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Россия

Резюме. При иммуновоспалительных ревматических заболеваниях организованными формами 
клеточного инфильтрата являются эктопические фолликулоподобные лимфоидные структуры и ГЗТ-
гранулемы, неорганизованными формами – диффузный клеточный воспалительный инфильтрат. Не-
отъемлемым компонентом патогенетической динамики этих видов клеточного инфильтрата являют-
ся программируемые варианты гибели клеток, из которых наиболее значимыми являются аутофагия, 
апоптоз, некроптоз, пироптоз и нетоз. Существует тесная взаимосвязь между указанными формами 
клеточной гибели. Эта взаимосвязь сформировалась в процессе биологической эволюции, отлича-
ется выраженным консерватизмом и подчиняется общебиологическим закономерностям молеку-
лярно-клеточных процессов в клетке. Высвобождающиеся в процессе гибели клеток «сигналы опас-
ности» (DAMPs) индуцируют состояние аутореактивности, обусловленной в том числе модуляцией 
процессов гибели клеток с помощью PRR-рецепторов клеток врожденной иммунной системы. На ос-
новании анализа процесса эндоцитоза, сигнальных путей, адапторных молекул, транскрипционных 
факторов, свойственных каждой из указанных форм гибели клеток, представлена патогенетическая 
значимость изменений мембранных структур и молекулярных путей реализации программируемой 
клеточной гибели при иммуновоспалительных ревматических заболеваниях. В этом отношении фун-
даментальными являются мембран-ассоциированные клеточные процессы, формирование различ-
ных видов внутриклеточных инфламмасом, процессы кросс-презентации МНС-рестриктированных 
продуктов дезорганизации рыхлой волокнистой соединительной ткани и индукция аутореактивности 
врожденной и адаптивной иммунных систем. Причинно-следственные взаимоотношения молеку-
лярных путей реализации указанных форм клеточной гибели позволяют идентифицировать целевые 
молекулярные мишени с целью модуляции продуктивного воспаления.

Ключевые слова: воспаление, ревматические болезни, aутофагия, апоптоз, некроптоз, пироптоз, нетоз, 
аутореактивность, МНС I класса, МНС II класса
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Abstract. There are organized forms of cellular infiltrate observed in immune-inflammatory rheumatic 
diseases, i.e., ectopic follicle-like lymphoid structures and delayed-type response granulomas, whereas diffuse 
cellular inflammatory infiltrates represent non-organized forms. In these types of cellular infiltration, an 
integral pathogenetic link includes programmable cell death variants, with autophagy, apoptosis, necroptosis, 
pyroptosis and netosis being the most significant. There is a close relationship between these forms of cell 
death. This relationship occured in the process of biological evolution, being characterized by pronounced 
conservatism, and it follows general biological laws of molecular cellular processes. The “danger signals” 
(DAMPs) released during cell death induce a state of autoreactivity caused, e.g., by modulation of cell 
death processes using cellular PRR receptors of the innate immune system. When analyzing the processes of 
endocytosis, signaling pathways, adaptive molecules, transcription factors involved into these modes of cell 
death, we discuss pathogenetic role of changing membrane structures and molecular pathways of programmed 
cell death in immune-inflammatory rheumatic diseases. In this regard, there are fundamental membrane-
associated cellular processes, genesis of various types of intracellular inflammasomes, cross-presentation of 
MHC-restricted products of disorganized loose fibrous connective tissue, and induction of innate and adaptive 
immune autoreactivity. Causal relationships of the molecular pathways for initiation of these forms of cell 
death, thus enabling identification of the molecular targets, in order to modulate productive inflammation.

Keywords: inflammation, rheumatic diseases, autophagy, apoptosis, necroptosis, pyroptosis, netosis, autoaggression, MHC I class, 
MHC II class

Введение
Иммуновоспалительные ревматические забо-

левания (ИВРЗ) представляют собой уникальную 
группу болезней человека, патогенетической ос-
новой которых является системный иммуново-
спалительный процесс в рыхлой волокнистой 
неоформленной соединительной ткани. Важным 
свойством ИВРЗ является гиперреактивность 
иммунной системы, моногенная и/или полиген-
ная генетическая предрасположенность, много-
факторность происхождения, при этом на моду-
ляцию фенотипа заболевания сильное влияние 
оказывают факторы окружающей среды [94].

При интерпретации патогенеза ИВРЗ доми-
нирующими являются представления о наруше-
ниях регуляции врожденной иммунной системы, 
обуславливающих индукцию системных аутово-
спалительных процессов и о нарушениях функ-
ций адаптивной иммунной системы, ассоцииро-
ванных с появлением системных аутоиммунных 
заболеваний [2, 16]. 

Триггерами активации врожденной и адап-
тивной систем иммунитета при ИВРЗ являют-
ся молекулярные паттерны, ассоциированные 
с дезорганизацией рыхлой волокнистой не-
оформленной соединительной ткани – DAMP, 

называемые также «сигналами опасности» или 
аларминами. При системных аутовоспалитель-
ных процессах DAMP взаимодействуют с мем-
бранными и цитоплазматическими рецепторами 
распознавания образов – PRR-рецепторами, экс-
прессирующихся на антиген-презентирующих 
клетках (АПК) – фолликулярных и плазмаци-
тоидных дендритных клетках (фДК и пДК) с по-
следующей активацией сигнальных путей, при-
водящих к гиперпродукции, в частности IL- 1b. 
IL-1b является одной из основных эффекторных 
молекул, стимулирующих аутовоспалительные 
процессы. Этот цитокин также действует и на эф-
фекторные клетки адаптивной иммунной систе-
мы, способствуя экспансии аутореактивных Th1- 
и Th17-лимфоцитов и ингибируя активность 
регуляторных Т-лимфоцитов (Тreg). IL-1b в этой 
ситуации выступает в качестве важного фактора 
патогенетической взаимосвязи между адаптив-
ным и врожденным иммунитетом. Аналогичные 
функции выполняют и интерфероновые цитоки-
ны. Также врожденная иммунная система игра-
ет определенную роль в активации адаптивной 
иммунной системы с помощью АПК, активация 
которых обуславливает последующий реактив-
ный ответ В- и Т-клеток. Таким образом, кратко-
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срочная или длительная активация врожденного 
иммунитета может привести к аутоиммунным за-
болеваниям [112].

Ключевой характеристикой системных ауто-
иммунных процессов является обнаруживаемая 
аутореактивность В- и Т-клеток, проявляющаяся 
в виде продукции цитопатогенных аутоантител и 
аутореактивных Т-клеток широкой специфично-
сти, тканевой и органной тропности. Во всех этих 
случаях DAMP выступают в роли ауто-АГ. 

Хотя существуют обоснованные различия 
между аутовоспалительными и аутоиммунными 
заболеваниями, тем не менее они имеют много 
общего. В обеих группах заболеваний лежащие в 
их основе иммунопатологические процессы на-
правлены против АГ собственного организма. 
Эти заболевания носят системный характер, при 
этом поражается опорно-двигательный аппарат 
и паренхиматозные органы. Этиологические и 
патогенетические характеристики позволяют от-
нести их к группе мультифакториальных заболе-
ваний [121].

В этом контексте модель континуума ИВРЗ 
подразумевает тесную взаимосвязь хронического 
продуктивного воспаления (ХПВ), гиперреак-
тивности иммунной системы, причинно-след-
ственных взаимосвязей механизмов врожденно-
го и адаптивного иммунитета и полиорганности 
поражения. Важнейшей и универсальной харак-
теристикой ХПВ при аутовоспалительных и ау-
тоиммунных заболеваниях, является формиро-
вание клеточного воспалительного инфильтрата 
(КВИ). 

В предыдущем обзоре [4] были представле-
ны материалы, свидетельствующие о том, что 
плацдармом ИВРЗ является рыхлая волокни-
стая неоформленная соединительная ткань. 
Уникальность ее реактивности состоит в том, 
что воздействие различных флогогенов сопро-
вождается однотипной реакцией этой ткани, в 
каких бы органах она не располагалась. Морфо-
логическим субстратом ХПВ при ИВРЗ является 
КВИ. В процессе хронического воспаления КВИ 
приобретает разные морфологически идентифи-
цируемые формы. Организованными формами 
КВИ при ИВРЗ являются эктопические фол-
ликулоподобные лимфоидные структуры (ELS) 
и ГЗТ-гранулемы, неорганизованными форма-
ми – диффузный клеточный воспалительный 
инфильтрат. Фолликулоподобные структуры и 
ГЗТ-гранулемы имеют морфо-функциональ-
ное сходство с периферическими органами 
иммунной системы – лимфатическими узлами, 
пейеровыми бляшками, селезенкой, что созда-
ет возможность индукции иммунного ответа на 
ауто-АГ в очаге воспаления (locus morbi). КВИ 
является динамичной структурой, отражающей 

этапность, рецидивирующее течение и исход 
ИВРЗ. Динамика состава КВИ является отраже-
нием конкретного этапа иммуновоспалительно-
го процесса [4].

Неотъемлемым компонентом патофизиоло-
гической динамики ELS, ГЗТ-гранулем и диф-
фузного клеточного воспалительного инфиль-
трата при ИВРЗ является та или иная форма 
гибели клеток. Причем гибель клеток при ХПВ 
не является простым исчезновением последних, 
но является важным фактором поддержания 
и прогрессирования воспаления. Содержание 
этого уникального феномена состоит в том, что 
потеря целостности клеточной мембраны и вы-
свобождение внутриклеточного содержимого об-
уславливают организацию цитопатогенного ау-
товоспаления и аутоиммунного ответа на DAMP, 
имеющих все характеристики ауто-АГ.

В целом биологической закономерностью 
является то, что одним из важнейших факторов 
поддержания гомеостаза организма является ба-
ланс между выживанием клеток и их гибелью. 
При этом мобилизуются определенные, эволю-
ционно сформированные механизмы утилиза-
ции клеточного детрита (речь идет, прежде всего, 
о фагоцитозе этого материала), в большинстве 
случаев связанные с процессами воспаления и 
иммуногенеза. Важно отметить, что, с одной 
стороны, различные формы гибели клеток, со-
провождающиеся выделением DAMP, оказыва-
ют особое влияние на иммунную реактивность 
(аутореактивность), а с другой стороны, модуля-
цию процессов гибели клеток с помощью PRR-
рецепторов клеток врожденной иммунной си-
стемы можно считать важной функциональной 
особенностью последней [25].

Формы гибели клеток крайне разнообразны. 
Их классификация не окончательна и подвер-
гается регулярному пересмотру. В соответствии 
с рекомендациями Комитета по номенклатуре 
клеточной смерти (NCDD) в основу классифика-
ции клеточной гибели положены, прежде всего, 
генетически запрограммированные механизмы 
для целенаправленного устранения избыточных, 
необратимо поврежденных и/или потенциально 
опасных клеток. Эти механизмы обуславливают 
регулируемую гибель клеток (РГК). К случайным 
формам гибели клеток можно отнести мгновен-
ную гибель клеток, подвергшихся серьезным 
воздействиям факторов физической природы 
(например, высокое давление, температура или 
осмотическое давление), химической природы 
(например экстремальные колебания рН) или 
механические воздействия. В свою очередь РГК 
задействовано в двух диаметрально противопо-
ложных направлениях. Первое – когда РГК мо-
жет возникнуть в отсутствие каких-либо экзо-
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генных воздействий окружающей микросреды и 
в этих случаях доминирующими являются гене-
тические механизмы клеточной гибели. Второе – 
когда гибель клеток возникает в результате слиш-
ком интенсивных или длительных воздействий 
факторов внутриклеточной или внеклеточной 
микросреды, когда адаптационные механизмы 
не справляются со стрессом и клетка не в состоя-
нии восстановить свой гомеостаз. В этих случаях 
в качестве стрессоров могут выступать также и 
DAMP [62].

Цитологические изменения положены в ос-
нову классификации следующих форм гибели 
клеток: гибель клеток I типа, или апоптоз; гибель 
клеток II типа, или аутофагия и гибель клеток III 
типа, или некроз [96].

Результаты изучения сигнальных каскадов, 
адапторных молекул и транскрипционных фак-
торов, задействованных в клеточной гибели, 
свидетельствуют о том, что в подавляющем боль-
шинстве случаев программы гибели клеток не 
являются ни изолированными, ни взаимоисклю-
чающими. Чаще всего молекулярные пути, спо-
собствующие выживанию, задействованы наряду 
с индукцией сигналов клеточной смерти. Более 
того, сами по себе стрессовые факторы могут 
привести к активации не только адаптационных 
механизмов, но и множества механизмов смерти 
клеток, которые могут иметь различную степень 
совпадения. Поэтому считается, что перекрест 
между путями, способствующими выживанию, и 
путями, способствующими смерти, определяют, 
погибнет ли клетка в конечном итоге и с помо-
щью какой генетической программы. 

На основании изложенного выше, группа ав-
торов во главе с Galluzzi L. et al., 2012 предложила 
следующую классификацию регулируемой кле-
точной гибели:

– аноикис (вариант апоптоза)
– аутофагия
– каспаз-зависимый внутренний апоптоз
– каспаз-независимый внутренний апоптоз
– корнификация
– энтозис
–  внешний апоптоз, обусловленный рецеп-

торами смерти
– митотическая катастрофа
– некроптоз
– нетоз
– партанатоз
– пироптоз
Представленные варианты гибели клеток, в 

свою очередь, авторы разделяют на запрограм-
мированные формы гибели клеток, задейство-
ванные в эмбриональном/постэмбриональном 
периодах развития и тканевого гомеостаза, ре-
гулируемые формы гибели клеток, опосредован-

ные специализированными молекулярными ме-
ханизмами и случайные формы гибели клеток в 
виде некроза [61].

Как видим, гибель клеток – это многообраз-
ный и сложный процесс, не до конца изученный 
и являющийся весьма перспективной областью 
молекулярно-генетических исследований. Соот-
ветственно классификация форм гибели клеток 
строится на постоянно обновляющемся потоке 
научной информации и по этой причине явля-
ется достаточно вариативной. В контексте пред-
мета настоящего обзора наибольшее патогене-
тическое значение при ИВРЗ имеют аутофагия, 
апоптоз, некроптоз, пироптоз и нетоз. 

Во всех этих случаях гибель клеток обусловле-
на реализацией соответствующих генетических 
программ. Реализация этих программ связана с 
универсальными, эволюционно закрепленны-
ми внутриклеточными процессами, затрагива-
ющими структурно-функциональное состояние 
плазмалеммы, внутриклеточных органелл и ци-
тозоля. Речь идет, прежде всего, об эндоцитозе. 
При эндоцитозе определенный участок плазма-
леммы захватывает и обволакивает внеклеточ-
ный материал, который таким образом попадает 
внутрь клетки. Этот материал заключается в эн-
досому, образованную из фрагментов плазмалем-
мы, затем эндосома отрывается от плазмалеммы 
и поступает в цитозоль. Образованию эндосом 
предшествует формирование так называемых уд-
линенных эндоцитозных каналов. 

Выделяют три вида эндоцитоза: фагоцитоз, 
специфический эндоцитоз и пиноцитоз. При 
ИВРЗ наибольшее значение имеют первые два. 
Эндоцитоз активируется в присутствии повреж-
денных или отмерших клеток, в том числе и 
DAMP. Важно заметить, что одной из ключевых 
особенностей эндоцитоза является его селектив-
ность. Селективность эндоцитоза обусловлена 
активацией и функционированием адаптерных 
белков (адаптерных комплексов), в частности се-
мейства АР (АР1, АР2, АР3, АР4). 

В процессе трансформации захваченного 
материала важная роль принадлежит внутри-
клеточным органеллам – аппарату Гольджи, 
эндоплазматическому ретикулуму (ER) и лизо-
сомам, именуемой системой ГЭРЛ. Любой уча-
сток плазмалеммы участвует в неспецифическом 
эндоцитозе, а локальные изменения клеточной 
мембраны являются сигналом для инициации 
фагоцитоза. 

Сформированные эндосомы, сливаясь друг с 
другом, а также с лизосомами, преобразуются в 
эндоцитозные вакуоли. В случаях, когда эндоци-
тозные вакуоли сливаются с первичными лизо-
сомами, образуются вторичные лизосомы, име-
ющие кислый рН, содержащие широкий набор 
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гидролаз и других ферментов, где обеспечивается 
распад поглощенных клеткой экзогенных и эндо-
генных веществ. Этот процесс определяется, как 
гетерофагия. В случаях, когда в лизосомах проис-
ходит утилизация только внутриклеточного мате-
риала, этот процесс определяется как аутофагия. 
Важно заметить, что известные механизмы эндо-
цитоза позволяют рассматривать последний как 
аналог активного транспорта веществ через кле-
точную мембрану. 

Во всех описанных процессах есть общая 
черта, а именно – участие в них всех видов мем-
бран, что дает основание для их определения, как 
мембран-ассоциированные. Клеточная мембра-
на может спонтанно осциллировать, ундулиро-
вать, изгибаться, образовывать разнообразные 
инвагинации. При спонтанной осцилляции и 
инвагинации мембран может происходить слу-
чайный захват внеклеточного материала, в том 
числе и DAMP. Большое значение имеет явле-
ние рециклизации мембран. Под этим поняти-
ем подразумеваются процессы новообразования 
мембран, кругооборот материала мембран в ходе 
эндоцитоза, транспорт макромолекул (везикул) 
от плазмалеммы к системе ГЭРЛ. Рециклиза-
ция – основной путь обновления мембран, также 
рециклизация является фактором устойчивости 
и стабильности эндоцитоза. Выделяют три пути 
рециклизации мембран – безлизосомная реци-
клизация, лизосомная рециклизация и сочетание 
эндо- и экзоцитоза через аппарат Гольджи. Кро-
ме этого, важное значение в клеточном гомео-
стазе имеет феномен трансцитоза, при котором 
клетки, захватывая путем эндоцитоза вещества, 
в том числе и клеточный детрит, переносят их в 
эндосомах без какой-либо трансформации в ци-
топлазме к другой стороне клетки, где эндосома 
сливается с плазмалеммой и выбрасывает содер-
жимое во внеклеточную среду. Таким образом 
трансцитоз имеет отношение к межклеточному 
обмену макромолекул и транспорту веществ [1]. 

Описанные процессы являются универсаль-
ными для всех видов клеток, прежде всего фа-
гоцитирующих, и являются основой реализации 
указанных выше основных форм гибели клеток, 
имеющих неоспоримое патогенетическое значе-
ние при ИВРЗ.

Значение аутофагии в воспалении и аутоимму-
нитете

К фундаментальным механизмам поддержа-
ния клеточного гомеостаза и жизнеспособности 
клеток относится феномен аутофагии. В соот-
ветствии с современными представлениями, ау-
тофагия – это эволюционно консервативный, 
конститутивный, регулируемый катаболический 
процесс внутриклеточной лизосомальной дегра-

дации нежелательных цитоплазматических ком-
понентов и переработки питательных веществ.

Термин «аутофагия», от греческого «поеда-
ние себя», был впервые использован Clark S.L. в 
1957 г. и затем бельгийским ученым de Duve С. и 
соавт. в 1967 г. (автором открытия лизосом) на ос-
новании экспериментальных данных о том, что 
в гепатоцитах крыс увеличение размера лизосом 
связано с образованием аутофагической вакуоли 
с последующей деградацией в ней митохондрий и 
других внутриклеточных структур [47].

Однако понимание фундаментального био-
логического смысла этого феномена пришло со 
времени открытия в 1992 г. японским ученым 
Yoshinori Ohsumi аутофагосом у дрожжей и 14 
генов аутофагии – ATG генов. Работы Yoshinori 
Ohsumi и его школы объяснили механизмы, с по-
мощью которого клетки устраняют изношенные 
белковые комплексы и органеллы, которые были 
слишком велики, чтобы их можно было раз-
рушить другими способами. Накопление таких 
компонентов повреждает клетки и может приве-
сти к ее гибели. Аутофагия также является адап-
тивной реакцией для обеспечения питательными 
веществами и энергией при воздействии различ-
ных стрессоров [174].

Базальные уровни аутофагии принимают уча-
стие в физиологическом обмене белков и удале-
нии старых или поврежденных органелл. Уро-
вень аутофагии повышается в ответ на различные 
внеклеточные и внутриклеточные стрессовые 
воздействия, такие как нехватка питательных ве-
ществ и факторов роста, гипоксия, накопление 
белковых агрегатов, бактериальные и вирусные 
инфекции. Особенно важна аутофагия в процес-
сах эмбриогенеза. При недостатке питательных 
веществ аутофагия является резервом для выжи-
вания клеток, когда разложение аутологичных 
белков и органелл позволяет перерабатывать их 
компоненты и использовать их в основных мета-
болических процессах [129].

В случаях, когда резервы становятся недоста-
точными, аутофагия может привести к клеточной 
смерти от автоканнибализма. Важной функци-
ей аутофагии является удаление поврежденных 
компонентов цитоплазмы.

С учетом различных путей, по которым вну-
триклеточные компоненты транспортируются в 
лизосомы, выделено три основных типа аутофа-
гии – макроаутофагия, микроаутофагия и ауто-
фагия, опосредованная шаперонами (CMA). 

При макроаутофагии, называемой также ауто-
фагией, часть цитоплазмы (0,5-1 мкм в диаметре), 
включающая в себя белки, органеллы или другие 
материалы, окружаются изолирующей мембра-
ной, формируя так называемые «фагофоры». 
Фагофоры расширяются и закрываются двух-
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мембранной структурой, образуя аутофагосомы. 
Аутофагосомы, транспортируясь в цитоплазме, 
сливаются с лизосомами и образуют аутолизо-
сомы, что приводит к деградации содержимого 
аутофагосомы в кислой среде лизосомальными 
ферментами [128]. 

Аутофагосомы также могут сливаться с эндо-
сомами, а также, что наиболее важно в контек-
сте настоящего обзора, с загрузочными отсеками 
МНС II класса. Иными словами, аутофагия яв-
ляется важным компонентом процесса презента-
ции экстрацеллюлярного антигенного материала 
МНС II класса, включая и DAMP [137, 164].

Показано, что эндоплазматический ретикулум 
(ER) имеет решающее значение для формирова-
ния аутофагосом. Цистерны ER имеют в своем 
составе субдомен, обогащенный фосфатидил-
инозитол-3-фосфатом (PI), напоминающий по 
своей морфологии греческую букву омега и на-
званный омегасомой. Омегасомы принимают 
участие в формировании мембраны фагофоров и, 
в последующем, аутофагосом, являясь их частью. 
Также в формировании аутофагосом принимают 
участие митохондрии, плазмалемма и ядерная 
мембрана. 

Необходимо отметить, что в образовании оме-
гасом приминает участие один из ключевых ре-
гуляторных белков аутофагии – беклин-1. Кроме 
этого, беклин-1 является важным компонентом 
в процессах эндоцитоза и эндоцитозного транс-
порта. Беклин-1 представляет собой белок с дво-
якими свойствами. В ситуации, когда он взаимо-
действует с таким регуляторным фактором, как 
активирующая молекула в регулируемой бекли-
ном-1 аутофагии (AMBRA1), процесс аутофагии 
запускается. В случаях взаимодействия беклина-1 
с белками семейства Bcl-2 процесс аутофагии ин-
гибируется. По этой причине белки семейства 
Bcl-2 являются не только антиапоптотическими, 
но и антиаутофагическими. 

На протяжении всего процесса созревания 
аутофагосом важной составляющей аутофагосо-
мальной мембраны является комплекс, состоя-
щий из белков Atg5-Atg12, связанных с микро-
трубочками, и фосфатидилэтаноламином (PE), 
обозначенный как LC3-II. По этой причине LC3-
II используется в качестве специфического мар-
кера для мониторинга уровней аутофагии [130].

При микроаутофагии цитозольные компонен-
ты, в частности макромолекулы, фрагменты кле-
точных мембран, поглощаются непосредствен-
но самой лизосомой посредством инвагинации 
лизосомальной мембраны. Таким путем клетка 
способна переваривать аутобелки при нехватке 
строительного материала или энергии, что может 
происходить при голодании. Микроаутофагия 
встречается и в физиологических условиях [126].

Отметим, что при макроаутофагии и микро-
аутофагии задействованы как селективные, так и 
неизбирательные механизмы поглощения в том 
числе и больших внутриклеточных структур. 

При СМА целевые белки транслоцируются че-
рез лизосомальную мембрану в комплексе с бел-
ками-шаперонами (такими как белки теплового 
шока, например, БТШ-70), которые распозна-
ются лизосомально-ассоциированным мембран-
ным протеином (LAMP)-2A, что приводит к их 
развертыванию и деградации. При этом происхо-
дит направленный транспорт частично денатури-
рованных белков из цитоплазмы через мембрану 
лизосом в ее полость, где они и перевариваются. 
Этот тип аутофагии может индуцироваться голо-
данием, а также избыточными физическими на-
грузками [106]. 

Все три типа аутофагии взаимосвязаны, в 
частности описана прямая перекрестная связь 
между макроаутофагией и CMA. В эксперимен-
те блокирование макроаутофагии приводит к ак-
тивации CMA, а блокирование CMA активирует 
макроаутофагию [83]. 

Аутофагия – это строго регулируемый процесс 
и ключевыми участниками этой регуляции явля-
ются белки, связанные с аутофагией – Atg-белки. 
Atg-белки кодируются ATG-генами. На сегод-
няшний день идентифицирован 41 ген ATG [194].

Белки Atg классифицируются по пяти функ-
циональным группам и из них центральная роль 
принадлежит белку Atg5. Atg5 необходим для 
образования аутофагосом. Ингибирование Atg5 
приводит к снижению или полной отмене ауто-
фагии. Экспрессия гена ATG5 является неоспо-
римым маркером запуска процесса аутофагии. 
Белок Atg5 выполняет и другие функции, в част-
ности участвует в восстановлении митохондрий 
после окислительного повреждения, в негатив-
ной регуляции врожденного противовирусного 
иммунного ответа, в пролиферации и дифферен-
цировке лимфоцитов, в презентация антигена 
комплексом MHC II, в дифференцировке адипо-
цитов и апоптозе. Повышенная экспрессия Atg5 
в Т-клетках может способствовать воспалитель-
ной демиелинизации при рассеянном склерозе, 
а также иммуно-опосредованным повреждениям 
миелина у экспериментальных мышей с аутоим-
мунным энцефаломиелитом и при СКВ [146].

Результаты полногеномного поиска ассоци-
аций (GWAS-исследования) свидетельствуют о 
статистически значимых ассоциациях гена ATG5 
с аутоиммунными заболеваниями. Несколько 
исследований GWAS подтвердили генетические 
ассоциации между генетическими вариантами 
ATG5 и СКВ у кавказцев и азиатов. Аналогичные 
ассоциации были выявлены при других аутоим-
мунных заболеваниях, включая ревматоидный 
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артрит, системный склероз, болезнь Крона, са-
харный диабет 2-го типа и множественную ми-
елому. В других работах представлены данные, 
свидетельствующие о том, что несколько генов, 
связанных с аутофагией, коррелируют с воспри-
имчивостью к СКВ, включая ATG5, CDKN1B, 
DRAM1, CLEC16A и ATG16L2 [120, 127, 200]. 

ATG5 регулирует аутофагическую активность, 
изменяя поляризацию макрофагов, в провоспа-
лительные M1 или противовоспалительные M2, 
изменяя тем самым степень воспаления [133]. 

Кроме этого, имеются сведения о следующих 
функциях ATG5. Экспрессия ATG5 опосредован-
но активирует нейтрофилы. Регулирующая функ-
ция ATG5 включает в себя влияние на секрецию 
провоспалительных цитокинов – IL- 1α, IL-1b, 
IFNγ. Нокаут гена ATG5 ингибирует пролифе-
ративную активность CD4+ и CD8+Т-клеток, вы-
зывая также и их гибель [148, 195]. Важную роль 
в регуляции аутофагии играет так называемая 
серин-треониновая протеинкиназа млекопита-
ющих – мишень рапамицина – mTOR (от англ. 
mammalian target of rapamycin (mTOR). В клет-
ках mTOR существует как субъединица внутри-
клеточных мультимолекулярных сигнальных 
комплексов mTORC1 и mTORC2, регулирующих 
клеточный рост и выживание. Особенностью 
mTOR является чувствительность к ингибирую-
щему действию антибиотика стрептомицинового 
ряда – рапамицину, отсюда и название: мишень 
рапамицина – mTOR. Основным свойством 
mTOR в отношении аутофагии является его ин-
гибирующий эффект. В настоящее время приня-
та следующая схема реализации этого эффекта. 

В норме комплекс mTORC1 ингибирует ауто-
фагию путем интеграции сигналов от питатель-
ных веществ, которые генерируются аминокис-
лотами, факторами роста (инсулиноподобные 
факторы роста), энергетических сигналов и раз-
личных стрессоров, включая гипоксию и повреж-
дение ДНК. Регуляция mTORC2 осуществляется 
только факторами роста. mTORC1 включает в 
себя комплекс ULK1, куда входят ключевые бел-
ки аутофагии (Atg). При голодании, воздействии 
стрессовых факторов или в ответ на лечение рапа-
мицином, mTORC1 диссоциирует, отделяя ком-
плекс ULK1 от себя, что приводит к активации 
ULK1. ULK1 – это серин-пролиновая киназа, 
участвующая в аутофагии, особенно в условиях 
дефицита аминокислот. Активированная ULK1 
инициирует аутофагию путем фосфорилирова-
ния белков аутофагии Atg13 и FIP200. Напро-
тив, при избытке аминокислот и факторов роста 
mTORC1 также диссоциирует, но в этих условиях 
освободившаяся ее субъединица mTOR уже ин-
гибирует активность ULK1, подавляет аутофагию 
и способствует росту клеток [124, 203].

Аутофагия играет важную роль в гомеостазе 
иммунных клеток. Существует сложная взаимос-
вязь между белками аутофагии, аутоиммунитетом 
и воспалением. Упомянутые выше белки аутофа-
гии функционируют, как индукторы аутофагии, 
так и в качестве ингибиторов иммуновоспали-
тельных реакций [104]. 

Процесс фагоцитоза, индуцированный акти-
вацией TLR-рецепторов c последующим фор-
мированием фагосом, связан с мобилизаци-
ей белков аутофагии – беклина-1, LC3, Atg5 и 
Atg7 [186].

Дифференцировка и пролиферация Т-лим-
фоцитов зависят от аутофагии. Показано, что 
Т-лимфоциты с дефицитом Atg5 проходят все 
этапы дифференцировки, но количество общих 
тимоцитов и периферических лимфоцитов сни-
жается. В периферической циркуляции уровень 
аутофагической гибели Atg5-СД8+Т-лимфоцитов 
был резко увеличен. Одновременно Atg5-СD4+ 

Т-клетки и Atg5-CD8+Т-клетки теряли спо-
собность пролиферировать после стимуляции 
Т-клеточного рецептора (TCR) [149]. 

Митохондрии и ER были расширены в 
Т-клетках с дефицитом Atg3. Этот же дефицит 
Atg3 ингибирует аутофагию в Т-лимфоцитах, 
что приводит к нарушению регуляции гомео-
стаза митохондрий и ER, накоплению дефектов 
этих внутриклеточных структур в Т-лимфоцитах 
и снижению выживаемости этих клеток. Однако 
имеются данные о том, что аутофагия необходи-
ма и для выживания Т-лимфоцитов. Таким об-
разом, аутофагия, вероятно, принимает участие 
как в гибели Т-лимфоцитов, так и в выживании 
их [93].

Аналогичная картина определяется и в от-
ношении В-лимфоцитов. Показано, что ауто-
фагия способствует выживанию В-лимфоцитов, 
а также развитию ранних предшественников 
В-лимфоцитов. С другой стороны, аутофагия, 
по-видимому, является альтернативным пу-
тем смерти этих клеток, поскольку стимуляция 
антигенных рецепторов В-лимфоцитов (BCR) 
в отсутствие костимуляции вызывает мощную 
аутофагическую гибель клеток. Элиминация ау-
тореактивных В-лимфоцитов путем индуцирова-
ния аутофагии может способствовать снижению 
аутоиммунного воспаления при ИВРЗ [122]. Клю-
чевой аутофагический белок беклин-1 необходим 
для поддержания популяций недифференциро-
ванных предшественников В- и Т-лимфоцитов. 

Весьма важным качеством аутофагии является 
ее участие в феномене кросс-презентации. На-
помним, что в комплекс MHC-I встраиваются 
внутриклеточные пептиды, включая инфекци-
онные АГ и АГ погибших клеток, образующиеся 
в цитоплазме клетки в процессе ограниченного 
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протеолиза в специальных образованиях – про-
теасомах и распознающиеся CD8+ лимфоцита-
ми. Пептиды, презентируемые в составе молекул 
MHC-II, имеют внеклеточное происхождение 
и взаимодействуют с CD4+ лимфоцитами. При 
этом в результате эндоцитоза формируются ран-
ние эндосомы, содержащие интернализованные 
белки из межклеточного пространства. В ходе 
кросс-презентации молекулы MHC-I презен-
тируют внеклеточные экзогенные АГ, которые 
обычно презентируются MHC-II. Такой спо-
собностью обладают MHC-I некоторых анти-
ген-презентирующих клеток, в особенности, 
плазмaцитоидные ДК. Отметим, что эти клетки 
способны процессировать ауто-АГ продуктов де-
зорганизации рыхлой волокнистой неоформлен-
ной соединительной ткани, являющихся патоге-
нетическим базисом ИВРЗ. С другой стороны, 
внутриклеточные цитозольные АГ могут быть 
представлены молекулами MHC-II, и при этом, 
вероятно, процессы аутофагии являются домини-
рующими. В этом случае в кросс-презентацию во-
влекаются два вида аутофагии – макроаутофагия 
и CMA. Также аутофагия может усиливать пре-
зентацию эндогенного АГ комплексом МНС-I 
CD8+ лимфоцитам. Феномен кросс-презентации 
особенно актуален при СКВ [136]. 

Есть еще одно важное качество кросс-
презентации, осуществляемое ДК – это под-
держание аутотолерантности периферических 
CD8+Т-клеток. Фагоцитируя клеточный и тка-
невой детрит рыхлой волокнистой соедини-
тельной ткани при ИВРЗ, ДК, присутствующие 
в том числе в составе КВИ, посредством кросс-
презентации аутоАГ комплексом МНС-II CD8+ 

клеткам индуцирует клональную делецию ауто-
реактивных CD8+ клеток [102].

В контексте настоящего обзора важными яв-
ляются результаты исследований, свидетельству-
ющих о том, что в медуллярных эпителиальных 
клетках тимуса аутофагия способствует комплек-
сированию MHC-II с ауто-АГ, что способствует 
отрицательному отбору аутореактивных CD4+Т-
клеток. Нарушение аутофагии может способ-
ствовать, соответственно, отмене центральной 
аутотолерантности и индукции аутоиммунного 
ответа на собственные АГ [9]. 

Аутофагия в лимфатических эндотелиальных 
клетках (LECs) влияет на активацию Т-клеток 
при экспериментальном артрите. В то время как 
генетическая отмена аутофагии в LECs не из-
меняет иммунный гомеостаз, она вызывает из-
менения популяции регуляторных Т-клеток 
(Тreg-клеток) в лимфатических узлах у мышей 
с артритом, что может быть связано с MHC-II-
презентацией антигена LECs-клетками. Кроме 
того, аутофагия в LECs, вызванная воспалени-

ем, способствует деградации сфингозинкиназы 1 
(SphK1), что приводит к снижению продукции 
сфингозин-1-фосфата S1P. Эти липиды способ-
ствуют выживанию наивных Т-клеток и выходу 
эффекторных Т-клеток из лимфатических узлов. 
По этой причине у мышей с артритом, у которых 
отсутствует аутофагия в LEC, усиливается мигра-
ция патогенных Th17-клеток в очаг воспаления, 
а также инфильтрация воспаленных суставов, что 
приводит к обострению артрита. Эти результаты 
подчеркивают значение аутофагии, как важно-
го регулятора иммуномодулирующих функций 
LECs при воспалительных состояниях [68].

Аутофагия принимает участие во врожденном 
иммунитете, защищая цитозоль от инфицирова-
ния патогенными микробами (стрептококки, ста-
филококки, туберкулезная палочка, паразиты). С 
учетом важности подобных свойств аутофагии, 
была выделена отдельная ее форма, избиратель-
но устраняющая внутриклеточные патогены, на-
званная ксенофагией. 

При ИВРЗ взаимодействия рецепторов 
врожденного иммунитета, (TLR-, NLR- и RIG-
рецепторов) с молекулярными паттернами, свя-
занными с дезорганизацией рыхлой волокнистой 
соединительной ткани при ИВРЗ (DAMP), та-
кими как группа белков высокой подвижности 
box 1 (HMGB1), комплексы АТФ и ДНК, вы-
свобождаемые из поврежденных клеток, способ-
ствует индукции аутоиммунного ответа на ауто-
АГ. Активация рецептора В-лимфоцитов (BCR) 
переносит мембранный TLR9 в аутофагосомы, 
где TLR9, по-видимому, взаимодействует со сво-
ими лигандами (DAMP). Белки аутофагии – Atg5, 
Atg9 и Atg12 принимают участие в негативной 
регуляции продукции провоспалительных INF I 
типа [46].

Взаимосвязь аутофагии с врожденным им-
мунным ответом весьма демонстративно пред-
ставлена в работе Xu Y. и соавт. [194]. В качестве 
индуктора аутофагии авторы использовали ли-
пополисахарид (LPS), полученный из Escherichia 
coli. LPS, являющийся составной частью клеточ-
ной стенки грамотрицательных бактерий, как из-
вестно, является лигандом для рецептора TLR4, 
экспрессирующегося на клетках макрофагаль-
но-моноцитарного ряда. Подобное связывание 
индуцирует в том числе внутриклеточные моле-
кулярные процессы, описанные выше, приводя-
щие к аутофагии. LPS-индуцированная аутофа-
гия (100 нг/мл) в клеточной линии макрофагов 
мыши RAW264.7 и в альвеолярных макрофагах 
человека приводила к перераспределению в ци-
топлазме клеток ассоциированного с микротру-
бочками белка 1 легкой цепи 3 (LC3, также из-
вестного как аутофагический белок Atg8). Это 
перераспределение сопровождалось переходом 
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диффузного окрашивания к точечному, типично-
му для сформировавшейся аутофагосомы.

На рисунке 1 слева представлены контроль-
ные клетки линии макрофагов мыши RAW264.7, 
Видно, что окрашивание Atg8 носит диффузный 
характер. В случае, когда клетки были проинку-
бированы с LPS в течение 8 часов зеленая флуо-
ресценция Atg8 переходила в точечную, что сви-
детельствовало о формировании аутофагосом. 
Зеленая флуоресценция вызывалась антителами 
к Atg8, меченных зеленым красителем GFP.

На рисунке 2 представлена картина иммуноф-
луоресценции комплекса GFP с антителами к 
Atg8 в альвеолярных макрофагах человека. 

Видно, что и в этом случае, интактные Мф 
окрашиваются диффузно, снимок слева. ЛПС-
стимуляция альвеолярных макрофагов человека 
приводит к перераспределению иммунофлуо-
ресценции от диффузной к точечной, что также 
свидетельствует о формировании аутофагосом, 
снимок справа. На этом же рисунке 2 (крайний 
справа снимок) представлены результаты ультра-
структурного анализа LPS-индуцированной ау-
тофагии методом просвечивающей электронной 
микроскопии в альвеолярных макрофагах чело-
века, подтверждающие наличие маркера аутофа-
гии, а именно – цитоплазматических аутофаги-
ческих вакуолей. 

Oчевидно, что аутофагия во всех ее проявле-
ниях и формах принимает активное патогене-
тическое участие при ИВРЗ. Подтверждением 
сказанного являются результаты следующих, 
наиболее демонстративных исследований. Пока-
зано, что при СКВ ключевым фактором аномаль-
ной активации лимфоцитов является передача 

сигналов от mTOR. Кроме этого, подобной ано-
мальной активации Т-лимфоцитов при СКВ спо-
собствует увеличение митохондриальной массы 
Т-лимфоцитов вследствие гиперполяризаци ми-
тохондрий, связанной с аутофагией [140]. 

Также показано, что при СКВ апоптотические 
клетки накапливаются в зародышевых центрах 
лимфатических узлов и этот апоптотический 
материал связывается с поверхностью фоллику-
лярных дендритных клеток (фДК). фДК презен-
тируют ауто-АГ В-клеткам, которые дифферен-
цируются в плазматические клетки, продуцируя 
ауто-АТ и В-клетки памяти. В этих процессах 
аутофагия в ДК может способствовать упаковке 
антигена для оптимальной кросс-презентации 
молекул MHC-II CD8+Т-клеткам [137]. 

Активация аутофагии, обнаруженная на ран-
них стадиях В-клеток у пациентов с СКВ, была 
необходима для развития плазмaбластов, что 
свидетельствует о существенной роли аутофагии 
в выработке аутоантител при СКВ. Макроавто-
фагия также была повышена в Т-клетках, проду-
цирующих IFNγ, а процент клеток с признаками 
аутофагии положительно коррелировал с актив-
ностью заболевания [114]. Более того, в цито-
плазме Т-клеток больных СКВ были обнаружены 
увеличенные аутофагические вакуоли, особенно 
в наивных CD4+Т-клетках [12]. Аутофагическая 
активация периферических Th17/Treg-клеток у  
пациентов с СКВ может привести к усилению 
провоспалительного ответа Th17-клеток и сни-
жению функции Тreg клеток [13]. 

Мутации гена ATG5 при СКВ ассоцииро-
ваны с нарушением регуляции секреции про-
воспалительных цитокинов, клиренса умираю-

Рисунок 1. LPS-индуцированная аутофагия в клеточной линии макрофагов мыши RAW264.7
Примечание. Слева – интактные макрофаги, диффузно окрашенные комплексом антитела к Atg8, меченных зеленым 
красителем GFP; справа – LPS-индуцированная аутофагия, сопровождающаяся точечной зеленой флуоресценцией. Метод 
иммунофлуоресценции, по материалам [191].
Figure 1. LPS-induced autophagy in the mouse macrophage cell line RAW 264.7
Note. On the left, intact macrophages diffusely stained with Atg8 antibody complex labeled with green GFP dye; on the right, LPS-induced 
autophagy accompanied by spot green fluorescence. Immunofluorescence method, based on materials [191].
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щих клеток и презентации ауто-АГ. Понимание 
функциональной значимости дефектов ATG5 и 
компенсаторных механизмов при всех формах 
аутофагии может привести к разработке новых 
вмешательств, направленных на модуляцию, в 
частности, ATG5 в терапевтических целях при 
СКВ.

Показана центральная патогенетическая роль 
аутофагии в процессах деструкции суставов при 
РА. При РА аутофагия была активирована в осте-
окластах, в которых определялась повышенная 
экспрессия беклина-1 и Atg7. В этих же клетках 
TNFα индуцировал экспрессию генов, связан-
ных с аутофагией, влияя на дифференцировку 
остеокластов и этот эффект был связан с вос-
палительной резорбцией костной ткани. Также 
отмечено усиление аутофагии в синовиальной 
ткани при РА на основании сверхэкспрессии бе-
клина-1 и LC3 [109]. 

Двоякая роль аутофагии при РА была про-
демонстрирована в работе Kato  M. и соавт., 
2014 [82]. Авторы показали, что уровень аутофа-
гической гибели синовиальных фибробластов 
при РА, подвергнутых клеточному стрессу (точ-
нее так называемому стрессу эндоплазматиче-

ского ретикулума – ER) был увеличен по сравне-
нию с таковой в синовиальных фибробластах при 
остеоартрите. Однако эта же аутофагия в этих 
же клетках, но в которых индуцировался апоп-
тоз, обусловленный ингибированием протеасом, 
играла защитную роль.

Высокая активность аутофагии, зарегистри-
рованная по уровню мРНК белков аутофагии – 
беклина-1, Atg5 и LC3 в синовиальной ткани 
пациентов с РА, коррелировалa с уровнями в сы-
воротке крови маркеров, связанных с активно-
стью РА – С-реактивным белком, СОЭ, ревма-
тоидным фактором и АТ к цитрулинированным 
пептидам. Возможно, что оценка уровня аутофа-
гии в биоптатах синовиальной ткани может быть 
полезной при диагностике РА и оценке активно-
сти заболевания. Кроме этого, снижение уровня 
экспрессии генов, связанных с аутофагией, мо-
жет стать терапевтической мишенью при актив-
ном РА [201]. 

Таким образом, актуальность изучения пато-
генетического значения всех типов аутофагии 
при ИВРЗ очевидна. Не менее очевидна взаимос-
вязь аутофагии с аутоиммунитетом. Механизм 
аутофагии позволил объяснить индукцию ци-

Рисунок 2. LPS-индуцированная аутофагия в альвеолярных Мф человека и ультраструктурная идентификация 
цитоплазматических аутофагических вакуолей
Примечание. Слева интактные альвеолярные Мф человека, окрашенные диффузно зеленым красителем GFP, 
конъюгированным с антителами к Atg8; справа – LPS-индуцированная аутофагия в альвеолярных Мф человека, 
сопровождающаяся точечной зеленой иммунофлуоресценцией. Крайний справа снимок – электронограмма LPS-
стимулированных альвеолярных Мф человека. Четко видны цитоплазматические аутофагические вакуоли.  
av – аутофагическая вакуоль; n – ядро; m – митохондрии. Методы иммунофлуоресценции и просвечивающей электронной 
микроскопии, по материалам [191].
Figure 2. LPS-induced autophagy in human alveolar Mf and ultrastructural identification of cytoplasmic autophagic vacuoles
Note. On the left, intact human alveolar Mf stained with diffuse green GFP dye conjugated with antibodies to Atg8; on the right, LPS-induced 
autophagy in human alveolar Mf accompanied by spot green immunofluorescence. The picture on the far right is an electronogram of human  
LPS-stimulated alveolar Mf. Cytoplasmic autophagic vacuoles are clearly visible.
av, autophagic vacuole; n, nucleus; m, mitochondria. Methods of immunofluorescence and transmission electron microscopy, based on 
materials [191].

Контроль
Control

Контроль
ControlLPS LPS

LPS



669

2022, Vol. 24,  4
2022, Т. 24, № 4 Аутофагия, апоптоз, некроптоз, пироптоз и нетоз при ревматических заболеваниях

Autophagy, apoptosis, necroptosis, pyroptosis and netosis in rheumatic diseases

тотоксического иммунного ответа, основными 
эффекторами которого являются CD8+ клетки, 
на внеклеточные АГ с участием молекул МНС-I. 
При ИВРЗ этот феномен кросс-презентации яв-
ляется основополагающим в отношении имму-
ногенности ауто-Г, или DAMP, при дезорганиза-
ции рыхлой волокнистой соединительной ткани. 
Особенно важна патогенетическая взаимосвязь 
аутофагии с апоптозом, некроптозом и пиропто-
зом (см. ниже). При ИВРЗ указанные виды гибе-
ли клеток в составе КВИ являются доминирую-
щими, и одновременно молекулярно-клеточные 
следствия этих процессов обуславливают фор-
мирование патогенетических звеньев при ИВРЗ. 
Понимание функционального баланса между па-
тогенной и цитопротекторной аутофагией, воз-
можностей модуляции этих процессов крайне 
важно в отношении патогенетической интерпре-
тации аутофагии при ИВРЗ, что также расширяет 
спектр мишеней для их фармакологической кор-
рекции.

Апоптоз при иммуновоспалительных ревматиче-
ских заболеваниях

Апоптоз относится к важным биологическим 
процессам, регулирующим гомеостаз миллиар-
дов клеток и являющийся необходимым услови-
ем существования многоклеточных организмов. 
Одной из основных функций апоптоза является 
элиминация поврежденных, мутантных, инфи-
цированных клеток, а также участие в развитии 
и функционировании клеток иммунной системы 
на этапе негативной и позитивной селекции и 
морфогенезе лимфоидных органов. 

Апоптоз представляет собой процесс про-
граммируемой клеточной гибели, развиваю-
щийся в течение 1-3 часов, сопровождающийся 
сморщиванием и уменьшением размеров клет-
ки, уплотнением плазмолеммы, формированием 

мембранных вздутий, конденсацией хроматина, 
уменьшением размера и фрагментацией ядра. 
Происходят разрывы ДНК и формирование ну-
клеосом. От клетки отделяются «апоптотиче-
ские тельца» – фрагменты ядра, окруженные 
мембраной, которые подвергаются немедленно-
му фагоцитозу Мф. Принципиальным элементом 
описанных процессов является ферментативная 
активность группы цистеиновых протеаз, расще-
пляющих полипептидную связь после остатков 
аспарагиновой кислоты, называемых каспаза-
ми. Эти протеазы нацелены на несколько сотен 
белков для ограниченного контролируемого про-
теолиза, что сводит к минимуму повреждения 
и разрушения соседних клеток и позволяет из-
бежать высвобождения иммуностимулирующих 
молекул. В совокупности эти протеолитические 
события вызывают фенотипические изменения 
в клетке, характерные для апоптоза. При этом 
ключевая роль при апоптозе принадлежит каспа-
зе-8, каспазе-9 и каспазе-3. Продукты апоптоти-
ческого распада клеток не поступают в межкле-
точное пространство и не вызывают воспаления, 
в отличие от некроза клеток.

На рисунке 3 представлена цитоморфология 
апоптоза. Крайний слева снимок демонстрирует 
вид двух клеток HeLa, не подвергшихся апопто-
зу. Посередине эти же две клетки, подвергшиеся 
апоптозу после 12-часовой экспозиции с дауно-
рубицином (10  мкмоль). Видны классические 
признаки апоптоза – сморщивание и уменьше-
ние размеров клетки, уплотнение плазмолеммы, 
формирование обширных мембранных пузырь-
ков. Крайний справа снимок показывает при-
знаки апоптогенного распада клеточного ядра, 
индуцированного в данном случае обработкой 
актиномицином D (5  мкмоль) с последующим 
окрашиванием ядер синим красителем Hoechst. 

Рисунок 3. Цитологические признаки апоптоза
Примечание. Слева клетки HeLa, не подвергшиеся апоптозу, посередине эти же клетки, подвергшиеся апоптозу, справа 
апоптогенная фрагментация и конденсация ядер этих же клеток, по материалам [177].
Figure 3. Cytological signs of apoptosis
Note. On the left, HeLa cells that have not undergone apoptosis, in the middle, the same cells that have undergone apoptosis, on the right, 
apoptogenic fragmentation and condensation of the nuclei of the same cells, according to materials [177].
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Четко видна фрагментация и конденсация ядер 
этих же клеток (показано стрелками).

Понятие «апоптоз» было впервые введено в 
научный обиход в 1972 г. австралийскими учены-
ми Дж. Керром, А. Уайли и А. Карри [85]. В своей 
работе эти ученые впервые представили подроб-
ные цитологические характеристики апоптоза, 
которые используются до настоящего времени. 

Выделяют три фазы развития апоптоза – 
включения пусковых механизмов (сигнальную), 
эффекторную (связанную с активацией каспаз) 
и завершающую фазу – фазу реализации гибели 
клетки. 

Инициируется апоптоз при воздействии раз-
нообразных внеклеточных и внутриклеточных 
факторов. При этом активируются два основных 
пути передачи апоптотического сигнала – это ре-
цепторный и митохондриальный. 

Рецепторный, или внешний, сигнальный путь 
начинается с взаимодействия апоптогенных вне-
клеточных лигандов с рецепторами клеточной 
гибели, экспрессированными на плазмалемме 
клеток-мишеней. Это, прежде всего, рецепторы 
семейства TNFα (TNFR), цитоплазматическая 
часть которых представлена доменами смерти 
(DD-домен), необходимые для трансдукции сиг-
налов апоптоза. К ним относятся: Fas-рецептор 
(АРО-1, CD95, DR2), TNFR1 (р55, CD120а, DR1) 
и рецепторы смерти (death receptors) – DR3, DR4, 
DR5 и DR6. Лигандами для Fas-рецептора явля-
ются Fas-лиганд (FasL, CD178), для TNFR1 – 
цитокин TNFα, для DR4 и DR5 – TRAIL (TNF-
related apoptosis-inducing ligand) и для DR3 и 
DR6 – молекула TL1A. 

Взаимодействие указанных лигандов активи-
руют апоптогенные рецепторы и обуславливают 
последующее взаимодействие с внутриклеточ-
ными адапторными белками. Для Fas-рецептора 
адапторным белком является FADD (Fas-asso-
ciated death domain). Для рецепторов TNFR1, 
DR3 и DR6 адаптером является TRADD (TNFR1- 
associated death domain). 

Адаптерные белки, ассоциированные с апоп-
тогенными рецепторами смерти, вступают во 
взаимодействие с предшественниками эффек-
торных каспаз – прокаспазами и обуславлива-
ют ключевое событие на этом этапе апоптоза, а 
именно – формирование молекулярных ком-
плексов, в которых происходит активация ка-
спаз. Эти комплексы именуются апоптосомами. 
Примером апоптосомы может служить комплекс 
FasL-Fas-рецептор-FADD-прокаспаза-8. FADD, 
также как и TRADD, вызывают активацию ка-
спазы-8 – ключевого апоптогенного фермента. 
Принципиальный механизм активации каспа-
зы-10, вероятно, аналогичный. 

Митохондриальный, или внутренний, сиг-
нальный путь запуска апоптоза реализуется в 
результате выхода апоптогенных белков из мито-
хондрий в цитоплазму клетки, вследствие разры-
ва митохондриальной мембраны или повышения 
проницаемости внешней мембраны митохон-
дрий. При этом важная роль принадлежит белкам 
семейства Bcl-2. Их разделяют на проапоптоти-
ческие (Bid, Bax, Bax-XS, Bak и др.) и антиапоп-
тотические (Bcl-2, Bcl-XL, Мcl-1, Bcl-W и др.). 
Запуск сигналов к апоптозу связан с проапопто-
тическими Bcl-2-белками, прежде всего, Bax и 
Bak. Эти белки встраиваются в наружную мем-
брану митохондрий и олигомеризуются, нарушая 
целостность внешней мембраны митохондрий и 
формируя трансмембранные поры. В результате 
из межмембранного пространства митохондрий 
в цитозоль устремляются белки, участвующие в 
апоптозе – цитохром С, фактор Apaf-1 (Apoptosis 
Protease Activating Factor-1), флавопротеин AIF, 
прокаспазы -2, -3 и -9. Apaf-1 представляет собой 
многодоменный белок, состоящий из трех функ-
циональных областей – это N-концевого домена 
рекрутирования каспазы (CARD), домена свя-
зывания нуклеотидов и олигомеризации (NOD, 
также называемый NB-ARC) и связанных повто-
ров WD40 в C-концевой половине белка. Фак-
тор Apaf-1 и цитохром С образуют апоптосому 
с указанными прокаспазами и затем c помощью 
апоптосом происходит активация, в частности, 
каспазы-9 [139, 154]. 

Рецепторный и митохондриальный сигналь-
ные пути апоптоза закономерно приводят к ак-
тивации каспаз. Рецепторный путь приводит к 
активации эффекторных каспазы-8 и каспазы-3, 
митохондриальный – к активации эффекторной 
каспазы-9. Одна из основных функций эффек-
торных каспаз заключается в прямом и опосре-
дованном разрушении клеточных структур. Про-
теолизу подвергаются белки клеточного ядра, 
цитоскелета. Эффекторные каспазы ингибируют 
антиапоптотические белки, такие как ингибитор 
DFF, CAD белок, антиапоптотические белки се-
мейства Bcl-2, а также процессы репарации и ре-
пликации ДНК.

Сказанное иллюстрируется рисунком 4.
Как видно из рисунка 4 при апоптозе сходят-

ся два различных апоптотических сигнальных 
пути. Рецепторный внешний путь, или путь фак-
тора смерти, активируется такими факторами 
смерти, как FasL, TNFα и TRAIL. Связывание 
факторов смерти с рецепторами смерти (death 
receptors) вызывает процессинг прокаспазы-8 в 
зрелую активную каспазу-8. При митохондри-
альном внутреннем сигнальном пути активиру-
ются проапоптотические белки Bim, Bid, Bad, 
Bmf, Hrk, Puma и Noxa и через ингибирование 
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антиапоптотических белков группы Bcl-2 инду-
цируют Bax/Bak-олигомеризацию. В результате 
этого процесса из митохондрий высвобождает-
ся цитохром С и, после связывания с фактором 
Apaf-1, этот комплекс превращает прокаспазу-9 в 
активную каспазу-9. Каспаза-8, активированная 
во внешнем пути, и каспаза-9, активированная 
во внутреннем пути, расщепляют прокаспазу-3 
до зрелой каспазы-3, которая расщепляет более 
1300 клеточных субстратов для осуществления 
апоптоза [139]. 

Изучены другие пути инициации апоптоза, в 
частности вследствие активации прокаспазы-12. 
Этот предшественник фермента локализован в 
эндоплазматическом ретикулуме. Так называ-
емый стресс эндоплазматического ретикулума 
(ER-стресс) сопровождается высвобождением и 
активацией прокаспазы-12 и связанным с этим 
нарушениями внутриклеточного гомеостаза ио-
нов кальция. 

В завершающей фазе апоптотические клетки 
подвергаются немедленному фагоцитозу, чему 
способствует экспрессия на их поверхности мо-
лекул, служащих для фагоцитов источником сиг-

налов типа «съешь меня». К ним относятся фос-
фатидилсерин (PS), в норме локализующийся на 
внутренней поверхности плазмолеммы и оказы-
вающийся экспонированным снаружи при апоп-
тозе, благодаря каспазной активности, а также 
тромбоспондин и остатки мембранных глико-
конъюгатов. 

Ферментативная активность каспазы-8 в оча-
ге воспаления способствует появлению DAMP, 
таких как кальретикулин (CRT), которые также 
функционируют как сигнал «съешь меня» для 
фагоцитирующих клеток [143].

Кроме этого, к аналогичным сигнальным мо-
лекулам относятся модифицированные окис-
лением молекулы, а также фосфатидилсерин 
(PS), но локализованный уже на внешнем листке 
плазмалеммы. PS функционирует как лиганд для 
молекулы TIM-4, которая экспрессируется на 
дендритных клетках и способствует поглощению 
апоптотических клеток [90]. 

Также было показано, что две другие молеку-
лы, а именно: специфичный для мозга ингибитор 
ангиогенеза 1 (BAI1) и стабилин-2 (мембранный 
рецептор для фосфатидилсерина) способствуют 

Рисунок 4. На схеме отражены основные этапы рецепторного (внешнего) и митохондриального (внутреннего) 
сигнальных путей апоптоза, приводящих к активации каспазы-3, каспазы-8 и каспазы-9
Примечание. Слева представлен рецепторный сигнальный путь, справа – митохондриальный сигнальный путь, 
по материалам [139].
Figure 4. Diagram shows the main stages of the receptor (external) and mitochondrial (internal) signaling pathways of apoptosis, 
leading to the activation of caspase-3, caspase-8 and caspase-9
Note. On the left is the receptor signaling pathway, on the right is the mitochondrial signaling pathway, according to materials [139].
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поглощению продуктов апоптоза фагоцитиру-
ющими клетками посредством распознавания 
PS [144].

Некоторые исследователи выделяют еще один 
апоптогенный стимул фагоцитоза, а именно: 
сигнал «найди меня», имея в виду, что подобный 
сигнал стимулируют прежде всего хемотаксис 
Мф. К такого рода сигналам относится лизофос-
фатидилхолин (LPC), генерирующийся вслед-
ствие ферментативной активности фосфолипазы 
A2 (PLA2), которая в свою очередь активируется 
апоптогенными каспазами [100]. 

Также к таким сигналам относят высвобож-
дение апоптотическими клетками аденозинтри-
фосфата (АТФ) и уридинтрифосфата (UTP).

Рецепторный аппарат Мф взаимодействует с 
указанными поверхностными молекулами, что 
обеспечивает быстрый фагоцитоз апоптотиче-
ских клеток. Такое завершение апоптоза очень 
важно для организма, поскольку предотвраща-
ет поступление внутриклеточных компонентов, 
включая ДНК, в межклеточное пространство и 
последующее развитие воспаления и аутоиммун-
ных процессов. Таким образом, фагоцитоз Мф 
апоптотических клеток несет в себе черты проти-
вовоспалительной реакции. 

Этой же реакции способствует продукция фа-
гоцитами, после поглощения апоптотических 
клеток, противовоспалительных цитокинов, об-
разно названных цитокинами «толерантности ко 
мне». К таким цитокинам относятся известные 
TGF-b и IL-10. Одновременно снижается секре-
ция in situ провоспалительных цитокинов (TNFα, 
IL-1 и IL-12) и таким образом указанные факторы 
активно создают противовоспалительную среду в 
местах гибели апоптотических клеток [134]. 

Однако избыточный фагоцитоз нуклеи-
новых кислот может быть источником МНС-
презентации ауто-АГ, ведущим к развитию ИВРЗ, 
в частности СКВ. Уменьшению иммуногенности 
нуклеиновых кислот способствует активиро-
ванная каспазой ДНКаза (называемая CAD) от-
вечающая за межнуклеосмальное расщепление 
геномной ДНК, которая обладает более слабыми 
иммуностимулирующими свойствами, чем высо-
комолекулярная ДНК [116].

В случаях, когда фагоцитарная активность 
Мф не обеспечивает полноценную элиминацию 
апоптотических клеток, эти клетки остаются по-
тенциальными источниками ауто-АГ с последу-
ющей возможностью индукции аутоиммунного 
ответа.

Достаточно интересными являются данные, 
согласно которым пептиды, полученные из апоп-
тотических клеток, поглощенные Мф и ДК, могут 
быть представлены на молекулах MHC I класса 
и использоваться для цитотоксических реакций 

T-лимфоцитов. Иными словами, налицо при-
знаки кросс-презентации экстрацеллюлярного 
антигенного материала CD8+ цитотоксическим 
Т-лимфоцитам в процессе апоптоза. В индукции 
аутоиммунного ответа при ИВРЗ данному фено-
мену отводится существенное патогенетическое 
значение [10]. 

Важным является вопрос взаимоотношений 
апоптоза и воспаления. Многие факторы и сиг-
нальные пути, которые активируются воспале-
нием, участвуют в регуляции апоптоза клеток. 
Ниже представлены некоторые эксперименталь-
ные данные, свидетельствующие о противоспа-
лительных качествах апоптоза и эти данные име-
ют непосредственное отношение к ИВРЗ.

Недавние исследования показали, что каспа-
за-3 ингибирует выработку интерферонов I типа 
путем расщепления cGAS (сенсор, обнаружива-
ющий наличие ДНК в цитоплазме), тем самым 
подавляя апоптоз [141]. 

Кроме того, иммуносупрессивные цитокины, 
такие как TGF-b и IL-10, высвобождаются во 
время фагоцитоза апоптотических клеток [185].

Активация Т-клеток может быть подавле-
на апоптотическими клетками в эксперименте 
in vitro. Кроме этого, было показано, что отсут-
ствие в клетках опухоли меланомы 2 (AIM2) вну-
триклеточных PRR-рецепторов активирует ка-
спазу-3, параллельно с каспазой-1 [156]. 

Противоположный эффект наблюдался в слу-
чае, когда еще один член цитоплазматического 
PRR – NLRP3, после взаимодействия с бакте-
риальным порообразующим токсином нигери-
цином, вызывал активацию апоптотических ка-
спаз [150]. 

Показано также, что проапоптотические 
Bcl-2-белки (Bax, Bak и др.) ингибируют акти-
вацию NLRP3-инфламмасомы, предотвращая 
цитозольное высвобождение митохондриальной 
ДНК [50].

Представленные результаты эксперимен-
тальных исследований подтверждаются клини-
ческими наблюдениями. В частности, недоста-
точная элиминация апоптотических макрофагов 
при хронической обструктивной болезни легких 
(ХОБЛ), фиброзе легких и муковисцидозе при-
водит к длительной воспалительной реакции [5, 
70, 184]. 

Альвеолярные макрофаги у пациентов с тяже-
лой астмой, включая детей, не способны полно-
стью элиминировать апоптотические клетки и в 
этой связи к лечению таких больных подключают 
средства, стимулирующие фагоцитарную актив-
ность Мф [58]. 

Также известно, что апоптотические клетки 
индуцируют синтез клетками макрофагально-
моноцирарного ряда противовоспалительных 
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медиаторов, таких как TGF-b, простагландин Е2 
и фактор активации тромбоцитов (PAF). 

В связи с представленными результатами была 
высказана точка зрения, что если некроз активно 
инициирует иммунный ответ на продукты кле-
точного распада и участвует в развитии воспале-
ния, то апоптоз является доминирующей фор-
мой гибели клеток, индуцирующей иммунную 
толерантность. Однако чрезмерный, ускоренный 
апоптоз, возникающий при недостаточном уда-
лении апоптотических клеток, например, при 
СКВ, может привести к массивному накоплению 
этих клеток, которые подвергаются вторичному 
некрозу [81]. 

Потеря целостности плазматической мембра-
ны и высвобождение клеточного содержимого 
вторичными некротическими клетками, которые 
можно отнести к DAMP, могут спровоцировать 
иммунный ответ на ауто-АГ и способствовать 
развитию СКВ. При этом аутоантитела способ-
ствуют поглощению вторично некротизирован-
ного клеточного материала фагоцитами, что со-
провождается секрецией большого количества 
провоспалительных цитокинов этими клетка-
ми [152]. 

Необходимо обратить внимание на следу-
ющий аспект патофизиологии апоптоза, каса-
ющийся аутоиммуногенности продуктов этого 
процесса. В работах [11, 160] показано, что не-
зрелые ДК способны к фагоцитозу апоптоти-
ческих клеток, хотя и не так эффективно, как 
макрофаги. Эти ДК могут перекрестно пред-
ставлять вирусные, опухолевые и аутоантигены 
цитотоксическим CD8+Т-клеткам, активируя их 
аутоиммунные качества. Одновременно цито-
токсические CD8+Т-клетки сами могут индуци-
ровать апоптоз мишеневых клеток посредством 
Fas-рецепторного механизма.

Было высказано предположение, что апоп-
тотические клетки способствуют созреванию 
ДК путем усиления экспрессии костимулирую-
щих молекул и индуцирования высвобождения 
провоспалительных цитокинов, одновременно 
стимулируя ауто-АГ-презентирующую функ-
цию этих клеток. Эти же апоптотические клет-
ки способны индуцировать и специфические 
Т-клеточные реакции [76]. ДК обладают ограни-
ченной способностью к лизосомальной деграда-
ции (протеолизу) апоптотического материала из-
за низкого содержания лизосомальных протеаз. 
Медленный протеолиз приводит к накоплению 
сигналов опасности (DAMP), которые взаимо-
действуют с TLR- и NLR-рецепторами со всеми 
вытекающими из этого аутоиммунными и воспа-
лительными последствиями [55]. 

Дополнительным фактором аутоиммуни-
зации является то, что материал апоптоза сти-

мулирует дифференцировку В-лимфоцитов с 
Ig-рецепторами для апоптотических клеток в сто-
рону продукции ауто-анти-апоптотических АТ. 
Соответственно, В-клетки, которые реагируют с 
апоптотическими клетками, могут нарушить ба-
ланс между толерантностью и аутоиммунитетом.

В свете представленных данных нашла обо-
снование следующая точка зрения относитель-
но влияния аномального апоптоза на индукцию 
аутоиммунного ответа при ИВЗР (рис.  5). Со-
гласно схеме, фагоцитоз апоптотических клеток 
Мф и ДК обычно сопровождается противовос-
палительной реакцией и не связан с потерей то-
лерантности. Однако неэффективное удаление 
апоптотических клеток влияет на образование 
ауто-АГ, презентация которых Мф и зрелыми ДК 
Т-клеткам может стимулировать выработку ауто-
антител. 

Проиллюстрируем представленные выше 
принципиальные положения на примере СКВ. У 
пациентов с СКВ определяются повышенные по-
казатели апоптоза, некроза и аутофагии в КВИ, 
а также снижение элиминации апоптотических и 
некротизированных клеток. Эти аномалии при-
водят к увеличению нагрузки ауто-АГ, модифи-
кациям этих антигенов, что усиливает воспали-
тельные свойства ауто-АГ [40]. 

Подтверждением сказанного являются дан-
ные, согласно которым клубочковые апопто-
тические нуклеосомы были целью аутоантител 
против двухспиральной ДНК при волчаночном 
нефрите [80]. 

Макрофаги пациентов с СКВ имели нарушен-
ную способность к фагоцитозу апоптотических 
клеток, что сопровождалось накоплением апоп-
тотического материала в зародышевых центрах 
(GCS) лимфатических узлов Фолликулярные ДК 
в герминативных центрах лимфоидных органов 
связываются с клеточным апоптозным материа-
лом in situ и это может служить сигналом для ин-
дукции аутореактивных В-клеток с последующей 
продукцией ауто-АТ [17]. Более того, снижение 
регуляции со стороны микро-РНК-98 индуци-
ровало апоптоз в CD4+Т-клетках у пациентов с 
СКВ через активацию каспаз посредством Fas-
рецептора [189]. 

Апоптотические Т-клетки увеличивались у 
пациентов с СКВ, что сопровождалось положи-
тельной корреляцией с индексом активности 
СКВ. В дополнение к Т-клеткам, чрезмерный 
апоптоз также наблюдался в фагоцитах, которые 
важны для удаления апоптотических клеток. Сы-
воротки СКВ могут индуцировать апоптоз в мо-
ноцитах и лимфоцитах, которые в свою очередь 
могут быть источником ауто-АГ [19]. Т-клетки 
при СКВ также могут индуцировать апоптоз мо-
ноцитов с помощью апоптотических лигандов. 
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В соответствии с этими данными, у пациентов с 
СКВ наблюдался повышенный апоптоз моноци-
тов/макрофагов, что способствовало образова-
нию аутоантител и повреждению тканей [45]. 

Аналогичным образом, повышение уровня 
апоптотических нейтрофилов и Мф было обна-
ружено у пациентов с СКВ и этот уровень поло-
жительно коррелировал с активностью заболева-
ния [153]. 

Таким образом, у пациентов с СКВ наблюда-
ется высокий уровень апоптотических клеток, 
который, по крайней мере частично, объясняет-
ся массивным апоптозом в клетках тканей или в 
фагоцитах. Апоптотические клетки должны быть 
эффективно поглощены фагоцитами, чтобы пре-
дотвратить высвобождение клеточных компо-
нентов, которые могут активировать иммунную 
систему. Нарушение элиминации апоптотиче-
ских клеток при СКВ смещает баланс иммунной 
системы. Увеличение уровня апоптотических 

нейтрофилов отмечалось в условиях дефектного 
фагоцитоза этого материала, что является суще-
ственным сигналом аутоиммунизации при этом 
заболевании. 

Недавние исследования показали роль опсо-
нинов в формировании иммуногенных и толе-
рогенных характеристик ауто-АГ при ИВРЗ. Для 
быстрого распознавания и элиминации апопто-
тических клеток при ИВРЗ необходима опсони-
зация объекта фагоцитоза. В качестве опсонинов 
при этом выступает С-реактивный белок (СРБ), 
а также компонент системы комплемента C1q. 
СРБ не только способствует классическому пути 
активации комплемента, но также усиливает оп-
сонизацию и фагоцитоз апоптотических клеток 
макрофагами [63]. 

У пациентов с СКВ наблюдался повышенный 
уровень аутоантител против СРБ, находящийся в 
прямой зависимости с активностью заболевания 
и поражением почек [76]. 

Рисунок 5. Баланс между иммунной толерантностью и аутоиммунитетом при ИВРЗ
Примечание. Слева представлена схема физиологического апоптоза, не приводящего к активации Т-клеточного иммунитета 
и воспалению; справа представлена схема измененного апоптоза при ИВРЗ, приводящая к аутоактивации Т- и В-клеточного 
иммунитета и развитию аутоиммунного воспаления. 
Сокращения: DC – дендритная клетка, Ag – антиген, Ab – антитело, по материалам [110].
Figure 5. Balance between immune tolerance and autoimmunity in IVRD
Note. On the left is a scheme of physiological apoptosis, which does not lead to activation of T cell immunity and inflammation; on the right is 
a scheme of altered apoptosis in IVR, which leads to autoactivation of T and B cell immunity and the development of autoimmune inflammation.  
Abbreviations: DC, dendritic cell; Ag, antigen; Ab, antibody, based on materials [110].
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Такая же картина складывается и в отноше-
нии C1q компонента комплемента. У пациентов 
с СКВ наблюдалось повышение антител против 
C1q, которые положительно коррелировали с 
нефритом, гипокомплементемией, антителами 
против dsDNA и циркулирующими иммунными 
комплексами [169].

Ниже представлена схема (рис. 6), демонстри-
рующая принципы патогенетического участия 
апоптоза при ИВРЗ на примере СКВ.

Согласно этой схеме, нерегулируемый апоптоз 
и/или недостаточное удаление апоптотических 
клеток приводит к высвобождению модифици-
рованного клеточного материала в кровоток. Это 
приводит к активации АПК (макрофаги, ден-
дритные клетки), аутоиммунному ответу, опос-
редованному Т- и В-клетками, образованию ци-
тофильных патогенных иммунных комплексов, 
способствующих возникновению гломерулонеф-
рита. 

Значение апоптоза изучено при РА. Показа-
но, что Т-лимфоциты и В-лимфоциты в составе 
КВИ при РА устойчивы к Fas-индуцированному 
апоптозу и демонстрируют высокую экспрес-
сию антиапоптотических молекул семейства Bcl. 
Эти клетки защищены от апоптоза фактором-1α 

(SDF-1α), продуцирущимся синовиоцитами и 
лигандом рецептора хемокина (CXCR)4. Рези-
стентность к апоптозу продемонстрировали и си-
новиальные фибробласты. Полагают, что такие 
изменения апоптоза при РА способствуют нако-
плению воспалительных клеток в составе КВИ в 
синовиальной оболочке, а также их гиперплазии 
и инвазивному росту [15, 29]. 

C использованием проточной цитометрии, 
показано, что апоптотические гранулоциты были 
статистически значимо выше у пациентов с РА по 
сравнению с контрольной группой. Причем это 
повышение сочеталось с увеличением уровня не-
кротических гранулоцитов и моноцитов. На ос-
новании полученных данных авторы делают вы-
вод о том, что нейтрофилы и моноциты при РА 
подвергаются апоптотическим модификациям, 
которые сопровождаются вторичным некрозом 
(см. выше) этих клеток при РА. Подобные сдвиги 
могут привести к накоплению ауто-АГ, что при-
водит к прогрессированию РА [95].

Получены интересные результаты, касаю-
щиеся патогенетического участия апоптоза при 
синдроме Шегрена. Показано, что при этом за-
болевании в биоптатах слюнных желез повышена 
экспрессия связанного с лизосомами мембран-

Рисунок 6. Схема патогенетического участия апоптоза при волчаночном нефрите, пояснения в тексте, 
по материалам [135]
Figure 6. Scheme of pathogenetic involvement of apoptosis in lupus nephritis, explanations in the text, based on materials [135]
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ного белка 3, обозначаемого как LAMP3/CD208/
DC-LAMP. Экспрессия LAMP3 индуцирует дис-
функцию эпителиальных клеток, приводящую к 
их апоптозу. Причем эта дисфункция сопрово-
ждалась статистически значимым увеличением 
сывороточных аутоантител, таких как анти-Ro/
SSA, анти-La/SSB и антиядерных антител. Со-
ответственно, делается вывод о том, что при бо-
лезни Шегрена LAMP3 инициирует апоптоз, а 
также независимый путь внеклеточного высво-
бождения известных ауто-АГ, приводящий к об-
разованию аутоантител, связанных с этим забо-
леванием. Кроме этого, определяется перекрест 
молекулярных сигнальных путей между LAMP3-
индуцированным апоптозом и аутофагией при 
синдроме Шегрена [175].

Патогенетическое значение апоптоза изучено 
и при полимиозитах. В частности, показано, что 
при этих заболеваниях в присутствие IFN I типа 
апоптотические миоциты вызывают выработку 
ауто-АТ, лимфоцитарную инфильтрацию in situ и 
непрерывные циклы повреждения и регенерации 
мышц. Нарушение апоптоза миоцитов при ауто-
иммунных полимиозитах, недостаточная элими-
нация апоптотического материала Мф вызывает 
«неадаптивное ремоделирование» мышц с нако-
плением коллагена и жира и аутоиммунного от-
вета на ауто-АГ мышечной ткани [166]. 

Таким образом, представленные данные сви-
детельствуют о неоспоримом патогенетическом 
значении апоптоза в КВИ при ИВРЗ. Следует 
обратить внимание, прежде всего, на противо-
воспалительные свойства апоптоза, а также на 
то, что апоптоз является формой гибели клеток, 
индуцирующей иммунную толерантность в том 
числе и к ауто-АГ. Накоплен большой материал, 
свидетельствующий о том, что регуляция указан-
ных аспектов апоптоза, в частности сигнальных 
путей, является одним из перспективных направ-
лений молекулярной иммунотропной терапии 
ИВРЗ.

Некроптоз и ассоциированные с повреждением 
молекулярные паттерны (DAMP)

Некроз, относящийся к основным категориям 
патоморфологии, является формой неконтроли-
руемой гибели клеток, завершающейся аутолизом 
последних. Некроз является следствием воздей-
ствия экстремальных факторов, к числу которых, 
в частности, относятся инфекции, ишемия тка-
ней, ионизирующая радиация, тепло, осмоти-
ческий шок, механический стресс, заморажива-
ние-оттаивание и др. Отметим, что воздействие 
указанных факторов индуцируют случайную, 
неконтролируемую гибель клеток. Стадии некро-
за, а именно: паранекроз, некробиоз и аутолиз, 
отражают последовательность внутриклеточных 
процессов, приводящих, в конечном итоге, к на-

буханию органелл, увеличению объема клеток, 
разрушению плазмалеммы, а также клеточного 
ядра (кариопикноз, кариорексис, кариолизис). 
Из основных морфологических вариантов не-
кроза (колликвационный, коагуляционный, ка-
зеозный и фибриноидный), преобладающим при 
ИВРЗ, является фибриноидный некроз клеток 
и тканей. Потеря целостности мембраны и вы-
свобождение внутриклеточного содержимого 
придают некротическим клеткам способность 
вызывать неинфекционную воспалительную ре-
акцию [22].

Детальное изучение молекулярных внутри-
клеточных процессов при некрозе показало, что 
в клетках существует множество сигнальных ка-
скадов с участием адапторных молекул и после-
дующей активацией транскрипционных факто-
ров, напоминающих программу гибели клеток, 
которые дают основания для выделения опреде-
ленных форм регулируемого некроза. К их числу 
относится наиболее часто упоминаемый некроп-
тоз. Некроптоз – это генетически контролируе-
мый процесс гибели клеток, характеризующийся 
грануляцией цитоплазмы, набуханием органелл, 
разрывом плазмалеммы. Эти признаки прису-
щи и другим формам гибели клеток (этоз, нетоз, 
пиронекроз, пироптоз). Однако идентификация 
сигнальных путей, адапторных молекул и актива-
ции транскрипционных факторов, свойственных 
только некроптозу, позволило выделить этот про-
цесс в качестве автономной формы клеточной 
гибели. При некроптозе отсутствуют такие мар-
керы апоптоза, как активация каспаз и конден-
сация хроматина и такие маркеры пироптоза, как 
активация провоспалительной каспазы-1. Не-
кроптоз широко встречается при ишемических 
травмах головного мозга, при инфаркте миокар-
да, при гибели клеток, индуцированной химио-
терапией опухолей, при окислительном клеточ-
ном стрессе.

Некроптоз представлен и в клетках воспали-
тельного инфильтрата при ИВРЗ. Приятно от-
метить, что впервые понятие некроптоз ввел в 
научный обиход наш соотечественник А. Дегтя-
рев [44].

Приведем примеры некоторых признаков не-
кроптоза (рис. 7). В работе Berghe T. V. и соавт. [21] 
была использована клеточная линия мышиной 
фибросаркомы L929sAhFas, чувствительная к 
индукторам некроптоза – TNF и Н2О2. В данном 
эксперименте основным фактором некроптоти-
ческого поражения клеток была генерация актив-
ных форм кислорода и эта генерация совпадала 
с началом появления типичных признаков не-
кроптоза. Методом фазово-контрастной и флу-
оресцентной микроскопии авторы показали, что 
оба стимула вызывали округление клетки, за ко-
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торым следовало набухание клеток и грануляция 
цитоплазмы. Затем наблюдался разрыв плазмати-
ческой мембраны, которая приобретала раздутый 
«баллонный» вид. Эти процессы сопровождались 
повреждением митохондрий и лизосом. Как при 
TNF-, так и при Н2О2-индуцированной гибели 
клеток активность каспаз не обнаруживалась, в 
отличие от Fas-индуцированного апоптоза.

Как указывалось выше, некроптоз встречает-
ся и при ИВРЗ. Воспаление при ИВРЗ является 
преимущественно продуктивным, сопровожда-
ющимся появлением эндогенных сигналов опас-
ности, называемых «ассоциированные с повреж-
дением молекулярные паттерны», или DAMP. 
Отличительной особенностью DAMP является их 
способность взаимодействовать с рецепторами 
врожденного иммунитета (TLR2, TLR4, TLR7, 
TLR9), экспрессирующихся на фолликулярных 
и плазмацитоидных дендритных клетках (пДК и 
фДК) и активировать их [155].

DAMP способны взаимодействовать и с дру-
гими PRR-рецепторами на клетках в составе 
КВИ (NRL, RLR), тем самым принимая актив-
ное участие в неинфекционном воспалении [36].

В DAMP включают, в случаях неконтроли-
руемого некроза, HMGB1, IL-1α, мочевую кис-
лоту, фрагменты ДНК, белки теплового шока 
(HSP70, HSP90), содержимое митохондрий, АТФ 
и др. [54, 87].

Номенклатура DAMP весьма противоречива. 
В целом эти молекулы, в физиологических ус-
ловиях локализующиеся внутриклеточно, могут 
быть разделены на две группы. Во-первых, это 
молекулы, которые выполняют невоспалитель-
ные функции в клетках и приобретают иммуно-
модулирующие свойства при их высвобождении 
во время повреждения клеток или клеточного 
стресса, например, такие как HMGB1 и АТФ. 
HMGB1 – это высокомобильный, негистоно-
вый, ядерный групповой белок-1, освобождаю-
щийся из клеток, подвергшихся инфекционному 
повреждению, некрозу, некробиозу, клеточному 
стрессу. И во-вторых, это алармины, т. е. моле-
кулы, которые обладают цитокиноподобными 
функциями, которые высвобождаться при лизи-
се клеток и способствуют воспалительной реак-
ции. К ним можно отнести, в частности, IL-1α и 
IL- 33 [142, 158]. 

Рисунок 7. Картина некроптоза на клеточной линии мышиной фибросаркомы L929sAhFas, полученная методами 
фазово-контрастной и флуоресцентной микроскопии
Примечание. Верхний ряд – TNF-индуцированный некроптоз, нижний ряд – Н2О2-индуцированный некроптоз. И том, 
и другом случаях наблюдается округление и набухание клеток, грануляция цитоплазмы с раздутым «баллонным» видом. 
Зеленая флуоресценция – свидетельство продукции активных форм О2, синяя флуоресценция – свидетельство разрывов 
плазматической мембраны, сопровождающиеся нарушением ее проницаемости, по материалам [21].
Figure 7. Picture of nephroptosis on the cell line of mouse fibrosarcoma L929sAhFas, obtained by phase contrast and fluorescence 
microscopy
Note. The upper row is TNF-induced nephroptosis, the lower row is H2O2-induced nephroptosis. In both cases, there is rounding and swelling 
of cells, granulation of the cytoplasm with an inflated “balloon” appearance. Green fluorescence is evidence of the production of active forms of O2, 
blue fluorescence is evidence of ruptures of the plasma membrane, accompanied by a violation of its permeability, according to materials [21].
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DAMP высвобождаются и при дезорганиза-
ции рыхлой волокнистой неоформленной соеди-
нительной ткани при ИВРЗ, приобретая при 
этом иммуногенные свойства.

Необходимо иметь в виду, что рецепторы 
врожденного иммунитета (TLR, NLR, RLR), экс-
прессирующиеся на дендритных клетках (ДК) и 
на клетках макрофагально-моноцитарного ряда 
в составе КВИ при ИВРЗ способны взаимодей-
ствовать как с DAMP, так и с молекулярными 
паттернами, связанными с инфекционными па-
тогенами – PAMP. Факт весьма примечательный, 
указывающий на сходство между реакциями, вы-
званными инфекционными патогенами, и воспа-
лительными реакциями на стресс, повреждение 
или смерть клеток [78]. 

Подобный взаимный перекрест сигнализа-
ции DAMP и PAMP является важным патогене-
тическим звеном при ИВРЗ. Известно, что ин-
фекциям, прежде всего вирусам, отводится роль 
триггеров ИВРЗ. В процессе эволюции взаимо-
действие вирусов и эукариотических клеток при-
вело к отбору генов, которые способствуют гибе-
ли инфицированных клеток, в том числе путем 
некроптоза и апоптоза. Таким образом блокиру-
ется размножение и распространение вирусов в 
инфицированной клетке и в организме в целом. 
Однако в процессе той же эволюции выработа-
лись адаптивные вирусные механизмы, позволя-
ющие им предотвратить гибель инфицированных 
клеток хозяина, тем самым позволяя вирусам не-
ограниченно реплицироваться. К таким меха-
низмам относят формирование специфических 
ингибиторов каспазы-8, таких как модифика-
тор цитокинового ответа A (CrmA), вирусный 
ингибитор активации каспазы (v-ICA) и вирус-
ные FLICE-подобные ингибирующие белки  
(FLIPs) [131]. 

Ингибиция активности каспазы-8 предотвра-
щает инициирование апоптоза и в то же время 
является ключевым условием индукции некроп-
тоза. Это послужило поводом для заключения, 
что в данной ситуации некроптоз выполняет за-
щитные функции «двери-ловушки», которая от-
крывается, когда каспаза-8 ингибируется и на 
этом фоне запускается процесс некроптоза с по-
следующей гибелью клеток хозяина, а также ви-
русов, находящихся в ней.

Показано, что вирусная инфекция может со-
провождаться выделением таких DAMP, как 
Hsp70 и HMGB1, которые прямо взаимодейству-
ют с молекулой – передатчиком сигналов CD24 
и лектином Siglec-G/10 (ось CD24-SiglecG/10), 
экспрессирующихся на клетках макрофагаль-
но-моноцирарного ряда и дендритных клетках в 
составе КВИ при ИВРЗ. И таким образом фор-
мируется взаимный перекрест DAMP и PAMP 

определяющий, будут ли TLR и/или NLR, свя-
занные с CD24 и экспрессирующиеся на вышеу-
казанных клетках, вызывать воспаление при воз-
действии DAMP [35]. 

В конце 80-х годов прошлого столетия было 
начато изучение так называемых рецепторно-
взаимодействующих серин/треониновых киназ 
1 и 3 (RIPK1 и RIPK3, соответственно), которые 
являются ключевыми киназами при некроптозе 
клеток, индуцированном TNF [100]. Затем был 
выявлен целый ряд индукторов некроптоза (бо-
лее десятка) и молекулярные пути реализации 
этого процесса. К их числу относятся члены се-
мейства фактора некроза опухоли (TNF), TLR-
рецепторов (TLR3, TLR4) производные ДНК и 
РНК, RLR-рецепторов (RIG-1) [37, 197]. 

Таким образом, были представлены доказа-
тельства того, что есть формы некроза, которые 
контролируются генетически, зависят от актив-
ности RIPK1 и/или RIPK3, не зависят от актив-
ности каспаз, что и привело к появлению терми-
на «некроптоз» для определения регулируемого 
некроза [61]. 

Характерной чертой некроптоза является то, 
что активность киназ RIPK1 и/или RIPK3 может 
ингибироваться молекулой, называемой некро-
статином 1 (NEC 1) [42]. 

В случае, когда некроптоз индуцируется про-
воспалительным цитокином TNF, задействован-
ные сигнальные пути приводят к ингибированию 
каспазы-8 с последующим ауто- и трансфосфо-
рилированием киназ RIPK1 и RIPK3, а также 
MLKL. Этот процесс, в конечном счете, приво-
дит к их агрегации в микрофиламентоподобные 
(амилоидоподобные) комплексы, которые назы-
ваются некросомами. Некросомы являются мар-
керами некроптоза, и их наличие свидетельствует 
об усилении этого процесса [105]. 

Некросомы по своей молекулярной природе 
разнородны и, в зависимости от молекулярного 
состава, выделяют следующие их производные – 
это «комплекс I», содержащий молекулы TRADD, 
TRAF2/5, RIPK1, IAPs и LUBAC. Этот комплекс, 
после убиквитирования, инициирует активацию 
транскрипционного фактора NF-kB, и остается 
связанным с рецептором TNFR1. В случае, ког-
да рецептор TNFR1 подвергается эндосомальной 
интернализации, этот процесс сопровождается 
высвобождением рецептор-ассоциированного 
комплекса из TNFR1 и образованию предше-
ственника каспазы-8 – прокаспазы-8, что приво-
дит к образованию «комплекса II». Прокаспаза-8, 
подвергаясь процессу ограниченного протео-
лиза, трансформируется в активную каспазу-8. 
Комплекс II бывает двух типов – это комплекс 
IIa, который может вызвать апоптоз, за счет ак-
тивации каспазы-8, и комплекс IIb, также назы-
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ваемый некросомой, инициирующий некроптоз 
вследствие ингибирования каспазы-8 и фосфо-
рилирования киназ RIPK1 и RIPK3 [145, 197]. 

Необходимо упомянуть еще о двух белках, 
взаимодействующих и регулирующих активность 
киназ RIPK1 и RIPK3. Это смешанная кина-
за, подобная белку (MLKL), и митохондриаль-
ная фосфатаза 5 (PGAM5). Фосфорилирование 
MLKL наделяет эту молекулу способностью пе-
ремещаться к плазматической мембране и нару-
шать ее целостность [199]. 

Таким образом, ключевыми молекулярны-
ми событиями индукции некроптоза является 

индукция процессов фосфорилирования киназ 
RIPK1, RIPK3 и MLKL и негативная регулирова-
ние активности каспазы-8. Однако уникального 
биохимического маркера некроптоза не суще-
ствует. 

Разумеется, описанные молекулярные собы-
тия являются сжатой картиной детально изучен-
ных молекулярных и межмолекулярных про-
цессов, имеющих место в КВИ при ИВРЗ. Эта 
картина представлена на рисунке 8. Она отражает 
положение дел в этой области на период десятых-
двадцатых годов нашего столетия. Исследования 
в этой области продолжаются.

Рисунок 8. Молекулярные механизмы некроптоза
Примечание. Некроптоз критически зависит от взаимодействующей с TLR-, TNF-, IFN-рецепторами серин-треониновой 
протеинкиназы-1 и -3 (RIPK1 и RIPK3). Для некроптоза также важно фосфорилирование киназы смешанного происхождения 
(MLKL), приводящего к олигомеризации MLKL, транслокации этой молекулы во внутреннюю часть плазматической мембраны, 
нарушению ее целостности и гибели клеток. Образование некросомы, содержащей RIPK3 и MLKL, которая ускоряет 
некроптоз, может быть вызвано внеклеточными сигналами (например, связывание с рецептором смерти TNFR1), а также 
внутриклеточными сигналами (такими как присутствие вирусных нуклеиновых кислот) и регулируется сложной сетью 
функциональных белок-белковых взаимодействий.  
Сокращения: dsDNA – двухцепочечная ДНК; dsRNA – двухцепочечная РНК; IFN – интерферон; IFNAR1 – рецептор 
интерферона (αα и bb)1; IFNG – γγ-интерферон; IFNGR1 – γγ-рецептор интерферона; LPS – липополисахарид; P – фосфат; PIP – 
фосфатидилинозитол фосфат; TLR – Toll-подобный рецептор; TNF – фактор некроза опухоли; TNFR1 – рецептор 1 к TNF; TRIF – 
молекула-адаптер Тoll-подобного рецептора 1; ZBP1 – Z-ДНК-связывающий белок-1; по материалам [60].
Figure 8. Molecular mechanisms of nephroptosis
Note. Nephroptosis critically depends on serine threonine protein kinase 1 and 3 interacting with TLR, TNF, and IFN receptors (RIPK1 and RIPK3). 
Phosphorylation of mixed-origin kinase (MLL) is also important for nephroptosis, leading to oligomerization of MLKL, translocation of this molecule 
into the inner part of the plasma membrane, violation of its integrity and cell death. The formation of a necrosome containing RIPK3 and MLKL, 
which accelerates necroptosis, can be caused by extracellular signals (for example, binding to the TNFR1 death receptor), as well as intracellular 
signals (such as the presence of viral nucleic acids) and is regulated by a complex network of functional protein-protein interactions.  
Abbreviations: dsDNA, double-stranded DNA; dsRNA, double-stranded RNA; IFN, interferon; IFNAR1, interferon receptor (α and b)1; IFNG, 
γ-interferon; IFNGR1, γ-interferon receptor ; LPS, lipopolysaccharide; P, phosphate; PIP, phosphatidylinositol phosphate; TLR, Toll-like receptor; 
TNF, tumor necrosis factor; TNFR1, TNF receptor 1; TRIF, adapter molecule of Toll-like receptor 1; ZBP1, Z-DNA-binding protein 1; based on 
materials [60].
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Некроптоз присутствует при многих заболева-
ниях внутренних органов и систем, в том числе 
и аутоиммунных. Знание ключевых этапов этих 
процессов при некроптозе определяет стратегию 
разработки препаратов молекулярной таргетной 
терапии, в частности при ИВРЗ [88]. 

Важно, что активность киназы RIPK1 регули-
рует высвобождение цитокинов и аларминов в 
некроптотических клетках, в частности провос-
палительного цитокина TNFα [38]. 

Также было показано, что при потере целост-
ности плазмолеммы, некроптотический матери-
ал, находящийся во внеклеточной жидкости, под-
вергается процессу макропиноцитоза АПК [97]. 
Факт важный, поскольку при ИВРЗ процессинг 
некроптотических DAMP в АПК способствует 
презентации ауто-АГ в составе алеллей МНС I и II 
классов и индукции аутоиммунного ответа. Одна-
ко специфических DAMP, свойственных только 
некроптозу, не выявлено. Важно, что некроптоз, 
обусловленный RIPK3, способствует элиминации 
активированных Т-лимфоцитов, которые под-
верглись клональной экспансии в ответ на сти-
муляцию (инфекции, ауто-АГ), что имеет важное 
значение для поддержания гомеостаза Т-клеток, 
поскольку его нарушение может привести к им-
мунодефициту или аутоиммунитету. 

К механизмам контроля некроптоза причис-
ляют и аутофагию. Показано, что пролиферация 
Т-лимфоцитов нарушается в отсутствие генов 
аутофагии ATG5, ATG7, ATG3 или Беклина-1. 
Было высказано предположение, что киназа 
RIPK1 является связующим звеном между гибе-
лью некроптотических клеток и аутофагией в ак-
тивированных Т-клетках [69].

Показано, что некроптоз может быть вовлечен 
в патогенез и развитие СКВ, поскольку маркеры 
некроптоза определялись в В-клетках у пациен-
тов с СКВ [56]. 

Открытие того, что конститутивная передача 
сигналов IFNγ способствует устойчивой экспрес-
сии MLKL (смешанная киназа, подобная белку, 
регулирующая активность киназ RIPK1 и RIPK3, 
см. выше) и инициации некроптоза, подтвержда-
ет взгляд о том, что повышенная передача сигна-
лов IFNγ при СКВ усиливает некроптоз, вызывая 
повреждение тканей [162]. 

Как упоминалось выше, некроптоз может спо-
собствовать воспалительным реакциям за счет 
высвобождения DAMP. Эти результаты могут 
дать определенные доказательства роли некроп-
тоза в патогенезе и развитии СКВ. Кроме это-
го, следующие результаты указывают на важное 
патогенетическое значение провоспалительных 
свойств некроптоза при ИВРЗ. Показано, что не-
кроптотическая сигнализация может индуциро-
вать активацию воспалительной системы NLRP3 

и, взаимосвязанный с этой системой – пироп-
тоз, что еще больше усиливает воспалительную 
реакцию. NLRP3 (или криопирин) – это цито-
зольный NLR-рецептор, взаимодействующий с 
DAMP и/или РAMP, вовлеченный в активацию 
каспаз-1 и -5 с последующим образованием ак-
тивных форм провоспалительных цитокинов 
IL-1b и IL-18. NLRP3 экспрессируется клетка-
ми макрофагально-моноцитарного ряда и явля-
ется основным компонентом воспалительных 
NLRP3-инфламмасом, формирующихся в ука-
занных клетках в условиях продуктивного вос-
паления при ИВРЗ. Киназа RIPK3, необходимая 
для некроптоза, также способствует формирова-
нию воспалительных NLRP3-инфламмасом [101, 
192]. 

Активацию воспалительных NLRP3-инфлам-
масом аналогичным образом индуцирует и 
MLKL, что также приводит к высвобождению 
IL-1b [67]. 

К такому же эффекту приводит и высобож-
дающийся некроптотическими клетками АТФ, 
который, после связывания с рецептором P2X7, 
активирует инфламмасому NLRP3 и генерирует 
зрелый IL-1b [170]. 

Митохондрии, высвобождаемые клетками в 
составе КВИ, подвергающихся некроптозу, ин-
дуцированному TNFα, могут быть поглощены 
макрофагами и дендритными клетками человека, 
что приводит к секреции вышеуказанных про-
воспалительных цитокинов макрофагами и ин-
дуцировать АГ-презентирующую функцию ден-
дритных клеток [115]. 

При инфекционном воспалении показано, что 
интерфероны I типа могут способствовать сборке 
киназ RIPK1 и RIPK3, вызывая некроптоз ма-
крофагов и высвобождение провоспалительных 
медиаторов (включая IL-1α, IL-1b и IFNγ [157].

Представленные внутриклеточные молеку-
лярные процессы присутствуют в эктопических 
лимфоидных структурах (ELS), в ГЗТ-гра нулемах, 
а также в диффузном клеточном инфильтрате 
при ревматической лихорадке (РЛ), ревматоид-
ном артрите (РА), системной красной волчанке 
(СКВ), дермато-полимиозите (ПМ). 

Изучение экспрессии маркеров некроптоза 
и пироптоза методом количественной real time-
PCR при экспериментальной СКВ показало, что 
экспрессия MLKL, GPX4 и PARP1 значительно 
повышалась в селезенке по мере прогрессиро-
вания заболевания, а CASP1, RIPK1, RIPK3 и 
CYPD были выше на ранних стадиях, но значи-
тельно снижались на более поздних стадиях. На-
против, в почках экспрессия генов, участвующих 
в пироптозе, например NLRP3 и CASP1, была 
значительно увеличена, а TNFR1, RIPK1, RIPK3 
(маркеры некроптоза), CIAP1/2 и GPX4 были 
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значительно снижены по мере прогрессирования 
волчаночного нефрита. Таким образом была по-
казана органная специфика экспрессии марке-
ров регулируемого некроза, зависящая также и от 
стадии заболевания [72].

Резюмируя вышесказанное, можно заклю-
чить, что принципиальное патогенетическое 
значение некроптоза при ИВРЗ заключается в 
том, что высвобождающиеся при дезорганиза-
ции рыхлой волокнистой неоформленной со-
единительной ткани DAMPы, взаимодействуя с 
NLR-, TNF-, IFN-рецепторами клеток-мишеней 
активируют (путем фосфорилирования) кина-
зы RIPK1, RIPK3 и MLKL. Транслокация мо-
лекулярных комплексов с участием указанных 
молекул во внутреннюю часть плазматической 
мембраны, вызывает нарушение ее целостности 
и гибель клеток, т. е. возникает некроптоз. Эти 
процессы сопровождаются комплексной воспа-
лительной реакцией in situ в паренхиматозных 
органах, в суставной щели, мышцах, коже, под-
кожной клетчатки, хрящевой ткани и др.

Пироптоз и аутоиммунное воспаление
Пироптоз (от греческих слов “pyro” – огонь 

или лихорадка и “ptosis” – падение) – это авто-
номная, регулируемая, генетически запрограм-
мированная форма гибели клеток, являющаяся 
важным механизмом врожденного иммунитета 
и принимающая активное патогенетическое уча-
стие при ИВРЗ. Автономия пироптоза обуслов-
лена тем, что все внутриклеточные мембранные 
и молекулярные процессы обусловлены активно-
стью провоспалительной каспазы-1, с последую-
щим лизисом клетки и обязательной секрецией 
провоспалительных цитокинов IL-1b и IL-18. 
Т. е. пироптоз является формой гибели клетки в 
условиях патологии. Необходимо отметить, что 
каспаза-1 не участвует в родственном пиропто-
зу процессе, а именно – апоптозе. Уникальной 
особенностью пироптоза является то, что каспа-
за-1 активируется при непосредственном участии 
мультибелкового, олигомерного цитоплазмати-
ческого комплекса, отвечающего за активацию 
воспалительного ответа – инфламмасомы. При 
этом генерация каспазы-1 происходит за счет 
ограниченного протеолиза предшественника 
этого фермента – прокаспазы-1. 

Эта форма гибели клетки впервые была опи-
сана Brennan M.A. и Cookson B.T. в 2000 г., как 
каспаза-1-зависимая неапоптотическая гибель 
клеток, индуцируемая макрофагами во время ин-
фекции Salmonella Typhimurium. Эти же исследо-
ватели ввели термин «пироптоз» [26, 41]. 

Таким образом пироптоз сочетает в себе ха-
рактеристики апоптоза (фрагментация ДНК) и 
некроза (воспаление и продукция цитокинов). 
Ввиду патогенетической важности процесса 

пироптоза, приведем результаты эксперимен-
тов первооткрывателей этого процесса, когда 
впервые была продемонстрирована автономная 
форма гибели клеток, отличная от апоптоза и 
некроза, сопровождающаяся выбросом IL-1b и 
зависящая от активности каспазы-1. 

На рисунке 9 представлены результаты флу-
оресцентного анализа культуры клеток J774A.1, 
где впервые был зарегистрирован процесс пи-
роптоза. В работе была использована макрофа-
гоподобная клеточная культура J774A.1. Апоп-
тоз клеток J774A.1 индуцировался грибковым 
ядом – глиотоксином. Некроз этих же клеток ин-
дуцировался путем их инфекции S. Typhimurium 
штамм SL1344. В таком варианте эксперимента 
и апоптоз, и некроз клеток J774A.1 сопровождал-
ся формированием крупных фрагментов ДНК, 
локализовавшихся в цитоплазме. Мутантный 
штамм S. Typhimurium SL1344, обозначенный как 
SL1344 prgH, не вызывал некроза клеток линии 
J774A.1, но в процессе инфицирования клеток 
J774A.1 этим мутантным штаммом все цитоплаз-
матические события, связанные с собственно 
внутриклеточным инфекционным процессом 
протекали в полной мере. Процесс апоптоза кле-
ток линии J774A.1, вызванный глиотоксином, и 
процесс некроза этих же клеток, вызванный ин-
фицированием S. Typhimurium штаммом SL1344 
определялся TUNEL–методом, при котором 
фрагментированная ДНК окрашивалась аннек-
сином V, меченным флуоресцеина изотиоциана-
том (FITC). Результат фиксировался по зеленой 
флуоресценции препаратов клеток J774A.1 в флу-
оресцентном микроскопе. 

На рисунке 9А – это контрольные клетки 
J774A, обработанные физиологическим рас-
твором. Видно, что флуоресценция отсутствует, 
вследствие сохранившейся целостности цито-
плазматической мембраны; 

В – классическая картина глиотоксин-инду-
цированного апоптоза клеток J774A. Видна чет-
кая флуоресценция фрагментов ДНК;

С и D – картина некроза клеток J774A, инфи-
цированных различными дозами S. Typhimurium 
штамм SL1344, С – меньшей дозой, D – большей 
дозой. Также видна четкая флуоресценция фраг-
ментов ДНК;

E и F – картина пироптоза клеток J774A, ин-
фицированных мутантным штаммом S. Typhi-
murium – SL1344 prgH. В этом случае на препара-
тах клеток J774A флуоресценция не определяется, 
вследствие того, что при этой инфекции клеточ-
ная мембрана повреждается, высвобождается 
цитоплазматическое содержимое, в том чис-
ле и ДНК, и этот процесс является каспаза-1-
зависимым.
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Рисунок 9. Результаты флуоресцентного анализа гибели клеток линии J774A.1 при глиотоксин-индуцированном 
апоптозе (Б), при инфицировании S. Typhimurium штамм SL1344 (В и Г), при инфицировании мутантным штаммом 
S. Typhimurium SL1344 prgH (Д и Е). А – контрольные клетки J774A
Примечание. Пояснения в тексте, по материалам [26].
Figure 9. The results of the fluorescent analysis of cell death of the J774A line.1 with gliotoxin-induced apoptosis (B), with infection 
with S. Typhimurium strain SL1344 (C and D), with infection with mutant S. Typhimurium strain SL1344 prgH (E and F). A, control 
cells J774A
Note. Explanations in the text, based on materials [26].

Так впервые был идентифицирован процесс 
клеточной гибели, отличный от апоптоза и не-
кроза, зависимый от активности каспазы-1, со-
провождающийся выбросом IL-1b и названный 
этими же авторами пироптозом.

Ранним признаком пироптоза является обра-
зование в плазмалемме бочкообразных пор диа-
метром 10-15 нм. Формирование пор обуслов-
лено белками семейства газдерминов (GSDM), 
состоящего у человека из 6 членов. Порообра-
зующая способность газдерминов обеспечива-
ется протеолитической активностью провоспа-
лительных каспаз, прежде всего каспазы-1. Эти 
поры формируют клеточные ионные градиенты 
и в клетку поступает большое количество ионов 
Ca2+, происходит повышение осмотического дав-
ления, увеличивается приток воды, возникает 
набухание клеток и, в конечном счете, осмоти-
ческий лизис и высвобождение внутриклеточных 
провоспалительных цитокинов. При этом Ca2+ 
также способствует экзоцитозу лизосом и фаго-
цитированных частиц. Ионы Ca2+ обеспечивают 

сборку так называемого эндосомального сорти-
ровочного комплекса (ESCRT), необходимого 
для выноса внутриклеточного содержимого во 
вне клетки при пироптозе, а также для восста-
новления поврежденной плазмалеммы [57, 179]. 

Поскольку порообразование является базис-
ным элементом литической гибели клетки при 
пироптозе, целесообразно привести схему, иллю-
стрирующую сказанное (рис. 10).

Следующей отличительной особенностью 
пироптоза является то, что расщепление ДНК 
носит фрагментированный характер, эти фраг-
менты состоят из олигонуклеосом, сопровожда-
ется заметной ядерной конденсацией и зависит 
от активности каспазы-1. Если при апоптозе по-
вреждение ДНК обусловлено работой ДНК-азы, 
то при пироптозе ДНК-аза остается связанной 
со своим ингибитором – ICAD (Inactive Caspase-
Activated DNase), что обуславливает не разреза-
ние, а фрагментацию ДНК.

Активность каспазы-1 приводит к множеству 
процессов, включающих гибель клеток, моду-

А (А)

Г (D)Б (B)

Д (E)В (C)

E (F)
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ляцию продукции воспалительных цитокинов, 
ограничение репликации патогена, контроль 
микробной инфекции. Пироптоз наряду с не-
кроптозом служит важным механизмом элими-
нирования зараженных и измененных клеток, 
что важно при ИВРЗ. Однако в случаях, когда ин-
фекция принимает генерализованный характер с 
поражением, в частности, костного мозга, пи-
роптоз встречается в гемопоэтических стволовых 
клетках всех ростков кроветворения. В результате 
чего индуцируется картина заболеваний, связан-
ных с нарушениями гемопоэза, цитопениями и 
иммуносупрессией. 

Инициирование пироптоза, как показало 
более углубленное изучение этого процесса, не 
ограничивается активностью только каспазы-1. 
Показано, что пироптотическая гибель Мф, ин-
фицированных грамотрицательными бактери-
ями, такими как E. coli и Citrobacter rodentium, 
обусловлена также и активностью каспазы-11. 
Гуанилат-связывающий белок (GBP) в составе 
цитоплазматических вакуолей, позволяет прони-
кать бактериальному липополисахариду (LPS) в 
цитоплазму, где LPS непосредственно связывает-
ся с доменом CARD каспазы-11 с последующей 
олигомеризацией и активацией этого фермента. 
В таком варианте процесс пироптоза не нужда-
ется в активности каспазы-1. Каспаза-11 уча-

ствует в воспалении, при котором формируется 
NLRP-3 инфламмасома (см. ниже), параллельно 
стимулируя продукцию каспаза-1-зависимых ци-
токинов – IL-1b и IL-18. Такой путь был назван 
«неканоническим» путем формирования воспа-
лительной NLRP-3 инфламмасомы и процесса 
пироптоза [84]. Рисунок 11 иллюстрирует сказан-
ное.

Пироптоз регистрируется в клетках иммунной 
системы – CD4+Т-клетках, В-клетках, макрофа-
гах (Мф), дендритных клетках (ДК), в нейтро-
филах, в моноцитах, гепатоцитах, эндотелиоци-
тах, кератиноцитах, эпителиоцитах, нейронах и 
других типах клеток. Одна из причин того, что 
именно в этих клетках индуцируется пироптоз 
является наличие в них более высоких уровней 
воспалительных каспаз и прежде всего каспа-
зы-1 [183].

Появились данные о том, что пироптоз явля-
ется активным участником гибели CD4+ клеток в 
лимфоидной ткани при ВИЧ инфекции, причем 
одна из причин лихорадки при этой инфекции 
является гиперпродукция IL-1b, свойственная 
пироптозу [49]. 

Активность каспазы-1 является патогенети-
ческим звеном таких заболеваний как инфаркт 
миокарда, нейродегенеративные заболевания, 

Рисунок 10. Молекулярный механизм порообразования при пироптозе
Примечание. Семейство GSDM находится в клетке в виде неактивных форм. Провоспалительные каспазы (каспаза-1) 
протеолитически активирует GSDM. N-концевые фрагменты GSDM и кальпаины образуют поры в плазматической мембране. 
Эти поры вызывают приток воды и ионов Ca2+, обуславливающих сборку эндосомального сортировочного комплекса (ESCRT), 
набухание клеток и, в конечном счете, разрыв плазмалеммы, по материалам [179].
Figure 10. Molecular mechanism of vaporization in nephroptosis
Note. The GSM family is in the cell in the form of inactive forms. Pro-inflammatory caspases (caspase-1) proteolytically activates GSM. The 
N-terminal fragments of GSDM and calpains form pores in the plasma membrane. These pores cause an influx of water and Ca2+ ions, which 
cause the assembly of the endosomal sorting complex (ESCORT), cell swelling and, ultimately, rupture of the plasmalemma, according to 
materials [179].
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воспалительные заболевания кишечника, эндо-
токсический шок [194].

Пироптоз и высвобождение DAMP
Пироптоз индуцируется внутриклеточными и 

внеклеточными сигналами «опасности», генери-
руемых вторгающимися патогенными микроор-
ганизмами или хозяином в ответ на повреждение 
клеток и тканей, что имеет место при ИВРЗ. Или, 
иными словами, PAMP и DAMP [119].

Сенсорами подобных сигналов являются две 
группы PRR-рецепторов, а именно – мембран-
ные TLR-рецепторы (для внеклеточных сиг-
налов) и цитоплазматические NLR-рецепторы 
(для внутриклеточных сигналов). В случае свя-
зывания внутриклеточных патогенов (PAMP) 
или продуктов дезорганизации внутриклеточ-
ного содержимого (DAMP) с NLR-рецепторами 
начинается сборка указанного выше мульти-
белкового, олигомерного цитоплазматического 

Рисунок 11. Молекулярные механизмы активации NLRP-3 инфламмасомы и индукции пироптоза
Примечание. На первом этапе инициация пироптоза происходит за счет формирования NLRP-3 инфламмасомы и генерации 
предшественников провоспалительных цитокинов и каспазы-11. На втором этапе собирается активная NLRP-3 инфламмасома 
и активируется каспаза-1, которая генерирует зрелые формы IL-1bb и IL-18, а также продукты протеолиза газдермина D. 
Газдермин D – это белок газдерминового семейства, являющийся субстратом для каспазы-1, который, после ограниченного 
протеолиза, трансформируется в эффекторные молекулы, нарушающие целостность плазмолеммы.  
Каспаза-11 активируется независимо от каспазы-1 и, после взаимодействия с внутриклеточными бактериальными ЛПС, 
способствует пироптозу через протеолиз газдермина D. Пироптоз характеризуется быстрым разрывом плазматической 
мембраны, что приводит к высвобождению внутриклеточных патогенов, провоспалительных цитокинов IL-1bb и IL-18 
и аларминов HMGB1 и IL-1αα, по материалам [183]. 
Figure 11. Мolecular mechanisms of NLRP3 inflammasome activation and pyroptosis induction
Note. At the first stage, the initiation of apoptosis occurs due to the formation of NLRP3 inflammasome and generation of precursors of 
proinflammatory cytokines and caspase-11. At the second stage, an active NLRP-3 inflammasome is assembled and caspase-1 is activated, 
which generates mature forms of IL-1b and IL-18, as well as products of proteolysis of gasdermin D. Gazdermine D is a protein of the gasdermine 
family, which is a substrate for caspase-1, which, after limited proteolysis, is transformed into effector molecules that violate the integrity of the 
plasmolemma. 
Caspase-11 is activated independently of caspase-1 and, after interaction with intracellular bacterial LPS, promotes pyroptosis through proteolysis 
of gasdermine D. Pyroptosis is characterized by rapid rupture of the plasma membrane, which leads to the release of intracellular pathogens, 
proinflammatory cytokines IL-1b and IL-18 and alarmins HMGB1 and IL-1α, according to materials [183].
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комплекса – инфламмасомы. В инфламмасомах 
происходит активации каспазы-1, которая не-
обходима для образования и выделения провос-
палительных цитокинов IL-1b и IL-18. IL-18 яв-
ляется продуктом протеолиза IL-1b, в результате 
чего эта молекула преобразуется в гликопротеин с 
мо лекулярной массой 18 кДа, определяемый как 
IL- 18 и имеющий практически те же свойства, 
что и IL- 1b.

Инфламмасомы, участвующие в пироптозе, 
также имеют уникальную особенность, а имен-
но – наличие домена привлечения и активации 
каспаз – CARD-домена. Посредством CARD-
домена инфламмасома связывается с несколь-
кими молекулами прокаспазы-1 и, как следствие 
ограниченного протеолиза, формируются две 
молекулы (р10 и р20), которые, объединившись, 
образуют активную каспазу-1. Активная каспа-
за-1 превращает про-IL-1b и про-IL-18 в актив-
ные формы этих молекул. Эти цитокины прини-
мают активное участие в патогенезе ИВРЗ. IL-1b 
является пирогенным цитокином, который, по-
сле взаимодействия со своим рецептором 1-го 
типа (IL- 1R1), мобилизует и активирует клетки 
иммунной системы. Эта активация приобретает 
черты аутоиммунного ответа на продукты дезор-
ганизации рыхлой волокнистой соединитель-
ной ткани при ИВРЗ. Внеклеточный IL-18, так-
же после взаимодействия со своим рецептором 
(IL- 18R), стимулирует дифференцировку CD4+ 
клеток в направлении Th1, и этот процесс явля-
ется ведущим при формировании ГЗТ-гранулем 
при ИВРЗ [89].

Таким образом, пироптоз клеток в составе 
КВИ при ИВРЗ является механизмом, способ-
ствующим пассивному высвобождению этих 
крайне активных провоспалительных цитокинов.

В контексте ИВРЗ необходимо подчеркнуть, 
что из пироптотических пор во вне клеточную 
среду поступают DAMP, имеющие ауто-антиген-
ные характеристики и индуцирующие аутоим-
мунный ответ. На рисунке 12 представлена схема, 
иллюстрирующая выброс во внеклеточную среду 
таких патогенетически важных при ИВРЗ DAMP, 
как АТФ, HMGB1, IL-1α и адаптерного митохон-
дриального белка ASC.

Механизм пироптоза, как говорилось выше, 
является литическим, что приводит к выбросу 
дополнительных воспалительных факторов, из 
которых наибольший интерес при ИВРЗ пред-
ставляют факторы, относящиеся к DAMP. Речь 
идет, в частности, о группе ядерных белков с вы-
сокой подвижностью (HMGB1), группе белков 
S100 (24 членов группы с различными внутри- и 
внеклеточными функциями) и IL-1α. Отметим, 
что в физиологических условиях эти белки яв-
ляются факторами внутриклеточную гомеостаза. 

При ИВРЗ пироптоз клеток в составе КВИ при-
дает этим белкам свойства DAMP, или аларми-
нов [98]. 

При пироптозе наибольшее значение имеет 
инфламмасома, сформированная при участии 
NLR-рецепторов (Nod1 и Nod2), LRR-домена 
(обогащенный лейцином повторы), NBD-доменa 
(нуклеотид-связывающий домен олигомериза-
ции) и PYD-доменa (пириновый домен). Эти ин-
фламмасомы носят название NLRP-1, NLRP-3, 
NLRP-6, NLRP-7, NLRP-12 инфламмасом. Наи-
более хорошо изучена инфламмасома NLRP-3. С 
учетом важной роли этой инфламмасомы в вос-
палении, есть даже вариант этого процесса с на-
званием «NLRP-3 воспаление». Взаимодействие 
каспазы-1 и NLRP-3 инфламмасомы происходит 
при помощи адаптерного белка ASC, который и 
содержит в себе упомянутый выше домен рекру-
тирования каспазы – CARD-домен. Это проис-
ходит потому, что активировать прокаспазу-1 
NLRP3 может только в присутствии молекулы-
адаптера ASC [8].

NLRP-3 инфламмасома реагирует на множе-
ство стимулов, включая токсины, образующие 
мембранные поры, внеклеточный АТФ (из ми-
тохондрий), вирусные ДНК, РНК, ультрафио-
летовое облучение и, что особенно важно, ауто-
DAMP, а именно – ДНК, РНК, гиалуроновую 
кислоту, АТФ и др. аутологичных клеток, под-
вергшихся пироптозу, некроптозу, аутофагии и 
апоптозу в КВИ при ИВРЗ [138, 159]. 

NLRP-3 инфламмасома обладает многогран-
ными патофизиологическими свойствами. В 
частности, активность инфламмасомы NLRP3 и 
каспазы-1 непосредственно связана с выражен-
ностью симптомов таких заболеваний, как сахар-
ный диабет 2-го типа и ожирение. Патогенетиче-
ская связь обусловлена тем, что каспаза-1 влияет 
на уровни IL-1b и IL-18, которые ослабляют се-
крецию инсулина. Кроме этого, каспаза-1 спо-
собствует уменьшению поглощения клетками 
глюкозы, что связано с состоянием инсулиноре-
зистентности [182]. 

Мутации в генах NLRP-3 инфламмасомы, 
сопровождающиеся гиперпродукцией IL-1b, 
ассоциированы с развитием таких иммуново-
спалительных заболеваний, как неонатальное 
мультисистемное воспалительное заболевание, 
подагра, синдром Макла–Уэльса, криопирино-
патии [39]. 

Помимо NLRP-3 инфламмасомы при ИВРЗ 
немаловажную роль играет другая инфламмасо-
ма, а именно – NLRC4 инфламмасома, которая 
реагирует на такие DAMP, как белок теплово-
го шока – HSP90 и SGT1 (см. выше) И в этом 
случае признаки воспаления, обусловленные 
NLRC4 инфламмасомой, являются следствием 
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гиперпродукции IL-1b и IL-18 и быстрой гибели 
клеток путем пироптоза. Мутации, ассоцииро-
ванные со структурой NLRC4 инфламмасомы, 
сопровождаются существенным увеличением в 
сыворотке крови уровня маркерного цитокина 
пироптоза – IL-18 [28]. 

Очень важное свойство NLRP-3 инфламма-
сомы и, связанного с ней пироптоза, имеюще-
го непосредственное отношение к патогенезу 
ИВРЗ – это влияние «NLRP-3 воспаления» на 
адаптивный иммунитет. Маркерные цитокины 
пироптоза – IL-1b и IL-18 играют важную роль в 
формировании адаптивных иммунных реакций. 
IL-1b регулирует раннюю дифференцировку 
Th17-клеток [7].

Напомним, что субпопуляция Th17-лим-
фоцитов дифференцируется из активирован-
ных CD4+ клеток независимо от Th1- и 
Th2-лимфоцитов и продуцирует ключевые цито-
кины – IL-17 и IL-23. Th17-клетки принимают 
участие в патогенезе ИВРЗ за счет своей провос-
палительной активности, которая проявляется 
в поддержании хронического воспаления. Было 
показано, что IL-1b взаимодействует с IL-23, ин-
дуцируя развитие γδ-Т-клеток, продуцирующих 
IL-17, и тем самым способствует развитию ауто-
иммунных заболеваний. А синергизм действия 
IL-18 с IL-12 стимулирует Th1 клетки к продук-
ции IFNγ, что способствует формированию ГЗТ-
гранулем при ИВРЗ [173]. 

АГ-презентирующая функция Мф и ДК в 
отношении активации наивных Т-клеток с об-
разованием эффекторных клеток Th1 и Th17 
нуждается в присутствии в них NLRP3 инфлама-
сомы [18]. 

NLRP3, адапторная молекула ASC и связанная 
с ними активность каспазы-1, опосредуют кон-
тактную гиперчувствительность, которая состоит 
из опосредованных Т-клетками клеточных им-
мунных реакций на контактные аллергены [172].

Таким образом, инфламмасома NLRP3 опос-
редует продукцию IL-1b и IL-18, которые, взаи-
модействуя с другими провоспалительными цито-
кинами, регулируют генерацию Т-эффекторных 
клеток и влияют на прогрессирование аутоим-
мунных заболеваний, в том числе и ИВРЗ.

Представлены интересные результаты экспе-
риментальных исследований, в которых иденти-
фицирован новый путь регуляции численности 
активных Мф, и этот путь связан с HMGB1-
индуцированном пироптозом Мф. HMGB1 – 
это негистоновый ядерный высокомобильный 
групповой белок 1, присутствующий в ядре и 
цитоплазме почти всех типов клеток, по своим 
функциональным свойствам является прототи-
пом молекулы DAMP. HMGB1 высвобождается 
из клеток, подвергшихся инфекционному по-
вреждению, некрозу, некробиозу или клеточному 
стрессу и, взаимодействуя с RAGE-рецептором, 
служит медиатором воспаления, индуцирует кле-

Рисунок 12. Формирование цитоплазматических пор в 10-15 нм при пироптозе создают возможность 
высвобождения цитозольного содержимого
Примечание. В составе этого содержимого находятся такие DAMP, как АТФ, IL-1αα, , IL-1bb, HMGB1, митохондриальная ДНК 
(мтДНК), и собственно митохондрии, адаптерный белок ASC, способствующий активированию каспазы-1. В пироптотических 
клетках формируется провоспалительная NLRP-3 инфламмасома, по материалам [179].
Figure 12. Formation of cytoplasmic pores in 10-15 nm during proptosis makes it possible to release cytosolic contents
Note. This content contains such damps as ATP, IL-1α, IL-1b, HMGB1, mitochondrial DNA (mtDNA), and mitochondria proper, the ASC adapter 
protein that promotes the activation of caspase-1.Proinflammatory NLRP3 inflammasome is formed in prostatic cells, according to materials [179].
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точные иммунные реакции, хемотаксис и вы-
свобождение провоспалительных цитокинов. 
Взаимодействуя с рецепторами врожденного им-
мунитета (TLR2, TLR4, TLR7, TLR9), экспрес-
сирующихся на ДК и Мф, HMGB1 способствует 
продукции IFNα, IL-1b, TNFα плазмацитоидны-
ми ДК и Мф, тем самым способствуя прогресси-
рованию продуктивного воспаления in situ и уси-
лению АГ-презентирующей функции ДК и Мф. 
Кроме этого, имеются данные о том, что HMGB1 
способен индуцировать анти-HMGB1-антитела, 
которые относят к общему классу анти-ядерных 
ауто-АТ при ревматических заболеваниях [147]. 
Кроме этого, HMGB1 обладает способностью 
активировать тканевые металлопротеиназы 
(ММР1-9) и тканевой плазминоген, внося тем 
самым существенный вклад в дезорганизацию 
рыхлой волокнистой соединительной ткани. 

Показано, что HMGB1, взаимодействуя с 
TLR2-, TLR4- и TLR9-рецепторами Мф, а так-
же с RAGE-рецептором, эндоцитируется в ци-
топлазму этих клеток. Эндоцитоз HMGB1 за-
пускает каскад молекулярных событий, включая 
высвобождение катепсина В из поврежденных 
лизосом с последующим образованием пироп-
тосом и активацию каспазы-1. В этой же работе 
были приведены данные о том, что HMGB1-
индуцированный пироптоз Мф также происхо-
дит in vivo во время эндотоксемии, что свидетель-
ствует о патофизиологическом значении этой 
формы пироптоза в развитии воспаления [190]. 
Сказанное иллюстрируется рисунком 13.

RAGE является трансмембранным белком 
I типа, членом суперсемейства иммуноглобу-
линов, экспрессирующийся во многих клеточ-
ных популяциях, включая эндотелиоциты, со-
судистые гладкомышечные клетки, нейроны, 
нейтрофилы и макрофаги/моноциты. Одной из 
функций RAGE является рецепторная функция, 
опосредующая хемотаксис и цитокиновую ак-
тивность HMGB1.

ASC – адаптерный белок, содержащий CARD, 
входящий в состав пироптосом, мобилизирую-
щий прокаспазу-1, что приводит к ее активации 
и ограниченному протеолизу до функционально 
активной каспазы-1

Пироптоз и воспалительные заболевания
Появляется все больше работ, свидетельству-

ющих об активном участии пироптоза при ауто-
воспалительных и инфекционных заболеваниях. 
Значимость механизмов пироптоза показана при 
клинико-генетических исследованиях при так 
называемом криопирин-ассоциированном пери-
одическом синдроме (CAPS), состоящем из трех 
патогенетически связанных хронических воспа-
лительных заболеваний возрастающей тяжести, 
а именно – семейного синдрома холодного ау-

товоспаления (FCAS), синдрома Макла–Уэлл-
са (MWS) и неонатального мультисистемного 
воспалительного заболевания (NOMID). При 
таком синдроме определены мутации, ассоци-
ированные с усилением провоспалительных 
свойств NLRP-3 инфламмасомы, интенсифика-
цией воспаления, усилением пироптоза и избы-
точной секреции IL-1b и IL-18. Системное вос-
паление, свойственное FCAS, сопровождается 
лихорадкой, сыпью, болями в суставах и конъ-
юнктивитом. Терапия анакинрой, блокирующей 
активность IL-1b, была высокоэффективной при 
FCAS. Весьма вероятно, что связанные с пироп-
тозом клеток DAMP являются патогенетически 
значимыми при этом аутовоспалительном забо-
левании [71, 118]. 

Все больше работ убедительно свидетель-
ствуют о важной роли пироптоза в патогенезе и 
прогрессировании СКВ. Избыточная активация 
пироптогенной NLRP3 инфламмасомы была 
определена у пациентов с СКВ и волчаночным 
нефритом [59]. 

В присутствии антител против dsDNA может 
индуцироваться активность провоспалительной 
NLRP3 инфламмасомы. Аналогично, взаимодей-
ствие U1-малого ядерного рибонуклеопротеина 
(U1-snRNP) и антител против него также акти-
вирует NLRP3 инфламмасому [167, 168]. 

На мышиной экспериментальной модели 
СКВ показано, что ингибирование NLRP3 ин-
фламмасомы с помощью MCC950 уменьшало 
степень протеинурии и улучшало патоморфоло-
гическую картину волчаночного нефрита [59].

Повышенные уровни сывороточного IL-18 
определялись у пациентов с СКВ, и эти уровни 
статистически значимо коррелировали с тяже-
стью поражения почек и активностью заболева-
ния [73]. 

Кроме того, высокие уровни HMGB1 были 
представлены не только в крови, но и в образ-
цах биопсии почек пациентов с СКВ и уровни 
HMGB1 в сыворотке крови коррелировали с 
активностью заболевания СКВ [202]. Антите-
ла к HMGB1 также встречаются у пациентов с 
СКВ [6]. 

Имеется немало свидетельств активного уча-
стия пироптоза при РА. В частности, показано, 
что IL-18 обнаруживается в синовиальных обо-
лочке пациентов с РА. Экспрессия IL-18 была 
тесно связана с выраженностью местного воспа-
ления и этот же цитокин способствует хемотакси-
су активированных моноцитов в синовиальную 
оболочку [34]. У этих же пациентов обнаружено 
повышение экспрессия генов каспазы-1 и NLRP3 
инфламмасомы и эта экспрессия обнаруживала 
прямую положительную корреляцию с уровнями 
IL-1b и IL-18 [91]. Сыворотка крови пациентов 
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Рисунок 13. Модель HMGB1-индуцированного пироптоза макрофагов, пояснения в тексте 
Примечание. Сокращения: HMGB1 – негистоновый ядерный высокомобильный групповой белок 1; RAGE – рецептор, 
опосредующий хемотаксис и цитокиновую активность HMGB1; ASC – адаптерный белок, содержащий CARD, входящий в состав 
пироптосом, способствующий переходу прокаспазы-1 в каспазу-1, по материалам [193].
Figure 13. Model of HMGB1-induced macrophage apoptosis, explanations in the text
Note. Abbreviations: HMGB1 is a non-histone nuclear highly mobile group protein 1; RAGE is a receptor mediating chemotaxis and cytokine 
activity of HMGB1; ASC is an adapter protein containing CARD, which is part of pyroptosomes, contributing to the transition of procaspase-1 
to caspase-1, according to [193].

РА индуцировала газдермин D-зависимый пи-
роптоз в моноцитах, и эта способность была свя-
зана с активностью заболевания [187]. 

Наличие CD4+Т-клеток, подвергшихся пи-
роптозу при РА, было подтверждено фактом де-
фицита фермента репарации ДНК (нуклеазы 
MRE11A) у этих больных. Дефицит нуклеазы 
MRE11A в CD4+Т-клетках при РА вызывал утеч-
ку митохондриальной ДНК в цитозоль, с после-
дующей сборкой инфламмасомы, активацией ка-
спазы-1 и, соответственно, индукцией пироптоза 
в CD4+Т-клетках [107]. 

В адъювантной модели артрита у крыс пока-
зано, что экспрессия ASC, NLRP3, каспазы-1, а 
также IL-1b и IL-18 была повышена в хондроци-
тах суставов крыс по сравнению с таковой у нор-
мальных крыс [188].

Таким образом, пироптоз – это литический 
и воспалительный способ регулируемой гибели 
клеток, в результате которой внутриклеточные 
DAMP вытесняются быстрым разрывом плаз-
матической мембраны. DAMP фагоцитируются 

клетками макрофагально-моноцитарного ряда и 
ДК, в результате чего они приобретают свойства 
ауто-АГ. Наличие в очаге воспаления аутореак-
тивных Т- и В-лимфоцитов обуславливает ин-
дукцию аутоиммунного ответа. Одновременно, 
при пироптозе DAMP, взаимодействуя с NLR-
рецепторами, обуславливает сборку мультибел-
кового, олигомерного цитоплазматического 
комплекса – инфламмасом. При ИВРЗ наиболь-
шее патогенетическое значение имеет NLRP3 
инфламмасома. Закономерным итогом этих вну-
триклеточных молекулярных событий является 
гиперпродукция провоспалительных цитокинов 
IL-1b и IL-18, которые вместе с DAMP, привле-
кают in situ дополнительные иммунные клетки, 
усиливающие аутоиммунный ответ на ауто-АГ 
при ИВРЗ.

Значение нетоза при иммуновоспалительных 
ревматических заболеваниях

Нейтрофилы (Нф) принадлежат к той кате-
гории уникальных клеток, которые используют 
смерть в качестве патогенетического механизма 
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модуляции воспаления, вызванного в том числе 
и DAMP, а также обеспечения эффективного уда-
ления микроорганизмов во время инфекционно-
го процесса. 

Короткоживущие Нф способны быстро на-
капливаться в местах повреждения тканей, при 
наличии или при отсутствии инфекции, опера-
тивно выполнять свои функции и отмирать с по-
мощью механизмов, описанных ниже

Из известных форм запрограммированной 
и регулируемой гибели клеток у Нф описано по 
меньшей мере четыре типа – это апоптоз, ауто-
фагическая гибель, некроптоз и нетоз. В про-
цессах модуляции воспаления и элиминации 
инфекционных агентов принимают участие пре-
имущественно две формы гибели нейтрофилов – 
апоптоз и нетоз. 

Нетоз, или «внеклеточные сети, или ловуш-
ки», первоначально был отнесен к механизмам 
врожденного антиинфекционного иммунитета, 
реализуемого только Нф. Однако впоследствии 
этот феномен был выявлен в клетках макро-
фагально-моноцитарного ряда и назван «мето-
зом» [51].

Экстернализация хроматина с образованием 
внеклеточных ловушек также обнаружена в эози-
нофилах, базофилах и тучных клетках [165]. 

Впервые новая, уникальная форма гибели 
Нф, несущая в себе функции врожденного анти-
инфекционного иммунитета, была описана в ра-
боте Brinkmann V. и соавт. в 2004 г. [27]. 

Авторы показали, что Нф, стимулированные 
IL-8, форбол-миристат-ацетатом (PMA) или 
липополисахаридом (ЛПС) при эксперимен-
тальной дизентерии и аппендиците у человека 
высвобождают гранулярные белки и хроматин, 
которые вместе образуют внеклеточные волокна, 
связывающие грамположительные и грамотри-
цательные бактерии. Эти внеклеточные ловуш-
ки (сети) обладали бактерицидным свойствами, 
которые обеспечивали высокую локальную кон-
центрацию противомикробных агентов и предот-
вращали распространение микроорганизмов. Не-
обходимо отметить важнейшее свойство нетоза, 
а именно – интенсивную локальную продукцию 
активных форм кислорода (АФК), обладающих 
выраженными бактерицидными свойствами. 
Первоначально этот феномен был описан как 
«кислородный взрыв» при фагоцитозе микробов 
Нф. 

Таким образом, была открыта альтернативная 
форма гибели Нф, при которой реализуется эф-
фекторная функция врожденного антиинфекци-
онного иммунитета. Дальнейшее изучение этого 
феномена, показало активное участие нетоза при 
аутовоспалительных и аутоиммунных заболева-
ниях.

Нетоз является следствием последовательных 
внутриклеточных процессов, приводящих к сме-
шиванию содержимого клеточного ядра с бел-
ковыми структурами, вытеснению этих образо-
ваний из клеток и формированию внеклеточной 
волокнистой сети способной «захватить» и убить 
микроорганизмы. Сеть состоит из деспирали-
зованной, транскрипционно неактивной ДНК, 
связанной с цитруллинизированными гистона-
ми и гранулированными цитоплазматическими 
белками из первичных, вторичных и третичных 
гранул Нф, включая компоненты, обладающие 
воспалительной и бактерицидной активностя-
ми. К ним относятся эластаза нейтрофилов 
(NE), миелопероксидаза (MPO), катепсин G, 
α-дефензины, лактоферрин, пентраксин 3, жела-
тиназа, протеиназа 3 и пептидогликансвязываю-
щие белки [108]. 

В этих условиях ДНК нейтрофилов трансфор-
мируется в гетерохроматин внутри ядра, при этом 
ДНК оборачивается вокруг гистонов с образова-
нием нуклеосом. При этом происходит важный 
при ИВРЗ процесс цитрулинизации гистоновых 
белков, имеющий важное значение при форми-
ровании ауто-АГ [87]. 

В контексте ИВРЗ триггерами нетоза могут 
быть следующие внеклеточные и внутриклеточ-
ные процессы:

– cвязывание TLR2 Нф грамположительны-
ми бактериями (витальный нетоз);

– связывание липополисахаридов грамотри-
цательных бактерий с Нф (витальный нетоз);

– опсонизация объекта фагоцитоза Нф ком-
понентами активированной системы компле-
мента;

– аутофагия;
– связывание иммуноглобулинов и иммун-

ных комплексов через FcγRIIA
– взаимодействие с рибонуклеопротеин – со-

держащими иммунными комплексами при СКВ
– некоторые аутоантитела (ANCA, сыворот-

ки больных РА, СКВ);
– цитокины (IL-8, IL-17, TNFα, G-CSF, 

IFNα);
– хемокины;
– лектины и селектины;
– совместное культивирование активирован-

ных эндотелиальных клеток с Нф [23, 151].
Помимо бактериальных инфекций, нетоз мо-

жет быть индуцирован также грибковыми [180], 
паразитарными [48] возбудителями, а также не-
инфекционными стимулами – кристаллами мо-
чевой кислоты, кристаллами холестерина, ауто-
антителами, иммунными комплексами [64].

На рисунке 14 представлена картина нетоза, 
вызванного обработкой Нф форбол-миристат-
ацетатом (PMA). Отчетливо видно, что РМА вы-
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Рисунок 14. Картина нетоза, полученная с помощью сканирующего электронного микроскопа 
Примечание. Красные стрелки указывают на нейтрофильные сети. Изображение в рамке отражает состояние интактных Нф,  
по материалам [74].
Figure 14. Picture of netosis obtained with a scanning electron microscope
Note. Red arrows indicate neutrophilic networks. The framed image reflects the state of intact Nf, according to materials [74].

зывает активный процесс формирования меж-
клеточной сети, в которую вовлекаются все Нф. 
Создается нечто вроде клеточного конгломерата 
из активированных нейтрофилов, соединенных 
сетью в единое целое. 

Не менее выразительны препараты нетоза, 
полученные методом иммунофлуоресценции. На 
рисунке 15 слева представлены интактные кон-
трольные Нф, а справа Нф, стимулированные 
в течение 3 часов форбол-миристат-ацетатом 
(PMA). Нетоз определяется по признакам ремо-
делирования хроматина, визуализирующегося 
в виде экстрацеллюлярных структур, включаю-
щих в себя деспирализированную ДНК, гистоны 
и нейтрофильные белки – миелопероксидазу и 
нейтрофильную эластазу. Последняя, зеленого 
цвета, обрамляет клеточную стенку.

Идентифицированы несколько форм нетоза, 
различающиеся по внутриклеточным механиз-
мам, а также по функциональному предназначе-
нию. 

Первая форма – суицидальный нетоз. Это 
медленный процесс (от 120 до 240 минут), первым 

этапом которого является сборка и активация 
комплекса NADPH-оксидазы (Nox), способству-
ющей образованию активных форм кислорода 
(АФК) [3]. АФК обладает выраженными бактери-
цидными свойствами, но также повышает про-
теолитическую (а значит, и микробицидную) ак-
тивность протеин-аргинин дезаминазы 4 (PAD4) 
и эластазы нейтрофилов (NE), а также миелопе-
роксидазы (MPO). PAD4 и NE расщепляют ос-
новные ядерные гистоны. Отметим также, что 
комплекс NADPH-оксидаза способствует транс-
локации NE из цитозольных гранул в ядро, где 
она способствует расщеплению хроматина по-
средством расщепления гистонов.

Одновременно происходит патогенетически 
важный процесс при ИВРЗ, а именно – гиперци-
труллинизация гистонов ферментом PAD4. Это 
приводит к деконденсации и мобилизации хро-
матина и, кроме этого, как указывалось выше, 
к индукции ауто-АГ, и, как следствие, дезорга-
низации рыхлой волокнистой соединительной 
ткани. Отметим, что активность фермента PAD4 
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отличает нетоз от апоптоза, поскольку индукция 
апоптоза предотвращает активацию PAD4 [151]. 

Важным свойством PAD4 является то, что 
во внеклеточной среде активация PAD4 может 
приводить к образованию цитруллинированных 
форм фибриногена, фибронектина, коллагена и 
других матриксных белков, которые в этой си-
туации могут выступать в качестве ауто-АГ при 
ИВРЗ [53].

Следующий этап суицидального нетоза состо-
ит из MPO-зависимого распада оболочки ядра и 
смешивания ДНК с белками гранул внутри боль-
шой внутриклеточной вакуоли перед выдавлива-
нием сеток из перфораций в плазмалемме с по-
следующей гибелью Нф [125].

При суицидальном нетозе в дополнение к со-
ставу сети, указанному выше, в Нф определяет-
ся матриксная металлопротеиназа 9 (MMP-9), 
лизосомальный мембранный белок-2 (LAMP-2) 
и антибактериальный пептид, полученный из 
кателицидина, называемый LL-37. Активность 
этих белков способствует уничтожению некото-
рых микробов [176].

Отметим, что активация кальциевых и цинко-
вых мембранных каналов способствует генерации 
АФК и цитруллинизации гистонов ферментом 
PAD4. Этому способствуют и процессы деграда-

ции внутриклеточных бактериальных, вирусных 
и простейших патогенов при аутофагии [65].

Вторая форма нетоза – витальный нетоз, воз-
никает в ответ на патогенные микроорганизмы 
и представляет собой относительно быстрый 
процесс – от 5 до 60 минут. Эта форма нетоза 
характеризуется тем, что ядро теряет свою ха-
рактерную дольчатую структуру. Мембрана ядра 
распадается, хроматин деконденсируется и попа-
дает в цитоплазму, в то время как плазматическая 
мембрана остается неповрежденной. Затем, по 
истечении времени, плазмалемма разрывается, 
что приводит к высвобождению сети. Витальный 
нетоз зависит от АФК и активности NE [27, 125]. 
При этом обнаруживается интересное явление. 
Нф, лишенные ядра вследствие нетоза, сохраня-
ют свою хемотаксическую способность, «пресле-
дуя и удерживая» бактерии, в частности стафило-
кокк [196]. Т. е. этот механизм щадит внешнюю 
мембрану Нф, тем самым позволяя Нф отчасти 
выполнять свои функции.

Витальный нетоз индуцируется через рецеп-
тор TLR2, а также компонентами активирован-
ной системы комплемента (C1q) после контакта 
с грамположительными бактериями. Активное 
участие при этом принимают и тромбоциты, 
которые посредством своего TLR4-рецептора 
взаимодействуют с ЛПС грамотрицательных 

Рисунок 15. Нетоз, индуцированный 3-часовой инкубацией Нф с 50 nM PMA
Примечание. А – интактные Нф, Б – РМА-стимулированный нетоз. Зеленая флуоресценция – МАТ к нейтрофильной 
эластазе; красная флуоресценция – МАТ к хроматину; ДНК, меченная краской Hoechst – голубая флуоресценция. Метод 
иммунофлуоресценции, по материалам [14].
Figure 15. Nеtoz induced by 3-hour incubation of Nf with 50 nM PMA
Note. А, intact Nf; B, PMA-stimulated netosis. 
Green fluorescence, MAT to neutrophil elastase; red fluorescence, MAT to chromatin; DNA labeled with Hoechst paint – blue fluorescence. 
Immunofluorescence method, based on materials [14].

А (А) Б (B)
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бактерий и образуют агрегаты с нетозными Нф, 
благодаря своему прокоагулянтному эффекту.

Третья форма нетоза – митохондриальный не-
тоз. При этом определяется вытеснение митохон-
дриальной ДНК из клеток без предварительной 
активации комплекса NADPH-оксидазы (Nox). 
Митохондриальный нетоз может быть индуциро-
ван C5a компонентом активированной системы 
комплемента, ЛПС или иммунными комплек-
сами, включающими в себя рибонуклеопроте-
ины [111]. Эта форма нетоза является следстви-
ем выработки АФК митохондриями. Подобные 
«митохондриальные сетки» обнаружены после 
операций, но также у пациентов с хроническим 
гранулематозным заболеванием и при СКВ [123]. 

В нетотически трансформированных Нф 
определяется интересное свойство – это способ-
ность ограничивать воспаление за счет деграда-
ции цитокинов и хемокинов [163]. 

Однако чрезмерный нетоз может привести к 
повреждению тканей, например, в легких. Па-
тогенетическая значимость нетоза показана при 
сердечно-сосудистых заболеваниях, атероскле-
розе, тромбофилии, эндотелиальной дисфунк-
ции, канцерогенезе, а также при аутоиммунных 
заболеваниях [117]. 

С момента открытия нетоза интерес к Нф, как 
к потенциальным активным участникам аутоим-
мунных заболеваний, существенно вырос. Этот 
интерес обусловлен тем, что, прежде всего, в ко-
личественном отношении эти клетки являются 
превалирующими среди всех ядросодержащих 
клеток крови. Эти клетки могут быть иммуноло-
гически активными и одновременно быть ауто-
антигенными мишенями. Последние свойства 
Нф связаны с широкой вариабельностью качеств 
этих клеток в ходе иммунного ответа – от секре-
ции цитокинов, продукции антибактериальных 
агентов и формирования нетоза до стимуляции 
адаптивного иммунитета. 

Нетоз может способствовать индукции ауто-
иммунитета. Активированные Нф и сети обна-
руживаются в высоких концентрациях в очагах 
воспаления при различных аутоиммунных за-
болеваниях. Нарушение процесса очищения от 
сетей, более высокая концентрация сетей или 
взаимодействие сетей с другими иммунными 
клетками могут сыграть важную роль в наруше-
нии аутотолерантности.

Некоторые механизмы заключаются в следу-
ющем. Формирующиеся при нетозе сети включа-
ют в себя гистоны, последние, взаимодействуя с 
TLR2, TLR4 и инфламмасомой NLRP3, активи-
руют каспазу-1 (центральный фермент инфлам-
масомы NLRP3), что приводит к высвобождению 
активного IL-1b и IL-18. В такой ситуации про-

слеживаются черты сходства продуктов нетоза с 
DAMP [79].

Кроме этого, известно, что нетоз активирует 
созревание Мф и ДК и они усиливают реакцию 
Т-клеток даже на неоптимальные стимулы [178].

Ферменты, высвобождаемые Нф при нето-
зе, могут изменять внеклеточные собственные 
белки, делая их более иммуногенными. Кроме 
этого, большинство ауто-АГ, высвобождаемых 
при нетозе, могут стать более иммуногенными 
благодаря посттрансляционным модификациям. 
Цитруллинированные гистоны более предпо-
чтительно распознаются ауто-АТ по сравнению с 
немодифицированными, что зарегистрированно 
при СКВ, синдроме Фелти, РА [151]. 

Другие посттрансляционные модификации 
гистонов, в частности ацетилирование, также 
могут усиливать иммуностимулирующий потен-
циал нетоза [181]. 

Нетоз часто вызывается патогенами. Извест-
но, что инфекции могут способствовать разви-
тию аутовоспалительных и аутоиммунных забо-
леваний, в частности из-за скопления бактерий 
и аутологичного ядерного хроматина. Эта смесь 
ДНК человека и бактерий может иметь значение 
при индуцировании аутоиммунного ответа про-
тив ДНК, поскольку бактериальная ДНК содер-
жит гипометилированные CpG-мотивы, которые 
непосредственно стимулируют TLR-рецепторы 
(TLR9) на В-клетках, Мф и ДК. В результате сети 
запускают выработку ауто-АТ В-клетками памя-
ти, активируются плазмацитоидные дендритные 
клетки (пДК), которые являются основными 
продуцентами IFN I типа [151]. Подобная после-
довательность событий. способствует адаптивно-
му иммунному ответу на собственные антигены. 
Нейтрофильные сети также могут инициировать 
апоптоз макрофагов через повреждение мито-
хондрий. 

Нф являются доминирующими в КВИ при 
системных васкулитах, в инфильтратах кожи при 
дерматомиозите, в синовиальном экссудате при 
РА и на границе паннус/хрящ, где происходит 
наибольшее повреждение тканей [30, 31, 132].

При СКВ в крови пациентов обнаруживают-
ся повышенные уровни апоптотических, акти-
вированных и незрелых нейтрофилов, а процент 
апоптотических и активированных нейтрофилов 
положительно коррелирует с активностью забо-
левания [20].

Также нетоз может быть источником ауто-АГ 
при ИВРЗ. Нетотически трансформированные 
Нф могут служить подходящими мишенями для 
аутоантител. «Нейтрофильный аутоиммунитет», 
идентифицируемый, в частности, по факту про-
дукции анти-нейтрофильных цитоплазмати-
ческих ауто-АТ (ANCA), связан с васкулитами 
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мелких сосудов – микроскопическим полиан-
гиитом, гранулематозом Вегенера, синдромом 
Черга-Стросса и узелковым полиартериитом [42, 
113].

ANCA описаны при системной склеродермии 
(СС) и СКВ. Кроме этого, ANCA антитела к ри-
бонуклеопротеину (RNP) стимулируют нетоз по-
сле обработки Нф провоспалительными цитоки-
нами [86].

Патогенетичеcкая связь между васкулитами и 
нетозом подтверждается данными о том, что ак-
тивированные эндотелиоциты способны прямо 
стимулировать Нф к нетозу, которые, пребывая в 
этом состоянии, могут уже сами вызвать повреж-
дение эндотелия [66].

Патогенетическое значение нетоза при СКВ 
подтверждено многочисленными данными. При 
этом заболевании сети обнаруживаются в коже 
и почечных клубочках, причем клиренс нетоти-
ческих клеток существенно нарушен вследствие 
недостаточной фагоцитарной функции Мф. Это 
может привести к постоянному присутствию 
нейтрофильных ауто-АГ. 

Аутоантитела, элюированные из биопсий при 
волчаночном нефрите человека, во всех случаях 
были специфичны к компонентам нетоза [24].

Кроме того, чрезмерное образование и недо-
статочное очищение от сетей приводят к повыше-
нию их остаточного уровня, обуславливающего 
более высокие концентрации в крови циркулиру-
ющей внеклеточной ДНК. Повышенные уровни 

внеклеточной ДНК патогенетически связаны с 
активностью волчаночного нефрита [198]. 

Нетотические сети обычно разрушаются цир-
кулирующими нуклеазами, такими как ДНК-
аза. Экспериментально показано, что сыворотка 
крови от пациентов СКВ нарушает этот процесс, 
способствуя тем самым накоплению сетей и про-
лонгации воспаления. Связывается этот эффект 
с наличием повышенных уровней антител, на-
правленных против гистонов и ДНК, а также ги-
покомплементемии (C1q компонента) [103]. 

Весьма показательны результаты исследо-
вания NET-реактивности сывороток крови от 
больных СКВ. 

На рисунке 16 представлены результаты 
иммунофлуоресцентного исследования NET-
реактивности сыворотки крови больных СКВ, 
свидетельствующие о том, что нетоз при ИВРЗ 
может быть источником ауто-АГ. А – это ин-
тактные нейтрофилы, обработанные сыворот-
кой крови от больных СКВ, В – нейтрофилы, 
у которых нетоз был индуцирован ЛПС и затем 
эти клетки были проинкубированы с сыворот-
кой крови больных СКВ. На препаратах ДНК 
идентифицируется по голубому свечению, IgG 
от больных СКВ, связавшийся с нетотически-
ми нейтрофилами красного цвета, плазмолемма 
нейтрофилов окрашена зеленым цветом.

Видно, что при ЛПС-индуцированном нетозе 
нейтрофилов от здоровых доноров ауто-АТ (IgG-
фракция) от больных СКВ связываются со струк-
турами нетотически измененных нейтрофилов. 

Рисунок 16. Иммунофлуоресцентный анализ NET-реактивности сыворотки крови от больных СКВ
Примечание. А – интактные нейтрофилы от здоровых доноров, обработанные сывороткой крови больных СКВ,  
В – ЛПС-индуцированный нетоз нейтрофилов здоровых доноров, также обработанных сывороткой крови больных СКВ, 
по материалам [53].
Figure 16. Immunofluorescence analysis of NET-reactivity of blood serum from patients with SLE
Note. A, intact neutrophils from healthy donors treated with blood serum of SLE patients. B, LPS-induced netosis of neutrophils from healthy 
donors also treated with blood serum of SLE patients, according to materials [53].

А (А) Б (B)



694

Saidov M.Z. 
Саидов М.З.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Аналогичные данные были получены и при син-
дроме Фелти. Т. е. нетоз может быть потенциаль-
ным источником уникальных ауто-АГ при ИВРЗ, 
которые отсутствуют в нестимулированных ней-
трофилах. 

Идентифицирована подгруппа Нф низ кой 
плотности, названная гранулоцитами низ кой 
плотности (LDG). Эти клетки обладают повы-
шенной склонностью к спонтанному нетозу, а 
также к гиперпродукции провоспалительных ци-
токинов (IL-6, IL-8, TNF), измененной фагоци-
тарной активностью, повышенной способностью 
синтезировать IFN I типа и цитотоксичностью по 
отношению к эндотелиальным клеткам [32].

При СКВ матриксные металлопротеиназы 
(ММП-2 и ММП-9), выделяемые LDG во вре-
мя формирования сети, могут нарушать эндоте-
лий-зависимую вазорелаксацию и индуцировать 
апоптоз эндотелиальных клеток [33]. 

Кроме того, нетотические Нф (LDG подгруп-
па) являются источником IFN I типа, имеющих 
крайне важное патогенетическое значение при 
ИВРЗ.

Нарушение клиренса компонентов нетоза в 
зародышевых центрах вторичных лимфоидных 
органов может привести к презентации ауто-АГ 
аутореактивным В-клеткам с последующей про-
дукцией анти-нейтрофильных АТ. Наконец, по-
является все больше работ, свидетельствующих и 
значительной патогенетической роли митохон-
дриального нетоза при СКВ. Основное значение 
в этом случае отводится продукции митохондри-
альных АФК, стимулирующих нетоз. Показана 
роль нетоза при ANCA-ассоциированных васку-
литах (AAV), являющихся первичными систем-
ными некротизирующими васкулитами. У паци-
ентов с AAV определяется повышенный уровень 
нетотически трансформированных Нф в крово-
обращении, такие же сети были идентифициро-
ваны и в образцах биопсии почечной ткани [86].

Эти сетевые структуры являются высокоим-
муногенными и запускают адаптивные иммун-
ные реакции, имеющие отношение к аутоим-
мунитету, приводящие к активации В-клеток и 
выработке аутоантител [161].

Как отмечалось выше Нф являются наиболее 
распространенными клетками в синовиальной 
жидкости и синовиальной оболочке пациентов с 
РА. 

Усиленный нетоз наблюдался в циркулирую-
щих Нф, а также в Нф синовиальной жидкости 
при РА по сравнению с Нф здоровых доноров и 
пациентов с остеоартритом. Кроме того, сетча-
тые Нф проникали в синовиальную ткань РА, 
ревматоидные узлы и кожу. Нетоз коррелировал с 
уровнями ауто-АТ (ACPA), а также с системными 
маркерами воспаления. В свою очередь, наличие 

ауто-АТ (ACPA и RF) при РА и продукция про-
воспалительных цитокинов может стимулиро-
вать Нф к нетозу.

При РА в процессе нетоза на Нф в синовиаль-
ной оболочке экспрессировались цитруллини-
рованные ауто-АГ, стимулирующие продукцию 
таких ауто-АТ, как ACPA [171]. 

Антитела к цитруллинированному виментину 
эффективно индуцировали образование сети. Бо-
лее того, провоспалительные цитокины – IL- 17 
и TNFα индуцировали нетоз в Нф больных РА. 
Одновременно нетоз значительно усиливал вос-
палительный ответ синовиальных фибробластов 
больных РА за счет продукции IL-6, IL-8, хемо-
кинов и молекул адгезии. Нф при РА экспресси-
руют высокие уровни PAD2 и PAD4 и накаплива-
ются в синовиальной жидкости пациентов с РА 
во время обострения заболевания [87].

При РА определяется усиленный ЛПС-ин-
дуцированный нетоз, что отчетливо видно на ри-
сунке 17. 

На представленных препаратах Нф перифе-
рической крови и синовиальной жидкости не-
тоз идентифицируется по зеленому свечению 
мембраны Нф, обусловленной наличием в ней 
эластазы нейтрофилов (NE). Справа представ-
лен препарат Нф от больных РА. Отчетливо вид-
но, что эти клетки демонстрируют значительно 
повышенную способность к образованию сети. 
Слева представлен препарат с контрольными Нф 
от здоровых людей, также стимулированными 
ЛПС. Видно, что в этом случае признаки нетоза 
практически отсутствуют. Более того, в этой же 
работе показано, что при РА признаки усиленно-
го спонтанного нетоза наблюдались у нестиму-
лированных Нф течение 1 часа после культиви-
рования и продолжали увеличиваться в течение 
2-3 часов. Также сетчатые нейтрофилы были об-
наружены в виде инфильтрирующих клеток в си-
новиальной ткани, ревматических узелках и коже 
пациентов с РА. Иными словами, патогенетиче-
ски процесс нетоза при РА встречается во всех 
очагах продуктивного воспаления (locus morbi). 
Также была обнаружена значительная корреля-
ция между процентом сетчатых Нф и уровнями 
С-реактивного белка (СРБ) в сыворотке крови, 
скоростью оседания эритроцитов (СОЭ), ACPA 
и IL-17, т. е. маркерами системного воспаления. 
Однако, продолжительность заболевания, остро-
та артрита по клиническим признакам, титры 
ревматоидного фактора (РФ) не коррелировали с 
нетозом [87]. 

Повышенные уровни нетоза определяются 
также у пациентов с дерматомиозитом, полимио-
зитом и ювенильным дерматомиозитом. Это под-
тверждается высоким содержанием LL37 в плаз-
ме и циркулирующими в крови свободной ДНК 
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(cfDNA) и IL-8. Принципиально такая же карти-
на определялась и при ювенильном идиопатиче-
ском артрите с системным началом [52]. 

Из представленных материалов видно, что та-
кая форма запрограммированной и регулируемой 
гибели Нф, как нетоз, принимает активное па-
тогенетическое участие при ИВРЗ. Несмотря на 
то, что остается еще много нерешенных вопро-
сов, касающихся нетотических внутриклеточных 
молекулярных процессов и их функционального 
предназначения, взаимосвязи продуктивного 
воспаления и нетоза, тем не менее имеющиеся 
знания в этой области, позволяют определить 
направления исследований, связанных с регуля-
цией этого процесса. С учетом значимости «ней-
трофильного иммунитета» в патогенезе ИВРЗ, 
можно предположить, что будущие исследования 
будут связаны в том числе с поиском средств и 
методов воздействия на нетоз, удовлетворяющих 
запросам клинической практики.

Заключение
Имеющийся на сегодняшний день значитель-

ный массив научной информации демонстри-
рует тесную взаимосвязь между гибелью клеток, 
воспалением и иммуногенезом. Эта взаимосвязь 
сформировалась в процессе биологической эво-
люции, отличается выраженным консерватиз-
мом и подчиняется общебиологическим законо-
мерностям молекулярно-клеточных процессов 
в клетке. Важнейшим фактором поддержания 
гомеостаза организма является баланс между вы-

живанием клеток и их гибелью. Высвобождаю-
щиеся в процессе гибели клеток в составе КВИ 
при ИВРЗ DAMPы индуцируют состояние ау-
тореактивности, обусловленной в том числе мо-
дуляцией процессов гибели клеток с помощью 
PRR-рецепторов клеток врожденной иммунной 
системы. Идентифицированные внутриклеточ-
ные молекулярные процессы, имеющие причин-
но-следственные связи с различными формами 
клеточной гибели, позволяют расширить гори-
зонт научной интерпретации патогенеза ИВРЗ, а 
также обосновать стратегию модуляции целевых 
молекул и кандидатных генов при запрограмми-
рованной гибели клеток у пациентов с ИВРЗ. 

Из представленного в настоящем обзоре мате-
риала явствует, что всем видам аутофагии, апоп-
тоза, некроптоза, пироптоза и нетоза принадле-
жит фундаментальная патогенетическая роль при 
ИВРЗ.

Значение аутофагии при ИВРЗ обусловлено 
активным участием этого внутриклеточного про-
цесса в кросс-презентации продуктов дезоргани-
зации рыхлой волокнистой неоформленной со-
единительной ткани с последующей генерацией 
аутореактивных CD4+ и CD8+ клеток. Мутации 
ключевого гена аутофагии ATG5 ассоциированы 
с нарушением регуляции секреции провоспали-
тельных цитокинов, клиренса умирающих клеток 
и презентации ауто-АГ. Наиболее демонстратив-
но эти явления представлены при СКВ. Показана 
центральная патогенетическая роль аутофагии в 
процессах деструкции суставов при РА. В диагно-
стических целях оценка уровня аутофагии в био-

Рисунок 17. Нетоз нейтрофилов периферической крови больных РА
Примечание. Нетоз индуцировался действием бактериального липополисахарида (ЛПС). Сети визуализировались при 
флуоресцентной микроскопии как структуры, содержащие эластазу нейтрофильных клеток (зеленый), а также содержащие 
соединение 4›,6-диамидино-2-фенилиндол (DAPI) (синий). Ув. ×40, по материалам [87]. 
Figure 17. Nеtoz neutrophils of peripheral blood of RA patients
Note. Nеtoz was induced by the action of bacterial lipopolysaccharide (LPS). The networks were visualized by fluorescence microscopy 
as structures containing neutrophil cell elastase (green), as well as containing the compound 4’,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) (blue). 
Magnification ×40, according to materials [87].
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птатах синовиальной ткани может быть полезной 
при диагностике РА и оценки активности забо-
левания. Понимание функционального баланса 
между патогенной и цитопротекторной аутофа-
гией и возможностями модуляции этих процес-
сов крайне важно в отношении патогенетической 
интерпретации аутофагии при ИВРЗ.

Существует тесное взаимодействие между ау-
тофагией и апоптозом, подтвержденное пере-
крестом внутриклеточных молекулярных ак-
тивационных сигналов (каспазы, связанные с 
апоптозом, могут взаимодействовать с белками, 
связанными с аутофагией). В этой связи нашла 
обоснование следующая точка зрения относи-
тельно влияния аномального апоптоза на индук-
цию аутоиммунного ответа при ИВЗР: неэффек-
тивный фагоцитоз апоптотических клеток Мф и 
ДК влияет на образование ауто-АГ, презентация 
которых Мф и зрелыми ДК Т-клеткам может сти-
мулировать выработку аутоантител. Этот процесс 
присутствует в качестве патогенетического звена 
при СКВ, РА, синдроме Шегрена, полимиозитах.

Принципиальное патогенетическое значение 
некроптоза при ИВРЗ обусловленно тем, что вы-
свобождающиеся при дезорганизации рыхлой 
волокнистой неоформленной соединительной 
ткани DAMPы, взаимодействуя с NLR-, TNF-, 
IFN-рецепторами клеток-мишеней, активиру-
ют ключевые некроптотические киназы RIPK1, 
RIPK3 и MLKL. Регулирование указанных ре-
цептор-взаимодействующих серин/треониновых 
киназ 1 и 3 при некроптозе создает перспективу 
разработки молекулярных мишеней и средств 
модуляции их активности при СКВ и РА. К меха-
низмам контроля некроптоза относят и аутофа-
гию.

В контексте ИВРЗ процесс пироптоза клеток 
в составе КВИ сопровождается поступлением 
из пироптотических пор во внеклеточную среду 

DAMPов, имеющих ауто-антигенные характери-
стики и индуцирующие аутоиммунный ответ. Из 
этих же пор во внеклеточную среду массировано 
поступают крайне активные провоспалительные 
цитокины IL-1b и IL-18. Блокирование их актив-
ности составляют одну из целей противовоспали-
тельной терапии при ИВРЗ

Не менее значима патогенетическая роль и не-
тоза при ИВРЗ. Нф являются доминирующими в 
КВИ при системных васкулитах, в инфильтратах 
кожи при дерматомиозите, в синовиальном экс-
судате при РА и на границе паннус/хрящ. Про-
цесс нетоза этих клеток может быть источником 
уникальных ауто-АГ при ИВРЗ и одновременно 
нетотически трансформированные Нф являют-
ся подходящими мишенями для аутоантител. 
«Нейтрофильный аутоиммунитет», идентифи-
цируемый, в частности, по факту продукции ан-
ти-нейтрофильных цитоплазматических ауто-АТ 
(ANCA), имеет место при микроскопическом 
полиангиите, гранулематозе Вегенера, синдроме 
Чарга–Стросса, узловатом полиартериите, си-
стемной склеродермии, СКВ, дермато-полими-
озите.

Очевидно, что накопленные знания в обла-
сти патофизиологии аутофагии, апоптоза, не-
кроптоза, пироптоза и нетоза расширяют наше 
понимание фундаментальных внутриклеточных 
молекулярных процессов, имеющих прямое 
и непосредственное влияние на реактивность 
врожденной и адаптивной систем иммунитета. 
Молекулярно-клеточные изменения при указан-
ных формах гибели клеток в составе КВИ лежат в 
основе патогенеза ИВРЗ. Идентификация целе-
вых молекулярных мишеней представляет собой 
наиболее перспективную стратегическую область 
разработки медикаментозных средств модуляции 
продуктивного воспаления при ИВРЗ.
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СЕКРЕТОРНАЯ ФОСФОЛИПАЗА А2: БИОМАРКЕР 
ВОСПАЛЕНИЯ АУТОИММУННЫХ, БАКТЕРИАЛЬНЫХ 
И ВИРУСНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ
Уразов С.П.1, Чернов А.Н.2, Черкас А.В.3, Бойков А.В.3, Глотов О.C.4, 
Апалько С.В.1, Сушенцева Н.Н.1, Полковникова И.А.1, 
Смирнов В.В.1, Щербак С.Г.1, 5

1 СПб ГБУЗ «Городская больница № 40 Курортного административного района», г. Сестрорецк, Санкт-
Петербург, Россия  
2 ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург, Россия  
3 Центр компетенций Национальной технологической инициативы по направлению «Новые производственные 
технологии» ФГАОУ ВО «Санкт-Петербургский политехнический университет Петра Великого», Санкт-
Петербург, Россия  
4 Детский научно-клинический центр инфекционных болезней Федерального медико-биологического 
агентства, Санкт-Петербург, Россия  
5 ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный университет», Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Секреторные фосфолипазы А2 (sPLA2) представляют собой большое суперсемейство фер-
ментов с молекулярной массой 14-19 кДа, включающее 15 групп и более 30 изоформ, принадлежащих 
к четырем типам: секреторный (sPLA2), цитозольный (cPLA2), кальций-независимый (iPLA2) и ли-
попротеин-ассоциированная фосфолипаза A2 (LP-PLA2, PAF-AH). У млекопитающих обнаружены 
одиннадцать секреторных sPLA2 (IB, IIA, IIC, IID, IIE, IIF, III, V, X, XIIA и XIIB), выполняющие 
разносторонние функции и участвующие в патогенезе широкого спектра заболеваний. С одной сто-
роны, sPLA2, гидролизуя фосфолипиды мембран, способствуют элиминации поврежденных, апоп-
тотических клеток и оказывают сильное бактерицидное, вируцидное действие, в том числе против 
антибиотикорезистентных штаммов микроорганизмов. В этом плане использование sPLA2 может 
представлять новую стратегию терапии бактериальных и вирусных инфекций. С другой стороны, в 
результате действия sPLA2 на ее субстраты образуются биологически активные молекулы (арахидо-
новая, лизофосфатидная кислоты, лизофосфолипиды, жирные кислоты, простагландины, лейкотри-
ены, тромбоксаны), которые оказывают сильное воспалительное, детергирующее, коагулирующее 
действие и повышают проницаемость сосудов. Такая провоспалительная роль sPLA2 обуславливает 
повышение ее уровней и активности при сердечно-сосудистых, дыхательных, аутоиммунных, мета-
болических, онкологических, бактериальных и вирусных заболеваниях. В обзоре приводится клас-
сификация изоформ sPLA2, рассматриваются их субстраты, регулирующие факторы, биологическое 
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значение и механизмы сильного бактерицидного, вируцидного действия, а также провоспалитель-
ной активности при сердечно-сосудистых, дыхательных, аутоиммунных, метаболических, бактери-
альных и вирусных заболеваниях. Отдельно излагаются механизмы селективного действия sPLA2 в 
отношении грамположительных и грамотрицательных микроорганизмов. Обсуждаются диагности-
ческая, прогностическая значимость, корреляции повышенных уровней и активности sPLA2 с кли-
ническими симптомами, тяжестью и исходом пациентов с ишемической болезнью сердца (CAD), 
острым инфарктом миокарда (AMI), атеросклерозом, острым воспалительным повреждением легких 
(ALI), респираторным дистресс-синдромом  (ARDS), хронической обструктивной болезнью легких 
(COPD), ревматоидным артритом, бронхиальной астмой, бактериальными инфекциями, сепсисом 
и вирусными (COVID-19) инфекциями. Рассматривается возможность использования sPLA2 в каче-
стве биомаркера тяжести и исхода пациентов с хронической обструктивной болезнью легких, бакте-
риальными инфекциями, сепсисом и вирусными, в том числе COVID-19, инфекциями.

Ключевые слова: секреторная фосфолипаза А2, изоформы фосфолипазы А2, механизмы действия, диагностическое 
значение фосфолипазы А2, прогностическое значение фосфолипазы А2, корреляции, воспаление, сердечно-сосудистые 
заболевания, бактериальные заболевания, вирусные заболевания, аутоиммунные заболевания

SECRETORY PHOSPHOLIPASE A2: A BIOMARKER OF 
INFLAMMATION IN AUTOIMMUNE, BACTERIAL AND VIRAL 
DISEASES 
Urazov S.P.a, Chernov A.N.b, Cherkas A.V.c, Boikov A.V.c, Glotov O.S.d, 
Apalko S.V.a, Sushentseva N.N.a, Polkovnikova I.A.a, Smirnov V.V.a, 
Shcherbak S.G.a, e

a Municipal City Hospital No. 40 of the Kurort Region, Sestroretsk, St. Petersburg, Russian Federation  
b Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation  
c Industrial Systems of Data Flow Treatment, St. Petersburg Polytechnic University, St. Petersburg, Russian Federation  
d Pediatric Research and Clinical Center of Infectious Diseases, St. Petersburg, Russian Federation  
e St. Petersburg State University, St. Petersburg, Russian Federation 

Abstract. Secretory phospholipases A2 (sPLA2) represent a large superfamily of enzymes with a molecular 
weight of 14-19 kDa, including 15 groups and more than 30 isoforms belonging to four types: secretory (sPLA2), 
cytosolic (cPLA2), calcium-independent (iPLA2) and lipoprotein-associated phospholipase A2 (LP-PLA2, 
PAF-AH). Eleven species of secretory sPLA2s (IB, IIA, IIC, IID, IIE, IIF, III, V, X, XIIA, and XIIB) have 
been found in mammals, performing versatile functions and participating in the pathogenesis of a wide range 
of diseases. On the one hand, sPLA2 may promote elimination of damaged, apoptotic cells by hydrolyzing 
membrane phospholipids, and exerts a strong bactericidal and antiviral properties, including pronounced 
effects against antibiotic-resistant strains of microorganisms. In this regard, the use of sPLA2 may represent 
a new strategy for the treatment of bacterial and viral infections. Moreover, due to the action of sPLA2 on its 
substrates, a number of biologically active molecules (arachidonic, lysophosphatidic acids, lysophospholipids, 
fatty acids, prostaglandins, leukotrienes, thromboxanes) are formed, which provide strong inflammatory, 
detergent, coagulating effects and increase vascular permeability. This pro-inflammatory role of sPLA2 may 
explain its increase levels and activity in cardiovascular, respiratory, autoimmune, metabolic, oncological, 
bacterial and viral disorders. The review article presents a classification of sPLA2 isoforms, their substrates, 
regulatory factors, biological significance, and mechanisms of their strong bactericidal, virucidal, and pro-
inflammatory activity in the heart and lung disorders, autoimmune, metabolic, bacterial, and viral diseases. 
In particular, the mechanisms of the selective action of sPLA2 against Gram-positive and Gram-negative 
microorganisms are discussed. We consider diagnostic and prognostic significance, correlations between 
elevated levels and activity of sPLA2 and distinct clinical symptoms, severity and outcome in the patients 
with coronary heart disease (CAD), acute myocardial infarction (AMI), atherosclerosis, acute inflammatory 
lung injury (ALI), respiratory distress syndrome (ARDS), chronic obstructive pulmonary disease (COPD), 
rheumatoid arthritis, bronchial asthma, bacterial infections, septicemia and viral (COVID-19) infections. The 
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opportunity of using sPLA2 as a biomarker of the severity and outcome of patients with chronic obstructive 
pulmonary disease, bacterial infections, sepsis and viral infections, including COVID-19, is also considered. 

Keywords: secretory phospholipase A2, isoforms, mechanisms of action, diagnostic significance, prognostic value, inflammation, 
cardiovascular diseases, bacterial diseases, viral diseases, autoimmune diseases, correlations

Введение
Обнаружение новых специфических диагно-

стических и прогностических биомаркеров явля-
ется актуальной задачей диагностики и терапии 
социально-значимых заболеваний и борьбы с 
их этиологическими агентами – резистентными 
к лечению бактериями и вирусами, в том числе 
коронавирусом SARS-CoV-2. Определение таких 
новых биомаркеров должно быть доступным для 
клинической диагностики, по возможности де-
шевым и информативным. Доступность биомар-
керов определяется возможностью их быстрого 
выявления в образцах тканей или биологических 
жидкостях пациента с помощью используемых 
в лабораторной диагностике методов. Инфор-
мативность связана с современным состоянием 
знания о биологической и патологической роли 
биомаркера в заболевании, установленными ме-
ханизмами, корреляциями и ассоциациями с тя-
жестью и исходом патологического состояния. 

Среди клинически значимых аналитов клю-
чевое место занимают биомаркеры липидного 
метаболизма [1]. К наиболее распространенным 
маркерам относятся: глюкоза, триглицериды, хо-
лестерин, насыщенные и ω-полиненасыщенные 
жирные кислоты, липопротеины высокой, низ-
кой, очень низкой плотности, а также их фермен-
ты [2]. К таким липидным энзимам относится се-
креторная sPLA2 [3]. Идентификация ее изоформ 
и субстратной специфичности позволили устано-
вить роль sPLA2 в патогенезе воспаления и вос-
палительных артритах [4, 5], ревмотоидных си-
новиоцитах [6], бронхиальной астме [7], остром 
респираторном синдроме взрослых (ARDS) [8], 

атеросклерозе [9], раке [10], ожирении, сахар-
ном диабете [11, 12], гипоксия-ишемическом по-
вреждении нейронов мозга [13, 14], сепсисе [15], 
бактериальных [16] и вирусных инфекциях [17], а 
также COVID-19 [18].

В обзоре суммируются последние данные 
литературы относительно роли PLA2 в патоге-
незе аутоиммунных, бактериальных, вирусных 
заболеваний. Обсуждается диагностическое и 
прогностическое значение PLA2 в качестве био-
маркера степени тяжести и исхода этого спектра 
патологий у пациентов. 

1. Фосфолипиаза А2: структура и механизм дей-
ствия

1.1. Структура и локализация PLA2
В нормальных физиологических условиях 

ферменты фосфолипазы A2 (PLA2) локализо-
ваны преимущественно в секреторных железах: 
слезных протоках, слюнных железах, клетках 
Панета кишечника, предстательной, молочной 
железах, семенных пузырьках, везикулах тучных 
клеток, тромбоцитов и эозинофилов [19]. На-
пример, в слезах человека концентрация PLA2 
превышает 30 мкг/мл [20]. В других тканях и сы-
воротке крови уровни PLA2 у здоровых людей со-
ставляют 0-6,5 нг/мл [15].

Фосфолипазы A2 (EC 3.1.1.4) состоят из Ca2+-
зависимого липид-связывающего C2-домена 
(Xxx-Cys-Gly-Xxx-Gly-Gly) и каталитического 
α/b-гидролазного домена, содержащего после-
довательность Asp-Xxx-Cys-Cys-Xxx-Xxx-His-Asp 
в активном центре. Оба домена соединены 5-8 
дисульфидными связями (рис.  1). Ионы каль-
ция связываются с Asp-49 и атомами кислорода 
Tyr- 28, Gly-30 и Gly-32 [19, 21].

Рисунок 1. Фосфолипаза A2 группы IA (PLA2): А – общий вид, Б – доменная структура, В – активный центр [21, 22]
Figure 1. Phospholipase A2 group IA (PLA2): A, general view; B, domain structure; C, active site [21, 22] 
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ТАБЛИЦА 1. КЛАССИФИКАЦИЯ СЕКРЕТОРНЫХ ФОСФОЛИПАЗ А2

TABLE 1. CLASSIFICATION OF A2 SECRETORY PHOSPHOLIPASES

Официальное 
название

Official name

Альтернативное 
название

Alternative name

Число 
дисульфидных 

связей
Number of disulfide 

bonds

Молекулярная 
масса (кДа)

Molecular weight 
(kDa)

Каталитические 
аминокислоты

Catalytic amino acids

PLA2G1B sPLA2-IB 7 13-15 His/Asp
PLA2G2A sPLA2-IIA 7 13-15 His/Asp
PLA2G2C sPLA2-IIC 8 15 His/Asp
PLA2G2D sPLA2-IID 7 14-15 His/Asp
PLA2G2E sPLA2-IIE 7 14-15 His/Asp
PLA2G2F sPLA2-IIF 7 16-17 His/Asp
PLA2G3 sPLA2-III 5 15-18, 55 His/Asp
PLA2G5 sPLA2-V 6 14 His/Asp
PLA2G10 sPLA2-X 8 14 His/Asp
PLA2G12A sPLA2-XIIA 7 19 His/Asp
PLA2G12B sPLA2-XIIB 7 19 Leucine/Asp

Фосфолипазы А2 представляют собой боль-
шое суперсемейство ферментов с молекулярной 
массой 14-19 кДа, включающее 15 групп и более 
30 изоформ, принадлежащих к 4 типам: секретор-
ный (sPLA2), цитозольный (cPLA2), кальций-не-
зависимый (iPLA2) и липопротеин-ассоцииро-
ванная фосфолипаза A2 (LP-PLA2, PAF-AH) [21, 
23, 24]. Одиннадцать секреторных sPLA2 (IB, IIA, 
IIC, IID, IIE, IIF, III, V, X, XIIA и XIIB) обнаруже-
ны у млекопитающих (табл. 1) [25, 26, 27].

PLA2 типа IB локализуется в клетках в виде 
неактивного зимогена, который активируется 
трипсином, а PLA2-XIIB – единственная неак-
тивная изоформа. 

1.2. Механизмы действия PLA2 и факторы, 
участвующие в их регуляции

Фосфолипазы PLA2 гидролизуют в положе-
нии sn-2 фосфолипиды плазматической и мем-
браны митохондрий с образованием лизофосфо-
липидов, арахидоновой (АК), лизофосфатидной 
кислот, простагландинов, лейкотриенов, тром-
боксана, фактора активации тромбоцитов и не-
этерифицированных жирных кислот [28, 29, 30] 
(рис. 2). 

Секреторная PLA2-IIA также гидролизует 
внеклеточные везикулы (EV) тромбоцитов, с вы-
делением тромбоксансинтазы, гистамина, 12-ли-
поксигеназы, циклооксигеназы и воспалитель-
ных эйкозаноидов [18, 27]. Секреторные sPLA2 
также гидролизуют альвеолярный сурфактант и 
фосфолипиды бактерий. При этом активность 
и экспрессия sPLA2 регулируются фактором не-
кроза опухолей-α (TNFα), интерлейкином-1 
(IL- 1), стероидами, поверхностно-активным бел-

ком A (SP-A), секреторным белком клеток Clara 
(CCSP) (рис. 3) [31].

Цитозольная cPLA2 активируется в резуль-
тате фосфорилирования по Ser505 MAPK в 
присутствии ионов кальция, что способству-
ет ее перемещению к плазматической мембра-
не для гидролиза фосфолипидов. Кроме того, 
фосфорилирование cPLA2 наблюдается при 
взаимодействии лигандов с серотониновым 
(5- HT2), глутаматным (mGLUR1), рецептора-
ми интерферонов-α, -γ (IFNα, IFNγ), основного 
фактора роста фибробластов (bFGF) и фосфоли-
пазы A2 M-типа (PLA2RМ) [19]. PLA2RМ явля-
ется односубъединичным трансмембранным гли-
копротеином I типа с молекулярной массой 180 
кДа, который контролирует внеклеточную кон-
центрацию sPLA2 и активирует p38MAPK [32]. 
Образуемая в результате шеддинга, растворимая 
форма PLA2RМ может служить эндогенным ин-
гибитором sPLA2 [33]. Установлено, что через 
взаимодействие cPLA2-α с гепарансульфатными 
протеогликанами (HSPG) наблюдается актива-
ция каскада АК с образованием PGE2, эйкозано-
идов и простаноидов [19]. Также HSPG участвуют 
в интернализации hGIIA посредством эндоцито-
за и ее транспорте в везикулах в перинуклеарную 
область для активации cPLA2-α [19]. Интерес-
но, что sPLA2 также связывается с интегринами 
ανb3, α4b1 и α5b1 на клеточной мембране моно-
цитов U937 индуцирует их пролиферацию через 
активацию ERK1/2 каскада [34]. Получены дока-
зательства активации каскада АК и воспаления 
в результате связывания sPLA2 с виментином – 
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Рисунок 2. Субстраты и ферменты, участвующие в каскаде арахидоновой кислоты, образуемой при гидролизе 
PLA2 фосфолипидов
Примечание. Эллипсы – ферменты, прямоугольники – субстраты и продукты. PG – простагландины (D, E, F, G, H), COX – 
циклооксигеназы (1, 2), LT – лейкотриены (A4, B4, C4, D4, E4), 5-LOX – 5-липоксигеназа [19].
Figure 2. Substrates and enzymes involved in the arachidonic acid cascade formed during the hydrolysis of PLA2 phospholipids
Note. Ellipses are enzymes, rectangles are substrates and products. PG, prostaglandins (D, E, F, G, H); COX, cyclooxygenases (1, 2); LT, 
leukotrienes (A4, B4, C4, D4, E4); 5-LOX, 5-lipoxygenase [19].

белком промежуточных филламентов III типа в 
ревмотоидных синовиоцитах [6]. 

1.3. Изоформы sPLA2 и их биологическое значе-
ние

Биологическое значение PLA2 заключается 
в переваривании и метаболизме фосфолипидов, 
защите организма хозяина от бактерицидного 
действия микроорганизмов, образовании из АК 
биологически активных медиаторов и внутри-
клеточном сигналинге. С одной стороны, PLA2 
может гидролизовать фосфолипиды апоптотиче-
ских клеток, участвуя в очистке организма [36]. 
Кроме того, секреторные PLA2 в концентрации 
0,5 мкг/мл индуцируют в течение 20 мин липо-
лиз анионных фосфолипидов мембран 99% грам-
положительных бактерий (Staphylococcus aureus, 
Listeria monocytogenes), обеспечивая защиту мем-
бран клеток человека, состоящих из цвиттерион-
ных фосфолипидов [20]. С другой стороны, ли-
полиз sPLA2-IIA клеточных мембран повреждает 
ткани и способствует дисфункции органов. При 
этом из поврежденных клеток в межклеточное 
пространство и кровь высвобождаются мито-
хондрии и митохондриальная (мтДНК) [5, 37]. 
При гидролизе фосфолипидов митохондриаль-

ной мембраны образуются АК и ее метаболиты, 
которые способствуют активации лейкоцитов 
с секрецией ими воспалительных интерлейки-
нов и хемокинов. Поврежденные митохондрии, 
мтДНК представляют собой сильные антигены, 
которые интернализуются активированными ма-
крофагами, нейтрофилами с выделением воспа-
лительных медиаторов [5, 38, 39].

Каждая изоформа sPLA2 обладает уникаль-
ной субстратной специфичностью, локализаци-
ей в клетках и тканях и участвует в определенных 
физиологических и патологических процессах 
(рис. 4) [40]. 

Например, sPLA2 группы II (IIA, IIC, IID, IIE, 
IIF) имеют высокую аффинность к фосфатидил-
глицерину (PG), фосфатидилсерину и фосфати-
дилэтаноламину (PE) клеточных мембран, тогда 
как слабее связываются с фосфатидилхолином 
(PC). Повышенные уровни sPLA2 группы IIA 
наблюдаются при воспалении, сепсисе, бактери-
альных инфекциях, ARDS, атеросклерозе, раке и 
травмах [8, 27, 41]. Секреторная PLA2 группа V 
(sPLA2-V, gVPLA2 или PLA2G5) обладает высо-
кой аффинностью к PS и сурфактанту легких, 
участвуя в метаболических процессах при ожире-
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нии и остром повреждении легких (рис. 3, 4) [42]. 
sPLA2-V активирует экспрессию молекулы меж-
клеточной адгезии-1 (ICAM-1) на эпителиаль-
ных клетках легких, усиливая к ним адгезию 
нейтрофилов и продукцию воспалительных ци-
токинов через активацию MAPK/ERK сигналь-
ного каскада [43, 44]. Фосфолипаза sPLA2 груп-
пы X (sPLA2-X, gXPLA2, PLA2G10, GX-sPLA2) 
синтезируется как зимоген и проявляет высокое 
сродство к PC сурфактанта легких, участвуя в по-
вреждении эпителия альвеол дыхательных путей 
и развитии воспалительной реакции, лежащей в 
основе астмы (рис. 3, 4) [7]. Следовательно, изо-
формы II, III, V, X sPLA2 могут рассматриваться 
в качестве специфических биомаркеров сепсиса, 
бакриальных инфекций, ожирения, ARDS, аст-
мы и других заболеваний [16, 28, 45]. 

2. Прогностическое значение sPLA2 при патоло-
гических процессах и состояниях

2.1. sPLA2 в воспалении при сердечно-сосуди-
стых заболеваниях

Известно, что воспаление является этиологи-
ческим фактором риска развития сердечно-со-

судистых заболеваний [46]. Повышенные до 1000 
раз уровни sPLA2-IIA в сыворотке при воспали-
тельных процессах в течение первых нескольких 
дней указывают на участие этого фермента в па-
тогенезе острой фазы сосудистого воспаления и 
связанных с ним коронарных событий при СAD 
и остром коронарном синдроме (ACS) [47]. На-
пример, в работе Li J. и соавт. [47] изучены уров-
ни Lp-PLA2 и липидов в крови у 167 пациентов 
с нестабильной стенокардией (UA) и 67 лиц с 
инфарктом миокарда с подъемом ST сегмен-
та (STEMI) в течение 6 ч с момента появления 
симптомов. Контролем служили 184 пациента 
с (СAD и ACS). Авторы обнаружили значитель-
но повышенные уровни активности Lp-PLA2 
(> 306,4 Ед/л) у пациентов с STEMI и UA по срав-
нению с группой CAD. У пациентов с ACS чув-
ствительность и специфичность Lp-PLA2 соста-
вили, соответственно, 67% и 69% при площади 
под кривой 0,719. При этом активность Lp-PLA2 
коррелировала с концентрацией липопротеинов 
низкой плотности (LDL-C) [47]. Гидролиз LDL 
sPLA2 приводит к образованию проатерогенных 

Рисунок 3. Факторы регуляции sPLA2 и ее роль в патогенезе заболеваний легких [31]
Примечание. ARDS (ОРДС) – острый респираторный дистресс-синдром, BPD (БЛД) – бронхо-легочная дисплазия, iRDS – 
респираторный дистресс-синдром младенцев, IRRF – дыхательная недостаточность, связанная с инфекцией, MAS – синдром 
аспирации мекония, sPLA2 – секреторная фосфолипаза А2, CCSP – секреторный белок клеток клара, IL-1bb – интерлейкин-1bb, 
SP-A – поверхностно-активный белок-A, TNFαα – фактор некроза опухоли-αα; МВ: механическая вентиляция.
Figure 3. Regulatory factors of sPLA2 and its role in the pathogenesis of lung diseases [31]
Note. ARDS, acute respiratory distress syndrome; BPD, broncho-pulmonary dysplasia; iRDS, infants’ respiratory distress syndrome; IRRF, 
infection related respiratory failure; MAS, meconium aspiration syndrome; sPLA2, secretory phospholipase A2; CCSP, clara cell secretory protein; 
IL-1b, interleukine-1b; SP-A, surfactant protein-A; TNFα, tumor necrosis factor-α; MV, mechanical ventilation.
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Рисунок 4. Типы секреторной sPLA2 и их функции [40]
Примечание. sPLA2 – секреторная фосфолипаза А2, PC – фосфотидилхолин, LPC – лизофосфатидилхолин, PE – 
фосфотидиэтаноамин, PG – фосфатидилглицерин, LTB4 – лейкотриен B4, CysLTs – цитотоксические Т-лимфоциты, LPE – 
лизофосфотидиэтаноамин, DHA – докозагексаеновая кислота, DPA – докозапентаеновая кислота, RvD1 – резолвин D1, L-PGDS – 
простагландин-D-синтаза липокалинового типа, PGD2 – простагландин D2, PS – фосфотидилсерин, M2 МФ – макрофаг M2, LDL – 
липопротеины низкой плотности, HDL – липопротеины высокой плотности, VLDL – липопротеины очень низкой плотности, 
ОА – олеиновая кислота, LA – линолевая кислота, AA – арахидоновая кислота.
Figure 4. Types of secretory sPLA2 and their functions [40]
Note. sPLA2, secretory phospholipase A2; PC, phosphotidylcholine, LPC, lysophosphatidylcholine; PE, phosphotidiethanoamine; PG, 
phosphatidylglycerin; LTB4, leukotriene B4; CysLTs, cytotoxic T-lymphocytes; LPE, lysophosphotidiethanoamine; DHA, docosahexaenoic 
acid; DPA, docosapentaenoic acid; RvD1, resolvin D1; L-PGDS, prostaglandin-D-lipocalin type synthase; PGD2, prostaglandin D2; PS, 
phosphotidylserine; M2 MF, macrophage M2; LDL, low density lipoproteins; HDL, high density lipoproteins; VLDL, very low density lipoproteins;  
OA, oleic acid; LA, linoleic acid; AA, arachidonic acid.
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липопротеинов очень низкой плотности (VLDL) 
и активации макрофагов, секретирующие воспа-
лительные цитокины [3].

В другом исследовании, проведенном на 1056 
пациентах с AMI, UA, стабильной стенокарди-
ей (SА) и группе контроля (без СAD), изучены 
уровни LP-PLA2 в зависимости от количества 
пораженных коронарных ветвей. Установле-
но, что уровень LP-PLA2 был выше (p < 0,001) 
у пациентов со стенозом одного сосуда (230,95, 
115,69-406,35 нг/мл) и двух коронарных ветвей 
(289,24, 132,11-430,21 нг/мл), чем в контрольной 
группе (172,83, 92,35-296,42 нг/мл). Также уров-
ни LP-PLA2 у пациентов с AMI (311,45, 85,24-
412,35 нг/ мл) и UA (263,95, 172,32-396,45 нг/мл) 
были статистически значимо (p < 0,001) выше 
по сравнению с группами SA (193,84, 102,35-
372,35 нг/ мл) и контролем. Чувствительность и 
специфичность LP-PLA2 для выявления CAD 
составили 75,6% и 67,3% соответственно, а тя-
жести стеноза коронарных артерий – 53,0% и 
80,3%. Авторы делают вывод, что активность 
LP-PLA2 положительно коррелирует с тяжестью 
CAD [48]. В двойном слепом плацебо-контро-
лируемом клиническом исследовании JUPITER 
(NCT00239681) изучен уровень sPLA2- IIA в 
плазме крови у 17 802 здоровых мужчин (стар-
ше 50 лет) и женщин (старше 60 лет) с холесте-
рином ЛПНП < 130 мг/ сут и hsCRP (≥ 2 мг/л) с 
предрасположенностью к риску сердечно-со-
судистых событий и хроническим воспалением 
при применении розувастатина в дозе 20 мг/сут 
в течение 1 года. За время наблюдения произо-
шло 313 эпизодов сердечно-сосудистых заболе-
ваний. Результаты исследования показывают, что 
уровень sPLA2- IIA (3,81, 75% перцентиль: 2,49-
6,03 нг/мл) коррелирует с повышенным риском 
OR = 1,22 (95% CI 1,08-1,38; p = 0,002) сердечно-
сосудистых заболеваний. Аллель С полиморфиз-
ма rs11573156 (c.-180C > T) гена PLA2G2A был 
ассоциирован с повышенным уровнем sPLA2-
II 2,79 (1,97-4,01 нг/мл для CC генотипа) и 7,38 
(5,38-10,19 нг/мл для GG генотипа) и имел тен-
денцию (OR = 1,11; 95% CI 0,89-1,38; p = 0,34) 
к высокому риску сердечно-сосудистых заболе-
ваний [49]. Также установлена положительная 
корреляция sPLA2-IIA с уровнями глюкозы, под-
тверждающая связь энзима с системным воспа-
лением [18]. 

2.2. sPLA2 при атеросклерозе
Ранние иммуногистохимические исследо-

вания установили, что PLA2 экспрессируется в 
атеросклеротических бляшках [50]. Последние 
данные указывают на проатерогенную роль раз-
личных изоформ sPLA2 (lp-PLA2) [3]. Окисление 
и последующий гидролиз LDL с помощью ак-
тивных форм кислорода и lp-PLA2 способству-

ет истощению фосфолипидов и образованию 
проатерогенных частиц в результате активации 
гладкомышечных клеток и секреции ими хемо-
аттрактантного белка-1 моноцитов [51, 52]. В ис-
следовании Sun C.Q. и соавт. изучена зависимость 
между атеросклерозом и уровнем sPLA2-IIА у 136 
пациентов с метаболическим синдромом (MetS) 
и 120 лиц контрольной группы. У пациентов с 
MetS уровень (7,83±2,58 нг/мл, р = 0,008), актив-
ность sPLA2-IIА (31,21±7,00 ед/мл, р = 0.002) и 
толщина интимы-медии сонной артерии (cIMT 
0,87±0,17 мм, р = 0,013) были выше, чем эти па-
раметры в контрольной группе (4,69±2,40 нг/мл, 
22,49±10,37 ед/мл, 0,61±0,25 мм). Концентрация 
и активность sPLA2-IIА положительно коррели-
ровали с уровнями молекулы межклеточной ад-
гезии-1 ICAM-1 (r = 0,308, r = 0,282, p = 0,011, 
p = 0,02), молекулы сосудистой адгезии-1 
VCAM- 1 (r = 0,430, r = 0,288, p < 0,001, p = 0,017), 
E-селектина (r = 0,374, r = 0,337, p = 0,002, 
p = 0.005) и P-селектина (r = 0,259, r = 0,403, 
p = 0,033, p < 0,001), глюкозы в крови натощак 
(r = 0,190, r = 0,181, р = 0,031, p = 0,042) и окруж-
ностью талии (r = 0,184, r = 0,219 см, p = 0,037, 
p = 0,017) у пациентов с MetS. Многофактор-
ный регрессионный анализ показал, что уровень 
(OR = 1,176, 95% CI: 1,118-1,235, p = 0,003) и ак-
тивность sPLA2-IIА (OR = 1,142, 95% CI: 1,098-
1,178, p = 0,004) были независимыми фактора-
ми риска развития атеросклероза у пациентов с 
MetS. Это исследование демонстрирует зависи-
мость между повышенным уровнем sPLA2-IIА и 
атеросклерозом у пациентов с MetS [53].

Следовательно, эти клинические результаты 
показывают, что sPLA2-IIА может служить про-
гностическим маркером и потенциальной тера-
певтической мишенью при атеросклерозе [19].

2.3. sPLA2 при остром воспалительном повреж-
дении легких (ALI) и остром респираторном дис-
тресс-синдроме

Исследования 1980-х и 90-х годов идентифи-
цировали sPLA2-IIA в качестве маркера и ме-
диатора ALI и ARDS [54]. В результате прямо-
го повреждения альвеол и сурфактанта легких 
при бактериальной (например, S. aureus, Strep. 
pneumoniae), вирусной (например, SARS-CoV-2, 
грипп) инфекциях, кислотной аспирацией или 
механическим растяжением развивается некон-
тролируемое нейтрофильное воспаление с отеком 
при котором эндотоксины (липополисахарид 
бактерий) и цитокины (TNFα) стимулируют экс-
прессию sPLA2-IIA в CD11+ альвеолярных макро-
фагах, эпителиоцитах и дендритных клетках [16, 
41, 55]. Клинические исследования подтверди-
ли повышенную экспрессию мРНК sPLA2-IIA в 
жидкости бронхоальвеолярного лаважа, внекле-
точных везикулах (в 1,72 раза) и плазме у паци-
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ентов с ARDS по сравнению с контролем [20, 57]. 
При этом уровень sPLA2-IIA в жидкости бронхо-
альвеолярного лаважа коррелировал с тяжестью 
ARDS [57]. Помимо sPLA2-IIA, в патогенезе ALI 
и ARDS установлена роль sPLA2-V [43]. Эта изо-
форма экспрессируется в эпителиальных клет-
ках легких и активированных нейтрофилах при 
пневмонии, вызванной S.  aureus (MRSA) [58]. 
Активация sPLA2-V индуцирует образование 
стрессовых волокон в результате перестройки 
F-актина цитоскелета и разрушение контактов 
между эпителиальными клетками альвеол [59]. 
Также sPLA2-V взаимодействуя с интегринами 
или рецептором PLAR1 активирует высвобож-
дение из нейтрофилов фактора роста эндотелия 
сосудов (VEGF), разрушающего эндотелиальный 
барьер [60]. Интересно, что активности sPLA2-
IIA, sPLA2-IIV, sPLA2-IIX были повышены (430, 
253-600 против 149, 61-387 IU/мл, р = 0,01) в 
бронхолегочном лаваже у 24 младенцев с ARDS 
по сравнению с контрольной группой из 14 детей. 
Авторами установлены статистически значимые 
корреляции между активностью sPLA2 и свобод-
ными жирными кислотами (ρ = 0,823, р < 0,001), 
поверхностным натяжением легких (ρ = 0,55, 
р < 0,028), продолжительностью их вентиляции 
(ρ = 0,53, р = 0,002), получением кислородной 
терапии (ρ = 0,54, р = 0,001) и длительностью 
пребывания в отделении интенсивной терапии 
(ρ = 0,54, р = 0,001) [61]. С другой стороны, ин-
гибирование sPLA2-IIA ослабляет защиту орга-
низма при бактериальных инфекциях, что может 
способствовать обострению ALI [16]. Детальное 
изучение механизмов sPLA2 в патогенезе ALI и 
ARDS будет способствовать разработке препара-
тов для терапии этих заболеваний. 

2.4. sPLA2 в развитии воспаления при аутоим-
мунных заболеваниях

2.4.1. Ревматоидный артрит 
Уровни sPLA2 в синовиальной жидкости при 

хронических воспалительных состояниях, таких 
как ревматоидный артрит (RA) могут достигать 
нескольких микрограммов на миллилитр [39]. 
Фосфолипаза sPLA2 может служить биомаркером 
при RA, поскольку ее концентрации в сыворотке 
и тканях пропорционально повышаются с тяже-
стью заболевания [62]. Например, в срезах сустав-
ной ткани пациентов с RA с помощью иммуно-
гистохимии установлена экспрессия 6 изоформ 
sPLA2-IIA, sPLA2-IID, sPLA2-IIE, sPLA2- IIF, 
sPLA2-V и sPLA2-X. Причем sPLA2- IIA, sPLA2-X 
присутствовали в синовиоцитах и хондроцитах, 
sPLA2-IID – в лимфатических фолликулах и эн-
дотелии капилляров, sPLA2-IIE – в гладкомы-
шечных клетках сосудов и sPLA2-V – в интер-
стициальных фибробластах. Причем экспрессия 
sPLA2-IIA и sPLA2-V в синовиоцитах человека 

могла быть индуцирована интерлейкином-1. 
Тогда как уровни экспрессии изоформ sPLA2-
II коррелировали с тяжестью RA [63]. Однако в 
другом исследовании показано, что sPLA2 также 
экспрессируется в синовиальной жидкости па-
циентов с RА, причем sPLA2-IIA оказывает про-
воспалительное действие, а sPLA2-V обладает 
противовоспалительным эффектом за счет акти-
вации синтеза лейкотриенов и стимуляции ими 
клиренса иммунных комплексов. Следователь-
но, sPLA2-V может рассматриваться в качестве 
потенциального терапевтического средства при 
иммунных воспалительных заболеваниях [64]. 
В исследовании Sommerfelt R.M. и соавт. [65] 
установлено, что изоформы iPLA2, cPLA2 и толл-
подобные рецепторы (TLR1-7) экспрессируются 
в синовиоцитах при RА. При этом активация 
TLR1/2 и TLR2/6 индуцировала фосфорилиро-
вание cPLA2α и образование АК, PGE2, IL-6, 
IL-8 и COX2. 

2.4.2. Бронхиальная астма и хроническая об-
структивная болезнь легких 

Massimo Triggiani и коллегами из Неаполитан-
ского университета им. Федерико II (Неаполь, 
Италия) установлено, что анти-IgE-антитела 
стимулируют секрецию sPLA2-IB, sPLA2-IIA, 
sPLA2-IID, sPLA2-IIE, sPLA2-IIF, sPLA2-III, 
sPLA2-V, sPLA2-X, sPLA2-XIIA и sPLA2-XIIB при 
дегрануляции тучных клеток легких человека на 
ранней стадии аллергической реакции [66]. Кро-
ме того, PLA2V активирует эозинофилы астмати-
ков, в которых наблюдается фосфорилирование 
cPLA2α и секреция АК, лейкотриена С4 (LTC4), 
простагландина E2 (PGE2) и эйкозаноидов, ин-
дуцирующих сужение бронхов, проницаемость 
сосудов, рекрутирование и активацию дендрит-
ных клеток, Т-лимфоцитов, и нейтрофилов [67]. 
Активированные LTC4 иммунные клетки секре-
тируют воспалительные цитокины (IL-1b, IL-2, 
IL-4) и хемокины, усиливающие повреждение 
легочного сурфактанта [68]. Напротив, у пациен-
тов с полиморфизмами rs121434634 (Ser111Pro), 
rs121434635 (Arg485His), rs2307198 (Lys651Arg) 
в гене PLA2G4A, кодирующим cPLA2α, наблю-
дается значительное снижение концентрации 
эйкозаноидов [69]. В зависимости от взаимо-
действия PGE2 с одним из 4 типов рецепторов 
(EP1, EP2, EP3 и EP4), он может стимулировать 
как дилатацию бронхов, так и оказывать провос-
палительные эффекты [70]. Однако АК может 
служить субстратом для резольвинов и липок-
синов (LX), которые ингибируют миграцию и 
хемотаксис нейтрофилов, дегрануляцию тучных 
клеток, окислительный взрыв в эозинофилах и 
секрецию цитокинов эпителиальными клетками 
бронхов [71]. При этом концентрация резоль-
вина D (RvD) у 60 пациентов с тяжелой реф-
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рактерной астмой была ниже (77,1±0,86 пг/ мл, 
p < 0,0001), чем в группе здоровых добровольцев 
(132,1±2,56 пг/ мл) [72]. Помимо sPLA2-IIA, в 
эпителии дыхательных путей и образцах бронхо-
легочного лаважа наблюдается повышение экс-
прессии и активности sPLA2X. Причем sPLA2X 
участвует в выработке провоспалительных цисте-
иниллейкотриенов (cysLT), PGE2 и коррелирует 
функцией легких, рекрутированием нейтрофи-
лов и поляризации M2-фенотипа макрофагов у 
астматиков [68, 73]. При астме, как при других за-
болеваниях легких, sPLA2-IIA и sPLA2-X гидро-
лизуют фосфатидилхолин – основной компонент 
сурфактанта с образованием лизофосфолипидов 
и свободных жирных кислот, которые закупо-
ривают малые дыхательные пути при астме [68]. 
Группы VII и VIII PLA2 (фактор активации тром-
боцитов PAF-AH) проявляют провоспалитель-
ные и противовоспалительные свойства. Причем 
низкий уровень PAF-AH коррелирует с тяжестью 
астмы [74]. Активность Lp-PLA2 в крови была 
выше (224, 191-261 нмоль/мин/мл, p = 0,006) у 
101 пациента с легкой или средней формой аст-
мы по сравнению с 63 пациентами с тяжелой 
формой астмы (203,181-229 нмоль/мин/мл), т. е. 
отрицательно коррелирует с тяжестью заболева-
ния (b = -0,15, -0,23 -0,07, p = 0,001). Напротив, 
активность Lp-PLA2 положительно коррелирует 
с уровнями глюкозы (b = 0,1), триглицеридов 
(b = 0,11) и LDL (b = 0,1), и отрицательно кор-
релирует с уровнями TNFα (b = -0,27), протром-
бина (b = -0,16), фибриногена (b = -0,12), CRP 
(b = -0,1) [75].

В патогенезе COPD участвуют альвеоляр-
ные макрофаги, нейтрофилы, тучные клетки и 
лимфоциты [76]. Активированные макрофаги 
секретируют sPLA2-IIA, sPLA2-IID, sPLA2-IIE, 
sPLA2-IIF, sPLA2-V, sPLA2-X и sPLA2-XIIA, а 
также cPLA2-IVA, iPLA2-VIA [68, 77]. Нейтрофи-
лы содержат sPLA2X в азурофильных и sPLA2-V, 
sPLA2-X в специфических гранулах [68]. Следо-
вательно, активность sPLA2-V, sPLA2-X в брон-
холегочном лаваже пациентов с COPD в 3-5 раз 
выше, чем у лиц контрольной группы [78]. При 
длительной легочной гипертензии – одном из ос-
ложнений COPD, повышенные уровни LP-PLA2 
(429,1 против 256,3 пг/мл в контроле) сочетаются 
с дисфункцией эндотелия [79]. В недавнем иссле-
довании, проведенном на 92 пациентах с COPD 
и 16 здоровых курильщиков, установлено, что 
уровень Lp-PLA2 в сыворотке крови повышает-
ся в зависимости от глобального среднего значе-
ния стадии COPD (GOLD), а также отрицательно 
коррелирует с индексом первой секунды форси-
рованного выдоха/полной форсированной жиз-
ненной емкости легких (FEV1/FVC. r = -0,528, 
p < 0,001), тестом с 6-мин ходьбой (6MWT, 

r = -0,578, p = 0,002), индексами массы тела 
(BMI, r = -0,312, p = 0,002) и обезжиренной массы 
(FFMI, r = -0,336, p = 0,002) и положительно кор-
релирует с оценочными тестами на COPD (CAT, 
r = 0,339, p < 0,001) и тесом модифицированного 
Британского совета медицинских исследований 
(mMRC, r = 0,339, p < 0,001) (рис. 5). Пороговое 
значение уровня Lp-PLA2 составило 133,7 нг/мл. 
Чувствительность и специфичность для прогно-
зирования плохого 6MWD на основе порогового 
значения уровня Lp-PLA2 составляли 88,57% и 
61,40% соответственно. Прогностическая эф-
фективность Lp-PLA2 для оценки толерантности 
к физической нагрузке составила 79,6% (площадь 
под кривой AUC: 0,796) и в производной модели 
номограммы (AUC 0,884). Авторы делают вывод, 
что Lp-PLA2 является специфическим биомар-
кером для оценки толерантности к физическим 
нагрузкам у пациентов с COPD в клинической 
практике [80].

2.5. Роль sPLA2 при бактериальных инфекциях
Помимо провоспалительной активно-

сти sPLA2-IIA проявляет бактерицидное дей-
ствие против грамположительных (Staphylococcus 
aureus, Streptococcus групп А и B (GAS, GBS), Bacil-
lus anthracis, Listeria monocytogenes) бактерий, обе-
спечивая врожденный барьерный механизм защи-
ты от вторжения инфекций [27, 81, 82, 83, 84, 85]. 
При тяжелых острых бактериальных инфекциях 
концентрация sPLA2-IIA повышается до 500 раз 
в плазме крови (250-500 нг/мл) у пациентов по 
сравнению здоровыми людьми (1-3  нг/мл) [86]. 
Индукторами увеличения кон центрации sPLA2-
IIA при бактериальных инфекциях выступают 
липополисахарид (LPS) грам отрицательных бак-
терий Escherichia coli, ExoS токсин Pseudomonas 
aeruginosa, флагеллин, ДНК бактерий, а также 
TNFα, IL-1b, IL-6 [16, 35]. PLA2-IIA в течение 2 ч 
лизирует 90% S. aureus и 99% Listeria monocytogenes 
в сыворотке пациентов. Даже при физиологиче-
ских концентрациях PLA2-IIA уничтожает 90% 
L. monocytogenes, но не проявляет бактерицидной 
активности в отношении S. aureus и E. coli [86]. 

2.5.1. Механизмы селективного действия sPLA2 
в отношении грамположительных и грамотрица-
тельных бактерий

Считается, что различия в структуре клеточ-
ной стенки грамположительных и грамотрица-
тельных бактерий являются основным факто-
ром их чувствительности к sPLA2-IIA. Фермент, 
обладающий сильно положительным зарядом, 
присоединяется к отрицательно заряженной бак-
териальной стенке, содержащей тейхоевые кис-
лоты (WTA), за счет электростатических взаимо-
действий (рис. 6). 
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Связавшись с WTA, sPLA2-IIA вытесняет свя-
занные с ней ранее автолизины с образованием 
«пузыря» тейхоевых кислот (WTA), что обеспе-
чивает прохождение sPLA2-IIA через клеточную 
стенку в результате деградации автолизинами 
пептидогликана [87].

Такие бактерии, как S. aureus могут модифи-
цировать или восстанавливать фосфолипиды 
своих мембран, гидролизованных sPLA2-IIA, из-
меняя их поверхностный заряд за счет экспрес-
сии положительно заряженных компонентов 
(например D-аланина), посредством кодируемо-
го опероном dltABCD механизма, уменьшающе-
го электростатическое взаимодействие. По этой 

причине, мутант S. aureus dltA в 100 раз чувстви-
тельнее к бактерицидному действию sPLA2- IIA, 
чем D-аланин-содержащий родительский штамм 
[88]. Strp. pyogenes, экспрессируя ферменты со-
ртазу A и транспептидазу, участвующие в за-
креплении LPXTG белков в клеточной стенке, 
проявляют устойчивость более чем в 30 раз к воз-
действию sPLA2-IIA, чем штаммы, лишенные 
LPXTG протеинов [89]. В другом исследовании с 
помощью секвенирования транспозонов у GAS и 
GBS идентифицированы гены чувствительности 
(dltA и lytR) и гены-устойчивости (gacH и gacI) 
к sPLA2-IIA. Мутанты GAS потеря по гену ΔgacI, 
лишенные боковой цепи N-ацетилглюкозамина 

Рисунок 5. Корреляции уровня Lp-PLA2 с клиническими показателями у пациентов с COPD
Примечание. A – уровень Lp-PLA2 в сыворотке крови у пациентов с COPD. Б – повышение уровня Lp-PLA2 в зависимости 
от стадии GOLD. В – уровень Lp-PLA2 отрицательно коррелирует с индексом FEV1/FVC. Г – уровень Lp-PLA2 положительно 
коррелирует с оценками mMRC и CAT. Д – уровень Lp-PLA2 отрицательно коррелирует с BMI и FFMI. Е – уровень Lp-PLA2 
отрицательно коррелирует с 6MWD. Ж – анализ кривой ROC-уровня Lp-PLA2, ** – р < 0,01, *** – р < 0,001 [80]. Pulmonary function – 
легочная функция, exercise tolerance – устойчивость к физическим нагрузкам, Symptom burden – бремя симптомов, body 
composition – состав тела
Figure 5. Correlations of Lp-PLA2 level with clinical parameters in patients with COPD
Note. (A) Serum Lp-PLA2 levels in patients with COPD. (B) increase in Lp-PLA2 level depending on the GOLD stage. (C) Lp-PLA2 level is 
negatively correlated with FEV1/FVC index. (D) Lp-PLA2 level positively correlates with mMRC and CAT scores. (E) Lp-PLA2 level is negatively 
correlated with BMI and FFMI. (F) Lp-PLA2 level is negatively correlated with 6MWD. (G) Analysis of the ROC curve of the Lp-PLA2 level;  
**, p < 0.01; ***, p < 0.001 [80].

А (А)

Г (D)

Б (B)

Д (E)

В (C)

E (F) Ж (G)

Тяжесть симптомов
Symptoms burden

300

200

100

0

300

200

100

0

80

60

40

20

0

5

4

3

2

1

0

50

40

30

20

10

0

600

400

200

0

40

30

20

10

0

25

20

15

10

2

0

100

80

60

40

20

0

Устойчивость к физическим нагрузкам
Exercise tolerance

Легочная функция
Pulmonary function

Состав тела
Body composition

Lp-PLA2, ng/ml Lp-PLA2, ng/ml

Lp-PLA2, ng/ml

Lp
-P

LA
2, 

ng
/m

l

Lp
-P

LA
2, 

ng
/m

l
ИМ

Т
BM

I
Ш

ка
ла

 од
ыш

ки
 m

MR
C

MR
C 

dy
sp

ne
a s

ca
le

CA
T-

те
ст

CA
T-

sc
or

e

Те
ст

 с 
6-

ми
ну

тн
ой

 хо
дь

бо
й

6M
W

D
ОФ

В1
 / Ф

Ж
ЕЛ

, %
FE

V1
 / F

VC
 , %

ИО
МТ

FF
MI

Чу
вс

тв
ит

ел
ьн

ос
ть

Se
ns

itiv
ity

Lp-PLA2, ng/ml

Lp-PLA2, ng/ml Lp-PLA2, ng/ml

ROC-кривая
ROC-curve

***
***

ns

ns

r = -0,528
p < 0,001

r = -0,578
p < 0,001

r = -0,312
p = 0,002

r = -0,336
p = 0,002

30STS AUC: 0,750
SSTS AUC: 0,728
Lp-PLA2 AUC: 0,796

r = 0,339
p < 0,001

r = 0,339
p < 0,001

0 100 200 300

0 100 200 300 0 100 200 300 0 100 200 300

0 100 200 300 0 20 40 60 80

***
**

Специфичность
Specificity

GOLD
 1

GOLD
 3

GOLD
 2

GOLD
 4

ХОБЛ

COPD
Куря

щие

Smoke
r

Неку
рящ

ие

Neve
r sm

oke
r

100



716

Urazov S.P. et al.
Уразов С.П. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

(GlcNAc) проявляют резистентность в 10 раз к 
sPLA2-IIA, чем штамм GAS 5448 дикого типа. 
Также мутанты GBS, лишенные углеводов Лан-
цефильда, обладают устойчивостью к бактери-
цидному действию sPLA2-IIA [82]. Кроме того, 
B. anthracis могут защищать себя от литическо-
го действия sPLA2-IIA путем выделения edema 
токсинов (ET), повышающих внутриклеточные 
уровни циклического аденозинмонофосфа-
та (цАМФ), который ингибирует экспрессию 
sPLA2-IIA в клетках хозяина [90]. По вышеопи-
санным причинам, в целом грамотрицательные 
бактерии являются более устойчивыми к актив-
ности sPLA2-IIA, чем грамположительные. Одна-
ко sPLA2-IIA может лизировать грамотрицатель-
ных бактерий в сочетании с мембраноатакующим 
комплексом комплемента [16].

Устойчивость грамотрицательных бактерий к 
sPLA2-IIA обеспечивает им преимущество в вы-
живании по сравнению с грамположительными 
патогенами при их совместной колонизации и 
способствует дисбиозу [91]. Например, на ранних 
стадиях дыхательные пути у пациентов с муковис-
цидозом (CF) колонизируются S. aureus, на более 
поздних стадиях преобладает P. aeruginosa [92]. 
Этот патоген индуцирует секрецию sPLA2-IIA 
альвеолярными макрофагами, нейтрофилами и 
эпителиоцитами легких, что обеспечивает эли-

минацию S. aureus и сдвиг инфекции в сторону 
P. aeruginosa (рис. 7). [16, 91].

Следует отметить, что sPLA2-IIA может с оди-
наковой эффективностью лизировать как анти-
биотикоустойчивые, так и чувствительные штам-
мы патогенов. Следовательно, sPLA2-IIA может 
рассматриваться в качестве потенциального сред-
ства для борьбы с антибиотикоустойчивыми бак-
териями [16]. Идентификация sPLA2-устойчивых 
микроорганизмов и изучение механизмов рези-
стентности к sPLA2 может представлять страте-
гию борьбы с антибиотикоустойчивыми бактери-
ями [93]. 

2.5.2. Диагностическая значимость sPLA2-IIA 
при сепсисе и бактериальных инфекциях

Tan T.L. и соавт. [94] проведено проспектив-
ное когортное исследование по оценке диагно-
стической значимости sPLA2-IIA у 151 пациента 
с бактериальной инфекцией (E.  coli, S. aureus, 
Proteus spp., P. aeruginosa, Candida spp., Klebsiella 
pneumoniae, Bacteroides spp., Morganella morganii, 
Mycoplasma tuberculosis, Strep. Viridans, Burkholderia 
pseudomallei, Chlamydia Pneumoniae, Enterobacter 
spp., Salmonella spp., Scytalidium spp.), поступивше-
го в отделение неотложной помощи в националь-
ного университета Малайзии. Эффективность 
sPLA2-IIA сравнивали по чувствительности, 
специфичности и расчету площади под кривой 

Рисунок 6. Механизм действия sPLA2-IIA против грамположительных бактерий [16]
Примечание. A – Binding – связывание: Autolysin – автолизин, Peptidoglycan – пептидогликан, LTA (WTA) – липотейхоевая 
кислота, Membrane – мембрана. Б – Cell wall penetration – проникновение через клеточную стенку, Protein – белок.  
В – Phospholipid degradation – деградация фосфолипида.
Figure 6. Mechanism of action of sPLA2-IIA against Gram-positive bacteria [16]
Note. (А) Binding, (B) Cell wall penetration, (С) Phospholipid degradation.

Мембрана
Membrane

Липотейхоевая кислота
Lipoteichoic acid

Пептидогликан
Peptidoglycan

Соединение
Binding

Проникновение через клеточную 
стенку

Cell wall penetration

Деградация фосфолипида
Phospholipid degradation

Секреторная фосфолипаза А2-IIA
Secreted phospholipases A2-IIA
Автолизин
Autolysin

Белок
Protein

А (А) Б (B) В (C)



717

Секреторная фосфолипаза А2
Secretory phospholipase A22022, Vol. 24,  4

2022, Т. 24, № 4

с соответствующими показателями для hsCRP, 
процентного содержания нейтрофилов (N%), 
прокальцитонина (PCT) и лактата. Чувствитель-
ность 80% (95% CI 72-87%), специфичность 94% 
(95% CI 81-89%) и площадь под кривой 0,93 (95% 
CI 0,89-0,97) для sPLA2-IIA при пороговом зна-
чении 7,04 мкг/л оказались самыми высокими 
среди остальных аналитов (рис. 8). Авторы счи-
тают, что sPLA2-IIA может быть использован 
наравне с другими клинико-диагностическими 
показателями в качестве диагностического био-
маркера при бактериальных инфекциях [94].

Во время острой фазы сепсиса уровень sPLA2-
IIA в плазме может составлять 250-500 нг/мл и 
коррелирует с тяжестью заболевания [16, 18]. 
В исследовании, поведенном на 45 взрослых па-
циентах с синдромом системного воспалитель-
ного ответа и 45 добровольцев контрольной груп-
пы, установлено, что средний уровень sPLA2-IIA 
у пациентов составил 123 нг/мл (44-507,75 нг/мл) 
и был выше (р < 0,0001), чем в контрольной груп-
пе 0 (0-6,5 нг/мл) (рис. 9) [15]. 

При пороговой величине 25 нг/мл sPLA-2IIA 
имеет чувствительность 86,7% (95% CI 72,5-94,5) 
и специфичность 91,1% (95% CI 77,9-97,1) для 
диагностики сепсиса [15]. В более раннем ис-
следовании у 52 пациентов с сепсисом и 40 здо-
ровых добровольцев активность sPLA-2IIA в 1-й 
день составила 78±17 нмоль/мин/мл у пациен-
тов с тяжелым сепсисом и 3,5±2 нмоль/мин/мл 
у лиц контрольной группы. При этом активность 
фермента оставалась высокой у пациентов с ле-
тальным исходом, тогда как у выживших лиц она 

уменьшалась (p = 0,01). Не было установлено 
корреляций между уровнем sPLA-2IIA и тром-
боксаном B2, IL-1b, IL-6, TNFα ни для началь-
ных, ни для пиковых величин [95]. 

2.6. Роль sPLA2 при вирусных инфекциях
2.6.1. Диагностическая значимость sPLA2-IIA 

при вирусных инфекциях
Установлено, что уровень и активность PLA2 

сильно возрастают при инфекциях, вызванных 
вирусами вирусов денге (DENV), коронавирусом 
SARS-CoV-2, что может быть использовано для 
диагностики и прогнозирования тяжести и исхо-
да заболевания у пациентов [18, 96]. 

2.6.1.1. Геморрагическая лихорадка денге (DHF)
Известно, что PAF усиливает проницаемость 

сосудов при острой DHF [97]. PLA2 образует и 
регулируют PAF [21]. Jeewandara C. и соавт. из-
учили активности sPLA2, PAF и их зависимо-
сти от тяжести течения геморрагической формы 
(DHF) и лихорадки денге (DF) у, соответственно, 
13 и 30 взрослых пациентов в течение первых 5 
сут. заболевания. Ученые установили, что ак-
тивность sPLA2 была выше у пациентов с DHF 
(3-5 мкмоль/мин/мл), чем у пациентов с DF и 
коррелировала с уровнями PAF и степенью вире-
мии у пациентов с DHF [96].

2.6.1.2. Коронавирус SARS-CoV-2
sPLA2-IIA усугубляет повреждение тканей и 

органов всего организма [27, 98, 99]. Это может 
способствовать тяжести и летальному исходу от 
COVID-19 инфекции [18]. Действительно, ре-
зультаты исследований [100, 101] показали, что 
при тяжелом течении COVID-19 инфекции на-

Рисунок 7. Индуцируемая бактериями sPLA2-IIA лизирует бактерии-конкуренты [16]
Примечание. sPLA2-IIA – секреторная фосфолипаза А2-IIA, PMNs – полиморфоядерные лейкоциты.
Figure 7. Bacterially induced sPLA2-IIA lyses competing bacteria [16]
Note. sPLA2-IIA, secretory phospholipase A2-IIA; PMNs, polymorphonuclear leukocytes.
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блюдается снижение уровней фосфолипидов в 
плазме и увеличивается уровень лизофосфоли-
пидов (лизо-PL), ацилкарнитинов и неэстери-
фицированных ненасыщенных жирных кислот. 
Эти изменения липидного профиля указывают 
на повышение активности sPLA2, лизирующей 

фосфолипиды мембран при COVID-19 инфек-
ции [18]. При этом повышенные уровни фосфа-
тидилхолина 16: 1_22:6 (AUC = 0,97) и фосфа-
тидилэтаноламина 18:1_20:4 (AUC = 0,94), АК 
(AUC = 0,99) и олеиновой кислоты (AUC = 0,98) 
у 103 пациентов с COVID-19 инфекцией корре-

Рисунок 8. Площадь под кривой 5 биомаркеров для дифференциальной диагностики бактериальной инфекции
Примечание. hsCRP – высокочувствительный С-реактивный белок, sPLA2-IIA – секреторная фосфолипаза 2-IIA, N% – 
процентное соотношение нейтрофилов, PCТ – прокальцитонин [94].
Figure 8. Area under the curve of 5 biomarkers for the differential diagnosis of bacterial infection
Note. hsCRP, highly sensitive C-reactive protein; sPLA2-IIA, secretory phospholipase 2-IIA; N%, percentage of neutrophils; PCT, procalcitonin [94].

Рисунок 9. Уровни секреторной фосфолипазы A2-IIA у пациентов с сепсисом и контрольной группы [15]
Figure 9. Levels of secretory phospholipase A2-IIA in patients with sepsis and controls [15]
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Рисунок 10. Уровень и активность sPLA2-IIA в зависимости от степени тяжести COVID-19 инфекции [18]
Примечание. sPLA2 enzyme level – уровень sPLA2 (нг/мл), sPLA2 enzymatic activity – ферментативная активность sPLA2, Non-
COVID-19 – контроль, лица не болеющие COVID-19, Mild – легкая, Severe – тяжелая, Deceased – умершие, Positive correlation – 
положительные корреляции, negative correlation – отрицательные корреляции, BUN – азот мочевины крови, Creatinine – 
креатинин, Acetylcarnitine – ацетилкарнитин, NEW2 score – шкала NEW2, 7-category ordinal scale – 7-разрядная порядковая 
шкала, Glucose – глюкоза, Oxygen saturation – сатурация кислородом, GFR – скорость клубочковой фильтрации, Hematocrit – 
гематокрит, Hemoglobin – гемоглобин.
Figure 10. Level and activity of sPLA2-IIA depending on the severity of COVID-19 infection [18]
Note. BUN, Blood Urea Nitrogen; GFR, glomerular filtration rate.
лируют с тяжестью заболевания. Наблюдается 
нарушение биосинтеза тирозина, фенилалани-
на, триптофана и аминоацил-тРНК [102]. Так-
же высокие уровни sPLA2-IIA в плазме кро-
ви коррелируют с ее активностью (r2 = 0,84, 
р = 1,2 × 10-13) и тяжестью COVID-19 инфекции 
у 127 пациентов. В группе умерших от COVID-19 
пациентов уровни sPLA2- IIA могли достигать 
1020 нг/мл и были выше (89,3 нг/мл), чем у лиц с 
тяжелым (17,9 нг/ мл), легким (9,3 нг/мл) течени-
ем заболевания и без короновирусной инфекции 
(8,9 нг/ мл) (рис. 10) [18]. 

Также с помощью модели регрессионного 
анализа sPLA2-IIA и азот мочевины (BUN) при 
пороговых значениях 10 нг/мл и 16 мг/дл соот-
ветственно определены в качестве основных кли-
нических параметров прогнозирования смертно-
сти от COVID-19 инфекции с высокой точностью 
(площадь под кривой 0,93–1,0) и чувствитель-
ностью 75,4% [18]. В другом исследовании уро-
вень sPLA2 был повышен (269±137,3 нг/ мл, 

р = 0,01) в плазме крови у 14 детей с тяжелой 
формой COVID-19 инфекции по сравнению с 
бессимптомным (2±3 нг/мл) и легким течением 
(23 нг/мл). При этом уровень sPLA2 был увели-
чен (р = 0,04) у пациентов в острой фазе заболе-
вания (540±510 нг/мл) по сравнению с периодом 
выздоровления (2±1 нг/мл). Не было установ-
лено корреляций между sPLA2 и уровнями CRP, 
D-димера и количеством лейкоцитов [39]. Вместе 
с тем установлены положительные корреляции 
уровня sPLA2-IIA с показателями NEWS2, уров-
нем глюкозы и отрицательные с креатинином 
мочевины, скоростью клубочковой фильтрации, 
гематокритом, сатурацией гемоглобина, что так-
же подтверждает зависимость sPLA2-IIA от тяже-
сти COVID-19 инфекции [103, 104]. 

2.6.2. Вируцидная активность sPLA2-IIA
sPLA2-IIA проявляет сильную противови-

русную активность в отношении вирусов денге 
(DENV), гепатита С (HCV), иммунодефицита 
человека (HIV-1), японского энцефалита (JEV), 
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что может новой стать стратегией для разработ-
ки противовирусной терапии. Значения 50%-ных 
ингибирующих концентраций (IC50) sPLA2-IIA 
против HCV, DENV и JEV составили соответ-
ственно 0,036 нг/мл (0,003 нМ), 0,31 нг/мл (0,023 
нМ) и 1,34 нг/мл (0,10 нМ) (табл. 2). Также эф-
фективным оказалось действие sPLA2-IIA про-
тив HIV-1 со значением IC50 5,4 нг/мл [105, 106].

Напротив, sPLA2-IIA оказывает очень слабую 
вируцидную активность против вирусов Синд-
бис, гриппа А, простого герпеса, Сендай, энце-
фаломиокардита, вируса Коксаки B3 и корона-
вируса MERS-CoV, для которых значения IC50 и 
превысили 10000 нг/мл [107, 108, 109, 110]. Пред-
полагается, что такая селективность вирусолити-
ческой активности sPLA2-IIA обусловлена нали-
чием и липидным составом вирусной оболочки. 
У вирусов HCV, DENV и JEV белково-липидный 
каспсид образуется в результате отпочковыва-
ния от цистерн эндоплазматического ретикулума 
(ER) клетки-хозяина. Тогда как капсиды вирусов 
гриппа A, Сендай, Синдбис, везикулярного сто-
матита Нью-Джерси и HSV-1 формируются при 
отпочковывании от плазматической мембраны 
и везикул комплекса Гольджи (для HSV-1), ли-

пидный состав которых отличается от ER [17]. 
Причиной низкой активности sPLA2-IIA против 
VSNJV может быть пулевидная конфигурация 
капсида вируса, которая содержит краевые де-
фекты упаковки липидов. Очень низкая актив-
ность (IC50 > 10000 нг/мл) sPLA2-IIA в отноше-
нии вирусов Коксаки B3 и энцефаломиокардита 
может быть связана с отсутствием у них внеш-
ней липидной оболочки [111]. Слабая вируцид-
ная активность sPLA2-IIA против коронавируса 
MERS- CoV может объясняться образованием его 
липидной оболочки из промежуточного компар-
тмента сети везикул ER и аппарата Гольджи, име-
ющего схожий состав липидов с ER [112]. При 
этом могут образовываться два типа вирионов 
MERS-CoV: чувствительные к sPLA2-IIA капси-
ды – из везикул ER, а устойчивые – отпочковы-
ваются из везикул аппарата Гольджи и плазмати-
ческой мембраны [113].

2.6.3. Механизмы действия sPLA2 при вирусных 
заболеваниях

Считается, что сильная противовирусная ак-
тивность sPLA2 обусловлена ее способностью 
лизировать глицерофосфолипиды вирусных кап-

ТАБЛИЦА 2. ВИРУЦИДНАЯ АКТИВНОСТЬ sPLA2 ПРОТИВ РАЗНЫХ ВИРУСОВ [17]

TABLE 2. VIRUCIDAL ACTIVITY OF sPLA2 AGAINST VARIOUS VIRUSES [17]

Вирус
Viruses

Семейство
Family 

Место образования 
вируса

Location of the virus

ИК50, нг/мл
IC50, ng/ml

HCV Flaviviridae ER 0,036±0,004
DENV Flaviviridae ER 0,31±0,07
JEV Flaviviridae ER 1,34±0,21
MERS-CoV Coronaviridae ERGIC 10000
SINV Togaviridae PM > 10000
FLUAV Orthomyxoviridae PM > 10000
SeV Paramyxoviridae PM > 10000
VSNJV Rhabdoviridae PM 2300±1333
HIV1 Retroviridae PM 5,4
HSV-1 Herpesviridae TGN > 10000
EMCV Picornaviridae Без оболочки > 10000
СV-B3 Picornaviridae Без оболочки > 10000

Примечание. HCV – вирус гепатита С, DENV – вирус денге, JEV – вирус японского энцефалита, MERS-CoV – 
коронавирус ближневосточного респираторного синдрома, SINV – вирус Синдбис, FLUAV – вирус гриппа A, 
SeV – вирус Сендай, VSNJV – вирус везикулярного стоматита Нью-Джерси, HIV1 – вирус иммунодефицита 
человека, HSV-1 – вирус простого герпеса типа 1, EMCV – вирус энцефаломиокардита, CV-B3 – вирус Коксаки B3, 
ER – эндоплазматический ретикулум, PM – плазматическая мембрана, TGN – сеть аппарата Гольджи, ERGIC – 
промежуточный компартмент сети везикул эндоплазматического ретикулума и аппарата Гольджи.

Note. HCV, hepatitis C virus; DENV, dengue virus; JEV, Japanese encephalitis virus; MERS-CoV, Middle East respiratory syndrome 
coronavirus; SINV, Sindbis virus; FLUAV, influenza A virus; SeV, Sendai virus; VSNJV, New Jersey vesicular stomatitis virus; HIV1, 
human immunodeficiency virus; HSV-1, herpes simplex virus type 1; EMCV, encephalomyocarditis virus; CV-B3, Coxsackie B3 virus; 
ER, endoplasmic reticulum; PM, plasma membrane; TGN, Golgi network; ERGIC, intermediate compartment networks of vesicles of 
the endoplasmic reticulum and the Golgi apparatus.
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сидов, приводя к инактивации и ингибированию 
репликации вирусов (рис. 11). 

Напротив, 20-нм шипы коронавирусов, обра-
зованные S-гликопротеином, препятствуют вза-
имодействию sPLA2 с липидами оболочки [17]. 
С другой стороны, цитокины, высвобождаемые 
активируемыми нейтрофилами, макрофагами, 
эндотелиальными клетками повышают уровень 
sPLA2 в крови при вирусной инфекции. Повы-
шенные уровни sPLA2 индуцируют дисфунк-
цию эндотелиоцитов сосудов, например, при 
COVID-19 инфекции [114]. В свою очередь, ин-
фицирование вирусом клеток вызывает их апоп-
тоз, при котором наблюдается инверсия слоев 
плазмолеммы и появление на внешней мембране 
фосфатидилсерина (PS), являющегося мишенью 
для sPLA2. При гидролизе sPLA2 фосфолипидов 
мембраны образуются лизофосфолипиды и жир-
ные кислоты, которые повреждают мембраны 
здоровых клеток. PS активирует протромбиназу, 
запускающую процесс коагуляции (рис. 12) [39]. 
Этот механизм подтверждается клиническими 
данными по тромбообразованию и повышенны-
ми уровнями D-димера при COVID-19 инфек-
ции [115].

Кроме того, степень тяжести COVID-19 ин-
фекции положительно коррелирует с уровнем 
виремии и количеством апоптотических кле-
ток, экспрессирующих PS. Следовательно, такие 
клетки будут разрушаться sPLA2, что еще больше 
увеличивает системное воспаление [116]. Ин-
гибирование повреждения клеток, вызванного 
sPLA2, может рассматриваться как новый подход 

против неконтролируемого воспаления и цито-
кинового шторма. 

Заключение
Секреторные фосфолипазы А2 – это уни-

кальное семейство липолитических ферментов, 
выполняющие разносторонние до конца не из-
ученные функции и участвующие в патогенезе 
широкого спектра заболеваний. С одной сто-
роны, sPLA2, гидролизуя фосфолипиды мем-
бран, способствуют элиминации поврежденных, 
апоптотических клеток и оказывают сильное 
бактерицидное, вируцидное действие, в то чис-
ле против антибиотикорезистентных штаммов 
микроорганизмов. В этом плане использование 
sPLA2 может представлять новую стратегию те-
рапии бактериальных и вирусных инфекций. С 
другой стороны, в результате действия sPLA2 на 
ее субстраты образуются биологически актив-
ные молекулы (арахидоновая, лизофосфатидная 
кислоты, лизофосфолипиды, жирные кислоты, 
простагландины, лейкотриены, тромбоксаны), 
которые оказывают сильное воспалительное, де-
тергирующее, коагулирующее действие и повы-
шают проницаемость сосудов. Такая провоспали-
тельная роль sPLA2 обуславливает повышение ее 
уровней и активности при сердечно-сосудистых, 
дыхательных, аутоиммунных, метаболических, 
онкологических, бактериальных и вирусных за-
болеваниях. В этой связи, повышенные концен-
трация и активность sPLA2 могут использоваться 
в качестве биомаркера при диагностике и про-
гнозировании тяжести и исхода этих заболеваний 

Рисунок 11. Механизм действия sPLA2 на вирусный репликативный цикл [18]
Figure 11. Mechanism of action of sPLA2 on the viral replication cycle [18]
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у пациентов. Еще следует обратить внимание, 
что цитозольные формы PLA2 представляют со-
бой внутриклеточный мессенджер, участвующий 
в MAPK/ERK, PI3K/AKT сигнальных каскадах, 
стимулирующих пролиферацию и выживаемость 

в том числе раковых клеток. Необходимо прове-
дение дальнейших исследований для установле-
ния точных механизмов и новых ролей sPLA2 в 
патогенезе освещенных в данном обзоре и новых 
заболеваний.

Рисунок 12. Инфламмасома COVID-19, связанная с секреторной фосфолипазой A2 (sPLA2) [39]
Примечание. Normal cell Phosphatidyl serine (PS) inside – в нормальной клетке фосфтидилсерин располагается на внутреннем 
листке мембраны, Apoptosis/Necrosis Phosphatidyl serine (PS) outside – при апоптозе и некрозе фосфтидилсерин появляется 
на внешней мембране, T cell – Т-лимфоцит, Macrophage – макрофаг, cytokines – цитокины, CRP – С-реактивный белок, 
IL-6 – интерлейкин-6, TNFαα – фактор некроза опухолей-αα, Albumin – альбумин, D-dimer – Д-димер, Thrombin – тромбин, LPL – 
плацентарная липопротеин липаза, Prothrombinase complex – комплекс протромбиназы, Са – кальций.
Figure 12. COVID-19 inflammasome associated with secretory phospholipase A2 (sPLA2) [39]
Note. CRP, C-reactive protein; LPL, Placental lipoprotein lipase; Tumor necrosis factor-α; IL-6, Interleukin-6; Са, calcium.
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ИДЕНТИФИКАЦИЯ МУТАЦИЙ ПОВЕРХНОСТНОГО 
ГЛИКОПРОТЕИНА SARS-CoV-2 В ШТАММАХ, 
ИЗОЛИРОВАННЫХ В ИРАКЕ
Давуд Али А.1, Ясим Б.И. 2, Рияд-аль-Джалили О.1
1 Мосульсий университет, г. Мосул, Ирак 
2 Ниневийский университет, г. Мосул, Ирак

Резюме. Глобальная пандемия коронавирусной инфекции стала длительной кризисной ситуацией 
для общества, экономики и здравоохранения, которая продолжается и сейчас. Спайк-гликопротеин 
вируса SARS-CoV-2 является одним из первичных компонентов вирулентности, тканевого тропизма 
и объектов носительства. Целью работы было определение мутаций S-белка в изолятах от больных 
COVID-19 в Ираке. Методы: полногеномные последовательности линий вируса в Ираке  получали из 
базы GISAID. Используя статистики сатурационного мутагенеза и другие методики биинформатики,  
мы изучили 20 последовательностей изолятов SARS-CoV-2 с миссенс-мутацией данного белка, вы-
явленных в Ираке и выбранных из базы данных NCBI. Результаты: во всех линиях вируса, при срав-
нении с диким типом, были выявлены следующие мутации: L452R, A522V, E583D and D614G. Число 
мутаций этих линий было различным, в зависимости от места сбора образцов. Мутация D614G была 
обнаружена в 19 линиях. Одна из линий имела 3 мутации, тогда как другая относились к дикому типу 
вируса. Структура мутантного белка существенно изменяется из-за энергетических взаимодействий 
атомов в зоне стыковки, что влияет на стабильность белка. Выводы:  стабильность S-белка может из-
меняться в зависимости от места мутации. Стыковка молекулы RBD-ACE2 нарушается по-разному  
при заменах аминокислот L452R and A522V.

Ключевые слова: SARS-CoV-2, спайк-протеин, мутации, поверхностные, ACE2, RBD

IDENTIFICATION OF SURFACE GLYCOPROTEIN MUTATIONS 
OF SARS-CoV-2 IN ISOLATED STRAINS FROM IRAQ
Ali Adel Dawooda, Bassam Ismael Jasimb, Omar Riadh Al-Jalilya

a University of Mosul, Mosul, Iraq 
b Ninevah University, Mosul, Iraq

Abstract. Background: The global pandemic of coronavirus disease is a societal, economic, and public-
health crisis that is still underway. The spike glycoprotein of SARS-CoV-2 is one of the primary ingredients for 
virulence, tissue tropism, and host areas. Aim: This study aimed to determine mutations in the S protein of the 
Iraqi COVID-19 isolates. 

Full genome sequences of Iraqi strains were obtained from GISAID. Using statistical saturation mutagenesis 
and other informatics methods, we investigated 20 sequences of SARS-CoV-2 S protein missense mutation 
isolates in Iraq selected from NCBI.
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The following mutations were detected for all the strains under study compared to the wild type: L452R, 
A522V, E583D and D614G. The number of mutations in the strains was different depending on the location 
of the state from which the sample was collected The D614G mutation was found in 19 strains. One strain 
had three mutations, while the other was a wild form strain. The structure of the mutant protein changes 
dramatically, as does the energy of the atoms concerning the docking position, affecting the protein’s stability. 

The mutation sites would improve the S protein’s stability. Molecular docking of RBD-ACE2 is affected 
differently by residues L452R and A522V.

Keywords: SARS-CoV-2, Spike, Mutation, Surface, ACE2, RBD

Introduction
The global pandemic of coronavirus disease is an 

ongoing social, economic, and public health issue. 
COVID-19 etiologic agent was recently designated 
SARS-CoV-2 by the Coronavirus Study Group on 
the International Committee of Virus Taxonomy [6, 
16]. The latest member of the coronaviridae family 
is closely linked to serious acute coronavirus 
syndrome [5, 28].

The spike glycoprotein of SARS-CoV-2 is one of the 
primary ingredients for virulence, tissue tropism, and 
host areas and plays a key goal for the neutralization of 
antibodies and the design of a vaccine [8, 12, 26, 38]. 
The S protein of SARS-CoV-2 is generally regarded 
as the most promising immunogenic for eliciting 
defensive immunity [24]. However, since the S protein 
has adapted to conduct its functions when evading host 
neutralizing antibody responses, it should be designed 
to ensure the best immune response possible [13]. The 
protein of coronavirus S is split into two domains: 
S1 and S2 [7, 24]. The domain S1 mediates receptor 
binding and the domain S2 mediates membrane 
fusion downstream. In S1 there is a core and receptor 
binding motif (RBM) that explicitly recognizes ACE2 
in the recipient binding domain (RBD) [4, 25]. For 
the host and cross-species SARS-CoV-2 infections, 
the RBD-ACE2 interactions are important [1, 3]. 
The recent experiments have shown that the ACE2 
affinity of SARS-Cov-2 S protein and bat coronavirus 
is greater than that of SARS-CoV [16]. The cryogenic 
electron microscopy (cryo-EM) work has been used 
to establish a prefusion ectodomain trimer in open 
and closed SARS-COV-2 S conformation states [34, 
35]. The computer modeling of the SARS-CoV-2 
RBD-ACE2 interaction has found several residues 
potentially involved in the interaction, although the 
true residues which mediate the interaction remain 
unclear [14, 30]. In addition, no isolated SARS- CoV 
monoclonal antibodies can neutralize SARS-CoV-2 
in place of observable SARS-CoV-2 neutralizing 
serum/plasma activity in patients recovering from the 
SARS-CoV infections [19, 23].

Compared to other RNA viruses, coronaviruses 
are at high rates of mutation. New mutations are 
constantly emerging in SARS-CoV-2 and are the 
main challenge in the synthesis of wide neutralizing 
antibodies [17]. Computational mutagenesis for 
saturation offers a quick technique for investigating all 

conceivable mutations and identifying new functional 
locations. Therefore, it is essential to study RBD-CE2 
affinity and S stability.

In this study, the SARS-CoV-2 S missense mu-
tations were investigated with computational 
saturation mutagenesis. We retrieved 20 completed 
Iraqi SARS-CoV-2 isolates from various regions. 
A total of four S-protein mutations and one RBD 
domain mutation were observed. The future target 
locations for antiviral drug formulation and vaccines 
for the latest coronavirus strain study have been 
identified.

Materials and methods
The current research has conducted complete 

genome sequence data from the ancestral cladding 
of SARS-CoV-2 strains presented in GISAID of 
Iraq viral isolated from Samawa and Erbil (https://
www.gisaid.org). NCBI Genbank has been retrieved 
full genome sequences of 20 SARS- CoV-2 isolates 
corresponding to the following accession numbers: 
MW290973, MW512847, MW633517, MW546610, 
MT940504, MT940484, MT940500, MT940492, 
MT940489, MT940508, MT940497, MT940487, 
MT940499, MT940486, MT940496, MT940507, 
MT940494, MT940503, MT940490, and MT940498. 
The surface glycoprotein sequences were derived from 
each genome annotation or by locally aligning the 
SARS-CoV-2 protein in the coding segment (CDS) 
translation characteristic: QPI19598, QQW45569, 
QRW43499, QQZ48538, QNL36298, QNL36058, 
QNL36250, QNL36154, QNL36118, QNL36346, 
QNL36214, QNL36094, QNL36238, QNL36082, 
QNL36202, QNL36334, QNL36226, QNL36178, 
QNL36286, and QNL36130 (https://www.ncbi.
nlm.nih.gov). China-reference entire genome 
(YP_009724390) and S protein (QQZ48538) were 
selected as template sequences for alignment and 
homology modeling.

Multiple sequence alignment and phylogenetic tree 
analysis

MAFFT 7 server and Clustal-Omega were used 
for the degree of convergence between sequences. 
Similarity estimation with Jalview was seen. The 
phylogenetic tree has been derived with ViPR tool.

Predication of 2D structure
A PSIPRED webserver was used to identify the 

secondary structural portion (random spool, alpha 
helices beta-strands) of S protein. Imaging and 
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comparison of protein structure with PyMoL software 
were conducted.

Predication of homology modeling and 3D structural 
analysis

The wild and mutant S protein crystal model 
was created by homology modeling approach using 
servers from Swiss-Model and Maestro-Schrodinger. 
PDB (6VXX) reference of S protein has been 
selected as a template. Models are built based on the 
target-template alignment using ProMod3. In the 
structural validation and model accuracy (protein 
preparation, covalent geometry, angles of torque, 
protein minimization, residues scanning estimation, 
energy calculation, hydrogen bond optimization, and 
whole atomic contact analysis), BioLuminate 4.2 and 
QMEAN were used to calculate wild and mutant of S 
proteins. Images were viewed using PyMol.

The ProtParam in the ExPASy portal has 
calculated the physiochemical characteristics of wild 
and mutant S proteins. Inelastic network models, 
changes caused by mutations in the protein dynamic 
structure were simulated. The DynOmics 1.0 server 
is used to analyze S protein structure mutations and 
complex molecule modifications. By comparing 
experimentally crystallographic results with wild and 
mutant model data obtained in this analysis, both the 

Gaussian network and anisotropic network model 
measured the collective protein motion and mean 
quadrangular fluctuations of each residue.

Construction 3D structure of S protein mutations 
on the molecular docking model

We used Schrodinger sever to build the crystal 
structure of the detected mutations on the molecular 
docking region between receptor-binding domain 
(RBD) and angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) 
on the host cell membrane. PyMol was used to 
decipher the images. The RBD-ACE2 model with 
ID (6M0J) was chosen from the PDB. The distances 
between the atoms were measured to see whether the 
mutations influenced the chain of molecular docking 
or the overall model’s conformational changes.

Results
Multiple sequence alignment of 20 S proteins 

compared with the wild type is shown in Figure (1). 
Only 1 out of 20 sequences did not notice any changes 
and adopt the wild form. A total of 4 existing mutations 
were detected. S gene mutation analysis determined: 
D614G mutation [aspartic acid (D) substituted with 
glycine (G) in codon 614]. This mutation is linked to 
the facilitation of virus transmission and virulence in 
19 sequences. Other mutations showed in the S gene 

Figure 1. MSA showed 4 mutations in different residues of 19 sequences of S proteins
Note. Mutations are L452R, A522V, E583D and D614G. Each strain shows the numbers of mutations. D614G is found in 19 starins.
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Figure 2. Phylogenetic tree of 21 sequences of S protein
Note. The QNL36238 strain is related to the wild type. 17 strains are not closely related to the wild strain.

Figure 3. Prediction 2D structure of S protein sequences
Note. (A) the original residues of wild type. (B) site of D614G mutation of the strain QPI19598 in pink color. (C) site of A522V and D614G mutations 
of 17 strains. (D) site of L452R, E583D, and D614G mutations of the strain QRW43499.

region were: L452R mutation [lysine (L) substituted 
with arginine (R) in residue 452 of QRW43499. 
A522V mutation [alanine (A) substituted with valine 
(V) in residue 522 of 17 sequences. E583D mutation 
[glutamate (E) substituted with aspartate (D) in 
residue 583 of QRW43499.

Phylogenetic analyzes of the tree have shown 
that one genome is entirely linked to the wild form. 
Other sequences with various similarities in the same 
cladding are linked to the comparison (Figure  2).

We have shown that there is a conformational 
change in chains due to mutations in the prediction 
of two-dimensional structure. Mutations E583D and 
D614G have changed from the coil to the strand, 
but we have not seen any difference in the chains in 
positions L452R and A522V (Figure 3).

In global structures, like expanded random coil 
protein, with a poor secondary structure or molten 
globules, the native disorder still occurs, which have 
normal secondary structure elements that do not 
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Figure 4. Analysis of Disopred (DISOPRED 3) and membrane helix prediction (MEMSAT-SVM)
Note. (A) wild type shows the original residues with blue lines in the plot and schematic. (B) D614G mutation of the strain QPI19598. (C) L452R, 
E583D, and D614G mutations of the strain QRW43499. (D) A522V and D614G mutations of 17 strains.

Figure 5. Cartoon 3D structure of wild type and mutant sequences
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Figure 6. Surface view of the 3D structure of wild type and mutant sequences
Note. (A) wild type. (B) D614G mutation of the strain QPI19598 shows in pink color. (C) A522V and D614G mutations of 17 strains shows in red 
color. (D) L452R, E583D, and D614G mutations of the strain QRW43499.

Figure 7. Measurement of distances between atoms of wild type and mutagenic patterns
Note. (A) distances between 4 residues in wild type 29.78Å, 17.8Å and 37Å. (B) distances between none mutated residues and D614G mutation 
of the strain QPI19598, 30.9Å, 7.8Å and 37Å respectively. (C) distances between wild residues and (A522V and D614G mutations) of 17 strains 
30.9Å, 16.8Å and 38.1Å respectively. (D) distances between wild residues and (L452R, E583D, and D614G mutations) of the strain QRW43499, 
30.3Å, 19.1Å and 38Å respectively.

condense into a stable globular fold. The change in 
the protein secondary structure can be observed by 
analyzing the original disorder concerning the main 
type and mutant strains using DISOPRED 3 server 
and membrane helix prediction (MEMSAT-SVM) 
(Figure 4).

We constructed a three-dimensional structure of 
the mutagenic strains obtained on the template chosen 

for the S protein. In the cartoon and ribbon surface 
models as shown in Figures 5 and 6, the photographs 
have shown the proportion of modifications in the 
protein structure and the morphological changes 
related to each mutation.

The findings of the study measure the distance 
between the wild-type atoms and the mutant strains. 
The current study showed that the distance between 
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Figure 9. Molecular docking of RBD-ACE2 of wild and mutant sequences show the position of mutations in the docking 
interaction
Note. (A) wild type. (B) L452R mutation of the strain QRW43499. (C) A522V mutation of 17 strains.

Figure 8. Energy level of 4 mutations
Note. (A) Δ Stability (solvated). (B) Δ Hydropathy. (C) Δ Total rotatable bonds. (D) Δ SASA (total). (E) Δ Prime Energy. (F) Δ Stability Covalent.

atoms is markedly different. The spacing between 
residues L452R and A522V of the C3 atoms is 37Δ for 
the wild type, while the distance for the mutated type is 
38Δ and 38.1Δ (Figure 7C and D) respectively. Between 
A522V and E583D residues, the gap between the wild 

and mutant strains was reduced, from 17.8Δ to 16.8Δ. 
The interval between C3 atoms, on the other hand, 
ranged from 29.7Δ to 30.9Δ between positions E583D 
and D614G (Figure 7). The energy calculation of 
atoms including hydropathy, rotatable bonds, prime 
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TABLE 2. MODIFICATION OF ENERGY EQUATIONS BETWEEN WILD AND MUTANT RESIDUES

Residue Original Mutate
Δ Stability 
(solvated) 
kcal/mol

Δ
Hydropathy 

kcal/mol

Δ Total rotatable 
bonds kcal/mol

Δ SASA
(total) 

kcal/mol

Δ Prime 
Energy 

kcal/
mol

Δ Stability 
Covalent 
kcal/mol

A:522 Ala Val -7.68 0.45 1 -4.14 -0.31 3.65

A:452 Leu Arg -2.37 -1.46 2 9.23 -35.87 3.44

TABLE 1. MODIFICATION OF ENERGY EQUATIONS BETWEEN WILD AND MUTANT RESIDUES

Residue Original Mutate
Δ Stability
(solvated) 
kcal/mol

Δ
Hydropathy 

kcal/mol

Δ Total
rotatable 

bonds 
kcal/mol

Δ SASA
(total) 

kcal/mol

Δ Prime
Energy 

kcal/mol

Δ Stability
Covalent 
kcal/mol

A:614 Asp Gly -3.15 1.31 -2 -25.47 32.27 2.13

A:583 Glu Asp 8.12 -0.41 -1 27.30 -6.60 -12.59

A:522 Ala Val -6.34 0.10 1 -11.97 1.03 2.01

A:452 Leu Arg 2.95 -1.86 2 23.08 -30.55 0.54

Figure 10. Energy level of 4 mutations
Note. (A) Δ Stability (solvated). (B) Δ Hydropathy. (C) Δ Total rotatable bonds. (D) Δ SASA (total). E: Δ Prime Energy. F: Δ Stability Covalent.
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energy, stability solvate, and covalent bonds resulting 
from mutations was shown in table (1). The mutations 
have led to the protein stability by reading the data, 
especially for the E583D and D614G mutations 
(Figure 8).

The receptor-binding domain (RBD), which is 
part of the S1 subunit, responsible for the docking 
of S protein to the ACE2 receptor on the host cell 
membrane. PDB (6M0J) was selected to detect 
mutation effects and build the three-dimensional 
structure of new mutations. The RBD region contains 
residues in the range of (333-526). There are only 
two detected mutations found in it (Arg-452 and 
Val-522). RBD interface fusion residues include sites 
(473-508), while ACE2 molecular docking residues 
include sites (21-100). Since the observed mutations 
do not occur inside the fusion site, but rather through 
the construction of the crystal structure, it became 
apparent that mutation Arg-452 has an impact on 
the fusion site. We noticed a change in the distance 
between the carbon atom no. 3 and the fusion sites for 
the wild type (26.9Δ, 13.3Δ, 4.7Δ, and 20.4Δ), while for the 
mutated type it was (27.9Å, 14.4Å, 4.1Δ, and 20.1Å). 
In this study, we did not observe a change concerning 
mutation Val-522 in the coalescence region because it 
is relatively distant (Figure 9). The energy calculation 
of atoms including hydropathy, rotatable bonds, prime 
energy, stability solvate, and covalent bonds resulting 
from 2 mutations was shown in table (2). Since the 
energy of a solvated bond is greater than the energy 
of a covalent bond, the mutations L452R and A522V 
result in stability proteins. This finding may affect 
the total energy of the RBD-ACE2 docking fusion 
residues (Figure 10).

Discussion
Despite the development of vaccines for the 

emerging coronavirus, scientists are still trying to 
figure out how the virus interacts with the host cell. 
Researchers are also working to restrict the virus by 
detecting mutations and thereby preventing it from 
entering the cell [33, 36].

Several genomic regions of increased genetic 
variation in SARS-CoV-2 isolates were discovered in 
recent studies of fine-scale sequence variation [20, 23]. 
We discovered four apparent mutations by studying 
the amino acid sequence pattern of the selected 
strains. The most common mutation (D614G) in the 
second wave of the epidemic in Brazil and the United 
Kingdom was detected in 19 sequences [15]. In many 
of the places where it has been detected, the mutant 
virus with glycine at the residue (G614) has shown to 
quickly dominate [31, 37]. This finding indicates that 
the G614 virus may have a propagation advantage over 
the D614 virus, but we can’t rule out the possibility 
that non-stochastic sampling of virus sequences and 
spontaneous founder effects contribute to its current 
dominance [11, 22]. The D614G mutation is thought 

to facilitate an open configuration of the S protein 
that is more conducive to ACE2 association [27, 34].

The wild form was followed by one strain. Three 
mutations were also discovered (L452R, A522V, 
and E583D). Three forms of mutations were found 
in the strains (QRW43499). By predicting the two-
dimensional structure of mutated strains, it became 
clear to us that there is a change in the shape of the 
chain from the coil to strand for the two mutations 
(E583D and D614G). This is yet another example 
of how modifying the protein’s two-dimensional 
structure affects its three- dimensional form. This 
confirms that using the Disopred server, the mutation 
frequency for the wild type has increased, particularly 
for the D614G mutant. An amino acid modification 
(D614G) outside the RBD was shown to be more 
contagious in a previous study, but no evidence of 
being immune to neutralizing antibodies was found. 
The increasing domination of D614G, on the other 
hand, needs special consideration [2, 29].

After constructing the mutants’ crystal structures 
and comparing them to the wild form, we discovered 
that there is a significant difference, especially in 
the surface view of residue mutation L452R. The 
conformational change in the distance between the 
atoms confirms this. On the other hand, variations in 
energy measurements that were often directed toward 
protein stability were observed. The solvate energies 
of D614G and A522V are lesser than those of E583D 
and L452R. In contrast to the rest of the mutations, 
the energy of the covalent bonds was lower in the 
position E583D.

We conducted that the L452R mutation is nearest 
to the fusion region and has an effect on the protein’s 
structure, while the A522V mutation has little effect 
on the overall shape due to its distance from the fusion 
region (473-508). What confirms our perception is 
the change of the distances between the atoms for 
the mutated from the wild type. As compared to 
the energy of covalent bonds, the solvated energy 
of the two mutations was stronger. When we equate 
the mutational energy of protein S to the mutagenic 
energy of RBD-ACE2 molecular docking, we find an 
important difference. For example, the solvate energy 
for the L452R mutation in the S protein was (2.95 
kcal/mol), while the same mutation in RBD-ACE2 
had lower energy (-2.37 kcal/mol). The rotatable 
energy between S protein mutations and RBD-ACE2 
docking was revealed to be unchanged in the current 
study. Furthermore, the study recorded important 
variations in the various energies of mutations under 
study between S protein and RBD-ACE2 molecular 
docking.

S protein conformational changes that result in 
membrane fusion include not only receptor binding 
but also adequate protease activation. It’s also helpful 
to know the rate and pace of mutations because they 
play a key role in the virus eluding the host immune 
system and increasing drug resistance [10]. We 
speculated that since human ACE2 hasn’t adapted to 
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accept the SARS-CoV-2 S enzyme, mutations that 
increase affinity could be discovered. Without a doubt, 
mutations in the S protein play the most important 
role in modifying the virus’s pattern of host-cell 
attachment and interaction. It’s also crucial to know 
the rate and pace of mutations because they play a key 
role in the virus eluding the host immune system and 
gaining drug resistance [31].

According to one review, the furin-cleavage 
site tends to confer a fitness benefit that has yet to 
be determined. The D614G S-protein mutation 
that tends to facilitate SARS-CoV-2 transmission 
in humans also improves functional S-protein 
integration into SARS-CoV-2 VLP and retroviral 
PV, increasing PV infectivity [38]. To assess the effect 
of this transition on the existence and magnitude of 
COVID-19, further research will be needed.

Our findings suggest that stabilizing mutations will 
keep S protein stable enough to perform its function 
and also improving SARS-CoV-2 resistance. Via 
calculating energy variations, we conducted that the 
viral mutants are substitutions with minimum and 
maximum folding.

Conclusions
We investigated 20 sequences of SARS-CoV-2 

S protein missense mutation isolates in Iraq using 
computational saturation mutagenesis. We found 
19 strains with the common mutation (D614G) 
that can stabilize the whole SARS-Cov-2 S protein. 
Furthermore, we conducted that the majority of 
mutation sites would improve the S protein’s stability. 
One strain, published on February 25, 2021, included 
three mutations, which is a dangerous sign that the 
number of mutations in the S protein may increase. 
We also revealed that neighboring residues L452R and 
A522V have distinct effects on RBD-ACE2 binding. 
The effect of the mutation site on the S protein and the 
location of docking fusion differs due to differences in 
the measured energy ratios of atoms, which is essential 
for this protein-protein interaction.
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both essential for proteolytic activation and spread of SARS-CoV-2 in human airway epithelial cells and provide 
promising drug targets. Life Sci. Alliance, 2020, Vol. 3, e202000786. doi: 10.26508/lsa.202000786.

2. Bosch B.J., van der Zee R., de Haan C.A., Rottier P.J. The coronavirus spike protein is a class I virus fusion 
protein: structural and functional characterization of the fusion core complex. J. Virol., 2003, Vol. 77, no. 16, pp. 8801-
8811.  

3. Calcagnile M., Forgez P., Lannelli A., Bucci C., Alifano M., Alifano P. Molecular docking simulation reveals 
ACE2 polymorphisms that may increase the affinity of ACE2 with the SARS-CoV-2 Spike protein. Biochimie, 2021, 
Vol. 180, pp. 143-148. 

4. Chan K., Dorosky D., Shamra P., Abbasi S., Dye J., Kranz D., Herbert A.S. Procko E. Engineering 
human ACE2 to optimize binding to the spike protein of SARS coronavirus 2. Science, 2020, Vol. 369, no. 6508,  
pp. 1261-1265.

5. Dawood A. Glycosylation, ligand binding sites and antigenic variations between membrane glycoprotein of 
COVID-19 and related coronaviruses. Vacunas, 2021, Vol. 22, no. 1, pp. 1-9.

6. Dawood A. Identification of CTL and B-cell epitopes in the Nucleocapsid Phosphoprotein of COVID-19 
using Immunoinformatics. Microbiol. J., 2021, Vol. 83, no. 1, pp. 78-86. 

7. Dawood A. Mutated COVID-19, May Foretells Mankind in a Great Risk in The Future. New Microbes New 
Infect., 2020, Vol. 35, 100673. doi: 10.1016/j.nmni.2020.100673.

8. Dawood A., Altobje M. Inhibition of N-linked Glycosylation by Tunicamycin May Contribute to The 
Treatment of SARS-CoV-2. Microbiol. Path., 2020, Vol. 149, 104586. doi: 10.1016/j.micpath.2020.104586.

9. Dawood A., Altobje M., Alnori H. Compatibility of the ligand binding sites in the spike glycoprotein 
of COVID-19 with those in the aminopeptidase and the caveolins 1, 2 proteins. Res. J. Pharm. Tech., 2021, 
Vol. 14, no. 9, pp. 4760-4766. Wu F., Zhao S., Yu B., Chen Y.M, Wang W., Song Z.G., Hu Y., Tao Z.-W., Tian J.-H.,  
Pei Y.-Y., Yuan M.-L., Zhang Y.-L., Dai F.-H., Liu Y., Wang Q.-M., Zheng J.-J., Xu L., Holmes E.C., Zhang Y.-Z. A new 
coronavirus associated with human respiratory disease in China. Nature, 2020, Vol. 579, pp. 265-269. 

10. Dawood A., Altobje M., Alrassam Z. Molecular Docking of SARS-CoV-2 nucleocapsid protein with 
angiotensin-converting enzyme II. Mikrobio Zhu., 2021, Vol. 83, no. 2, pp. 82-92.

11. Dieterle M.E., Haslwanter D., Bortz III R.H., Wirchnianski A.S., Lasso G., Vergnolle O., Abbasi S.A.,  
Fels  J.M., Laudermilch E., Florez C., Mengotto A., Kimmel D., Malonis R.J., Georgiev G., Quiroz J., Barnhill J., 
Pirofski L.-A., Daily J.P., Dye J.M., Lai J.R., Herbert A.S., Chandran K., Jangra R.K. A replication-competent vesicular 
stomatitis virus for studies of SARS-CoV-2 spike-mediated cell entry and its inhibition. Cell Host Microbe, 2020,  
Vol. 28, no. 3, pp. 486-496.e6. 



739

SP мутации вируса SARS-CoV-2
SP Mutations of SARS-CoV-22022, Vol. 24,  4

2022, Т. 24, № 4

12. Duan L., Zheng Q., Zhang H., Nlu Y., Wang H. The SARS-CoV-2 spike glycoprotein biosynthesis, structure, 
function, and antigenicity: implications for the design of spike-based vaccine immunogens. Front. Immunol. 2020, 
Vol. 11, 576622. doi: 10.3389/fimmu.2020.576622.

13. Durmaz B., Abdulmajed O., Durmaz R. Mutations observed in the SARS-CoV-2 spike glycoprotein and 
their effects in the interaction of virus with ACE-2 receptor. Medeni Med. J., 2020, Vol. 35, no. 3, pp. 253-260.  

14. Hoffmann M., Kleine-Weber H., Schroeder S., Kruger N., Herrler T., Erichsen S., Schiergens T.S.,  
Herrler G., Wu N.-H., Nitsche A., Müller M.A. Drosten C., Pöhlmann S. SARS- CoV-2 cell entry depends on ACE2 
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МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА КЛЕТОК 
КРОВИ У РЕКОНВАЛЕСЦЕНТОВ ПОСЛЕ ПЕРЕНЕСЕННОГО 
COVID-19
Клюева С.Н., Кравцов А.Л., Бугоркова С.А.
ФКУЗ «Российский научно-исследовательский противочумный институт “Микроб”», г. Саратов, Россия

Резюме. Сложность и многофакторность реализации патогенного потенциала SARS-CoV-2 в орга-
низме человека, раскрытие все новых механизмов, посредством которых вирус запускает каскад реак-
ций в клетках макроорганизма, ведущих к формированию полиорганной недостаточности обусловили 
интерес к морфофункциональному состоянию клеток крови у реконвалесцентов после перенесен-
ного COVID-19. Цель работы – охарактеризовать морфофункциональное состояние клеток крови в 
различный период реконвалесценции у пациентов в зависимости от степени тяжести перенесенного 
COVID-19. Обследовано 55 реконвалесцентов после перенесенного COVID-19: I группа – реконва-
лесценты через 30 дней после болезни (n = 39); II группа – через 60 дней (n = 16); III группа – клини-
чески здоровые добровольцы в анамнезе у которых отсутствовал факт заболевания, обусловленного 
SARS-CoV-2 (n = 11). Оценку состояния клеток проводили с помощью микроскопа Olympus CX41 
(Olympus, Япония) и цифровой камеры VZ-C31S (VideoZavr, Россия) в программе VideoZavr (версия 
1.5). Состояние популяции нейтрофильных гранулоцитов оценивали на проточном цитофлуориметре 
BD Accuri C6 Plus (США) в образцах цельной крови при автоматическом дифференцировании клеток 
от лимфоцитов и моноцитов по степени гранулярности. Продукцию цитокинов определяли с помо-
щью коммерческих наборов для выявления IFNγ, TNFα, IL-4, IL-8, IL-10 (АО «Вектор-Бест», Рос-
сия), IL-17A (eBioscience, Австрия) на автоматическом иммуноферментном анализаторе LAZURIT 
(Dynex Technologies, США). Среди реконвалесцентов, перенесших средне-тяжелую форму COVID-19 
(45,5% и 50% случаев соответственно), на 30-е и 60-е сутки после клинического выздоровления от-
мечали достоверное увеличение доли трансформированных форм эритроцитов (эхиноциты, овало-
циты, дакриоциты, кодоциты) относительно III группы (p = 0,00001 и p = 0,001 соответственно). 
Независимо от тяжести течения болезни, в среднем у 40,6% реконвалесцентов I и II групп регистри-
ровали умеренное нарушение морфологии нейтрофильных гранулоцитов (цитоплазматическая ваку-
олизация, деконденсация хроматина на стадии преднетоза, трансформация клеток по типу нетоза), 
а в 27,4% случаев наблюдали участки нейтрофил-тромбоцитарной агрегации. В супернатантах крови 
реконвалесцентов выявлено достоверное снижение концентрации IFNγ (р = 0,02), TNFα (р = 0,03), 
IL-10 (р = 0,04) и IL-17А (р = 0,02). Выявленные морфофункциональные изменения клеток крови у 
лиц, перенесших COVID-19, свидетельствуют о длительности сохранения токсических повреждений 
эритроцитов, нейтрофилов и лимфоцитов в течение восстановительного периода. Влияние установ-
ленных морфофункциональных нарушений клеток крови реконвалесцентов после перенесенного 
COVID-19, приводящих к повышению вязкости и микроциркуляции крови, формированию нейтро-
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фил-тромбоцитарных агрегатов, вероятно, обусловливает риск развития тромботических осложне-
ний в отдаленный период, снижение уровня регуляторных цитокинов, подтверждает медленное вос-
становление лимфоцитарного звена (Th1, Th2, Th17) иммунной системы.

Ключевые слова: SARS-CoV-2, COVID-19, цитокины, нейтрофилы, нетоз, эритроциты, тромбоциты

MORPHOFUNCTIONAL CHARACTERISTICS OF BLOOD CELLS 
IN RECONVALESCENTS AFTER SUFFERING COVID-19
Klyueva S.N., Kravtsov A.L., Bugorkova S.A. 
Russian Research Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation

Abstract. Complexity and multifactorial nature of potential pathogenic consequences of SARS-CoV-2 
infection in human body, discovery of new virus-induced mechanisms triggering a cascade of pathological 
responses in the cells of host organism leading to development of multiple organ failure elicited increasing 
interest in morpho-functional state of blood cells in reconvalescent persons after COVID-19 infection. The aim 
of the present work is to characterize morphofunctional pattern of blood cells at different periods of recovery, 
depending on the severity of COVID-19. We examined 55 convalescents after bearing COVID-19 infection: 
Group I included the convalescents 30 days after the disease (n = 39); Group II consisted of the persons 60 
days after recovery (n = 16); Group III included clinically healthy volunteers with no history of clinical SARS-
CoV-2 infection (n = 11). The cells were examined by means of Olympus CX41 microscope (Olympus, Japan), 
and VZ-C31S digital videocamera (VideoZavr, Russia) using the VideoZavr software (version 1.5). Assessment 
of neutrophil populations in the whole blood samples was performed with BD Accuri C6 Plus flow cytometer 
(USA) with automatic differentiation of cells between lymphocytes and monocytes, according to the degree of 
granularity. Cytokine production was determined using commercial kits for detection of IFNγ, TNFα, IL- 4, 
IL-8, IL-10 (JSC Vector-Best, Russia), IL-17A (eBioscience, Austria) was assayed with automatic enzyme 
immunoassay analyzer “LAZURIT” (Dynex Technologies, USA). Among the convalescents who suffered the 
moderate-degree COVID-19 (45.5% and 50% of cases, respectively) on days +30 and +60 after clinical recovery, 
a significantly increased ratio of morphologically altered forms of erythrocytes (echinocytes, ovalocytes, 
dacryocytes, codocytes) was noted as compared with group III (p = 0.00001 and p = 0.001, respectively). 
Regardless of clinical severity of the disease; a mean of 40.6% convalescents from groups I and II had moderate 
disturbances in the neutrophil morphology (cytoplasmic vacuolization, chromatin decondensation at the pre-
netosis stage, transformation of cells by the netosis type), and, in 27.4% of cases, the areas of neutrophil-
platelet aggregation were seen. In blood supernates from recovered patients, we have revealed a significantly 
decreased content of IFNγ (p = 0.02), TNFα (p = 0.03), IL-10 (p = 0.04) and IL-17A (p = 0.02). The revealed 
morphological and functional changes in blood cells in the persons who underwent COVID-19 infection suggest 
long-term maintenance of toxic damage to erythrocytes, neutrophils and lymphocytes over the recovery period. 
The effects of the detected morphological and functional disorders of blood cells following COVID-19 recovery 
leading to increase in blood viscosity and microcirculation, formation of neutrophil-platelet aggregates, may 
cause higher risks of thrombotic complications at the long-range period as well as decreased levels of regulatory 
cytokines, thus confirming slow recovery of the lymphocyte populations (Th1, Th2, Th17) of the immune 
system.

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, cytokines, neutrophils, netosis, erythrocytes, platelets

Введение
Новая коронавирусная инфекция, обусловлен-

ная вирусом SARS-CoV-2, вызывает заболевание 
у людей COVID-19, клинический спектр прояв-
лений которого варьирует от полного отсутствия 
симптомов до развития состояний выраженной 
дыхательной и полиорганной недостаточно-
сти [17]. Наиболее важные механизмы развития 
полиорганной дисфункции при COVID-19 об-

условлены, как прямым, так и косвенным воз-
действием вируса SARS-CoV-2 на клетки и ткани 
макроорганизма. Один из возможных механиз-
мов запуска каскада реакций, ведущих к поли-
органной недостаточности, рассматривается че-
рез повреждение эритроцитов [22]. Изменение 
структуры мембраны и метаболизма эритроцитов 
при различных патологических состояниях, про-
является нарастанием полиморфизма клеток в 
популяции и появлением трансформированных 
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форм [4]. Нарушение целостности мембраны 
эритроцитов может стать причиной внутрисосу-
дистого гемолиза, выхода свободного гемогло-
бина в кровеносную систему, что значительно 
ухудшает внутрисосудистую биодоступность ок-
сида азота и способствует вазоконстрикции, об-
условливая эндотелиальную дисфункцию и акти-
вацию тромбоцитов [9]. У 20% всех пациентов с 
диагностированным COVID-19 имеются грубые 
нарушения гемостаза и часто встречаются тром-
ботические осложнения [8, 15]. Если COVID-19 
протекает в тяжелой форме, у 100% пациентов 
наблюдаются гемостатические нарушения, в ре-
зультате которых повышается риск тромбоза. 

Еще одной особенностью течения COVID-19 
является агрегация тромбоцитов с нейтрофила-
ми, моноцитами и T-клетками [16]. В патогенезе 
COVID-19 играет роль и чрезмерная активация 
нейтрофилов, приводящая к трансформации 
клеток, а как следствие, к нетозу и массивному 
формированию нейтрофильных внеклеточных 
ДНК-ловушек (НВЛ), которые становятся кар-
касом для адгезии тромбоцитов и образования 
тромбов [8]. Повышение НВЛ в крови больных 
COVID-19 неблагоприятный прогностический 
критерий течения заболевания [5].

Более того, тяжелое (критическое) течение 
COVID-19 обусловленное нарушением регуля-
ции и/или избыточным выделением цитокинов 
(так называемый «цитокиновый шторм») [18, 
26], вследствие неконтролируемой активации 
нейтрофилов и лимфоцитов сопровождается ги-
первоспалительными реакциями, ведущими к 
полиорганной недостаточности [1, 20, 24, 27].

Сложность и многофакторность реализации 
патогенного потенциала SARS-CoV-2 в организ-
ме человека, раскрытие все новых механизмов, 
посредством которых вирус запускает каскад 
реакций в клетках макроорганизма, ведущих к 
формированию полиорганной недостаточности, 
обусловили интерес к изучению морфофункцио-
нального состояния клеток крови у реконвалес-
центов после перенесенного COVID-19. 

Цель работы – охарактеризовать морфофунк-
циональное состояние клеток крови в различ-
ный период реконвалесценции у пациентов в 
зависимости от степени тяжести перенесенного 
COVID-19.

Материалы и методы
Было обследовано 55 реконвалесцентов в раз-

личные сроки после перенесенного COVID-19. 
У всех пациентов, вошедших в исследование, 
вирус был идентифицирован на основании по-
ложительного результата ПЦР по обнаружению 
РНК SARS-CoV-2. Общая характеристика участ-
ников исследования представлена в таблице 1. 

У всех участников исследование забор кро-
ви проводили на основании должным образом 
оформленного добровольного информированно-
го согласия. Кровь забирали из локтевой вены в 
утренние часы. Для характеристики морфологии 
клеток из 2 мкл венозной крови готовили мазки, 
фиксировали в 96% этаноле и окрашивали по 
Романовскому–Гимзе. Оценку состояния клеток 
проводили с помощью микроскопа Olympus CX41 
(Olympus, Япония) и цифровой камеры VZ-C31S 
(VideoZavr, Россия) в программе VideoZavr (вер-
сия 1.5). Подсчитывали 200 клеточных структур, 
включая нативные неразрушенные нейтрофилы 
и трансформированные по типу нетоза (NETs) 
клетки. Подсчет эритроцитов с характеристикой 
морфологии проводили в 5 полях зрения, учиты-
вая не менее 600 клеток. 

Иммунофенотипирование лейкоцитов в 
микрообъемах цельной венозной крови (с гепа-
рином) проводили с использованием Lyse/No 
Wash процедуры пробоподготовки образцов для 
проточно-цитофлуориметрического анализа, 
основанной на использовании реагента FACS 
Lysing Solution, (BD Bioscience, США) [7, 25]. 
Популяцию гранулоцитов автоматически диф-
ференцировали на проточном цитофлуориме-
тре BD Accuri C6 Plus (США) от лимфоцитов и 
моноцитов по степени гранулярности, которую 
оценивали в условных единицах интенсивно-
сти бокового светорассеяния (Mean Side Scatter 
Intensity – MSSI) [20]. В гейте гранулоцитов кро-
ви с помощью реагента CD16 (Backman Coulter, 
США) идентифицировали нейтрофилы (СD16+) 
и определяли долю нейтрофильных грануло-
цитов в суммарной гранулоцитарной популя-
ции [7]. Поврежденные лейкоциты идентифици-
ровали и подсчитывали в крови как клеточный 
дебрис – объекты с низким уровнем экспрессии 
на клетку общего лейкоцитарного антигена CD45 
(Backman Coulter, США) [25]. 

Для определения продукции цитокинов ве-
нозную кровь с гепарином разводили в соотно-
шении 1:5 средой RPMI 1640 (ПанЭко Россия), 
содержащей 100 мкг/мл гентамицина (ОАО «Мос-
хим фармпрепараты» им. Н.А. Семашко). Функ-
циональный потенциал клеток оценивали по 
изменению уровня индуцированной продукции 
цитокинов [6]. В качестве индуктора использова-
ли стандартный Т-клеточный митоген конкана-
валин А (КонА) (ПанЭко, Россия) в концентра-
ции 15 мкг. Продукцию цитокинов определяли 
методом твердофазного иммуноферментного 
анализа с помощью коммерческих наборов для 
выявления IFNγ, TNFα, IL-4, IL-8, IL-10 (АО 
«Вектор-Бест», Россия), IL-17A (eBioscience, 
Австрия) на автоматическом иммунофермент-
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ном анализаторе LAZURIT (Dynex Technologies, 
США).

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили с использованием стан-
дартного пакета программ Microsoft Office Excel 
2016, Statistica 10.0 (StatSoft Inc., 2010). Для рас-
чета межгрупповых ассоциаций использовали 
U-критерий Манна–Уитни. 

Результаты
Из 55 реконвалесцентов, перенесших 

COVID-19 у 17 человек (31%) было средне-тя-
желое течение заболевания, осложнившееся 
внебольничной пневмонией, остальные 38 до-
бровольцев (69%) перенесли инфекцию в легкой 
форме с типичными клиническими признаками 
ОРВИ.

Микроскопическое исследование мазков кро-
ви показало, что у 14 реконвалесцентов I группы, 

перенесших COVID-19 в легкой (32,1%) и средне-
тяжелой (45,5%) формах, существенно увеличена 
доля (в среднем в 4 раза, p = 0,00001) морфоло-
гически измененных форм эритроцитов (эхино-
циты, овалоциты, дакриоциты) по сравнению с 
аналогичными показателями у добровольцев из 
группы III (табл. 2; рис. 1, 2А, см. 3-ю стр. об-
ложки). Во II группе также отмечали увеличение 
доли (p = 0,001) измененных форм эритроцитов у 
50% добровольцев, перенесших средне-тяжелую 
форму COVID-19.

У 15 реконвалесцентов I группы (35,7% – лег-
кая форма и 45,5% – средне-тяжелая) уровень 
нейтрофилов с дегенеративными изменениями 
различной степени выраженности (цитоплазма-
тическая вакуолизация, деконденсация хрома-
тина на стадии преднетоза, формирование NETs) 
значимо превосходил (p = 0,02) таковой среди 
здоровых добровольцев (табл. 2; рис. 1, 2, см. 3-ю 

ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА УЧАСТНИКОВ ИССЛЕДОВАНИЯ 
TABLE 1. CHARACTERISTICS OF STUDY PARTICIPANTS

Показатель
Indicator

I группа
Реконвалесценты 

через 30 дней после 
болезни
Group I

Convalescents 30 days 
after illness

II группа
Реконвалесценты 

через 60 дней после 
болезни
Group II

Convalescents 60 days 
after illness

III группа
Клинически здоровые 

добровольцы
Group III 

Clinically healthy 
volunteers

Количество участников, n
Number of participants, n 39 16 11

A. Реконвалесценты, 
перенесшие легкую форму 
COVID-19 (n)
A. Convalescents with mild 
COVID-19 (n)

28 10 –

Б. Реконвалесценты, 
перенесшие средне-тяжелую 
форму
COVID-19 (n)
B. Convalescents who had a 
moderate form of COVID-19 (n)

11 6 –

Характеристика участников по 
полу (женщины : мужчины)
Characteristics of participants by 
gender (women : men)

30:9 7:9 8:3

Средний возраст участника 
(M±m), годы
Average age of the participant 
(M±m), years

50,5±1,8 50,6±2,8 49,2±3,1

Средняя длительность 
заболевания (M±m), дни
Average duration of the disease 
(M±m), days
Легкая форма
Light form
Средне-тяжелая форма
Medium-severe form

21,5±1,3

30,0±3,7

–
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ТАБЛИЦА 2. МОРФОЛОГИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ЭРИТРОЦИТОВ И НЕЙТРОФИЛОВ (M±m) 
TABLE 2. MORPHOLOGICAL CHARACTERISTICS OF ERYTHROCYTES AND NEUTROPHILS (M±m)

Показатель 
Indicator

I группа
Group I

II группа
Group II III группа

Group III
A B A B

Дискоциты, % 
Discocytes, % 88,4±1,2* 87,8±1,1* 96,9±1,5 95,4±1,5 97,6±0,5

Трансформированные формы 
эритроциты, % 
Transformed forms of erythrocytes,%

11,6±0,4* 12,2±0,5* 3,1±0,4 4,6±0,4* 2,4±0,3

Дегенеративные формы 
нейтрофилов, % 
Degenerative forms of neutrophils, %

5,8±0,4* 7,1±1,5* 3,2±0,3 4,1±0,3 2,2±0,9

Примечание. * p < 0,05 различия с группой III.
Note. * p < 0.05 differences with group III.

ТАБЛИЦА 3. ХАРАКТЕРИСТИКА НЕЙТРОФИЛОВ ПО ДАННЫМ ЦИТОФЛУОРИМЕТРИИ, Me (Q0,25-Q0,75) 
TABLE 3. CHARACTERISTICS OF NEUTROPHILS ACCORDING TO CYTOFLUORIMETRY DATA, Me (Q0.25-Q0.75)

Показатель 
Indicator

I группа
Group I

II группа
Group II III группа

Group III
A B A B

Содержание в крови 
гранулоцитов, % 
Granulocyte content in 
the blood, %

56,9
(50,2-64,4)

56,9
(52,2-65,0)

58,3
(50,3-67,0)

52,9
(52,8-56,5)

55,3
(48,4-60,8)

Доля нейтрофилов 
в гранулоцитарной 
популяции, % 
Neutrophils in 
granulocyte population, 
%

95,1
(92,9-95,7)*

95,8
(94,9-96,7)*

92,6
(92,2-93,3)*

93,2
(90,0-96,6)*

88,5
(86,7-91,0)

Гранулярность 
нейтрофилов 
(интенсивность 
бокового 
светорассеяния) 
Neutrophil granularity 
(MSSI)

4545 
(4333-4818)*

4556
(4449-4888)*

4442,5
(4320-5131)*

4512
(4329-5553)*

5100
(4980-5480)

Клеточный дебрис 
(лизис лейкоцитов 
крови), % 
Cell debris (blood 
leukocytоlysis), % 

7,0
(5,8-10,1)

8,8
(7,8-12,2)*

5,6 
(4,6-10,4)

6,7
(5,0-10,6)*

4,6
(4,0-7,2)

Примечание. * p < 0,05 различия с группой III; MSSI – среднее значение интенсивности бокового светорассеяния 
отдельных клеток неоднородной клеточной популяции в условных единицах (каналах).

Note.* p < 0.05 differences with group III; MSSI, Mean Side Scatter Intensity of single cells of heterogeneous population in arbitrary 
units (channels).
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ТАБЛИЦА 4. ХАРАКТЕРИСТИКА ПРОДУКЦИИ ЦИТОКИНОВ В ЦЕЛЬНОЙ КРОВИ, Me (Q0,25-Q0,75) 
TABLE 4. CHARACTERIZATION OF CYTOKINE PRODUCTION BY WHOLE BLOOD CELLS, Me (Q0.25-Q0.75)

Цитокин 
Cytokine

I группа
Group I

II группа
Group II III группа

Group III
А В А В

IFNγγ (пг/мл)
IFNγ (pg/mL)

1 0
(0,0-3,5)

2,3
(0,0-8,7)*

1,0
(0,0-1,8)**

6,7
(3,8-9,7)*

3,6
(0,8-14,7)

2 403,8 
(213,6-1161,3)

556,6
(409,5-1043,7)

408,4
(235,3-992,9)

357,4
(89,4-538,6)

345,8
(174,2-1045,2)

TNFαα (пг/мл)
TNFα (pg/mL)

1 0 
(0,0-1,5)

0 
(0,0-1,4)

0,9 
(0,0-1,4)

3,7 
(0,0-3,8)

0
(0-0)

2 262,9
(90,9-338,3)**

274,5
(243,2-371,3)**

227,4
(110,4-305,0)**

241,5
(34,8-263,2)**

382,6
(369,0-413,2)

IL-4 (пг/мл)
IL-4 (pg/mL)

1 0,2 
(0,0-0,5)

0,06 
(0,0-0,3)

0,4 
(0,2-1,0)

0,8 
(0,0-1,7)

0
(0,0-0,14)

2 2,4 
(0,7-4,5)

2,6 
(1,9-4,9)**

3,0 
(2,5-6,4)***

1 
(0,05-2,00)

1,3 
(0,1-2,4)

IL-8 (пг/мл)
IL-8 (pg/mL)

1 716,9
(374,2-1223,0)

963,2
(695,4-2831,4)*

604,1
(396,1-1389,0)

333,8
(202,6-693,5)

598,6
(112,0-947,8)

2 9160,8
(5557,6-10515,0)

9234,4
(7854,6-10391,8)

9933,7
(8115,7-11521,0)

5896,8
(2824,4-8723,2)

4597
(3011-10037)

IL-10 (пг/мл)
IL-10 (pg/mL)

1 2,7 
(1,9-3,3)**

14,7 
(6,3-55,8)*

2,8 
(2,1-3,4)**

22,9 
(2,5-64,4)*

17,9 
(2,1-22,6)

2 11,5 
(8,8-16,1)**

66,1 
(36,6-159,6)*

37,2 
(25,1-60,8)

27,4 
(12,4-74,3)**

55,8 
(40,9-94,5)

IL-17А  
(пг/мл)
IL-17А  
(pg/mL)

1 1,1 
(1,0-1,2)

1 
(0,0-1,1)

1,1 
(1,0-1,2)

1 
(0,0-1,1)

0,5 
(0,0-1,2)

2 63,3 
(31,5-77,2)

40,5 
(31,7-43,6)

15,7 
(3,9-39,9)**

92,6
(48,4-181,6)*

53,2 
(30,7-66,2)

Примечание. 1 – спонтанная продукция; 2 – индуцированная продукция; * p < 0,05 различия между подгруппами А и В; 
** p < 0,05 различия с группой III.
Note. 1, spontaneous production; 2, induced production; *, p < 0.05 differences between subgroups A and B:** p < 0.05 differences 
with group III.

стр. обложки). Во II группе лишь у 4 реконвалес-
центов (20% – легкая, 33,3% – средне-тяжелая) 
обнаружено умеренное нарушение морфологии 
отдельных нейтрофилов. Однако доля дегенера-
тивных форм в этой группе достоверно не отли-
чались от показателей в группе III.

Кроме того, у 8 реконвалесцентов I группы 
(10,7% – легкая форма и 45,5% – средне-тяже-
лая) и 3 реконвалесцентов II группы (20% – лег-
кая, 33,3% – средне-тяжелая) в мазках крови об-
наружены участки нейтрофил-тромбоцитарной 
агрегации (рис. 2Б, см. 3-ю стр. обложки). Таких 
конгломератов в одном поле зрения микроскопа 
насчитывали от 2 до 10.

Методом проточной цитометрии установлено, 
что у всех реконвалесцентов доля нейтрофилов в 
суммарной популяции гранулоцитов крови была 
выше (p = 0,04), чем у добровольцев из группы 
III (табл. 3). При этом регистрировали снижение 
гранулярности клеток (p = 0,04), что, свидетель-

ствовало о развитии в клетках процесса деграну-
ляции [20]. Доля нейтрофилов в стадии нетоза у 
реконвалесентов I и II группы достоверно пре-
вышала уровень у добровольцев из группы III 
(p = 0,03). Интересно, что доля нейтрофилов с 
дегенеративными изменениями, выявленных в 
мазках крови реконвалесцентов, была близка к 
фактической доле клеточного дебриса среди по-
лиморфонуклеаров, определенного при цитоф-
луориметрическом анализе. 

По данным иммуноферментного анализа была 
выявлена различная реакция в отношении про-
дукции ряда цитокинов (IFNγ, TNFα, IL-4, IL-8, 
IL-10, IL-17A), как при митогенной стимуляции 
клеток крови, так и без стимуляции (спонтанная 
продукция).

Из шести исследованных цитокинов в супер-
натантах крови переболевших COVID-19 обна-
ружен достоверно сниженный уровень четырех 
цитокинов (IFNγ, TNFα, IL-17A, IL-10) по срав-
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нению со значениями этих показателей в группе 
III (табл. 4). Регистрировали снижение: в 3,6 раза 
(р = 0,02) уровня спонтанной продукции IFNγ у 
реконвалесцентов II А группы (легкая форма); в 
1,7 раза (р = 0,03) митоген-индуцированной про-
дукции TNFα в I и II группах; в 3,4 раза (р = 0,02) 
митоген-индуцированной продукции IL-17A во 
II А группе (легкая форма); в 6,4 раза (р = 0,04) 
спонтанной продукции IL-10 в I А и II А группах 
(легкая форма), в 4,2 раза (р = 0,001) митоген-
индуцированной продукции IL-10 в I А группе 
(легкая форма) и в 2 раза (р = 0,04) во II В группе 
(средне-тяжелая форма).

Отмечено, что в I и II группах реконвалес-
центов, переболевших в средне-тяжелой форме, 
уровни спонтанной продукции IFNγ (p = 0,03, 
p = 0,0002 соответственно) и IL-10 (p = 0,005, 
p = 0,034 соответственно) достоверно превышали 
аналогичные показатели тех реконвалесцентов, у 
которых заболевание протекало в легкой форме.

Обсуждение
На эритроциты приходится до 98% объема кле-

точной популяции в кровяном русле [3], поэтому 
любые изменения морфологии этих клеток ве-
дут к нарушениям реологии крови. Доказанным 
является факт накопления в крови пациентов с 
COVID-19 патологических форм эритроцитов 
(эхиноциты, сфероциты, овалоциты, шизоциты, 
акантоциты, дрепаноциты) [22]. Так, у пациентов 
с анемией на фоне тяжелого течения COVID-19, 
в 70% случаев в крови регистрировали трансфор-
мированные формы эритроцитов [12], образо-
вание которых было обусловлено структурными 
повреждениями мембраны эритроцитов [14]. 

По результатам нашего исследования, у 27% 
переболевших COVID-19, доля морфологически 
измененных эритроцитов (эхиноциты, овало-
циты, дакриоциты) через 1-2 месяца после вы-
здоровления составляла в среднем 9,5±0,5% и 
превышала аналогичный показатель у здоровых 
добровольцев в 4 раза. Эти данные согласуются 
с результатами других авторов, показавших, что 
процент эритроцитов с деформацией составляет 
в среднем 14,6% для выздоровевших пациентов 
и 32,4% – для госпитализированных пациентов с 
COVID-19 [14], в то время как у здоровых доно-
ров количество дегенеративно измененных эри-
троцитов не превышает 2,0±0,7% [3].

Современные фундаментальные исследова-
ния убедительно свидетельствуют о том, что ней-
трофильные гранулоциты являются ключевыми 
эффекторными и регуляторными клетками как 
врожденного, так и адаптивного иммунитета, 
и играют решающую роль в иммунопатогенезе 
широкого спектра заболеваний [10]. После акти-
вации подавляющее большинство нейтрофилов 

обладает способностью формировать во внекле-
точном пространстве сетеподобные структуры 
НВЛ – уникальный механизм противомикроб-
ной защиты. Осуществляя такого рода внекле-
точный киллинг микроорганизмов, нейтрофилы 
погибают в результате нетоза. НВЛ представляют 
собой структуры, занимающие объем, в 10-15 раз 
превышающий объем нейтрофилов, и состоящие 
из нитей деконденсированного хроматина, на 
поверхности которых иммобилизованы много-
численные антимикробные пептиды и фермен-
ты гранулоцитов [10]. Кроме того, известно, что 
под влиянием инфекционного или токсическо-
го агента наиболее часто встречаются такие из-
менения в нейтрофилах как тельца Деле и ваку-
олизация цитоплазмы [11], что мы наблюдали в 
отдельных случаях в мазках крови реконвалес-
центов после перенесенного COVID-19.

По нашим данным, у 40,6% реконвалесцентов 
через 30 дней после выздоровления количество 
нейтрофилов с измененной морфологией соста-
вило в среднем 6,5±0,9%, что существенно выше, 
чем в контроле. По данным литературы, высокий 
уровень НВЛ, в 3 раза превышающий показате-
ли здоровых добровольцев и составляющий 14,5 
(2,9-28,6)%, может свидетельствовать о сбое им-
мунных механизмов защиты и развитии неадек-
ватного воспалительного ответа [5]. 

Известно, что тяжелое поражение SARS-
CoV-2 приводит к острому респираторному дис-
тресс-синдрому, при котором происходит акти-
вация нейтрофилов, запускается каскад реакций 
свертывания крови и образования агрегатов 
тромбоцитов с нейтрофилами [15, 19]. Активация 
нейтрофильных гранулоцитов и их дегрануляция 
способствуют привлечению иммунных клеток и 
формированию гетероагрегатов тромбоцитов и 
нейтрофилов, которые регистрировались у па-
циентов с COVID-19 [21]. По нашим данным, в 
среднем, у 27,4% переболевших COVID-19, через 
1-2 месяца после выздоровления в мазках крови 
были обнаружены участки нейтрофил-тромбо-
цитарной агрегации, что, возможно, свидетель-
ствует о длительном сохранении риска тромбо-
эмболических осложнений у таких лиц. 

Формирование системного воспалительного 
ответа, индуцированного вирусной инфекцией, 
повреждением тканей и реализуемого в числе 
прочего посредством «цитокинового шторма», 
также может приводить к неблагоприятным по-
следствиям и осложнениям в отсроченном и от-
даленном периоде [13]. В частности, у большин-
ства пациентов сохраняется стойкое, в течение 
нескольких недель, нарушение функционирова-
ния систем, как врожденного, так и адаптивного 
иммунного ответа. Все это свидетельствует о не-
обходимости контроля уровня цитокинов у паци-
ентов, перенесших COVID-19.
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В результате нашего исследования было пока-
зано, что в супернатантах крови реконвалесцен-
тов через 1-2 месяца после выздоровления было 
выявлено существенное снижение концентрации 
ряда цитокинов (IFNγ, TNFα, IL-10 и IL-17А) от-
носительно аналогичных показателей у здоровых 
добровольцев. Вероятно, это является следствием 
гиперактивации этих цитокинов в период болез-
ни, когда вирус SARS-CoV-2 проникает в клетки 
дыхательных путей человека и стимулирует выра-
женную местную воспалительную реакцию, вы-
ражающуюся увеличением концентрации многих 
цитокинов [23]. Достоверное снижение концен-
трации ряда цитокинов, в том числе IFNγ, TNFα, 
IL-10 и IL-17А, в плазме крови реконвалесцен-
тов спустя 30-100 дней после выздоровления от 
COVID-19 по сравнению с острым периодом бо-
лезни является установленным фактом [2].

Таким образом, в настоящем исследовании 
показано, что фаза реконвалесценции характе-
ризуется значительным увеличением числа мор-
фологически измененных эритроцитов, нараста-
нием дегенеративных изменений в нейтрофилах 

и формированием нейтрофил-тромбоцитарных 
агрегатов на фоне значительного снижения уров-
ня продукции цитокинов IFNγ, TNFα, IL-10 и 
IL-17А, регулирующих лимфоцитарное звено 
(Th1, Th2, Th17) и имеющих важное значение для 
обеспечения механизмов врожденного и приоб-
ретенного иммунитета. 

Выявленные морфофункциональные измене-
ния клеток крови у лиц, перенесших COVID-19, 
свидетельствуют о длительности сохранения ток-
сических повреждений эритроцитов, нейтрофи-
лов и лимфоцитов в течение восстановительного 
периода. Влияние установленных морфофунк-
циональных изменений клеток крови реконва-
лесцентов после перенесенного COVID-19, при-
водящих к повышению ее вязкости и нарушению 
микроциркуляции, формированию нейтрофил-
тромбоцитарных агрегатов, вероятно, обусловли-
вает риск развития тромботических осложнений 
в отдаленный период, а снижение уровня регуля-
торных цитокинов, подтверждает медленное вос-
становление лимфоцитарного звена (Th1, Th2, 
Th17) иммунной системы.
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SNP ГЕНОВ МЕДИАТОРОВ ИММУННОГО ОТВЕТА 
И ПРЕДРАСПОЛОЖЕННОСТЬ К РАЗВИТИЮ СОЦИАЛЬНО 
ЗНАЧИМЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ
Татаркова Е.А.1, Тугуз А.Р.1, Шумилов Д.С.1, Муженя Д.В.2, 
Руденко К.А.2, Смольков И.В.1
1 ФГБОУ ВО «Адыгейский государственный университет», г. Майкоп, Республика Адыгея, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Майкопский государственный технологический университет», г. Майкоп, Республика Адыгея, 
Россия

Резюме. Типирование аллельных вариантов SNPs генов может быть использовано в предиктивной 
медицине и при определении мишеней для наиболее эффективной стратегии лечения различных за-
болеваний.

Цель работы – исследовать ассоциацию однонуклеотидных полиморфизмов спектра генов вос-
паления – IL10 (C819T; rs1800871; C592A; rs1800872), IL4 (C589T; rs2243250), фиброза – TGFb1 (G915C; 
rs1800471), MMP1 (1607insG; rs1799750), апоптоза – TNFRSF11B (G1181С; rs2073618), вазоконстрик-
ции – CRP (C3872T; rs1205), CYP1A1 (A2454G; rs1048943), эндотелиальной дисфункции – EDN1 (G925T; 
rs5370), NOS3 (C786T; rs2070744) с развитием ИБС, РМЖ, БА и угрожающего выкидыша на ранних 
сроках беременности у жителей Республики Адыгея.

Образцы ДНК неродственных доноров и больных (n = 74) с верифицированными в условиях лечеб-
но-профилактических учреждений г. Майкопа Республики Адыгея (РА) диагнозами «бронхиальная 
астма» (n = 13), «ишемическая болезнь сердца» (n = 10), «рак молочной железы» (n = 10), угрожаю-
щим выкидышем в первом триместре беременности (n = 8) выделены из лейкоцитов периферической 
крови и типированы методом аллель-специфичной полимеразной цепной реакции с электрофорети-
ческой детекцией результатов на коммерческих тест-системах НПФ «Литех», Москва.

В исследовании на примере жителей РА экспериментально доказана статистическая значимость 
«нормального» Arg25-аллельного варианта генаTGFb1 (p ≤ 0,05; F = 0,038; OR = 3,231; 95% CI = 1,081-
9,656) в развитии бронхиальной астмы. Для групп с сердечно-сосудистыми, онкологическими за-
болеваниями и нарушениями гестационного процесса достоверных различий по SNP rs1800471 гена 
TGFb1 не выявлено (p > 0,05). Распределение частот аллельных вариантов C786T гена NOS3, G1181С 
гена TNFRSF11B, 1607insG гена MMP1, G925T гена EDN1 и A2454G гена CYP1А1 у обследованных боль-
ных с ИБС, РМЖ и в контрольной группе достоверно не различаются (р > 0,05). Статистическая 
значимость частот аллельных вариантов rs1799750 гена MMP1 при угрозе раннего выкидыша в I три-
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местре и у женщин с физиологическим течением беременности (F = 0,096; р ≤ 0,05%: OR = 6,0) при-
ближается к достоверной, но с доверительным интервалом, пересекающим единицу (95% CI = 0,980-
36,716), что требует дальнейших исследований.

Полученные данные позволяют не только диагностировать предрасположенность к БА, но и раз-
работать комплекс профилактических мероприятий с учётом индивидуальных особенностей каждого 
больного.

Ключевые слова: IL10, IL4, TGFb1, TNFRSF11B, CRP, EDN1, CYP1A1, NOS3, MMP1, бронхиальная астма, угроза 
прерывания беременности, рак молочной железы, сердечно-сосудистые заболевания, ишемическая болезнь сердца, 
воспаление

SNP GENES OF IMMUNE RESPONSE MEDIATORS 
AND PREDISPOSITION TO DEVELOPMENT OF SOCIALLY 
SIGNIFICANT DISEASES
Tatarkova E.A.a, Tuguz A.R.a, Shumilov D.S.a, Muzhenya D.V.b, 
Rudenko K.A.b, Smolkov I.V.a

a Adyghe State University, Maikop, Republic of Adygeya, Russian Federation  
b Maikop State Technological University, Maikop, Republic of Adygeya, Russian Federation

Abstract. Allele typing of single-nucleotide polymorphisms (SNPs) may be used in predictive medicine and 
to determine targets for the most effective treatment strategies for various diseases. The purpose of the present 
work was to investigate the association between the SNPs of inflammatory genes, e.g., IL10 (C819T; rs1800871; 
C592A; rs1800872); IL4 (C589T; rs2243250); fibrosis-related factors – TGFb1 (G915C; rs1800471); MMP1 
(1607insG; rs1799750); apoptosis-regulators (TNFRSF11B G1181C; rs2073618); vasoconstricting factors (CRP 
C3872T; rs1205); CYP1A1 (A2454G; rs1048943), endothelial dysfunction (EDN1 G925T; rs5370); (NOS3 
C786T; rs2070744) and development of coronary heart disorders, breast cancer, bronchial asthma (BA) and 
threatened miscarriage in early pregnancy among population of the Republic of Adygea. 

DNA samples of unrelated donors and patients (n = 74) with verified diagnoses of bronchial asthma (n = 13), 
coronary heart disease (n = 10), breast cancer (n = 10) and threatened miscarriage in the first trimester of 
pregnancy (n = 8) were isolated from peripheral blood leukocytes and typed by allele-specific polymerase chain 
reaction with electrophoretic detection of results using commercial tests-systems of NPF “Litech”, Moscow.

The study in a group of Adygea residents has revealed the statistical significance for the “normal” Arg25- 
allelic variant of the TGFb1 gene (p ≤ 0.05; F = 0.038; OR = 3.231; 95% CI = 1.081-9.656) in the development 
of bronchial asthma. There were no significant differences in SNP rs1800471 of the TGFb1 gene in the groups 
with cardiovascular, oncological diseases and gestational disorders (p > 0.05). The frequency distribution of 
allelic variants NOS3 C786T; TNFRSF11B G1181C; 1607insG of the MMP1 gene; G925T of the EDN1 gene, and 
CYP1A1 2454G in the examined patients with cardiovascular disease and breast cancer did not significantly differ 
from the control group (p > 0.05). The statistical significance for the frequency of allelic variants rs1799750 
(MMP1 gene) in cases of threatened early miscarriage and in women with a physiological course of pregnancy 
(F = 0.096; p ≤ 0.05%: OR = 6.0) was close to reliable, but with a confidence interval > 1.0 (95% CI = 0,980-
36,716), thus requiring further research. 

The obtained data could be sufficient in order to suggest predisposition for bronchial asthma, as well as to 
develop a set of preventive measures taking into account the individual characteristics of each patient. 

Keywords: IL10, IL4, TGFb1, TNFRSF11B, CRP, EDN1, CYP1A1, NOS3, MMP1, single-nucleotide polymorphisms, bronchial 
asthma, pregnancy loss, breast cancer, cardiovascular diseases, inflammation
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Работа выполнена на базе иммуногенетиче-
ской лаборатории Научно-исследовательского 
института комплексных проблем Адыгейского 
государственного университета.

Введение
Ключевые этапы физиологических и патоло-

гических процессов регулируются эндогенными 
низкомолекулярными соединениями – посред-
никами (медиаторами), которые продуцируются 
в очаге повреждения, запускают цитокиновый 
каскад и действуют синергично на системном 
уровне. К основным механизмам развития и про-
грессирования неинфекционных заболеваний 
относят: воспаление (IL10, IL4), фиброз (TGFb1), 
эндотелиальную дисфункцию (NOS), наруше-
ние метаболизма ксенобиотиков (CYP1A1) и др. 
Гиперпродукция про-/противовоспалительных 
медиаторов, молекул адгезии и других факторов, 
обусловленная мутациями соответствующих ге-
нов, трансформация моноцитов/макрофагов, 
миоцитов и клеток иммунной системы могут усу-
гублять течение мультифакториальных заболева-
ний [6, 7, 9].

Генетически детерминированные реакции ор-
ганизма на экзо- и эндогенное флогогенное воз-
действие повреждающих факторов относятся 
к фундаментальным общебиологическим про-
блемам, т.к. большинство (70-80%) нозологий 

человека ассоциированы с воспалительными 
процессами, протекающими с максимальным 
напряжением компенсаторных механизмов ор-
ганизма [10]. В международных базах данных 
(NCBI, PubMed, Medline, HuGe Navigator, Elsevir, 
Springer, Scopus, Science Research Portal, Science 
Direct, Google Scholar, КиберЛенинка) опубли-
кованы результаты многоцентровых исследо-
ваний по наследуемым единичным нуклеотид-
ным полиморфизмам (SNPs – single nucleotide 
polymorphisms) промоторных регионов генов, 
ассоциированных с мультифакториальными со-
циально значимыми заболеваниями: онкологи-
ческими, сердечно-сосудистыми (ССЗ), хрони-
ческими неспецифическими воспалительными 
заболеваниями легких (бронхиальная астма – 
БА), сахарным диабетом, невынашиванием бе-
ременности и другими нозологиями, влияющи-
ми на демографические показатели. Аллельные 
варианты генов, определяющие уникальный ге-
нетический профиль, оказывают специфическое 
модулирующее действие на функционирование 
биохимических каскадов, индивидуальный ответ 
организма [2, 3, 6, 7, 9, 13]. Поиск и анализ SNPs, 
регулирующих экспрессию генов воспалительно-
го ответа, становится важной задачей предиктив-
ной (предсказательной) досимптоматической 
диагностики для осуществления превентивных 
мер [2, 3, 4, 6, 7, 10] (табл. 1).

ТАБЛИЦА 1. ОСНОВНЫЕ ГЕНЫ, ВОВЛЕЧЕННЫЕ В РАЗВИТИЕ ВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ПРОЦЕССОВ И ПАТОГЕНЕЗ 
СОЦИАЛЬНО ЗНАЧИМЫХ ЗАБОЛЕВАНИЙ (БАЗА ДАННЫХ HuGE NAVIGATOR)*
TABLE 1. MAIN GENES INVOLVED IN THE DEVELOPMENT OF INFLAMMATORY PROCESSES AND THE PATHOGENESIS 
OF SOCIALLY SIGNIFICANT DISEASES (HuGE NAVIGATOR DATABASE)*

Ген
Gene

Общее 
количество 
публикаций

Total number of 
publications

Количество 
метаанализов
Number of meta-

analyses

Ген
Gene

Общее 
количество 
публикаций

Total number of 
publications

Количество 
метаанализов
Number of meta-

sanalyses

TNF 504 19 TGFbb1 128 6
IL6 474 15 IL4 125 4

IL10 347 11 PTGS2 119 6
IL1B 338 9 APOE 118 5
CRP 219 6 NOS3 66 0

IL1RN 162 6 TNFRSF11B 31 2
TLR4 159 3 MMP1 18 0
IL1A 139 5 EDN1 15 0
IL8 133 2 CYP1A1 13 1

Примечание. Указаны названия генов, число публикаций по которым превышает 100 (n ≥ 100), а также те гены, которые 
были рассмотрены в данной работе (выделены полужирным шрифтом). Дата обращения: декабрь 2020. * – Поисковый 
запрос: Inflammation [Воспаление].
Note. The names of the genes whose number of publications exceeds 100 (n ≥ 100), as well as those genes that were considered in 
this paper are indicated (in bold). Accessed: December 2020. * – Search query: Inflammation.
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В связи с вышеизложенным, представля-
ется целесообразным исследовать ассоциа-
цию полиморфизмов генов цитокинов (интер-
лейкинов IL10, IL4, фактора некроза опухоли 
альфа – TNFα) и их растворимых рецепторов 
(TNFRSF11B), ростовых факторов (трансформи-
рующий фактор роста бета – TGFb1), молекул 
адгезии, внеклеточных Zn-зависимых эндопеп-
тидаз (матриксных металлопротеиназ – ММР), 
эндотелиальной синтазы оксида азота третьего 
типа (NOS3) и других медиаторов, вовлеченных 
в патофизиологические механизмы развития 
ишемической болезни сердца (ИБС), БА, рака 
молочной железы (РМЖ), гестационных ослож-
нений. Типирование аллельных вариантов SNPs 
генов может быть использовано в предиктивной 
медицине и при определении мишеней для наи-
более эффективной стратегии лечения различ-
ных заболеваний [6, 25].

Цель исследования – типировать аллельные 
варианты генов медиаторов иммунной системы 
IL10 (C819T; rs1800871; C592A; rs1800872), IL4 
(C589T; rs2243250), TGFb1 (G915C; rs1800471), 
TNFRSF11B (G1181С; rs2073618), CRP (C3872T; 
rs1205), EDN1 (G925T; rs5370), CYP1A1 (A2454G; 
rs1048943), NOS3 (C786T; rs2070744), MMP1 
(1607insG; rs1799750) у жителей Республики Ады-
гея при ИБС, РМЖ, БА и угрожающем выкиды-
ше на ранних сроках беременности.

Материалы и методы
Всего обследовано 74 жителя Республики  

Адыгея (РА), распределенных в зависимости 
от исследуемой нозологии на 6 групп: 1) БА 
(n = 13) – больные пульмонологического от-
деления Адыгейской республиканской клини-
ческой больницы (АРКБ, г. Майкоп) 24–59 лет 
(средний возраст 45,5±11) с тяжелыми форма-
ми бронхиальной астмы, диагностированны-
ми в соответствии с критериями GINA (2011); 
2) ИБС (n = 10) – пациенты неврологического 
и нейрохирургического отделений АРКБ, 34-56 
лет (средний возраст 42±6,9) с верифицирован-
ным диагнозом «ишемическая болезнь сердца»; 
3) РМЖ (n = 10) – женщины Адыгейского ре-
спубликанского клинического онкологического 
диспансера (АРКОД) 34-58 лет (средний возраст 
48±8,6) с гистологически верифицированными 
диагнозами «злокачественные новообразования 
женских репродуктивных органов» (аденокар-
цинома молочной железы) в период после опе-
ративного вмешательства; 4) угроза выкидыша 
(n = 8) – женщины 19–31 лет (средний возраст 
26,2±4,4) с угрозой прерывания беременности 
на ранних сроках (I триместр – до 13 недель), 
в анамнезе которых были случаи выкидышей; 
5) контрольная группа (n = 18) представлена не-

родственными здоровыми жителями РА (20-45 
лет, средний возраст 25±6,7), подобранными эм-
пирически, без клинических проявлений и на-
следственной отягощенности по ССЗ, БА, что 
подтверждено данными опроса (анкетирования) 
и обследования в условиях лечебно-профилак-
тических учреждений РА; 6) контрольная группа 
(женщины) (n = 15) – здоровые жительницы РА 
(20-45 лет, средний возраст 26±5,7) без гестаци-
онных осложнений в анамнезе и прерывания 
беременности, родившие 1 и более здорового ре-
бенка, а также без наследственной отягощенно-
сти и клинических проявлений онкологических 
и сердечно-сосудистых заболеваний.

При включении больного в исследование 
фиксировались результаты объективного осмо-
тра, анамнеза, сведения о проводимой терапии, 
течении заболевания. Диагнозы подтверждены 
результатами неинвазивных скрининговых и 
углубленных инструментальных методов иссле-
дования.

Критерии исключения пациентов из иссле-
дования: острые и хронические воспалительные 
заболевания, сахарный диабет, алкоголизм, по-
чечная недостаточность. В соответствии с Хель-
синкской декларацией Всемирной ассоциации 
«Этические принципы проведения научных ме-
дицинских исследований с участием человека» 
(с поправками 2000 г.) и «Правилами клиниче-
ской практики в РФ», утвержденными приказом 
Минздрава РФ от 19.06.2003 г. № 266, все иссле-
дования проведены с информированного согла-
сия каждого обследуемого.

Геномная ДНК из лейкоцитов перифери-
ческой крови жителей РА выделена термоко-
агуляционным методом с помощью реагента 
«ДНК-экспресс-кровь» (НПФ «Литех», Москва). 
Чистота и концентрации образцов ДНК тести-
рованы на спектрофотометре NanoDrop 2000c 
(Termo Scientific, США).

Полиморфизмы генов IL10 (C819T; C592A),  
IL4 (C589T), TGFb1 (G915C), TNFRSF11B 
(G1181C), CRP (C3872T), EDN1 (G925T), CYP1A1 
(A2454G), NOS3 (C786T), MMP1 (1607insG) ис-
следованы SNP-методом на коммерческих тест-
системах НПФ «Литех» (Москва) с электрофоре-
тической детекцией результатов. Статистически 
значимыми считались различия при р ≤ 0,05. 
Сила ассоциаций оценивалась в значениях по-
казателя отношения шансов (OR – odds ratio, 
мера коррелятивной связи), указанного с 95% 
доверительным интервалом (95% CI – confidence 
interval). 

С помощью программы STRING 10.0 (Search 
Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins; 
доступна по адресу: http://string-db.org) in silico 
проанализированы белок-белковые взаимодей-
ствия, кодируемые генами IL10, IL4, TGFb1, 
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TNFRSF11B, CRP, EDN1, CYP1A1, NOS3 и MMP1. 
Число узлов (белков) и число ребер (количество 
взаимодействий) характеризуют соответствую-
щие сети.

Результаты
В экспериментальных исследованиях, про-

веденных в иммуногенетической лаборатории 
НИИ КП АГУ (г. Майкоп), в сравнении с меж-
дународными данными по европейским попу-
ляциям (Ensembl, проект «1000 геномов», дата 
обращения 6.04.2021 г.) проанализировано рас-
пределение частот «нормальных» и «минорных» 
аллелей целевых генов IL10 (C/T; C/A), IL4 (C/T), 
TGFb1 (G/C), TNFRSF11B (G/C), CRP (C/T), EDN1 
(G/T), CYP1A1 (A/G), NOS3 (C/T), MMP1 (1607insG) 
для жителей Республики Адыгея (табл. 2, 3).

Практически для всех исследованных по-
лиморфизмов генов медиаторов воспаления (за 
исключением rs1800872 гена IL-10 и rs1799750 
гена MMP1) частоты аллельных вариантов в кон-
трольных группах не отличались от аналогичных 
значений в Европейских популяциях (табл. 2, 3). 
Экспериментально нами установлено, что поли-
морфные варианты генов IL10 (C819T и C592A), 
CRP (C3872T), IL4 (C589T), NOS3 (C786T), 
TNFRSF11B (G1181С), EDN1 (G925T) и CYP1А1 
(A2454G) у жителей Республики Адыгея досто-
верно не ассоциированы с развитием ишемиче-
ской болезни сердца, бронхиальной астмы, рака 
молочной железы и угрозы прерывания беремен-
ности в I триместре.

В частотном распределении других однону-
клеотидных замен – C786T гена NOS3, C3872T 
гена CRP, 1607insG гена MMP1, G925T гена EDN1 
и A2454G гена CYP1А1 – у обследованных больных 
ИБС, БА, РМЖ и в контрольных группах так-
же не выявлено достоверных различий (табл. 3). 
Однако у женщин с угрозой раннего выкидыша 
в I триместре и с физиологическим течением бе-
ременности установлена статистическая значи-
мость (F = 0,096; р ≤ 0,05%; OR = 6,0) в распре-
делении частот аллельных вариантов rs1799750 
гена MMP1, но так как доверительный интервал 
пересекает единицу (95% CI = 0,980-36,716), это 
требует проведения дополнительных исследова-
ний на большей выборке для подтверждения ас-
социации полиморфизма 1607insG гена MMP1 с 
осложненным течением беременности.

Преобладающая в европейских популяци-
ях «дикая», или нормальная, A2454-аллель SNP 
A2454G гена CYP1A1 (rs1048943) типируется у па-
циентов с патологиями и у здоровых лиц в 96,5-
100% случаев, а «минорная» -2454G аллель – ме-
нее чем у 5% во всех исследованных группах, 
кроме больных с БА (28,6%; табл. 3).

Трансформирующий фактор роста бета 
(TGF-b1) – важный иммунный медиатор, ко-
торый оказывает плейотропные эффекты на 
контроль пролиферации и дифференцировки 
различных типов клеток, активацию специфи-
ческого иммунитета, ангиогенез, функциониро-
вание нейронов, регенерацию тканей и эмбри-
ональное развитие, канцерогенез и т.д. [19, 20]. 
Также TGF-b1 является основным медиатором, 
участвующим в провоспалительных реакциях и 
ремоделировании фиброзной ткани при астме [3, 
17]. SNP G915C гена TGFb1 в 1 экзоне приводит 
к замене аминокислоты аргинин (Arg) на пролин 
(Pro) в кодоне 25 с последующим снижением экс-
прессии белкового продукта [9]. Сравнительный 
анализ распределения частот аллельных вариан-
тов SNP rs1800471 гена TGFb1 в обследованных 
группах жителей Республики Адыгея представ-
лен в таблице 4.

Достоверность ассоциации исследованно-
го SNP (rs1800471) гена TGFb1 с риском разви-
тия патологии установлена только у больных с 
бронхиальной астмой: для «нормального» Arg25- 
полиморфного варианта гена TGFb1 p ≤ 0,05; 
F = 0,038; OR = 3,231; 95% CI = 1,081-9,656. В 
обследованных группах больных с сердечно-со-
судистыми, онкологическими заболеваниями и 
нарушениями гестационного процесса достовер-
ных различий в распределении частот rs1800471 
TGFb1 не выявлено (p > 0,05). У здоровых лиц по 
сравнению с группами больных незначительное 
повышение частот патологической -25Pro аллели 
TGFb1 сопоставимо с результатами аналогичных 
исследований для населения Польши, Туниса, 
Северной Индии [13, 15, 18]. Популяционные 
вариации в распределении SNP гена TGFb1 в ци-
тируемых источниках могут быть обусловлены 
этнической спецификой, а также родственными 
и отдаленными межгенными взаимодействия-
ми [15].

Однонуклеотидные полиморфные варианты в 
регуляторных участках генов влияют на уровень 
экспрессии, опосредуя специфику биологиче-
ских эффектов кодируемых протеинов [6]. Функ-
циональные взаимодействия между белковыми 
продуктами 9 исследованных генов выявлены в 
программе STRING database (рис. 1).

Анализ в программе STRING выявил наи-
большую силу белок-белковых взаимодействий 
для IL4 – IL10, NOS3 – EDN1 и IL10 – CRP 
(рис. 1). Девять узлов (или белковых продуктов 
целевых генов) участвуют в 24 взаимодействи-
ях, что значительно превышает три случайных 
взаимодействия. 7 из 9 генов (IL10, IL4, TGFb1, 
TNFRSF11B, CRP, NOS3, MMP1) относятся к ре-
актомному пути (путь сигнализации в иммун-
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ТАБЛИЦА 2. ЧАСТОТЫ АЛЛЕЛЬНЫХ ВАРИАНТОВ ПОЛИМОРФИЗМОВ C819T, C592A ГЕНА IL10, C589T ГЕНА IL4 
И G1181С ГЕНА TNFRSF11B В ИССЛЕДУЕМЫХ ГРУППАХ ПО СРАВНЕНИЮ С ГРУППАМИ КОНТРОЛЯ

TABLE 2. FREQUENCIES OF ALLELIC VARIANTS OF POLYMORPHISMS C819T, C592A OF THE IL10 GENE, C589T OF  
THE IL4 GENE, AND G1181C OF THE TNFRSF11B GENE IN THE STUDY GROUPS COMPARED TO THE CONTROL GROUPS

SNP Анализируемые группы
Analyzed groups

Частоты аллелей
Allele frequencies F (p)

«N», % «Pt», %

IL
10

 rs
18

00
87

1 
(C

81
9T

)

Мировые данные (Европа)*
World data (Europe)* 0,760 0,240 –

Контроль (n = 16)
Control (n = 16) 0,719 0,281 –

Контроль (женщины) (n = 7)
Control (women) (n = 7) 0,714 0,286 –

Бронхиальная астма (n = 12)
Bronchial asthma (n = 12) 0,750 0,250 1,0 (> 0,05)

Ишемическая болезнь сердца (n = 10)
Coronary heart disease (n = 10) 0,700 0,300 1,0 (> 0,05)

Рак молочной железы (n = 10)
Breast cancer (n = 10) 0,750 0,250 1,0 (> 0,05)

Женщины с угрозой выкидыша (n = 9)
Women with threatened miscarriage (n = 9) 0,556 0,444 0,471 (> 0,05)

IL
10

 rs
18

00
87

2 
(C

59
2A

)

Мировые данные (Европа)*
World data (Europe)* 0,760 0,240 –

Контроль (n = 16)
Control (n = 16) 0,469 0,531 –

Контроль (женщины) (n = 12)
Control (women) (n = 12) 0,375 0,625 –

Бронхиальная астма (n = 11)
Bronchial asthma (n = 11) 0,455 0,545 1,0 (> 0,05)

Ишемическая болезнь сердца (n = 10)
Coronary heart disease (n = 10) 0,400 0,600 0,776 (> 0,05)

Рак молочной железы (n = 10)
Breast cancer (n = 10) 0,600 0,400 0,225 (> 0,05)

Женщины с угрозой выкидыша (n = 7)
Women with threatened miscarriage (n = 7) 0,571 0,429 0,318 (> 0,05)

IL
4 

rs
22

43
25

0 
(C

58
9T

)

Мировые данные (Европа)*
World data (Europe)* 0,832 0,168 –

Контроль (n = 16)
Control (n = 16) 0,875 0,125 –

Контроль (женщины) (n = 12)
Control (women) (n = 12) 0,857 0,143 –

Бронхиальная астма (n = 13)
Bronchial asthma (n = 13) 0,846 0,154 1,0 (> 0,05)

Ишемическая болезнь сердца (n = 10)
Coronary heart disease (n = 10) 0,900 0,100 1,0 (> 0,05)

Рак молочной железы (n = 10)
Breast cancer (n = 10) 0,722 0,278 0,426 (> 0,05)

Женщины с угрозой выкидыша (n = 7)
Women with threatened miscarriage (n = 7) 0,929 0,071 1,0 (> 0,05)
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SNP Анализируемые группы
Analyzed groups

Частоты аллелей
Allele frequencies F (p)

«N», % «Pt», %

TN
FR

SF
11

B
 rs

20
73

61
8 

(G
11

81
С

)

Мировые данные (Европа)*
World data (Europe)* 0,533 0,467 –

Контроль (n = 12)
Control (n = 12) 0,625 0,375 –

Контроль (женщины) (n = 4)
Control (women) (n = 4) 0,625 0,375 –

Бронхиальная астма (n = 8)
Bronchial asthma (n = 8) 0,563 0,437 0,750 (> 0,05)

Ишемическая болезнь сердца (n = 10)
Coronary heart disease (n = 10) 0,700 0,300 0,752 (> 0,05)

Рак молочной железы (n = 10)
Breast cancer (n = 10) 0,550 0,450 1,0 (> 0,05)

Женщины с угрозой выкидыша (n = 5)
Women with threatened miscarriage (n = 5) 0,400 0,600 0,637 (> 0,05)

Примечание. «N» – нормальная аллель, «Pt» – мутантная аллель, F – точный критерий Фишера (двусторонний),  
OR (odds-ration) – отношение шансов при уровне значимости р ≤ 0,05 и 95% доверительном интервале (95% CI).  
* По данным международной базы данных Ensembl (проект «1000 геномов», https://www.ensembl.org/index.html, дата 
обращения 11.01.2021).

Note. “N”, normal allele; “Pt”, mutant allele; F, Fisher criterion (two-sided); OR (odds-ration), the odds ratio at a significance level  
of p ≤ 0.05 and a 95% confidence interval (95% CI).  
* According to the Ensembl international database (the 1000 Genomes Project, https://www.ensembl.org/index.html, accessed 
11.01.2021).

Таблица 2 (окончание)
Table 2 (continued)

CRP

IL10
IL4

MMP1

NOS3EDN1

TGFb1

TNFRSF11B

CYP1A1

Рисунок 1. STRING анализ взаимодействий между белками, кодируемыми исследованными в работе генами – IL10, 
IL4, TGFbb1, TNFRSF11B, CRP, EDN1, CYP1A1, NOS3, MMP1
Примечание. Количество узлов: 9; количество ребер: 24; средняя степень узла: 5,33; средний коэффициент локальной 
кластеризации: 0,796; ожидаемое количество ребер: 3; p-значение обогащения PPI: 3e-15.
Figure 1. STRING analysis of interactions between proteins encoded by the studied genes – IL10, IL4, TGFb1, TNFRSF11B, CRP, 
EDN1, CYP1A1, NOS3, MMP1
Note. Number of nodes: 9; number of edges: 24; average node degree: 5,33; avg. local clustering coefficient: 0,796; expected number of edges: 3; 
PPI enrichment p-value: 3e-15.

– интеллектуальный анализ текста (Textmining)

– коэкспрессия (co-expression)

Узел 1 
Node 1

Узел 2 
Node 2

Оценка взаимодействия
Score

IL4 IL10 0,972
NOS3 EDN1 0,941
IL10 CRP 0,873

NOS3 CRP 0,861
TGFb1 IL10 0,820
TGFb1 MMP1 0,752
MMP1 CRP 0,727
NOS3 IL10 0,709
TGFb1 IL4 0,700
MMP1 IL4 0,685
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ТАБЛИЦА 3. ЧАСТОТЫ АЛЛЕЛЬНЫХ ВАРИАНТОВ ПОЛИМОРФИЗМОВ C786T ГЕНА NOS3, C3872T ГЕНА CRP, 1607insG 
ГЕНА MMP1, G925T ГЕНА EDN1 И A2454G ГЕНА CYP1 В ИССЛЕДУЕМЫХ ГРУППАХ ПО СРАВНЕНИЮ С ГРУППАМИ 
КОНТРОЛЯ

TABLE 3. FREQUENCIES OF ALLELIC VARIANTS OF POLYMORPHISMS C786T OF THE NOS3 GENE, C3872T OF THE CRP 
GENE, 1607insG OF THE MMP1 GENE, G925T OF THE EDN1 GENE, AND A2454G OF THE CYP1 GENE IN THE STUDY 
GROUPS COMPARED TO THE CONTROL GROUPS

SNP Анализируемые группы
Analyzed groups

Частоты аллелей
Allele frequencies F (p)

«N», % «Pt», %

N
O

S3
 rs

20
70

74
4 

(C
78

6T
)

Мировые данные (Европа)*
World data (Europe)* 0,438 0,562 –

Контроль (n = 18) 
Control (n = 18) 0,417 0,583 –

Контроль (женщины) (n = 9)
Control (women) (n = 9) 0,500 0,500 –

Бронхиальная астма (n = 12)
Bronchial asthma (n = 12) 0,292 0,708 0,416 (> 0,05)

Ишемическая болезнь сердца (n = 8)
Coronary heart disease (n = 8) 0,563 0,437 0,378 (> 0,05)

РМЖ (n = 10)
BC (n = 10) 0,450 0,550 1,0 (> 0,05)

Женщины с угрозой выкидыша (n = 6)
Women with threatened miscarriage (n = 6) 0,250 0,750 0,260 (> 0,05)

C
R

P 
rs

12
05

 (C
38

72
T)

Мировые данные (Европа)*
World data (Europe)* 0,690 0,310 –

Контроль (n = 15)
Control (n = 15) 0,600 0,400 –

Контроль (женщины) (n = 13)
Control (women) (n = 13) 0,654 0,346 –

Бронхиальная астма (n = 11)
Bronchial asthma (n = 11) 0,636 0,364 1,0 (> 0,05)

Ишемическая болезнь сердца (n = 10)
Coronary heart disease (n = 10) 0,800 0,200 0,217 (> 0,05)

РМЖ (n = 10)
BC (n = 10) 0,550 0,450 0,550 (> 0,05)

Женщины с угрозой выкидыша (n = 7)
Women with threatened miscarriage (n = 7) 0,857 0,143 0,686 (> 0,05)

M
M

P1
 rs

17
99

75
0 

(1
60

7i
ns

G
)

Мировые данные (Европа)*
World data (Europe)* 0,504 0,496 –

Контроль (n = 15)
Control (n = 15) 0,367 0,633 –

Контроль (женщины) (n = 16)
Control (women) (n = 16) 0,333 0,667 –

Бронхиальная астма (n = 10)
Bronchial asthma (n = 10) 0,650 0,350 0,08 (> 0,05)

Ишемическая болезнь сердца (n = 8)
Coronary heart disease (n = 8) 0,389 0,611 1,0 (> 0,05)

РМЖ (n = 9)
BC (n = 9) 0,556 0,444 0,211 (> 0,05)

Женщины с угрозой выкидыша (n = 4)
Women with threatened miscarriage (n = 4) 0,750 0,250 0,096 (≤ 0,05)
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SNP Анализируемые группы
Analyzed groups

Частоты аллелей
Allele frequencies F (p)

«N», % «Pt», %

ED
N

1 
rs

53
70

 (G
92

5T
)

Мировые данные (Европа)*
World data (Europe)* 0,787 0,213 –

Контроль (n = 17)
Control (n = 17) 0,794 0,206 –

Контроль (женщины) (n = 15)
Control (women) (n = 15) 0,800 0,200 –

Бронхиальная астма (n = 5)
Bronchial asthma (n = 5) 1,000 0,000 0,177 (> 0,05)

Ишемическая болезнь сердца (n = 8)
Coronary heart disease (n = 8) 0,938 0,062 0,409 (> 0,05)

РМЖ (n = 9)
BC (n = 9) 0,889 0,111 0,692 (> 0,05)

Женщины с угрозой выкидыша (n = 7)
Women with threatened miscarriage (n = 7) 0,786 0,214 1,0 (> 0,05)

C
YP

1A
1 

rs
10

48
94

3 
(A

24
54

G
)

Мировые данные (Европа)*
World data (Europe)* 0,965 0,035 –

Контроль (n = 17)
Control (n = 17) 0,941 0, 059 –

Контроль (женщины) (n = 15)
Control (women) (n = 15) 0,967 0,033 –

Бронхиальная астма (n = 7)
Bronchial asthma (n = 7) 0,714 0,286 0,570 (> 0,050)

Ишемическая болезнь сердца (n = 9)
Coronary heart disease (n = 9) 0,944 0,056 1,0 (> 0,05)

РМЖ (n = 10)
BC (n = 10) 0,950 0,050 1,0 (> 0,05)

Женщины с угрозой выкидыша (n = 7)
Women with threatened miscarriage (n = 7) 1,000 0,000 1,0 (> 0,05)

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 2.

Таблица 3 (окончание)
Table 3 (continued)

ной системе – HSA-168256), упомянутому в базе 
данных STRING. Три белковых продукта (IL4, 
EDN1, CYP1A1) вовлечены в биологический про-
цесс метаболизма липидов. Прогнозируемые 
функциональные партнеры для данной сети 
включают EDNRA (рецептор эндотелина-1), 
EDNRB (рецептор эндотелина типа В), IL4R 
(субъединица альфа рецептора интерлейкина-4), 
TNFSF11 (цитокин семейства факторов некроза 
опухоли и лиганд для рецепторов TNFRSF11B/
OPG и TNFRSF11A/RANK), АКТ1 (кодирует фер-

мент RAC-альфа-серин/треонин-протеинкиназу, 
регулирующую многие процессы, в том числе ме-
таболизм, пролиферацию, рост, ангиогенез и вы-
живание клеток).

Обсуждение
Дисрегуляция и трансформация базовой вос-

палительной реакции с чрезмерным пролонги-
рованным (хроническим) течением приводит к 
деградации межклеточного матрикса, усилению 
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ТАБЛИЦА 4. ЧАСТОТЫ АЛЛЕЛЬНЫХ ВАРИАНТОВ ПОЛИМОРФИЗМА Arg25Pro (G915C, rs1800471) ГЕНА TGFbb1 
В ИССЛЕДУЕМЫХ ГРУППАХ ПО СРАВНЕНИЮ С ГРУППАМИ КОНТРОЛЯ

TABLE 4. FREQUENCIES OF ALLELIC VARIANTS OF THE Arg25Pro (G915C, rs1800471) POLYMORPHISM OF THE TGFb1 
GENE IN THE STUDY GROUPS COMPARED TO THE CONTROL GROUPS

Аллели
Alleles

Больные
Patients

Контроли
Controls F (p)

OR

n = 121; 92; 103; 74 n = 171, 2; 153, 4 знач. 95% CI
Бронхиальная астма1

Bronchial asthma1

Arg25-, % 0,667 0,382 0,038 
(≤ 0,05)

3,231 1,081-9,656
-25Pro, % 0,333 0,618 0,310 0,104-0,925

Ишемическая болезнь сердца2

Coronary heart disease2

Arg25-, % 0,556 0,382 0,257 
(> 0,05)

2,019 0,634-6,433
-25Pro, % 0,444 0,618 0,495 0,155-1,578

Рак молочной железы3

Breast cancer3

Arg25-, % 0,500 0,500 0,030 
(> 0,05)

1,308 0,420-4,071
-25Pro, % 0,500 0,500 0,765 0,246-2,381

Угроза прерывания беременности в I триместре4

Threatened miscarriage in the first trimester4

Arg25-, % 0,500 0,500 0,774 
(> 0,05)

1,308 0,366-4,668
-25Pro, % 0,500 0,500 0,765 0,214-2,730

Примечание. F – точный критерий Фишера (двусторонний), OR (odds-ration) – отношение шансов при уровне 
значимости р ≤ 0,05 и 95% доверительном интервале (95% CI).

Note. F, Fisher criterion (two-sided); OR (odds-ration), the odds ratio at a significance level of p ≤ 0.05 and a 95% confidence 
interval (95% CI).

фиброза, стимуляции роста опухолей, к гибели 
жизнеспособных кардиомиоцитов и т.д. [6,  8]. 
Син дром системной воспалительной реакции 
(ССВР) на повреждающий стимул развивается с 
участием гуморальных и клеточных звеньев им-
мунной системы: медиаторов воспаления (цито-
кинов и их растворимых рецепторов), ростовых 
факторов (TGF-b), C-реактивного белка (СРБ), 
внеклеточных Zn-зависимых эндопептидаз (ма-
триксных металлопротеиназ – ММР), моноци-
тов/макрофагов, нейтрофилов, фибробластов, 
тромбоцитов, эндотелиальных, гладкомышечных 
и других клеток [1, 14]. Острофазовый ответ при 
сердечно-сосудистых заболеваниях нарушает ра-
боту многих органов (легких, почек, скелетной 
мускулатуры и т.д.), что, соответственно, приво-
дит к легочной гипертензии, мышечной слабости 
и задержке ионов натрия [13].

Полиморфизмы генов IL10 (C819T; C592A), IL4 
(C589T), TNFRSF11B (G1181C), TGFb1 (G915C), 
CRP (C3872T), EDN1 (G925T), CYP1A1 (A2454G), 
NOS3 (C786T), MMP1 (1607insG) могут влиять на 
развитие патофизиологической стадии и тяжесть 
клинических проявлений социально значимых 

заболеваний, что подтверждается публикациями 
в международных базах данных (HuGE Navigator, 
PubMed, NCBI, дата обращения 09.2020). Ассоци-
ация однонуклеотидных полиморфизмов спектра 
генов с патофизиологическими процессами при 
воспалении (IL10, IL4), апоптозе (TNFRSF11B), 
сосудистых реакциях (вазоконстрикции) (CRP], 
эндотелиальной дисфункции (NOS, EDN1), фи-
брозе (TGFb1, MMP1) и нарушениях метаболизма 
ксенобиотиков (CYP1A1) исследована на примере 
жителей РА. Отбор генов и SNP, участвующих в 
трансформации базовой воспалительной реак-
ции при развитии мультифакториальных забо-
леваний основан на тщательном анализе между-
народных информационных баз данных (МБД) 
(табл. 1).

Ген IL10 кодирует плейотропный интерлей-
кин-10, который подавляет действие предше-
ственника воспалительного транскрипционного 
фактора NF-kB и проявляет противовоспали-
тельный эффект путем ингибирования синтеза 
IFNγ, TNFα, IL-6, IL-23. IL-10 усиливает про-
лиферацию В-клеток и продукцию антител, ис-
пользуемых в иммунотерапевтической страте-
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гии [16, 21, 24, 25]. Однако в проведенном Zuo S. 
и соавт. (2020) метаанализе и у жителей Адыгеи 
T819C полиморфизм гена IL10 (rs1800871) не ас-
социирован с риском развития ишемического 
инсульта (табл. 2) [26]. По результатам метаана-
лиза, проведенного в 2021 году Wang K. и соавт. 
в Китае, генетический полиморфизм rs1800872 
гена IL10 в гетерозиготной (С592А) и в доминант-
ной модели (С592А+А592А) наследования снижа-
ет риск развития рака шейки матки [23]. Высокая 
частота (40-60%) патологической -592A аллели 
(rs1800872) гена IL10 в группах больных и здоро-
вых жителей РА исключает возможность его ис-
пользования в качестве прогностически значи-
мого фактора. 

Регуляторный IL-4 уравновешивает эффекты 
провоспалительных медиаторов I типа и опос-
редует такие реакции организма-хозяина, как 
аллергические, антипаразитарные, ранозажив-
ляющие и острые воспаления. Типированный 
«нормальный» C589-аллельный вариант гена IL4 
(rs2243250), преобладающий в европейских по-
пуляциях и у здоровых жителей РА, не ассоции-
рован ни с одним из заболеваний, приведенных 
в таблице 2.

Аналогичные результаты получены и для SNP 
CRP (C-reactive protein provided – С-реактивный 
белок) – важного регуляторного белка, участву-
ющего в каскаде воспалительных процессов, 
включая активацию комплемента, апоптоз, фа-
гоцитоз, высвобождение оксида азота (NO) и се-
крецию таких цитокинов, как IL-6, TNFα и др. 
Известны патогенетические механизмы развития 
ССЗ с участием С-реактивного белка: снижение 
продукции NO, подавление in vitro ангиогенеза, 
миграции клеток, образования капиллярных се-
тей, что повышает риск развития сердечно-со-
судистых заболеваний, поэтому для жителей РА 
представляется целесообразным типирование 
других SNP или секвенирование гена СRР [22].

Эндотелиальная синтаза оксида азота 3 типа 
(NOS3), участвующая в синтезе сигнальной мо-
лекулы оксида азота, вовлечена в патогенез за-
болеваний с неустановленным этиологическим 
фактором: ССЗ, нарушений имплантации и 
бронхиальной астмы [12]. Внутриклеточный 
мессенджер NOS может проявлять двойствен-
ный эффект, что в свою очередь зависит от поли-
морфных вариантов и клеточных линий, проду-
цирующих маркер атопического воспаления при 
БА – оксид азота II (NO). Несмотря на участие 
NOS3 в патофизиологических процессах и досто-
верную ассоциацию C786T гена NOS3 с клини-
ческими проявлениями бронхиальной астмы по 
данным информационных баз (NCBI, PubMed, 
Medline, «КиберЛенинка»), у жителей РА экс-
периментально не подтверждена статистическая 

значимость связи C786T гена NOS3 с бронхиаль-
ной астмой (табл. 3).

Эндотелин-1 (EDN1) – пептид с мощным со-
судосуживающим эффектом, а его родственные 
рецепторы являются терапевтическими мишеня-
ми при лечении легочной гипертензии. Аберрант-
ная экспрессия этого гена может способствовать 
развитию опухолевого процесса, однако у паци-
ентов с гистологически верифицированным диа-
гнозом «аденокарцинома молочной железы», в 
отличие от здоровых женщин, не выявлено ста-
тистически значимых отличий в распределении 
G925T полиморфизма гена EDN1 (rs5370).

Статистическая достоверность различий по 
частотам «дикого» и «мутантного» аллельных ва-
риантов SNP получены для трансформирующего 
фактора роста бета-1 (TGFb1) – основного меди-
атора, участвующего в провоспалительных реак-
циях и ремоделировании фиброзной ткани при 
астме [17]. У жителей РА с бронхиальной астмой 
повышена частота «нормальной» Arg25-аллели 
гена TGFb1 (p ≤ 0,05; F = 0,038; OR = 3,231; 95% 
CI = 1,081-9,656) (табл. 4), что подтверждается 
исследованиями Лебеденко А.А. и соавт. (2018). 
Вероятно, у носителей генотипа Arg25Arg по 
сравнению с носителями генотипа Pro25Pro бу-
дут наблюдаться более быстрые и существенные 
изменения структуры тканей бронхов в ответ на 
действие аллергена и, следовательно, более тя-
желое течение заболевания [3]. Для больных сер-
дечно-сосудистыми, онкологическими заболева-
ниями и нарушениями гестационного процесса 
достоверных различий по однонуклеотидному 
полиморфизму rs1800471 гена TGFb1 не выявле-
но (p > 0,05). Незначительное повышение частот 
патологической -25Pro аллели TGFb1 у здоровых 
лиц РА по сравнению с группами больных сопо-
ставимо с результатами аналогичных исследова-
ний в Польше, Тунисе, Северной Индии [13, 15, 
18]. 

Эмбриональное развитие, пролиферация, 
дифференцировка, ремоделирование тканей, 
метастазирование и другие физиологические/па-
тологические процессы реализуются с участием 
белков семейства матриксных металлопротеиназ 
(MMP), разрушающих внеклеточный матрикс 
и модулирующих взаимодействие «клетка – ма-
трикс» [11]. Например, коллагеназа-1 (матрикс-
ная металлопротеиназа-1 – MMP1) участвует в 
фиброзной трансформации миокарда и наруше-
ниях кровообращения у больных ССЗ [5]. В МБД 
аннотированы публикации об ассоциации ин-
серции гена MMP1 (rs1799750; 1G/2G), ассоции-
рованной с хронической обструктивной болез-
нью легких (ХОБЛ), но не подтвержденной для 
больных БА в РА. Исследования мышей, нока-
утированных по гену TNFRSF11B, подтвержда-
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ют участие его белкового продукта в стимуля-
ции антиоксидантных путей и защите клеток от 
апоптоза. Белки цитохрома P450, семейство 1A, 
регулируются геном CYP1A1 и являются моноок-
сигеназами, которые катализируют реакции, уча-
ствующие в метаболизме лекарственных препа-
ратов и синтезе холестерина, стероидов и других 
липидов. Несмотря на ключевую роль белковых 
продуктов генов (MMP1, TNFRSF11B, CYP1А1), 
упоминаемых в базе данных STRING и участву-
ющих в сигнализации иммунной системы (путь 
HSA-168256) и метаболизме липидов, нами не 
установлено достоверных различий в распреде-
лении частот аллельных вариантов 1607insG гена 
MMP1, G1181 гена TNFRSF11B и A2454G гена 
CYP1А1 при ишемической болезни сердца, брон-
хиальной астме, раке молочной железы.

Заключение
На примере жителей РА экспериментально 

доказано, что с развитием бронхиальной астмы 

достоверно ассоциирован «нормальный» Arg25- 
полиморфный вариант гена TGFb1 (p ≤ 0,05; 
F = 0,038; OR = 3,231; 95% CI = 1,081-9,656). 
Для групп с сердечно-сосудистыми, онкологиче-
скими заболеваниями и нарушениями гестаци-
онного процесса достоверных различий по SNP 
rs1800471 не выявлено (p > 0,05).

Распределение частот аллельных вариан-
тов C786T гена NOS3, G1181С гена TNFRSF11B, 
1607insG гена MMP1, G925T гена EDN1 и A2454G 
гена CYP1А1 у обследованных больных с ИБС, 
РМЖ и в контрольной группе достоверно не 
различаются (табл. 3). Статистическая значи-
мость частот аллельных вариантов rs1799750 гена 
MMP1 при угрозе раннего выкидыша в I триме-
стре и у женщин с физиологическим течением 
беременности (F = 0,096; р ≤ 0,05%; OR = 6,0) 
приближается к достоверной, но с доверитель-
ным интервалом, пересекающим единицу (95% 
CI = 0,980-36,716), что требует дальнейших ис-
следований.

Список литературы / References
1. Аймагамбетова А.О. Атерогенез и воспаление. Обзор литературы // Наука и здравоохране-

ние, 2016. № 1. С. 24-39. [Aimagambetova A.O. Atherogenesis and inflammation. Literature review. Nauka i 
zdravookhranenie = Science and Healthcare, 2016, no. 1, pp. 24-39. (In Russ.)]
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логический журнал, 2020. Т. 25, № 10, 4007. [Nikolaeva A.M., Babushkina N.P., Ryabov V.V. Some pro-and anti-
inflammatory cytokines, polymorphic variants of their genes and postinfarction remodeling of the heart. Rossiyskiy 
kardiologicheskiy zhurnal = Russian Journal of Cardiology, 2020, Vol. 25, no. 10, 4007. (In Russ.)] doi: 10.15829/1560-
4071-2020-4007.
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ИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ДИСБАЛАНС, ГЕНЕТИЧЕСКИЙ 
ПОЛИМОРФИЗМ ФЕРМЕНТОВ БИОТРАНСФОРМАЦИИ 
И РЕЦЕПТОРЫ СТЕРОИДНЫХ ГОРМОНОВ В ОПУХОЛИ 
У БОЛЬНЫХ РАКОМ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ
Глушков А.Н.1, Поленок Е.Г.1, Гордеева Л.А.1, Мун С.А.1, 
Костянко М.В.2, Антонов А.В.3, Вержбицкая Н.Е.3, Воронина Е.Н.4, 
Колпинский Г.И.5
1 ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр угля и углехимии Сибирского отделения Российской 
академии наук», г. Кемерово, Россия 
2 ФГБОУ ВО «Кемеровский государственный университет», г. Кемерово, Россия 
3 ГБУЗ «Кузбасский клинический онкологический диспансер имени М.С. Раппопорта», г. Кемерово, Россия 
4 ФГБУН «Институт химической биологии и фундаментальной медицины Сибирского отделения Российской 
академии наук», г. Новосибирск, Россия 
5 ФГБОУ ВО «Кемеровский государственный медицинский университет», г. Кемерово, Россия

Резюме. Известно, что эффективность гормональной терапии рака молочной железы (РМЖ) за-
висит от наличия в ткани опухоли рецепторов эстрадиола и прогестерона (ER и PR). Экспрессия 
стероидных рецепторов снижается при прогрессии РМЖ. Механизмы конверсии ER+/PR+ опухолей 
молочной железы в ER+/PR- и ER-/PR- остаются неизвестными. Очевидно, снижение экспрессии 
стероидных рецепторов зависит от действия генотоксических метаболитов химических канцерогенов 
окружающей среды (в частности бензо[а]пирена, Bp) и эндогенных стероидных гормонов (в част-
ности эстрадиола, E2), образование которых регулируется ферментами биотрансформации. С дру-
гой стороны, образование аддуктов генотоксических метаболитов с ДНК может индуцировать син-
тез специфических антител. Ранее было показано, что превышение уровней сывороточных антител 
класса А против Bp и E2 над уровнями антител против прогестерона (IgA-Bp/IgA-Pg > 1 и IgA-E2/
IgA-Pg > 1), обозначенное как иммунологический дисбаланс, ассоциировано с высоким риском воз-
никновения РМЖ.

Цель исследования – выявить предполагаемые ассоциации конверсии ER+/PR+ опухолей в ER+/
PR- и ER-/PR- с иммунологическим дисбалансом у больных РМЖ с различными генетическими 
вариантами ферментов биотрансформации: CYP1A1*2A (rs4646903), CYP1B1 (rs1056836), CYP19A1 
(rs2470152), GSTT1 (del), GSTP1 (rs1695). 

Исследование IgA-Bp, IgA-E2 и IgA-Pg в сыворотке крови 1321 некурящей женщины с диагнозом 
РМЖ проводили с помощью неконкурентного твердофазного иммуноферментного анализа. Конъ-
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югаты Bp, E2 и Pg с бычьим сывороточным альбумином использовали в качестве адсорбированных 
на пластике антигенов и меченные пероксидазой хрена козьи антитела против IgA – для проявления 
связавшихся с гаптенами антител. Генетические полиморфизмы ферментов биотрансформации ис-
следовали с помощью ПЦР в режиме реального времени. Наличие в ткани опухоли ER и PR опреде-
ляли с помощью стандартного иммуно-гистохимического анализа. 

У больных РМЖ I стадии (N = 534) ER+/PR+ опухоли обнаружены в 68,7% случаев, ER+/PR- в 
15,6%, ER-/PR- в 15,7%. У больных II-IV стадий (N = 787) частота ER+/PR+ опухолей снижалась до 
60,2%, частота ER+/PR- не изменялась (15,8%), частота ER-/PR- возрастала до 24,0% (p < 0,0001). Та-
кие изменения статуса стероидных рецепторов имели место только у больных с высокими значения-
ми индивидуальных соотношений IgA-Bp/IgA-Pg > 1 и IgA-E2/IgA-Pg > 1 (p < 0,001). У больных с низ-
кими значениями указанных соотношений не было разницы между I и II-IV стадиями по удельному 
весу ER+/PR+, ER+/PR- и ER-/PR- (p = 0,28).

У гомозигот TT CYP19A1 частота ER+/PR+ опухолей при I стадии была выше (77,1%), чем при II- IV 
стадиях (60,1%). Соответственно у больных II-IV стадий повышалась частота ER-/PR- опухолей (с 
11,8% до 26,1%, p < 0,001). У носителей генотипа GSTT1 «+» ER+/PR+ опухоли обнаружены в 68,7% 
при I стадии и в 58,6% при II-IV стадиях, соответственно ER-/PR- обнаружены в 16,6% и в 24,5% слу-
чаев (p < 0,004). У гомозигот GG GSTP1 ER+/PR+ опухоли обнаружены в 57,1% при I стадии и в 60,7% 
при II-IV стадиях, частота ER+/PR- опухолей была ниже (14,3% против 20,2%), а ER-/PR- – выше 
(28,6% против 19,0%, p < 0,001). Удельный вес низких или высоких значений соотношений IgA-Bp/
IgA-Pg и IgA-E2/IgA-Pg был одинаковым при любом генотипе исследованных генов. 

Таким образом, конверсия стероидных рецепторов опухоли у больных РМЖ независимо ассоции-
рована с иммунологическим дисбалансом и с полиморфизмом некоторых генов ферментов биотранс-
формации.

Ключевые слова: рак молочной железы, антитела, бензо[а]пирен, эстрадиол, прогестерон, CYP, GST

IMMUNOLOGICAL IMBALANCE, GENE POLYMORPHISM OF 
BIOTRANSFORMATION ENZYMES, AND STEROID HORMONE 
RECEPTORS IN TUMORS IN BREAST CANCER PATIENTS
Glushkov A.N.a, Polenok E.G.a, Gordeeva L.A.a, Mun S.A.a, 
Kostyanko M.V.b, Antonov A.V.c, Verzhbitskaya N.E.c, Voronina E.N.d, 
Kolpinskiy G.I.e 
a Federal Research Center of Coal and Coal Chemistry, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Kemerovo, 
Russian Federation  
b Kemerovo State University, Kemerovo, Russian Federation  
c Kuzbass Clinical Oncology Dispensary, Kemerovo, Russian Federation  
d Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, 
Novosibirsk, Russian Federation  
e Kemerovo State Medical University, Kemerovo, Russian Federation

Abstract. It is well known that results of breast cancer (BC) hormonal therapy depend on expression of tumor 
estradiol and progesterone receptors (ER and PR) in tumor tissue. Mechanisms of ER+/PR+ tumors conversion 
to ER+/PR- and ER-/PR- tumors remain scarcely studied. The decrease of steroid receptors expression seems 
to depend on action of genotoxic metabolites of environmental carcinogens (particularly, benzo[a]pyrene, BP) 
and endogenous steroids (in particular, estradiol, E2). The formation of these metabolites is regulated by the 
biotransformation enzymes. On the other hand, the formation of DNA-adducts with genotoxic metabolites 
may induce the synthesis of specific antibodies. Previously, it was shown that increase of the serum IgA-
antibodies levels against Bp and E2 over the levels of IgA-antibodies against progesterone (IgA-Bp/IgA-Pg > 1 
and IgA-E2/IgA-Pg), could be interpreted as immunological imbalance associated with high BC risk in healthy 
women. The purpose of this study was to detect the suggested associations between ER+/PR+ tumors conversion 
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to ER+/PR+ and ER-/PR- tumors and immunological imbalance in the BC patients with distinct gene variants 
of biotransformation enzymes: CYP1A1*2A (rs 4646903), CYP1B1 (rs1056836), CYP19A1 (rs2470152), GSTT1 
(del), GSTP1 (rs1695). The IgA-Bp, IgA-E2 and IgA-Pg were studied in 1321 non-smoking BC patients by 
non-competitive solid phase immunoassay. The conjugates of Bp, E2 and Pg with bovine serum albumin were 
adsorbed as target antibodies. The goat antibodies against human IgA conjugated with horseradish peroxidase 
were used for detection of the studied specific antibodies. Gene polymorphisms of biotransformation enzymes 
were analyzed by the real-time PCR. Tumor ER and PR were detected by the standard immunohistochemical 
methods. 

ER+/PR+ tumors in BC patients at the stage I (N = 534) were found in 68.7%, ER+/PR- in 15.6%, ER-/
PR- in 15.7%. In BC patients at the II-IV stage (N = 787), frequency of ER+/PR+ tumors decreased to 60.2%, 
ER+/PR- was similar (15.8%), and ER-/PR- increased to 24.0% (p < 0.0001). These alterations were revealed 
in BC patients at the IgA-Bp/IgA-Pg ratios > 1, and IgA-E2/IgA-Pg > 1 only. There were no differences found 
between BC patients at stage I and II-IV at the ER+/PR+, ER+/PR-, ER-/PR- frequencies when these ratios 
were low. 

The frequency of ER+/PR+ tumors in homozygotes TT of CYP19A1 was 77.1% at the I stage and 60.1% at 
the II-IV stages. Respectively the frequencies of ER-/PR- tumors were 11.8% and 26.1% (p < 0.001). ER+/
PR+ tumors were revealed in GSTT1 “+” BC patients at the I stage in 68.7% and at the II-IV stages in 58.0%. 
Respectively ER-/PR- tumors were found in 16.6% and 24.5% (p < 0.0004). The frequency of ER+/PR+ 
tumors was 57.1% in homozygotes GG of GSTP1 at the I stage and 60.7% at the II-IV stages. Respectively the 
frequencies of ER+/PR- were 14.3% and 22.2% and ER-/PR- were 28.6% and 19.0% (p < 0.001). Proportions of 
low and high IgA-Bp/IgA-Pg and IgA-E2/IgA-Pg ratios were the same at the any enzyme genotype of studied 
CYP or GST variants. In conclusion, we have revealed a sufficient contribution of immunological imbalance to 
the conversion of steroid receptors in breast cancer growth, being independent of several CYP and GST gene 
polymorphisms. 

Keywords: breast cancer, antibodies, benzo[a]pyrene, estradiol, progesterone, CYP, GST
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Введение
Самой распространенной онкопатологией 

у женщин в мире и в России является рак мо-
лочной железы (РМЖ) [4, 20]. Эффективность 
комплексного лечения РМЖ зависит в том чис-
ле от наличия в опухоли рецепторов эстрогенов 
и прогестерона (ER и PR). Прогноз заболевания 
ухудшается при конверсии ER+ и PR+ опухолей 
в ER- и PR- в процессе прогрессии РМЖ [5, 12, 
23]. Механизмы прекращения или снижения экс-
прессии стероидных рецепторов клетками опухо-
ли остаются неизвестными.

Очевидно, это происходит вследствие гено-
токсического действия реактивных метаболитов 
химических канцерогенов окружающей среды и 
эндогенных стероидных гормонов. Метаболиты 
бензо[а]пирена (Bp) и эстрадиола (E2) образуют 
аддукты с ДНК, которые обнаружены в клетках 
опухоли и в крови у больных РМЖ [6, 10, 17, 22]. 
Поскольку образование аддуктов взаимосвязано 
с активностью ферментов биотрансформации [9, 
15, 18, 21], можно предположить наличие ассо-
циаций между полиморфными вариантами генов 
ферментов биотрансформации и экспрессией 
стероидных рецепторов при росте РМЖ. Однако 

такие взаимосвязи до сих пор не были исследо-
ваны.

С другой стороны, химические канцерогены 
и стероидные гормоны, будучи гаптенами в со-
ставе макромолекулярных аддуктов, индуцируют 
синтез специфических антител. Ранее было обна-
ружено, что превышение уровней сывороточных 
антител класса А, специфичных к Bp и E2, над 
уровнями антител к прогестерону (Pg) ассоции-
ровано с высоким риском возникновения РМЖ 
у женщин [1]. У больных РМЖ с таким иммуно-
логическим дисбалансом (IgA-Bp/IgA-Pg > 1 и 
IgA-E2/IgA-Pg > 1) имело место снижение коли-
чества ER+ и PR+ опухолей при II-IV стадиях по 
сравнению с опухолями I стадии и соответству-
ющее увеличение количества ER- и PR- опухо-
лей [2]. Однако при этом изменение ER и PR в 
процессе роста опухоли рассматривалось по от-
дельности, в то время как большое значение име-
ет их одновременная экспрессия и ее нарушения.

Вместе с тем не были исследованы особен-
ности баланса между IgA-Bp и IgA-E2 с IgA-Pg, 
а также нарушения экспрессии стероидных ре-
цепторов при росте опухолей у больных РМЖ с 
генетическим полиморфизмом ферментов био-
трансформации химических канцерогенов окру-
жающей среды и эндогенных стероидных гормо-
нов.
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Цель настоящей работы – выявить предпо-
лагаемые ассоциации конверсии ER+/PR+ опу-
холей в ER+/PR- и ER-/PR- с иммунологическим 
дисбалансом у больных РМЖ с разными генети-
ческими вариантами ферментов биотрансформа-
ции (CYP1A1*2A (rs4646903), CYP1B1 (rs1056836), 
CYP19А1 (rs2470152), GSTP1 (rs1695), GSTT1 (del)).

Материалы и методы
В настоящем исследовании приняли участие 

1321 некурящая женщина в постменопаузе. Все 
женщины с первично выявленным диагнозом 
«инвазивная карцинома молочной железы» по-
ступили на лечение в Кузбасский клинический 
онкологический диспансер г. Кемерово. Диагноз 
РМЖ в каждом случае был подтвержден гистоло-
гически. Информация о наличии эстрогеновых 
и прогестероновых рецепторов в опухоли (ER+/-, 
PR+/-) у больных РМЖ была взята из протоколов 
патологоанатомического отделения. В зависимо-
сти от рецепторного статуса опухоли были вы-
делены 3 подгруппы больных РМЖ: женщины с 
ER+/PR+ опухолями (n = 841), женщины с ER+/
PR- опухолями (n = 207) и женщины с ER-/PR- 
опухолями (n = 273). У большинства женщин 
была выявлена I и II стадии заболевания (40,4% и 
42,0%), III+IV стадии составили 17,6%. Медиана 
возраста всех женщин с РМЖ составила 63 года 
(интерквартильный размах 58–69). 

Периферическую кровь для исследования за-
бирали согласно этическим стандартам в соот-
ветствии с Хельсинкской декларацией 1975 г. и 
«Правилами клинической практики в Россий-
ской Федерации», утвержденными Приказом 
Минздрава РФ № 266 от 19.06.2003 г. Все женщи-
ны дали информированное письменное согласие 
на участие в исследовании. Образцы сыворотки 
крови женщин забирались в аликвоты и храни-
лись при -70 °С.

Исследование IgA-антител, специфичных 
к Bp, E2 и Pg, проводили с помощью неконку-
рентного иммуноферментного анализа согласно 
методике, описанной в работе [1]. Уровень IgA-
антител к исследуемым гаптенам выражали в от-
носительных единицах и вычисляли по формуле: 

IgА-Х = (ODХ-БСA-ODБСA)/ODБСA,
где Х = Bp, E2, Pg; БСА – бычий сывороточ-

ный альбумин, ODХ-БСA – связывание антител с 
конъюгатом гаптен-БСА, ODБСA – фоновое свя-
зывание антител с БСА. 

Генотипирование
Образцы ДНК выделяли из лимфоцитов пе-

риферической крови с помощью метода фе-
нол – хлороформной экстракции с последующим 
осаждением этанолом, образцы ДНК хранили 
при -20 °C. 

Типирование гена GSTT1(del) проводили муль-
типлексной Real-time ПЦР с флуоресцентной де-
текцией и анализом кривых плавления (табл. 1). 
Олигонуклеотидные праймеры для ПЦР были 
выбраны внутри области делеции в гене GSTT1 
таким образом, что обуславливало отсутствие 
синтеза соответствующего продукта ПЦР при 
анализе образцов ДНК с генотипом GSTT1 «0/0» 
соответственно. Для того чтобы отличить нали-
чие гомозиготной делеции в гене GSTT1 от отсут-
ствия ДНК матрицы или ингибирования реакции 
ПЦР, в амплификационную смесь вводили прай-
меры для амплификации короткого легкоплав-
кого A/T-богатого фрагмента ДНК (LTM – low 
temperature melting). 

Размеры амплифицируемых фрагментов: 
GSTT1 – 287 пар оснований, LTM – 127 пар ос-
нований, расчетная температура отжига всех 
праймеров составляет 64-66 °С, ожидаемая тем-
пература плавления продуктов амплификации 
составляет GSTT1 – 92,5 °С, LTM – 78,5 °С.

ПЦР проводилась в смеси, содержащей сле-
дующие компоненты: 65 mM Tris-HCl (pH = 8,9); 
0,05% Tween 20; 16 mM (NH4)2SO4; 2,4 mM MgCl2; 
0,2 mM dNTP, 0,3 mkM растворы олигонуклео-
тидных праймеров; 0,8X SYBR GreenI; 20-100 нг 
матрицы ДНК; 0,5 единиц активности термоста-
бильной Taq-полимеразы. Объем реакционной 
смеси составлял 20 мкл.

Отсутствие флуоресцентного сигнала указы-
вало на гомозиготность индивидуума по делеции 
гена GSTT1 – «0/0». Гетерозиготы по мутации (ге-
нотип «+/0») рассматривались в одной группе с 
носителями нормальных генов («+»). 

Типирование полиморфных локусов  
CYP1A1*2А (3801 T   >   C, rs4646903), CYP1B1 
(Leu432Val, rs1056836), CYP19A1 (c.-39+15658 
C > T, rs2470152), GSTP1 (Ile105Val, rs1695) про-
водили методом Real-time ПЦР с использовани-
ем технологии конкурирующих TaqMan-зондов. 
Реакции амплификации проводили с помощью 
амплификатора CFX-96 (Bio-Rad, США). Каж-
дый образец амплифицировался с использовани-
ем пары специфических праймеров и двух зондов 
(табл. 1), несущих «гаситель» на 3’-конце и флуо-
ресцентных красителей (FAM и R6G) на 5’-конце. 
Результаты интерпретировали исходя из анализа 
графиков накопления флуоресценции. Общий 
объем реакционной смеси составлял 20 мкл, 
смесь содержала 40-100 нг ДНК; 300 нМ каждого 
праймера; по 100-200 нМ Taqman-зондов, конью-
гированных с FAM или R6G; 200 мкМ-ные dNTP, 
амплификационный буфер, термостабильную 
Taq-полимеразу – 0,5 ед. акт./реакц.

Распределение частот генотипов генов CYP и 
GSTP1 у исследуемых женщин соответствовало 
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ожидаемым согласно равновесию Харди–Вайн-
берга (p > 0,05). 

Статистический анализ полученных резуль-
татов проводился с помощью пакета статистиче-
ских программ Statistica 8.0, (StatSoft Inc., США). 
Соответствие частот генотипов изучаемых генов 
равновесию Харди–Вайнберга (HWE) оценивали 
с помощью критерия χ2 Пирсона. Нулевую гипо-
тезу отвергали при р < 0,05. Характер распреде-
ления количественных признаков определяли с 
помощью критерия Шапиро–Уилка и в дальней-
шем статистически значимые различия между 
группами выявляли с помощью непараметриче-
ского критерия χ2 с поправкой Йейтса (Yates) на 
непрерывность вариации. За критический уро-
вень значимости принималось значение p < 0,05. 
Для определения пороговых значений соотноше-
ний уровней антител (cut-off) был использован 
ROC-анализ [11].

Результаты
Исследование конверсии ER+/PR+ опухолей в 

ER+/PR- и ER-/PR- в процессе роста РМЖ пока-
зало следующее (табл. 2).

Удельный вес больных РМЖ с ER+/PR- опухо-
лями снижался с 68,7% при I стадии до 62,2% и 
55,6% при II и III-IV стадиях. Удельный вес боль-
ных РМЖ с ER+/PR- опухолями при I и II ста-
диях (15,6% и 14,1%) повышался к III-IV стадии 
(19,8%). Соответствующий рост удельного числа 
больных от 15,7% до 23,7% и 24,6% имел место в 

случае с ER-/PR- опухолями. Обнаруженная раз-
ница в числе опухолей с разным статусом стеро-
идных рецепторов между больными I, II и II-IV 
стадией опухолевого процесса оказалась стати-
стически значимой (p < 0,0001). 

Дальнейшие исследования искомых ассоциа-
ций выполняли, объединив больных РМЖ со II и 
III-IV стадиями процесса, учитывая незначитель-
ные различия между ними с ER-/PR- опухолями и 
относительно небольшое количество больных с 
ER+/PR- опухолями.

С помощью ROC-анализа были рассчитаны 
пороговые значения (cut-off) индивидуальных 
соотношений уровней антител: IgA-Bp/IgA-
Pg = 1, IgA-Е2/IgA-Pg = 1. В таблице 3 представ-
лены результаты сопоставления больных РМЖ с 
опухолями I и II-IV стадий и различным статусом 
стероидных рецепторов в зависимости от низких 
и высоких индивидуальных соотношений IgA-
антител, специфичных к Bp, E2 и Pg. У больных с 
превышением уровня IgA-Pg над уровнем IgA-Bp 
(IgA-Bp/IgA-Pg ≤ 1) не выявлено различий между 
I и II-IV стадиями по распределению ER+/PR+, 
ER+/PR- и ER-/PR- опухолей (p = 0,285).

Напротив, удельный вес больных с ER+/PR+ 
опухолями при II-IV стадиях (59,8%) был ниже, 
чем при I стадии (72,3%), когда уровни IgA-Bp 
превышали уровни IgA-Pg (IgA-Bp/IgA-Pg > 1). 
Соответственно, повышался удельный вес боль-
ных с ER+/PR- опухолями (15,8% против 13,2%) и 
с ER-/PR- опухолями (24,4% против 14,5%). Уста-

ТАБЛИЦА 1. ПРАЙМЕРЫ И ЗОНДЫ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ НУКЛЕОТИДНОЙ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ ПОЛИМОРФИЗМА 
ГЕНОВ CYP И GSTP1 
TABLE 1. PRIMERS AND PROBES FOR DETERMINING THE NUCLEOTIDE SEQUENCE OF CYP AND GSTP1 GENE 
POLYMORPHISMS

Гены
Genes

Праймеры
Primers

Последовательность праймеров
Primers sequence

Последовательность зондов 
Probes sequence

CYP1A1*2А 
(rs4646903)

direct 5’-AGTGAGAAGGTGATTATCTTTGG-3’ 5’-FAM-TGAGACCATTGCCCGCTG-BHQ-3’

reverse 5’-AGCAGGATAGCCAGGAAGAG-3’ 5’-R6G-TGAGACCGTTGCCCGCTG-BHQ-3’

CYP1B1 
(rs1056836)

direct 5’-GCTACCACATTCCCAAGG-3’ 5’-FAM-CATGACCCACTGAAGTGGC-BHQ-3’

reverse 5’-TTAGAAAGTTCTTCGCCAATG-3’ 5’-HEX-CATGACCCAGTGAAGTGGC-BHQ-3’

CYP19A1
(rs2470152)

direct 5’-GGCAATTTCAAGGGTTGTG-3’ 5’-FAM-CCAGCCCACATCTTTCTCTC-BHQ-3’

reverse 5’ATGCGACCTCCTCTGGCAG-3’ 5’-R6G-CCAGCCCACGTCTTTCTCTC-BHQ-3

GSTP1
(rs1695)

direct 5’-GATGCTCACATAGTTGGTGTAG-3’ 5’-FAM-CTGCAAATACАTCTCCCTCAT-BHQ-3’

reverse 5’-GGTGGACATGGTGAATGAC-3’ 5’-R6G-CTGCAAATACGTCTCCCTCAT-BHQ-3’

GSTT
(del)

direct 5’GCTAGTTGCTGAAGTCCTGCTTA3’ –

reverse 5’CTTGGCCTTCAGAATGACCT3’ –

LTM
direct 5’TGGGTGCTAGAGGTATAATCG3’ –

reverse 5’TTAGAGGAAGCTGGGTAAGAG3’ –



770

Glushkov A.N. et al.
Глушков А.Н. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

ТАБЛИЦА 2. ЧИСЛО (n) И УДЕЛЬНЫЙ ВЕС (%) БОЛЬНЫХ РАКОМ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ (РМЖ) С ER+/PR+, ER+/PR- 
И ER-/PR- ОПУХОЛЯМИ ПРИ I, II И III-IV СТАДИЯХ ЗАБОЛЕВАНИЯ
TABLE 2. CASES NUMBERS (n) AND FREQUENCIES (%) OF BREAST CANCER PATIENTS (BCP) WITH ER+/PR+, ER+/PR- 
AND ER-/PR- TUMORS AT THE I, II AND III-IV STAGES

Стадии
Stages

РМЖ
BCP

ER+/PR+

РМЖ
BCP

ER+/PR-

РМЖ
BCP

ER-/PR-

n/% n/% n/%

I 367,0/68,7 83,0/15,6 84,0/15,7

II 345,0/62,2 78,0/14,1 132,0/23,7

III-IV 129,0/55,6 46,0/19,8 57,0/24,6

χχ2 (p), df = 4 18,800 (< 0,001)

ТАБЛИЦА 3. ЧИСЛО (n) И УДЕЛЬНЫЙ ВЕС (%) БОЛЬНЫХ РАКОМ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ С ER+/PR+, ER+/PR-  
И ER-/PR- ОПУХОЛЯМИ ПРИ I И II-IV СТАДИЯХ С НИЗКИМИ (≤ 1) И ВЫСОКИМИ (> 1) ЗНАЧЕНИЯМИ ИНДИВИДУАЛЬНЫХ 
СООТНОШЕНИЙ ИССЛЕДУЕМЫХ АНТИТЕЛ (IgA-Bp/IgA-Pg И IgA-E2/IgA-Pg)

TABLE 3. CASES NUMBERS (n) AND FREQUENCIES (%) OF BREAST CANCER PATIENTS WITH ER+/PR+, ER+/PR- AND  
ER-/PR- TUMORS AT THE I AND II-IV STAGES WITH LOW (≤ 1) AND HIGH (> 1) STUDIED ANTIBODIES RATIOS (IgA-Bp/IgA-Pg 
И IgA-E2/IgA-Pg)

Соотношения 
антител

Antibodies ratios

I стадия 
I stage
N = 534

II-IV стадии 
II-IV stages

N = 787 χχ2

(p),
df = 2ER+/PR+ ER+/PR- ER-/PR- ER+/PR+ ER+/PR- ER-/PR-

n/% n/% n/% n/% n/% n/%

1.1. IgA-Bp/IgA-Pg ≤ 1 77,0/57,9 30,0/22,6 26,0/19,5 114,0/61,6 29,0/15,7 42,0/22,7 2,510 
(0,285)

1.2. IgA-Bp/IgA-Pg > 1 290,0/72,3 53,0/13,2 58,0/14,5 360,0/59,8 95,0/15,8 147,0/24,4 18,560 
(< 0,001)

χχ2 (p), df = 2 10,270 (0,006) 0,250 (0,882)

2.1. IgA-E2/IgA-Pg ≤ 1 91,0/64,1 22,0/15,5 29,0/20,4 130,0/63,4 33,0/16,1 42,0/20,5 0,030 
(0,988)

2.2. IgA-E2/IgA-Pg > 1 276,0/70,4 61,0/15,6 55,0/14,0 344,0/59,1 91,0/15,6 147,0/25,3 18,940 
(< 0,001)

χχ2 (p), df = 2 3,310 (0,191) 1,920 (0,383)

новленные различия оказались высоко значимы-
ми статистически (p < 0,001). 

Между пациентками с низким (≤ 1) и высоким 
(> 1) соотношением IgA-Bp/IgA-Pg при I стадии 
РМЖ обнаружены статистически значимые раз-
личия (p = 0,006) в распределении опухолей по 
статусу стероидных рецепторов. Удельный вес 
больных с ER+/PR+ опухолями у больных с IgA-
Bp/IgA-Pg ≤ 1 оказался ниже, чем у больных с 
IgA-Bp/IgA-Pg > 1 (57,9 против 72,3%), в то вре-
мя как удельный вес больных с опухолями ER+/
PR- и ER-/PR- (22,6% и 19,5%) был выше (против 
13,2% и 14,5% соответственно).

Аналогичные особенности распределения 
больных РМЖ I и II-IV стадий по статусу стеро-
идных рецепторов в опухоли выявлены в зависи-
мости от индивидуальных соотношений IgA-E2/
IgA-Pg. При низких значениях (≤ 1) разницы меж-
ду ними не было (p = 0,988). При высоких значе-
ниях (> 1) удельный вес больных с ER+/PR+ опу-
холями при II-IV стадиях оказался ниже (59,1%), 
чем при I стадии (70,4%). Удельный вес больных 
с ER+/PR- опухолями не имел различий (15,6%), 
зато значительно возросло удельное количество 
больных с ER-/PR- опухолями: с 14,0% при I ста-
дии до 25,3% при II-IV стадиях (p < 0,001). Не об-
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ТАБЛИЦА 4. ЧИСЛО (n) И УДЕЛЬНЫЙ ВЕС (%) БОЛЬНЫХ РАКОМ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ С ER+/PR+, ER+/PR-  
И ER-/PR- ОПУХОЛЯМИ ПРИ I И II-IV СТАДИЯХ С РАЗЛИЧНЫМИ ГЕНОТИПАМИ ФЕРМЕНТОВ БИОТРАНСФОРМАЦИИ

TABLE 4. CASES NUMBERS (n) AND FREQUENCIES (%) OF BREAST CANCER PATIENTS WITH ER+/PR+, ER+/PR- AND  
ER-/PR- TUMORS AT THE I AND II-IV STAGES WITH DIFFERENT GENOTYPES OF BIOTRANSFORMATION ENZYMES

Гены, 
генотипы

Genes, 
genotypes

I стадия 
I stage

II-IV стадии 
II-IV stages χχ2

(p),
df = 2ER+/PR+ ER+/PR- ER-/PR- ER+/PR+ ER+/PR- ER-/PR-

n/% n/% n/% n/% n/% n/%

CYP1A1*2A (rs4646903)

CC 0,0/0,0 0,0/0,0 0,0/0,0 4,0/80,0 0,0/0,0 1,0/20,0 -

TC 30,0/68,2 10,0/22,7 4,0/9,1 29,0/61,7 8,0/17,0 10,0/21,3 2,720 (0,258)

TT 337,0/68,8 73,0/14,9 80,0/16,3 441,0/60,0 116,0/15,8 178,0/24,2 12,410 (0,003)

χχ2 (p), df = 4 2,940 (0,231) 0,220 (0,895)

CYP1B1 (rs1056836)

CC 122,0/64,2 37,0/19,5 31,0/16,3 179,0/60,3 45,0/15,2 73,0/24,6 5,280 (0,072)

CG 183,0/70,7 35,0/13,5 41,0/15,8 227,0/62,2 55,0/15,1 83,0/22,7 5,550 (0,063)

GG 62,0/72,9 11,0/12,9 12,0/14,1 68,0/54,4 24,0/19,2 33,0/26,4 7,560 (0,023)

χχ2 (p), df = 4 4,050 (0,399) 2,640 (0,620)

CYP19A1 (rs2470152)

CC 67,0/62,0 19,0/17,6 22,0/20,4 90,0/61,2 22,0/15,0 35,0/23,8 0,600 (0,740)

CT 182,0/66,7 47,0/17,2 44,0/16,1 214,0/59,9 63,0/17,6 80,0/22,4 4,240 (0,121)

TT 118,0/77,1 17,0/11,1 18,0/11,8 170,0/60,1 39,0/13,8 74,0/26,1 14,660 (< 0,001)

χχ2 (p), df = 4 8,190 (0,085) 2,520 (0,641)

GSTT1(del)

«0/0» 69,0/69,0 19,0/19,0 12,0/12,0 88,0/63,3 21,0/15,1 30,0/21,6 3,850 (0,146)

«+» 298,0/68,7 64,0/14,7 72,0/16,6 386,0/59,6 103,0/15,9 159,0/24,5 11,310 (0,004)

χχ2 (p), df = 2 2,040 (0,362) 0,730 (0,696)

GSTP1 (rs1695)

AA 170,0/69,4 39,0/15,9 36,0/14,7 223,0/61,6 57,0/15,7 82,0/22,7 6,130 (0,047)

AG 169,0/70,4 37,0/15,4 34,0/14,2 200,0/58,7 50,0/14,7 91,0/26,7 13,390 (0,002)

GG 28,0/57,1 7,0/14,3 14,0/28,6 51,0/60,7 17,0/20,2 16,0/19,0 19,250 (< 0,001)

χχ2 (p), df = 4 6,820 (0,146) 3,740 (0,442)

наружено различий между пациентками с низки-
ми и высокими соотношениями IgA-E2/IgA-Pg в 
распределении опухолей по статусу стероидных 
рецепторов при I стадии заболевания (p = 0,191) 
в отличие от выше описанной разницы по соот-
ношению IgA-Bp/IgA-Pg.

Результаты анализа взаимосвязей полиморф-
ных вариантов генов ферментов биотрансформа-
ции с реверсией стероидных рецепторов опухоли 
у больных РМЖ представлены в таблице 4.

Снижение удельного количества ER+/PR+ 
опухолей у больных II-IV стадиями по сравнению 
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ТАБЛИЦА 5. ЧИСЛО (n) И УДЕЛЬНЫЙ ВЕС (%) БОЛЬНЫХ РАКОМ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ I И II-IV СТАДИЙ С НИЗКИМИ 
(≤ 1) И ВЫСОКИМИ (> 1) IgA-Bp/IgA-Pg ИНДИВИДУАЛЬНЫМИ СООТНОШЕНИЯМИ И ОТДЕЛЬНЫМИ ГЕНОТИПАМИ 
ФЕРМЕНТОВ БИОТРАНСФОРМАЦИИ

TABLE 5. CASES NUMBERS (n) AND FREQUENCIES (%) OF BREAST CANCER PATIENTS I AND II-IV STAGES WITH LOW (≤ 1) 
AND HIGH (> 1) PERSONAL IgA-Bp/IgA-Pg RATIOS AND DIFFERENT GENOTYPES OF BIOTRANSFORMATION ENZYMES

Гены, 
генотипы

Genes, 
genotypes

I стадия 
I stage

II-IV стадии 
II-IV stages

χχ2

(p)IgA-Bp/IgA-Pg ≤ 1 IgA-Bp/IgA-Pg > 1 IgA-Bp/IgA-Pg ≤ 1 IgA-Bp/IgA-Pg > 1

n/% n/% n/% n/%

CYP1A1*2A (rs4646903)

CC 0,0/0,0 0,0/0,0 2,0/40,0 3,0/60,0 -

TC 11,0/25,0 33,0/75,0 14,0/29,8 33,0/70,2 0,080 
(0,783)

TT 122,0/24,9 368,0/75,1 169,0/23,0 566,0/77,0 0,490 
(0,485)

χχ2 (p), df = 2 – 1,890 (0,388)

CYP1B1 (rs1056836)

CC 49,0/25,8 141,0/74,2 64,0/21,5 233,0/78,5 0,940 
(0,332)

CG 61,0/23,6 198,0/76,4 93,0/25,5 272,0/74,5 0,210 
(0,649)

GG 23,0/27,1 62,0/72,9 28,0/22,4 97,0/77,6 0,370 
(0,543)

χχ2 (p), df = 2 0,540 (0,762) 1,510 (0,471)

CYP19A1 (rs2470152)

CC 27,0/25,0 81,0/75,0 34,0/23,1 113,0/76,9 0,040 
(0,844)

CT 76,0/27,8 197,0/72,2 88,0/24,6 269,0/75,4 0,660 
(0,417)

TT 30,0/19,6 123,0/80,4 63,0/22,3 220,0/77,7 0,270 
(0,601)

χχ2 (p), df = 2 3,550 (0,170) 0,520 (0,773)

GSTT1(del)

«0/0» 27,0/27,0 73,0/73,0 24,0/17,3 115,0/82,7 2,730 
(0,099)

«+» 106,0/24,4 328,0/75,6 161,0/24,8 487,0/75,2 0,010 
(0,932)

χχ2 (p) 0,170 (0,683) 3,250 (0,072)

GSTP1 (rs1695)

AA 55,0/22,4 190,0/77,6 92,0/25,4 270,0/74,6 0,550 
(0,460)

AG 64,0/26,7 176,0/73,3 81,0/23,8 260,0/76,2 0,490 
(0,483)

GG 14,0/28,6 35,0/71,4 12,0/14,3 72,0/85,7 3,160 
(0,076)

χχ2 (p), df = 2 1,540 (0,463) 4,720 (0,095)
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ТАБЛИЦА 6. ЧИСЛО (n) И УДЕЛЬНЫЙ ВЕС (%) БОЛЬНЫХ РАКОМ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ I И II-IV СТАДИЙ С НИЗКИМИ 
(≤ 1) И ВЫСОКИМИ (> 1) IgA-E2/IgA-Pg ИНДИВИДУАЛЬНЫМИ СООТНОШЕНИЯМИ И ОТДЕЛЬНЫМИ ГЕНОТИПАМИ 
ФЕРМЕНТОВ БИОТРАНСФОРМАЦИИ

TABLE 6. CASES NUMBERS (n) AND FREQUENCIES (%) OF BREAST CANCER PATIENTS I AND II-IV STAGES WITH LOW (≤ 1) 
AND HIGH (> 1) PERSONAL IgA-E2/IgA-Pg RATIOS AND DIFFERENT GENOTYPES OF BIOTRANSFORMATION ENZYMES

Гены, 
генотипы

Genes, 
genotypes

I стадия 
I stage

II-IV стадии 
II-IV stages χχ2

(p), 
df = 1IgA-E2/IgA-Pg ≤ 1 IgA-E2/IgA-Pg > 1 IgA-E2/IgA-Pg ≤ 1 IgA-E2/IgA-Pg > 1

n/% n/% n/% n/%

CYP1A1*2A (rs4646903)

CC 0,0/0,0 0,0/0,0 1,0/20,0 4,0/80,0 -

TC 14,0/31,8 30,0/68,2 13,0/27,7 34,0/72,3 0,040 
(0,839)

TT 128,0/26,1 362,0/73,9 191,0/26,0 544,0/74,0 0,000 
(0,990)

χχ2 (p), df = 2 – 0,160 (0,924)

CYP1B1 (rs1056836)

CC 50,0/26,3 140,0/73,7 79,0/26,6 218,0/73,4 0,001 
(0,972)

CG 73,0/28,2 186,0/71,8 97,0/26,6 268,0/73,4 0,130 
(0,724)

GG 19,0/22,4 66,0/77,6 29,0/23,2 96,0/76,8 0,001 
(0,981)

χχ2 (p), df = 2 1,130 (0,570) 0,630 (0,732)

CYP19A1 (rs2470152)

CC 29,0/26,9 79,0/73,1 32,0/21,8 115,0/78,2 0,630 
(0,429)

CT 75,0/27,5 198,0/72,5 103,0/28,9 254,0/71,1 0,090 
(0,771)

TT 38,0/24,8 115,0/75,2 70,0/24,7 213,0/75,3 0,010 
(0,927)

χχ2 (p), df = 2 0,350 (0,838) 3,110 (0,212)

GSTT1(del)

«0/0» 27,0/27,0 73,0/73,0 38,0/27,3 101,0/72,7 0,010 
(0,929)

«+» 115,0/26,5 319,0/73,5 167,0/25,8 481,0/74,2 0,040 
(0,845)

χχ2 (p), df = 1 0,001 (0,982) 0,080 (0,784)

GSTP1 (rs1695)

AA 60,0/24,5 185,0/75,5 95,0/26,2 267,0/73,8 0,150 
(0,696)

AG 66,0/27,5 174,0/72,5 91,0/26,7 250,0/73,3 0,150 
(0,903)

GG 16,0/32,7 33,0/67,3 19,0/22,6 65,0/77,4 1,130 
(0,288)

χχ2 (p), df = 2 1,580 (0,455) 0,590 (0,744)
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с I стадией и соответствующее увеличение ER-/
PR- опухолей имело место при ТС и ТТ вариан-
тах гена CYP1A1*2A, статистически достоверное 
только у гомозигот ТТ (p = 0,003).

Аналогичные ассоциации обнаружены при 
анализе вариантов гена CYP1B1, наиболее значи-
мые для гомозиготного генотипа GG (p = 0,023). 

У носителей гетерозиготного СТ и гомози-
готного ТТ генотипов гена CYP19А1 также сни-
жалось удельное количество ER+/PR+ опухолей 
и повышалось количество ER-/PR- опухолей, 
наиболее значимое для людей с генотипом ТТ 
(р < 0,001). При этом у больных с генотипом СС 
разница между I и II-IV стадиями процесса по 
удельному весу ER+/PR+, ER+/PR- и ER-/PR- опу-
холей не превышала 1-3%.

Наличие генотипа GSTT1«+» было ассоции-
ровано со значительным и статистически зна-
чимым снижением удельного количества ER+/
PR+ опухолей и увеличением ER-/PR- опухолей 
(p = 0,004), в то время как при делеционном гено-
типе GSTT1 (0/0) разница между I и II-IV стади-
ями болезни по статусу стероидных рецепторов 
была статистически недостоверной.

У носителей гомозиготного АА и гетерозигот-
ного AG генотипов гена GSTP1 также имело ме-
сто снижение удельного веса ER+/PR+ опухолей 
и соответствующее повышение ER-/PR- опухолей 
при II-IV стадиях болезни по сравнению с I ста-
дией (p = 0,047 и p = 0,002 соответственно). В то 
же время у больных с генотипом GG гена GSTP1 
разница по удельному количеству ER+/PR+ опу-
холей оказалось незначительной. При этом су-
щественно возрастало удельное количество ER+/
PR- опухолей и снижалось количество ER-/PR- 
опухолей (p < 0,001).

Анализ распределения больных РМЖ с низ-
кими (≤ 1) и высокими (> 1) соотношениями IgA-
Bp/IgA-Pg при отдельных генотипах исследуемых 
генов ферментов биотрансформации показал от-
сутствие предполагаемых взаимосвязей (табл. 5). 
Как у пациенток с I стадией заболевания, так и 
при II-IV стадиях, частота обнаружения низких 
и высоких соотношений IgA-Bp/IgA-Pg не имела 
значимых различий в зависимости от полиморф-
ных локусов генов CYP1A1*2A, CYP1B1, CYP19А1, 
GSTT1 и GSTP1 (p > 0,05). Также не обнаружили 
различий по частоте выявления указанных со-
отношений при каждом исследуемом генотипе 
между больными с опухолями I и II-IV стадий 
(p > 0,05).

Аналогичное отсутствие искомых взаимосвя-
зей полиморфных вариантов генов ферментов 
биотрансформации с индивидуальными соотно-
шениями IgA-E2/IgA-Pg продемонстрировано в 
таблице 6.

Обсуждение
Результаты настоящего исследования под-

тверждают хорошо известные данные о конвер-
сии ER+/PR+ опухолей в ER+/PR- и ER-/PR- в 
процессе роста РМЖ. Удельный вес ER+/PR+ 
опухолей при I стадии заболевания снижался при 
II-IV стадиях. Соответственно повышался удель-
ный вес ER-/PR- опухолей. Частота обнаружения 
ER+/PR- опухолей при II-IV стадиях РМЖ поч-
ти не отличалась от таковой при I стадии. Таким 
образом, конверсия стероидных рецепторов при 
прогрессии РМЖ происходила главным образом 
за счет одновременного снижения или прекра-
щения экспрессии и ER, и PR. 

Выявленные изменения экспрессии стероид-
ных рецепторов оказались характерными только 
для больных РМЖ, у которых уровни IgA-Bp и 
IgA-E2 превышали уровни IgA-Pg. При индиви-
дуальных соотношениях IgA-Bp/IgA-Pg > 1 удель-
ный вес ER+/PR+ опухолей на II-IV стадиях забо-
левания был меньше, чем на I стадии, а удельный 
вес ER-/PR- опухолей был соответственно боль-
ше. По удельному весу ER+/PR- больные РМЖ 
I и II-IV стадий не различались. В то же время 
у больных с индивидуальными соотношениями 
IgA-Bp/IgA-Pg ≤ 1 существенных различий между 
сравниваемыми стадиями по статусу стероидных 
рецепторов не обнаружено. 

Аналогичные взаимосвязи изменения экс-
прессии стероидных рецепторов были выявлены 
при анализе IgA-E2/IgA-Pg. Снижение частоты 
ER+/PR+ опухолей и соответствующее повыше-
ние частоты ER-/PR- опухолей при неизменной 
частоте ER+/PR- опухолей имело место только у 
больных РМЖ с IgA-E2/IgA-Pg > 1. У больных с 
IgA-E2/IgA-Pg ≤ 1 удельные веса ER+/PR+, ER+/
PR- и ER-/PR- опухолей при I и II-IV стадиях не 
различались. Полученные результаты свидетель-
ствуют о том, что состояние иммунологического 
дисбаланса, ассоциированное с высоким риском 
возникновения РМЖ у здоровых женщин, взаи-
мосвязано и с конверсией стероидных рецепто-
ров в опухоли при росте РМЖ.

Ранее было показано [3], что иммунологиче-
ский дисбаланс (IgA-Bp/IgA-Pg > 1 и IgA-E2/IgA-
Pg > 1) у больных РМЖ ассоциирован с гормо-
нальным дисбалансом, снижением содержания в 
сыворотке Pg по отношению к E2 (Pg/E2 ≤ 5). Из-
вестно также, что Pg ингибирует E2-зависимый 
рост ER+ клеточных линий РМЖ и ER+ опухо-
левых эксплантов [16]. Поэтому можно предпо-
ложить, что избыточное образование IgA-Bp и 
IgA-E2 по сравнению с образованием IgA-Pg сти-
мулирует пролиферацию ER+/PR+ клеток РМЖ и 
конверсию их в ER-/PR- клетки за счет снижения 
в сыворотке содержания Pg по сравнению с E2 и 
торможения антипролиферативного действия Pg.
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Кроме того, повышение уровней IgA-Bp и 
IgA-E2, отражает взаимно усиливающие канце-
рогенные эффекты Bp и E2, как было показано 
в экспериментах на различных клеточных куль-
турах [7, 14], в том числе и образование Bp-ДНК 
аддуктов [13].

Поскольку очевидными индукторами син-
теза антител, специфичных к Bp и E2, являются 
аддукты их метаболитов с макромолекулярными 
носителями, целесообразно исследовать взаи-
мосвязи индивидуальных иммунных реакций на 
химические канцерогены и стероидные гормоны 
с активностью ферментов биотрансформации, от 
которой зависит образование указанных аддук-
тов. В настоящей работе не выявлено предпола-
гаемых ассоциаций иммунологического балан-
са/дисбаланса с полиморфными локусами генов 
ферментов биотрансформации у больных РМЖ. 
Удельный вес женщин с низкими и высокими 
соотношениями IgA-Bp/IgA-Pg и IgA-E2/IgA-Pg 
не имел различий между носителями отдельных 
генотипов генов CYP1A1*2A, CYP1B1, CYP19А1, 
GSTT1 и GSTP1. Однако это не говорит о том, что 
такие взаимосвязи действительно отсутствуют. 
Возможно их обнаружение с расширением спек-
тра генов ферментов биотрансформации и ис-
пользованием методов нейросетей.

Целесообразность продолжения исследова-
ний в этом направлении подтверждается тем, что 
в настоящей работе впервые выявлены особенно-
сти конверсии стероидных рецепторов при росте 
РМЖ у больных с отдельными генотипами CYP 
и GST. Так, у носителей генотипа СС CYP19А1 
различия по распределению ER+/PR+, ER+/PR- 
и ER-/PR- опухолей между I и II-IV стадиями 
были незначительными. Статистически значи-
мая выраженная конверсия ER+/PR+ опухолей 
в ER-/PR- обнаружена у носителей генотипа TT 
CYP19А1. Таким образом, генотип СС можно счи-
тать протективным, а генотип ТТ – стимулиру-
ющим «утрату» ER и PR в процессе роста РМЖ. 
Конверсия ER+/PR+ опухолей в ER-/PR- наблю-
дались у больных с генотипами АА и AG гена 
GSTP1. В то же время у носителей генотипа GG 
удельный вес ER+/PR+ и ER+/PR- опухолей II-IV 
стадий был выше, а ER-/PR- значительно ниже, 
чем при I стадии, т. е. имело место усиление кон-
версии ER+/PR+ опухолей в ER+/PR- и торможе-

ние в ER-/PR-. Полученные результаты авторы 
считают предварительными и нуждающимися в 
уточнении на большем количестве наблюдений.

Заключение
В результате проведенных исследование впер-

вые был выявлен феномен иммуностимуляции 
конверсии ER+/PR+ опухолей в ER-/PR- у боль-
ных РМЖ с преимущественным образованием 
IgA-Bp и IgA-E2 по сравнению с образованием 
IgA-Pg (иммунологический дисбаланс) и имму-
нологического торможения конверсии у боль-
ных с превышением уровней IgA-Pg над IgA-Bp 
и IgA-E2 (иммунологический баланс). Состо-
яние иммунологического баланса/дисбаланса 
не зависело от исследованных генетических по-
лиморфизмов (CYP1A1*2A (rs4646903), CYP1B1 
(rs1056836), CYP19А1 (rs2470152), GSTP1 (rs1695), 
GSTT1 (del)). Особенности конверсии стероид-
ных рецепторов при прогрессии РМЖ у больных 
с отдельными вариантами генов ферментов био-
трансформации обусловлены иными механиз-
мами, не связанными с образованием антител 
против химических канцерогенов и стероидных 
гормонов.

Практическое значение полученных резуль-
татов состоит в том, что иммуноанализ антител 
против химических канцерогенов и стероидных 
гормонов можно использовать не только для диа-
гностики индивидуальных онкологических ри-
сков, но и для прогноза конверсии ER+/PR+ опу-
холей в ER-/PR- и коррекции эндокринотерапии 
РМЖ. Кроме того, иммунологические методы 
защиты человека от химических канцерогенов 
окружающей среды, предлагаемые для профи-
лактики рака [8, 19], в перспективе можно будет 
применять и в комплексе лечения РМЖ с целью 
коррекции иммунологического дисбаланса и 
торможения конверсии стероидных рецепторов.
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ОЦЕНКА ЭКСПРЕССИИ ГЕНА b b -ДЕФЕНСИНА-3 ЧЕЛОВЕКА 
В СЛИЗИСТОЙ ОБОЛОЧКЕ ЛОР-ОРГАНОВ
Тырнова Е.В.1, Алешина Г.М.2, Янов Ю.К.1
1 ФГБУ «Санкт-Петербургский научно-исследовательский институт уха, горла, носа и речи» Министерства 
здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия  
2 ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Целью исследования явилась оценка экспрессии гена b-дефенсина-3 человека (hBD-3) в 
поверхностном эпителии слизистой оболочки ЛОР-органов. Исследовали 210 образцов операцион-
ного материала, полученных при наиболее частой хирургической патологии 5 анатомо-функциональ-
ных областей: нос и околоносовые пазухи, среднее ухо, носоглотка, ротоглотка, гортань. Контролями 
служили: 1) нижние носовые раковины, 2) нормальная слизистая среднего носового хода. Оценку 
экспрессии генов hBD-3 и b-актина проводили методом обратной транскрипции и ПЦР в режиме 
реального времени. В слизистой оболочке носа и околоносовых пазух очень низкая экспрессия вы-
явлена в 14,29-33,33% случаев, наиболее часто в ткани полипов среднего носового хода и решетчатого 
лабиринта (53,84%), отсутствовала в гипертрофических нижних носовых раковинах. В полости сред-
него уха частота детекции экспрессии гена hBD-3 варьировала от 7,69% в слизистой суперструктур 
стремени до 53,85% образцов слизистой при наличии холестеатомы. Экспрессия гена hBD-3 детек-
тирована в большинстве образцов тканей с высоким микробным обсеменением: небные миндалины 
100%, гипертрофия аденоидов 84,62%, аденоиды при гипертрофии аденоидов и небных миндалин 
87,5%, фиброзно-сосудистые полипы гортани 87,5%, другая патология гортани 77,78% образцов. Са-
мые высокие уровни экспрессии гена hBD-3 выявлены в гортани при фиброзно-сосудистых полипах. 
Полученные данные свидетельствуют о двух функционально различных типах иммунного ответа сли-
зистой ЛОР-органов. В анатомо-функциональных областях, выстланных мерцательным эпителием 
(средний и нижний носовые ходы, верхнечелюстные, решетчатые пазухи, среднее ухо) детектированы 
достоверно низкие частота (точный тест Фишера, p < 0,05 до p < 0,001) и уровни (тест Манна–Уитни, 
p < 0,05 до p < 0,001) экспрессии гена hBD-3, за исключением ткани полипов среднего носового хода 
и решетчатого лабиринта и слизистой барабанной полости при холестеатоме, что, возможно, связано 
с характером патологического процесса. В зонах, выстланных плоским эпителием или сочетанием 
плоского и реснитчатого эпителиев, экспрессия гена hBD-3 детектирована практически повсеместно 
и на достоверно более высоких уровнях. В контексте хронического воспаления и связанных с ин-
фекцией заболеваний ЛОР-органов, помимо прямой микробоцидной активности hBD-3 на первой 
линии защиты, возможно нарушение регуляции пептида и даже неблагоприятные патогенетические 
эффекты hBD-3: повышенная чувствительность к инфекциям, патологические изменения состава 
комменсалов, фиброзное ремоделирование.

Ключевые слова: b-дефенсин-3 человека, экспрессия гена, аденоиды, небные миндалины, слизистая носа, слизистая 
околоносовых пазух, полипы носа, полипы околоносовых пазух, хронический средний отит, отосклероз, гортань
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HUMAN b b -DEFENSIN-3 GENE EXPRESSION IN MUCOSA OF 
ORL ORGANS 
Tyrnova E.V.a, Aleshina G.M.b, Yanov Yu.K.a
a St. Petersburg Research Institute of Ear, Nose, Throat and Speech, St. Petersburg, Russian Federation  
b Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. The aim of present study was to investigate the hBD-3 gene expression in the surface epithelium of 
mucosa in ORL organs. We have studied a total of 210 mucosal samples, obtained at the most frequent surgical 
intervantions from 5 different anatomical functional areas: nose and paranasal sinuses, middle ear, nasopharynx, 
oropharynx, larynx. The inferior turbinate mucosa (1) and the normal middle nasal passage mucosa (2) served 
as controls. Estimation of hBD-3 and b-actin gene expression was performed by reverse transcription and real-
time PCR. In the nasal and sino-nasal mucosa, only negligible expression levels were detected in 14.29-33.33% 
of samples, most often in the specimens from the middle nasal passage and ethmoid labyrinth polyps (53.84%), 
being absent in hypertrophic inferior turbinate. In the middle ear cavity, the frequency detection of the hBD-3 
gene expression varied from 7.69% in the stapes superstructures mucosa to 53.85% of the mucosal samples in 
the presence of cholesteatoma. hBD-3 gene expression was detected in most tissue samples with high microbial 
contamination: palatine tonsils (100%); adenoid hypertrophy (84.62%); adenoids in hypertrophic states of 
adenoids and palatine tonsils (87.5%); laryngeal fibrous-vascular polyps (87.5%); other laryngeal pathology 
(77.78% of the samples). The highest levels of hBD-3 gene expression were found in laryngeal fibrous-vascular 
polyps. The findings presumed two functionally different types of immune response in mucosa of the ORL organs. 
In the anatomical-functional areas lined with ciliated epithelium (middle and inferior nasal passages, maxillary 
and ethmoid sinuses, middle ear), significantly lower frequencies (Fisher’s exact test, p < 0.05 to p < 0.001) and 
levels (Mann–Whitney test, p < 0.05 to p < 0.001) of hBD-3 gene expression were detected, except of polyps of 
the middle nasal passage and ethmoid labyrinth, and mucosa of the tympanic cavity in cholesteatoma, which 
may be related to the nature of the pathological process. In the areas lined with squamous epithelium or a 
combination of squamous and ciliated epithelium, hBD-3 gene expression was detected almost everywhere and 
at significantly higher levels. In the context of chronic inflammation and infection-related diseases of the ORL 
organs, in addition to the direct microbicidal activity of hBD-3 as the first line of immune response, one may 
suggest peptide dysregulation and, even, pathogenetic effects of hBD-3, e.g., increased sensitivity to infections, 
pathological changes in the composition of the commensal bacteria, fibrous remodeling.

Keywords: human b-defensin-3, gene expression, adenoids, palatine tonsils, nasal mucosa, sinonasal mucosa, nasal polyps, sinonasal 
polyps, chronic otitis media, otosclerosis, larynx

Введение
Первая линия защиты респираторного трак-

та представлена эпителием дыхательных путей, 
псевдомногослойным (многорядным) эпители-
ем базальных клеток, реснитчатых мерцатель-
ных клеток и бокаловидных эпителиальных кле-
ток. Клетки эпителиального пласта участвуют 
во врожденном иммунитете слизистой оболочки 
верхних дыхательных путей путем выполнения 
функций механического барьера, мукоцилиарно-
го клиренса и секреции антимикробных веществ. 
Эпителий дыхательных путей считают иммуно-
логически активной тканью, которая влияет на 
такие функции, как распознавание патогенов, 
нейтрализация патогенов и активация дополни-
тельных, более отдаленных иммунных механиз-
мов. В пределах сети врожденного иммунитета 
дыхательных путей одним из первых защитных 

механизмов, встречающих вторгающиеся пато-
гены, являются антимикробные пептиды [35]. 
Антимикробные катионные пептиды, такие как 
дефенсины и кателицидин, обладают широким 
спектром микробоцидной активности в отноше-
нии респираторных бактерий, вирусов и грибов. 
Однако их функции простираются за пределы 
антимикробного действия и включают модуля-
цию врожденных и адаптивных иммунных ре-
акций на инфекцию, а также репарацию после 
повреждения. Антимикробные пептиды играют 
важную роль при заживлении ран в ангиогенезе, 
аттракции лейкоцитов, разрешении воспаления 
и пролиферации [2, 38]. Предполагают, что анти-
микробные пептиды вовлечены в поддержание 
равновесия про- и противовоспалительных сиг-
нальных путей, тем самым защищая организм от 
чрезмерной иммуностимуляции [35].
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b-дефенсин-3 человека (human b-defensin-3 
(hBD-3)) обладает широким спектром антибакте-
риальной активности, в частности в отношении 
Staphylococcus aureus, Streptococcus pyogenes [16, 
30], S. pneumoniae [31], нетипируемого Haemo-
philus influenzae (NTHi) [36, 39], Pseudomonas aeru-
ginosa [34], Moraxella catarrhalis [15], дрожжам 
Candida albicans и Malassezia furfur [34]. Подоб-
но α-дефенсинам hBD-3 ингибирует заражение 
вирусом простого герпеса HSV-1 путем связы-
вания с вирусным гликопротеином gB и клеточ-
ным гликозаминогликаном гепаран сульфатом, 
предпочтительным для прикрепления рецеп-
тором клетки хозяина [17]. Благодаря прямому 
взаимодействию с вирионом и посредством мо-
дуляции ко-рецепторов CXCR4 hBD-3 тормозит 
заражение вирусными штаммами фенотипов X4 
и R5 HIV- 1-инфекции (ВИЧ-1) [40]. hBD-3 при-
писывают многочисленные присущие цитоки-
нам функции, включая свойства хемоаттрактанта 
(моноцитов, макрофагов и нейтрофилов через 
хемокиновый рецептор CCR2, незрелых ден-
дритных клеток и T-клеток памяти через CCR6 
и тучных клеток через фосфолипазу C) [29], ан-
тагонизм с рецептором CXCR4 [11], активацию 
тучных клеток с повышением сосудистой прони-
цаемости [6]. Эти иммуномодулирующие свой-
ства связывают врожденную иммунную защиту 
с адаптивной (клеточной). В дополнение к хемо-
киновой природе hBD-3 способен выступать в 
качестве эндогенного агониста TLR и активиру-
ет TLR1 и TLR2 [12], тем самым индуцируя экс-
прессию цитокинов и активацию иммунных кле-
ток (моноцитов и нейтрофилов).

hBD-3 проявляет низкую базальную экспрес-
сию на поверхности слизистой, но экспрессия 
усиливается при стимуляции различными про-
воспалительными стимулами, включая цитоки-
ны и химические вещества бактериального [16] и 
вирусного [4] происхождения [35].

Хронические инфекции верхних дыхательных 
путей связывают с дисбиозом микробиома респи-
раторного тракта. Эти дисбиозы (функциональ-
ные нарушения или изменения состава микро-
биома) часто характеризуются потерей полезных, 
комменсальных бактерий, которые защищают от 
чрезмерного роста условно-патогенных бакте-
рий [22]. Дефекты физиологических механизмов 
антимикробных пептидов на границе раздела с 
окружающей средой связывают с повышенной 
чувствительностью к инфекциям, подверженно-
стью хроническому воспалению слизистой обо-
лочки и нарушениям (патологическим отклоне-
ниям) состава комменсальной микробиоты [28].

В связи с этим целью исследования явилась 
оценка экспрессии гена b-дефенсина-3 человека 
в поверхностном эпителии слизистой оболочки 

ЛОР-органов больных хроническими воспали-
тельными заболеваниями носа и околоносовых 
пазух, среднего уха, носоглотки, ротоглотки и 
гортани для уточнения его роли в патогенетиче-
ских механизмах возникновения хронического 
воспаления верхних дыхательных путей.

Материалы и методы
Объектом исследования служили образцы 

ткани слизистой оболочки ЛОР-органов, полу-
ченные от больных хроническими воспалитель-
ными заболеваниями во время планового хи-
рургического вмешательства в условиях общей 
анестезии (табл. 1). Операционный материал не-
медленно помещали в стабилизирующий раствор 
RNAlater (Ambion, США) в отношении 1:5 и хра-
нили до проведения молекулярно-генетических 
исследований при температуре -20 °С.

Исследовали 210 образцов операционного 
материала от 201 больного. В качестве контроль-
ных тканей служили нижние носовые раковины 
больных с искривлением перегородки носа (кон-
троль 1), наиболее часто используемые по дан-
ным литературы с этой целью, а также образцы 
здоровой ткани слизистой оболочки среднего 
носового хода, полученные попутно в ходе опе-
раций (контроль 2). Хирургическое лечение про-
ведено больным в период вне обострения заболе-
вания.

Общую РНК выделяли в соответствии с 
протоколом Gen Elute Mammalian Total RNA 
Miniprep Kit и On-Column DNase I Digestion 
Set (Sigma-Aldrich, США) из поверхностного 
эпителия образцов операционного материа-
ла. Синтез первой цепи комплементарной ДНК 
(кДНК) проводили с использованием обрат-
ной транскриптазы M-MLV (Promega, США) в 
присутствии oligo(dT) и dNTPs (Медиген, РФ). 
Амплификацию проводили с использовани-
ем специфических праймеров hBD-3 (прямого 
5Δ-tatcttctgtttgctttgctcttcc-3’ и обратного 5Δ-cctct
gactctgcaataatatttctgtaat-3’) и b-актина человека 
(прямой праймер 5’-gggtcagaaggattcctatg-3’, об-
ратный 5’-ggtctcaaacatgatctggg-3’) [3] и реактивов 
iQTM SYBR Green Supermix (Bio-Rad, США) ме-
тодом ПЦР в режиме реального времени с по-
мощью системы детекции продуктов ПЦР в ре-
альном времени CFX96 Touch™ и программного 
обеспечения CFX Manager™ версия 2.1 (Bio-Rad, 
США). Режим проведения реакции амплифи-
кации: инициальный нагрев 5 мин при t = 95ΔС, 
затем 40 циклов: 10 с при t = 95  С, 1 мин при 
t = 60ΔС. Считывание проводили при 72 °С. Спец-
ифичность продуктов реакции оценивали по 
кривым плавления. Температура плавления про-
дуктов амплификации – 78 °С для hBD-3 и 88 °С 
для b-актина. Уровни экспрессии гена hBD-3 
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стандартизовали с помощью программного обе-
спечения прибора относительно гена внутренне-
го контроля b-актина.

Статистическую обработку данных проводи-
ли с помощью программы GraphPad Prism 5. Для 
проверки гипотезы о нормальном распределении 
использованы критерий согласия Колмогоро-
ва–Смирнова с поправкой Даллал–Вилкинсон–
Лиллиефорса, тесты Д’Агостино и Пирсона и 
Шапиро–Уилка. Межгрупповой дисперсионный 
анализ выполнен с использованием критерия 
Краскела–Уоллиса. Уровни относительной экс-
прессии гена hBD-3 в исследуемых группах срав-
нивали с использованием U-теста Манна–Уитни 
и знакового теста Вилкоксона. Различия частоты 
детекции экспрессии гена hBD-3 оценивали с ис-
пользованием точного теста Фишера и отноше-
ния шансов (odds ratio (OR)). Различия считали 
достоверными при p < 0,05.

Результаты
Экспрессия гена hBD-3 детектирована во 

всех видах исследованных тканей, отсутствова-
ла только в образцах гипертрофических нижних 
носовых раковин (группа 3). Частота детекции 
экспрессии гена hBD-3 варьировала в зависимо-
сти от типа ткани и нозологической формы (табл. 
1). Самая низкая частота детекции экспрессии 
гена hBD-3 выявлена в слизистой оболочке носа 
и околоносовых пазух, за исключением ткани 
полипов среднего носового хода и решетчато-
го лабиринта (группа 7), в которых экспрессия 
гена hBD-3 обнаружена более чем в половине 
образцов (53,84%), статистически значимы раз-
личия между группами 3 (гипертрофический 
ринит) и 7 (OR 31,15, доверительный интервал 
(95% confidence interval (CI) 1,53÷633,6, p < 0,01). 
Самая высокая частота детекции экспрессии 
гена hBD- 3 наблюдалась в тканях, патофизи-
ологические синдромы заболеваний которых 
включают повышенное микробное обсеменение 
(аденоиды, небные миндалины, гортань). Уста-
новлены статистически значимые различия ча-
стоты детекции экспрессии гена hBD-3 между 
анатомо-функциональными зонами. В контро-
ле 1 (нижние носовые раковины) частота детек-
ции экспрессии гена hBD-3 меньше, чем в аде-
ноидах (группы 8 и 9) (OR 30,25, CI 3,59÷254,9, 
p < 0,002 и OR 38,50, CI 2,91÷508,8, p < 0,01 со-
ответственно), небных миндалинах (группы 10 и 
11) (OR 78,20, CI 3,31÷1850, p < 0,001 и OR 124,2, 
CI 5,39÷2862, p < 0,001 соответственно), гортани 
(группы 17 и 18) (OR 38,5, CI 2,91÷508,8, p < 0,01 
и OR 19,25, CI 2,18÷169,9, p < 0,01 соответствен-
но). В контроле 2 (слизистая среднего носового 
хода) частота детекции экспрессии гена hBD-3 
ниже, чем в аденоидах (группы 8 и 9) (OR 12,38, 

CI 1,83÷83,81, p < 0,02 и OR 15,75, CI 1,42÷174,25, 
p < 0,05 соответственно), небных миндалинах 
(группы 10 и 11) (OR 35,89, CI 1,67÷769,7, p < 0,01 
и OR 57,00, CI 2,73÷1189, p < 0,001 соответствен-
но), слизистой оболочке гортани при фиброз-
но-сосудистых полипах (группа 17) (OR 15,75, 
CI 1,42÷174,25, p < 0,05). В полости среднего уха 
минимальная частота детекции экспрессии гена 
hBD-3 отмечена при стерильном патологиче-
ском остеодистрофическом процессе отосклеро-
зе (группа 16), максимальная – при холестеатоме 
(группа 14) (OR 14,00, CI 1,39÷141,6, p < 0,05), 
различия частоты детекции экспрессии гена 
hBD-3 в слизистой среднего уха статистически 
значимы также по сравнению с тканью аденои-
дов, небных миндалин и гортани.

Уровни экспрессии гена hBD-3 в исследо-
ванных тканях варьировали подобно частоте 
детекции (табл.  1). Установленные достовер-
ные различия уровней экспрессии гена hBD-3 в 
исследованных тканях, по-видимому, обуслов-
лены в первую очередь анатомическими функ-
циональными областями (нос и околоносовые 
пазухи, аденоиды, небные миндалины, среднее 
ухо, гортань), и в меньшей степени характером 
патологического процесса. Самые низкие уров-
ни наблюдали в слизистой полости носа и око-
лоносовых пазух, в пределах этой анатомической 
области статистически значимы различия между 
группами 3 (гипертрофический ринит) и 7 (по-
липы среднего носового хода и решетчатого ла-
биринта) (p < 0,05). В аденоидах (группы 8 и 9, 
p < 0,01 в обоих случаях), небных миндалинах 
(группы 10 и 11, p < 0,001 в обоих случаях), ба-
рабанной полости при холестеатоме (группа 14, 
p < 0,05) и гортани (группы 17 и 18, p < 0,001 и 
p < 0,01 соответственно) уровни экспрессии гена 
hBD-3 выше, чем в контроле 1 (нижние носовые 
раковины). По сравнению со слизистой оболоч-
кой среднего носового хода (контроль 2) уровни 
экспрессии гена hBD-3 повышены в аденоидах 
(группы 8 и 9, p < 0,05 в обоих случаях), небных 
миндалинах (группы 10 и 11, p < 0,001 в обоих 
случаях) и гортани (группы 17 и 18, p < 0,01 и 
p < 0,05 соответственно). В слизистой среднего 
уха минимальные уровни экспрессии гена hBD-3 
отмечены при стерильном остеодистрофическом 
патологическом процессе отосклерозе (группа 
16) (p < 0,05 по сравнению с группами 12 и 14), 
максимальные – при холестеатоме (группа 14), 
различия уровней экспрессии гена hBD-3 в сли-
зистой среднего уха статистически значимы по 
сравнению с тканью аденоидов, небных минда-
лин и гортани.

Обсуждение
Эпителиальные клетки респираторного тракта 

играют важную роль в защите поверхности дыха-



787

Экспрессия гена hBD-3 в ЛОР-органах
β-defensin gene expression in ORL organs2022, Vol. 24,  4

2022, Т. 24, № 4

тельных путей от внедряющихся патогенов путем 
выработки эффекторных молекул [35]. В дыха-
тельных путях b-дефенсины 1-4 вырабатываются 
эпителиальными клетками, а также различными 
иммунными клетками [10, 37]. Прямая анти-
микробная активность основана на заряд-зави-
симом взаимодействии положительно заряжен-
ных антимикробных пептидов с отрицательно 
заряженной поверхностью микроорганизмов. 
Описаны также заряд-независимые механизмы 
действия антимикробных пептидов, которые от-
части включают специфические взаимодействия 
с мембранными рецепторами или внутриклеточ-
ными молекулами. b-дефенсины обычно секре-
тируются в ответ на воспалительные или микроб-
ные стимулы в областях (сайтах) входных ворот 
инфекции. Каждый антимикробный пептид про-
являет уникальный спектр антимикробной ак-
тивности.

hBD-3 обладает самым высоким положитель-
ным зарядом (+11) среди b-дефенсинов чело-
века. В отличие от многих других дефенсинов, 
hBD-3 сохраняет антимикробную активность 
против широкого круга патогенов даже в услови-
ях с высоким содержанием соли. hBD-3 считают 
наиболее сильным бактерицидным агентом в от-
ношении мультирезистентных штаммов S. aureus, 
подобно ванкомицину [30, 32, 34]. Этот условно 
патогенный микроорганизм бессимптомно ко-
лонизирует кожу и нос человека, а также спосо-
бен вызывать как вялые хронические инфекции, 
так и острые и агрессивные инфекции в случаях 
чрезмерного, беспорядочного роста [22].

Целостность носового барьера служит пред-
посылкой для функционирования защитных си-
стем верхних дыхательных путей, в особенности 
при постоянной угрозе вдыхания потенциаль-
но опасных микроорганизмов. Антимикробные 
пептиды играют важную роль в поддержании 
барьерной функции, т. к. механический барьер, 
мукоцилиарный транспорт и местные врожден-
ные противомикробные реакции составляют так 
называемый иммунный барьер [33].

Общей чертой иммунопатогенеза многих 
форм хронического риносинусита и полипоза 
носа является повреждение иммунного барьера, 
включая повышенную проницаемость эпителия 
слизистой оболочки и снижение выработки важ-
ных антимикробных веществ и реакций. Поли-
позный риносинусит – хроническое заболевание 
слизистой оболочки носа и околоносовых пазух, 
основным клиническим проявлением которого 
является образование и рецидивирующий рост 
полипов. Принято считать, что при хроническом 
риносинусите нарушен назальный микробиом, и 
определенные микроорганизмы участвуют в сти-
муляции воспаления у части больных. Сравнение 

образцов слизистой из различных участков поло-
сти носа здоровых людей показало, что средний 
носовой ход и пазухи клиновидной и решетча-
той кости (сфено-этмоидальный карман) прак-
тически идентичны по составу микробного со-
общества [22]. Характер назального микробиома 
определил ряд гипотез патогенеза полипоза носа: 
грибковая гипотеза (Aspergillus или Alternaria 
spp.), гипотеза образующих биопленки бактерий 
(NTHi, S. pneumoniae, S. aureus и др.), гипотеза ре-
спираторных вирусов (риновирус, грипп), до 50% 
случаев хронического риносинусита, особенно 
тяжелой формы с полипами, описывает гипотеза 
колонизации S. aureus [33]. До настоящего време-
ни исследования микробиома носа не выявили 
единый причинный агент заболевания; основ-
ные результаты демонстрируют увеличение чис-
ленности и снижение разнообразия назального 
микробиома при хроническом риносинусите [18, 
33]. Дисбиотические сообщества у больных хро-
ническим риносинуситом состоят, в основном, из 
представителей родов Staphylococcus, Streptococcus, 
Haemophilus, Pseudomonas, Moraxella [23]. Эпиде-
миологическими исследованиями характера но-
сительства S. aureus в общей популяции установ-
лено, что бессимптомное носительство S. aureus 
в полости носа может встречаться у 20-30% на-
селения в целом, с преобладающей локализаци-
ей в преддверии носа [25]. Недостаточность ин-
дуцированной повреждением экспрессии hBD-3 
связывают с тяжестью кожных инфекций и носо-
вым носительством S. aureus [27, 41, 42]. Носовое 
носительство S. aureus может быть постоянным 
или интермиттирующим и может создать резер-
вуар для аутогенных инфекций и перекрестной 
передачи [25]. В нашей работе частота детекции 
экспрессии гена hBD-3 в контрольных тканях 
слизистой полости носа составила 15,38-30,77%, 
частота детекции и уровни экспрессии гена hBD-
3 в слизистой носовых хоанальных полипов, сли-
зистой и полипов верхнечелюстных пазух не от-
личались от контрольных тканей. Самая большая 
(53,84%) в анатомической области «нос и около-
носовые пазухи» частота детекции экспрессии 
гена hBD-3 в ткани полипов среднего носового 
хода и решетчатого лабиринта (группа 7) может 
быть обусловлена природой заболевания, по-
скольку полипы растут в средний носовой ход, 
а также колонизацией S. aureus, индуцирующей 
экспрессию гена hBD-3.

hBD-3 считают важнейшим антимикробным 
пептидом защиты среднего уха. Микробные 
агенты попадают в полость среднего уха как через 
слуховую трубу, так и через наружный слуховой 
проход при перфорации барабанной перепон-
ки. hBD-3 обладает бактерицидной активностью 
in vitro в отношении множества патогенов челове-



788

Tyrnova E.V. et al.
Тырнова Е.В. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

ка, включая три главных бактериальных патоге-
на среднего отита, каждый из которых способен 
формировать биопленки, S. pneumoniae, NTHi и 
M. catarrhalis [20, 39], с преобладанием NTHi в 
случаях хронического среднего отита [24]. Наи-
более частыми патогенами хронического гной-
ного среднего отита, характеризующегося перси-
стирующей инфекцией с воспалением среднего 
уха и ячеистой структуры сосцевидного отростка, 
перфорацией барабанной перепонки и отореей, 
являются P. aeruginosa и S. aureus [1, 9, 26]. Из-
вестна мощная антимикробная активность hBD-
3 в отношении S. aureus и P. aeruginosa [16, 30, 34]. 
В нашей работе максимальная частота детекции 
и уровни экспрессии индуцибельного гена пеп-
тида hBD-3 выявлены в слизистой барабанной 
полости при холестеатоме. Вероятно, персистен-
ция этих микроорганизмов в данном случае мо-
жет служить индуктором экспрессии гена hBD-3. 
Реализация механизмов иммунного уклонения 
обеспечивает выживание планктонного NTHi, 
других бактерий и вирусов в среднем ухе, однако 
неэффективность защиты этой биологической 
ниши во время хронического заболевания, вклю-
чающего компонент биопленок, также может 
оказывать модулирующие эффекты на экспрес-
сию гена hBD-3 при катаральных формах хрони-
ческого среднего отита.

Ротовая полость человека сильно колонизиро-
вана вирусами, грибами, простейшими, археями 
и бактериями, как комменсалами, так и условно 
патогенными. Анализ, проведенный в рамках 
проекта «микробиом человека», показал, что сре-
ди систем организма с наибольшим бактериаль-
ным разнообразием микробиом полости рта усту-
пает только ободочной кишке, при этом горло 
(миндалины) содержали уникальных членов со-
общества [18, 22]. Индуцибельные b-дефенсины 
человека всегда экспрессированы в нормальном 
эпителии ротовой полости [40], в том числе в 
эпителии крипт и поверхности небных минда-
лин [5], но это свойство не разделяют другие сли-
зистые барьеры. Считают, что в ротовой полости 
антимикробные пептиды, в том числе hBD-3, не 
только ограничивают чрезмерный рост коммен-
сальных микроорганизмов, но также предупреж-
дают колонизацию патогенами [28]. Показано, 
что комменсальные бактерии с иммуномодули-
рующими свойствами способны стимулировать 
иммунные реакции организма для обеспечения 
эффективной и быстрой защиты от патогенов, 
они индуцируют hBD и другие антимикробные 
пептиды в нормальных эпителиальных клетках 
ротовой полости человека и тем самым защищают 
область, постоянно подвергающуюся действию 
бактерий, от колонизации оппортунистическими 
патогенами. В частности, охарактеризован липо-

протеин FAD-I (Fusobacterium-ассоциированный 
индуктор дефенсинов), связанный с наружной 
мембраной F. nucleatum, который способен вы-
ступать в качестве гомеостатического агента пу-
тем активации эндогенных антимикробных пеп-
тидов [13]. На уровне бактериальных семейств в 
ротоглотке наиболее распространенным явля-
ется Streptococcaceae. Показано, что изменение 
пропорционального относительного содержания 
многочисленных ротоглоточных бактерий спо-
собствует рецидивирующему тонзиллиту [18]. 
Сравнение микробиома небных миндалин боль-
ных рецидивирующим тонзиллитом взрослых и 
гипертрофией миндалин детей установило при-
сутствие стрептококков во всех образцах, тогда 
как NTHi, виды Neisseria и S. pneumoniae чаще 
присутствовали у детей [18]. Показано, что уров-
ни экспрессии мРНК hBD-3 в небных миндали-
нах при тонзиллярной гипертрофии ниже, чем 
при рецидивирующем тонзиллите и очаговой ин-
фекции миндалин, что свидетельствует о том, что 
хроническое воспаление индуцирует экспрессию 
дефенсинов. Примечательно, что мРНК hBD-2 
и hBD-3 были специфически экспрессированы 
в ткани небных миндалин, но не в моноцитах 
периферической крови и слизистой тонкого ки-
шечника [21].

Аденоиды (глоточные миндалины) и небные 
миндалины являются частью лимфоидной ткани 
носоглотки и служат основными участками ми-
кробного распознавания и защиты [22]. Адено-
тонзиллярная болезнь (гипертрофия аденоидов и 
небных миндалин) является широко распростра-
ненной ЛОР-патологией, этиологию и патогенез 
которой связывают с хроническим воспалением, 
инициируемым синергическими и антагонисти-
ческими взаимодействиями между вирусами и 
бактериальной инфекцией, главным образом, 
S. aureus, Haemophilus spp. и Streptococcus spp., пер-
систирующей преимущественно внутриклеточ-
но или внутри биопленок слизистых оболочек. 
Рецидивирующее или хроническое воспаление 
аденоидов и небных миндалин приводит к хро-
нической активации клеточно-опосредованных 
и гуморальных иммунных реакций, заканчива-
ющейся гипертрофией лимфоидной ткани мин-
далин лимфоэпителиального глоточного кольца. 
Эту гипертрофическую ткань считают причиной 
известных клинических симптомов: обструкция 
верхних дыхательных путей, храп, сонное апноэ, 
дисфункции слуховой трубы. Эффективность 
хирургического удаления гипертрофированной 
ткани связывают не только с элиминацией ме-
ханических препятствий дыхательных путей, но 
также устранением основы для этиологической 
причины – «носительства биопленок» [43]. По-
лученные в нашей работе данные о высокой ча-
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стоте и уровнях экспрессии гена hBD-3 в поверх-
ностном эпителии небных миндалин и аденоидов 
согласуются с представлениями о том, что избы-
точная нагрузка микроорганизмами и бактери-
альное многообразие в миндалинах лимфоэпи-
телиального глоточного кольца могут объяснять 
более выраженное присутствие индуцибельных 
b-дефенсинов в этих тканях [8].

Гортань считают важным органом развития 
иммунных реакций дыхательных путей, учиты-
вая воздействие на нее вдыхаемых, проглоченных 
и возвращаемых при рефлюксе микроорганизмов 
и раздражителей [19]. Состоящие из многослой-
ного плоского эпителия и подлежащей собствен-
ной пластинки, голосовые складки расположены 
в гортани на стыке дыхательного и желудочно-
кишечного трактов [19]. Наиболее доступны об-
разцы ткани для лабораторных исследований 
при доброкачественных заболеваниях голосовых 
складок, включая полипы голосовых складок, 
узелки, кисты, отек Рейнке, хронический ла-
рингит [18, 19, 22, 23], а также рак гортани [14]. 
В образцах папилломы всех больных рецидиви-
рующим респираторным папилломатозом гор-
тани были детектированы мРНК hBD-1, hBD-2 
и hBD-3, а уровни экспрессии были выше, чем в 
нормальной ткани слизистой полости рта здоровых 
лиц. Показана корреляция уровней экспрессии 
мРНК hBD- 2 и hBD-3 (r = 0,837, p < 0,01), сви-
детельствующая об их совместной индукции в 
вызванных папилломавирусами патологических 
поражениях [7]. Подобно ротоглотке, наиболее 
распространенным родом гортанного микробио-
ма является Streptococcus, который доминировал 
и в нормальной гортани (36%), и при доброкаче-
ственных поражениях голосовых складок (56% – 
69,3%), и даже в образцах плоскоклеточной 
карциномы гортани (21%) и прилегающих к опу-
холям образцах, соответствующих нормальной 
ткани (29%) [14, 18, 19, 22, 23]. Высказано пред-
положение об ассоциации между микробными 
сообществами с преобладанием рода Streptococcus 
и патологией голосовых складок [19, 23]. Микро-
биота и болезнь могут взаимодействовать в ка-
честве причины и следствия на разных стадиях 
болезни [14]. В нашей работе большинство об-
разцов слизистой гортани также получено при 
доброкачественных поражениях голосовых скла-
док, а частота и уровни экспрессии гена hBD-3 
сходны с аденоидами и небными миндалинами.

В исследованных нами образцах поверхност-
ного эпителия больных хроническими воспали-
тельными заболеваниями слизистых оболочек 
ЛОР-органов детектированы низкие уровни экс-
прессии гена hBD-3. Полученные данные со-
гласуются с представлениями о том, что низкая 
базальная экспрессия на поверхности слизистой 

служит способом защиты от болезней, а не под-
держания болезненного состояния, т. к. анти-
микробные пептиды цитотоксичны в высоких 
концентрациях [35].

В целом, антимикробные пептиды могут спо-
собствовать тканевой регенерации и эпителиаль-
ной регенерации во время инфекции и воспале-
ния путем индукции пролиферации структурных 
клеток, но они также потенциально способству-
ют повреждению эпителия и фиброзному ремо-
делированию во время воспаления дыхательных 
путей, когда присутствуют в высоких концен-
трациях. Измененная экспрессия антимикроб-
ных пептидов может приводить к колонизации 
дыхательных путей, обеспечивая резервуары для 
рецидивирующих инфекций. Повышенная чув-
ствительность к рецидивирующим инфекциям 
дыхательных путей впоследствии приводит к 
хроническому воспалению, отклоняющейся от 
нормы экспрессии антимикробных пептидов и 
прогрессированию заболевания [35].

Заключение
Частота детекции и уровни экспрессии гена 

b-дефенсина-3 человека в поверхностном эпи-
телии слизистых оболочек ЛОР-органов согла-
суются с представлениями об индуцибельном 
характере экспрессии этого пептида. 

Верхние дыхательные пути предлагают мно-
жество экологических ниш для микробной ко-
лонизации, а колонизирующие микроорганизмы 
считают важными факторами поддержания здо-
ровой естественной микробной среды человека 
или этиологическими агентами патологических 
процессов. Локальные микробные сообщества 
ЛОР-органов формируются под влиянием раз-
личных характеристик конкретного местополо-
жения в верхних дыхательных путях. Ландшафт 
верхних дыхательных путей различается эпите-
лиальной выстилкой, предоставляя многочис-
ленные различные микро-ниши для микробных 
сообществ. Средний и нижний носовые ходы и 
околоносовые (верхнечелюстные, решетчатые, 
клиновидные и лобные) пазухи выстланы псев-
домногослойным (многорядным) цилиндриче-
ским мерцательным эпителием. Носоглотка ха-
рактеризуется множеством крипт и складок, а на 
ее стенке преобладают ороговевающий и неоро-
говевающий многослойный плоский эпителий 
и псевдомногослойный (многорядный) реснит-
чатый (мерцательный) эпителий. Зевная поверх-
ность небных миндалин покрыта многослойным 
плоским неороговевающим эпителием (до 6-10 
рядов), располагающимся на тонкой базальной 
мембране. Слизистая оболочка гортани выстлана 
многорядным реснитчатым эпителием, только 
истинные голосовые связки покрыты неорого-
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вевающим плоским многослойным эпителием. 
Исследованные нами хирургические образцы 
слизистой гортани получены преимущественно 
из области голосовых складок. Полученные нами 
данные свидетельствуют о двух функционально 
различных типах иммунного ответа слизистой 
оболочки ЛОР-органов. В анатомо-функцио-
нальных областях, выстланных мерцательным 
эпителием (средний и нижний носовые ходы, 
верхнечелюстные, решетчатые пазухи, среднее 
ухо) детектированы низкие частота и уровни 
экспрессии гена hBD-3, за исключением ткани 
полипов среднего носового хода и решетчатого 
лабиринта и слизистой барабанной полости при 
холестеатоме, что, возможно, связано с харак-
тером патологического процесса. В зонах, вы-
стланных плоским эпителием или сочетанием 
плоского и реснитчатого эпителиев, экспрессия 
гена hBD-3 детектирована практически повсе-
местно. Возможно, строение слизистой оболочки 
различных ЛОР-органов, отличающееся от сли-
зистой других отделов верхних дыхательных пу-
тей, создает сайт-специфические экологические 
ниши для микробных сообществ, индуцирующих 
или подавляющих экспрессию гена hBD-3. Пред-
ставляется, что род Streptococcus выступает в ка-

честве более мощного индуктора экспрессии гена 
hBD- 3, чем род Staphylococcus.

Сложные микробные сообщества присутству-
ют на всем протяжении верхних дыхательных пу-
тей. Бактериальная колонизация может частично 
поддерживать хроническое воспаление верхних 
дыхательных путей. hBD-3 оказывает сильное 
бактерицидное и бактериостатическое действие 
в отношении чрезвычайно широкого спектра 
патогенов, а иммунный ответ эпителиальных 
клеток ЛОР-органов включает секрецию hBD-3, 
который обладает антимикробным действием в 
отношении этих патогенов.

Экспрессия гена hBD-3 в контрольной тка-
ни, по-видимому, связана с поддержанием рези-
стентности к бактериальной инвазии и регули-
рованием состава комменсальной микробиоты 
полости носа. В контексте хронического вос-
паления и связанных с инфекцией заболеваний 
ЛОР-органов, помимо прямой микробоцидной 
активности hBD-3 на первой линии защиты, 
возможно нарушение регуляции пептида и даже 
неблагоприятные патогенетические эффекты 
hBD- 3: повышенная чувствительность к инфек-
циям, патологические изменения состава ком-
менсалов, фиброзное ремоделирование.
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ИНТЕРЛЕЙКИНЫ СЛЕЗНОЙ ЖИДКОСТИ 
И ДИАБЕТИЧЕСКАЯ РЕТИНОПАТИЯ 
Лев И.В.1, Агарков Н.М.2, 3

1 Тамбовский филиал ФГАУ «НМИЦ «МНТК «Микрохирургия глаза» имени академика С.Н. Федорова», 
г. Тамбов, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Юго-Западный государственный университет», г. Курск, Россия  
3 ФГАОУ ВО «Белгородский государственный национальный исследовательский университет», г. Белгород, Россия

Резюме. Неоспоримо ведущая роль диабетической ретинопатии, как основной причины сниже-
ния остроты зрения в трудоспособном и пожилом возрасте, определяет ее актуальность изучения, в 
том числе иммунологических аспектов патогенеза для улучшения диагностики и лечения данной оф-
тальмологической патологии. В настоящее время недостаточно изучены изменения интерлейкинов 
слезной жидкости у пациентов пожилого возраста, страдающих диабетической ретинопатией. Цель 
исследования – изучение содержания провоспалительных и противовоспалительных интерлейки-
нов в слезной жидкости у пациентов пожилого возраста с диабетической ретинопатией. Указанные 
интерлейкины слезной жидкости анализировались в двух клинических группах – в основной, пред-
ставленной 72 пациентами пожилого возраста с диабетической ретинопатией, и в контрольной – 64 
пациента того же возраста с сахарным диабетом 2-го типа без диабетической ретинопатии. Опреде-
ление диагноза диабетической ретинопатии осуществлялось на основании критериев Клинических 
рекомендаций «Сахарный диабет, ретинопатия диабетическая, макулярный отек диабетический» 
общероссийской ассоциации врачей-офтальмологов по результатом комплексного офтальмологиче-
ского обследования. В слезной жидкости обеих групп пациентов исследовали содержание различных 
провоспалительных и противовоспалительных интерлейкинов твердофазным иммуноферментным 
анализом и с применением тест-систем R&D Diagnostic Inc. (США). Рассчитывали средние ариф-
метические значения, их ошибки, величины относительного риска и доверительные интервалы, 
оценивали достоверность. Установлено статистически значимое повышение большинства провоспа-
лительных интерлейкинов в слезной жидкости пациентов, имеющих диабетическую ретинопатию. 
Особенно увеличилась экспрессия IL-6 до 142,9±7,8 пг/мл среди пациентов с диабетической ретино-
патией против 6,8±0,7 пг/мл в контрольной группе, IL-3 до 2,4±0,3 пг/мл против 0,3±0,05 пг/мл со-
ответственно (р < 0,001). Повысилась также продукция и других провоспалительных интерлейкинов 
на локальном уровне, за исключением IL-7. Однако концентрация IL-4 и IL-10 достоверно снизи-
лась у пациентов с диабетической ретинопатией и в большей степени IL-10 до 4,3±0,5 пг/мл против 
11,7±2,3 пг/мл (р < 0,001). Величины относительного риска оказались наивысшими для IL-6 – 7,824 
при достоверном доверительном интервале 7,538-8,261, IL-3 – 3,269 при достоверном доверительном 
интервале 3,084-3,721. Высокие значения относительного риска установлены, кроме того, для IL-8, 
IL-5 и IL- 1α2. Относительный риск развития диабетической ретинопатии повышают увеличение со-
держания в слезной жидкости IL-8 практически в 2 раза при статистически значимом доверитель-
ном интервале 1,728-2,432 (р < 0,01), IL-5 – в 1,748 раза при доверительном интервале 1,462-2,194 
(р < 0,01), IL-1α2 – в 1,718 раза при достоверном доверительном интервале 1,524-2,137 (р < 0,001). Это 
указывает на ассоциацию вышеназванных интерлейкинов с развитием диабетической ретинопатии. 
Установленные закономерности расширяют современные представления об иммунопатогенезе диа-
бетической ретинопатии и участии интерлейкинов слезной жидкости.

Ключевые слова: интерлейкины слезной жидкости, диабетическая ретинопатия, иммунопатология, относительный риск, 
пожилые пациенты
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b South-Western State University, Kursk, Russian Federation  
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Abstract. The leading role of diabetic retinopathy is considered the main causal factor of decreased visual 
acuity in the able-bodied and elderly ages determines its clinical relevance, including immunological aspects 
of pathogenesis to improve the diagnosis and treatment of this ophthalmic pathology. Currently, changes in 
lacrimal fluid interleukins in elderly patients suffering from diabetic retinopathy have not been sufficiently 
studied. The aim of our work was to study the content of pro-inflammatory and anti-inflammatory interleukins 
in lacrimal fluid in elderly patients with diabetic retinopathy. 

The lacrimal fluid interleukins were analyzed in two clinical groups: the main group was represented by 72 
elderly patients with diabetic retinopathy, and the control group included 64 patients of the same age with type 
2 diabetes mellitus without diabetic retinopathy. The diagnosis of diabetic retinopathy was assessed from the 
criteria of Clinical Recommendations “Diabetes mellitus, diabetic retinopathy, diabetic macular edema” issued 
by the All-Russian Association of Ophthalmologists based on the results of a comprehensive ophthalmological 
examination. In the lacrimal fluid taken from all patients, the content of various pro- and anti-inflammatory 
interleukins was studied by solid-phase enzyme immunoassay using R&D Diagnostic Inc. (USA) test systems. 
Arithmetic average values, their errors, relative risk factors and confidence intervals were calculated, and 
their significance was evaluated. We have obtained following results: a statistically significant increase of 
most proinflammatory interleukins was detected in the lacrimal fluid of patients with diabetic retinopathy. In 
particular, expression of IL-6 was increased to 142.9±7.8 pg/ml among the patients with diabetic retinopathy 
versus 6.8±0.7 pg/ml in the comparison group, IL-3 was increased to 2.4±0.3 pg/ml versus 0.3±0.05 pg/ ml, 
respectively (p < 0.001). The production of other pro-inflammatory interleukins at the local site has also 
increased, except of IL-7. However, the concentration of IL-4 and IL-10 was significantly decreased in the 
patients with diabetic retinopathy, with even higher increase of IL-10 (4.3±0.5 pg/ml versus 11.7±2.3 pg/ml, 
p < 0.001). The relative risk values were the highest for IL-6 (7.824), at the reliable confidence interval of 7.538-
8.261; for IL-3 these values comprised 3.269 (CI 3.084-3.721). High relative risk values were also established 
for IL-8, IL-5 and IL-1α2. The relative risk of developing diabetic retinopathy by almost 2 times was associated 
with higher contents of IL-8 in the lacrimal fluid (statistically significant confidence interval of 1.728-2.432 
(p < 0.01); for IL-5 it was 1.748 (confidence interval of 1.462-2.194 (p < 0.01); for IL-1α2 it comprised 1.718 
(confidence interval of 1.524-2.137, p < 0.001). These findings suggest an association of the abovementioned 
interleukins and development of diabetic retinopathy. The established patterns expand modern views concerning 
immunopathogenesis of diabetic retinopathy, involving the interleukins of lacrimal fluid.

Keywords: diabetic retinopathy, lacrimal fluid, interleukins, proinflammatory, anti-inflammatory, relative risk

Введение
Неоспоримо ведущая роль диабетической 

ретинопатии (ДР) как причина слепоты у лиц 
трудоспособного и пожилого возраста наблюда-
ется в настоящее время во многих развитых стра-
нах [2, 5, 7]. ДР – это наиболее распространенное 
микрососудистое осложнение сахарного диабета, 
встречающееся приблизительно у 29% взрослых с 
диабетом 2-го типа и 95% людей с диабетом 1-го 
типа [6].

В развитии ДР в последние годы существен-
ное значение отводится иммунологическим на-
рушениям, в том числе нарушению содержания 
интерлейкинов в слезной жидкости у данного 
контингента пациентов. Недавний прогресс в 
иммунологических исследованиях значительно 
расширил изучение различных интерлейкинов 

слезной жидкости. В настоящее время считается, 
что в патогенез ДР вовлечен как воспалительный, 
так и ассоциированный с ним ангиогенный про-
цесс по своей природе, включающий внутриглаз-
ную регуляцию следующих цитокинов: IL-1b, 
IL-2, IL-6, IL-8, TNFα [3, 9]. Появились новые 
аргументы в пользу того, что воспалительный 
процесс, ассоциированный с повышением про-
дукции интерлейкинов на локальном уровне, 
выступает важным фактором возникновения и 
развития ДР [10]. При этом гиперпродукция ин-
терлейкинов в слезной жидкости часто сочетает-
ся с окислительным стрессом, что подтверждено 
в экспериментальных исследованиях на крысах с 
индуцированным сахарным диабетом [4]. Только 
в некоторых работах рассматривался дисбаланс 
интерлейкинов слезной жидкости у пожилых па-
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циентов, страдающих ДР [8]. Имеющиеся клини-
ческие результаты об изменении интерлейкинов 
на локальном уровне среди пациентов пожилого 
возраста противоречивы и изучены по ограни-
ченному количеству интерлейкинов, что в опре-
деленной степени затрудняет оценку их патоге-
нетического участия в формировании ДР.

Цель исследования – изучение содержания 
провоспалительных и противовоспалительных 
интерлейкинов в слезной жидкости у пациентов 
пожилого возраста с ДР.

Материалы и методы
При проведении исследования на базе Там-

бовского филиала МНТК «Микрохирургия глаза 
имени академика С.Н. Федорова» сформирова-
но две клинические группы – 72 пациента с ДР 
(средний возраст 69,7±2,3 лет), составившие ос-
новную группу, и 64 пациента с сахарным диабе-
том 2-го типа без ДР (средний возраст 70,5±2,1 
лет), служившие контрольной группой. Всем 
пациентам проведено комплексное офтальмоло-
гическое обследование с определением остроты 
зрения без коррекции, максимально корриги-
рованной остроты зрения, параметров периме-
трии, изучением сетчатки, ее морфометрических 
параметров. Выполнялась также в обеих группах 
оптическая когерентная томография с функцией 
ангиографии для выявления патологических из-
менений при ДР. Диагностика ДР осуществля-
лась с использованием критериев, представлен-
ных клиническими рекомендациями «Сахарный 
диабет, ретинопатия диабетическая, макулярный 

отек диабетический» общероссийской ассоциа-
цией врачей-офтальмологов [1].

В утренние часы у включенных в исследова-
ние пациентов производился забор слезной жид-
кости для изучения содержания интерлейкинов 
на иммуноферментном анализаторе Multiscan 
(Thermo Scientific Inc., Финляндия) посредством 
твердофазного иммуноферментного анализа с 
применением тест-систем R&D Diagnostic Inc. 
(США).

Для всех рассматриваемых интерлейкинов 
слезной жидкости выполнялось определение от-
носительного риска по общепринятой методике 
с расчетом доверительных интервалов и оценки 
их статистической значимости.

Обследование пациентов сформированных 
клинических групп проводилось при получении 
письменного информированного согласия на 
участие в настоящем исследовании и в соответ-
ствии с принципами Хельсинкской декларации.

Для оценки достоверности различий содер-
жания интерлейкинов в слезной жидкости в 
сравниваемых группах пациентов использовался 
непараметрический Т-критерий Уайта. Стати-
стически значимым считалось полученное раз-
личие р < 0,05, в противном случае различие рас-
сматривалось как недостоверное.

Результаты
ДР у пациентов пожилого возраста сопрово-

ждается статистически значимым изменением 
содержания в слезной жидкости практически 
всех изученных интерлейкинов, за исключением 
IL-7 (табл. 1).

ТАБЛИЦА 1. КОНЦЕНТРАЦИЯ ИНТЕРЛЕЙКИНОВ В СЛЕЗНОЙ ЖИДКОСТИ ПАЦИЕНТОВ С ДИАБЕТИЧЕСКОЙ 
РЕТИНОПАТИЕЙ В СРАВНЕНИИ С ВОЗРАСТНЫМ КОНТРОЛЕМ (M±m)

TABLE 1. CONCENTRATION OF INTERLEUKINS IN THE LACRIMAL FLUID OF PATIENTS WITH DIABETIC RETINOPATHY 
IN COMPARISON WITH AGE CONTROL (M±m)

Интерлейкин, пг/мл
Interleukin, pg/ml

Пациенты с диабетической 
ретинопатией

Patients with diabetic 
retinopathy

Контрольная группа
Control group p

IL-1αα2 18,2±2,1 4,6±1,3 < 0,001
IL-1bb 96,5±4,4 54,7±2,6 < 0,001
IL-2 6,3±0,9 2,7±0,4 < 0,001
IL-3 2,4±0,3 0,30±0,05 < 0,001
IL-4 5,1±0,5 7,2±0,4 < 0,01
IL-5 0,40±0,03 0,10±0,02 < 0,001
IL-6 142,9±7,8 6,8±0,7 < 0,001
IL-7 4,8±0,6 3,1±0,5 > 0,050
IL-8 33,4±4,5 7,2±1,6 < 0,001
IL-10 4,3±0,5 11,7±2,3 < 0,001
IL-17 12,8±2,7 4,2±0,6 < 0,001
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ТАБЛИЦА 2. ОТНОСИТЕЛЬНЫЙ РИСК ДЛЯ ИНТЕРЛЕЙКИНОВ СЛЕЗНОЙ ЖИДКОСТИ В РАЗВИТИИ ДИАБЕТИЧЕСКОЙ 
РЕТИНОПАТИИ В ПОЖИЛОМ ВОЗРАСТЕ

TABLE 2. RELATIVE RISK FOR LACRIMAL FLUID INTERLEUKINS IN THE DEVELOPMENT OF DIABETIC RETINOPATHY  
IN OLD AGE

Интерлейкины слезной 
жидкости

Lacrimal fluid interleukins

Величина относительного 
риска

Relative risk value

Доверительный интервал
Confidence interval p

IL-1αα2 1,718 1,524-2,137 < 0,001
IL-1bb 1,043 0,796-1,358 > 0,050
IL-2 1,328 1,105-1,749 < 0,001
IL-3 3,269 3,084-3,721 < 0,001
IL-4 1,136 0,903-1,489 > 0,050
IL-5 1,748 1,462-2,194 < 0,010
IL-6 7,824 7,538-8,261 < 0,001
IL-7 0,024 0,003-0,189 > 0,050
IL-8 1,965 1,728-2,432 < 0,010
IL-10 1,397 1,115-1,803 < 0,010
IL-17 1,568 1,324-1,927 < 0,010

Однако наиболее выраженные отклонения 
среди пациентов основной группы в сравнении с 
возрастным контролем свойственны IL-6 и IL-3, 
концентрация которых увеличилась в 21,1 раза и 
8,0 раз соответственно (р < 0,001). При этом со-
держание IL-6 у пациентов с ДР находилось на 
очень высоком уровне по отношению ко всем 
расматриваемым в исследовании локальным ин-
терлейкинам. 

Значительное и практическое одинаковое по-
вышение интерлейкинов в слезной жидкости у 
пациентов пожилого возраста, страдающих ДР, 
присуще IL-8 и IL-1α2 с незначительным пре-
восходством IL-8. Обращает также внимание 
статистически достоверное повышение на ло-
кальном уровне в группе пациентов с ДР IL-17 
по сравнению с группой возрастного контроля. 
В слезной жидкости пациентов с ДР диагности-
ровано значительное и репрезентативное увели-
чение IL-5 (p < 0,001). Среди провоспалительных 
интерлейкинов слезной жидкости при развитии 
ДР произошло репрезентативное увеличение 
IL- 1b, но оно было менее значительным, чем для 
ранее рассмотренных местных интерлейкинов. 
В категории провоспалительных интерлейкинов 
слезной жидкости у пациентов пожилого возрас-
та с ДР не имело репрезентативных различий по 
сравнению с пациентами без ДР только содержа-
ние IL-7, хотя наблюдалась некоторая тенденция 
к их повышению (р > 0,05).

Среди противовоспалительных интерлейки-
нов слезной жидкости у пациентов пожилого воз-
раста, имеющих ДР, отмечено статистически зна-
чимое снижение как IL-4, так и IL-10 (табл.  1). 
Вместе с тем более выраженное угнетение про-

дукции противовоспалительных интерлейкинов 
в сравнении с пациентами с отсутствием ДР у па-
циентов, страдающих ДР, присуще IL-10, уровень 
которых в слезной жидкости понизился в 2,7 раза 
(р < 0,001), а IL-4 – в 1,4 раза (р < 0,01).

Полученные результаты свидетельствуют о 
наибольшем повышении среди провоспали-
тельных интерлейкинов на локальном уровне у 
пациентов пожилого возраста при развитии ДР 
IL-6, IL-3 и IL-8 и статистически достоверном 
снижении IL-10 и IL-4, что указывает на важную 
патогенетическую роль вышеназванных интер-
лейкинов слезной жидкости в формировании ДР 
в пожилом возрасте.

Рассчитанные величины относительного ри-
ска для исследованных интерлейкинов слезной 
жидкости свидетельствуют о том, что вероят-
ность развития ДР в пожилом возрасте много-
кратно увеличивает повышение провоспалитель-
ного IL-6, которому соответствует максимальное 
значение относительного риска (табл. 2) с досто-
верным доверительным интервалом. 

Развитие ДР с высокой вероятностью ассо-
циируется и с увеличением на локальном уров-
не IL- 3, для которого относительный риск равен 
3,269 при ДИ 3,084-3,721 (р < 0,001). Способству-
ют развитию ДР в пожилом возрасте статисти-
чески значимо и некоторые другие провоспали-
тельные интерлейкины. В частности, достоверно 
возрастает риск развития ДР при увеличении со-
держания в слезной жидкости IL-8, IL-5, IL-1α2, 
IL-17. Повышение названных интерлейкинов 
слезной жидкости увеличивает риск формирова-
ния ДР в пожилом возрасте статистически зна-
чимо в 1,324-2,432 раза. Практически не влияет 
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на развитие ДР усиление продукции IL-1b, IL-7 
и снижение противовоспалительного IL-4. Од-
нако угнетение синтеза противовоспалительного 
IL- 10 статистически значимо в 1,397 раза повы-
шает вероятность развития ДР в пожилом возрас-
те (р < 0,01).

Обсуждение
Уровни воспалительных интерлейкинов, 

включая IL-1b, IL-2, IL-6, IL-8, IL-17 и TNFα в 
слезной жидкости, изученные у 40 пациентов в 
нерандомизированном одноцентровом обсерва-
ционном клиническом исследовании в Китае, 
могут быть связаны не только с развитием ДР, но 
и ее тяжестью и прогрессированием [8]. Так, со-
держание IL-1b в слезной жидкости пациентов 
с пятилетним анамнезом ДР статистически зна-
чимо превышало средний уровень пациентов с 
сахарным диабетом 2-го типа без ДР, составляя 
соответственно 22,109±0,34 и 11,415±0,25 пг/мл 
(p < 0,001). Значительные различия выявлены 
также в содержании IL-6 в слезной жидкости – 
86,324±1,54 и 18,221±1,45 пг/мл. Названное уве-
личение IL-1b и IL-6 на локальном уровне среди 
пациентов, страдающих ДР в течение 5 лет, согла-
суется с полученными нами результатами с той 
лишь разницей, что у обследованных нами паци-
ентов повышение обсуждаемых интерлейкинов 
более значимо [11].

Сообщается, что IL-6 слезной жидкости не 
только вызывает слабое хроническое воспале-
ние, но и обуславливает конформационные из-
менения в плотных соединениях эндотелиальных 
клеток сосудов и играет важную роль в повыше-
нии проницаемости этих сосудов и разрушением 
гематоэнцефалического барьера в диабетических 
глазах [4]. Наряду с этим установлено достоверное 
увеличение уровня IL-6 в слезной жидкости па-
циентов с непролиферативной ДР до 24,12 пг/ мл, 
с пролиферативной ДР до 55,55 пг/ мл против 
8,11 пг/мл у пациентов с сахарным диабетом 2-го 
типа без ДР.

IL-6 является многофункциональным цито-
кином с реактивной и иммуномодулирующей 
только в острой фазе и в in vitro показана пере-
стройка активных и морфологических измене-
ний эндотелиальных клеток сетчатки под его 
влиянием [9]. IL-6 обладает также способностью 
индуцировать экспрессию сосудистого эндотели-
ального фактора роста, вовлеченного в патогенез 
ДР, и дополнительно увеличивает проницаемость 
сосудов. Кроме того, отмечается, что уровень 
IL-6 в слезной жидкости параллелен тяжести ДР. 
Нами же установлено, что IL-6 имеет максималь-
ную величину относительного риска в развитии 
ДР у пожилых пациентов.

У пациентов, страдающих ДР на протяже-
нии 5 лет, среди изученных провоспалительных 
цитокинов – IL-1b, IL-2, IL-6, IL-8, IL-17 и 

TNFα – наибольшее увеличение в слезной жид-
кости присуще IL-8, уровень которого в указан-
ном биоматериале составил 342,782±18,55 пг/мл 
по сравнению с 19,009±1,130 пг/мл у пациентов, 
болеющих в течение лет сахарным диабетом 2-го 
типа [8]. В нашем исследовании увеличение IL-8 
в слезной жидкости у пациентов с ДР состави-
ло почти в 5 раз, что значительно меньше, чем 
в ранее указанной работе [8]. Однако, согласно 
нашим результатам, IL-8 повышает вероятность 
развития ДР в пожилом возрасте в 1,965 раза при 
достоверном доверительном интервале (p < 0,01).

В публикации [8] сообщается о повыше-
нии в слезной жидкости содержания IL-17А до 
32,75±0,68 пг/мл, а у пациентов с сахарным диа-
бетом 2-го типа до 13,875±0,42 пг/мл. В нашей 
работе уровень IL-17А в слезной жидкости ста-
тистически достоверно повысился у пациентов, 
имеющих ДР.

В отличие от ранее выполненных исследо-
ваний нами показано повышение экспрессии 
и других провоспалительных интерлейкинов – 
IL- 1α2, IL-2, IL-3, IL-5, IL-7, уровень которых, за 
исключением последнего, статистически значи-
мо превышал средние значения группы возраст-
ного контроля. Кроме того, IL-1α2, IL-2, IL-3, 
IL-5 достоверно повышали риск развития ДР.

Впервые нами продемонстрировано участие 
противовоспалительных интерлейкинов слезной 
жидкости – IL-4 и IL-10, а именно, что снижение 
IL-10 достоверно способствует повышению ри-
ска развития ДР. Снижение IL-4 в слезной жид-
кости пациентов с ДР оказалось достоверным, но 
величина относительного риска, равная 1,136 не 
имела статистически значимого доверительного 
интервала.

Заключение
Развитие ДР сопровождается выраженной 

провоспалительной реакцией со стороны многих 
интерлейкинов слезной жидкости, детермини-
рованность которой обусловлена, прежде всего, 
многократным повышением содержания IL-6, 
IL-3 и IL-8. Одновременно среди противовос-
палительных интерлейкинов на местном уровне 
наблюдалось достоверное снижение IL-10 и IL-4. 
Полученные величины относительного риска для 
интерлейкинов слезной жидкости показывают 
наибольшую ассоциацию ДР с IL-6, IL-3, IL-8, 
IL-5 и IL-1α2. С формированием ДР не ассоци-
ируются такие интерлейкины слезной жидкости, 
как IL-1b, IL-4 и IL-7. Установленные законо-
мерности расширяют современные представле-
ния об иммунопатогенезе ДР и участии интер-
лейкинов слезной жидкости.
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РОЛЬ АЛЛЕРГИИ В РАЗВИТИИ ОЧАГОВОЙ АЛОПЕЦИИ
Барило А.А., Смирнова С.В.
Научно-исследовательский институт медицинских проблем Севера – обособленное подразделение ФГБНУ 
«Федеральный исследовательский центр «Красноярский научный центр Сибирского отделения Российской 
академии наук», г. Красноярск, Россия

Резюме. Очаговая алопеция представляет собой аутоиммунное заболевание, характеризующееся 
нерубцовым выпадением волос с сохранением волосяного фолликула. Выпадение волос при очаго-
вой алопеции может быть как очаговым с появлением четко ограниченных очагов алопеции, так и 
диффузным или полным выпадением волос на любых участках кожного покрова, где присутствуют 
волосяные фолликулы. Данные о роли пищевой аллергии в развитии очаговой алопеции и характере 
спектра сенсибилизации крайне немногочисленны. Цель работы – изучить особенности спектра сен-
сибилизации к пищевым и пыльцевым (перекрестнореагирующим) аллергенам у больных очаговой 
алопецией.

В исследовании приняли участие больные очаговой алопецией (n = 17), которые с учетом возраста 
были разделены на группы: 1-я группа – дети (n = 9) и 2-я группа – взрослые (n = 8). Всем больным 
проводилось специфическое аллергологическое обследование: сбор аллергологического анамнеза, 
кожное prick-тестирование с пищевыми и пыльцевыми аллергенами (Allergopharma, Германия).

Анализ спектра сенсибилизации к пищевым аллергенам больных очаговой алопецией выявил 
особенности в зависимости от возраста. Так, в группе больных детей отмечена наибольшая частота 
встречаемости сенсибилизации к цельному куриному яйцу, пищевым злакам, дрожжам, сое и белкам 
коровьего молока. В группе взрослых с очаговой алопецией наиболее значимыми пищевыми аллерге-
нами являлись: белок куриного яйца, ржаная мука, овес. Среди пыльцевых аллергенов в первой груп-
пе больных наиболее распространенными были аллергены смеси пыльцы сорных и злаковых трав, 
во второй группе – смеси пыльцы луговых трав. Всем больным с учетом аллергологического тести-
рования назначалась индивидуальная элиминационная диета с исключением причинно-значимых 
аллергенов с учетом перекрестнореагирующих аллергенов. Эффект элиминации оценивался через 2 
месяца от начала элиминационной диеты. 70% больных отметили клиническое улучшение: в очагах 
алопеции отмечался рост веллюса – пушковых депигментированных волос, а также терминальных 
пигментированных волос. Полный регресс очагов алопеции в среднем происходил в течение 3-6 ме-
сяцев от начала терапии.

Установленная нами сенсибилизация к пищевым и пыльцевым (перекрестнореагирующим) ал-
лергенам больных очаговой алопецией и положительный эффект элиминационной диеты доказывает 
роль пищевой аллергии в развитии патологии. Следовательно, изучение причинно-следственной вза-
имосвязи пищевой аллергии и очаговой алопеции представляет особую актуальность и создает пред-
посылки для открытия новых диагностических и терапевтических возможностей.

Ключевые слова: очаговая алопеция, атопия, иммунопатогенез, аллерген, поллиноз, атопический дерматит
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ROLE OF ALLERGY IN THE DEVELOPMENT OF ALOPECIA 
AREATA
Barilo A.A., Smirnova S.V.
Research Institute of Medical Problems of the North, Federal Research Center, Siberian Branch, Russian Academy  
of Sciences, Krasnoyarsk, Russian Federation

Abstract. Alopecia areata is an autoimmune disease characterized by non-scarring hair loss with preservation 
of the hair follicle. Hair loss in alopecia areata can be either focal with the appearance of clearly defined foci of 
alopecia, or diffuse or complete hair loss in any area of the skin where hair follicles are present. Data on the role 
of food allergy in the development of alopecia areata and the nature of the sensitization spectrum are extremely 
scarce. Objective: to study the features of the spectrum of sensitization to food and pollen (cross-reacting) 
allergens in patients with alopecia areata. 

The study involved patients with alopecia areata (n = 17), who were divided into groups according to age: 
group 1 – children (n = 9) and group 2 – adults (n = 8). All patients underwent a specific allergological 
examination: collection of an allergic history, skin prick testing with food and pollen allergens (Allergopharma, 
Germany). 

Analysis of the spectrum of sensitization to food allergens in patients with alopecia areata revealed features 
depending on their age. Thus, in the group of sick children, the highest frequency of sensitization to whole 
chicken eggs, food cereals, yeast, soybeans and cow’s milk proteins was noted. In the group of sick adults, 
the most significant food allergens were: egg protein, rye flour, oats. Among the pollen allergens in the first 
group of patients, the most common allergens were a mixture of weed and grass pollen, in the second group, 
a mixture of meadow grass pollen. All patients, taking into account allergological testing, were administered 
an individual elimination diet with the exclusion of causally significant allergens, taking into account cross-
reacting allergens. The elimination effect was assessed 2 months after the start of the elimination diet. 70% of 
patients showed a clinical improvement, i.e., the growth of vellus was noted (vellus depigmented hair) in the 
foci of alopecia, as well as terminal pigmented hair. Complete regression of alopecia foci occurred on average 
within 3-6 months from the start of therapy. 

The sensitization to food and pollen (cross-reacting) allergens in patients with alopecia areata and the positive 
effect of the elimination diet revealed in our study well supports the role of food allergy in the development of 
this disorder. Therefore, the study of the causal relationship between food allergy and alopecia areata is of 
particular relevance and creates prerequisites for the discovery of new diagnostic and therapeutic options.

Keywords: alopecia areata, atopy, immunopathogenesis, allergen, hay fever, atopic dermatitis

Введение
Очаговая алопеция (ОА) представляет собой 

аутоиммунное заболевание, характеризующееся 
нерубцовым выпадением волос с сохранением 
волосяного фолликула [11, 15]. Выпадение волос 
при очаговой алопеции может быть как очаговым 
с появлением четко ограниченных очагов алопе-
ции, так и диффузным или полным выпадением 
волос на любых участках кожного покрова, где 
присутствуют волосяные фолликулы [17]. При 
ОА наиболее типичным является появление оча-
гов на коже волосистой части головы [15]. В оча-
гах поражения при ОА определяется перифол-
ликулярная и фолликулярная лимфоцитарная 
инфильтрация волос, находящихся в фазе ана-
гена (фаза роста волос), что подтверждает при-
оритетную роль иммунологических нарушений в 
развитии заболевания [11]. 

В результате наличия сложного иммунопато-
генеза заболевания многие исследователи отно-
сят ОА к аутоиммунной патологии с развитием 
аутовоспалительного иммунного ответа, мише-

нью которого являются клетки фолосянных фол-
ликулов [11, 16]. В литературе описаны примеры 
сочетания ОА с другими аутоиммунными патоло-
гиями, такими как витилиго, ревматоидный ар-
трит, целиакия, диабет 1-го типа, псориаз [15, 16]. 
Очаговая алопеция является многофакторным за-
болеванием [16, 17]. Провоцирующим моментом 
в развитии патологии, по данным ряда авторов, 
могут являться: физический/эмоциональный 
стресс, инфекции, изменение гормонального 
фона, дефицит витаминов и микроэлементов [11, 
17, 18]. Несмотря на многообразие исследова-
ний, посвященных изучению этиопатогенеза за-
болевания, точные причины и механизмы разви-
тия ОА неясны, а современные методы лечения 
имеют высокую частоту рецидивов [17]. 

В последние годы в литературе активно об-
суждается вопрос о роли аллергии, проявля-
ющейся преимущественно поражением кожи 
и слизистых: атопический дерматит, псориаз, 
эозинофильный эзофагит, эозинофильный га-
строэнтероколит, проктит/проктоколит [1, 2, 5, 
7, 8, 12]. В развитии данных процессов ведущая 
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роль отводится именно пищевой аллергии, нали-
чие которой предполагает появление различных 
клинических реакций гиперчувствительности 
при употреблении определенных пищевых про-
дуктов [1, 8]. Иммуноопосредованное воспале-
ние слизистой оболочки желудочно-кишечного 
тракта приводит к повреждению эпителиального 
барьера и развитию эндотоксинемии [2, 5]. Нали-
чие эндогенной интоксикации в свою очередь яв-
ляется важным фактором в развитии аутоиммун-
ных воспалительных процессов в организме [13, 
15]. Данные о роли пищевой аллергии в развитии 
очаговой алопеции и характере спектра сенсиби-
лизации крайне немногочисленны. Следователь-
но, изучение роли пищевой аллергии в развитии 
очаговой алопеции является перспективным и 
актуальным.

Цель работы – изучить особенности спектра 
сенсибилизации к пищевым и пыльцевым (пе-
рекрестнореагирующим) аллергенам у больных 
очаговой алопецией.

Материалы и методы
В исследовании приняли участие больные 

очаговой алопецией (n = 17), которые с учетом 
возраста были разделены на группы: 1-я груп-
па – дети (n = 9) и 2-я группа – взрослые (n = 8). 
Средний возраст обследуемых в 1-й группе со-
ставил 9,0±0,7 лет, во 2-й группе – 37,5±3,5 лет. 
Продолжительность заболевания в 1-й группе 
больных ОА составила 6,0±3,1 месяцев, во 2-й 
группе – 1,5±3,4 года. Средний возраст дебюта 
заболевания в 1-й группе – 7,0±0,7 лет, во 2-й 
группе – 36,5±5,7 лет. В 1-й группе больных пре-
обладали девочки – 77,8% (n = 7), во 2-й группе 
мужчины и женщины встречались одинаково ча-
сто – 50%. Контрольные группы составили прак-
тически здоровые, сопоставимые по полу и воз-
расту с больными: 3-я группа – дети (n = 19), 4-я 
группа – взрослые (n = 20).

Клинические проявления очаговой алопеции 
в исследуемых группах были разнообразны. Так, 
локальная (ограниченная) форма гнездной ало-
пеции, при которой определяются один или не-
сколько четко очерченных округлых очагов ало-
пеции, была отмечена у 88,9% (n = 8) больных 1-й 
группы и 50,0% (n = 4) больных 2-й группы. Диф-
фузная форма гнездной алопеции, характеризую-
щаяся частичным или полным диффузным поре-
дением волос в области головы, отмечена только 
во 2-й группе больных – 50,0% (n = 4) случаев. 
Универсальная форма ОА, при которой волосы 
отсутствуют на коже волосистой части головы, в 
области роста бровей, ресниц, на коже туловища 
выявлена лишь у 1 ребенка (11,1%) 1-й группы. 

Типичные очаги поражения при ОА пред-
ставляли собой участки нерубцового облысения 
округлой или овальной формы с неизмененным 
цветом кожи. При трихоскопии в очагах алопе-
ции определялись следующие признаки: «желтые 

точки» (фолликулы, заполненные гиперкерато-
тическими массами), «черные точки» (кадаве-
ризированные волосы, представляющие собой 
комедоноподобные фолликулярные закупори-
вания), волосы в виде «восклицательных знаков» 
(дистофически измененные волосы, суженные в 
проксимальной части).

Всем больным проводилось специфическое 
аллергологическое обследование: сбор аллерголо-
гического анамнеза, кожное prick-тестирование с 
оценкой величины гиперемии (от + до ++++). 
Были использованы следующие аллергены (Aller-
gopharma, Германия): пищевые – коровье молоко 
(белок коровьего молока), мясо говядины, цель-
ное куриное яйцо, белок куриного яйца, мясо 
курицы, пищевые злаки (пшеничная и ржаная 
мука, ячменная и овсяная крупы), рис, гречка, 
соя, дрожжи; пыльцевые – смеси аллергенов 
пыльцы деревьев, злаковых трав, сорных трав.

Для статистического анализа применяли па-
кет прикладных программ Statistica 8.0. Стати-
стическую обработку результатов проводили с 
расчетом обобщающих коэффициентов: средняя 
величина (М) и ошибка средней (m). При анали-
зе качественных признаков проводилась: оценка 
относительной частоты признака (распростра-
ненность) Р. Различия считались статистически 
значимыми при р < 0,05.

Результаты
Указания в анамнезе на проявления атопи-

ческого дерматита, аллергического ринита, кра-
пивницы имели 77,7% (n = 7) больных 1-й груп-
пы и 75,0% (n = 6) больных 2-й группы. Наличие 
в анамнезе указаний на сезонные проявления 
аллергии (аллергический риноконъюнктивит) 
отмечены у 44,4% (n = 4) больных 1-й группы, у 
25,0% (n = 2) больных 2-й группы. Отягощенная 
аллергологическая наследственность (наличие 
аллергических заболеваний у ближайших род-
ственников) установлена у 33,3% (n = 3) больных 
1-й группы и 12,5% (n = 1) больных 2-й группы. 
В обеих группах больных отсутствовали указания 
в анамнезе на наследственный характер очаговой 
алопеции. 

Анализ спектра сенсибилизации к пищевым 
аллергенам больных ОА выявил некоторые осо-
бенности в зависимости от возраста. Так, в 1-й 
группе больных отмечена наибольшая частота 
встречаемости сенсибилизации к цельному кури-
ному яйцу и дрожжам (табл. 1). Более половины 
больных имели сенсибилизацию к белкам коро-
вьего молока, ржаной муке, сое. Среди пищевых 
аллергенов наименьшая частота встречаемости 
сенсибилизации отмечена к рису. Сенсибилиза-
ция к пищевым аллергенам у детей в 70,0% случа-
ев была слабоположительной, в 20,9% – положи-
тельной, в 4,3% случаев – резко положительной и 
в 4,8% случаев – гиперэргической. Во 2-й группе 
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ТАБЛИЦА 1. СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА СПЕКТРА СЕНСИБИЛИЗАЦИИ К ПИЩЕВЫМ АЛЛЕРГЕНАМ 
БОЛЬНЫХ ОЧАГОВОЙ АЛОПЕЦИЕЙ, % (n)
TABLE 1. COMPARATIVE CHARACTERISTICS OF THE SPECTRUM OF SENSITIZATION TO FOOD ALLERGENS IN PATIENTS 
WITH ALOPECIA AREATA, % (n)

Наименование аллергенов
Allergens

1-я группа
1st group
(n = 9)

2-я группа
2nd group

(n = 8)
p

Коровье молоко
Cow’s milk 55,5% (n = 5) 37,5% (n = 3) р1, 3 = 0,0003

р2, 4 = 0,004
Мясо говядины
Beef meat 44,4% (n = 4) 37,5% (n = 3) р1, 3 = 0,001

р2, 4 = 0,004
Желток куриного яйца
Egg yolk 33,3% (n = 3) 62,5% (n = 5) р1, 3 = 0,007

р2, 4 = 0,00009
Белок куриного яйца
Chicken egg protein 55,5% (n = 5) 75,0% (n = 6) р1, 3 = 0,0003

р2, 4 = 0,00001
Куриное яйцо (цельное)
Whole chicken egg 66,6% (n = 6) 50,0% (n = 4) р1, 3 = 0,00006

р2, 4 = 0,0006
Мясо курицы
Chicken’s meat 44,4% (n = 4) 50,0% (n = 4) р1, 3 = 0,001

р2, 4 = 0,0006
Белок пшеничной муки
Wheat flour protein 33,3%(n = 3) 50,0% (n = 4) р1, 3 = 0,007

р2, 4 = 0,0006
Белок ржаной муки
Rye flour protein 55,5% (n = 5) 75,0% (n = 6) р1, 3 = 0,0003

р2, 4 = 0,00001
Ячневая крупа
Barley grits 44,4% (n = 4) 12,5% (n = 1) р1, 3 = 0,001

Овес
Oat groats 44,4% (n = 4) 75,0% (n = 6) р1, 3 = 0,001

р2, 4 = 0,00001
Рис
Rice 22,2% (n = 2) 0% р1 ,3 = 0,03

Гречка
Buckwheat 44,4% (n = 4) 12,5% (n = 1) р1, 3 = 0,001

Соя
Soy 55,5% (n = 5) 62,5% (n = 5) р1, 3 = 0,0003

р2, 4 = 0,00009
Дрожжи
Nutritional yeast 66,6% (n = 6) 62,5% (n = 5) р1, 3 = 0,00006

р2, 4 = 0,00009

Примечание. Значения р указаны только при p ˂ 0,05.
Note. p values are indicated only at p < 0.05.

больных наиболее значимыми пищевыми аллер-
генами являлись: белок куриного яйца, ржаная 
мука, овес. Несколько меньшая частота встре-
чаемости сенсибилизации выявлена к желтку 
куриного яйца, сое и дрожжам. Среди пищевых 
аллергенов во 2-й группе больных наименьшая 
частота встречаемости сенсибилизации отмечена 
к гречке. Сенсибилизация к рису во 2-й группе 
больных отсутствовала. Сенсибилизация к пище-
вым аллергенам у взрослых в 51,9% случаев была 
слабоположительной, в 37,1% – положительной, 
в 3,8% случаев – резко положительной. Гиперэр-
гической реакции к пищевым аллергенам во вто-
рой группе больных очаговой алопецией не вы-
явлено. 

Таким образом, наиболее значимыми пище-
выми аллергенами в обеих возрастных группах 
являлись аллергены куриного яйца, пищевых 

злаков, дрожжей, сои. У детей с очаговой алопе-
цией дополнительно отмечена высокая частота 
встречаемости сенсибилизации к белкам коро-
вьего молока.

Наличие перекрестной реактивности пыльце-
вых аллергенов и аллергенов пищевых продуктов 
растительного происхождения обуславливает не-
обходимость изучения сенсибилизации к дан-
ным аллергенам больных очаговой алопецией 
для оценки расширения спектра сенсибилизации 
при пищевой аллергии. В настоящем исследо-
вании определены особенности спектра сенси-
билизации к пыльцевым аллергенам больных 
очаговой алопецией в зависимости от возрас-
та (табл. 2). Так, в 1-й группе больных наиболее 
распространенными пыльцевыми аллергенами 
были смеси сорных и злаковых трав, сенсибили-
зация к которым была отмечена в 77,7% случаев. 



803

Аллергия и очаговая алопеция
Allergy and alopecia areata2022, Vol. 24,  4

2022, Т. 24, № 4

ТАБЛИЦА 2. СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА СПЕКТРА СЕНСИБИЛИЗАЦИИ К ПЫЛЬЦЕВЫМ АЛЛЕРГЕНАМ 
БОЛЬНЫХ ОЧАГОВОЙ АЛОПЕЦИЕЙ, % (n)
TABLE 2. COMPARATIVE CHARACTERISTICS OF THE SPECTRUM OF SENSITIZATION TO POLLEN ALLERGENS IN PATIENTS 
WITH ALOPECIA AREATA, % (n)

Наименование 
аллергенов

Allergens

1-я группа
1st group
(n = 9)

2-я группа
2nd group

(n = 8)
p

Луговые травы
Meadow grass 66,6% (n = 6) 62,5% (n = 5) р1, 3 = 0,00006

р2, 4 = 0,00009
Деревья 
Trees 66,6% (n = 6) 25,0 (n = 2) р1, 3 = 0,00006

Сорные травы
Weed grass 77,7% (n = 7) 12,5% (n = 1) р1, 2 = 0,007

р1, 3 = 0,000009
Злаковые травы
Cereal herbs 77,7% (n = 7) 37,5% (n = 3) р1, 3 = 0,000009

Примечание. Значения р указаны только при p ˂ 0,05.
Note. p values are indicated only at p ˂ 0.05.

Сенсибилизация к пыльце луговых трав и дере-
вьев была отмечена реже, но также на высоком 
уровне – 66,6%. Высокая частота встречаемости 
пыльцевой сенсибилизации в группе больных 
детей, вероятно, связана с наличием сезонных 
проявлений аллергии (сезонный аллергический 
риноконъюнктивит) у 44,4% больных данной 
группы. Кроме того, интересным представляется 
тот факт, что в 33,3% (n = 3) случаев появление 
очагов алопеции приходилось именно на период 
поллинации причинно-значимого аллергена. 

У детей в 53,5% случаев сенсибилизация к 
пыльцевым аллергенам была слабоположитель-
ной, в 15,5% – положительной, в 11,9% случаев – 
резко положительной и в 19,0% случаев – гипе-
рэргической. 

Наличие клинических проявлений поллино-
за во 2-й группе больных отмечено лишь у 25% 
больных, однако по результатам аллергологиче-
ского тестирования сенсибилизация к пыльце 
луговых трав составила 62,5%, что свидетельству-
ет о «скрытой» сенсибилизации и дает основание 
предположить о вероятном участии данных ал-
лергенов в развитии очаговой алопеции. 

Сенсибилизация к пыльцевым аллергенам у 
взрослых в 72,5% случаев была слабоположитель-
ной, в 22,5% – положительной, в 5,0% случаев – 
резко положительной. Гиперэргической реакции 
к пыльцевым аллергенам во 2-й группе больных 
не выявлено. 

В группе контроля сенсибилизации к изучае-
мым пищевым и пыльцевым аллергенам не вы-
явлено.

Всем больным с учетом аллергологическо-
го тестирования назначалась индивидуальная 
элиминационная диета с исключением причин-
но-значимых аллергенов с учетом перекрестно-
реагирующих аллергенов. Эффект элиминации 
оценивался через 2 месяца от начала элимина-
ционной диеты. 70% больных отметили клини-

ческое улучшение: в очагах алопеции отмечался 
рост веллюса – пушковых депигментированных 
волос, а также терминальных пигментированных 
волос. Полный регресс очагов алопеции в сред-
нем происходил в течение 3-6 месяцев от начала 
терапии. 

В подтверждение клинической эффективно-
сти элиминационной диеты при очаговой алопе-
ции приводим результаты собственных наблюде-
ний (рис. 1, 2, 3, см. 3-ю стр. обложки). 

Обсуждение
В последние годы в литературе все чаще 

встречаются данные о положительном влиянии 
элиминационных диет на рост волос у больных 
очаговой алопецией [3, 9, 13]. Так, безглютено-
вая диета стимулировала рост волос у больных 
ОА с сопутствующей глютеновой энтеропати-
ей [13]. Соблюдение восточной диеты на основе 
сои было ассоциировано со сниженным риском 
развития очаговой алопеции: менее 1% относи-
тельно общего риска – 2% [16]. По некоторым 
данным, средиземноморская диета, богатая све-
жими овощами и зеленью, также как и диета с 
высоким содержанием белка, является важным 
компонентом лечения очаговой алопеции [13]. 
Между тем известно, что назначение элиминаци-
онных диет требует строго индивидуального пер-
сонализированного подхода. Тем не менее не су-
ществует единого мнения о влиянии диетических 
ограничений на течение очаговой алопеции, что 
обуславливает необходимость изучения данной 
проблемы. 

Данные литературы о положительных эффек-
тах антигистаминных препаратов в лечении ОА, 
не только определяют дополнительные терапев-
тические возможности у данной категории боль-
ных, но также указывают на аддитивное влияние 
тучных клеток в патогенезе ОА [11]. 
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Недавние исследования показывают, что су-
ществует тесная связь между очаговой алопецией 
и нарушением микробиоценоза кишечника [6]. 
Иммуноопосредованное повреждение кишечно-
го эпителия при воздействии пищевых аллерге-
нов может приводить к повышению кишечной 
проницаемости с развитием эндогенной инток-
сикации и формированием очагов повреждения 
кожи [13]. Поскольку в литературе имеются дан-
ные о повышении частоты встречаемости атопи-
ческих заболеваний у больных очаговой алопе-
цией в 2 раза в сравнении с общей популяцией, 
проведенное нами исследование о влиянии пи-
щевой аллергии на развитие патологии представ-
ляет особый интерес [17]. Можно предположить, 
что воспалительный процесс в стенке кишечника 
в результате наличия сенсибилизации к опре-
деленным пищевым аллергенам у больных оча-
говой алопецией способствует формированию 
воспалительного процесса в области волосяных 
фолликулов [6]. 

В результате проведенного нами исследования 
установлено, что наиболее значимыми пищевы-
ми аллергенами в обеих возрастных группах явля-
лись аллергены куриного яйца, пищевых злаков. 
Аллергия к белку куриного яйца является одной 
из наиболее распространенных пищевых аллер-
гий в западных странах. Причем аллергические 
реакции на яйца могут сохраняться в зрелом воз-
расте, хотя симптомы могут быть менее выражен-
ными [14]. Аллергены яичного белка могут вызы-
вать не только IgE-опосредованные аллергии, но 
также и неIgE-опосредованные реакции, к кото-
рым относятся такие заболевания как атопиче-
ский дерматит и эозинофильные гастроэнтеропа-
тии [14]. Поэтому можно предположить, что при 
ОА именно аллергены яичного белка являются 
главными триггерами воспалительного процес-
са у данной категории больных. В проведенном 
исследовании у детей с очаговой алопецией до-
полнительно отмечена высокая частота встре-
чаемости к белкам коровьего молока, что может 
быть связано с высокой частотой встречаемости 
данной аллергии у детей, а также с возрастными 
различиями в иммунологических показателях при 
аутоиммунных заболеваниях [4, 10].

Пищевая аллергия на пшеницу также характе-
ризуется как IgE-зависимыми реакциями немед-
ленного типа с наличием специфичных к пшени-
це IgE-антител, так и неIgE-опосредованными 
реакциями, характеризующимися хронической 
эозинофильной и лимфоцитарной инфильтра-
цией желудочно-кишечного тракта [8]. Согласно 
данным статистики, дети имеют более высокую 
распространенность пищевой аллергии на пше-
ницу в сравнении со взрослыми, особенно если 
пшеница была введена после 6-месячного воз-
раста [8]. В нашем исследовании сенсибилиза-
ция к пшенице у взрослых с очаговой алопецией 
была выше в сравнении с детьми. Высокая ча-
стота встречаемости сенсибилизации к пищевым 

злакам у больных очаговой алопецией свидетель-
ствует о возможном участии данных аллергенов в 
развитии воспалительного процесса в волосяном 
фолликуле. Причем действие аллергенов пшени-
цы при очаговой алопеции вероятно обусловле-
ны, прежде всего, неIgE-опосредованными ре-
акциями с повреждением кишечного барьера и 
повышением его проницаемости. 

Белки сои, наряду с коровьим молоком, ку-
риным яйцом, пищевыми злаками, арахисом, 
орехами, рыбой, морепродуктами относятся к 
большой восьмерке продуктов, наиболее часто 
вызывающих аллергические реакции как у детей, 
так и взрослых [5].

В обеих возрастных группах больных ОА отме-
чена высокая частота встречаемости сенсибили-
зации к пищевым дрожжам. В литературе нет еди-
ного мнения о частоте встречаемости грибковой 
аллергии. Важным является изучение влияния 
пищевой аллергии к грибкам, поскольку данные 
аллергены являются составным компонентом 
многих пищевых продуктов, а также участвуют в 
развитии перекрестных реакций с аэроаллергена-
ми [7]. Известно, что грибковая аллергия может 
быть опосредована как IgE-зависимыми реакци-
ями, так и неIgE-опосредованным реакциями [7]. 
Особого внимания заслуживает факт формирова-
ния аутореактивности к белкам собственных тка-
ней при наличии грибковой аллергии у больных 
атопическим дерматитом [12]. Можно предпо-
ложить, что наличие сенсибилизации к дрожжам 
обуславливает формирование аутовоспалитель-
ного процесса в волосяных фолликулах у боль-
ных очаговой алопецией.

Молекулы пыльцы растений и деревьев явля-
ются одной из наиболее частых причин аллергии. 
Поскольку известна перекрестная реактивность 
пыльцевых и пищевых аллергенов, у пациентов 
с пыльцевой сенсибилизацией отмечена ассо-
циация пищевой аллергии после употребления 
фруктов, орехов или овощей, проявляющаяся та-
кими клиническими симптомами, как оральный 
аллергический синдром и другие проявления ин-
тестинальной аллергии, крапивница, ангионев-
ротический отек и анафилаксия [19]. В литерату-
ре есть указания на то, что один и тот же аллерген 
может вызывать разнообразные клинические 
проявления [19]. 

Высокая частота встречаемости к пыльцевым 
аллергенам у детей с очаговой алопецией может 
свидетельствовать о потенциальной роли данных 
аллергенов в развитии воспалительного процес-
са в волосяных фолликулах. В проведенном нами 
исследовании установлено, что наличие полли-
ноза (сезонных проявлений аллергии) часто ас-
социировано с поливалентной сенсибилизацией 
к различным пыльцевым аллергенам, что согла-
суется с данными литературы [10]. 

В группе взрослых с очаговой алопецией вы-
сокая частота встречаемости сенсибилизации 
к пыльце луговых трав больных без признаков 
поллиноза дает основание предположить о ве-
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роятном участии данных аллергенов в развитии 
очаговой алопеции в результате наличия фено-
мена «перекрестной» реактивности с продуктами 
питания (пищевые злаки).

Заключение
Таким образом, в результате проведенных ис-

следований установлены особенности спектра 
сенсибилизации к пищевым и пыльцевым аллер-
генам больных очаговой алопецией различных 
возрастных категорий. 

Многообразие клинических проявлений пи-
щевой аллергии заставляет задуматься о нетипич-

ных ее проявлениях, таких как цефалгии, боли в 
суставах, псориаз [2, 5]. Есть единичные данные о 
роли аллергии в развитии очаговой алопеции [3].

Установленная нами сенсибилизация к пище-
вым и пыльцевым (перекрестнореагирующим) 
аллергенам больных очаговой алопецией и по-
ложительный эффект элиминационной диеты 
доказывает роль пищевой аллергии в развитии 
патологии. Следовательно, изучение причинно-
следственной взаимосвязи пищевой аллергии и 
очаговой алопеции представляет особую актуаль-
ность и создает предпосылки для открытия но-
вых диагностических и терапевтических возмож-
ностей. 
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ВЗАИМОСВЯЗИ МЕЖДУ СЫВОРОТОЧНОЙ 
КОНЦЕНТРАЦИЕЙ HMGB1 И СУБПОПУЛЯЦИОННЫМ 
СОСТАВОМ ЦИРКУЛИРУЮЩИХ МОНОЦИТОВ У 
ПАЦИЕНТОВ С СУБКЛИНИЧЕСКИМ АТЕРОСКЛЕРОЗОМ 
Генкель В.В., Долгушин И.И., Батурина И.Л., Савочкина А.Ю., 
Никушкина К.В., Минасова А.А., Пыхова Л.Р., Кузнецова А.С., 
Шапошник И.И.
ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Челябинск, Россия

Резюме. Хроническое стерильное низкоинтенсивное воспаление является важнейшим механиз-
мом развития и прогрессирования атеросклероза. В условиях персистирующего неразрешающего-
ся (non-resolving) воспаления, наблюдающегося в сосудистой стенке и атеросклеротической бляш-
ке (АСБ), происходит постоянное повреждение тканей, приводящее к повышенному образованию 
эндогенных молекулярных паттернов, ассоциированных с опасностью (danger associated molecular 
patterns, DAMP). Один из прототипических DAMP является негистоновый хромосомный белок 
HMGB1. Попадая во внеклеточное пространство, HMGB1 действует как DAMP и индуцирует воспа-
ление путем связывания с паттерн-распознающими рецепторами (TLR2, TLR4, RAGE, CD36 и т.д.). 
В целом ряде клинических исследований было установлено повышение уровня HMGB1 в крови у 
пациентов с ишемической болезнью сердца и атеросклеротическим заболеванием артерий нижних 
конечностей, а также его взаимосвязи с бременем атеросклероза коронарных артерий. В то же время 
механизмы прогрессирования атеросклероза, опосредованные HMGB1, на сегодняшний день изуче-
ны лишь частично. 

Цель исследования – изучить взаимосвязь между уровнем сывороточного HMGB1 и субпопуля-
ционным составом циркулирующих моноцитов у пациентов с субклиническим атеросклерозом в воз-
расте 40-64 лет. 

В исследование включали пациентов в возрасте 40-64 лет с субклиническим атеросклерозом пе-
риферических артерий. Концентрацию HMGB1 в сыворотке крови определяли с использованием 
наборов для иммуноферментного анализа (Human HMGB1/HMG-1 ELISA Kit, NBP2-62766, Novus 
Biologicals, США). Порог определения содержания HMGB1 в сыворотке крови составлял 18,75 пг/ мл, 
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диапазон измерения – 31,25-2000 пг/мл. Фенотипирование субпопуляций циркулирующих моноци-
тов проводили методом проточной цитометрии на аппарате Navios 6/2 (Beckman Coulter, США). 

Увеличение концентрации HMGB1 в сыворотке крови ассоциировалось с уменьшением коли-
чества классических М2-моноцитов и увеличением промежуточных и М1-моноцитов. Кроме того, 
увеличение концентрации HMGB1 было связано с увеличением количества классических, проме-
жуточных и неклассических моноцитов, экспрессирующих CD36 и TLR2. По мере увеличения кон-
центрации HMGB1 от Q1 до Q4 наблюдалось увеличение количества классических (p = 0,001) и 
промежуточных моноцитов (p = 0,006), но не неклассических (p = 0,147). По мере увеличения кон-
центрации HMGB1 от Q1 до Q4 происходило увеличение количества классических (p < 0,0001), про-
межуточных (p < 0,0001) и неклассических (p < 0,0001) моноцитов, экспрессирующих CD36. Также 
было установлено увеличение количества промежуточных (p = 0,022; p1, 4 = 0,034) и неклассических 
(p = 0,002; p1, 4 = 0,035) моноцитов, экспрессирующих TLR2. По данным корреляционного анали-
за было установлено, что концентрация IL-1b прямо коррелировала с количеством М1-моноцитов 
(r = 0,268; p = 0,035) и обратно – с количеством М2-моноцитов (r = -0,376; p = 0,003). 

Увеличение концентрации HMGB1 в сыворотке крови пациентов с субклиническим атероскле-
розом ассоциировалось с уменьшением количества классических и М2-моноцитов, и увеличени-
ем – промежуточных и М1-моноцитов, а также с увеличением количества промежуточных и не-
классических моноцитов, экспрессирующих CD36 и TLR2. Уровень IL-1b прямо коррелировал с 
концентрацией HMGB1 и количеством М1-моноцитов.

Ключевые слова: HMGB1, субпопуляционный состав циркулирующих моноцитов, атеросклероз

RELATIONSHIPS BETWEEN SERUM HMGB1 
CONCENTRATION AND SUBPOPULATION COMPOSITION OF 
CIRCULATING MONOCYTES IN PATIENTS WITH SUBCLINICAL 
ATHEROSCLEROSIS
Genkel V.V., Dolgushin I.I., Baturina I.L., Savochkina A.Yu., 
Nikushkina K.V., Minasova A.A., Pykhova L.R., Kuznetsova A.S., 
Shaposhnik I.I.
South-Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. Chronic non-infectious inflammation of low intensity is the most important mechanism of 
development and progression in atherosclerosis. Under the conditions of persistent non-resolving inflammation 
observed in the vascular wall and atherosclerotic plaque (ASB), permanent tissue damage occurs, thus leading 
to increased formation of endogenous danger-associated molecular patterns (DAMPs). The non-histone 
chromosomal protein HMGB1 may be regarded as a prototypical DAMPs. HMGB1 acts as a DAMP if 
entering the extracellular space, causing inflammation by its binding to pattern-recognizing receptors (TLR2, 
TLR4, RAGE, CD36, etc.). A number of clinical studies have revealed higher HMGB1 levels in the blood 
of patients with coronary heart disease and atherosclerotic disease of the lower limb arteries, as well as its 
interrelations with the burden of coronary artery atherosclerosis. Currently, the mechanisms of HMGB1-
mediated atherosclerosis progression are studied only fragmentary. The aim of our study was to investigate 
relationships between the serum HMGB1 level and subsets of circulating monocyte subpopulations in patients 
with subclinical atherosclerosis. 

The study enrolled patients aged 40-64 years with subclinical atherosclerosis of peripheral arteries. Serum 
HMGB1 concentration was determined using enzyme immunoassay kits (Human HMGB1/HMG-1 ELISA 
Kit, NBP2-62766, Novus Biologicals, USA). The serum HMGB1 threshold was 18.75 pg/ml, whereas 
the measurement range was 31.25 to 2000 pg/ml. Phenotyping of the blood monocyte subpopulations was 
performed by flow cytometry using Navios 6/2 device (Beckman Coulter, USA). 
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An increase in serum HMGB1 concentration was associated with decreased number of classical M2 
monocytes, and an increase in intermediate and M1 monocytes. Moreover, an increase in HMGB1 concentration 
was associated with higher numbers of classical, intermediate, and non-classical monocytes expressing CD36 
and TLR2. Increased HMGB1 concentration (from Q1 to Q4) correlated with higher numbers of classical 
(p = 0.001) and intermediate monocytes (p = 0.006) but not with non-classical phenotypes (p = 0.147). 
Upon increase of HMGB1 concentration (Q1 to Q4), we have found an increase in the number of classical 
(p < 0.0001), intermediate (p < 0.0001), and non-classical (p < 0.0001), CD36-expressing monocytes. An 
increased number of intermediate (p = 0.022; p1, 4 = 0.034) and non-classical, TLR2-expressing monocytes was 
also revealed (p = 0.002; p1, 4 = 0.035). By mean of correlation analysis, IL-1b concentrations showed direct 
correlation with the number of M1 monocytes (r = 0.268; p = 0.035) and inverse relation with the number of 
M2 monocytes (r = -0.376; p = 0.003). 

Increased serum HMGB1 concentration in patients with subclinical atherosclerosis was associated 
with decreased numbers of classical and M2 monocytes, as well as higher numbers of intermediate and M1 
monocytes, like as with increased contents of intermediate and non-classical monocytes expressing CD36 and 
TLR2. IL-1b levels directly correlated with HMGB1 concentration and the number of M1-monocytes.

Keywords: HMGB1, monocyte subpopulations, atherosclerosis

Введение
Хроническое стерильное низкоинтенсивное 

воспаление является важнейшим механизмом 
развития и прогрессирования атеросклероза [29]. 
В настоящее время считается, что главным ини-
циатором воспаления при атеросклерозе являют-
ся апоВ-содержащие липопротеины, аккумуля-
ция которых в субэндотелиальном пространстве 
сосудистой стенки запускает воспалительный 
ответ с участием клеток врожденного и адаптив-
ного иммунитета [21, 35]. В условиях персисти-
рующего неразрешающегося (non-resolving) вос-
паления, наблюдающегося в сосудистой стенке 
и атеросклеротической бляшке (АСБ), проис-
ходит постоянное повреждение тканей, приво-
дящее к повышенному образованию эндогенных 
молекулярных паттернов, ассоциированных с 
опасностью (danger associated molecular patterns, 
DAMP) [27]. DAMP приводят к активации кле-
ток врожденного и адаптивного иммунитета 
посредством связывания с паттерн-распознаю-
щими рецепторами, например, такими как Toll-
подобные рецепторы (Toll-like receptors, TLR) и 
скавенджер-рецепторами [2]. DAMP-зависимое 
стерильное воспаление, лежащее в основе раз-
личных хронических и возраст-ассоциированных 
заболеваний, по мере развития атеросклероза 
становится независимым и критически значи-
мым фактором прогрессирования поражения, в 
том числе несмотря на коррекцию нарушений 
липидного обмена [1, 16]. 

Один из прототипических DAMP является не-
гистоновый хромосомный белок HMGB1 (high 
mobility group box protein 1) [5]. Локализующийся 
в ядре клетки HMGB1 связан с ДНК, при этом 
наибольшее сродство наблюдается к участкам 

с различными структурными нарушениями. В 
ядре клетки HMGB1 выполняет критически 
важные функции, обеспечивающие экспрессию 
генов, репарацию и репликацию ДНК [3, 24]. 
Установлено, что, попадая во внеклеточное про-
странство, что может происходить пассивно при 
повреждении клеток, или активно при актива-
ции иммунных клеток, HMGB1 действует как 
DAMP и индуцирует воспаление путем связы-
вания с паттерн-распознающими рецепторами 
(TLR2, TLR4, RAGE, CD36 и т.д.) [24]. В экс-
периментальных исследованиях было показано, 
что HMGB1 посредством связывания с TLR4 на 
макрофагах способствовал развитию и прогрес-
сированию атеросклероза у ApoE-/- мышей [14]. 
С другой стороны, нейтрализация HMGB1 при-
водила к уменьшению тяжести развивающегося 
атеросклеротического поражения, что позволяет 
рассматривать его как возможную терапевтиче-
скую мишень [11, 17, 31]. 

В целом ряде клинических исследований было 
установлено повышение уровня HMGB1 в кро-
ви у пациентов с ишемической болезнью сердца 
и атеросклеротическим заболеванием артерий 
нижних конечностей, а также его взаимосвязи с 
бременем атеросклероза коронарных артерий [7, 
9, 13]. В то же время механизмы прогрессирова-
ния атеросклероза, опосредованные HMGB1, на 
сегодняшний день изучены лишь частично [13]. 
Изучение в клинических исследованиях воз-
можных HMGB1-зависимых путей и факторов 
прогрессирования атеросклероза является не-
обходимым условием для внедрения данного 
биомаркера в клиническую практику, а также 
способствует лучшему пониманию патогенеза 
атеросклероза и улучшению прогнозирования 
его течения [30]. Целью настоящего исследования 
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являлось изучение взаимосвязей между уровнем 
сывороточного HMGB1 и субпопуляционным 
составом циркулирующих моноцитов у пациен-
тов с субклиническим атеросклерозом в возрасте 
40-64 лет.

Материалы и методы
В исследование включали пациентов в воз-

расте 40-64 с субклиническим атеросклерозом, 
верифицированным дуплексным сканирование 
артерий каротидного бассейна и артерий ниж-
них конечностей. Критерием субклинического 
атеросклероза являлось наличие атеросклероти-
ческой бляшки по меньшей мере в одном из ис-
следуемых сосудистых бассейнов [4]. 

Протокол исследования был одобрен этиче-
ским комитетом ФГБОУ ВО ЮУГМУ Минздрава 
России (протокол №10 от 27.10.2018). При вклю-
чении в исследование всеми пациентами подпи-
сывалось информированное согласие на участие 
в исследование. 

В исследование не включали пациентов при 
наличии одного из перечисленных критериев: 
установленные ранее атеросклеротические ССЗ 
(цереброваскулярная болезнь; ишемическая бо-
лезнь сердца; заболевание периферических арте-
рий; реваскуляризация коронарных или перифе-
рических артерий); тяжелые нарушения функции 
печени и почек; злокачественные новообразова-
ния; установленные хронические воспалитель-
ные заболевания; острые воспалительные или 
инфекционные заболевания в предшествующие 
28 дней; прием противовоспалительных или им-
муносупрессивных препаратов). 

Лабораторное обследование включало в себя 
определение следующих биохимических по-
казателей: липидограмма, гликированный ге-
моглобин, креатинин с последующим расчетом 
скорости клубочковой фильтрации (СКФ) по 
формуле CKD-EPI (BioChem Analette, США). 
Определение концентрации высокочувствитель-
ного С-реактивного белка (вчСРБ) в сыворотке 
крови проводили с помощью наборов для им-
муноферментного анализа (АО «Вектор-Бест», 
Россия). Концентрацию HMGB1 в сыворот-
ке крови определяли с использованием набо-
ров для иммуноферментного анализа (Human 
HMGB1/HMG- 1 ELISA Kit, NBP2-62766, Novus 
Biologicals, США). Порог определения содержа-
ния HMGB1 в сыворотке крови составлял 18,75 
пг/мл, диапазон измерения – 31,25-2000 пг/мл. 

Концентрацию интерлейкина-1b (IL-1b), 
TNFα и IL-6 проводили с помощью мультиплекс-
ного анализа по технологии xMAP (Luminex, 

США) с использованием наборов с магнитны-
ми частицами Milliplex Human High Sensitivity 
T Cell Panel (Merck-Millipore) согласно инструк-
ции фирмы-производителя. Регистрацию и 
анализ данных проводили на приборе Luminex 
MAGРIX-100 (Luminex, США).

Фенотипирование субпопуляций циркули-
рующих моноцитов проводили методом проточ-
ной цитометрии на аппарате Navios 6/2 (Beckman 
Coulter, США). Забор крови осуществляли после 
как минимум 8 часов голодания в пробирки с ан-
тикоагулянтом К2 ЭДТА. Для фенотипирования 
субпопуляций моноцитов использовали конъ-
югаты моноклональных антител к следующим 
антигенам: CD16, PE-Cy7 (eBioscience, США); 
CD14, PerCP-Cy5.5 (eBioscience, США); CD282 
(TLR2), Alexa Flour 647 (BioLegend, США); CD36, 
FITC (BD Biosciences, США); CD68 (PE-Cy7, 
eBioscience); CD163 (Alexa Fluor 488, eBioscience). 
Оценивали абсолютное и относительное коли-
чество CD14++CD16- моноцитов (классические 
моноциты), CD14+CD16+ моноцитов (промежу-
точные моноциты), CD14+CD16++ моноцитов 
(неклассические моноциты). В последующем 
определяли абсолютное и относительное коли-
чество классических, промежуточных и неклас-
сических моноцитов, экспрессирующих CD36 
и TLR2. Экспрессию CD36 и TLR2 на указан-
ных субпопуляциях циркулирующих моноцитов 
определяли по средней интенсивности флуорес-
ценции.

Анализ полученных данных проводили с ис-
пользованием программного обеспечения IBM 
SPSS Statistics (версия 18) и MedCalc (версия 
20.019). Качественные переменные описыва-
ли абсолютными и относительными частотами 
(процентами). Количественные переменные 
описывали медианой (Ме) c указанием интерк-
вартильного интервала (Q0,25-Q0,75). В целях опре-
деления взаимосвязей показателей использовали 
корреляционный анализ Спирмена. Для оценки 
значимости различий между тремя и более груп-
пами использовали критерий Краскела–Уоллиса 
с последующим попарным сравнением с исполь-
зованием критерия Манна–Уитни. Различия счи-
тали статистически значимыми при критическом 
уровне значимости 0,05. Для оценки зависимо-
сти одной количественной переменной от другой 
применяли процедуру линейной регрессии. 

Результаты
В исследование были включены 88 пациентов 

с субклиническим атеросклерозом перифери-
ческих артерий, 47 (53,4%) мужчин и 41 (46,6%) 
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ТАБЛИЦА 1. КЛИНИЧЕСКАЯ И ЛАБОРАТОРНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПАЦИЕНТОВ
TABLE 1. CLINICAL AND LABORATORY CHARACTERISTICS OF PATIENTS

Показатели
Indicators

Пациенты 
Patients
(n = 88)

Возраст, лет, Ме (Q0,25-Q0,75)
Age, years, Me (Q0.25-Q0.75)

49,0 (44,0-55,7)

Атеросклероз артерий каротидного бассейна, n (%) 
Сarotid atherosclerosis, n (%) 67 (76,1)

Атеросклероз артерий нижних конечностей, n (%)
Аtherosclerosis of lower limb arteries, n (%) 54 (61,5)

ИМТ, кг/м2, Ме (Q0,25-Q0,75)
BMI, kg/m2, Me (Q0.25-Q0.75)

26,8 (23,3-29,7)

Ожирение, n (%)
Obesity, n (%) 18 (20,4)

Курение, n (%)
Smoking, n (%) 19 (21,6)

Артериальная гипертензия (АГ), n (%)
Hypertension, n (%) 42 (47,7)

Ингибиторы РААС, n (%)
RAAS-inhibitors, n (%) 23 (26,1)

Статины, n (%)
Statins, n (%) 22 (25,0)

Дислипидемия, n (%)
Dyslipidemia, n (%) 76 (86,4)

ОХС, ммоль/л, Ме (Q0,25-Q0,75)
TC, mmol/L, Me (Q0.25-Q0.75)

5,77 (4,89-6,45)

ХС ЛНП, ммоль/л, Ме (Q0,25-Q0,75)
LDL-cholesterol, mmol/L, Me (Q0.25-Q0.75)

3,54 (2,81-4,32)

ХС ЛВП, ммоль/л, Ме (Q0,25-Q0,75)
HDL-cholesterol, mmol/L, Me (Q0.25-Q0.75)

1,35 (1,15-1,60)

ТГ, ммоль/л, Ме (Q0,25-Q0,75)
TG, mmol/L, Me (Q0.25-Q0.75)

1,25 (0,90-1,80)

ХС не-ЛВП, ммоль/л, Ме (Q0,25-Q0,75)
Non-HDL cholesterol, mmol/L, Me (Q0.25-Q0.75)

4,25 (3,59-5,24)

Глюкоза, ммоль/л, Ме (Q0,25-Q0,75)
Glucose, mmol/L, Me (Q0.25-Q0.75)

5,20 (4,91-5,76)

Гликированный гемоглобин, %, Ме (Q0,25-Q0,75)
Glycated hemoglobin, %, Me (Q0.25-Q0.75)

5,60 (5,14-5,92)

СКФ, мл/мин/1,73 м2, Ме (Q0,25-Q0,75)
GFR, ml/min/1,73 m2, Me (Q0.25-Q0.75)

70,0 (62,0-88,0)

вчСРБ, мг/л, Ме (Q0,25-Q0,75)
HsCRP, mg/L, Me (Q0.25-Q0.75)

2,48 (1,20-3,01)

HMGB1, пг/мл, Ме (Q0,25-Q0,75)
HMGB1, pg/mL, Me (Q0.25-Q0.75)

1161,3 (463,7-1687,6)

IL-1b, пг/мл, Ме (Q0,25-Q0,75)
IL-1b, pg/mL, Me (Q0.25-Q0.75)

1,52 (0,960-2,280)

IL-6, пг/мл, Ме (Q0,25-Q0,75)
IL-6, pg/mL, Me (Q0.25-Q0.75)

0,00 (0,00-0,54)

TNFα, пг/мл, Ме (Q0,25-Q0,75)
TNFα, pg/mL, Me (Q0.25-Q0.75)

6,56 (5,04-7,87)

Примечание. ИМТ – индекс массы тела; РААС – ренин-ангиотензин-альдостероновая система; ОХС – общий 
холестерин; ХС ЛНП – холестерин липопротеинов низкой плотности; ХС ЛВП – холестерин липопротеинов высокой 
плотности; ТГ – триглицериды; СКФ – скорость клубочковой фильтрации; вчСРБ – высокочувствительный 
С-реактивный белок; Me – медиана; (Q0,25-Q0,75) – интерквартильный интервал.
Note. BMI, body mass index; RAAS, renin-angiotensin-aldosterone system; TC, total cholesterol; LDL, low-density lipoprotein; HDL, 
high-density lipoprotein; TG, triglycerides; hsCRP, high-sensitivity C-reactive protein; GFR, glomerular filtration rate; Me, median; 
(Q0.25-Q0.75), interquartile range.
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ТАБЛИЦА 2. РЕЗУЛЬТАТЫ ПРОТОЧНОЙ ЦИТОМЕТРИИ С ОЦЕНКОЙ СУБПОПУЛЯЦИОННОГО СОСТАВА 
ЦИРКУЛИРУЮЩИХ МОНОЦИТОВ
TABLE 2. RESULTS OF FLOW CYTOMETRY ASSESSING THE SUBPOPULATION COMPOSITION OF CIRCULATING 
MONOCYTES

Показатели
Indicators

Пациенты 
Patients
(n = 88)

CD14++CD16- (классические моноциты)
CD14++CD16- (classical monocytes)

Абсолютные значения, кл/мкл
Absolute values, cells/µL 143,5 (72,5-315,2)

Относительные значения, %
Relative values, % 44,5 (13,1-70,1)

CD14+CD16+ (промежуточные моноциты)
CD14+CD16+ (intermediate monocytes)

Абсолютные значения, кл/мкл
Absolute values, cells/µL 94,0 (27,0-203,2)

Относительные значения, %
Relative values, % 26,7 (5,12-45,80)

CD14+CD16++ (неклассические моноциты)
CD14+CD16++ (non-classical monocytes)

Абсолютные значения, кл/мкл
Absolute values, cells/µL 21,5 (11,5-49,7)

Относительные значения, %
Relative values, % 5,35 (2,85-10,60)

CD14++CD16-TLR2+

Абсолютные значения, кл/мкл
Absolute values, cells/µL 104,0 (14,0-331,5)

Относительные значения, %
Relative values, % 30,1 (4,19-97,20)

Средняя интенсивность флуоресценции, усл. ед.
Mean fluorescent intensity, c. u. 32,1 (8,01-69,00)

CD14++CD16-CD36+

Абсолютные значения, кл/мкл
Absolute values, cells/µL 260 (50,2-452,0)

Относительные значения, %
Relative values, % 75,0 (9,06-98,80)

Средняя интенсивность флуоресценции, усл. ед.
Mean fluorescent intensity, c. u. 5,10 (1,63-19,90)

CD14+CD16+TLR2+

Абсолютные значения, кл/мкл
Absolute values, cells/µL 392,0 (296,5-475,0)

Относительные значения, %
Relative values, % 93,4 (71,6-98,2)

Средняя интенсивность флуоресценции, усл. ед.
Mean fluorescent intensity, c. u. 30,8 (9,92-45,90)

CD14+CD16+CD36+

Абсолютные значения, кл/мкл
Absolute values, cells/µL 350 (295,6-476,0)

Относительные значения, %
Relative values, % 94,6 (54,3-99,6)

Средняя интенсивность флуоресценции, усл. ед.
Mean fluorescent intensity, c. u. 34,2 (15,1-58,1)
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Показатели
Indicators

Пациенты 
Patients
(n = 88)

CD14+CD16++TLR2+

Абсолютные значения, кл/мкл
Absolute values, cells/µL 313,0 (223,7-478,5)

Относительные значения, %
Relative values, % 89,7 (57,3-98,4)

Средняя интенсивность флуоресценции, усл. ед.
Mean fluorescent intensity, c. u. 10,2 (3,39-23,90)

CD14+CD16++CD36+

Абсолютные значения, кл/мкл
Absolute values, cells/µL 304,0 (33,7-460,5)

Относительные значения, %
Relative values, % 86,9 (7,57-100,00)

Средняя интенсивность флуоресценции, усл. ед.
Mean fluorescent intensity, c. u. 6,47 (1,88-22,00)

CD14+CD68+CD163- (M1-моноциты)
CD14+CD68+CD163- (M1 monocytes)

Абсолютные значения, кл/мкл
Absolute values, cells/µL 207,0 (59,0-383,7)

Относительные значения, %
Relative values, % 58,8 (13,6-84,6)

CD14+CD163+CD68- (М2-моноциты)
CD14+CD163+CD68- (M2 monocytes)

Абсолютные значения, кл/мкл
Absolute values, cells/µL 7,00 (2,00-41,50)

Относительные значения, %
Relative values, % 1,63 (0,42-9,89)

Примечание. Усл. ед. – условные единицы; кл/мкл – клеток в 1 микролитре. 
Notes. С. u. – conventional units; cells/µL – cells in 1 microliter.

Таблица 2 (окончание)
Table 2 (continued)

женщина. Клиническая и лабораторная характе-
ристика пациентов представлена в таблице 1. 

Субклинический атеросклероз с вовлечением 
двух сосудистых бассейнов был установлен у 46 
(52,3%) пациентов, одного сосудистого бассей-
на – у 42 (47,7%). На момент включения в ис-
следование статины получали 25% пациентов. 
Результаты проточной цитофлуорометрии пред-
ставлены в таблице 2.

С целью оценки взаимосвязей между уровнем 
HMGB1 в сыворотке и количеством циркули-
рующих моноцитов различных субпопуляций, 
а также уровнем экспрессии CD36 и TLR2, был 
проведен корреляционный анализ и линейный 
регрессионный анализ (см. табл. 3).

Таким образом, увеличение концентрации 
HMGB1 в сыворотке крови ассоциировалось 
с уменьшением количества классических М2-
моноцитов и увеличением промежуточных и 
М1-моноцитов. Кроме того, увеличение кон-

центрации HMGB1 было связано с увеличени-
ем количества классических, промежуточных и 
неклассических моноцитов, экспрессирующих 
CD36 и TLR2. 

В зависимости от концентрации HMGB1 
в сыворотке крови пациенты были разделены 
на квартили для межгруппового сравнения из-
учаемых показателей с использованием критерия 
Краскела–Уоллиса и последующим попарным 
сравнением с использованием критерия Манна–
Уитни. Было установлено, что по мере увеличения 
концентрации HMGB1 от Q1 до Q4 наблюдалось 
увеличение количества классических (p = 0,001) 
и промежуточных моноцитов (p = 0,006), но не 
неклассических (p = 0,147; результаты попарного 
анализа представлены на рисунке 1). 

Кроме того, по мере увеличения концентра-
ции HMGB1 от Q1 до Q4 происходило увеличение 
количества классических (p < 0,0001), промежу-
точных (p < 0,0001) и неклассических (p < 0,0001) 
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ТАБЛИЦА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ КОРРЕЛЯЦИОННОГО АНАЛИЗА И ЛИНЕЙНОГО РЕГРЕССИОННОГО АНАЛИЗА
TABLE 3. RESULTS OF CORRELATION ANALYSIS AND LINEAR REGRESSION ANALYSIS

Показатели
Indicators

Корреляции Спирмена
Spearman’s correllation

Линейная регрессия 
Linear regression

r p R2 p

CD14++CD16-, кл/мкл
CD14++CD16-, cells/µL -0,618 < 0,0001 0,343 < 0,0001

CD14+CD16+, кл/мкл
CD14+CD16+, cells/µL 0,536 < 0,0001 0,262 0,001

CD14++CD16-CD36+, кл/мкл
CD14++CD16-CD36+, cells/µL 0,721 < 0,0001 0,395 < 0,0001

CD14++CD16-TLR2+, кл/мкл
CD14++CD16-TLR2+cells/µL 0,359 0,015 0,153 0,042

CD14+CD16+CD36+, кл/мкл
CD14+CD16+CD36+, cells/µL 0,641 < 0,0001 0,346 < 0,0001

CD14+CD16+TLR2+, кл/мкл
CD14+CD16+TLR2+, cells/µL 0,478 < 0,0001 0,192 0,008

CD14+CD16++CD36+, кл/мкл
CD14+CD16++CD36+, cells/µL 0,691 < 0,0001 0,378 < 0,0001

CD14+CD16++TLR2+, кл/мкл
CD14+CD16++TLR2+, cells/µL 0,558 < 0,0001 0,265 0,001

Экспрессия CD36 на CD14+CD16+, усл. ед.
Expression of CD36 on CD14+CD16+, c. u. 0,573 < 0,0001 0,210 0,005

Экспрессия TLR2 на CD14+CD16+, усл. ед.
Expression of TLR2 on CD14+CD16+, c. u. -0,439 0,002 0,165 0,007

CD14+CD68+CD163-, кл/мкл
CD14+CD68+CD163-, cells/µL 0,494 < 0,0001 0,275 < 0,0001

CD14+CD163+CD68-, кл/мкл
CD14+CD163+CD68-, cells/µL -0,497 < 0,0001 0,147 0,001

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

моноцитов, экспрессирующих CD36 (результаты 
попарного анализа представлены на рисунке 2).

Также было установлено увеличение коли-
чества промежуточных (p = 0,022; p1, 4 = 0,034) 
и неклассических (p = 0,002; p1, 4 = 0,035) моно-
цитов, экспрессирующих TLR2. При оценке со-
отношения количества М1- и М2-моноцитов в 
зависимости от уровня HMGB1 были установ-
лены разнонаправленные изменения – увели-
чение М1-моноцитов (p < 0,0001) и снижение 
М2-моноцитов (p < 0,0001; результаты попарного 
сравнения представлены на рисунке 3).

При анализе содержания исследуемых сы-
вороточных маркеров системного воспаления в 
зависимости от концентрации HMGB1 было вы-
явлено отсутствие статистически значимых из-
менений вчСРБ (p = 0,365), TNFα (p = 0,728) и 

IL-6 (p = 0,874). С другой стороны, концентрация 
IL- 1b статистически значимо возрастала от Q0,25 
до Q0,75 (p = 0,015; результаты попарного сравне-
ния представлены на рисунке 4).

По данным корреляционного анализа было 
установлено, что концентрация IL-1b прямо 
коррелировала с количеством М1-моноцитов 
(r = 0,268; p = 0,035) и обратно – с количеством 
М2-моноцитов (r = -0,376; p = 0,003).

Обсуждение
В настоящее время одним из основных меха-

низмов, ответственных за поддержание хрониче-
ского воспаления на всех этапах атерогенеза, счи-
тается активация оси «IL-1b – IL-6 – СРБ» [20]. 
В реальной клинической практике с целью оцен-
ки резидуального воспалительного риска реко-
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Рисунок 1. Количество классических, промежуточных 
и неклассических моноцитов в зависимости 
от концентрации HMGB1
Figure 1. Number of classical, intermediate, and non-classical 
monocytes as a function of HMGB1 concentration

Рисунок 2. Количество классических, промежуточных  
и неклассических моноцитов, экспрессирующих CD36,  
в зависимости от концентрации HMGB1
Figure 2. Number of classical, intermediate, and non-classical 
monocytes expressing CD36 as a function of HMGB1 
concentration

Рисунок 3. Количество М1- и М2-моноцитов 
в зависимости от концентрации HMGB1
Figure 3. Number of M1 and M2 monocytes as a function 
of HMGB1 concentration

Рисунок 4. Концентрация IL-1bb в зависимости 
от концентрации HMGB1
Figure 4. IL-1b concentration as a function of HMGB1 
concentration
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мендовано использование единственного мар-
кера – высокочувствительного С-реактивного 
белка [4]. Однако, перспективы появления новых 
диагностических биомаркеров и терапевтических 
мишеней главным образом связаны с оценкой 
более «проксимальных» (upstream) сегментов оси 
«IL-1b – IL-6 – СРБ», в том числе DAMP, кото-
рые являются триггерами воспалительного отве-
та и активаторами инфламмасом [19, 23, 39]. По 
мнению ряда исследователей, HMGB1 представ-
ляет собой один из наиболее вероятных новых 
биомаркеров воспаления, который в ближайшее 
время будет одобрен FDA для применения в кли-
нической практике [30]. 

Основные результаты представленного иссле-
дования: 1) увеличение концентрации HMGB1 в 
сыворотке крови пациентов с субклиническим 
атеросклерозом ассоциировалось с уменьшением 
количества классических и М2-моноцитов, и уве-
личением – промежуточных и М1-моноцитов; 
2) увеличение HMGB1 в сыворотке крови ас-
социировалось с увеличением количества про-
межуточных и неклассических моноцитов, экс-
прессирующих CD36 и TLR2; 3) уровень IL-1b 
прямо коррелировал с концентрацией HMGB1 и 
количеством М1-моноцитов.

В последние несколько лет в ряде исследова-
ний было установлено, что по мере развития и 
прогрессирования атеросклеротических сердеч-
но-сосудистых заболеваний наблюдается сдвиг в 
субпопуляционном составе циркулирующих мо-
ноцитов в сторону CD16+ клеток, т.е. увеличение 
доли и абсолютного количества промежуточных 
и неклассических моноцитов [10, 32]. Проме-
жуточные моноциты в сравнении с моноцитами 
других субпопуляций являются основными про-
дуцентами IL-1b, IL-6 и TNFα, обладают наи-
большей способностью к трансэндотелиальной 
миграции и образованию активных форм кисло-
рода [8, 34]. Наблюдаемое нами увеличение ко-
личества моноцитов, экспрессирующих CD36 и 
TLR2, по мере увеличения содержания HMGB1 
также может свидетельствовать об активации 
преимущественно CD16+ моноцитов [15, 28].

При этом увеличение HMGB1 может быть 
связано с его активной секрецией циркулирую-
щими моноцитами и таким образом может ре-
презентировать их активацию [36, 37]. С другой 
стороны, источником HMGB1 в системном кро-
вотоке при атеросклерозе также могут служить 
эндотелиоциты, гладкомышечные клетки, ак-
тивированные тромбоциты, и т.д. [31]. Однако 
HMGB1, помимо маркера активации моноцитов 
и других клеток врожденного и адаптивного им-
мунитета, является непосредственно индуктором 
воспаления и активатором оси «IL-1b – IL-6 – 

СРБ» через лиганд-рецепторное взаимодействие 
с CD36-TLR2/4-TLR6 комплексом [29]. Это под-
тверждается статистически значимым возраста-
нием концентрации IL-1b по мере увеличения 
содержания HMGB1. 

Уровень IL-1b прямо коррелировал с количе-
ством М1-моноцитов, число которых также на-
растало по мере увеличения содержания HMGB1, 
в то время как число M2-моноцитов – снижалось. 
В настоящее время общепринята концепция по-
ляризации макрофагов на несколько подтипов, 
различающихся профилем клеточных маркеров и 
биологических функций [22]. Поляризация фено-
типа моноцитов-предшественников макрофагов 
может происходить еще в кровотоке, что делает 
возможной их оценку методом проточной цито-
метрии [6]. Изменение соотношения М1- и М2-
моноцитов в сторону увеличения М1-моноцитов 
было установлено при различных хронических 
воспалительных заболеваниях и в том числе при 
атеросклеротических сердечно-сосудистых забо-
леваниях [18, 33]. В исследовании F. Schaper et al., 
включавшем пациентов с системной красной вол-
чанкой, было показано, что HMGB1 способству-
ет поляризации М2-макрофагов в М1-макрофаги 
с высокой экспрессией мРНК IL-6 и TNFα [25]. 
На экспериментальной модели аутоиммунного 
миокардита также было установлено репрограм-
мирование клеток в сторону М1-макрофагов пу-
тем активации пути TLR4-PI3KΔ-Erk1/2 под дей-
ствием HMGB1 [26]. Ингибирование HMGB1 в 
свою очередь способно снизить количество про-
воспалительных макрофагов [12, 38]. Все это мо-
жет свидетельствовать в пользу того, что HMGB1 
является одним из каузальных факторов обнару-
женных нами изменений в субпопуляционном 
составе моноцитов.

Таким образом, у пациентов с субклиниче-
ским атеросклерозом увеличение концентрации 
HMGB1 в сыворотке крови связано с потенци-
ально проатерогенными изменения субпопу-
ляционного состава моноцитов и активацией 
DAMP-сигналинга [24].

Заключение
Увеличение концентрации HMGB1 в сыво-

ротке крови пациентов с субклиническим ате-
росклерозом ассоциировалось с уменьшением 
количества классических и М2-моноцитов, и уве-
личением – промежуточных и М1-моноцитов, а 
также с увеличением количества промежуточных 
и неклассических моноцитов, экспрессирующих 
CD36 и TLR2. Уровень IL-1b прямо коррелиро-
вал с концентрацией HMGB1 и количеством М1-
моноцитов.
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ВЛИЯНИЕ РАЦИОНА ПИТАНИЯ НА РЕОЛОГИЧЕСКИЕ 
ПОКАЗАТЕЛИ КРОВИ, КОНЦЕНТРАЦИЮ ЦИТОКИНОВ 
И РАЗВИТИЕ МЕТАБОЛИЧЕСКИХ НАРУШЕНИЙ У ЛИЦ 
С ПОВЫШЕННЫМ ИНДЕКСОМ МАССЫ ТЕЛА 
Новиков П.С.1, Черевко Н.А.1, Климов В.В.1, Кондаков С.Э.2,  
Розенштейн М.Ю.3, Розенштейн А.З.3, Мотлохова Е.А.1, Загрешенко Д.С.4
1 ФГБОУ ВО «Сибирский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Томск, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова», Москва, Россия  
3 ImmunoHealth-РУС, Москва, Россия  
4 Новокузнецкий государственный институт усовершенствования врачей, г. Новокузнецк, Кемеровская обл., 
Россия

Резюме. Метаболический синдром представляет собой серьезную медико-социальную проблему 
в связи с высокой распространенностью, отсутствием единых подходов к диагностике и лечению. 
Несомненный научный интерес вызывает исключение реакций пищевой дезадаптации и изучение 
механизмов контроля иммунной толерантности к пищевым антигенам как одного из доступных про-
тивовоспалительных инструментов коррекции повышенной проницаемости эпителия кишечника и 
эндотелия сосудов, связанного с развитием метаболического синдрома. 

Пищевая дезадаптация – это несоответствие рациона питания человека, опосредованного гено-
фенотипическими особенностями пищеварительных ферментов и контролем иммунной системы за 
эффективным пищеварением. 

Иммунологический контроль пищеварения, включая динамическое сохранение толерантности к 
пищевым антигенам, осуществляется на двух уровнях организации иммунной системы: врожденной 
с функциональным участием микробиоты и адаптивной, представленной клеточно-гуморальными 
механизмами, связанными с молекулярными эпитопами и критической массой персистирующих пи-
щевых антигенов, оказавшихся в иммунологических компетентных зонах тонкого кишечника в ре-
зультате изменения проницаемости кишечного барьера и процессов трансцитоза.

С целью оценки вклада рациона питания в иммуно-биохимический и реологический дисбаланс у 
лиц с повышенной массой тела обследовано 170 добровольцев обоего пола в возрасте 20-55 лет в за-
висимости от индекса массы тела: более 27,0 кг/м2 (клиническая группа, n = 120) и не более 25,0 кг/ м2 
(контрольная группа, n = 50). Выявлено статистически значимое повышение концентрации IL-6, 
IL-17, холестерина, глюкозы, гликозилированного гемоглобина, инсулина, индексов инсулинорези-
стентности и атерогенности, а также специфических IgG к ряду пищевых антигенов для испытуемых 
в клинической группе. В ходе исследования нами были выявлены статистически достоверные связи 
между общим количеством тромбоцитов (p < 0,05; r = 0,213), эритроцитов (p < 0,05; r = -0,211), сред-
ним объемом эритроцита (MCV) (p < 0,05; r = 0,339) и концентрацией IgG к казеину в крови, а также 
между концентрацией sIgG к сое и количеством тромбоцитов (p < 0,05; r = 0,231).
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При этом была найдена взаимосвязь между установленными значениями IgG к пАГ казеина и ри-
ском развития атерогенных изменений (индекс атерогенности > 3) при OR = 2,68 (1,33-5,42), а также 
показателями IgG к пАГ казеина (OR = 8,9 (2,6-30,5)), пАГ сои (OR = 5,6 (1,8-16,7)), пАГ глютена 
((F = 0,00359. p < 0,05) и повышенным индексом массы тела.

Полученные результаты были интерпретированы как возможный срыв пищевой толерантности к 
ряду пищевых антигенов у лиц с высоким индексом массы тела в связи с подтверждаемым наличи-
ем корреляций между концентрацией IgG к пищевым антигенам, дисбалансом провоспалительных 
цитокинов, реологических и метаболических показателей. Эти данные могут служить биомаркерами 
риска начала метаболического синдрома.

Ключевые слова: пищевые антигены, пищевая толерантность, метаболический синдром, воспаление, реология крови, 
гиперреактивность к пищевым антигенам

EFFECTS OF DIET ON BLOOD RHEOLOGICAL INDICES, 
CYTOKINE CONCENTRATIONS, AND EMERGENCE OF 
METABOLIC DISORDERS IN THE PERSONS WITH INCREASED 
BODY MASS INDEX
Novikov P.S.a, Cherevko N.A.a, Klimov V.V.a, Kondakov S.E.b, 
Rozenshteyn M.Yu.с, Rozenshteyn A.Z.с, Motlokhova E.A.a, 
Zagreshenko D.S.d
a Siberian State Medical University, Tomsk, Russian Federation  
b Lomonosov State University, Moscow, Russian Federation  
c ImmunoHealth-RUS, Moscow, Russian Federation  
d Novokuznetsk State Institute of Postgraduate Medical Education, Novokuznetsk, Kemerovo Region, Russian Federation

Abstract. Metabolic syndrome (MS) is a serious medical and social problem due to its high prevalence, lack 
of common approaches to diagnosis and treatment. Prevention of food dysadaptation reactions and the studies 
of control mechanisms of immune tolerance to food antigens is of special scientific interest, thus providing 
available anti-inflammatory tools for correcting increased permeability of the intestinal epithelium and vascular 
endothelium associated with development of MS. Nutritional dysadaptation occurs due to inappropriate diet 
being mediated by the geno-phenotypic characteristics of digestive enzymes and immune system which control 
the efficiency of food digestion.

Immunological control of digestion, including dynamic maintenance of tolerance to food antigens, 
is carried out at two levels of immune system: innate response with functional involvement of microbiota, 
and adaptive response, represented by cellular and humoral mechanisms associated with molecular epitopes 
and critical mass of persistent food antigens which are present in immunologically competent areas of small 
intestine, due to changing permeability of intestinal barrier and transcytosis processes. Patients and methods: 
aiming for assessment of the diet contribution to the immuno-biochemical and rheological imbalance in 
people with increased body weight, 170 volunteers of both sexes aged 20-55 years were examined, depending 
on the body mass index: > 27.0 kg/m2 (clinical group, n = 120), and those with BMI of < 25.0 kg/m2 (control 
group, n = 50). We have revealed statistically significant increase of multiple parameters in the clinical group, 
i.e., concentration of IL-6, IL-17, cholesterol, glucose, glycosylated hemoglobin, insulin, indices of insulin 
resistance and atherogenicity. Increased levels of specific IgG antibodies to a number of food antigens were 
found in the subjects in the clinical group. In the course of our study, a statistically significant relationships 
was found between total numbers of platelets (p < 0.05; r = 0.213), erythrocytes (p < 0.05; r = -0.211), mean 
erythrocyte volume (MCV) (p < 0, 05; r = 0.339), and the concentration of IgG to casein in the blood, as well 
as a correlation between the levels of sIgG to soybeans and the number of platelets (p < 0.05; r = 0.231). At the 
same time, some associations were found between the established values of IgG to casein pAG, and the risk of 
developing atherogenic changes (atherogenicity index > 3) being significant at OR = 2.68 (1.33-5.42), as well 
as between IgG values to casein pAG (OR = 8.9 (2.6-30.5)), to soybean pAG (OR = 5.6 (1.8-16.7)), to gluten 
pAG ((F = 0.00359. p < 0.05), and increased body mass index.

The results obtained were interpreted as a possible impairment of food tolerance for a number of food 
antigens in individuals with high body mass index, due to the revealed correlations between concentrations of 
IgG to food antigens, imbalance of pro-inflammatory cytokines, rheological and metabolic parameters. These 
data may be used as biomarkers suggesting higher risk of evolving metabolic syndrome.

Keywords: food antigens, food tolerance, metabolic syndrome, inflammation, blood rheology, hyperreactivity
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Введение
Пищевая толерантность – это динамический 

процесс подавления иммунного ответа, при перо-
ральном поступлении пищевых антигенов (пАГ) 
в ЖКТ [25]. В процессе пищеварения участвуют 
ферменты, толерогенная кишечная микробио-
та и ее метаболиты (короткоцепочные жирные 
кислоты, триптофан, витамины) [18, 23] и меха-
низмы врожденного и адаптивного иммунитета. 
Эффективный контроль адаптивной иммунной 
системы за процессами пищеварения иницииру-
ется как результат представления эпитопов пАГ 
клетками кишечного эпителиального барьера, 
такими как М-клетки и клетки Лангерганса, рас-
познавания лимфоцитами и после последующего 
сигналинга синтеза sIgA, а также как результат 
функционирования толерогенных дендритных 
клеток (TDC), антигенспецифических регуля-
торных Т-клеток (pTreg) и их субпопуляций (Tr1, 
Th3) [16, 22, 24].

Однако поддержание пищевой толерантности 
зависит от количества поступающих пАГ, итогов 
полостного, пристеночного и внутриклеточного 
пищеварения, а главное – состояния проницае-
мости преэпителиального и эпителиального ба-
рьеров желудочно-кишечного тракта [2, 8, 13]. 
Также толерантность поддерживается иммуно-
супрессивными нейтротрансмиттерами, ней-
ропептидами и цитокинами, которые в избытке 
продуцируются энтеральной нервной системой, 
микробиотой, TDC и pTreg [17, 20]. Среди TDC 
в желудочно-кишечном тракте присутствует уни-
кальная субпопуляция CD103+, CD11b+ клеток, 
представленная только здесь [14]. Большое зна-
чение имеют также три группы М2-макрофагов 
эпителия, гладкомышечного слоя и lamina 
propria [12]. В норме классическое соотношение 
pTreg/Th17 благоприятно для поддержания пи-
щевой толерантности, которая может быть опре-
делена как «низкодозовая толерантность» к пАГ 

IgE-независимый фенотип пищевой аллер-
гии описан [10]. У лиц без атопической консти-
туции, в условиях изменений качественных и 
количественных характеристик пАГ в пищевом 
рационе, дисбаланса микробиоты, нарушенного 
эпителиального барьера происходит срыв пище-
вой толерантности и включение В-клеточного 
ответа с синтезом специфических IgG к пАГ, по-
следующим образованием циркулирующих им-
мунных комплексов (ЦИК). Процесс выведения 
пАГ в составе ЦИК сопровождается активацией 
систем комплемента и фагоцитоза, изменениями 
баланса цитокинов, усилением проницаемости 
эндотелия кровеносных и лимфатических сосу-
дов, нагрузкой на системы детоксикации орга-
низма в печени, легких, селезенке, кожи, а также 
жировой ткани, где и депонируются основные 
не элиминированные ЦИК [11, 19]. В элимина-
ции ЦИК также принимают участие эритроци-
ты и тромбоциты, что при нарушениях вязкости 
крови, гиперосмолярности за счет гиперглике-

мии, усугубляет положение [9]. Кроме того, не-
кая «критическая масса» недорасщепленных до 
мономеров пАГ, попадающая в постоянном из-
бытке в дистальные отделы тонкого кишечника, 
распознается паттерн-распознающими рецепто-
рами (PRR), что приводит к активации реакций 
врожденного иммунитета в дополнение к вовле-
чению комплемента и фагоцитоза вследствие им-
мунокомплексных расстройств [8]. 

Таким образом, пищевая толерантность за-
висит от адекватности пищевого рациона инди-
видуума, что влияет на поддержание толероген-
ной микробиоты, воспроизведение собственной 
энергии, обновление клеток и тканей, а также 
синергичную работу всех перечисленных ме-
ханизмов эффективной утилизации пАГ. При 
срыве пищевой толерантности при вышепере-
численных факторах развивается пищевая деза-
даптация, которая по нашей гипотезе приводит к 
персистирующему синтезу специфических анти-
тел класса IgG к пАГ, иммунокомплексным рас-
стройствам, ремоделированию стенок сосудов, 
метаболическим и реологическим нарушениям, 
которые, как известно, лежат в основе метаболи-
ческого синдрома [5, 21]. 

Целью данной работы является оценка вклада 
рациона питания в иммуно-биохимический и ре-
ологический дисбаланс у лиц с повышенной мас-
сой тела. 

Материалы и методы
В исследовании участвовали добровольцы. 

Все волонтеры подписывали информированное 
согласие для исследований, заполняли специаль-
ные анкеты, проходили взвешивание, получали 
клиническую консультацию врача – аллерголо-
га-иммунолога.

Материалом исследования являлась сыво-
ротка крови, взятая из локтевой вены. Все об-
следованные лица (n = 170) были в возрасте 20-
55 лет и разделялись на клиническую (n = 120) 
и контрольную (n = 50) группы. В клинической 
группе женщины (n = 60) и мужчины (n = 60) 
имели одинаковый критерий для индекса мас-
сы тела (ИМТ) > 27. У женщин окружность та-
лии была более 80 см, а у мужчин – более 94 см. 
Индекс массы тела более 27,0 кг/м3 был принят, 
как основной критерий для клинической груп-
пы в связи имеющимся данными исследований, 
свидетельствующими о том, что у лиц с ИМТ 
> 27 кг/ м3 отмечается заметный рост частоты раз-
вития гипертонической болезни, болезней серд-
ца и сахарного диабета 2-го типа, осложняющи-
ми метаболический синдром (МС) [1].

Критериями включения в клиническую груп-
пу (ИМТ > 27 кг/м3) являлись:

– возраст от 20 до 55 лет;
– ИМТ > 27,0 кг/м3;
– длина окружности талии у женщин – бо-

лее 80 см, у мужчин – более 94 см.
Критерии исключения из клинической группы:
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– наличие в анамнезе диагностированных 
онкологических, аллергических и аутоиммунных 
заболеваний;

– отсутствие подписанного информиро-
ванного согласия на участие в исследовании и за-
полненных анкет.

Возраст женщин в клинической группе соста-
вил 39 (33-48) лет, мужчин – 39 (30-46) лет. ИМТ 
у женщин был 31,2 (29,1-35,8) кг/м3, у мужчин – 
31,0 (28,1-35,6) кг/м3.

Критерии включения в контрольную группу:
– возраст 20-55 лет;
– значение ИМТ – от 18,5 до 25,0 кг/м3.
Критерии исключения из контрольной группы:
– наличие онкологических, аллергических, 

аутоиммунных и желудочно-кишечных заболева-
ний в анамнезе;

– отсутствие подписанного информиро-
ванного согласия и заполненных анкет.

Возраст женщин в контрольной группе соста-
вил 28 (23-40) лет, мужчин – 33 (26-45) лет. ИМТ 
у женщин был 21,0 (20,3-22,3) кг/м3, у мужчин – 
23,4 (22,5-24,5) кг/м3.

Методом многокомпонентного иммуно-
ферментного анализа (ИФА) измерялись кон-
центрации специфических иммуноглобулинов 
класса G (sIgG) в сыворотке крови к 111 пище-
вым антигенам (пАГ) по методологии Иммуно-
хелс (РЗН 2020/9970) [6]. В работе использовали 
коммерческую тест-систему – изготовленный по 
специальному заказу набор реактивов для про-
ведения научно-исследовательских и учебных 
работ (ТУ 7711-001-71112115-2019) производства 
ООО «Иммуновет» (Москва). Также методом 
ИФА с использованием наборов «Вектор-Бест» 
(г. Новосибирск) определялось содержание в сы-
воротке крови IL-4, IL-6, IL-10, IL-17.

Одновременно проводилось исследование 
концентраций ряда биохимических параметров: 
холестерина (ХС), триглицеридов, липопро-
теинов высокой плотности (ХС-ЛПВП), ли-
попротеинов низкой плотности (ХС-ЛПНП), 
аланинаминотрансферазы (АлАТ), аспартатами-
нотрансферазы (АсАТ), щелочной фосфатазы, 
общего билирубина, альбумина, креатинина. С 
этой целью использовался биохимический ана-
лизатор ACCENT-200 и диагностические наборы 
«Вектор-Бест» (г. Новосибирск). Проводились 
расчеты индексов атерогенности (по формуле: 
ХС-ЛПВП)/ХС-ЛПВП) и инсулинорезистент-
ности (Homa-IR) (по формуле: инсулин натощак 
(мкЕд/мл) x глюкоза натощак (ммоль/л /22,5). 
Исследовались показатели, характеризующие 
рео логические показатели крови: количество 
эритроцитов, тромбоцитов, индексы эритро-
цитов, глюкоза, гликированный гемоглобин 
(HbA1c) и их связь с гиперреактивностью к пАГ. 

В связи с большим количеством пищевых 
продуктов, содержащих пАГ, для обработки и на-
глядного представления результатов нами было 
проведено разделение пищевых продуктов по 

кластерам. В основу разделения были положены 
следующие принципы: 

1. Схожий антигенный состав или роль про-
дукта в биохимических процессах пищеварения, 
с учетом следующих признаков:

а) продукты должны быть из одного семей-
ства (например кластеры бобовых, пасленовых, 
крестоцветных продуктов);

б) продукты могли быть сходны по составу 
входящих в них компонентов (например молоч-
ный кластер);

в) продукты должны иметь существенное 
сходство в биохимических процессах пищеваре-
ния (например кластер продуктов брожения).

2. Доступность и частота потребления про-
дуктов населением.

3. Частота встречаемости гиперреактив-
ности иммунной системы (ИС) в определенном 
кластере, когда концентрация sIgG выше инди-
видуальной нормы. 

Статистическая обработка данных проводи-
лась с использованием программ Statistica v. 6.0, 
SPSS 19.0 с использованием U-критерия Ман-
на–Уитни, коэффициента ранговой корреляции 
Спирмена, двустороннего критерия Фишера, от-
ношение шансов (OR). 

Результаты
При сравнении показателей у лиц с разным 

ИМТ было выявлено, что в клинической груп-
пе с повышенным ИМТ, как у мужчин, так и у 
женщин, концентрация IL-6, IL-17, холестери-
на, триглицеридов, ЛПНП, глюкозы, HbA1c, 
АлАТ, инсулина, индексов инсулинорезистент-
ности и атерогенности были статистически зна-
чимо повышены по сравнению с таковыми у 
лиц в контрольной группе с нормальным ИМТ, 
а концентрация ЛПВП снижена (табл. 1). В ходе 
исследования нами выявлены статистически 
достоверные связи между общим количеством 
тромбоцитов (p < 0,05; r = 0,213), эритроцитов 
(p < 0,05; r = -0,211), средним объемом эритро-
цита (MCV) (p < 0,05; r = 0,339) и концентрацией 
IgG к казеину в крови, а также между концен-
трацией sIgG к сое и количеством тромбоцитов 
(p < 0,05; r = 0,231) (табл. 3). При определении 
концентрации sIgG к пАГ в двух сравниваемых 
группах (ИМТ > 27 и 18,5 < ИМТ < 25) у обсле-
дованных лиц статистически значимые отличия 
были выявлены для молочного кластера (казе-
ин, молоко коровье, творог, твердый сорт сыра), 
бродильного кластера (виноград) и бобовых (соя, 
фасоль) (табл. 2). При этом была найдена вза-
имосвязь между установленными значениями 
IgG к пАГ казеина и риском развития атероген-
ных изменений (индекс атерогенности > 3) при 
OR = 2,68 (1,33-5,42), а также показателями IgG 
к пАГ казеина (OR = 8,9 (2,6-30,5)), пАГ сои 
(OR = 5,6 (1,8-16,7)), пАГ глютена ((F = 0,00359. 
p < 0,05) и повышенным ИМТ (табл. 3).
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ТАБЛИЦА 1. ЛАБОРАТОРНЫЕ ПОКАЗАТЕЛИ У ЛИЦ В КЛИНИЧЕСКОЙ И КОНТРОЛЬНОЙ ГРУППАХ, Ме (Q0,25-Q0,75) 
TABLE 1. LABORATORY INDICATORS OF PERSONS WITH ELEVATED AND NORMAL BODY MASS INDEX, Ме (Q0.25-Q0.75) 

Показатель
Index

Рефе-
рентные 
значения
Reference

values

Клиническая группа
Clinical group

Контрольная группа
Control group

Женщины
Women
(n = 60)

Мужчины
Men

(n = 60)

Женщины
Women
(n = 25)

Мужчины 
Men

(n = 25)
Холестерин,
ммоль/л
Cholesterol, mmol/l

< 5,2 5,40 (4,55-5,88)* 5,40 (4,70-6,10)** 4,70 (4,20-5,20) 4,82 (4,40-5,30)

Триглицериды, 
ммоль/л
Triglycerides, mmol/l

< 1,71 1,10 (0,90-1,52)*** 1,45 (0,87-2,50)*** 0,68 (0,50-0,74) 0,80 (0,60-1,15)

ЛПВП, ммоль/л
HDL, mmol/l

Жен: 1,0-2,1
Муж: 0,9-1,8 1,31 (1,20-1,70)** 1,20 (1,10-1,40)** 1,70 (1,50-1,90) 1,30 (1,24-1,60)

ЛПНП, ммоль/л
LDL, mmol/l < 3,5 3,43 (2,77-4,00)*** 3,50 (2,80-4,30)* 2,50 (2,26-3,10) 3,00 (2,50-3,40)

Индекс 
атерогенности
Atherogenicity index

< 3,0 2,86 (2,08-3,64)*** 3,42 (2,81-4,27)*** 1,77 (1,47-2,06) 2,46 (2,00-2,78)

АлАТ, Е/л
ALT, U/l

Жен: < 31
Муж: < 40 21,0 (14,0-32,0)* 29,0 (19,0-47,0)** 15,0 (10,0-18,0) 19, (16,0-25,0)

АсАТ, Е/л
AST, U/l

Жен: < 31
Муж: < 38 21,0 (17,0-25,0)* 22,0 (16,0-25,0) 17,0 (14,0-21,0) 23,0 (19,0-28,0)

Билирубин 
общий, мкмоль/л
Total bilirubin, µmol/l

8,5-20,5 10,3 (7,8-13,5)* 13,1 (9,4-17,8) 13,0 (10,1-16,0) 14,8 (11,2-21,5)

Креатинин, 
мкмоль/л
Creatinine, µmol/l

Жен: 53-106
Муж: 71-115 75,0 (66,0-89,0) 87,0 (74,0-99,0) 72,0 (66,0-83,0) 86,0 (79,0-96,0)

Щелочная 
фосфатаза, Е/л
Alkaline 
phosphatase, U/l

70-270 124,0 (95,0-197,0) 152,0 (90,0-203,0)* 117,0 (95,0-164,0) 120,0 (75,0-163,0)

Альбумин, г/л
Albumin, g/l 35-50 43,0 (41,0-45,0) 44,0 (43,0-47,0) 43,0 (41,0-45,0) 45,0 (44,0-49,0)

Глюкоза, ммоль/л
Glucose, mmol/l 3,5-6,1 5,15 (4,75-5,70)*** 5,3 (4,9-5,8)*** 4,5 (4,2-4,9) 4,8 (4,5-5,2)

HbA1c, % < 6 5,0 (4,2-5,8) 5,3 (4,4-6,0)* 4,7 (4,4-5,1) 4,7 (4,0-5,1)
Инсулин, мкЕд/мл
Insulin, McU/ml 2,7-10,4 6,5 (5,4-11,0)*** 8,0 (5,4-12,5)*** 4,6 (3,5-5,4) 5,3 (3,2-6,7)

Индекс инсулино-
резистентности
Insulin resistance 
index

< 2,7 1,64 (1,12-2,94)*** 1,90 (1,23-3,05)** 0,90 (0,75-1,06) 1,04 (0,73-1,31)

IL-4, пг/мл
IL-4, pg/ml 0-4 0,5 (0,0-1,1) 0,0 (0,0-1,1) 0,0 (0,0-0,8) 0,6 (0,0-1,2)

IL-6, пг/мл
IL-6, pg/ml 0-10 1,9 (0,8-3,2)*** 1,7 (0,8-3,2)*** 0,2 (0,0-0,5) 0,8 (0,0-2,1)

IL-10, пг/мл
IL-10, pg/ml 0-31 3,6 (0,3-7,8) 5,1 (1,0-7,4) 2,8 (0,9-6,8) 3,1 (0,0-6,5)

IL-17, пг/мл
IL-17 pg/ml 0-20 2,0 (1,0-2,2)* 1,0 (0,3-3,0)* 0,3 (0,0-1,0) 0,0 (0,0-0,1)

Примечание. * – р < 0,05; ** – р < 0,01; *** – р < 0,001 – по сравнению с контрольной группой.
Note. *, р < 0.05; **, р < 0.01; ***, р < 0.001, in comparison with the control group.
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ТАБЛИЦА 2. КОНЦЕНТРАЦИИ IgG К ПИЩЕВЫМ АНТИГЕНАМ У ЛИЦ В КЛИНИЧЕСКОЙ И КОНТРОЛЬНОЙ ГРУППАХ,  
Ме (Q0,25-Q0,75) 
TABLE 2. CONCENTRATIONS OF IgG TO FOOD ANTIGENS IN INDIVIDUALS IN THE CLINICAL AND CONTROL GROUPS,  
Ме (Q0.25-Q0.75) 

Пищевые антигены
Food antigens

Лица в клинической 
группе

Persons in the clinical 
group

(n = 110)

Лица в контрольной 
группе

Persons in the control 
group

(n = 40)

Значение критерия 
и уровня значимости

Value of the criterion 
and significance level

Кл
ас

те
р 

пр
од

ук
то

в 
бр

ож
ен

ия
C

lu
st

er
 o

f f
er

m
en

ta
tio

n 
pr

od
uc

ts

Дрожжи пек.
Baker’s yeast 130 (100-209) 125 (109-160) U = 2008; p = 0,82

Дрожжи пив.
Brewer’s yeast 100 (69-142) 98  (63-147) U = 2119; p = 0,73

Мед
Honey 122 (92-168) 134 (90-166) U = 2108; p = 0,39

Виноград
Grape 142 (116-201)* 125 (91-171) U = 1699; p = 0,03

Тростниковый сахар
Cane sugar 120 (82-187) 104 (85-146) U = 1159; p = 0,63

Солод
Malt 93 (75-133) 96 (70-119) U = 1179; p = 0,62

М
ол

оч
ны

й 
кл

ас
те

р
D

ai
ry

 c
lu

st
er

Казеин
Casein 88 (49-211)* 49 (31-79) U = 1258; p = 0,00006

Молоко коровье
Cow’s milk 112 (76-178)* 98 (64-118) U = 1735; p = 0,048

Творог
Cottage cheese 88 (57-201)* 63 (51-86) U = 1420; p = 0,0009

Тв. сыр
Cheese 88 (54-169)* 55 (39-86) U = 1388; p = 0,0005

Йогурт
Yogurt 98 (74-226) 85 (69-128) U = 984; p = 0,07

Слив. Масло
Butter 99 (68-223) 80 (68-112) U = 1036; p = 0,15

Плавленый сыр
Processed cheese 87  (61-212) 78 (60-101) U = 1013; p = 0,11

Кл
ас

те
р 

яи
чн

ог
о 

 
бе

лк
а 

 
и 

же
лт

ка
C

lu
st

er
 e

gg
 w

hi
te

 a
nd

 
yo

lk

Яичный белок
Egg white 91 (69-134) 92 (71-123) U = 2089; p = 0,63

Яичный желток
Egg yolk 74 (56-89) 76 (56-93) U = 2131; p = 0,47

Зе
рн

ов
ой

 к
ла

ст
ер

G
ra

in
 c

lu
st

er

Глютен
Gluten 76 (58-89) 73 (53-83) U = 1906; p = 0,21

Пшеница
Wheat 89 (60-120) 81 (57-108) U = 1896; p = 0,19

Овес
Oats 76 (57-101) 87 (61-125) U = 1823; p = 0,11

Рожь
Rye 71 (52-95) 79 (60-97) U = 2075; p = 0,59

Пшено
Millet 70 (56-88) 76 (51-95) U = 2197; p = 0,98
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Пищевые антигены
Food antigens

Лица в клинической 
группе

Persons in the clinical 
group

(n = 110)

Лица в контрольной 
группе

Persons in the control 
group

(n = 40)

Значение критерия 
и уровня значимости

Value of the criterion 
and significance level

П
ас

ле
но

вы
й 

кл
ас

те
р

ni
gh

ts
ha

de
 c

lu
st

er

Картошка
Potatoes 57 (39-88) 70 (49-98) U = 1886; p = 0,18

Помидор
Tomato 97 (78-114) 96 (80-109) U = 2118; p = 0,72

Баклажан
Eggplant 61 (41-80) 59 (40-79) U = 2155; p = 0,84

Перец зелен.
Green pepper 98 (68-152) 97 (52-136) U = 1933; p = 0,25

Перец острый
Hot pepper 148 (97-206) 152 (111-197) U = 2177; p = 0,92

Табак
Tobacco 163 (107-231) 142 (110-190) U = 1061; p = 0,203

Б
об

ов
ы

й 
кл

ас
те

р
Be

an
 c

lu
st

er

Соя
Soya 95 (73-120)* 76 (54-97) U = 1442; p = 0,001

Фасоль
Bean 95 (72-122)* 74 (54-100) U = 1580; p = 0,008

Горох
Peas 77 (56-96) 64 (53-86) U = 1799; p = 0,08

Ты
кв

ен
ны

й 
кл

ас
те

р
Pu

m
pk

in
 c

lu
st

er

Огурец
Cucumber 71 (62-83) 72 (57-82) U = 2088; p = 0,63

Арбуз
Watermelon 110 (75-168) 104 (71-135) U = 1874; p = 0,17

Дыня
Melon 63 (45-83) 58 (40-77) U = 1958; p = 0,30

Тыква
Pumpkin 69 (58-80) 63 (51-78) U = 1806; p = 0,09

Примечание. * – р < 0,05 – по сравнению с контрольной группой.

Note. *, р < 0.05, in comparison with the control group.

Таблица 2 (окончание)
Table 2 (continued)

Таким образом, у лиц с повышенным ИМТ вы-
явлены персонифицированные реакции на про-
дукты, которые по своим антигенным свойствам 
могут оказывать вклад в провоспалительный ста-
тус, связанный с изменением реологических по-
казателей крови и дисбалансом цитокинов. На 
основании этого, данные продукты могут быть 
расценены, как продукты соответствующие кри-
терию «пищевой дезадаптации» индивидуума, по 
причине генетически и эволюционно обуслов-
ленных противоречий между процессами физио-
логического переваривания и реакциями иммун-
ного контроля за пищеварением.

Обсуждение
Повышенная концентрация sIgG к продуктам 

молочного кластера в клинической группе с по-
вышенным ИМТ > 27 может быть объяснена тем, 

что казеин, являясь сложным белком, подверга-
ется медленному расщеплению. На наш взгляд, 
это может быть связано со снижением кислотно-
сти и ферментообразующей функции желудка, с 
неправильным питанием пациентов, курением, 
приемом ингибиторов протонной помпы и дис-
балансом присутствия микробиоты, в частности 
наличия бактерией Helicobacter pylori. В связи с 
этим, нерасщепленные фрагменты казеина сна-
чала попадают в кишечник, а в последующем в 
кровоток с образованием циркулирующих им-
мунных комплексов (ЦИК) [1, 11, 26]. В даль-
нейшем ЦИК продолжают транспорт в мелкие 
сосуды, ткани и органы. В норме, элиминация 
подобных ЦИК предусматривает их фиксацию и 
выведение из организма с привлечением макро-
фагального фагоцитоза. Однако в ситуации, ког-
да некая критическая доза недорасщепленных до 
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ТАБЛИЦА 3. НАЛИЧИЕ СВЯЗЕЙ МЕЖДУ ВЕРОЯТНОСТЬЮ РАЗВИТИЯ МЕТАБОЛИЧЕСКИХ НАРУШЕНИЙ, 
РЕОЛОГИЧЕСКИМИ ИЗМЕНЕНИЯМИ И ПИЩЕВОЙ ГИПЕРРЕАКТИВНОСТЬЮ
TABLE 3. PRESENCE OF LINKS BETWEEN THE PROBABILITY OF DEVELOPING METABOLIC DISORDERS, RHEOLOGICAL 
CHANGES AND NUTRITIONAL HYPERREACTIVITY

Исход
Result

Гиперреактивность 
к казеину

Hyperreactivity 
to casein

Гипер-
реактивность 

к сое
Hyperreactivity 

to soy

Гипер-
реактивность

к глютену
Hyperreactivity

to gluten
Повышенная масса тела или ожирение 
(ИМТ > 27,0)
Increased body weight or obesity (BMI > 27.0)

OR = 8,9 (2,6-30,5) OR = 5,6 (1,8-16,7) F = 0,00359; p < 0,05

Развитие атерогенных изменений (ИА > 3)
Development of atherogenic changes
(Atherogenicity index > 3)

OR = 2,68 (1,33-5,42) – –

Изменение количества тромбоцитов
Change in platelet count p < 0,05; r = 0,213 p < 0,05; r = 0,231 –

Изменение количества эритроцитов
Change in the number of red blood cells p < 0,05; r = -0,211 – –

Увеличение среднего обьема эритроцита
Increasing the MCV p < 0,05; r = 0,339 – –

Примечание. р – уровень значимости, r – коэффициента ранговой корреляции Спирмена, OR – отношение шансов.
Note. p, significance level; r, Spearman’s rank correlation coefficient; OR, probability.

мономеров пАГ в избытке попадает на террито-
рию кишечника, а затем в кровеносную систему, 
физиологические системы элиминации орга-
низма не справляются с такой избыточной на-
грузкой. Запускаются процессы эндотелиального 
воспаления, активации системы комплемента, 
выброса провоспалительных медиаторов, в част-
ности IL-6 и IL-17 [3, 5, 6]. 

Прогрессирование любого заболевания со-
провождается количественным и функциональ-
но-структурными изменениями тех или иных 
форменных элементов крови [7]. В нашем иссле-
довании у лиц клинической группы с признаками 
метаболического синдрома (ИМТ > 27) и гипер-
чувствительностью к казеину наблюдались по-
вышенное разрушение и изменение эластично-
сти мембраны эритроцитов, что способствовало 
компенсаторному увеличению среднего объема 
эритроцитов и повышению количества тромбо-
цитов, которые частично брали на себя функцию 
эритроцитов по переносу ЦИК иммунных ком-
плексов в селезенку с последующим удалением 
из организма. Идентифицированное нами уве-
личение концентрации глюкозы, гликированого 
гемоглобина, ЛПНП может приводить к изме-
нению осмолярности крови, что также нарушает 
элиминацию ЦИК. 

Данные по повышенной концентрацией sIgG 
к продуктам бобового кластера в клинической 
группе с повышенным ИМТ по сравнению с 
контрольной группой могут быть объяснены со-
держанием специфических лектинов в продуктах 
семейства бобовых, а также изменением толе-
рантности к соевому белку в связи избыточностью 

последнего в рационе современного человека. 
Возможно предположить, что особые характе-
ристики соевого белка – это не только большое 
количество фитоэстрогенов в организме, кото-
рые способны увеличивать риск образованию 
тромбов, но и влияние фитоагглютининов бо-
бовых на изменение активности высвобождения 
провоспалительных цитокинов, опосредованные 
изменением активности лектиновых рецепторов 
С-типа на DC и МК, а также фактов изменения 
перепрограммирования Т-лимфоцитов в каче-
стве неспецифических митогенов [4, 15].

Таким образом, в работе показано наличие 
связи между sIgG к пАГ, дисбалансом цитокинов, 
реологическими показателями крови и метабо-
лическими нарушениями. Полученные резуль-
таты могут быть интерпретированы, как персо-
нифицированное влияние пищевых антигенов 
на инициацию хронического субклинического 
воспаления, что может быть патогенетическим 
риском старта метаболического синдрома.

Заключение
Таким образом, в работе показано наличие 

связи между специфическими иммуноглобулина-
ми (sIgG) к представительным наборам пищевых 
антигенов (пАГ), дисбалансом цитокинов, рео-
логическими показателями крови и метаболиче-
скими нарушениями у пациентов с избыточным 
индексом массы тела. Полученные результаты 
могут быть интерпретированы влиянием опреде-
ленных пищевых антигенов на процессы разви-
тия хронического субклинического воспаления,  
инициирующего метаболический синдром.
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и иммунитет, 2015. Т. 5, № 2. С. 113-130. [Kiseleva E.P. Acceptive immunity is the basis of symbiotic relationships. 
Infektsiya i immunitet  =  Russion Journal of Infection and Immunity, 2015, Vol. 5, no. 2, pp. 113-130. (In Russ.)]  
doi: 10.15789/2220-7619-2015-2-113-130.

3. Насонов Е.Л., Денисов Л.Н., Станислав М.Л. Интерлейкин 17 – новая мишень для антицитокиновой 
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[Rozenshteyn M.Yu., Rozenshtein A.Z., Kondakov S.E., Cherevko N.A. Methodological approach to the creation of 
a personalized elimination diet with food intolerance caused by type III immunopathological reactions. Byulleten 
sibirskoy meditsiny = Bulletin of Siberian Medicine, 2015, Vol. 14, no. 4, pp. 60-67. (In Russ.)]

7. Сидельникова Н.С., Якусевич В.В., Петроченко А.С., Тихомирова И.А., Петроченко Е.П. Особенно-
сти реологических и микроциркуляторных показателей у пациентов с метаболическим синдромом // Ярос-
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ИММУННЫЙ ПЛЕЙОТРОПНЫЙ ЭФФЕКТ ТЕЛМИСАРТАНА 
ПРИ АРТЕРИАЛЬНОЙ ГИПЕРТЕНЗИИ 
Агарков Н.М.1, 2, Макконен К.Ф.2, Титов А.А.1, Бельчикова Д.Н.1, 
Колпина Л.В.3
1 ФГБОУ ВО «Юго-Западный государственный университет», г. Курск, Россия  
2 ФГАОУ ВО «Белгородский государственный национальный исследовательский университет», г. Белгород, 
Россия  
3 Тель-Авивский университет, г. Тель-Авив, Израиль

Резюме. Артериальная гипертензия (АГ) представляет одно из жизнеугрожающих заболеваний и 
требует постоянной антигипертензивной терапии, в том числе телмисартаном. Однако влияние тел-
мисартана у пожилых пациентов с АГ на системный интерлейкиновый статус из-за ограниченного 
числа ранее анализированных интерлейкинов нуждается в дальнейшем изучении. Цель исследова-
ния – изучение иммунного плейотропного эффекта телмисартана у пациентов с АГ по широкому 
спектру провоспалительных и противовоспалительных интерлейкинов крови. Исследование базиру-
ется на обследовании 74 пациентов в возрасте 60-74 лет, страдающих АГ, получавших телмисартан 
по 80 мг/ сут в утренние часы. Иммунный ответ на воздействие телмисартана изучен через 6 меся-
цев по содержанию в крови различных интерлейкинов. Последние определялись методом проточ-
ной цитометрии на аппарате Becton Dickinson FACS Canto 2 (США). Плейотропный иммунный 
эффект телмисартана на системный интерлейкиновый статус пациентов 60-74 лет с АГ установлен 
по статистически значимому изменению значительного количества провоспалительных и противо-
воспалительных интерлейкинов. У пациентов с АГ через 6 месяцев после применения телмисарта-
на произошло статистически значимое снижение в крови IL-1b до 8,1±0,6 пг/мл против исходных 
10,5±0,8 пг/ мл, IL-2 до 8,6±08 пг/мл против исходных 11,8±1,1 пг/мл, IL-6 до 18,4±0,5 пг/мл против 
исходных 21,2±0,7 пг/ мл, IL-8 до 3,5±0,6 пг/мл против 5,4±0,5 пг/мл. Статистически значимо у паци-
ентов пожилого возраста, страдающих АГ, через 6 месяцев антигипертензивной терапии телмисарта-
ном произошло уменьшение на системном уровне содержания в крови TNFα до 5,3±0,5 пг/мл против 
исходного 6,8±0,4 пг/ мл. Одновременно на фоне реализованной антигипертензивной терапии тел-
мисартаном у пациентов 60-74 лет с АГ повысился уровень провоспалительных системных интерлей-
кинов и особенно IL-4 с 4,6±0,5 пг/мл до 7,0±0,6 пг/мл. Все это позволяет считать, что телмисартан 
обладает существенным иммунным плейотропным эффектом у пациентов с АГ, установленном по из-
менению большинства системных интерлейкинов. Установлены плейотропные эффекты телмисарта-
на у пациентов с АГ, выражающиеся в достоверном снижении уровня IL-1b, IL-2, IL-6, IL-8, TNFα и 
повышении IL-4, IL-10. Полученные результаты показали значительный плейотропный эффект тел-
мисартана у пациентов с АГ по большому количеству интерлейкинов, что расширяет представления 
об иммунном воспалении при обсуждаемой патологии и его коррекции телмисартаном. 

Ключевые слова: интерлейкины крови, телмисартан, артериальная гипертензия
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ARTERIAL HYPERTENSION 
Agarkov N.M.a, b, Makkonen K.F.b, Titov A.A.a, Belchikova D.N.a, 
Kolpina L.V.c 
a South-Western State University, Kursk, Russian Federation  
b Belgorod State National Research University, Belgorod, Russian Federation  
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Abstract. Arterial hypertension (AH) is among the life-threatening diseases and requires permanent 
antihypertensive therapy, including telmisartan. However, the effect of telmisartan upon systemic interleukin 
profile in elderly hypertensive patients requires further study, due to the limited data on previously analyzed 
interleukins. The aim of our study was to evaluate the immune pleiotropic effect of telmisartan upon miultiple 
pro- and anti-inflammatory blood interleukins in the patients with hypertension. The study included 
examination of 74 patients aged 60-74 years suffering from hypertension treated with telmisartan (80 mg/ day in 
the morning time). The immune response to telmisartan assessed by the blood contents of different interleukins 
was evaluated following 6 months of treatment. These markers were determined by flow cytometry using 
“Becton Dickinson FACS Canto 2” device (USA). The pleiotropic immune effect of telmisartan upon the 
interleukin profile in hypertensive patients aged 60-74 was established by statistically significant changes in 
multiple pro-inflammatory and anti-inflammatory interleukins. Following 6 months of telmisartan therapy, the 
patients with arterial hypertension have shown a statistically significant decrease in blood cytokines, i.e., IL-1b 
was reduced to 8.1±0.6 pg/ml vs initial 10.5±0.8 pg/ml; IL-2, to 8.6±0.8 pg/ml vs initial 11.8±1.1 pg/ ml; IL-6, 
to 18.4±0.5 pg/ml vs initial 21.2±0.7 pg/ml; IL-8, to 3.5±0.6 pg/ml vs 5.4±0.5 pg/ml. We have also revealed 
a statistically significant decrease of blood TNFα levels to 5.3±0.5 pg/ml versus initial 6.8±0.4 pg/ml in the 
elderly patients with hypertension after 6 months of antihypertensive therapy with telmisartan. Moreover, the 
levels of pro-inflammatory systemic interleukins and, especially, IL-4 showed an increase from 4.6±0.5 pg/ ml 
to 7.0±0.6 pg/ml in the course of telmisartan therapy in these patients. In summary, one may suggest that 
telmisartan exerts a significant immune pleiotropic effect in the patients with hypertension, confirmed by 
the systemic changes of interleukin contents. The pleiotropic effects of telmisartan have been established in 
patients with arterial hypertension, expressed as a significant decrease in IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNFα levels, 
along with increased IL-4 and IL-10 contents. The results obtained showed a significant pleiotropic effect 
of telmisartan in the patients with arterial hypertension upon several interleukins, thus expanding the role of 
immune inflammation in this disorder, as well as its reversal with telmisartan therapy.

Keywords: blood interleukins, telmisartan, arterial hypertension

Введение
Среди болезней системы кровообращения 

наиболее распространенной нозологией в раз-
личных государствах выступает артериальная ги-
пертензия (АГ), актуальность которой особенно 
значима для Российской Федерации, так как в 
других странах ее уровень и класса болезней си-
стемы кровообращения существенно ниже [2, 
11].

Несмотря на то, что АГ затрагивает большую 
часть населения во многих государствах, ее эти-
ология и, в частности, иммунологический ком-
понент остается плохо изученным [7]. В настоя-
щее время появляется все больше доказательств 
того, что АГ может быть связана с хроническим 
иммунным воспалением [15]. Как врожденный, 
так и адаптивный иммунный ответ, по-видимому, 

играют важную роль в патогенез АГ [5]. Посред-
ством образования воспалительных цитокинов 
и активных форм кислорода макрофаги могут 
напрямую нарушать эндотелиальную и глад-
комышечную функции сосудов, что приводит 
к сужению сосудов и, как следствие, к АГ [6]. 
В свою очередь, дисбаланс отдельных функций 
субпопуляций Т-клеток может быть инициирую-
щим событием в патогенезе АГ [8]. Больные АГ 
характеризуются более высоким уровнем факто-
ра некроза опухоли-α (TNFα), интерлейкина-6 
(IL-6) и высокочувствительного С-реактивного 
белка (вчСРБ) [14] даже после поправки на мно-
гочисленные смешанные факторы (возраст, пол, 
индекс массы тела, соотношение талии и бедер, 
семейный анамнез гипертензии, липиды плазмы, 
глюкоза и другие маркеры воспаления). Кроме 
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того, было обнаружено, что провоспалительное 
состояние предшествует повышению артериаль-
ного давления. 

При лечении АГ препаратами первой линии 
считаются блокаторы рецепторов ангиотензина 
II (сартаны), среди которых важное место за-
нимает телмисартан [1]. Клинические преиму-
щества сартанов, возникающие в результате их 
применения, объясняются не только гипотен-
зивными свойствами, но и плейотропными эф-
фектами [9]. Однако исследователи, изучавшие 
плейотропные эффекты гипотензивных препара-
тов, были сосредоточены на их действии на сла-
бовыраженное системное воспаление и оценку 
последнего по изменению высокочувствительно-
го С-реактивного белка и единичных интерлей-
кинов [13]. При анализе влияния телмисартана 
на системный интерлейкиновый профиль у па-
циентов с АГ рассматривались только IL-4, IL- 10 
и IL-13 [7] и IL-6, IL-10 [4], что ограничивает 
понимание участия интерлейкинов в иммунной 
реакции на воздействие телмисартаном. Изме-
нение же других интерлейкинов крови на фоне 
антигипертензивной терапии телмисартаном па-
циентов с АГ неизвестно.

Цель исследования – изучение иммунного 
плей отропного эффекта телмисартана у па-
циентов с АГ по широкому спектру прово спа-
лительных и противовоспалительных интер лей-
кинов.

Материалы и методы 
Исследование базируется на комплексном 

клиническом, лабораторном и инструменталь-
ном обследовании 74 пациентов в возрасте 60–74 
лет, страдающих АГ. Критериями включения в 
исследование являлись: АГ 1 – 2-й степени, воз-
раст пациентов не менее 60 лет и не более 74 лет, 
отсутствие предшествующей систематической 
антигипертензивной терапии. Критерии исклю-
чения: клинические проявления ишемической 
болезни сердца; метаболический синдром; сахар-
ный диабет 1-го и 2-го типов; систематическая 
антигипертензивная терапия; возраст менее 60 
лет и старше 74 лет; перенесенные за последние 
полгода инфаркт миокарда, различные формы 
инсульта; хронические заболевания печени и 
почек; хроническая сердечная недостаточность  
III-IV функционального класса; симптоматиче-
ская АГ; противопоказания к назначению телми-
сартана; прием препаратов, влияющих на уровень 
метаболитов оксида азота; прием иммунологиче-
ских препаратов; психические заболевание, син-
дром старческой астении.

АГ диагностировалось в соответствии с кри-
териями «Национальных рекомендаций Все-
российского научного общества кардиологов по 

профилактике, диагностике и лечению артери-
альной гипертензии» 4-го пересмотра [11].

В исследование включено 74 человека с АГ, 
которые получали телмисартан в утреннее время 
(8:00-10:00 часов) в суточной дозе 80 мг. Основ-
ные характеристики пациентов группы исследо-
вания представлены в таблице 1. 

Суточное мониторирование АД осуществля-
лось до начала лечения и через 6 месяцев в те-
чение 48 часов монитором BPLab Mн СДП – 3 
(ООО «Петр Телегин», Россия).

Содержание интерлейкинов в сыворотке кро-
ви исследовали методом проточной цитометрии 
на аппарате Beckton Dickinson FACS Canto 2 
(США) с использованием набора CBA (BO Bio-
sciences, США).

Исследование осуществлялось в соответствии 
с принципами Хельсинкской Декларации и стан-
дартами надлежащей клинической практики 
(Good Clinical Practice) после получения пись-
менного согласия пациентов на участие в иссле-
довании.

При обработке полученных результатов ис-
пользовалась программа Statistica 10.0 и критерий 
χ2 для оценки статистически значимых различий, 
которыми считались р < 0,05.

Результаты и обсуждение
При оценке плейотропного эффекта телми-

сартана на системный интерлейкиновый статус 
пациентов пожилого возраста с АГ через 6 меся-
цев выявлено статистически значимое изменение 
как большинства провоспалительных, так и про-
тивовоспалительных интерлейкинов (табл. 2). 
При этом в наибольшей степени под влиянием 
телмисартана снизился уровень IL-8 в 1,5 раза и 
IL-2 в 1,4 раза (р < 0,01). 

Статистически значимо, но в меньшей степе-
ни по отношению к вышеназванным системным 
интерлейкинам у пациентов пожилого возраста, 
страдающих АГ, произошло уменьшение экс-
прессии IL-1b и TNFα в крови. Среди изученных 
интерлейкинов с провоспалительной направлен-
ностью не наблюдалось достоверных изменений 
в содержании в крови IL-18 через 6 месяцев анти-
гипертензивной терапии телмисартаном.

Вместе с тем важным и существенным иммун-
ным плейотропным эффектом шестимесячного 
антигипертензивного лечения телмисартаном 
пациентов 60-74 лет с АГ следует статистически 
значимое повышение уровня противовоспа-
лительных системных интерлейкинов – IL-4 и 
IL- 10. При этом концентрация IL-10 в крови че-
рез 6 месяцев клинического наблюдения под вли-
янием телмисартана возросла более существенно, 
чем содержание другого противовоспалительно-
го системного IL-4.
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ТАБЛИЦА 2. СИСТЕМНЫЙ ИНТЕРЛЕЙКИНОВЫЙ ПРОФИЛЬ ПАЦИЕНТОВ 60-74 ЛЕТ С АГ НА ФОНЕ УТРЕННЕГО 
ПРИЕМА ТЕЛМИСАРТАНА, M±SE
TABLE 2. SYSTEMIC INTERLEUKIN PROFILE OF PATIENTS AGED 60-74 YEARS WITH HYPERTENSION ON 
THE BACKGROUND OF MORNING TELMISARTAN INTAKE, M±SE

Название интерлейкина
Name of interleukin

Утренний прием телмисартана
Morning reception of telmisartan

p
Исходно

Initially
6 месяцев
6 months

IL-1bb, пг/мл
IL-1b, pg/ml 10,5±0,8 8,1±0,6 < 0,01

IL-2, пг/мл
IL-2, pg/ml 11,8±1,1 9,6±0,8 < 0,01

IL-6, пг/мл
IL-6, pg/ml 21,2±1,2 18,4±0,9 < 0,05

IL-8, пг/мл
IL-8, pg/ml 5,4±0,5 4,6±0,6 < 0,01

TNFαα, пг/мл
TNFα, pg/ml 6,8±0,4 5,9±0,5 < 0,05

IL-4, пг/мл
IL-4, pg/ml 4,6±0,5 7,0±0,6 < 0,01

IL-10, пг/мл
IL-10, pg/ml 17,2±0,8 19,3±1,1 < 0,001

IL-18, пг/мл
IL-18, pg/ml 178,5±3,2 185,2±3,1 > 0,05

ТАБЛИЦА 1. КЛИНИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ГРУППЫ ИССЛЕДОВАНИЯ, M±SE
TABLE 1. CLINICAL CHARACTERISTIC OF THE STUDY GROUPS, M±SE

Показатель
Indicator

Исследуемая группа
Investigated group

n = 74
Возраст, лет
Years, ages

69,8±2,3
ДИ (СI) = 66,4-72,6

Пол: мужчины
Gender: men

n = 32; f = 43,2%
ДИ (СI) = 41,1-46,8%

Пол: женщины
Gender: women

n = 42; f = 56,8%
ДИ (СI) = 53,4-59,3%

Длительность АГ, лет
Duration of AH, years

4,9±0,5
ДИ (СI) = 4,3-5,4

Степень АГ: 1-я степень
Degree of AG: 1st degree

n = 29; f = 39,2%
ДИ (СI) = 34,8-41,5%

Степень АГ: 2-я степень
Degree of AG: 2nd degree

n = 45; f = 60,8%
ДИ (СI) = 57,1-64,5%

Индекс массы тела, кг/м2

Body mass index, kg/m2
24,5±2,2
ДИ (СI) = 20,6-27,2

ЛПНП, ммоль/л
LPNP, mmol/l

3,6±0,5
ДИ (СI) = 3,3-3,8

ЛПВП, ммоль/л
LPVP, mmol/l

1,0±0,2
ДИ (СI) = 0,9-1,2

ТГ, ммоль/л
TG, mmol/l

2,3±0,6
ДИ (СI) = 2,1-2,4

ОХ, ммоль/л
OH, mmol/l

5,4±0,7
ДИ (СI) = 5,2-5,6
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Следовательно, помимо достаточно изучен-
ного и установленного в других исследованиях 
выраженного гипотензивного действия телми-
сартана при АГ, нами одновременно исследова-
но влияние этого препарата на системные про-
воспалительные интерлейкины и показано, что 
телмисартан обладает плейотробным влиянием 
как на провоспалительные, так и противовоспа-
лительные интерлейкины и существенно снижа-
ет содержание большинства провоспалительных 
интерлейкинов IL-1b, IL-2, IL-6, IL-8, TNFα, на-
ряду с достоверным подъемом уровня противо-
воспалительных интерлейкинов IL-4 и IL-10.

В предыдущих сообщениях о противовос-
палительных интерлейкинах на фоне антиги-
пертензивной терапии телмисартаном эффект 
кратковременного лечения был в лучшем случае 
умеренным, за исключением единственного ци-
токина IL-10 [7]. Телмисартан через 6 месяцев 
увеличивал уровень IL-10 в сыворотке крови, но 
не изменял уровень IL-4 и IL-13. Межгрупповые 
сравнения показали, что вызванные телмисарта-
ном плейотропные эффекты в изменении IL-10 
были более выраженными. Интересно, что об-
следуемая группа не различалась достоверно по 
степени циркулирующих других анализирован-
ных системных интерлейкинов – IL-4 и IL-13.

Установленное плейтропное повышение IL- 10  
как в настоящей работе, так и в других [4, 7] под 
воздействием телмисартана важно для пациентов 
с АГ, поскольку IL-10 оказывает разнонаправ-
ленное ингибирующее влияние на атерогенез, 
включая снижение активности матриксной ме-
таллопротеиназы, высвобождение и действие 
провоспалительных интерлейкинов, экспрессию 
циклооксигеназы-2 в клетках и изменения мета-
болизма липидов в макрофагах [10].

На фоне терапии телмисартаном через 12 не-
дель у пациентов с АГ и метаболическим синдро-
мом отмечалось достоверное (р < 0,001) повы-
шение IL-10 с 4,7±0,99 пг/мл до 7,5±0,25 пг/ мл 

и снижение показателей С-реактивного бел-
ка и IL-6 с 8,4±1,93 пг/мл до 4,7±1,8 пг/мл 
(р < 0,01) [4]. Нами же показаны плейотропные 
эффекты не только на вышерассмотренные си-
стемные IL-10, IL-4, IL-6, но и на IL-1b, IL-2, 
IL-8, TNFα и IL-18 и только в отношении по-
следнего не установлено статистически значимо-
го влияния телмисартана. Повышение же уровня 
IL-10 при использовании телмисартана в течение 
12 недель у пациентов с АГ и метаболическим 
синдромом может быть объяснено тем, что про-
исходит частично улучшение функционирования 
рецепторов инсулина, поскольку инсулинрези-
стентные пациенты с метаболическим синдро-
мом характеризуются более низкими уровнями 
IL-10, чем пациенты с нормальной чувствитель-
ностью к этому гормону [12]. Повышение уровня 
IL-10 после лечения телмисартаном может быть 
связано также со стимуляцией рецепторов, от-
ветственных за продукцию брадикинина [16]. 

В свете полученных результатов настоящего 
исследования следует указать на значительный 
иммунный плейотропный эффект 6-месячного 
воздействия телмисартана в отношении различ-
ных интерлейкинов у пожилых пациентов, стра-
дающих АГ, что имеет важное клиническое зна-
чение для современной иммунологии.

Заключение 
Телмисартан обладает значительным иммун-

ным плейотропным эффектом в отношении 
большинства рассмотренных провоспалитель-
ных цитокинов – IL-1b, IL-2, IL-6, IL-8, TNFα 
и противовоспалительных IL-4, IL-10 у пожилых 
пациентов с АГ на фоне шестимесячной анти-
гипертензивной терапии. Эти результаты пред-
ставляются клинически значимыми не только в 
аспекте улучшения лечения пациентов с АГ, но и 
в плане понимания иммунного воспаления при 
обсуждаемой патологии и его коррекции телми-
сартаном.

Список литературы / References
1. Аронов В.С., Фришман В.Г. Современное медикаментозное лечение гипертонии: фокус на послед-

ние рекомендации // Медикаменты, 2018. Т. 78, № 5. С. 567-576. [Aronow W.S., Frishman W.H. Contemporary 
Drug Treatment of Hypertension: Focus on Recent Guidelines. Medikamenty  =  Drugs, 2018, Vol. 78, no. 2,  
pp. 567-576. (In Russ.)]
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гностике и лечению артериальной гипертензии (4-й пересмотр) // Системные гипертензии, 2010. № 3. 
С. 5-26. [National recommendations of experts of the All-Russian Scientific Society of Cardiology on the diagnosis 
and treatment of arterial hypertension (4th revision). Sistemnye gipertenzii = Systemic Hypertension, 2010, no. 3, 
pp. 5-26. (In Russ.)]



836

Agarkov N.M. et al.
Агарков Н.М. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ОЦЕНКА ВЛИЯНИЯ ПОЛИМЕРНЫХ 
КОНСТРУКЦИОННЫХ МАТЕРИАЛОВ: АКРИЛОВОЙ 
ПЛАСТМАССЫ И КОМПОЗИЦИОННОГО МАТЕРИАЛА НА 
ОСНОВЕ СТЕКЛОВОЛОКНА НА ПРОДУКЦИЮ ЦИТОКИНОВ
Годовалов А.П., Асташина Н.Б., Бажин А.А., Дрокина Т.А.
ФГБОУ ВО «Пермский государственный медицинский университет имени академика Е.А. Вагнера» 
Министерства здравоохранения РФ, г. Пермь, Россия

Резюме. В настоящее время в стоматологической практике широко используемым базисным ма-
териалом для изготовления съемных протетических конструкций является акриловая пластмасса на 
основе полиметилметакрилата. Для увеличения срока службы съемных пластиночных протезов нами 
разработана технология изготовления нового комбинированного базиса полного съемного протеза с 
применением композиционного материала на основе стекловолокна. Представляет интерес оценка 
вероятности активации воспалительного процесса при использовании конструкционных полимер-
ных и композитных материалов в стоматологической практике. Цель исследований – в эксперименте 
ex vivo изучить изменение уровня продукции ключевых цитокинов (интерферона-γ и интерлейкина-4) 
мононуклеарными лейкоцитами человека, в присутствии акриловой пластмассы и композиционного 
материала на основе стекловолокна. 

Объектом исследования служили лейкоциты периферической венозной крови, полученной от 13 
практически здоровых мужчин-добровольцев (средний возраст – 24 года). Выделение лейкоцитов 
проводили из гепаринизированной крови путем градиентного центрифугирования. Культивирование 
клеток осуществляли в пластиковых круглодонных 96-луночных планшетах во влажной атмосфере с 
5% СО2 при 37 °С в течение 72 ч. По окончании срока инкубации культуральную жидкость стягивали 
и замораживали для последующего определения концентрации цитокинов с помощью наборов реа-
гентов для иммуноферментного определения концентрации интерферона-γ и интерлейкина-4 про-
изводства ЗАО «Вектор-Бест». В исследовании использовали образцы конструкционных материалов 
двух типов: из акриловой пластмассы «Фторакс», полученные по технологии компрессионного прес-
сования методом горячей полимеризации, в заранее заготовленных формах; из композиционного ма-
териала Trinia, полученные методом компьютерного фрезерования. В качестве контроля служили об-
разцы аналогичной формы и размера, изготовленные из стекла. Статистический анализ проводился 
с помощью программного пакета Statistica 7.0. Использовали критерий Стьюдента и Манна–Уитни 
для оценки значимости различий. Критический уровень значимости (p) при проверке статистических 
гипотез принимался равным 0,05. 

Продукция IFNγ в присутствии материала Trinia значительно ниже, чем в пробах со стеклом и с 
образцами из акриловой пластмассы. При этом численность жизнеспособных клеток существенно 
не отличалась от таковой в контрольных пробах. Продукция IL-4 в пробах с полимерными материа-
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лами и стеклом статистически значимо не различалась. Выявлено, что при расчете индивидуальных 
индексов стимуляции для лимфоцитов периферической крови только одного добровольца выражено 
стимулирующее влияние используемых в настоящем исследовании материалов. Полученные резуль-
таты указывают, что в присутствии материала Trinia проявляется противовоспалительная активность 
лейкоцитов, когда уровень продукции IFNγ несколько снижается, а продукция IL-4 не меняется. 

Таким образом, в ходе проведенных исследований апробирован метод персонализированной оцен-
ки реактивности полимерных материалов, использующихся в качестве конструкционных для проте-
зирования. Отсутствие повышения продукции ключевых цитокинов лимфоцитами может рассматри-
ваться как благоприятный признак, свидетельствующий об отсутствии активации воспалительного 
процесса при использовании материала Trinia в качестве компонента базисов съемных протезов. 

Ключевые слова: IFNγ, IL-4, мононуклеарные лейкоциты, цитокины, полимерные конструкционные материалы, акриловая 
пластмасса, композиционный материал на основе стекловолокна

EXPERIMENTAL EVALUATION OF POLYMER CONSTRUCTION 
MATERIALS: EFFECTS OF ACRYLIC RESIN AND A 
FIBERGLASS-BASED COMPOSITE UPON CYTOKINE 
PRODUCTION
Godovalov A.P., Astashina N.B., Bazhin A.A., Drokina T.A.
E.A.Vagner Perm State Medical University, Perm, Russian Federation

Abstract. Polymethyl methacrylate-based acrylic resin is commonly used in current dental practice as an 
underlying material for fabrication of overdenture restorations. To increase service life of laminar overdentures, 
we have developed a technique to fabricate a novel combined base for a full overdenture using a fiberglass-based 
composite. It makes sense to evaluate probable hazards of inflammatory process which could be activated when 
using structural polymer materials and composites in dental practice. Our study aimed for assessment of changes 
in production of key cytokines (interferon-γ and interleukin-4) by ex vivo incubated human mononuclear 
leukocytes in the presence of acrylic resin and fiberglass-based composite. 

The experiments dealt with peripheral venous blood leukocytes obtained from 13 apparently healthy 
male volunteers (mean age = 24 years). The leukocytes were isolated from heparinized blood by gradient 
centrifugation. The cells were cultured in plastic round-bottom 96-well plates, in moist atmosphere with 
5% CO2 at 37 °C for 72 h. Following the incubation, the culture supernates were collected and frozen for 
further determination of cytokine concentration using ELISA reagent kits for interferon-γ and interleukin-4 
measurement (Vector-Best, Russia). The samples of two structural materials were tested in the bioassays: the 
specimens of acrylic resin, Ftorax were compression-moulded by hot polymerization in prefabricated casts; the 
specimens of a composite, Trinia, were computer-milled. Glass specimens of similar shape and size were used 
as references. The statistical analysis used a software package, Statistica 7.0. Significance of the differences was 
evaluated using the Student’s test and the Mann–Whitney test. When testing the statistical hypotheses, the 
significance level (p) was taken to be 0.05.

Significant decrease of IFNγ production was revealed in presence of Trinia than in the samples with glass 
and with the acrylic specimens, whereas cell viability counts did not differ from the blank values. There was no 
statistical differences in IL-4 production between the samples with the polymer materials and the glass. When 
estimating individual stimulation indexes, the materials used in this research were found to showed a pronounced 
stimulatory effect with peripheral blood lymphocytes from only one volunteer. These findings indicate that 
Trinia triggers anti-inflammatory activity of leukocytes, whereas IFNγ production level is somewhat decreased, 
and IL-4 production remains unchanged. 

Thus, the research assessed the method for personalized evaluation of reactivity of prosthodontic structural 
polymer materials. Absence of increase in lymphocytic production of key cytokines can be regarded as a hopeful 
sign which indicates that inflammatory process is not activated when Trinia is used in overdenture bases.

Keywords: IFNγ, IL-4, mononuclear leukocytes, cytokines, polymeric structural materials, acrylic plastic, fiberglass-based composite 
material
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Введение
Конструкционные материалы (КМ), тради-

ционно применяемые в широкой стоматологи-
ческой практике, представляют собой подгруппу 
биологически совместимых материалов. При этом 
многие авторы [12, 13, 14] не исключают неблаго-
приятного воздействия указанных материалов на 
организм человека, выражающегося в виде раз-
личных проявлений, вплоть до стимуляции вос-
палительного процесса. Существует мнение, что 
любой материал, вводимый в организм, распоз-
нается иммунной системой как чужеродный [15]. 
В связи с этим изучение реакции иммунной си-
стемы и вероятность активации воспалительного 
процесса при использовании конструкционных 
полимерных и композитных материалов пред-
ставляют интерес как для фундаментальной, так 
и для практической стоматологии [9]. Известно, 
что в течение всей жизни человека наблюдаются 
изменения в активности иммунокомпетентных 
клеток, что связано как с возрастными особен-
ностями, так и наличием сопутствующих заболе-
ваний. В связи с этим при применении различ-
ных КМ необходимо использовать современные 
подходы для прогнозирования индивидуального 
иммунного ответа пациента, с оценкой реактив-
ности иммунокомпетентных клеток, в том числе 
с учетом возможностей персонализированной 
медицины.

Традиционно наиболее широко используемым 
базисным материалом, применяемым для изго-
товления съемных протетических конструкций, 
является акриловая пластмасса на основе поли-
метилметакрилата [1]. Данный материал имеет 
удовлетворительные эстетические свойства, по-
зволяет точно воспроизвести поверхность про-
тезного ложа, доступен, технологичен. В каче-
стве недостатков акриловой пластмассы авторы 
указывают на микропористость, возникающую в 
процессе полимеризации, а также – на невысо-
кую ударную вязкость, что ведет к снижению ее 
прочности.

Особый интерес исследователей вызывает 
оценка биологической совместимости акриловых 
пластмасс, используемых для изготовления бази-
сов съемных протезов [4]. С этой целью прове-
дены многочисленные экспериментальные – на 
моделях in vivo и in vitro – и клинические исследо-
вания, результаты которых свидетельствуют, что 
при определенных условиях возможно изменение 
местного иммунитета полости рта у пациентов, 
пользующихся ортопедическими конструкция-
ми на основе акриловых пластмасс. В частности, 
в работе [4] было выявлено преобладание остро-
фазного ответа на акрилат, который в основном 
проявлялся у женщин. Ряд авторов констатиру-
ют, что выраженность воспалительного процесса 

в слизистой оболочке обусловлена изменениями 
количественного соотношения элементов, под-
держивающих иммунный гомеостаз [6]. Другие 
исследователи отмечают, что при прогнозирова-
нии развития осложнений в виде протезных сто-
матитов целесообразно учитывать соматический 
статус пациентов и, с целью их предупреждения, 
использовать индивидуальные схемы лечебно-
профилактических мероприятий [5]. Таким об-
разом, при использовании полимерных матери-
алов в качестве конструкционных, особенно в 
их новых сочетаниях, существует необходимость 
оценки вероятности развития иммунного ответа 
со стороны тканей протезного ложа и окружаю-
щей слизистой оболочки рта. 

По данным Огородникова М.Ю. (2004) и Иор-
данишвили А.К. (2012) [4], исследования с целью 
улучшения качественных характеристик базис-
ных материалов акрилового ряда ведутся в следу-
ющих направлениях: 1) модификация акриловых 
композиций методом сополимеризации; 2) арми-
рование и наполнение акриловых базисов; 3) усо-
вершенствование технологий лабораторного 
изготовления акриловых полимеров. Для увели-
чения срока службы съемных пластиночных про-
тезов нами разработана технология изготовления 
нового комбинированного базиса полного съем-
ного протеза с применением композиционного 
материала на основе стекловолокна. Композит, 
армированный стекловолокном, Trinia (фирмы 
Bicon, LLC, Бостон, США) – высокопрочный 
легкий материал, схожий по структуре с базисной 
пластмассой [11, 12]. Нами в предыдущих иссле-
дованиях [2] в сравнительном аспекте изучена 
микроструктура образцов акриловой пластмас-
сы и комбинированных образцов – с введенным 
каркасом из композиционного материала Trinia 
(фирмы Bicon, LLC, Бостон, США), с анализом 
их устойчивости к воздействию внешних факто-
ров, обусловливающих старение. Было выявлено, 
что при комбинации указанных компонентов на-
блюдается устойчивость к воздействию факторов 
старения и внешней среды. Наличие химической 
связи между акриловой пластмассой и компози-
ционным материалом на основе стекловолокна, 
обеспечивает их интеграцию, что в свою оче-
редь – в перспективе, будет способствовать по-
вышению прочности базиса полного съемного 
пластиночного протеза. При этом, на наш взгляд, 
существует необходимость изучения влияния 
акриловой пластмассы и композиционного ма-
териала на основе стекловолокна на продукцию 
цитокинов мононуклеарными лейкоцитами че-
ловека. Ранее нами был предложен метод, пред-
полагающий оценку иммунореактивности лим-
фоцитов в условиях ex vivo [3]. 



840

Godovalov A.P. et al.
Годовалов А.П. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Цель исследований – на основе оригинальной 
методики [7], в эксперименте ex vivo изучить из-
менение уровня продукции ключевых цитокинов 
(IFNγ и IL-4) мононуклеарными лейкоцитами 
человека в присутствии акриловой пластмассы и 
КМ на основе стекловолокна.

Материалы и методы
Объектом исследования служили лейкоциты 

периферической венозной крови, полученной от 
13 практически здоровых мужчин-добровольцев 
(средний возраст – 24 года). В исследование не 
включались женщины, поскольку на активность 
лейкоцитов существенное влияние оказывают 
женские половые гормоны, уровень которых ци-
клически меняется [8]. 

Выделение лейкоцитов проводили из гепари-
низированной крови путем градиентного цен-
трифугирования. Клеточную взвесь разводили 
средой 199 в соотношении 1:1 и наслаивали на 
градиент плотности фиколл-верографин с плот-
ностью 1,078 г/см3, после чего смесь центрифу-
гировали при 1500 об/мин 45 мин. После сбора 
интерфазной части клеточную взвесь переме-
шивали и трижды отмывали. Культивирование 
осуществляли в пластиковых круглодонных 
96-луночных планшетах. Каждая культура содер-
жала 2 × 105 клеток в 0,2 мл полной культуральной 
среды. Последнюю готовили ex tempore на осно-
ве среды 199 с добавлением 2 мМ L-глутамина, 
10 мМ HEPES (N-2-гидроксиэтилпиперазин-N’-
2-этансульфоновая кислота), 100 мкг/мл гента-
мицина сульфата и 10% аутоплазмы. В качестве 
Т-клеточного митогена служил конканавалин А в 
концентрациях 5 мкг/мл. Культивирование осу-
ществляли во влажной атмосфере с 5% СО2 при 
37 °С в течение 72 ч. По окончании срока инкуба-
ции культуральную жидкость стягивали в новые 
планшеты (без перемешивания с клеточной взве-
сью) и замораживали для последующего опреде-
ления концентрации цитокинов. Использовали 
наборы реагентов для иммуноферментного опре-
деления концентрации IFNγ и IL-4 производства 
ЗАО «Вектор-Бест».

Дизайн эксперимента
В исследовании использовали образцы КМ 

двух типов:
– из акриловой пластмассы «Фторакс», по-

лученные по технологии компрессионного прес-
сования методом горячей полимеризации, в за-
ранее заготовленных формах;

– из композиционного материала Trinia, 
полученные методом компьютерного фрезерова-
ния.

Размеры образцов: длина 3 мм, ширина 2 мм 
и толщина 1 мм. В качестве основного контроля 
служили образцы аналогичной формы и размера, 

изготовленные из стекла. Образцы помещали в 
лунки планшета, после чего заполняли их кле-
точной взвесью и подготовленной питательной 
средой. В лунки для дополнительного контроля 
активации клеток образцы не вносили.

Статистический анализ проводился с помо-
щью программного пакета Statistica 7.0. Вычис-
лялась средняя арифметическая величина (М) 
и стандартная ошибка средней арифметиче-
ской (m). Для проверки нормальности распре-
деления использован критерий Шапиро–Уилка. 
В случае распределения приближенного к нор-
мальному использовали критерий Стьюдента, в 
остальных применяли критерий Манна–Уитни 
для оценки значимости различий. Критический 
уровень значимости (p) при проверке статисти-
ческих гипотез принимался равным 0,05.

Результаты и обсуждение
В ходе проведенных исследований выявлено, 

что численность жизнеспособных клеток в раз-
ных условиях эксперимента существенно не от-
личалась от таковой в контрольных пробах. В то 
же время продукция ключевого провоспалитель-
ного цитокина – IFNγ – в присутствии матери-
ала Trinia оказалась значимо ниже, чем в пробах 
со стеклом (на 67,7%), с образцами из акриловой 
пластмассы (на 163,5%), а также с пробами, куда 
стимуляторы или образцы не вносили (на 55,7%; 
табл. 1). Хотя на первый взгляд эти различия 
представляются маловероятными, подобный эф-
фект может быть связан с избирательной адгези-
ей гликированных протеинов. Такое связывание, 
скорее всего, меняет функциональную актив-
ность цитокина. Однако наличие и отдаленные 
последствия такого феномена требуют экспери-
ментального подтверждения. 

Продукция противовоспалительного цитоки-
на интерлейкина-4 в пробах с полимерными ма-
териалами, стеклом и со спонтанной продукцией 
статистически значимо не отличались (табл. 1). 
При этом в пробах с Кон А (стимулированная 
продукция) наблюдалось существенное повыше-
ние продукции IL-4.

При расчете индивидуальных индексов сти-
муляции показано, что для лимфоцитов перифе-
рической крови только одного добровольца уста-
новлено стимулирующее влияние используемых 
в настоящем исследовании материалов, что вы-
ражалось в усилении цитокин-продуцирующей 
функции клеток. Такая ситуация может быть обу-
словлена тем, что лимфоциты этого добровольца 
получили предшествующее воздействие со сторо-
ны эндогенных факторов (например гормонов).

В целом полученные результаты указывают, 
что в присутствии материала Trinia проявляется 
противовоспалительная активность лейкоцитов, 
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когда уровень продукции IFNγ не повышается. 
Известно, что IFNγ является ключевым цито-
кином инициации провоспалительного иммун-
ного ответа, который лежит в основе развития 
осложнений [10]. IFNγ осуществляет активацию 
тканевых макрофагов и в первую очередь с фено-
типом М1, участвует в привлечении других суб-
популяций клеток в область контакта КМ тканей 
организма и модулирует спектр цитокинов, что в 
итоге создает условия для элиминации чужерод-
ного объекта.

Отсутствие повышения продукции IL-4 явля-
ется благоприятным признаком, т. к., несмотря 
на противовоспалительную активность, этот ци-
токин участвует в развитии аллергических реак-
ций. Показано, что тканевые тучные клетки мо-
гут участвовать в повреждении конструкционных 
материалов. Активация тучных клеток, их дегра-
нуляция находятся под регулирующим влиянием 
IL-4 [14]. В гранулах тучных клеток содержится 
большое количество разнообразных ферментов, 
способных оказать деструктивное действие и на 
КМ, и на ткани человека, что в процессе исполь-
зования таких конструкций нежелательно [7, 13]. 

Что же касается акриловой пластмассы, то 
полученные результаты подтверждают проведен-
ные ранее исследования других авторов об имму-
нологических показателях в присутствии акри-
латов [5]. Однако при анализе индивидуальных 
профилей продукции цитокинов, для половины 
добровольцев характерно существенное усиление 
продукции IFNγ лимфоцитами в присутствии 
акриловой пластмассы, что нивелируется при ус-
реднении значений. 

Заключение
Таким образом, в ходе проведенных исследо-

ваний в условиях ex vivo был апробирован метод 
персонализированной оценки реактивности по-
лимерных материалов, использующихся в ка-
честве конструкционных для протезирования. 
Отсутствие повышения продукции IFNγ и IL-4 
лимфоцитами может рассматриваться как благо-
приятный признак, предполагающий безопас-
ность использования материала Trinia в качестве 
компонента базисов съемных протезов. 

ТАБЛИЦА 1. ПРОДУКЦИЯ ЦИТОКИНОВ МОНОНУКЛЕАРНЫМИ КЛЕТКАМИ В ПРИСУТСТВИИ ПОЛИМЕРНЫХ 
МАТЕРИАЛОВ (пг/мл)
TABLE 1. PRODUCTION OF CYTOKINES BY MONONUCLEAR CELLS IN THE PRESENCE OF POLYMERIC MATERIALS (pg/ml)

Цитокин
Cytokines

Композиционный 
полимерный 

материал Trinia
Composite polymer 

material Trinia

Акриловая 
пластмасса 

Фторакс
Acrylic plastic 

Fluorax

Стекло
Glass

Спонтанная 
продукция

Spontaneous 
production

Кон А- 
стимулированная 

продукция
Con A-stimulated 

products

IFNγγ 30,7±0,9* а # 80,9±7,7# 51,5±1,8# 47,8±2,4# 725,8±28,5

IL-4 3,0±0,5# 2,7±0,2# 3,0±0,3# 2,1±0,1# 6,3±0,3

Примечание. * – p < 0,05 при сравнении с пробами со стеклом; а – p < 0,05 при сравнении с пробами спонтанной 
продукции; # – p < 0,05 при сравнении с пробами Кон А-стимулированной продукции.

Note. *, p < 0.05 when compared with samples with glass; a, p < 0.05 when compared with samples of spontaneous production;  
#, p < 0.05 when compared with samples of Con A-stimulated production.

Список литературы / References
1. Арутюнов С.Д., Ибрагимов Т.И., Царев В.Н., Лебеденко И.Ю., Савкина Н.И., Трефилов А.Г., Арутю-

нов А.С., Климашин Ю.И. Микробиологическое обоснование выбора базисной пластмассы съемных зубных 
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ВЛИЯНИЕ ОСТРОГО ХОЛОДОВОГО СТРЕССА НА 
СЕКРЕЦИЮ IL-2, IL-4, IFNγγ, IL-12 СПЛЕНОЦИТАМИ МЫШИ 
IN VIVO 
Шаравьева И.Л.1, Гейн С.В.1, 2

1 Институт экологии и генетики микроорганизмов Уральского отделения Российской академии наук – филиал 
ФГБУН «Пермский федеральный исследовательский центр» УрО РАН, г. Пермь, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Пермский государственный национальный исследовательский университет», г. Пермь, Россия

Резюме. Холодовой стресс индуцируется действием низкой температуры окружающей среды (воз-
дух, вода) и оказывает существенное влияние на функционирование иммунной системы – модулирует 
пролиферацию лимфоцитов, секрецию цитокинов клетками врожденного и адаптивного иммуните-
та, экспрессию мРНК. Однако механизмы, ответственные за влияние холода на иммунитет остаются 
неясными. Ранее нами было показано, что холодовой стресс выражено модулирует реакции врожден-
ного иммунитета – приводит к усилению секреции макрофагами активных форм кислорода, IL-10, 
но не влияет на продукцию провоспалительных цитокинов IL-1b и TNFα. Цель работы – оценить 
влияние острого холодового стресса на показатели адаптивного иммунитета: антителогенез, продук-
цию спленоцитами мыши IL-2, IL-4, IFNγ, а также на продукцию IL-12 и кислородных радикалов с 
учетом временной динамики. Объектом исследования служили белые мыши самцы. Животные были 
разбиты на следующие группы: 1-я – контрольная, 2-я – холодовой стресс – 20 °С 10 мин, 3-я – хо-
лодовой стресс – 20 °С 60 мин. Одну часть животных через 1 ч после окончания экспериментальных 
воздействий внутрибрюшинно сенсибилизировали эритроцитами барана (108 клеток в 0,2 мл в 0,9% 
NaCl). На 5-е сутки оценивали в селезенке число антителообразующих клеток методом локального 
гемолиза в геле агарозы. Другую часть мышей – через 1 и 6 ч после окончания стрессорного воз-
действия выводили из эксперимента, выделяли селезенку и клетки перитонеальной полости. Опре-
деление концентрации цитокинов в супернатантах проводили с использованием иммунофермент-
ных тест-систем, продукцию активных форм кислорода перитонеальными макрофагами оценивали 
с помощью реакции люминолзависимой хемилюминесценции. Установлено, что 10- и 60-минутный 
холодовой стресс не оказывали статистически значимого влияния на антителогенез, спонтанную и 
стимулированную продукцию IL-4 спленоцитами, на фоне 60-минутного стресса наблюдалось угне-
тение продукции IL-2. В то же время оба варианта стресса угнетали продукцию спленоцитами IFNγ, 
у животных, подвергнутых 60-минутному охлаждению, было выявлено также снижение продукции 
IL-12. Помимо этого, 60-минутный стресс приводил к выраженному и стойкому увеличению продук-
ции кислородных радикалов, которые могут оказывать негативное влияние на развитие иммунных 
реакций. Таким образом, острый холодовой стресс приводил к угнетению продукции спленоцитами 
цитокинов Т-клеточного звена иммунитета.

Ключевые слова: холодовой стресс, IL-4, IL-12, IFNγ, спленоциты, макрофаги, активные формы кислорода, 
антителогенез
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INFLUENCE OF ACUTE COLD STRESS ON THE SECRETION OF 
IL-2, IL-4, IFNγγ, IL-12 IN VIVO BY MOUSE SPLENOCYTES
Sharavyeva I.L.a, Gein S.V.a, b

a Institute of Ecology and Genetics of Microorganisms, Branch of the Perm Federal Research Center, Ural Branch, 
Russian Academy of Sciences, Perm, Russian Federation  
b Perm State University, Perm, Russian Federation

Abstract. Current literature contains a large amount of data on the modifying effect of cold stress on the 
functions of immune cell system, in particular, on the secretion of cytokines by the cells of innate and adaptive 
immunity, mRNA expression. However, the modulatory mechanisms of cold stress effects upon immune 
response are still not studied in details. We have previously shown that cold stress strongly modulates innate 
immunity reactions, in particular, leads to increased macrophage secretion of reactive oxygen species, IL-10, 
but does not affect production of pro-inflammatory cytokines (IL-1b and TNFα. In this work, we aimed for 
evaluation of effects exerted by acute cold stress upon some adaptive immunity indices, i.e., antibody synthesis, 
production of IL-2, IL-4, IFNγ by murine splenocytes as well as production of IL-12 and oxygen radicals, 
taking into account appropriate time-dependent changes. Materials and methods. White male mice were 
the object of the present study. The animals were divided into the following groups: 1st (control), 2nd (cold 
stress exposure, at -20 °С for 10 min), 3rd (cold stress at -20 °С for 60 min). Subgroups of the animals were 
intraperitoneally sensitized with sheep erythrocytes (108 cells in 0.2 ml in 0.9% NaCl) one hour after ending 
of the cold exposure. On the day 5, the number of antibody-forming cells in the spleen was assessed by the 
method of local hemolysis in agarose gel. The other subgroup of animals was removed from the experiment 
1 and 6 hours after the end of stress exposure, the spleen and cells were isolated from peritoneal cavity. The 
cytokine concentrations in supernatants were determined by means of enzyme-linked immunosorbent assay 
systems; production of reactive oxygen species in peritoneal cells was assessed using a luminol-dependent 
chemiluminescence reaction. It was established that 10- and 60-min cold stress did not have a statistically 
significant effect on the antibody production, spontaneous and stimulated production of IL-4 by splenocytes. 
However, inhibition of IL-2 production was observed 60 min following cold stress of either type. At the same 
time, inhibited IFNγ production was revealed after the both stress regimens. In the animals subjected to cooling 
for 60 min, a decrease in IL-12 production was also detected. In addition, the 60-min stress led to a pronounced 
and persistently increased production of oxygen radicals, which may exert negative effects on the development 
of immune responses. Hence, the acute cold stress led to inhibition of the production of cytokines related to 
the T cell immune response.

Keywords: cold stress, IL-4, IL-12, IFNγ, splenocytes, macrophages, reactive oxygen species, antibody secretion

Работа выполнена в рамках государственно-
го задания, номер государственной регистрации 
темы  № АААА-А19-119112290007-7.

Введение
Двунаправленные нейроиммунные взаимо-

действия оказывают выраженное влияние на ре-
акции врожденного и адаптивного иммунитета, 
в том числе антителогенез, цитолитическую ак-
тивность и пролиферацию лимфоцитов, продук-
цию про- и противовоспалительных цитокинов, 
тем самым поддерживая постоянство внутренней 
среды организма. Изменение гормонального ба-
ланса при стрессе преимущественно приводит к 
подавлению иммунных реакций, последствиями 
которого являются увеличение восприимчиво-
сти организма к инфекциям, усиление онкоге-
неза, обострение аутоиммунных состояний [9]. 
Интересным является тот факт, что некоторые 

виды стрессов и умеренные физические нагруз-
ки могут усиливать иммунный ответ [6]. Холо-
довой стресс является одной из форм стресса и 
индуцируется действием низкой температуры 
окружающей среды (воздух, вода). Показано, что 
Т-клеточное звено иммунитета как при остром, 
так и при хроническом холодовом стрессе мо-
жет активироваться, а продукция IFNγ – воз-
растать. По одним данным концентрация IFNγ в 
сыворотке крови при остром холодовом стрессе 
повышалась, тогда как при хроническом – сни-
жалась [13]. По данным других авторов, холодо-
вой стресс приводил к повышению продукции 
IFNγ спленоцитами мыши независимо от типа 
стимуляции [5] или продолжительности воздей-
ствия [14]. Ранее нами было показано, что холо-
довой стресс оказывает выраженное действие на 
реакции врожденного иммунитета, в частности 
усиливает секрецию IL-10, модулирует продук-
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цию активных форм кислорода, но не влияет на 
продукцию провоспалительных цитокинов IL- 1Δ 
и TNFα [3]. В настоящей работе мы оценили 
влияние острого холодового стресса на показате-
ли адаптивного иммунитета: антителогенез, про-
дукцию спленоцитами мыши IL-2, IL-4, IFNγ, а 
также на продукцию IL-12 и кислородных ради-
калов перитонеальными макрофагами с учетом 
временной динамики.

Материалы и методы
Эксперимент выполнен на белых мышах сам-

цах массой тела 20-22 г. Животные содержались в 
условиях лабораторного вивария, при естествен-
ном освещении, неограниченном доступе к воде 
и кормам. Эксперименты проведены в соответ-
ствии с этическими нормами и рекомендациями 
по гуманизации работы с лабораторными живот-
ными, отраженными в «Европейской конвенции 
по защите позвоночных животных, используе-
мых для экспериментальных и других научных 
целей» (Страсбург, 1986).

Мыши подвергались острому переохлажде-
нию при -20 °С в течение 10 или 60 мин. Все 
животные были разбиты на следующие группы: 
1-я – контрольная, 2-я – холодовой стресс 10 
мин, 3-я – холодовой стресс 60 мин. Одну поло-
вину животных через 1 ч после окончания экс-
периментальных воздействий внутрибрюшинно 
сенсибилизировали эритроцитами барана (108 
клеток в 0,2 мл в 0,9% NaCl). На 5-е сутки оцени-
вали в селезенке число антителообразующих кле-
ток (АОК) методом локального гемолиза в геле 
агарозы [8]. Вторую половину мышей – через 1 
и 6 ч после окончания стрессорного воздействия 
выводили из эксперимента методом декапитации 
под эфирным наркозом, выделяли селезенку и 
клетки перитонеальной полости.

Для определения продукции цитокинов спле-
ноциты культивировали в среде RPMI 1640 с до-
бавлением 10% инактивированной фетальной 
сыворотки, 100 ЕД/мл гентамицина, в 24-луноч-
ных планшетах содержащих 2,5 × 106кл/мл. В ка-
честве индуктора использовали конканавалин А 
(КонА, Sigma; 20 мкг/мл). Супернатанты 12 ч 
(IL-12p70) и 48 ч (IL-2, IL-4, IFNγ) культур соби-
рали в пробирки «Эппендорфф», замораживали 
и хранили при -20 °С. Определение концентра-
ции цитокинов в супернатантах проводили с ис-
пользованием иммуноферментных тест-систем 
(R&D, США). 

Оценку продукции активных форм кислорода 
(АФК) перитонеальными макрофагами осущест-
вляли с использованием реакции люминолзави-
симой хемилюминесценции (ЛЗХЛ). Реакцию 
проводили в 96-луночных плоскодонных план-
шетах, каждая лунка содержала 105 клеток в 

100 мкл раствора Хенкса. В качестве индуктора 
ЛЗХЛ использовали опсонизированный зимозан 
в концентрации 150 мкг/мл. В качестве марке-
ра выраженности реакции ЛХЗЛ использовался 
люминол 10-5М (Sigma). Регистрация результатов 
проводилась в течение часа с интервалом в 5 мин 
с помощью многофункционального спектрофо-
тометра TECAN (Австрия).

Статистическая обработка результатов прове-
дена с использованием непарного однофактор-
ного дисперсионного анализа и LSD-критерия 
для межгруппового сравнения. Все данные на 
рисунках представлены в виде средней и ее стан-
дартной ошибки (M±m).

Результаты и обсуждение
Установлено, что через 1 ч после окончания 

10 и 60 мин холодовой стресс не оказывал стати-
стически значимого влияния на антителогенез, 
спонтанную и стимулированную продукцию IL-4 
спленоцитами. Стимулированная продукция 
IL-2 на фоне 10-минутного стресса также не из-
менялась, а на фоне 60-минутного стресса – уг-
неталась. В культурах нестимулированных клеток 
IL-2 не детектировался (табл. 1). 

Выраженный эффект двух вариантов острого 
холодового стресса был выявлен в отношении 
продукции IFNγ. Как видно из рисунка 1, обе 
экспериментальные модели угнетали спонтан-
ную продукцию IFNγ через 1 ч после оконча-
ния действия стресса, через 6 ч – интенсивность 
спонтанной продукции IFNγ у стрессированных 
животных статистически значимо не отлича-
лась от контрольной группы. В стимулирован-
ных культурах угнетающее влияние на секрецию 
IFNγ было зарегистрировано у животных, под-
вергнутых 60-минутному стрессу как через 1  ч, 
так и через 6 ч после воздействия. 10-минутный 
стресс через 6 ч на стимулированную продукцию 
цитокина значимого влияния не оказывал, одна-
ко можно отметить имеющую место выраженную 
тенденцию к угнетению данного показателя.

В дальнейшем мы оценили влияние стресса 
на продукцию спленоцитами IL-12, который, как 
известно, направляет дифференцировку Т-хел-
перов в направлении Th1-клеток и индуцирует 
продукцию IFNγ. В спонтанных культурах IL-12 
не детектировался, однако в стимулированных 
КонА культурах продукция IL-12 на фоне 60-ми-
нутного стресса статистически значимо снижа-
лась как через 1 ч, так и через 6 ч после окончания 
стрессорного воздействия, 10-минутный стресс 
на секрецию IL-12 не влиял. 

Учитывая, что продуцентами IL-12 являются 
клетки моноцитарно-макрофагального ряда, до-
полнительно мы оценили продукцию активных 
форм кислорода макрофагами перитонеальной 
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ТАБЛИЦА 1. ВЛИЯНИЕ ХОЛОДОВОГО СТРЕССА НА КОЛИЧЕСТВО АОК В СЕЛЕЗЕНКЕ И ПРОДУКЦИЮ 
СПЛЕНОЦИТАМИ IL-2 И IL-4
TABLE 1. EFFECT OF COLD STRESS ON THE NUMBER OF PFC IN THE SPLEEN AND SPLENOCYTE PRODUCTION OF IL-2 
AND IL-4

Воздействие
Experimental impact

Log10АОК/орган
Log10PFC/spleen

IL-2 (пг/мл)
IL-2 (pg/ml)

IL-4 (пг/мл)
IL-4 (pg/ml)

Спонтанная
Spontaneous

КонА
ConA

Спонтанная
Spontaneous

Кон А
Con A

Контроль
Control

4,43±0,14 
(n = 12)

0
(n = 18)

301,58±55,05
(n = 18)

0,84±0,34
(n = 19)

33,60±8,97
(n = 19)

Стресс 10 мин
Stress 10 min

4,58±0,18 
(n = 6)

0
(n = 11)

287,75±32,90
(n = 11)

0,97±0,79
(n = 9)

39,88±9,15
(n = 9)

Стесс 60 мин
Stess 60 min

4,07±0,26 
(n = 10)

0
(n = 10)

154,84±29,23*
(n = 10)

2,34±1,29
(n = 10)

31,91±8,27
(n = 10)

Примечание: * – p < 0,05 по стравнению с контролем.
Note. *, p < 0.05 to control.

Рисунок 1. Влияние холодового стресса на спонтанную и стимулированную продукцию IFNγγ (А) 
и стимулированную продукцию IL-12 (Б) спленоцитами мыши in vivo через 1 и через 6 ч после окончания 
воздействия
Примечание. По оси абсцисс: 1 – контроль, 2 – стресс 10 мин, 3 – стресс 60 мин. * – p < 0,05 по отношению к контролю. n = 9 
в каждой выборке.
Figure 1. Cold stress effect on spontaneous and stimulated production of IFNγ (A) and stimulated production of IL-12 (B) by mouse 
splenocytes in vivo after 1 and 6 hours stress
Note. On axis x: 1, control; 2, stress 10 min; 3, stress 60 min. *, p < 0.05 to control. n = 9 in each sample.
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стимулированную продукцию АФК не выявлено, 
однако у мышей, подвергнутых 60-минутному 
стрессу, повышенная секреция АФК сохранялась.

Таким образом, острый холодовой стресс при-
водил к угнетению продукции спленоцитами ци-
токинов Т-клеточного звена иммунитета, кото-
рое сохранялось в течение 6 ч после окончания 
действия стресса. Ранее было показано, что при 
остром холодовом стрессе на уровне транскрип-
ции происходит увеличение экспрессии мРНК к 
большому количеству цитокинов [6], в том числе 
к IL-2, IL-4, IFNγ. Однако, как показывают полу-
ченные данные, спонтанная и стимулированная 
секреция клетками селезенки IFNγ, даже при не-
продолжительном холодовом стрессе, снижается, 
что в свою очередь согласуется с результатами, 
полученными другой исследовательской груп-
пой [4]. При этом, несмотря на изменение продук-
ции отдельных цитокинов, в общем адаптивный 
иммунитет слабо реагировал на холодовой стресс, 
не менялся такой интегральный показатель как 
количество АОК, не изменялась динамики се-
креции IL-4. Если провести параллели с другими 
моделями стресса, то, например, 60-минутный 
ротационный стресс выражено модулировал про-
лиферацию спленоцитов и образование АОК в 
селезенке [1]. При этом уровни кортикостерона в 
периферической крови у холодовой и ротацион-

ной модели были сопоставимо высокими [2, 3]. 
Однако не только гормоны коры надпочечников 
могут быть ответственны за подавление функци-
ональной активности клеток иммунной системы. 
Иммуносупрессия при холодовом стрессе также 
может быть связана и с продукцией макрофагами 
активных форм кислорода. Есть данные, указыва-
ющие на негативное влияние кислородных ради-
калов на иммунный ответ [10, 11]. Как видно из 
полученных нами результатов, наиболее сильное 
супрессорное влияние на продукцию IL-2, IFNγ 
и IL-12 выявлено у 60-минутного стресса, эта же 
модель приводила к выраженному и стойкому 
увеличению продукции кислородных радикалов. 
Анализ временной динамики изменения пока-
зателей выявил более выраженное и длительное 
действие 60 мин воздействия, эффекты которого 
сохранялись через 6 ч после стресса. Влияние 10 
мин стресса носило более кратковременный ха-
рактер и через 6 ч после окончания стресса прак-
тически нивелировалось. 

Заключение
Подводя общий итог, можно сказать, что 

острый холодовой стресс угнетает продукцию 
цитокинов, ответственных за процесс Th1-
поляризации Т-клеток и, как следствие, тормо-
зит реакции клеточного звена иммунитета.

Рисунок 2. Влияние холодового стресса на спонтанную и стимулированную продукцию АФК через 1 (А) и через  
6 ч (Б) после окончания воздействия
Примечание. ● – контроль; ■ – стресс 10 мин; ▲ – стресс 60 мин. * – p < 0,05 по отношению к контролю. n = 9 в каждой выборке.
Figure 2. Cold stress effect on spontaneous and stimulated ROS production after 1 (A) and 6 hours (B) stress
Note. ●, control; ■, stress 10 min; ▲, stress 60 min. *, p < 0.05 to control. n = 9 in each sample.
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ИССЛЕДОВАНИЕ АССОЦИАЦИИ ПОЛИМОРФИЗМА 
Arg753Gln (rs574308) ГЕНА TOLL-ПОДОБНОГО РЕЦЕПТОРА 
2 (TLR2) С РИСКОМ РАЗВИТИЯ САРКОИДОЗА ЛЕГКИХ  
(НА ПРИМЕРЕ ЖИТЕЛЕЙ КАРЕЛИИ)
Малышева И.Е.1, Топчиева Л.В.1, Тихонович Э.Л.2
1 Институт биологии – обособленное подразделение ФГБУН «Федеральный исследовательский центр 
“Карельский научный центр Российской академии наук”», г. Петрозаводск, Россия  
2 ГБУЗ «Республиканская больница имени В.А. Баранова», г. Петрозаводск, Россия

Резюме. Генетические факторы играют важную роль в развитии и прогрессировании многих пато-
логий, к числу которых относится саркоидоз легких. Это системное воспалительное гранулематозное 
заболевание неизвестной этиологии, характеризующееся образованием в пораженных тканях эпи-
телиоидноклеточных гранулем. Интенсивность развития воспалительного ответа может зависеть от 
многих факторов, в том числе от генетического фона организма. Генетический фон может определять 
не только восприимчивость людей к возникновению саркоидоза легких, но также клинические ха-
рактеристики протекания данного заболевания и силу развития воспалительных реакций со стороны 
иммунной системы. В числе генетических факторов может выступать аллельный полиморфизм ге-
нов. У носителей определенных аллельных вариаций генов можно наблюдать либо увеличение, либо 
уменьшение продукции провоспалительных факторов. Среди генов-кандидатов, чьи продукты могут 
быть вовлечены в восприимчивость людей к формированию гранулемы – гены, кодирующие Toll-
подобные рецепторы (Toll-like receptors, TLRs). Сведения о связи носительства аллельных вариаций 
указанных генов с восприимчивостью к саркоидозу легких, а также вклад полиморфных вариантов 
этих генов в развитие, прогрессирование и терапию данного заболевания еще весьма малочисленны 
и зачастую противоречивы.

Цель исследования заключалась в изучении связи полиморфизма Arg753Gln (rs574308) гена Toll-
подобного рецептора 2 (TLR2) с риском развития саркоидоза легких.

Обследовано 253 человека (122 больных русской национальности (проживающих в Республике Ка-
релия)) с диагнозом «морфологически верифицированный саркоидоз с поражением легких» (ср. воз-
раст – 41,00±12,56 года) и 131 здоровый донор (контрольная группа) (ср. возраст – 44,00±14,23 года). 
Исследовано распределение аллелей и генотипов по полиморфному маркеру Arg753Gln (rs574308) 
гена TLR2 в группе больных саркоидозом легких и в группе здоровых доноров. Идентификацию алле-
лей данного полиморфного маркера проводили методом полимеразной цепной реакции с последую-
щим анализом длин рестрикционных фрагментов (ПЦР-ПДРФ метод).

Статистически значимых различий в распределении частот аллелей и генотипов полиморфному 
маркеру Arg753Gln (rs574308) гена TLR2 между контрольной группой и группой больных саркоидо-
зом легких не выявлено: χ2 = 2,0, df = 1, p = 0,158 и χ2 = 2,19, df = 2, p = 0,140 соответственно.

Полиморфный маркер Arg753Gln (rs574308) гена Toll-подобного рецептора 2 не связан с риском 
развития саркоидоза легких у русского населения Республики Карелия.

Ключевые слова: саркоидоз легких, Toll-подобные рецепторы, ген TLR2, генетический полиморфизм, rs574308, ассоциация
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ASSOCIATION BETWEEN Arg753Gln (rs574308) 
POLYMORPHISM OF THE TOLL-LIKE RECEPTOR 2 (TLR2) 
GENE AND THE RISK OF PULMONARY SARCOIDOSIS AMONG 
THE RESIDENTS OF KARELIA
Malysheva I.E.a, Topchieva L.V.a, Tikhonovich E.L.b
a Institute of Biology, Karelian Research Centre, Russian Academy of Sciences, Petrozavodsk, Russian Federation  
b V. Baranov Republican Hospital, Petrozavodsk, Russian Federation

Abstract. Genetic factors play an important role in the development and progression of many disorders 
including lung sarcoidosis which is a systemic inflammatory granulomatous disease of unknown etiology, 
characterized by the formation of epithelioid cell granules in affected tissues. Intensity of the developing 
inflammation may partially depend on genetic factors which may influence both susceptibility to lung 
sarcoidosis, and also clinical course of the disease and the degree of inflammatory response from the immune 
system. Allelic polymorphism of distinct genes is therefore worth of study. In the carriers of certain allele 
variants, one may observe either increase, or a decreased production of pro-inflammatory factors. Among the 
candidate factors involved in higher susceptibility of humans, one may consider Toll-like receptors (TLRS) 
which may contribute to formation of granulomas. Relevant data concerning association between the allele 
variants of these genes and susceptibility to lung sarcoidosis, and its clinical course are still quite limited and 
contradictory. The aim of the present study was to analyze the association between the Arg753Gln (rs574308) 
polymorphism of the Toll-like receptor 2 (TLR2) gene and the risk of developing pulmonary sarcoidosis. 

A total of 253 persons were under study including 122 patients diagnosed with morphologically verified 
sarcoidosis with lung involvement (average age, 41.00±12.56 years), and 131 healthy donors comprising a 
control group (average age, 44.00±14.23 years). The distribution of alleles and genotypes for the Arg753Gln 
(rs574308) polymorphic TLR2 gene marker was studied in the groups of patients with pulmonary sarcoidosis 
and healthy donors. The test alleles of this polymorphic marker were typed by means of PCR technique followed 
by length analysis restriction fragments (PCR-RFLP method). 

There were no statistically significant differences in the distribution of allele and genotype frequencies for 
the polymorphic marker Arg753Gln (rs574308) of the TLR2 gene between the control group and the group of 
patients with pulmonary sarcoidosis: χ2 = 2.0, df = 1, p = 0.158 and χ2 = 2.19, df = 2, p = 0.140, respectively. 

The polymorphic marker Arg753Gln (rs574308) of Toll-like receptor 2 gene is not associated with the risk 
of developing pulmonary sarcoidosis among ethnic Russians of the Republic of Karelia.

Keywords: pulmonary sarcoidosis, Toll-like receptors, TLR2 gene, genetic polymorphism, rs574308, association

Финансовое обеспечение исследований осу-
ществлялось из средств федерального бюджета на 
выполнение государственного задания Карель-
ского научного центра Российской академии наук 
(тема: FMEN-2022-0009; № г. р. 122031100064-4).

Введение
Саркоидоз легких (болезнь Бенье–Бека–Ша-

умана) относится к системным воспалительным 
заболеваниям, характеризующимся образованием 
эпителиоидно-клеточных гранулем с преимуще-
ственным поражением легких и внутригрудных 
лимфатических узлов [1]. Принято считать, что 
развитие воспаления и образование гранулем при 
саркоидозе возникает в ответ на воздействие неу-
становленного этиологического фактора у генети-
чески восприимчивых людей [4]. В качестве при-
чин развития саркоидоза легких могут выступать 
бактериальные антигены (например присутствие 
микобактерий, пропионобактерии и др.). В иссле-
довании некоторых авторов показано, что в крови 
некоторых больных с саркоидозом выявлены ан-
титела к микобактериальным антигенам [5].

Среди генов-кандидатов, чьи продукты могут 
быть вовлечены в генетическую предрасполо-
женность к саркоидозу легких, – гены, кодирую-
щие Toll-подобные рецепторы (Toll-like receptors, 
TLRs). Указанные рецепторы играют важную 
роль в распознавании лигандов молекул микро-
организмов, а также эндогенных молекул, кото-
рые образуются при патологических процессах в 
различных тканях [8]. Имеющиеся в литературе 
данные о роли аллельного полиморфизма генов 
Toll-подобных рецепторов, в частности TLR2, в 
патогенезе саркоидоза противоречивы и мало из-
учены. Так, в исследовании Veltkamp и соавт. по-
казано, что полиморфный маркер -16934 A/T в 
промоторной области гена TLR2 ассоциирован с 
саркоидозом. Носительство аллельных вариантов 
по указанному полиморфному маркеру связано c 
клиническими особенностями течения данного 
заболевания [11]. Эффективность распознава-
ния патоген-ассоциированных и молекулярных 
паттернов клеточного повреждения и проведе-
ния сигнала на эффекторные системы иммунных 
клеток во многом зависит от функциональных 
особенностей рецепторов, которые, в свою оче-
редь, могут определяться наличием мутаций в 
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разных областях кодирующих их генов. Так, заме-
на аргинина на глицин в позиции 753 аминокис-
лотной последовательности белка Toll-подобного 
рецептора 2 Arg753Gln (rs5743708) приводит к из-
менению его электростатического потенциала и 
конформационным изменениям и, в конечном 
итоге, к изменению силы проведения сигнала от 
рецептора [13]. Эта мутация ассоциирована с по-
вышенным риском развития ряда заболеваний, 
например таких как инфекционный эндокардит, 
туберкулез, астма, атопический дерматит и др. [3, 
6, 7, 12, 14]. Сведения о влиянии полиморфного 
маркера Arg753Gln (rs5743708) гена TLR2 на риск 
развития саркоидоза легких отсутствуют. В на-
стоящей работе мы провели исследование по из-
учению связи полиморфного маркера Arg753Gln 
(rs5743708) гена Toll-подобного рецептора 2 с ри-
ском развития саркоидоза легких у русского на-
селения Республики Карелия. 

Материалы и методы
Обследовано 253 человека (122 пациента рус-

ской национальности (проживающих в Республи-
ке Карелия)) с диагнозом «морфологически вери-
фицированный саркоидоз с поражением легких» 
(ср. возраст – 41,00±12,56 года) и 131 здоровый 
донор (контроль) (ср. возраст – 44,00±14,23 года). 
Саркоидоз диагностировался в соответствии с 
критериями на основе клинико-рентгенологиче-
ских и лабораторных изменений, соответствовал 
консенсусу Всемирной ассоциации саркоидоза 
и других гранулематозных заболеваний 1999 г. и 
национальным клиническим рекомендациям [2]. 
Образцы венозной крови использовали в качестве 
материала для исследования. До проведения ис-
следования информированное добровольное со-
гласие было получено от всех пациентов. Работа 
одобрена комитетом по медицинской этике ГБУЗ 
«Республиканская больница им. В.А. Баранова» 
протокол № 96 от 11.07.2017.

Для выделения геномной ДНК из лейкоци-
тов периферической крови (ЛПК) использовали 
наборы Analytikjena (Германия). Полимеразную 
цепную реакцию (ПЦР) проводили на прибо-

ре iCycler iQ5 («Био-Рад», США). ПЦР-ПДРФ-
анализ применяли для генотипирования по по-
лиморфному локусу rs574308 гена TLR2. Сиквенс 
праймеров указан в работе [10]. ПЦР-продукты 
обрабатывали эндонуклеазой рестрикции MspI 
(1 ед.а.) («Сибэнзим», Россия) в течение 3 часов 
при 37 °С. Фрагменты рестрикции разделяли в 
8%-ном полиакриламидном геле, окрашивали 
1%-ным раствором бромистого этидия и визуа-
лизировали в проходящем УФ-свете. 

Для статистической обработки результатов 
исследования использовали пакет программ 
StatGraphics Centurion XVI. Для определения до-
стоверности различий частот аллелей и геноти-
пов в исследуемых группах применяли критерий 
χ2. Различия считали значимыми при p < 0,05. 
Данные по возрасту представлены как: медиана 
(Me) и межквартильный интервал (interquartile 
range – IQR).

Исследования выполнены на научном обору-
довании Центра коллективного пользования Фе-
дерального исследовательского центра «Карель-
ский научный центр Российской академии наук».

Результаты и обсуждение
Распределение частот генотипов по поли-

морфному маркеру rs574308гена TLR2 в группе 
больных саркоидозом и в контрольной группе 
соответствовало ожидаемому, согласно закону 
Харди–Вайнберга (χ2 = 0,50, df = 2, p = 0,780 и 
χ2 = 1,44, df = 2, p = 0,486 соответственно). Ча-
стота встречаемости аллелей и генотипов иссле-
дуемого полиморфного маркера гена TLR2 была 
аналогичной популяциям европейских стран [9]. 
Между контрольной группой и исследуемой 
группой больных не установлено статистически 
значимых различий в распределении частот ал-
лелей и генотипов по полиморфному маркеру 
rs574308 гена TLR2 (табл. 1).

Как было отмечено ранее, полиморфный мар-
кер Arg753Gln (rs5743708) гена Toll-подобного 
рецептора 2 ассоциирован с риском развития 

ТАБЛИЦА 1. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ЧАСТОТ АЛЛЕЛЕЙ И ГЕНОТИПОВ ПОЛИМОРФНОГО МАРКЕРА Arg753Gln (rs5743708) 
ГЕНА TOLL-ПОДОБНОГО РЕЦЕПТОРА 2 В КОНТРОЛЬНОЙ ГРУППЕ И В ГРУППЕ БОЛЬНЫХ САРКОИДОЗОМ ЛЕГКИХ
TABLE 1. DISTRIBUTION OF ALLELE AND GENOTYPE FREQUENCIES OF THE Arg753Gln (rs5743708) POLYMORPHIC 
MARKER OF THE TOLL-LIKE RECEPTOR 2 GENE IN THE CONTROL GROUP AND IN THE GROUP OF PATIENTS WITH 
PULMONARY SARCOIDOSIS

Показатель
Indicator

Контрольная группа
Control group (n = 131)

Больные саркоидозом легких
Patients with pulmonary sarcoidosis 

(n = 122)

Критерий χ2

Criterion χ2

Аллели
Alleles

G 237 (0,905) 229 (0,939) 2,0 (df = 1, 
p = 0,158)A 25 (0,095) 15 (0,061)

Генотипы
Genotypes

GG 106 (0,809) 107 (0,877)
2,19 (df = 2,
p = 0,140)GA 25 (0,190) 15 (0,123)

AA 0 0

Примечание. n – число обследованных лиц. Данные представлены в виде абсолютных значений (относительная частота).
Note. n is the number of examined persons. Data are presented as absolute values (relative frequency).
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ряда патологий. Указанная мутация в гене TLR2, 
в позиции 2258 G/A, приводит к изменению ами-
нокислотной последовательности белка TLR2. 
В позиции 753 происходит замена аргинина (Arg) 
на глутамин (Gln) вTIR-домене (внутриклеточ-
ная часть молекулы белка). Это может привести 
к изменению электростатического потенциала 
белковой молекулы и/или конформационным 
изменениям. В результате чего наблюдается на-
рушение процесса гетеродимеризации TLR2 с 
TLR6, фосфорилирование тирозина, и рекрути-
рование адаптерных белков MyD88 и Mal, что 
влияет на передачу сигнала от Toll-подобного 

рецептора 2 на NF-kB (nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells, NF-kB) [13, 15].

Таким образом, полиморфный маркер 
Arg753Gln (rs5743708) гена Toll-подобного рецеп-
тора 2 не связан с риском развития саркоидоза 
легких у русского населения Республики Карелия.

Заключение
В настоящем исследовании не установлена 

ассоциация полиморфизма гена Toll-подобного 
рецептора 2 (rs574308) с риском развития сарко-
идоза лёгких у русского населения Республики 
Карелия.
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ВНЕКЛЕТОЧНАЯ ДНК В КРОВИ КАК ПОКАЗАТЕЛЬ 
ВОСПАЛИТЕЛЬНОЙ РЕАКЦИИ IN VIVO
Демченко Е.Н., Гаврилова Е.Д., Гойман Е.В., Вольский Н.Н., 
Колесникова О.П., Козлов В.А.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия

Резюме. Повышенная концентрация внеклеточной ДНК (внДНК) в циркулирующей крови чело-
века и животных является признаком воспалительных состояний и отличительной характеристикой 
различных патофизиологических процессов, протекающих в организме. Цель – исследовать возмож-
ную роль фактора некроза опухоли (TNFα) в изменениях содержания внДНК периферической крови 
в ответ на экспериментально созданную ситуацию системного воспаления. В работе использовали 
40 самок мышей-гибридов (C57Bl/6xDBA/2)F1 в возрасте 6-8 недель. Концентрацию внДНК, и ее 
отдельных фракций, определяли с помощью флуоресцентного красителя PicoGreen. Динамику вос-
палительного процесса оценивали через 4, 8, 11 и 24 часа после введения LPS. 

Показан значимый рост уровня внДНК плазмы крови при одновременном падении уровня 
внДНК связанной с поверхностью клеток под действием липополисахарида Е. coli (LPS). Отно-
шение количества внДНК, связанной с поверхностью клеток, к суммарной внДНК дозозависимо 
снижается уже через 4 часа после введения животным LPS, что позволяет считать это соотношение 
характерным признаком нетоза нейтрофильных гранулоцитов при развитии острого воспаления. 
При одновременном введении с LPS рекомбинантного белка, нейтрализующего действие TNFα, 
описанные эффекты существенно подавляются, в то время как увеличенное поступление нейтро-
филов в ткани определяются неким иным фактором, прямо не связанным с продукцией этого ци-
токина.

На основании полученных данных предлагается гипотеза о том, что индукция нетоза воспалитель-
ными стимулами вызывает увеличение концентрации внДНК в плазме крови не только за счет вновь 
возникающей при нетозе нейтрофилов экстрацеллюлярной ДНК, но и вследствие освобождения, под 
действием выделяющихся при нетозе протеаз, той фракции внДНК, которая ранее была прочно свя-
зана с мембранами клеток во всех тканях организма. 

Ключевые слова: внеклеточная ДНК, воспаление, нетоз, LPS, TNF-связывающий белок
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EXTRACELLULAR DNA IN BLOOD: AN INDEX OF IN VIVO 
INFLAMMATORY RESPONSE 
Demchenko E.N., Gavrilova E.D., Goiman E.V., Volsky N.N., 
Kolesnikova O.P., Kozlov V.A.
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. Increased concentration of cell-free DNA (cfDNA) in the circulating blood of humans and 
animals is a sign of inflammatory conditions and a distinctive characteristic of various pathophysiological 
processes in the body. The aim of the present study was to investigate the possible role of tumor necrosis factor 
(TNFα) in changes of cfDNA contents in peripheral blood as a response to experimentally induced systemic 
inflammation. 

We used 40 female hybrid mice (C57Bl/6xDBA/2) F1 at the age of 6-8 weeks. The concentration of cfDNA 
and its individual fractions was determined using a PicoGreen fluorescent dye. The dynamics of inflammatory 
process was evaluated after 4, 8, 11 and 24 hours following LPS injection. A significant increase in the blood 
plasma cfDNA levels was shown under the action of E. coli lipopolysaccharide (LPS), along with simultaneous 
decreased levels of cfDNA, associated with cell surface. The ratio of cell surface-bound cfDNA to the total 
cfDNA contents was reduced in dose-dependent manner as early as 4 hours after LPS injection to the animals, 
thus allowing us to consider this ratio a characteristic sign of netosis of neutrophilic granulocytes during the 
development of acute inflammation. The described effects are significantly suppressed with co-injection of 
recombinant TNFα neutralizing protein along with LPS, whereas increased intake of neutrophils in the tissues 
is determined by some other factors which are not directly related to the production of this cytokine. 

Based on the obtained data, we proposed a following hypothesis: induction of netosis by inflammatory 
stimuli causes an increase in the concentration of cfDNA in blood plasma not only due to de novo emerging 
extracellular DNA by neutrophil netosis, but also by the release of distinct cfDNA fraction that was previously 
firmly bound to cell membranes in multiple body tissues under the action of proteases released during netosis.

Keywords: extracellular DNA, inflammation, netosis, LPS, TNFα binding protein

Исследование выполнено за счет средств фе-
дерального бюджета для выполнения государ-
ственного задания на научно-исследовательские 
работы «Молекулярно-генетические и эпигене-
тические механизмы регуляции иммунного от-
вета в норме и патологии» (РК № 01201356997) 
и «Изучение иммунопатогенеза фенотипов со-
циально значимых заболеваний человека и по-
лиморбидности как основа для разработки новых 
методов персонифицированной диагностики и 
лечения» (РК № 122012000366-9).

Введение
На основании исследований последних деся-

тилетий было сформировано устойчивое пред-
ставление о том, что концентрация внеклеточной 
ДНК (внДНК) в циркулирующей крови человека 
и животных может быть использована как пока-
затель динамики различных патофизиологиче-
ских процессов, протекающих в организме. Так, в 
частности, было обнаружено, что ее содержание 
в плазме и на поверхности клеток крови суще-
ственно изменяется у пациентов с различными 

видами опухолей [1, 5], при сепсисе [9], при забо-
леваниях, обусловленных нарушениями деятель-
ности иммунной системы [1], при инфаркте ми-
окарда [3] и при развитии других патологических 
состояний. Нами было показано, что у мышей с 
хронической реакцией «трансплантат против хо-
зяина» динамика содержания внДНК в плазме 
крови может служить прогностическим показа-
телем, оценивающим вероятность развития того 
или иного варианта иммунопатологии [2]. 

Важным источником поступающей в кровь 
внДНК предполагается процесс так называе-
мого «нетоза» нейтрофильных лейкоцитов [9], 
который резко увеличивается под влиянием 
воспалительных стимулов и заключается в перме-
абилизации клеточных мембран с выходом ядер-
ного материала и содержимого гранул за пределы 
клетки с формированием специфической «сети», 
образованной нитями хроматина в комплексе 
с разнообразными белками, в том числе гидро-
литическими ферментами. Такая сеть способна 
адсорбировать на своих нитях бактериальные 
частицы, обездвиживая их и вызывая их лизис, 
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так что нетоз играет роль одного из врожден-
ных механизмов неспецифического иммуните-
та. Показано [11], что при индукции у животных 
воспалительной реакции повышение уровней 
внДНК в плазме крови развивается параллельно 
увеличению концентрации миелопероксидазы, 
специфичной для нейтрофильных лейкоцитов, 
свидетельствуя, что значительная часть реги-
стрируемой в плазме крови внДНК появляется в 
результате массового нетоза нейтрофилов. Ранее 
полученные нами данные [2] также указывают, 
что показатели активации нейтрофильного звена 
неспецифического иммунитета увеличиваются 
совместно с нарастанием в плазме крови концен-
трации внДНК.

Однако конкретные патофизиологические 
механизмы, обусловливающие изменения кон-
центрации внДНК в крови при системной воспа-
лительной реакции и связывающие этот параметр 
с другими показателями нейтрофильного отве-
та на провоспалительные агенты, изучены еще 
далеко не полностью. Целью настоящей работы 
было исследование возможной роли фактора не-
кроза опухоли (TNFα) в изменениях содержания 
внДНК периферической крови в ответ на экс-
периментально созданную ситуацию системного 
воспаления. В качестве воспалительного стимула 
был выбран липополисахарид Е. coli (LPS) в дозе, 
вызывающей достаточно выраженную, но крат-
кую воспалительную реакцию организма, а роль 
TNFα оценивалась с помощью параллельного 
введения экспериментальной группе мышей бел-
ка, нейтрализующего эффекты TNFα за счет на-
личия в своем составе TNFα-связывающего до-
мена белка CRMB вируса натуральной оспы [4].

Полученные результаты свидетельствуют о 
разнонаправленном влиянии индуктора воспале-
ния на содержание различных фракций внДНК 
в циркулирующей крови и о существенном уча-
стии TNFα в этом процессе, что позволяет сфор-
мулировать некоторые нетривиальные предпо-
ложения о механизме увеличения концентрации 
внДНК в плазме крови при воспалительных ре-
акциях и о роли в этом нетоза нейтрофильных 
лейкоцитов.

Материалы и методы
В работе использовали самок мышей-гибри-

дов (C57Bl/6xDBA/2)F1 в возрасте 6-8 недель, по-
лученных из экспериментально-биологической 
клиники лабораторных животных НИИФКИ. 
Животных содержали в стандартных условиях 
вивария в соответствии с правилами, принятыми 
Европейской конвенцией по защите животных, 
используемых для экспериментальных целей 
(Страсбург, 1986). Исследование одобрено эти-

ческим комитетом НИИФКИ (протокол № 92 от 
10.11.2015 г.)

Животным экспериментальных групп одно-
кратно в/б вводили LPS E. coli штамма 111:B4 
(Sigma, США) в дозах 10 нг/мышь, 1 мкг/мышь 
и 100 мкг/мышь, животным контрольных групп 
вводился соответствующий объем PBS. В одной 
из групп мышам за 30 мин до инъекции LPS вво-
дили TNFα-связывающий белок (anti-TNF) в 
дозе 10 нг/мышь. У всех животных до введения 
LPS (нулевая точка) было определено количе-
ство лейкоцитов в крови, а также концентрация 
внДНК в плазме крови и внДНК, связанной с 
цитоплазматическими мембранами клеток кро-
ви. Динамику воспалительного ответа оценивали 
через 4, 8, 11, 24 часа после введения LPS по тем 
же параметрам. 

Выделение и количественное определение 
внДНК проводили согласно методике [10]. Кровь 
из хвостовой вены животных собирали в пробир-
ки, содержащие 3 × PBS (PBS-10 мМ фосфат-
ный буфер рH 7,4, 0,15 М NaCl) и 15 mМ ЭДТА 
в качестве антикоагулянта. Плазму отделяли цен-
трифугированием при 400 g в течение 20 мин. К 
осажденным клеткам добавляли девятикратный 
объем PBS с 5 mM ЭДТА, супернатант отделяли 
центрифугированием при 400 g в течение 20 мин. 
Для определения внДНК, связанной с клеточ-
ной поверхностью, клетки инкубировали 5 мин 
с 0,25% раствором трипсина, реакцию останав-
ливали добавлением ингибитора трипсина из со-
евых бобов (Sigma, США) и центрифугировани-
ем отделяли супернатант, содержащий внДНК. 
Выделение ДНК из полученных фракций прово-
дили на колонках компании «БиоСилика» (г. Но-
восибирск) согласно прилагаемой инструкции. 
Определение ДНК проводили с помощью флю-
оресцентного красителя PicoGreen (Invitrogen, 
США). ДНК рассчитывалась по калибровочной 
кривой, построенной для известных концентра-
ций стандартной двухцепочечной λ ДНК. 

Статистическую обработку результатов прово-
дили, используя тест Манна–Уитни и ранговый 
коэффициент корреляции Спирмена, с помощью 
программы Statistica 6.0. Данные представлены в 
виде средних значений для каждой из экспери-
ментальных групп животных. Различия считали 
статистически значимыми при р < 0,05.

Результаты и обсуждение
В качестве простейшей модели, позволяю-

щей исследовать влияние воспаления на уров-
ни внДНК в периферической крови животных, 
было выбрано однократное введение LPS в уме-
ренной дозе (1 мкг/мышь). Ранее [2] было пока-
зано, что такая доза LPS вызывает повышение 
характерных для воспалительной реакции пока-
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зателей (лейкоцитоза и соотношения «нейтрофи-
лы/лимфоциты»), и при этом эффекты ее введе-
ния ограничены во времени – через 24 часа после 
инъекции параметры возвращаются к нормаль-
ному уровню. На рисунке 1 графически пред-
ставлены суммарные результаты двух аналогич-
ных экспериментов, отражающие влияние LPS 
на уровни внДНК в крови животных в различные 
сроки после его введения. В качестве отдельных 
параметров, описывающих различные фракции 
внДНК, было определено: количество внДНК в 
ЭДТА-плазме (ЭДТА играет роль антикоагулян-
та и ингибитора нуклеаз) (рис. 1А), количество 
внДНК, прочно связанной с белками на поверх-
ности цитоплазматических мембран клеток кро-
ви и переходящей в раствор лишь под действием 
протеолитического фермента (рис. 1Б) и суммар-
ное количество внДНК, рассчитываемое как ре-
зультат сложения двух предыдущих показателей 
(рис. 1В). 

Видно, что, в то время как суммарное количе-
ство находящейся в крови внДНК не обнаружи-
вает определенной динамики и существенно не 
изменяется после введения LPS, значения двух 
других измеренных параметров закономерно из-
меняются во времени и демонстрируют стати-
стически подтверждаемое влияние воспалитель-
ной реакции на их величину. Первое, что следует 
здесь отметить, это противоположность эффек-
тов инъекции LPS на значения внДНК плазмы и 
внДНК, связанной с поверхностью клеток. Мож-
но сказать, что два этих параметра находятся – в 
данной модели – в противофазе: LPS явно увели-
чивает количество внДНК плазмы, и в то же вре-
мя развитие воспаления приводит к существен-
ному уменьшению той фракции внДНК, которая 
прочно (и, вероятно, ковалентно) связана с мем-
бранными белками клеточной поверхности. 
На рисунке 2 показана динамика соотношения 
между внДНК, связанной с мембранами клеток, 
и суммарной внДНК крови при развитии ответа 
на LPS. Видно, что этот показатель дозозависимо 
снижается уже через 4 часа после введения пре-
парата (рис. 2А) и что при дозе 1 мкг/мышь сни-
жение данного показателя сохраняется в течение 
суток после инъекции LPS (рис. 2Б). 

О противоположном по знаку влиянии вос-
паления на разные фракции внДНК говорит и 
наличие умеренной отрицательной корреляции 
между внДНК плазмы и долей внДНК, связан-
ной с клеточной поверхностью, во всей внДНК 
крови: коэффициент корреляции (ρ) между эти-
ми параметрами после введения LPS равен –0,45. 
При этом можно считать, что такая отрицатель-
ная корреляция между исследуемыми параметра-
ми усиливается при развертывании воспалитель-
ной реакции организма на вводимый животным 

LPS, поскольку у интактных мышей (без введе-
ния LPS) связь между этими параметрами суще-
ственно ниже (ρ = -0,31).

На графиках, представленных на рисунке 1, 
приведены также данные, характеризующие вли-
яние на исследуемые параметры специфического 
белка, вводимого мышам одной из групп непо-
средственно перед инъекцией LPS и частично от-
меняющего те эффекты воспалительного агента, 
которые опосредуются стимуляцией продукции 
TNFα в организме животного. Сравнивая чер-
ные (группа с введением только LPS) и серые 
(группа с введением LPS + anti-TNF) столбцы, 
можно наглядно убедиться, что нейтрализую-
щий TNFα агент частично отменяет воздействие 
LPS на параметры, характеризующие содержание 
разных фракций внДНК в крови животных. При 
этом TNF-связывающий белок, как и следовало 
ожидать, уменьшает количество внДНК в плазме 
(по сравнению со значениями этого параметра в 
группе мышей, которым вводили только LPS), и 
одновременно тормозит падение уровня связан-
ной с клеточными мембранами внДНК, снижа-
ющееся при воздействии воспалительного агента 
(рис. 1Б, В). 

Учитывая данные, что значительная часть ре-
гистрируемой в плазме крови внДНК появляется 
в результате массового нетоза нейтрофилов, раз-
умно предполагать, что и в наших эксперимен-
тах изменения фракций внДНК в ответ на LPS 
объясняются аналогичным образом. Поскольку 
хорошо известно, что TNFα, продуцируемый в 
организме в ответ на воспалительные стимулы, 
является одним из индукторов нетоза нейтрофи-
лов [7], обнаруженные нами эффекты anti-TNF 
также свидетельствуют в пользу того, что на-
блюдаемые после введения LPS закономерные 
изменения фракций внДНК в основном опреде-
ляются индукцией нетоза нейтрофилов этим вос-
палительным стимулом. 

В то же время, как это видно на рисунке 3, 
введение anti-TNF существенно не влияет на ре-
акцию лейкоцитов периферической крови в от-
вет на воспалительный агент. В группе мышей, 
которым был введен только LPS, изменения 
числа лейкоцитов происходят параллельно из-
менениям уровней внДНК в крови (ср. данные 
в соответствующие сроки после введения LPS 
на рисунках 1 и 3). При этом воспаление вы-
зывает увеличение числа нейтрофилов и повы-
шение уровня внДНК в плазме, в то время как 
число лимфоцитов (мононуклеарных клеток) и 
уровень связанной с мембранами внДНК рез-
ко снижаются после введения LPS. В группе же 
мышей, которым вводили LPS + anti-TNF, такой 
параллелизм между изменениями исследуемых 
показателей существенно размывается, посколь-
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Рисунок 1. Концентрация внеклеточной ДНК в крови 
мышей (C57Bl/6xDBA/2)F1 в различные сроки после 
введения LPS и эффекты TNF-связывающего белка 
Примечание. По оси абцисс – время после введения LPS, 
час. 1 – 0 ч, 2 – 8 ч, 3 – 11 ч, 4 – 24 ч. По оси ординат – уровень 
внеклеточной ДНК, нг/мл. А – внДНК, циркулирующая в плазме 
(ccfDNA). Б – внДНК, связанная с клеточной поверхностью 
(csbDNA). В – суммарная внДНК (sumDNA). Белый 
столбец – контрольная группа, черные столбцы – опытная 
группа с введением LPS, серые столбцы – опытная групп 
с введением LPS и TNF-связывающего белка (anti-TNF).  
* – достоверное отличие от контроля (p < 0,05).
Figure 1. Concentration of extracellular DNA in the blood 
of (C57Bl/6xDBA/2)F1 mice at various times after LPS 
administration and the effects of TNF-binding protein
Note. Abscissa, time after LPS administration, hour. 1, 0 h; 2, 8 h; 3, 
11 h; 4, 24 h. The y-axis shows the level of extracellular DNA, ng/mL.  
(A) exDNA circulating in plasma (ccfDNA). (B) exDNA associated with 
the cell surface (csbDNA). (C) total cfDNA (sumDNA). White column, 
control group; black columns, experimental group with the introduction 
of LPS; gray columns, experimental groups with the introduction of 
LPS and TNF-binding protein (anti-TNF). *, significant difference from 
control (p < 0.05).
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Рисунок 2. Динамика соотношения между внДНК, 
связанной с мембранами клеток и суммарной внДНК 
крови при развитии ответа на LPS 
Примечание. По оси ординат – отношение внДНК, связанной 
с поверхностью клеток к суммарной фракции внДНК (csbDNA  /
sumDNA). По оси абцисс: А – дозы ЛПС: 1 – 0, 2 – 10 нг, 
3 – 1 мкг, 4 – 100 мкг. Б – время после введения ЛПС, час, 
1 – 0 ч, 2 – 8 ч, 3 – 11 ч, 4 – 24 ч. Белый столбец – контрольная 
группа, черные столбцы – опытная группа с введением LPS, 
серые столбцы – опытная группа с введением LPS и TNF-
связывающего белка (anti-TNF). * – достоверное отличие 
от контроля (p < 0,05).
Figure 2. Dynamics of the ratio between cfDNA associated with 
cell membranes and total blood cfDNA during the development 
of response to LPS
Note. Along the y-axis, the ratio of cfDNA associated with the cell 
surface to the total fraction of cfDNA (csbDNA /sumDNA). Abscissa, (A) 
doses of LPS: 1, 0; 2, 10 ng; 3, 1 mcg; 4, 100 mcg. (B) time after the 
introduction of LPS, hour, 1, 0 h; 2, 8 h; 3, 11 h; 4, 24 h. White column, 
control group; black columns, experimental group with the introduction 
of LPS; gray columns, experimental group with the introduction of 
LPS and TNF-binding protein (anti-TNF). *, significant difference from 
control (p < 0.05).
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ку нейтрализующий TNF белок подавляет реак-
цию фракций внДНК на развитие воспаления 
(предположительно снижая опосредуемую TNFα 
индукцию нетоза нейтрофилов), но не оказыва-
ет значимого влияния на вызванные введением 
LPS изменения лейкоцитов крови. Этот вывод о 
рассогласовании динамики разных показателей 
интенсивности воспаления на фоне введения 
anti-TNF подтверждается и сравнением корре-
ляционных связей между исследуемыми параме-
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трами в группах мышей с введением только LPS 
и с одновременным введением LPS + anti-TNF. 
Обнаружено, что без «отключения» эффектов 
TNFα между значениями уровней мембранос-
вязанной внДНК и содержанием нейтрофилов в 
крови существует тесная отрицательная корреля-
ция (ρ = -0,89, p < 0,05), которая заметно умень-
шается на фоне введения anti-TNF (ρ = -0,47, 
p < 0,05). Таким образом, полученные в наших 
экспериментах результаты хорошо укладываются 
в господствующее сегодня представление о том, 
что наблюдаемые при остром воспалении изме-
нения содержания внДНК в крови тесно связа-
ны с активацией нетоза нейтрофилов, и, соглас-
но нашим данным, одним из важных факторов, 
опосредующих индукцию нетоза в этих условиях, 
можно считать повышенную продукцию TNFα.

Обнаруженное нами расхождение между эф-
фектами LPS на уровни внДНК крови и его же 
влиянием на гранулопоэз в костном мозге и со-
ответствующее ему повышение количества ней-
рофилов в циркулирующей крови позволяет с 
большой степенью уверенности предполагать, 
что возрастающая после введения ЛПС про-
дукция TNFα имеет своим следствием резко 
усиливающийся процесс нетоза, в то время как 
стимуляция гранулопоэза и увеличенное по-
ступление нейтрофилов в ткани определяются 
в этой ситуации неким иным фактором, прямо 
не связанным с продукцией TNFα. Имеющиеся 
на сегодня литературные данные дают возмож-
ность выдвинуть на роль гипотетического факто-
ра, который может опосредовать стимулирующее 
влияние ЛПС на гранулоцитопоэз, увеличенную 
продукцию IFNγ. Показано [8], что в опытах in 
vitro непосредственное воздействие этого цито-
кина на макрофаги приводит к существенному 
ингибированию 27-холестеролгидроксилазы – 
цитохром-Р-450-зависимого фермента, превра-
щающего холестерин в 27-гидроксихолестерин, 
который служит в клетке основным активиру-
ющим лигандом ядерных рецепторов LXR. Как 
сегодня известно, одним из эффектов актива-
ции LXR является торможение – через ингиби-
рующее влияние на каскад цитокинов: IL-23 → 
IL- 17 → GM-CSF – гранулоцитопоэза в костном 
мозге (об этом механизме влияния LXR см. в 
фундаментальной статье Hong et al. [6]). Следо-
вательно, можно ожидать, что после инъекции 
LPS выделяющийся в больших количествах IFNγ 
должен снижать степень активации LXR и, соот-
ветственно, активировать цитокиновый каскад, 
стимулирующий, в конечном итоге, усиленную 
продукцию нейтрофилов. Такой патофизиоло-
гический механизм мог бы убедительно объяс-
нить полученные нами результаты, в которых 
обнаружилась независимость регуляторных ме-

Рисунок 3. Влияние LPS на полиморфоядерные 
элементы периферической крови и эффекты TNF-
связывающего белка
Примечание. А – лейкоциты, Б – нейтрофилы, В – 
лимфоциты. Белый столбец – контрольная группа, черные 
столбцы – опытная группа с введением LPS, серые столбцы – 
опытная групп с введением LPS и TNF-связывающего белка 
(anti-TNF).  
По оси ординат – количество клеток в 103/л. По оси абцисс – 
время после введения ЛПС, час. 1 – 0, 2 – 8 ч, 3 – 11 ч, 4 – 24 ч.  
* – достоверное отличие от контроля (p < 0,05).
Figure 3. Effect of LPS on peripheral blood polymorphonuclear 
elements and effects of TNF-binding protein
Note. (A) leukocytes, (B) neutrophils, (C) lymphocytes. White column, 
control group; black columns, experimental group with the introduction  
of LPS; gray columns, experimental groups with the introduction of LPS 
and TNF-binding protein (anti-TNF). On the y-axis, the number of cells  
in 103/L. Abscissa, time after LPS injection, hour. 1, 0 h; 2, 8 h; 3, 11 h.; 
4, 24 h. *, significant difference from control (p < 0.05).
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ханизмов, ответственных за стимуляцию при-
тока нейтрофилов в ткани с одной стороны и за 
стимуляцию процесса нетоза в этих клетках, уже 
мигрировавших в ткани – с другой. 

Наиболее интересным результатом вышеопи-
санных опытов можно, по нашему мнению, счи-
тать тот факт, что активация нетоза нейтрофилов 
воспалительным агентом сопровождается разно-
направленным эффектом на количество внДНК 
в плазме и ее фракцию, прочно связанную с по-
верхностными белками цитоплазматической 
мембраны, а также то вытекающее отсюда обсто-
ятельство, что доля мембраносвязанной фракции 
внДНК существенно снижается при воспали-
тельной активации нетоза. Это наблюдение гово-
рит, в частности, о том, что последний параметр 
может быть более чувствительным (и, вероятно, 
более устойчивым) показателем воспалительной 
активации нетоза нейтрофилов, и в этом качестве 
он может быть использован в клинической прак-
тике. 

Заключение
Обнаружившиеся в наших экспериментах 

увеличение внДНК плазмы с одновременным 
снижением мембраносвязанной внДНК натал-
кивает на предположение, что, по крайней мере, 
часть появляющейся в плазме внДНК являет-
ся той «слущенной» с клеток внДНК, которая 
была прочно связана с поверхностными белками 
мембран до момента действия воспалительного 
стимула. Но в этом случае возрастание уровня 
внДНК плазмы, с одной стороны рассматривае-
мое как следствие массового нетоза, а с другой – 
понимаемое как переход части внДНК из одной 
фракции в другую, должно быть связано с нетозом 

каким-то другим – до сих пор не принимаемым 
во внимание – образом. По нашему мнению, сле-
дует с новой точки зрения взглянуть на тот широ-
ко известный факт, что процесс нетоза характе-
ризуется выходом во внеклеточное пространство 
не только нитей ДНК, но и огромного количества 
разнообразных протеаз, находившихся до того в 
специфических гранулах нейтрофилов. Вполне 
возможно, что эффект этих протеолитических 
ферментов, выделяющихся при стимуляции не-
тоза в тканях организма, в значительной степе-
ни аналогичен эффекту трипсина, добавляемому 
к клеткам крови in vitro в использованной нами 
методике определения внДНК. В таком случае, 
надо полагать, увеличение количества внДНК 
в плазме при активации нетоза обусловлено не 
только (а возможно, и не столько) выделяющей-
ся экстрацеллюлярно ДНК нетозных клеток, но 
и освобождением и переходом в другую фракцию 
той ДНК, которая до того была прочно связана 
с мембранами клеток и потому не определялась 
как внДНК в плазме крови. Такой взгляд на сущ-
ность связи между увеличением уровня внДНК 
в плазме крови и реакцией нейтрофилов на вос-
палительные стимулы имеет право на существо-
вание и наилучшим образом согласуется с теми 
результатами, которые были получены в наших 
экспериментах. Эта гипотеза не менее обоснова-
на имеющимися на сегодняшний день данными, 
чем предшествующее ей представление о роли 
нетоза в увеличении внДНК плазмы в ответ на 
воспалительные стимулы, и позволяет наметить 
новые пути экспериментального и клинического 
изучения внДНК, как потенциального параме-
тра, способного характеризовать протекающие в 
организме патофизиологические процессы. 

Список литературы / References
1. Козлов В.А. Свободная внеклеточная ДНК в норме и при патологии // Медицинская иммуноло-

гия, 2013. Т. 15, № 5. С. 399-412. [Kozlov V.А. Free extracellular DNA in normal state and under pathological 
conditions. Meditsinskaya immunologiya =  Medical Immunology (Russia), 2013, Vol. 15, no. 5, pp. 399-412. (In Russ.)]  
doi: 10.15789/1563-0625-2013-5-399-412.
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пической гетерогенности системной красной волчанки в экспериментальной модели // Бюллетень сибир-
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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 
специ фических 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», 
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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».



864

2022, Vol. 24,  4
2022, Т. 24, № 4

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

АВТОРСКИЙ УКАЗАТЕЛЬ

ПРЕДМЕТНЫЙ УКАЗАТЕЛЬ
аденоиды ......................................... 779
акриловая пластмасса .................... 838
активные формы кислорода ......... 843
аллерген .......................................... 799
антитела .......................................... 766
антителогенез ................................. 843
апоптоз ............................................ 659
артериальная гипертензия ............ 831
ассоциация ..................................... 849
атеросклероз ................................... 808
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генетический полиморфизм ......... 849
гиперреактивность к пищевым 
антигенам........................................ 822
гортань ............................................ 779
диабетическая ретинопатия .......... 793
диагностическое значение 
фосфолипазы А2 ............................ 706
изоформы фосфолипазы А2 ......... 706
иммунопатогенез ........................... 799
иммунопатология .......................... 793
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ишемическая болезнь сердца ....... 752
композиционный материал на 
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Рисунок 1. Пациентка П., 6 лет, диагноз: очаговая алопеция, ограниченная 
форма
Примечание. Выявлена сенсибилизация к цельному куриному яйцу (++), пищевым 
злакам (++), какао (+). Слева направо: динамика регресса повреждения кожи через 12 
месяцев от назначения элиминационной диеты. 
Figure 1. Patient P., 6 years old, diagnosis: alopecia areata, limited form
Note. Sensitization to the whole chicken egg (++), food cereals (++), cocoa (+) was revealed. From 
left to right: dynamics of regression of skin damage after 12 months from the introduction of an 
elimination diet.

Рисунок 2. Пациентка П., 10 лет, диагноз: очаговая алопеция, ограниченная 
форма
Примечание. Выявлена сенсибилизация к пищевым злакам (++), пыльце деревьев 
(++++). Слева направо: динамика регресса повреждения кожи через 6 месяцев от 
назначения элиминационной диеты.
Figure 2. Patient P., 10 years old, diagnosis: alopecia areata, limited form
Note. Sensitization to food cereals (++), tree pollen (++++) was revealed. From left to right: 
dynamics of regression of skin damage after 6 months from the introduction of an elimination diet.

Рисунок 3. Пациентка П., 33 года, диагноз: очаговая алопеция, диффузная 
форма
Примечание. Выявлена сенсибилизация к белку коровьего молока (+++), пищевым 
злакам (++), пыльце луговых трав (+++). Слева направо: динамика регресса 
повреждения кожи через 6 месяцев от назначения элиминационной диеты.
Figure 3. Patient P., 33 years old, diagnosis: alopecia areata, diffuse form
Note. Sensitization to cow’s milk protein (+++), food cereals (++), meadow grass pollen (+++) 
was revealed. From left to right: dynamics of regression of skin damage after 6 months from the 
introduction of an elimination diet.

Рисунок 1. Мазок крови реконвалесцента. 
Окраска по Романовскому–Гимзе, ××400
Примечание. 1 – дискоцит, 2 – эхиноцит, 3 – 
цитоплазмати ческая вакуолизация нейтрофила, 
4 – тромбоцит.
Figure 1. Convalescent blood smear. Staining 
according to Romanovsky–Giemsa, ×400
Note. 1, discocyte; 2, echinocyte; 3, cytoplasmic 
vacuolization of the neutrophil; 4, platelet.

Рисунок 2. Мазок крови реконвалесцента. Окраска по Романовскому–Гимзе, ××400
Примечание. А. 1 – нейтрофилы с деконденсированным хроматином на стадии 
преднетоза, 2 – сегментоядерный нейтрофил, 3 – овалоциты, 4 – тромбоциты.  
Б. 1 – участок нейтрофил-тромбоцитарной агрегации.
Figure 2. Convalescent blood smear. Staining according to Romanovsky–Giemsa, ×400
Note. A. 1, neutrophils with decondensed chromatin at the stage of prenetosis; 2, segmented neutrophil; 
3, ovalocytes; 4, platelets. В. 1, neutrophil-platelet aggregation site.
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