превышать восьми. При большем 
количестве иллюстраций их публикация оплачива-
ется автором. Публикация цветных иллюстраций 
(независимо от их количества) также оплачивается 
автором. Весь иллюстративный материал присыла-
ется в двух экземплярах и на диске в виде отдель-
ных файлов.

Размеры иллюстраций:
•	 максимальная высота – 210 мм
•	� максимальная ширина для 1 столбца – 82 мм, 

для 2 столбцов – 170 мм
Таблицы. Каждая таблица печатается на отдель-

ном листе (в отдельном файле на диске) через 2 ин-
тервала. Нумерация таблиц дается арабскими циф-
рами отдельно от  нумерации рисунков (графиков 
и фотографий). Название печатается над таблицей. 
Весь текст на русском языке, содержащийся в таб
лице, включая единицы измерения, должен быть 
переведен на английский язык; при этом перевод 
следует помещать в ячейку с соответствующим рус-
ским текстом отдельной строкой. Название табли-
цы и текст примечания к ней также должны быть 
переведены на английский язык и приведены под 
русским текстом с новой строки. Для пометок в та-
блицах следует использовать одну или  несколько 
(*). Пояснения печатаются после соответствующе-
го количества (*) под таблицей. Единицы измере-
ния, при необходимости, включаются в заголовки 
строк или столбцов.

Рисунки (графики и фотографии). В тексте статьи 
названия рисунков (графиков, фотографий) и  та-
блиц размещаются сразу после абзаца, где на  них 
дается первая ссылка. Все рисунки нумеруются по-
следовательно арабскими цифрами по мере их ис-
пользования в  тексте статьи. Названия рисунков 
и  подписи к  ним выносятся в  виде списка на  от-
дельную страницу. В  списке указываются: номер 
рисунка, название (с большой буквы), текст приме-
чаний (для микрофотографий должно быть указано 
увеличение). Подписи к рисункам даются краткие, 
но достаточно информативные. Названия рисунков 
и примечаний к ним, нарисуночные подписи, текст 
легенды должны быть переведены на английский 
язык и размещены под соответствующим текстом 
с новой строки. На  обороте каждой иллюстрации 
подписывается фамилия первого автора, название 
статьи и порядковый номер. Для публикации в жур-
нале принимаются только оригиналы фотографий 
(не  ксерокопии) хорошего качества, максималь-
но приближенные к  вышеуказанным размерам. 

Фотографии не должны иметь больших полей, т. е. 
фотографический материал должен занимать всю 
площадь фотографии. Рисунки могут быть пред-
ставлены в  графических форматах с  расширением 
.tiff (разрешение не менее 300 dpi при 100% масшта-
бе), .eps или .ai. Изображения, встроенные в доку-
менты Word, не принимаются. Графики и диаграм-
мы предоставляются вместе с таблицами, на основе 
которых они были созданы, или с численными обо-
значениями показателей, отображаемых соответ-
ствующими графическими элементами (столбика-
ми, секторами и т.п.) в виде файлов с расширениями 
.doc или, предпочтительнее, .xls.

Плата за публикацию статей
При соблюдении правил публикация статей 

в  журнале «Медицинская иммунология» является 
бесплатной для  авторов и  учреждений, в  которых 
они работают. Редакция может потребовать опла-
ту в следующих случаях: 1) за публикацию цветных 
иллюстраций; 2) при большом количестве иллю-
стративного материала (свыше 8 иллюстраций).

Подготовка статей
Для представления статьи авторы должны под-

твердить нижеследующие пункты. Статья может 
быть отклонена, если она им не соответствует.

А.	� Направляя статью в журнал, авторы гаранти-
руют, что поданные материалы не  были ра-
нее опубликованы полностью или по частям, 
в любой форме, в любом месте или на любом 
языке. Также авторы гарантируют, что статья  
не представлена для рассмотрения и публи-
кации в другом журнале. С момента приня-
тия статьи к печати в журнале «Медицинская 
иммунология» приведенный в ней материал 
не может быть опубликован авторами полно-
стью или по частям в любой форме, в любом 
месте и  на любом языке без согласования 
с  руководством журнала. Исключением мо-
жет являться: 1) предварительная или после-
дующая публикация материалов статьи в виде 
тезисов или короткого резюме; 2) использо-
вание материалов статьи как  части лекции 
или обзора; 3) использование автором пред-
ставленных в журнал материалов при напи-
сании диссертации, книги или монографии. 
Воспроизведение всего издания или  части 
любым способом запрещается без письмен-
ного разрешения издателей. Нарушение за-
кона будет преследоваться в  судебном по-
рядке. Охраняется Законом РФ № 5351-1 
«Об  авторском праве и  смежных правах» 
от 09.07.93 г.

Б.	� Файл отправляемой статьи представлен 
в формате .doc, .docx, .rtf.

В.	� Помимо файла со  статьей, предоставлены 
следующие файлы:
1) �Файл с  метаданными (при загрузке в  си-

стему ему присваивается имя «Метадан-
ные»):

•	�Фамилия, имя, отчество, ученая степень, 
ученое звание, должность автора, ответ-
ственного за  дальнейшую переписку с  ре-
дакцией (на русском и английском языках).

•	�Название учреждения, где работает ответ-
ственный автор (в  русском и  официально 
принятом английском вариантах).
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•	�Почтовый адрес для переписки с указани-
ем почтового индекса (на  русском и  анг
лийском языках).

•	�Телефон, факс (с  указанием кода страны 
и города), e-mail.

•	�Фамилия и  инициалы остальных соавто-
ров, их ученые степени, ученые звания, 
должности.

•	�Полное название статьи, направляемой 
в редакцию.

•	�Количество страниц текста, количество ри-
сунков, количество таблиц.

•	�Указать, для какого раздела журнала пред-
назначена работа: оригинальные статьи, 
лекции, обзоры, «точка зрения», краткие 
сообщения, новые иммунологические ме-
тоды, случаи из  практики, дневник имму-
нолога, книжное обозрение.

•	�Дата отправления работы.
2) �Отсканированная копия  файла с метадан-

ными, подписанная всеми авторами (при 
загрузке в систему ему присваивается имя 
«Подписи авторов»)

3) �Титульный лист (при загрузке в  систему 
ему присваивается имя «Титульный лист»), 
по форме:

• �название статьи (без использования каких-
либо сокращений)  (на  русском и  англий-
ском языках);

• �Фамилия, имя, отчество, ученая степень, 
ученое звание, должность всех авторов 
(полностью)  (на  русском и  английском 
языках);

• �подразделение и  учреждение, в  котором 
выполнялась работа (если в  работе уча-
ствовали авторы из  разных учреждений, 
это должно быть отмечено звездочка-
ми)  (в  русском и  официально принятом 
английском вариантах);

• �сокращенное название статьи для верхнего 
колонтитула (не более 35 символов, вклю-
чая пробелы и знаки препинания) (на рус-
ском и английском языках);

• �не менее 6 ключевых слов на русском и анг
лийском языках;

• �адрес для переписки с указанием телефона, 
номера факса и адреса e-mail.

4) Резюме (при загрузке в систему ему при-
сваивается имя «Резюме»). Предоставляется  
в  виде одного абзаца без ссылок и  специ
фических сокращений. Объем – не  менее 
300 слов. Резюме в  полном объеме пред-
ставляется также в  переводе на  английский 
язык. В отдельных случаях, по решению ре-
дакционной коллегии, может быть затребо-
ван развернутый вариант резюме на англий-
ском языке.
5) Рисунки, если они есть - каждый отдель-
ным файлом (при загрузке в  систему каж-
дому рисунку  присваивается имя «Рисунок. 
Название рисунка (где название рисунка соот-
ветствует содержащемуся в  файле рисунку. 
Порядковый номер рисунка»)

6) Файл в формате .doc, .docx., rtf, с названи-
ями рисунков

7) Таблицы, если они есть - каждая отдель-
ным файлом (Название каждой таблицы 
должно быть приведено заголовком в файле 
с самой таблицей)

8) Файл с  цитируемой литературой (при за-
грузке в систему ему присваивается имя «Ли-
тература»), по  следующей форме: таблица 
из  четырех столбцов (альбомная ориента-
ция), где:

Порядковый 
номер ссылки

Авторы, назва-
ние публикации 
и источника, где 
она опублико-
вана, выходные 
данные

ФИО, название 
публикации 
и источника 
на английском

Полный ин-
тернет-адрес 
(URL) цитиру-
емой статьи

Размещаются 
в таблице 
в алфавитном 
порядке, вна-
чале русско
язычные, затем 
на языках 
с  латинской 
графикой

Указывать 
по библио-
графическому 
стандарту, пред-
ставленному 
выше

Официальное 
англоязыч-
ное название 
публикации 
и источника, 
где она опу-
бликована 
- для русско-
язычных ста-
тей. В редких 
случаях, когда 
не существует 
официальных 
англоязычных 
названий (это 
возможно 
для таких 
типов публи-
каций, как те-
зисы, книги 
и др.) - редак-
ция просит 
предоставить 
их перевод, 
используя 
красный 
цвет шрифта. 
Для англоязыч-
ных публикаций 
и источников 
в этом столбце 
ставится про-
черк

В том случае, 
если инфор-
мация о статье 
не размещена 
на офици-
альном сайте 
издания, 
допустимо 
использовать 
URL статьи 
со сторонних 
сайтов, в том 
числе системы 
www.e-library.ru 

Текст должен быть набран с  одинарным меж-
строчным интервалом; используется кегль шрифта 
в 14 пунктов; для выделения используется курсив, 
а  не подчеркивание; все ссылки на  иллюстрации, 
графики и  таблицы расположены в  соответствую-
щих местах в тексте, а не в конце документа.

Текст соответствует стилистическим и  библио-
графческим требованиям.

Если вы отправляете статью в  рецензируемый 
раздел журнала, то  вы согласны с  требованиями 
слепого рецензирования, подробнее о  котором 
можно узнать на сайте журнала (http://mimmun.ru) 
из рубрики Рецензирование, в разделе «О Журнале».



652

2022, Vol. 24,  3
2022, Т. 24, № 3

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

АВТОРСКИЙ УКАЗАТЕЛЬ

ПРЕДМЕТНЫЙ УКАЗАТЕЛЬ
аллергическая реакция������������������� 598
аллергическое воспаление������������� 520
аллогенная трансплантация���������� 492
ангиогенез���������������������������������������� 464
антитела к MICA/B������������������������� 434
атопический дерматит�������������������� 598
аутоантитела������������������������������������ 598
аутоиммунный процесс������������������ 598
белки MICA/B��������������������������������� 434
бронхиальная астма������������������������ 520
вирус������������������������������������������������� 520
врожденные пороки сердца����������� 605
вульгарный псориаз������������������������ 588
гексапептид������������������������������������� 554
гены TLR����������������������������������������� 605
гипосаливация�������������������������������� 528
гипотиреоз��������������������������������������� 528
дети������������������������������������������� 554, 588
дисфункции������������������������������������� 554
дифференцировка Т-хелперов������ 574
естественные киллеры�������������������� 464
заболевания легких������������������������� 455
иммунный ответ���������������������� 455, 464
иммуномодулирующая терапия���� 554
ИФА������������������������������������������������� 482
коллаген������������������������������������������� 598
короткие пептиды��������������������������� 492
крысы Wistar������������������������������������ 492
ксеростомия������������������������������������ 528
культивирование����������������������������� 482
лейкоцитарная инфильтрация������ 540
лимфоциты�������������������������������������� 508
миграция������������������������������������������ 464

микобактерии���������������������������������� 455
молекулы адгезии��������������������������� 520
мононуклеарные клетки���������������� 482
мутации�������������������������������������������� 617
нейтрофилы������������������������������������� 540
нейтрофильные внеклеточные 
ловушки������������������������������������������� 641
нейтрофильные гранулоциты������� 554
никотин�������������������������������������������� 455
обострение астмы��������������������������� 520
острый перитонит��������������������������� 554
патогенез������������������������������������������ 598
поствакцинальный иммунитет����� 630
постинфекционный иммунитет��� 630
провоспалительные  
цитокины IL-1β������������������������������ 528
пролиферация������������������������� 464, 482
противовоспалительный 
интерлейкин IL-10�������������������������� 528
противоопухолевый иммунитет���� 434
проточная цитометрия������������������� 574
растворимые MICA/B�������������������� 434
ремдесивир�������������������������������������� 617
респираторный эпителий�������������� 540
РНК-зависимая РНК-полимераза�� 617
саркоидоз����������������������������������������� 574
сепсис����������������������������������������������� 641
септический шок���������������������������� 641
сиаладенит��������������������������������������� 528
сиаладеноз��������������������������������������� 528
слюна������������������������������������������������ 528
слюнные железы����������������������������� 528
спайковый белок����������������������������� 617

табак������������������������������������������������� 455
типирование������������������������������������ 508
трофобластический  
туберкулез���������������������������������������� 455
фенотип����������������������������������� 464, 482
фидерные клетки���������������������������� 482
фитопрепарат���������������������������������� 528
хронический полипозный 
риносинусит������������������������������������ 540
цитокиновый профиль������������������� 492
экссудативные поражения 
пространства Рейнке���������������������� 508
эктонуклеотидазы��������������������������� 588
эндотелий���������������������������������������� 464
ЭпиВакКорона�������������������������������� 630
Acinetobacter baumannii�������������������� 641
CD39������������������������������������������������� 588
CD73������������������������������������������������� 588
COVID-19�������������������������������� 617, 630
IL������������������������������������������������������� 605
IL-1β������������������������������������������������� 540
IL-6������������������������������������������� 528, 641
IL-8������������������������������������������� 540, 641
NK-клетки������������������������������� 434, 482
NKG2D-рецептор��������������������������� 434
PAD4������������������������������������������������� 641
Т-хелперы�������������������������������� 574, 588
Т-хелперы 17����������������������������������� 574
Th17.1����������������������������������������������� 574
TNF������������������������������������������ 528, 605
β1-гликопротеин����������������������������� 492

Абакушина Е.В.��������������481
Абрамовских О.С.����������641
Андреева И.И.����������������629
Афлитонов М.А.�������������539
Баранова О.П.����������������573
Барова Н.К.��������������������553
Безрукова Е.В.����������������539
Бережанский П.В.����������519
Березкина М.Э.��������������463
Бочкова М.С.������������������491
Варюшина Е.А.��������������539
Василькова А.И.�������������519
Воробейчиков Е.В.��������539
Гапонов А.М.������������������527
Гельм Ю.В.����������������������481
Герт Т.Н.��������������������������463
Гривцова Л.Ю.����������������481
Григорьева И.Н.�������������519
Гутина Е.В.����������������������491
Давуд Али А.�������������������617
Давыдова Е.В.�����������������507
Добренькая А.Е.�������������519
Еремеев В.В.�������������������455
Зайцева Н.С.�������������������629

Закурская В.Я.����������������629
Заморина С.А.����������������491
Зурочка А.В.��������������������507
Иванов Р.А.���������������������587
Иванов С.А.��������������������481
Илькович М.М.��������������573
Камелева А.А.�����������������519
Каприн А.Д.��������������������481
Кибалина И.В.���������������597
Ковалев М.А.������������������507
Ковалева С.В.�����������������553
Козлов И.Г.���������������������527
Козлова М.В.������������������527
Константинова Т.В.�������481
Кореневский А.В.����������463
Котенко А.В.�������������������597
Кравченко Э.В.��������������539
Кудрявцев И.В.���������������573
Купцова Д.Г.��������������������587
Лазарева Н.М.����������������573
Летяева О.И.�������������������519
Любимов А.В.�����������������491
Любимов Д.С.�����������������629
Лягуша Д.Э.��������������������553

Михайловский Н.В.�������481
Мурашкин Н.Н.�������������587
Нестерова И.В.���������������553
Пасова И.А.��������������������481
Петричук С.В.����������������587
Полторак А.Е.�����������������641
Пыхова Л.Р.���������������������641
Радыгина Т.В.�����������������587
Раев М.Б.������������������������491
Русанова А.С.������������������519
Рыбачук В.А.�������������������481
Савлевич Е.Л.�����������������527
Савочкина А.Ю.�������������641
Самойлович М.П.����������433
Сельков С.А.�������������������463
Серебрякова М.К.����������573
Сесь Т.П.�������������������������573
Сизякина Л.П.����������������629
Симбирцев А.С.�������������539
Синицкая А.В.����������������605
Синявин С.А.�����������������463
Смирнов И.В.�����������������433
Соколов Д.И.������������������463
Столбовая А.Ю.�������������433

Сультимова Т.Б.��������������527
Сухарева Ю.В.����������������539
Тараканов В.А.����������������553
Татаурщикова Н.С.��������519
Тетерин Ю.В.������������������553
Тимганова В.П.���������������491
Тотолян Арег А.������573, 629
Ужвиюк С.В.�������������������491
Федоскова Т.Г.����������������519
Фефелова Е.В.����������������597
Харитонова М.В.������������629
Хотко А.А.�����������������������587
Цыбиков Н.Н.����������������597
Чапурина В.Н.����������������553
Четвернина Е.А.�������������641
Чудилова Г.А.������������������553
Чумоватов Н.В.��������������455
Шабалдин А.В.���������������605
Шардина К.Ю.���������������491
Шмулевич С.А.��������������605
Эргешов А.Э.������������������455



Рисунок 4. Иммуногистохимическое выявление IL-1ββ и IL-8 на срезах полипозной ткани при ХПРС
Примечание. A, В – IL-1ββ (стрелки) в полипозной ткани (Б) при астматической триаде и (В) при ХПРС + БА. Б, Г – IL-8 (стрелки) в полипозной ткани при ХПРС. 
E – эпителий, покрывающий полип. Ядра клеток докрашены гематоксилином Карацци. Оригинальное увеличение: A ×320, Б ×640, В, Г ×1600.
Figure 4. Immunohistochemical detection of IL-1β and IL-8 on sections of nasal mucosa and polyposis tissue in CRSwNP
Note. A, C, IL-1β (arrows) in polyposis tissue (B) in asthmatic triad and (C) in CRSwNP + BA. B, D, IL-8 (arrows) in polyposis tissue in CRSwNP. E, epithelium covering the polyp. 
Cell nuclei were stained with Carazzi’s hematoxylin. Original magnification: A ×320, B ×640, C, D ×1600.
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Рисунок 2. Микрофотографии срезов полипозной ткани при ХПРС 
и ХПГРС
Примечание. A, Б – легкая форма ХПРС, общий вид разных участков полипа. 
В – легкая форма ХПРС, эпителий,  
GC – бокаловидные клетки. Г – резистентная форма ХПРС, общий вид, 
звездочки – отек в соединительнотканной строме полипа. Д – ХПГРС, общий 
вид. Е – ХПГРС, строма полипа, стрелка – полость, заполненная гноем. 
Е – эпителий, покрывающий полип. Окраска гематоксилином-эозином. 
Оригинальное увеличение: A ×160, Б, Г ×320, Д, Е ×640, В ×1600. 
Figure 2. Microphotographs of sections of polyposis tissue in CRSwNP and 
CPRSwNP
Notes. A, B, mild form of CRSwNP, general view of different parts of the polyp. C, mild 
form of CRSwNP, epithelium; GC, goblet cells. D, resistant form of CRSwNP, general 
view; asterisks, edema in the connective tissue stroma of the polyp. E, CPRSwNP, 
general view; F, CPRSwNP, polyp stroma; arrow, cavity filled with pus. E, epithelium 
covering the polyp. Stained with hematoxylin-eosin. Original magnification: A ×160,  
B, D ×320, E, F ×640, C ×1600. 

Рисунок 3. Микрофотографии срезов полипозной ткани при ХПРС 
+ БА
Примечание. A – ХПРС + БА, общий вид, головки стрелок – железы. Б – ХПРС 
+ БА, участок среза с фиброзом, головки стрелок – железы. В – ХПРС + БА, 
слизистые железы. Г – астматическая триада, общий вид. Д – астматическая 
триада, метаплазия эпителия, стрелки – субэпителиальная лейкоцитарная ин-
фильтрация. Е – астматическая триада, стрелки – лейкоцитарная инфильтрация 
в строме полипа. Е – эпителий, покрывающий полип, BV – кровеносный сосуд. 
Окраска гематоксилином-эозином. Оригинальное увеличение: A, Б ×320, Г ×160, 
В, Д, Е ×640. 
Figure 3. Microphotographs of sections of polyposis tissue in CRSwNP + BA 
Note. A, CRSwNP + BA, general view; arrow heads, mucous glands. B, CRSwNP + 
BA, section with fibrosis; arrow heads, mucous glands.  
C, CRSwNP + BA, mucous glands; arrows, leukocyte infiltration in the stroma of the 
polyp. D, asthmatic triad, general view. E, asthmatic triad, epithelial metaplasia; (ar-
rows) subepithelial leukocyte infiltration. F, asthmatic triad; arrows, leukocyte infiltration 
in the stroma of the polyp.  
E, epithelium covering the polyp; BV, blood vessel. Stained with hematoxylin-eosin. 
Original magnification: A, B ×320, D ×160, C, E, F ×640.

А (А)

Г (D)

E (F)

Б (B)

В (C)

Д (E)

А (А)

Г (D)

E (F)

Б (B)

В (C)

Д (E)



ПОДПИСНОЙ ИНДЕКС:
РОСПЕЧАТЬ – 83030 

ПРЕССА РОССИИ – 42311

ISSN 1563-0625


