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Рисунок 1. Использование потенциала эффекторных Т-лимфоцитов для борьбы с солидными опухолями
Примечание. На рисунке представлены молекулы, вовлеченные в процессы активации/анергии Т-клеток, цитотоксичности, пролиферации и 
дифференцировки, миграции в очаг воспаления и опухолевой инфильтрации. Представлены технологии воздействия на перечисленные эндогенные 
процессы, использующиеся для усиления противоопухолевого ответа, такие как использование блокаторов чекпойнт-молекул (антитела (АТ) к 
PD1, PDL1, CTLA4) биспецифических BiTE-антител, получение химерного антигенного рецептора (CAR), молекулярное клонирование TCR-рецептора 
заданной специфичности, цитокинотерапия.
Эффективность монотерапии каждого из перечисленных подходов ограничена при применении к солидным опухолям ввиду таких факторов, как 
иммуносупрессивное микроокружение опухоли, плотность опухолевой стромы, гипоксия и появление аномальных сосудистых сетей внутри опухоли.
Figure 1. Using the potential of effector T lymphocytes to fight solid tumors
Note. The figure shows the molecules involved in the processes of T cell activation/anergy, cytotoxicity, proliferation and differentiation, migration to the focus of 
inflammation, and tumor infiltration. Technologies for influencing the listed endogenous processes used to enhance the antitumor response are presented, such as the use of 
checkpoint molecule blockers (antibodies (Ab) against PD1, PDL1, CTLA4) of bispecific BiTE antibodies, the production of a chimeric antigen receptor (CAR), and molecular 
cloning of a TCR receptor of a given specificity, cytokine therapy.
The effectiveness of monotherapy of each of these approaches is limited when applied to solid tumors due to factors such as the immunosuppressive tumor 
microenvironment, tumor stroma density, hypoxia, and the appearance of abnormal vascular networks within the tumor.
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Рисунок 2. Комбинированная 
иммунотерапия солидных опухолей
Примечание. Совмещение 
различных подходов к Т-клеточной 
противоопухолевой иммунотерапии 
позволяет добиться более выраженных 
результатов в отношении борьбы 
с солидными опухолями.
Figure 2. Combined immunotherapy for 
solid tumors
Note. The combination of different 
approaches to T cell antitumor 
immunotherapy makes it possible to achieve 
more pronounced results in the fight against 
solid tumors.
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АУТОФАГИЯ И LC3-АССОЦИИРОВАННЫЙ  
ФАГОЦИТОЗ: СХОДСТВА И РАЗЛИЧИЯ 
Ибрагимов Б.Р., Скибо Ю.В., Абрамова З.И.
Институт фундаментальной медицины и биологии ФГАОУ ВО «Казанский (Приволжский) федеральный 
университет», г. Казань, Республика Татарстан, Россия

Резюме. Ранее аутофагия представлялась в качестве механизма, используемого клеткой при де-
фиците питательных веществ, необходимого для сохранения гомеостаза. Результаты исследований 
последнего десятилетия показали, что аутофагия является более сложным, неоднозначным механиз-
мом, активация которого зависит от природы стимула, типа иммунных клеток и конечного результата. 
И каноническая и схожая с ней молекулярно, но имеющая свои отличительные черты неканониче-
ская аутофагия являются ключевыми процессами в защите организма от проникновения внутрикле-
точных патогенов, поддержание в клетке необходимого уровня питательных веществ и удаление по-
врежденных органелл и клеток. Каноническая аутофагия, вероятно, развилась как гомеостатический 
ответ на клеточный стресс и недостаток питательных веществ, а неканоническая – в ответ на по-
давление воспаления. Неканоническая аутофагия, именуемая в дальнейшем LC3-ассоциированный 
фагоцитоз (LAP), сочетает в себе молекулярный механизм фагоцитоза с механизмом аутофагии, ха-
рактеризующейся поглощением экзогенных патогенов, формированием фагосомы (лапосом) и уси-
ленным слиянием с лизосомами, с последующей деградацией содержимого. 

Существуют различия в процессах не канонической и схожей с ней по своему механизму действия 
канонической аутофагии. Наличие PI3K комплексов в обоих процессах, утилизация и деградация не 
нужных для клетки и организма «груза» внутри самой клетки за счет лизосомальной органеллы (лизо-
сомы), задействование практически одних и тех же белков делают механизмы схожими. Однако раз-
личия в запуске процессов, разновидность самих PI3K-комплексов (у аутофагии PI3K III класса 1-го 
и 2-го типа, а у LAP PI3K III класса 3-го типа), использование активных форм кислорода при LAP, 
разновидность использования регуляторных белков в процессах (при аутофагии это ULK1, FIP200, 
ATG13, Ambra1, WIPI2, ATG14; а при LC3-ассоциированном фагоцитозе это Rubicon и NOX2), раз-
ное количество слоев в мембранной структуре, в которой происходит лизис (двухмембранная ауто-
фаголизосома и одномембранная лапосома) четко подчеркивают разновидность канонической и не 
канонической аутофагии. Разность выполняемых задач, а именно разновидность мишеней для ути-
лизации (при аутофагии внутриклеточные патогены, дисфункциональные белки и органеллы, а при 
LAP внеклеточные патогены, апоптотические тельца, бактерии и др.) делают данные механизмы со-
вершенно разными по своему значению.
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В совокупности новые данные указывают на то, что аутофагия как каноническими, так и некано-
ническими путями превратилась в механизм защиты хозяина, способный противостоять иммуноло-
гическому и патогенному стрессу и опосредовать иммунологическую толерантность как к внутри-
клеточным, так и к внеклеточным угрозам. В представленном обзоре обсуждаются принципиальные 
молекулярные отличия каждого из механизмов, а также их роли в иммунитете с учетом последних 
литературных данных.
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Abstract. Previously, autophagy was termed as a mechanism used by the cells with a lack of essential 
nutrients supporting homeostasis. Over the decade of studies, autophagy proved to be a more complex, 
ambiguous mechanism. Its activation depends on the nature of stimulus, type of immune cells and the final 
result. Both canonical and non-canonical autophagy, being similar in molecular events, but showing their 
own distinctive features, are key processes in protecting the body from penetration of intracellular pathogens, 
maintaining the required level of nutrients in the cell, and removing damaged organelles and cells. Canonical 
autophagy probably evolved as a homeostatic response to cellular stress and nutritional deficiencies, whereas 
non-canonical autophagy emerged as a response to suppression of inflammation. Non-canonical autophagy, 
hereinafter referred to as LC3-associated phagocytosis (LAP), combines the molecular mechanism of 
phagocytosis with an autophagy mechanism characterized by ingestion of exogenous pathogens, formation of 
phagosomes (laposomes) and enhanced fusion with lysosomes, followed by degradation of their contents. 

Significant differences were found between the processes of LAP- and canonical autophagy, which are similar 
in its mechanism of action. The presence of PI3K complexes in both processes, utilization and intracellular 
degradation of the “cargo” which is not required for the cells and organism proceeding in the lysosomes, and 
involvement of almost the same proteins provide similarity of their mechanisms. However, there are differences 
in the initiation of the processes, e.g., different types of PI3K complexes (in autophagy, PI3K III class 1 and 
2 types; in LAP PI3K III, class 3 type), usage of reactive oxygen species in LAP, different types of regulatory 
proteins involved (ULK1, FIP200, ATG13 , Ambra1, WIPI2, ATG14 in autophagy; and Rubicon and NOX2 
in LC3-associated phagocytosis), different number of layers in the membrane structure in which lysis occurs 
(double-membrane autophagolysosome and single-layer membrane in laposomes) clearly depict the variety 
of canonical and non-canonical autophagy. The two pathways are directed for different types of biological 
objects, i.e., intracellular pathogens, dysfunctional proteins and organelles in autophagy, and extracellular 
pathogens, apoptotic bodies, bacteria, utilized in LAP, thus making these mechanisms completely different in 
their significance.

Collectively, the new data indicate that autophagy performed via both canonical and non-canonical 
pathways, has evolved into a host defense mechanism capable of resisting immunological and pathogenic stress 
and mediating immunological tolerance to both intra- and extracellular threats. The present review discusses 
fundamental molecular differences between these mechanisms, as well as their role in immunity, based on the 
latest literature data.

Keywords: autophagy, LC3-associated phagocytosis, LC3, Beclin-1, Vps34, autoimmunity, inflammation
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университета в целях повышения его конкурен-
тоспособности среди ведущих мировых научно-
образовательных центров (Приоритет-2030).

Введение
Каноническая аутофагия
Аутофагия  – эволюционно клеточный путь, 

представляющий собой лизис белков и других 
клеточных компонентов, необходимый для соз-
дания источников питательных веществ и огра-
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ничения повреждений во время метаболического 
стресса (голодание, тепловой шок, окислитель-
ный стресс, накопление поврежденных или дис-
функциональных органелл) (Martinez,  2011). 
Отсутствие аминокислот или факторов роста 
приводит к ингибированию рецептора рапами-
цина (mTOR), что приводит к запуску аутофагии. 
Во время аутофагии формируется de novo двойной 
мембранный компартмент, называемый аутофа-
госомой. Аутофагосома поглощает цитоплазма-
тический материал и доставляет его для лизиса в 
лизосому (рис. 1). 

Одним из первых этапов формирования двой-
ной структуры является активация мультипроте-
инового комплекса (комплекс PI3K/Vps34/Beclin 
1/Ambra 1) за счет снижения активности mTOR. 
Этот комплекс негативно регулируется Bcl-2 бел-
ком. Обычно контролируемые mTOR сигналы, 
индуцирующие аутофагию (такие как лишение 
питательных веществ), запускают активацию 
AMPK, чья киназная активность одновременно 
ингибирует mTOR и активирует преинициатор-
ный комплекс (ULK1/2, ATG13, FIP200). Затем 
этот комплекс активирует комплекс PI3K класса 

III, состоящий из VPS34 и Beclin-1, а также ATG14 
или UVRAG. Комплекс PI3K класса III проду-
цирует фосфатидилинозитол-3-фосфат (PI3P),  
который действует как сигнал рекрутирования 
для нижестоящих убиквитин-подобных систем 
конъюгации, системы ATG12/ATG5 и системы 
LC3-PE (рис. 2).

Дальнейший рост аутофагосомы регулируется 
двумя убиквитино-подобными конъюгациями 
ATG5/12 и LC3. Комплекс Beclin-1/VPS34 до-
полняет изолирующую мембрану комплексом 
ATG5/12/16, который образуется при взаимодей-
ствии ковалентно-связанного ATG5/12 с ATG16. 
Параллельно второй убиквитино-подобный 
комплекс LC3 расщепляется до укороченной 
молекулы LC3-I с помощью ATG4. Затем LC3-I 
конъюгирует с липидным фосфатидилэтанола-
мином (PE), что приводит к образованию LC3-II 
белка. Комплекс ATG5/12/16 обеспечивает сай-
ты стыковки для LC3-фосфатидилэтаноламина 
(LC3- II), представляющий собой вторую убикви-
тино-подобную конъюгацию.

Привлечение LC3-II белка способствует нара-
щиванию мембраны до тех пор, пока она не зам-

Рисунок 1. Механизм канонической аутофагии [21]
Примечание. Аутофагия представляет собой многоэтапный процесс, который включает инициацию, образование мембраны 
и фагофора, расширение фагофора, слияние с лизосомой и деградацию, которые, соответственно, регулируются белками, 
связанными с аутофагией (ATG). 
Figure 1. Mechanism of canonical autophagy [21]
Note. Autophagy is a multistep process that includes initiation, membrane nucleation and phagophore formation, phagophore expansion, fusion 
with the lysosome, and degradation, which correspondingly are regulated by multiple proteins, referred to as autophagy-related proteins (ATGs). 
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кнется, образуя вокруг материала, подлежащего 
удалению, новую органеллу с двойной мембра-
ной. Далее происходит слияние аутофагосомы с 
лизосомой, содержащая кислые гидролазы под 
действием которых происходит расщепление 
клеточного груза (белков, органелл). При кри-
тическом уровне клеточного стресса происходит 
полное расщепление содержимого цитозоля, что 
приводит к ее гибели [1].

Неканоническая аутофагия
В то время как каноническая аутофагия счи-

тается неспецифическим процессом, который 
изолирует и разрушает содержимое цитоплазмы 
в большом количестве, механизм аутофагии так-
же может быть избирательно направлен на вну-
тренние клеточные субстраты. Избирательная 
аутофагия может быть запущена для различных 

стимулов, таких как поврежденные органеллы 
(митофагия для митохондрий), макромолеку-
лы (липофагия для липидов) [38], внутрицито-
плазматические микробы (ксенофагия) [51] или 
фагоцитированные частицы, такие как апоп-
тотические клетки или внеклеточные патогены 
(LC3-ассоциированный фагоцитоз или LAP) [16, 
45].

LC3-ассоциированный фагоцитоз (LAP) 
идентифицирован как феномен, отличающийся 
от канонической аутофагии [16]. Данный про-
цесс протекает в фагоцитарных и дендритных 
клетках (рис. 3).

В LAP отсутствует классическая двухмембран-
ная аутофагосома, вместо этого образуется одно-
мембранная структура, за счет присоединения 
MAPLC3B белка (LC3-I) к фосфатидилэтанола-

Рисунок 2. Механизм созревания аутофагосомы при канонической аутофагии [21]
Примечание. ATG собираются в несколько комплексов: комплекс инициации Unc-51-подобной киназы 1 (ULK1; Atg1 у 
дрожжей), комплекс зародышеобразования PI3K класса III и комплекс, связывающий фосфатидилинозитол-3-фосфат (PI3P), 
который обеспечивает образование аутофагосом и включает системы конъюгации ATG12 и связанных с белками LC3/γγ-
аминомасляной кислоты (LC3/GABARAPs; Atg8 в дрожжах). В системе конъюгации ATG12 присоединяется к ATG5, который 
затем присоединяется к ATG16L1. Затем комплекс ATG12–ATG5–ATG16L1 способствует конъюгации LC3, в результате чего 
LC3 расщепляется протеазой ATG4 с образованием LC3-I, который затем конъюгирует с фосфатидилэтаноламином (PE) 
с образованием LC3-II. Этот конъюгат включается в преаутофагосомные и аутофагосомные мембраны, где LC3 может 
взаимодействовать с грузовыми рецепторами, которые содержат LC3-взаимодействующие мотивы (LIR).
Figure 2. Mechanism of autophagosome maturation in canonical autophagy [21]
Note. ATGs assemble into several complexes: the Unc-51-like kinase 1 (ULK1; Atg1 in yeasts) initiation complex, the class III PI3K nucleation 
complex and the phosphatidylinositol 3-phosphate (PI3P)-binding complex, which directs the distribution of the machinery that enables 
autophagosome formation, and includes the ATG12 and the microtubule-associated protein light chain 3/γ-aminobutyric acid receptor-associated 
proteins (LC3/GABARAPs; Atg8 in yeasts) conjugation systems. In the ATG12 conjugation system, ATG12 is attached to ATG5, which is then 
attached to ATG16L1. The ATG12–ATG5–ATG16L1 complex then promotes conjugation of LC3, whereby LC3 is cleaved by the protease ATG4 to 
form LC3-I, which is then conjugated with phosphatidylethanolamine (PE) to form LC3-II. This conjugate is incorporated into pre-autophagosomal 
and autophagosomal membranes, where LC3 can interact with cargo receptors, which harbour LC3-interacting motifs (LIRs). 

Расщепление
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мину и, как недавно выяснилось, фосфатидил-
серину, на единственной окружающей мембране 
фагосомы. В отличие от канонической аутофа-
гии, LAP не зависит от преинициаторного ком-

плекса ULK1/ULK2/mTOR [46]. LAP запускается 
поверхностными рецепторами: лектины С-типа, 
рецепторы IgG и Toll-подобные рецепторы, фос-
фатидилсериновые рецепторы (Tim-4) или ре-

Рисунок 3. Механизм LC3-ассоциированного фагоцитоза [73] 
Примечание. При поглощении стимулов, которые задействуют Toll-подобные рецепторы (TLR), рецепторы фосфатидилсерина 
или рецепторы Fc (FCR), компоненты пути LAP рекрутируются на лапoсому, содержащую груз. Комплекс PI3K класса III, 
состоящий из Beclin-1, VPS34, UVRAG и Rubicon, рекрутируются в TLR-вовлеченную фагосому. PI(3)P выполняет две функции: 
рекрутирование нижестоящих систем конъюгации (система конъюгации ATG5-12 и система конъюгации LC3-PE) и стабилизация 
комплекса NOX2 для производства АФК. Активный комплекс NOX2 собирается при взаимодействии с рецептором, когда 
цитозольные компоненты NOX2 (p47phox, p40phox, p67phox и Rac1) присоединяются к фагосомальным компонентам NOX2 
(NOX2 и p22phox) в лапoсоме. Следует отметить, что взаимодействие Рубикона также необходимо для стабилизации комплекса 
NOX2. И АФК, и PI(3)P (необходимы для последующей сборки и перемещения LC3-II на одиночную мембрану лапoсомы), а LC3-II 
необходим для слияния с лизосомой и созревания лапосомы.
Figure 3. Mechanism of LC3-associated phagocytosis [73]
Note. Upon engulfment of stimuli that engage Toll-like receptors (TLR), phosphatidylserine receptors (PtdSer-R), or Fc receptors (FCR), 
components of the LAP pathway are recruited to the cargo-containing LAPosome. The Class III PI3K complex, composed of Beclin-1, VPS34, 
UVRAG, and Rubicon, assembles and associates with the vesicle and is critical to the sustained and localized production of PI(3)P at the 
LAPosome. PI(3)P serves two roles—the recruitment of the downstream conjugation systems (ATG5-12 Conjugation System and LC3-PE 
Conjugation System) and the stabilization of the NOX2 complex for the production of ROS. The active NOX2 complex is assembled upon receptor 
engagement when cytosolic NOX2 components (p47phox, p40phox, p67phox, and Rac1) join phagosomal NOX2 components (NOX2 and 
p22phox) at the LAPosome. Of note, Rubicon interaction is also required for the stabilization of the NOX2 complex. Both ROS and PI(3)P are 
required for the subsequent lipidation and translocation of LC3-II to the single membrane of the LAPosome, and LC3-II is required for fusion to the 
lysosome and maturation of LAPosome.
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цепторы Fc (FCR) [25]. Участие белков аутофа-
гии ускоряет созревание фагосом и способствует 
снижению выживаемости интернализованных 
патогенов. При LAP белки, связанные с механиз-
мом аутофагии (Beclin1, VPS34, LC3-II), быстро 
рекрутируются в TLR-вовлеченную фагосому. 
Сборка комплекса PI3K, состоящего из Beclin-1, 
VPS34, UVRAG и Rubicon, имеет решающее зна-
чение для локализации PI(3)P комплекса на фа-
госоме. Далее PI(3)P способствует встраиванию 
систем конъюгации (ATG5/ATG12 и LC3-PE 
(LC3-II)) и стабилизации комплекса NOX2 для 
производства активных форм кислорода (АФК). 
Зависимость LAP от активных форм кислоро-
да (АФК), продуцируемых НАДФН-оксидазой 
NOX2, является очередной отличительной чер-
той от аутофагии. Активные формы кислорода и 
PI(3)P необходимы для перемещения LC3-II на 
одиночную мембрану фагосомы. Белок LC3-II 
способствует слиянию фагосомы с лизосомой, с 
дальнейшим созреванием аутофаголизосомы и 
деградации клеточного груза и апоптотических 
телец. 

Отличительные черты механизмов запуска ка-
нонической и неканонической аутофагии

Аутофагия запускается в ответ на метаболи-
ческие стрессы, такие как голодание, тепловой 
шок, окислительный стресс, накопление по-
врежденных или дисфункциональных органелл 
и белков. Отсутствие аминокислот или факторов 
роста приводит к ингибированию рецептора ра-
памицина (mTOR), который участвует в переда-
че сигналов рецептора фактора роста, гипоксии, 
в регуляции уровня АТФ. Затем комплекс пре-
инициации аутофагии ULK1/ATG13/FIP200/ 
ATG101 освобождается от своего mTOR опосре-
дованного ингибирования, что приводит к био-
синтезу аутофасогом [19]. ULK1-дефицитные 
клетки демонстрируют снижение биогенеза ау-
тофагосом и дефект аутофагии в ответ на недо-

статок питательных веществ (Chan, 2007). Важно 
отметить, что mTOR ингибирует аутофагию в ус-
ловиях способствующих росту, это опосредова-
но его ингибирующим действием на активность 
киназы гомологов Atg1 [62]. Подавление TOR-
киназы осуществляется сигналами при нехватке 
питательных веществ (рис. 4).

Противоположную роль рецептора ра-
памицина (mTOR) выполняет аденозит-5-
монофосфатная(AMP)-активируемая протеин-
киназа (AMPK). Активация AMPK, в отличие 
от mTOR, не ингибирует аутофагию, а участвует 
в ее запуске. AMP-активируемая протеинкиназа 
(AMPK) представляет собой высококонсерва-
тивный гетеротримерный киназный комплекс, 
состоящий из каталитической (α) субъединицы и 
двух регуляторных (β и γ) субъединиц. AMPK ак-
тивируется в условиях энергетического стресса, 
когда уровни внутриклеточного АТФ снижаются, 
а внутриклеточный AMP увеличивается, как это 
происходит при недостатке питательных веществ 
или гипоксии [31]. 

LC3-ассоциированный фагоцитоз, в отличие 
от аутофагии, не зависит от ULK1-комплекса. 
Данный процесс запускается поверхностными ре-
цепторами, среди которых образ-распознающие 
рецепторы, такие как TLRs, Dectin-1, Dectin-2 и 
Mac-1/CR3/интегрины (α,  m,  β,  2), рецепторы 
IgG, такие как FcγR, и рецепторы, распознающие 
мертвые клетки, такие как Tim-4 [25].

Факторы, запускающие LC3-ассоциированный 
фагоцитоз

Toll-подобные рецепторы (TLR) активируют 
различные защитные механизмы в фагоцитах, 
включая созревания фагосом, с участием белков 
канонической аутофагии. Частица, взаимодей-
ствующая с TLR на макрофаге во время фагоци-
тоза, запускает быстрое рекрутирование маркера 
аутофагосомы LC3. Это происходит при участии 

Рисунок 4. Механизм запуска канонической аутофагии [21]
Примечание. Ингибирование mTORC1 приводит к увеличению активности киназы ULK1/2. Затем ULK1/2 фосфорилирует ATG13 
и FIP200, которые являются критическими субъединицами киназного комплекса ULK1/2.
Figure 4. Canonical autophagy trigger mechanism [21]
Note. Inhibition of mTORC1 results in increased ULK1/2 kinase activity. ULK1/2 then phosphorylates ATG13 and FIP200, which are critical 
subunits of the ULK1/2 kinase complex.
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белков, которые присутствуют в канонической 
аутофагии [63]. 

Toll-подобный рецептор-9 (TLR9) представ-
ляет собой рецептор, участвующий во врожден-
ном восприятии внеклеточных ДНК в эндосомах 
фагоцитов. Это происходит за счет активации 
различных сигнальных путей, необходимых для 
стимулирования выработки провоспалительных 
цитокинов и интерферонов I типа (IFN). После 
стимуляции TLR9 белок аутофагии LC3 и кина-
за IKKα встраиваются в эндосому, содержащую 
TLR9. Привлечение IKKα и LC3 к данным эндо-
сомам происходит без участия белков необходи-
мых для формирования классических аутофаго-
сом, характерных для канонической аутофагии. 
Также было обнаружено, что данное привлече-
ние происходит с участием ATG5 и без участия 
FIP200, характерных для аутофагии [24]. 

После стимуляции связанный с лигандом 
TLR9 димеризуется и рекрутирует сигнальный 
адаптер MyD88 и нижестоящие сигнальные мо-
лекулы, включая IRAK4, E3-лигазу и TRAF6. 
Аутоубиквитинирование TRAF6 опосредует ре-
крутирование TAK1 и его регуляторных белков 
TAB2/3, которые фосфорилируют и активируют 
IKKβ. Это индуцирует опосредованную NF-κB 
транскрипцию провоспалительных генов (эндо-
сома NF-κB). Активация TLR9 также запускает 
ATG5-зависимое рекрутирование LC3 на эн-
досомальную мембрану посредством процесса 
LAP. IKKα рекрутируется в LC3 через домены 
LIR-2 и LIR-3. AP-3 необходим для образова-
ния родственной лизосомам органеллы, несущей 
LAMP2. Рекрутирование IKKα на связанную с 
мембраной LC3 приближает эту киназу к IRF7, 
где она фосфорилирует IRF7 и активирует транс-
крипцию гена IFN I типа.

Помимо перечисленных рецепторов LC3-
ассоциированный фагоцитоз запускают рецеп-
торы семейства Dectin. Dectin-1 представляет 
собой рецептор (рецептор лектина С-типа), ко-
торый необходим для врожденных иммунных 
ответов против грибков. Dectin-1 связывается 
β-глюканами на клеточной стенке грибов и запу-
скает фагоцитоз, выработку активных форм кис-
лорода НАДФН-оксидазой (NOX2) и выработку 
воспалительных цитокинов и хемокинов, кото-
рые способствуют иммунным реакциям хозяина 
против грибков. В дополнение к своей роли во 
врожденных антимикробных реакциях на грибы, 
Dectin-1 влияет на адаптивные иммунные реак-
ции посредством стимуляции продукции IL-1β, 
IL-6 и IL-23 [44]. 

Строение рецептора Dectin-1 схоже с рецепто-
рами T-клеток, B-клеток и с рецепторами Fc, но 
в отличие от них имеет один остаток цитоплазма-
тического тирозина, который при распознавании 
патогена фосфорилируется киназами семейства 
Src. Эти киназы вызывают активацию НАДФН-

оксидазы (NOX2-комплекс), что приводит к вы-
свобождению антимикробного АФК.

Dectin-2 обладает исключительной специфич-
ностью к маннозе, так как все идентифицирован-
ные гликановые лиганды грибов содержат ман-
нозу. Связывание Dectin-2 с грибами активирует 
сигнальный путь тирозинкиназы (Syk) и иммуно-
модуляцию дендритных клеток, включая после-
дующую продукцию цитокинов [37]. Механизм 
запуска LC3-ассоциированного фагоцитоза с 
участием рецептора Dectin-2 идентичен механиз-
му запуска c участием рецептора Dectin-1 и так же 
вовлекается путем активации NOX2-комплекса. 

Кроме того, LAP запускается путем взаи-
модействия рецептора Tim-4 либо с мертвыми 
клетками, на поверхности которых есть фос-
фатидилсерин (PtdSer), либо с липосомами со-
держащими PtdSer. Фосфатидилсерин основной 
липидный компонент внутренней части цито-
плазматической мембраны, который экспониру-
ется во внешнюю часть клеточной поверхности 
во время апоптоза и действует как сигнал для 
привлечения макрофагов. Таким образом, ре-
цептор T-клеточного домена иммуноглобулина 
и Tim-4 взаимодействуют с фосфатидилсерином, 
находящимся на мертвой клетке или на апоп-
тотическом тельце, тем самым запуская LC3-
ассоциированный фагоцитоз [43]. 

Рецепторы-мусорщики представляют собой 
большое семейство рецепторов клеточной по-
верхности, которые участвуют в широком диа-
пазоне биологических функций. Первоначально 
они были классифицированы на основе их спо-
собности связываться с модифицированными 
липопротеинами низкой плотности. Они распоз-
нают и удаляют разнообразные лиганды, вклю-
чая эндогенные и модифицированные молекулы 
хозяина DAMS (молекулярные структуры, ассо-
циированные с повреждениями) и микробные 
патогены PAMP (молекулярные структуры, ассо-
циированные с патогенами). 

Фосфатидилсерин, экспонированный на по-
верхности клетки, функционирует как эндо-
генная структура, связанная с повреждениями. 
Липиды по всей плазматической мембране рас-
пределены ассиметрично. PtdSer локализован 
исключительно на внутренней стороне плаз-
матической мембраны. Во время апоптоза рас-
пределение фосфатидилсерина нарушается и он 
экспонирует на внешнюю сторону мембраны и 
окисляется. Поглощение апоптотической клетки 
путем LC3-ассоциированного фагоцитоза в ряде 
литературных источниках именуется как эффере-
цитоз. 

Tim-4 является одним из наиболее хорошо оха-
рактеризованных рецепторов фосфатидилсери-
на. Tim-4 первоначально был идентифицирован 
как белок, который взаимодействует с Tim-1, ре-
гулируя таким образом пролиферацию T-клеток. 
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Tim-4 состоит из относительно короткого цито-
плазматического хвоста и внеклеточной области, 
содержащей IgV и домен муцина. Tim-4 привязы-
вает апоптотические клетки к фагоцитам во вре-
мя эффероцитоза, но сам не передает сигналы. 
Предполагается, что Tim-4 образует трехмерный 
комплекс с фибронектином 1 (Fn1) и интегри-
нами, который обеспечивает эффективное рас-
познавание апоптотических клеток и опосредует 
их поглощение за счет действия интегринов. По-
мимо роли Tim-4 в эффероцитозе, Tim-4 рецеп-
тор может способствовать инфекции патогенов. 
Патогены имитируют апоптотические клетки, 
воздействуя на PtdSer на своей клеточной мем-
бране, делая его восприимчивым к Tim-4 рецеп-
тору фагоцитирующих клеток. Таким образом, 
Tim-4 активно участвует в фагоцитозе апопто-
тических клеток, а также используется вирусами 
для пассивного проникновения в клетку PtdSer-
зависимым способом.

Отличительные черты механизма инициации ка-
нонической и неканонической аутофагии

Недавние исследования описали три комплек-
са PI3K класса III (PI3KC3), которые действуют 
во время аутофагии. PI3KC3 обычно содержат 
VPS34, каталитические субъединицы Beclin-1 
и VPS15 (также называемый p150). Специфич-
ность PI3KC3 определяется PI3KC3 различными 
сложными компонентами, которые связывают 
Beclin-1 [69]. 

Первый PI3KC3, содержащий ATG14, необ-
ходим для аутофагии, вызванной голоданием, и 
нацелен на формирование аутофагосом. Кроме 
того, было показано, что ATG14 увеличивает про-
дукцию фосфатидилинозитол-3-фосфата с помо-
щью VPS34, указывая на то, что во время кано-
нической аутофагии ATG14 служит как агентом 
регуляции, так и регулятором активности PI3KC3. 
Известно, что простой фосфатидилинозитол-3-
фосфат выполняет важные функции в эндоци-
тарном и фагоцитарном транспорте и необхо-
дим для аутофагических путей. При аутофагии 
фосфатидилинозитол-3-фосфат может форми-
ровать платформу для биогенеза аутофагосом [5]. 

Второй PI3KC3 лишен ATG14, но содер-
жит UVRAG (ген, которого связан с устой-
чивостью к ультрафиолетовому излучению), 
Beclin-1-связывающий белок, являясь частью 
липид-киназного комплекса PI3KC3, способ-
ствует взаимодействию Beclin-1/VPS34, а также 
активности VPS34 [41]. UVRAG и Beclin-1 вза-
имозависимо индуцируют аутофагию. UVRAG-
опосредованная активация Beclin-1/PI3KC3 спо-
собствует аутофагии. Роль UVRAG-содержащего 
PI3KC3 была противоречивой, так как некоторые 
исследования подтвердили его роль в формиро-
вании аутофагосом, в то время как другие ис-
следования оспаривали эту роль и скорее под-
черкивали роль PI3KC3 в эндоцитозе, переносе 

эндосом, созревании аутофагосом через его взаи-
модействие с классом C-VPS/HOPS [68]. 

В случае аутофагии преинициаторный ком-
плекс, состоящий из белков WIPI и ATG2, свя-
зывается с фосфатидилинозитол-3-фосфатом, 
образующийся в мембране-мишени. Связыва-
ясь как с фосфатидилинозитол-3-фосфатом, так 
и ATG16L1, комплекс WIPI/ATG2 рекрутирует 
комплекс конъюгации LC3, состоящий из систем 
конъюгации ATG12 и LC3, что приводит к присо-
единению LC3 к мембране мишени. 

Третий PI3KC3 содержит как UVRAG, так и 
Rubicon. Этот комплекс является негативным 
регулятором аутофагии, взаимодействуя на мно-
жестве стадий аутофагического пути. Этот ин-
гибирующий комплекс частично индуцирует-
ся основным регулятором аутофагии mTORC1. 
В  условиях, богатых питательными веществами, 
mTORC1 связывает и фосфорилирует UVRAG, 
усиливая ассоциацию UVRAG c Rubicon и инги-
бируя аутофагию [34]. 

Rubicon, первоначально идентифицирован-
ный как партнер по связыванию с Beclin-1, ло-
кализующийся на ранних и поздних эндосомах, 
был описан так же, как и партнер по связыванию 
с VPS34 через его домен RUN. Это взаимодей-
ствие ингибировало активность липидкиназы 
VPS34 и образование аутофагосом [69, 80]. Клет-
ки, дефицитные по Rubicon, демонстрируют по-
вышенную активность с увеличением ATG16L. 
Тем не менее, Rubicon также играет роль в инги-
бировании стадии созревания аутофагосом, по-
скольку клетки с дефицитом Rubicon показывают 
более высокое соотношение аутофаголизосом по 
отношению к аутофагосомам [29].

Rubicon-дефицитные клетки подвергаются 
нормальному уровню фагоцитоза, но не могут 
рекрутировать LC3-II на лапосому [45]. Ком-
плекс PI3KC3, содержащий Rubicon/UVRAG, 
перемещается в аутофагососому, не зависимо от 
активности преинициаторного комплекса. Эта 
ассоциация или стабильность всего комплек-
са PI3KC3 в аутофаголизосоме зависит от при-
сутствия VPS34, поскольку потеря VPS34 при-
водит к потере Beclin-1, UVRAG и Rubicon из 
аутофагосомы. Хотя Rubicon ингибирует актив-
ность липидкиназы VPS34 во время канониче-
ской аутофагии, клетки с дефицитом Rubicon не 
могут продуцировать значительное количество 
фосфатидилинозитол-3-фосфата в ответ на сти-
мулы запуска LC3-ассоциированного фагоцито-
за [46]. 

Следующее фундаментальное отличие заклю-
чается в том, что генерация активных форм кис-
лорода необходима для LAP, но необязательна 
для аутофагии [17]. Для производства активных 
форм кислорода необходим Rubicon, который 
выполняет стабилизацию NOX2-комплекса.
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NOX2 представляет собой большой ком-
плекс, состоящий из интегральных мембранных 
компонентов (gp91phox и p22phox) и цитозольных 
субъединиц (p67phox, p47phox, p40phox и Rac1/2). 
Сборка активного комплекса NOX2 происхо-
дит при взаимодействии рецепторов. Цитозоль-
ные компоненты NOX2 (p47phox, p40phox, p67phox и 
Rac1) присоединяются в фагосоме к фагосомаль-
ным компонентам NOX2 (NOX2 и p22phox) [46]. 
НАДФН-оксидаза комплекса NOX2 в ответ на 
соответствующие сигнальные события, такие как 
передача сигналов, от рецепторов FcγR и TLR, 
собирается на зарождающейся фагосомальной 
мембране и генерирует супероксид путем пере-
носа электронов от цитозольного НАДФН к кис-
лороду в просвете фагосомы [58]. Супероксид 
обладает высокой реакционной способностью 
и вместе с образующимися из него активными 
формами кислорода непосредственно убива-
ет микробы и другие патогены. В дополнение к 
своему прямому противомикробному действию 
NOX2-генерируемые АФК оказывают и другие 
действия, включая регуляцию pH, активацию 
каскада передачи сигналов. Мутация с поте-
рей функции в компонентах НАДФН-оксидазы 
NOX2 приводит к хроническим гранулематоз-
ным болезням, тяжелому иммунодефициту, ха-
рактеризующемуся восприимчивостью к бакте-
риальным и грибковым патогенам [26]. 

Rubicon напрямую взаимодействует c p22phox 
NOX2, необходимого для оптимальной продук-
ции АФК. В отсутствие АФК рекрутирование ни-
жестоящих компонентов LAP, таких как ATG16L1, 
ATG7 и LC3-II, нарушается. Rubicon выполняет 
функцию активации и стабилизации комплек-
са NOX2, поскольку фосфатидилинозитол-3-
фосфат, продуцируемый Rubicon-содержащим 
PI3PKC3, способствует сборке комплекса NOX2, 
а Rubicon связывает и стабилизирует p22 phox [48]. 

Отличительные черты LC3 комплекса канониче-
ской и неканонической аутофагии

Как при LAP, так и при аутофагии привле-
чение белков к мембранам является ключевым 
процессом, который приводит к последующей 
деградации патогена. Комплекс конъюгации 
LC3, состоящий из систем конъюгации ATG12 и 
LC3, одинаков для аутофагии и LAP. Но механиз-
мы, направляющие комплекс конъюгации LC3 к 
мембране мишени, различаются между аутофаги-
ей и LAP. В отличие от обычного пути аутофагии, 
где LC3 включается в двухмембранную фагосо-
му, при LAP LC3 белок рекрутируется непосред-
ственно в одномембранную фагосому. Во время 
канонической аутофагии ATG8 конъюгируются с 
фосфатидилэтаноламином (PE) исключительно 
в двухмембранных аутофагосомах, за счет это-
го происходит удлинение мембраны и закрытие 
фагофора [30]. При неканонической аутофагии 
ATG8 конъюгируется с одной мембраной, эн-

долизосомными компартментами, такими как 
фагосомы, эндосомы или вакуоли. Этот процесс 
протекает с конъюгацией ATG8 с одиночными 
мембранами и включает альтернативную конъ-
югацию как с фосфатидилэтаноламином, так и 
фосфатидилсерином (рис. 5) [16]. 

Как было сказано ранее, в аутофагии рост ау-
тофагосомы регулируется двумя убиквитино-по-
добными системами конъюгации. Одна из си-
стем нуждается в убиквитино-подобном белке 
LC3-I, а другая состоит из ATG5/12/16. Убикви-
тино-подобная система конъюгации, состоящая 
из ATG7, ATG3 и ATG5/12/16 обеспечивает кова-
лентное связывание глицина с липидом (фосфа-
тидилэтаноламином), через амидную связь с его 
головной группой. ATG16L действует как крити-
ческий молекулярный узел, направляя канониче-
скую и неканоническую аутофагию в разных сай-
тах через разные домены. Во время канонической 
аутофагии ATG16L рекрутируется для образова-
ния аутофагосом через свой спиральный домен, 
который взаимодействует с WIPI2 и FIP200, тем 
самым делая сайт конъюгации с ATG8 специфич-
ным. Цитозольная форма LC3-I конъюгирована 
с фосфатидилэтаноламином (PE) и в этой форме 
(LC3-II) она встраивается в растущую мембрану 
аутофагосомы. Перед слиянием аутофагосом с 
лизосомами LC3-II, расположенный на внешней 
аутофагосомной мембране, высвобождается пу-
тем деконъюгации фосфатидилэтаноламина из 
LC3 за счет протеолитической активности ATG4. 
А LC3-II, связанный с внутренней мембраной, 
сохраняется, но в последствии расщепляется 
кислыми гидролазами внутри аутофаголизосо-
мы [15, 54]. 

В LC3-ассоциированном фагоцитозе, подобно 
канонической аутофагии, ATG7 и ATG10 опосре-
дуют конъюгацию ATG5 c ATG12 в ассоциацию 
с ATG16L1 с образованием стабилизирующего 
мультимерного комплекса. Конъюгация LC3-II c 
PE возможна благодаря ATG7 и ATG3 [46]. 

Не так давно было обнаружено, что помимо 
конъюгации ATG8 с фосфатидилэтаноламином, 
в LC3-ассоциированного фагоцитозе происходит 
конъюгация ATG8 c фосфолипидом – фосфати-
дилсерином. Фосфатидилсерин также несет ами-
ногруппу в своей головной части, которая может 
быть конъюгирована с ATG8.

Фосфатидилсерин, расположенный на мем-
бране аутофаголизосомы, на заключительной 
стадии LAP, возможно, выполняет ту же функ-
цию, что и при апоптозе, подавая сигнал на де-
градацию аутофаголизомы. Т.  е. при апоптозе, 
клетка с фосфатидилсерином на наружной мем-
бране находится вне фагоцитарной клетки, а при 
LAP аутофаголизосома с фосфатидилсерином 
находится внутри клетки. 

Таким образом, самое принципиальное от-
личие заключается в механизме активации про-
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цессов. Каноническая аутофагия индуцирует-
ся киназами mTOR и ULK преинициаторным 
комплексом, в то время как неканоническая за-
пускается поверхностными рецепторами. Далее 
запускается PI3KC3, в канонической аутофагии 
содержащий WIPI и ATG2, а в неканонической 
аутофагии содержащий Rubicon. 

Второе фундаментальное отличие: необхо-
димость генерации активных форм кислорода 
NOX2-комплексом в LC3-ассоциированном фа-
гоцитозе, что отсутствует в канонической ауто-
фагии.

Следующее отличие заключается в составе ли-
зосомальной структуры: в аутофагии это белок 
фосфатидилэтаноламин, а в неканонической  – 
фосфатидилэтаноламин и фосфатидилсерин. 
При аутофагии формируется двумембранная 
структура, а в неканонической аутофагии одно-
слойная мембрана.

Роль аутофагии и LC3-ассоциированного фаго-
цитоза в развитии имунного ответа

Аутофагия, в первую очередь ее неканониче-
ская форма, выполняет четыре основные роли в 
иммунной системе: удаление внутриклеточных 

патогенов (фагоцитоз), участие в секреторном 
пути (высокий уровень IL-1α, секретируемый 
макрофагами, стимуляция провоспалительных 
цитокинов) [6], развитие лимфоцитов (актива-
ция T-клеток путем презентации антигенов через 
молекулы I, II главного комплекса гистосовме-
стимости (МНС), находящихся в макрофагах) и 
провоспалительная передача сигналов. Все эти 
процессы взаимосвязаны с фагоцитирующими 
клетками и с LC3-ассоциированным фагоцито-
зом [74]. 

LС3-ассоциированный фагоцитоз в защите от 
инфекционных патогенов

Аутофагия выполняет защитную функцию 
от эндогенных патогенов, в то время как LC3-
ассоциированный фагоцитоз участвует в дегра-
дации экзогенных патогенов. По данным ли-
тературы, LAP, а не классическую аутофагию, 
идентифицировали как основной защитный 
путь, осуществляемый макрофагами в результате 
деградации бактериальных, дрожжевых патоге-
нов, клеток опухли и антигенов. LAP играет роль 
в распознавании и удалении мертвых клеток. LAP 
играет роль в распознавании и удалении мертвых 

Рисунок 5. Схематичное изображение сформировавшихся структур (аутофагосома, лапосома) канонической 
и неканонической аутофагии [16]
Примечание. Аутофагия – это фундаментальный катаболический процесс, в котором используется уникальная 
посттрансляционная модификация – конъюгация белка ATG8 с фосфатидилэтаноламином (PE). При LAP конъюгацией ATG8 
протекает с одиночными мембранами и включает альтернативную конъюгацию как с фосфатидилэтаноламином, так и 
фосфатидилсерином (PS).
Figure 5. Schematic representation of the formed structures (autophagosome, laposome) of canonical and non-canonical 
autophagy [16] 
Note. Autophagy is a fundamental catabolic process that uses a unique post-translational modification, the conjugation of ATG8 protein 
to phosphatidylethanolamine (PE). In LAP, ATG8 conjugation occurs with single membranes and involves alternative conjugation to both 
phosphatidylethanolamine and phosphatidylserine (PS).
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клеток. Утилизацию выполняют специализиро-
ванные клетки фагоциты (макрофаги, дендрит-
ные клетки). 

Фагоциты используют многочисленные Tim4-
рецепторы, которые непосредственно распоз-
нают фосфатидилсерин или внеклеточные фос-
фатидилсериновые мостиковые молекулы [43]. 
У  мышей с дефицитом этих рецепторов часто 
развиваются аутоимунные заболевания, подоб-
ные симптомам системной красной волчанки 
(СКВ). Для лиц с СКВ характерно наличие апоп-
тотических телец вследствие нарушения их кли-
ренса, что приводит к развитию аутоиммунитета. 
Таким образом, поглощение и деградация апоп-
тотических клеток является важным процессом 
поддержания гомеостаза. Неканоническая ау-
тофагия требуется для эффективной деградации 
апоптотической клетки, а при отсутствии LAP 
происходит увеличение противовоспалительных 
цитокинов. 

Другим примером LAP в иммунной системе 
является его участие при развитии инфекцион-
ных заболеваниях [48]. На примере Salmonella 
enterica serovar Typhimurium было обнаружено, 
что дефицит ATG5 участвующего в LAP, снижа-
ет устойчивость клетки хозяина, в то время как 
дефицит ATG13, гена, ответственного за пре-
инциаторный комплекс аутофагии, не выявил 
существенных изменений в ответ на внешний 
иммунный патоген. Данное явление указыва-
ет на распознавание макрофагами патогенного 
Salmonella, которое не зависит от запуска аутофа-
гии, и что макрофаги нацелены на патоген LC3-
ассоциированным фагоцитозом [28]. 

Активация NOX2-комплекса и НАДФН-
оксидазы является ключевым событием фаго-
цитоза в уничтожении патогенов в фагоцитиру-
ющих лейкоцитах. НАДФН-оксидаза, входящая 
в комплекс NOX2, характерная для LAP, необ-
ходима для образования АФК, который в свою 
очередь несет потенциально повреждающие 
свойства против внутриклеточных патогенов. 
НАДФН-оксидаза неактивна в покоящихся ма-
крофагах и нейтрофилах, и активируется при пе-
редаче сигналов врожденного иммунитета через 
Toll-подобный рецепторный путь при проникно-
вении микробов [76]. Роль НАДФН-оксидазы в 
защите от патогенов также иллюстрируется при 
хронической гранулематозной болезни, харак-
теризующаяся грибковыми и бактериальными 
инфекциями, возникающая из-за нефункцио-
нальной НАДФН-оксидазы в фагоцитах [47]. 
НАДФН-оксидаза собирается на зарождающей-
ся фагосомальной мембране и генерирует супе-
роксид путем переноса электронов кислорода 
от цитозольного НАДФН. Супероксид обладает 
высокой реакционной способностью и вместе с 
образующимися из него АФК убивает патогены. 
Помимо своего прямого противомикробного 

действия активные формы кислорода, генериру-
емые комплексом NOX2, участвуют в регуляции 
pH фагосом и уровня ионов калия, активации 
каскадов передачи сигналов и изменении экс-
прессии генов [35]. Мутации с потерей функции 
в компонентах НАДФН-оксидазы комплекса 
NOX2 приводят к хронической гранулематозной 
болезни и тяжелому иммунодефициту, характе-
ризующемуся восприимчивостью к бактериаль-
ным и грибковым патогенам. 

LAP приводит к более эффективному созрева-
нию фагосом, чем обычный фагоцитоз. Участие 
белков аутофагии приводит к ускоренному со-
зреванию фагосом и снижению выживаемости 
интернализованных патогенов.

Таким образом, LAP включает: конвергенцию 
фагоцитоза и аутофагического механизма; усиле-
ние противомикробных свойств аутолизосом по 
сравнению со стандартными фаголизосомами, 
участвующими в фагоцитозе; обнаружение ми-
кробных патогенов путем распознавания пато-
ген-ассоциированных молекулярных паттернов 
врожденного иммунитета за счет участия Toll-
подобных рецепторов (TLR); взаимосвязь ATG5 
c гидролазными ферментами (ГТФазы) [80].

Роль аутофагии и LС3-ассоциированного фаго-
цитоза в секреторном пути

Процесс фагоцитоза и секреторный путь име-
ют много общих функций, включая перенос ве-
зикул и слияние мембран. Пути канонической 
и неканонической аутофагии, в частности их 
белки, также играют роль в секреторных путях. 
К  примеру, у мышей с дефицитом белка ATG5 
наблюдается высокий уровень IL-1α, секретиру-
емый макрофагами in vitro и in vivo, что приводит 
к чрезмерным воспалительным реакциям. LAP 
играет двойную роль в борьбе с туберкулезом: 
антибактериальную и противовоспалительную. 
У мышей, инфицированных M.  tuberculosis в от-
сутствие белка ATG5, наблюдалось увеличение 
бациллярной нагрузки и чрезмерное воспаление 
легких, характеризующееся нейтрофильной ин-
фильтрацией и реакцией IL-17 с повышенными 
уровнями IL-1α. В то же время у макрофагов с 
нормальной работой ATG5 демонстрировался 
клеточно-автономный фенотип гиперсекреции 
IL-1α, тогда как T-клетки проявляли склонность 
к поляризации IL-17 во время неспецифической 
активации или при повторной стимуляции мико-
бактериальными антигенами [6]. 

Ингибирование LAP в антигенпрезентирую-
щих клетках приводит к повышенной секреции 
IL-1β in vitro. А индукция неканонической ауто-
фагии снижает секрецию IL-1β in vivo [23]. Не-
давно было показано, что регуляция АФК кон-
тролирует секрецию другого провоспалительного 
цитокина, фактора ингибирования миграции ма-
крофагов (MIF) [12]. Это согласуется с тем, что 
дефекты в первую очередь не в канонической ау-
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тофагии, а в LAP приводят к увеличению секре-
ции провоспалительных цитокинов [39, 74]. 

Роль аутофагии и LAP в провоспалительной пе-
редаче сигналов 

Недавние исследования показывают взаимос-
вязь между аутофагией и активацией ядерного 
фактора каппа-легкой цепи активированных 
B-клеток (NF-κB). Например, активация NF-κB, 
опосредованная T-клеточным рецептором, моду-
лируется Bcl-10. Это происходит в ассоциации с 
адаптером аутофагии p62/SQSTM1 [56]. Адаптер-

ный белок Bcl-10 является критически важным 
медиатором передачи сигналов от T-клеточного 
рецептора к NF-κB. Предполагается, что дегра-
дация Bcl-10 путем аутофагии снижает актива-
цию T-клеточного рецептора NF-κB. Участие 
TCR способствует полиубиквитинированию K63 
Bcl-10, вызывая ассоциацию Bcl-10 c адаптером 
аутофагии p62. В совокупности эти данные пока-
зывают, что селективная деградация белка Bcl-10 
путем аутофагии представляет собой внутрен-
ний гомеостатический путь, который модулирует 

Рисунок 6. Влияние NF-κκB на активацию воспаления путем устранения поврежденных митохондрий через 
аутофагию [81]
Примечание. Поврежденные митохондрии подвергаются паркинзависимой убиквитиновой конъюгации и специфически 
распознаются p62, что индуцирует их митофагический клиренс. Абляция p62, специфичная для макрофагов, вызывает 
выраженное накопление поврежденных митохондрий и чрезмерное IL-1ββ-зависимое воспаление, усиливая гибель макрофагов. 
Следовательно, путь «NF-κκB-p62-митофагия» представляет собой присущую макрофагам регуляторную петлю, посредством 
которой NF-κκB сдерживает свою собственную активность, способствующую воспалению, и организует самоограничивающийся 
ответ хозяина, который поддерживает гомеостаз и способствует восстановлению тканей.
Figure 6. Influence of NF-κB on the activation of inflammation by eliminating damaged mitochondria through autophagy [81]
Note. Damaged mitochondria undergo Parkin-dependent ubiquitin conjugation and are specifically recognized by p62, which induces their 
mitophagic clearance. Macrophage-specific p62 ablation causes pronounced accumulation of damaged mitochondria and excessive IL-1β-
dependent inflammation, enhancing macrophage death. Therefore, the “NF-κB-p62-mitophagy” pathway is a macrophage-intrinsic regulatory loop 
through which NF-κB restrains its own inflammation-promoting activity and orchestrates a self-limiting host response that maintains homeostasis 
and favors tissue repair.
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передачи сигналов TCR к NF-κB в эффекторных 
T-клетках. Этот гомеостатический процесс мо-
жет защитить T-клетки от неблагоприятных по-
следствий неограниченной активации NF-κB, 
таких как клеточное старение. 

В макрофагах SQSTM1/p62-зависимый кли-
ренс поврежденных митохондрий модулирует ак-
тивацию NLRP3-инфламмасомы. Удаление ком-
плекса SQSTM1/p62 приводит к повышенной 
активации инфламмасомы и перепроизводству 
IL-1β (рис. 6) [81]. 

NF-κB  – ключевой активатор воспаления, 
инициирует активацию NLRP3-инфламмасомы, 
индуцируя экспрессию про-IL-1β и NLRP3. 

Однако NF-κB также предотвращает чрез-
мерное воспаление и сдерживает активацию 
NLRP3-инфламмасом. NF-κB проявляет свою 
противовоспалительную активность, индуци-
руя накопление SQSTM1/p62. Внешние стиму-
лы, активирующие NLRP3, запускают форму 
повреждения митохондрий, которая не зависит 
от каспазa-1. Далее происходит высвобождение 
прямых активаторов воспаления NLRP3, вклю-
чая активные формы кислорода. Поврежден-
ные митохондрии подвергаются убиквитино-
вой конъюгации и специфически распознаются 
p62, что индуцирует митофагический клиренс. 
Удаление p62 вызывает выраженное накопле-

Рисунок 7. Презентация антигена для молекул главного комплекса гистосовместимости II класса с помощью 
канонической и неканонической аутофагии [52]
Примечание. Во время LC3-ассоциированного фагоцитоза (LAP) груз взаимодействует с определенными рецепторами, такими 
как Toll-подобные рецепторы (TLR), включая TLR2. Это осуществимо благодаря слиянию комплекса LC3 с вакуолярной 
субъединицей ATФазы V1A. Ассоциированные с LC3 фагосомы в конечном итоге сливаются с компартментами, содержащими 
MHC класса II (MHC II). В них их груз расщепляется и загружается на молекулы MHC класса II, которые затем транспортируются 
на клеточную поверхность для CD4+Т-клеток. 
Макроаутофагия доставляет внутриклеточные антигены, такие как агрегаты убиквитинированных белков, которые 
рекрутируются в фагофоры рецепторами аутофагии, такими как p62, с аутофагосомами к MHC II. Затем эти внутриклеточные 
антигены также могут быть расщеплены лизосомальными гидролазами для загрузки на молекулы MHC класса II.
Figure 7. Antigen presentation for major histocompatibility complex class 2 molecules using canonical and non-canonical 
autophagy [52]
Note. During LC3 associated phagocytosis (LAP) the cargo engages certain receptors, such as Toll-like receptors (TLRs), including TLR2. This 
leads to the recruitment of the LC3 lipidation machinery (ATG5/12/16L1) via the vacuolar ATPase subunit V1A. LC3 associated phagosomes 
eventually fuse with MHC class II containing compartments (MHC II). In these their cargo is degraded and loaded onto MHC class II molecules 
which are then transported to the cell surface for CD4+T cell stimulation. Macroautophagy delivers intracellular antigens, such as ubiquitinated 
protein aggregates that are recruited into phagophores by autophagy receptors such as p62, with autophagosomes to MHC II. These intracellular 
antigens can then also be broken down by lysosomal hydrolases for loading onto MHC class II molecules.
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ние поврежденных митохондрий и чрезмерное 
IL- 1β-зависимое воспаление, усиливая гибель 
макрофагов. 

Эти данные свидетельствуют о том, что ау-
тофагия может модулировать выживаемость и 
провоспалительную передачу сигналов многими 
путями, включая активацию NF-κB во многих 
типах клеток. Поскольку аутофагия играет не-
сколько ролей в иммунной системе, нарушение 
канонической и неканонической аутофагии вли-
яет на развитие аутоиммунитета. 

Презентация внутриклеточного антигена 
для MHC II класса при участии канонической 
аутофагии

Механизм аутофагии стимулирует как вну-
три-, так и внеклеточное представление антигена 
для ограниченной презентации МНС II класса 
CD4+T-клеткам. При LAP материал, подлежа-
щий удалению, взаимодействует с определенны-

ми рецепторами, такими как TLR, включая TLR2. 
Это осуществимо благодаря слиянию комплекса 
LC3 с вакуолярной субъединицей ATФазы V1A. 
Данное слияние стабилизируется NOX2, которая 
ингибирует расхождение LC3 путем окисления 
ATG4. LC3-ассоциированные фагосомы расще-
пляют иммунобиологический груз и сливаются с 
компартментами, содержащими МНС II класса, 
которые затем транспортируют антигены на кле-
точную поверхность CD4+T-клеток.

Каноническая аутофагия доставляет внутри-
клеточные антигены, такие как агрегаты убик-
витинированных белков за счет рецепторов p62. 
Агрегаты белков в составе фагофор, содержащие 
белок аутофагии p62, сливаются с МНС II клас-
са. Затем эти внутриклеточные антигены также 
расщепляются гидролазами для презентации 
CD4+T-клеткам (рис. 7).

Рисунок 8. Презентация антигена для MHC I класса [14]
Примечание. Эндогенно синтезированные белки и дефектные рибосомные продукты превращаются в пептиды в цитозоле 
протеасомными и цитозольными протеазами. Затем пептиды транспортируются транспортером, осуществляемым с 
процессингом антигена (TAP), в эндоплазматический ретикулуме, где комплекс загрузки пептидов (PLC) реализуется пептидом, 
TAP, MHC класса I, ββ2-микроглобулином (ββ2m) и другими вспомогательными белками. Нагруженные молекулы MHC класса I 
транспортируются на поверхность клетки в секреторных везикулах.
Figure 8. Antigen presentation for MHC class I [14]
Note. Endogenously synthesized proteins and defective ribosomal products (DRiPs) are processed to peptides in the cytosol by the proteasome 
and cytosolic proteases. Peptides are then transported by transporter associated to antigen processing (TAP) to the ER where the peptide loading 
complex (PLC) is formed by a peptide, TAP, MHC class I, β2-microglobulin (β2m) and other assistant proteins. Loaded MHC class I molecules are 
transported to the cell surface in secretory vesicles.
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Каноническая аутофагия способствует до-
ставке в МНС II класса как цитозольных, так и 
ядерных антигенов [40, 57, 59]. Лиганды главного 
комплекса гистосовместимости включают так-
же ортологи ATG8, такие как LC3-II, GABAR и 
GABAR-L1, а также рецепторы аутофагии, такие 
как TAX1BP1 [13, 70]. Взаимодействие с данны-
ми рецепторами важно для типов клеток с огра-
ниченной фагоцитарной активностью: B-клетки, 
эпителиальные и эндотелиальные клетки [55]. 
Предполагается, что механизм аутофагии не-
обходим для загрузки МНС II в B-клетки. По-
сле активации антигенпрезентующих клеток 
B-клетки могут стимулировать цитотоксические 
ответы CD4+T-клеток. Наравне с B-клетками, 
эпителиальные клетки тимуса также используют 
механизм аутофагии. В эпителиальных клетках, 
ответственных за образование T-клеток, ауто-
фагосомы сливаются с МНС II класса, однако 
дефицитные по ATG5 эпителиальные клетки 
тимуса представляют измененный состав пепти-

дов на своих молекулах МНС II класса. Это спо-
собствует изменению позитивной и негативной 
селекции CD4+T-клеток в тимусе. Происходит 
снижение позитивной селекции специфичных 
T-клеточных рецепторов и увеличению количе-
ства аутореактивных T-клеток. По литературным 
данным, потеря ATG5 в лимфатичеких эндотели-
альных клетках приводит к потере регуляторной 
пролиферации фенотипа T-клеток [22]. После 
этого в дендритных клетках запускается меха-
низм аутофагии для поддержания регуляторной 
функции CD4+T-клеток, что приводит к аутоим-
мунитету [53]. И наоборот, регуляторные CD4+T-
клетки должны подавить аутофагию в дендрит-
ных клетках во избежание аутоиммунитета [2]. 
Таким образом, регуляция аутофагии, при ко-
торой происходит презентация аутоантигена к 
МНС II в лимфатических эндотелиальных клет-
ках и регуляция аутофагии в дендритных клетках 
влияет на функцию CD4+Т-клеток.

Рисунок 9. Подавление экспрессии МНС I класса путем аутофагии [52]
Примечание. Поверхностная экспрессия МНС класса I подавляется механизмом макроаутофагии. Молекулы МНС класса 
I загружаются в эндоплазматический ретикулум (ЭР) преимущественно пептидами, которые образуются в результате 
протеасомной деградации, а затем импортируются в ЭР через транспортер, связанный с презентацией антигена (TAP). На пути к 
клеточной мембране из ЭР молекулы MHC класса I становятся мишенью для макроаутофагии с помощью рецептора аутофагии 
NBR1, что приводит к их лизосомной деградации в клетках аденокарциномы протоков поджелудочной железы (PDAC). Кроме 
того, процессинг LC3 задействует части механизма интернализации молекул MHC класса I на клеточной мембране, включая 
киназу 1, ассоциированную с AP2 (AAK1). Это приводит к более быстрой интернализации и деградации молекул МНС класса I в 
дендритных клетках.
Figure 9. Suppression of MHC class I expression by autophagy [52]
Note. MHC class I surface expression is down-regulated by the macroautophagy machinery. MHC class I molecules are loaded in the 
endoplasmic reticulum (ER), primarily with peptides that originate from proteasomal degradation and are then imported into the ER via the 
transporter associated with antigen presentation (TAP). On their way to the cell membrane from the ER, MHC class I molecules are targeted for 
macroautophagy by the autophagy receptor NBR1, resulting in their lysosomal degradation in pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) cells. In 
addition, LC3 lipidation recruits parts of the internalization machinery to MHC class I molecules at the cell membrane, including AP2 associated 
kinase 1 (AAK1). This leads to a more rapid internalization and degradation of MHC class I molecules in dendritic cells.



248

Ibragimov B.R. et al.
Ибрагимов Б.Р. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Презентация внеклеточного антигена для MHC 
II класса при участии LAP

Презентация внеклеточного антигена МНС II 
к CD4+T-клеткам также осуществляется за счет 
LAP, который направляет продукты деградации 
внеклеточного груза для эффективной презен-
тации антигена МНС II. Сниженная стимуляция 
CD4+T-клеток, поддерживаемая МНС II, в от-
сутствие LAP, а также ограниченная презентация 
антигена дендритными клетками приводит к ау-
тоимунному энцефаломиелиту и аутоимунным 
заболеваниям ЦНС у мышей. Похожее явление 
происходит после адаптивного переноса ауто-
имунных CD4+T-клеток у мышей с дефецитом 
ATG5 или NOX2 [3, 32, 33]. Было показано, что 
LAP фагоцитоз поддерживает процессинг бак-
териальных везикул наружной мембраны для 
стимуляции регуляторных CD4+T-клеток в ки-
шечнике мыши [9]. Экспрессия ATG4B, которая 
нечувствительна к АФК продуцируемыми NOX2, 
ингибирует презентацию эндоцитарного дрож-
жевого антигена на молекулах МНС II класса к 
Candida albicans [42]. Следовательно, неканони-
ческая аутофагия предоставляет информацию о 
внеклеточных антигенах во время фагоцитоза для 
более эффективной презентации антигена на мо-
лекулах МНС II класса к CD4+T-клеткам.

Презентация антигена для MHC I класса
Пептиды, представленные молекулами МНС 

I  класса, образуются в результате протеасом-
ной деградации в цитозоле и ядре [14]. Пептиды 
транспортируются в эндоплазматический рети-
кулум транспортером, связанным с презентаци-
ей антигена (TAP). Как только высокоафинный 
окта- или пентамерный пептид встраивается в 
бороздку для связывания пептида, загрузочный 
комплекс расформировывается. Далее комплекс 
MHC I класса, содержащий необходимый пеп-
тид, транспортируется на клеточную поверхность 
для презентации CD8+T-клеткам (рис. 8).

Поверхностная экспрессия МНС класса I по-
давляется механизмом макроаутофагии. Моле-
кулы МНС I загружаются в эндоплазматический 
ретикулум (ЭР) преимущественно пептидами, 
которые образуются в результате протеасомной 
деградации, а затем импортируются в ЭР через 
транспортер, связанный с презентацией антиге-
на (TAP). На пути к клеточной мембране из эн-
доплазматического ретикулума молекулы MHC 
класса I становятся мишенями для макроаутофа-
гии с помощью рецептора аутофагии NBR1, что 
приводит к их лизосомной деградации в клетках 
аденокарциномы протоков поджелудочной же-
лезы (PDAC). Кроме того, встраивание белков 
LC3 задействует части механизма интернализа-
ции молекул MHC класса I на клеточной мем-
бране, включая киназу-1, ассоциированную с 
AP2 (AAK1). Это приводит к более быстрой ин-

тернализации и деградации молекул МНС класса 
I в дендритных клетках (рис. 9).

Таким образом, механизм аутофагии на-
целен на молекулы MHC I класса для лизосо-
мальной деградации в клетках, позволяя им из-
бежать иммунного контроля, опосредованного 
CD8 T-клетками. 

Заключение
Самое принципиальное отличие между кано-

нической и неканонической аутофагией заклю-
чается в механизме активации процессов. Ка-
ноническая аутофагия индуцируется киназами 
mTOR и ULK-преинициаторным комплексом, 
в то время как неканоническая запускается по-
верхностными рецепторами. Далее запускается 
PI3K-комплекс, в канонической аутофагии со-
держащий WIPI и ATG2, а в неканонической ау-
тофагии содержащий Rubicon. 

Второе фундаментальное отличие необхо-
димость генерации активных форм кислорода 
NOX2-комплексом в LAP, что отсутствует в кано-
нической аутофагии.

Следующее отличие заключается в составе ли-
зосомальной структуры: в аутофагии это белок 
фосфатидилэтаноламин, а в неканонической  – 
фосфатидилэтаноламин и фосфатидилсерин. 
Также в аутофагии двумембранная структура, а 
в неканонической аутофагии однослойная мем-
брана.

Помимо структурных молекулярных отличий 
наблюдаются различия в значимости в иммунной 
системы, такие как участие в захвате и деграда-
ции внутренних и внешних патогенов, участие в 
секреторном пути, участие в провоспалительной 
передаче сигналов, а также презентация анти-
гена для главного комплекса гистосовместимо-
сти MHC. Стоит заметить, что помимо участия 
аутофагии в презентации антигена для главного 
комплекса гистосовместимости MHC II класса, в 
нем участвует и LAP.

В последние годы стало ясно, что в допол-
нение к канонической функции механизма ау-
тофагии во время ограниченной презентации 
антигена MHC II класса, части этого механизма 
используются для регуляции LAP, для деградации 
молекул MHC I класса и секреции антигенов во 
внеклеточных везикулах, включая различного 
рода патогенов. 

Важно отметить, что неканоническая аутофа-
гия присуща только фагоцитирующим клеткам и 
что нарушение протекания LAP ведет к появле-
нию аутоиммуных ответов. 

Макрофаги, лишенные или плохо выполняю-
щие LAP, продуцируют повышенное количество 
провоспалительных цитокинов (IL-1β и IL-6), а 
также наблюдается снижение противовоспали-
тельных цитокинов (IL-10 и TGF-β), что при-
водит к развитию аутоиммунных или аутово-
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спалительных заболеваний. Одна из возможных 
причин нарушения правильного протекания LAP 
является дефицит фосфатидилсериновых рецеп-
торов, необходимых для запуска процесса  [60]. 
Взаимодействие фосфатидилсерина с TIM-4 
рецепторами необходимо для утилизации ма-
крофагами апоптотических телец и правильно-
го протекания LAP [43]. Следующей возможной 
причиной возникновения нарушений протека-
ния LAP являются, мутации в гене Rubcn, от-
ветственного за правильное функционирование 
белка Rubicon [73]. Данные нарушения приводят 
к СКВ подобным явлениям, относящимся к ау-
тоиммунным заболеваниям, приводящим к нару-
шению иммунной системы. Схожие СКВ подоб-

ные явления встречаются в других аутоиммунных 
заболеваниях.

Замечено, что у больных аутоиммунными за-
болеваниями нарушено своевременное поглоще-
ние и утилизация макрофагами апоптотических 
клеток, вследствие чего наблюдаются снижение 
апоптоза и фагоцитарной активности, а затем и 
накопление апоптотических клеток. Предпола-
гается, что в патогенезе аутоиммунных заболева-
ний существенную роль занимает нарушенный 
клиренс мертвых клеток. Нарушение процесса 
гибели клеток в сочетании с их дефектным удале-
нием приводит к накоплению внутриклеточных 
аутоантигенов, а затем и к аутоиммунитету.
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КЛЕТОЧНЫЕ МЕХАНИЗМЫ ПОДДЕРЖАНИЯ  
ФЕТО-МАТЕРИНСКОЙ ТОЛЕРАНТНОСТИ  
ВО ВРЕМЯ БЕРЕМЕННОСТИ
Шевченко Ю.А., Назаров К.В., Сенников С.В. 
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия

Резюме. Беременность является иммунологическим парадоксом, так как плод, несущий отцовские 
антигены, представляет собой полуаллогенный трансплантат, который должен отторгаться организ-
мом матери, но в то же время плод полностью защищен от иммунной атаки, что предполагает сложные 
механизмы фето-материнского взаимодействия. Гормональные, аутокринные и паракринные иммун-
ные сигналы и нейрональные пути играют важную роль в формировании и поддержании беременно-
сти. Беременность считается динамичным и активно модулируемым иммунологическим процессом, 
поэтому каждая стадия беременности, включая имплантацию эмбриона, плацентацию, развитие пло-
да и роды, представлена уникальным иммунным статусом. Изучение механизмов поддержания бере-
менности является жизненно важным для решения проблем невынашивания беременности неясной 
этиологии. Успешная беременность тесно связана со способностью материнской иммунной системы 
правильно адаптироваться к каждой конкретной стадии гестации. В данном обзоре рассмотрены ос-
новные клеточные популяции, такие как регуляторные подтипы T- и B-клеток, T-хелперные клетки, 
децидуальные натуральные киллеры, миелоидные супрессоры, эритроидные ядросодержащие клет-
ки, которые обеспечивают фето-материнскую толерантность с помощью различных межклеточных и 
гуморальных механизмов. Материнские иммунные клетки в плаценте не атакуют клетки плода (тро-
фобласты) из-за толерогенного микроокружения, созданного регуляторными Т-клетками и други-
ми иммунными клетками. Во время беременности каждая субпопуляция Т-хелперных клеток играет 
ключевую роль в стимулировании развития плода за счет продукции ангиогенных факторов, обеспе-
чивая иммунный надзор и подавляя аберрантные реакции эффекторных клеток против полуалло-
генного плода. Накопление миелоидных супрессоров особенно актуально там, где для выживания 
необходима иммунная толерантность. Децидуальные NK-клетки тесно взаимодействуют с клетками 
трофобласта и секретируют цитокины, которые способствуют росту, опосредуют дифференцировку, 
инвазию трофобластов и ремоделирование спиральной артерии. Благоприятное толерогенное состоя-
ние в утробе матери предрасполагает новорожденного к тяжелым инфекциям, особенно тем, которые 
вызваны внутриклеточными патогенами, поэтому толерантность плода может отличаться от других 
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типов толерантности из-за наличия различных клеток-иммуносупрессоров, таких как эритроидные 
клетки-супрессоры у новорожденных. По мере развития беременности свойства этих клеток дина-
мически изменяются, чтобы своевременно удовлетворить возникающие при беременности запросы. 
Понимание иммунологических изменений, вызванных беременностью, может не только раскрыть 
новые терапевтические стратегии для улучшения исходов беременности, но и новые аспекты работы 
иммунной толерантности, применимые в других физиологических и патологических контекстах.

Ключевые слова: беременность, фето-материнская толерантность, полуаллогенный плод, эритроидные клетки

CELLULAR MECHANISMS FOR MAINTENANCE OF FETO-
MATERNAL TOLERANCE DURING PREGNANCY
Shevchenko Yu.A., Nazarov K.V., Sennikov S.V.
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. Pregnancy is an immunological paradox, since a fetus carrying paternal antigens is a semi-
allogeneic transplant that should be rejected by the mother’s body. However, the fetus is completely protected 
from immune attack, thus suggesting some complex mechanisms of feto-maternal interaction. Hormonal, 
autocrine and paracrine immune signals and neuronal pathways play an important role in the development and 
maintenance of pregnancy. Pregnancy is considered a dynamic and actively modulated immunological process 
at each stage of pregnancy, including embryo implantation, placentation, fetal development, and delivery, 
being represented by a unique immune status. Studying the mechanisms of maintenance of pregnancy is vital to 
address the problems of miscarriage of unknown etiology. Successful pregnancy is closely related to the ability 
of the maternal immune system to properly adapt for each distinct stage of gestation. This review considers 
the main cell populations, such as regulatory subtypes of T and B cells, T helper cells, decidual natural killers, 
myeloid suppressors, erythroid nucleated cells which provide feto-maternal tolerance via various intercellular 
and humoral mechanisms. Maternal immune cells in the placenta do not attack fetal cells (trophoblasts) due 
to the tolerogenic microenvironment created by regulatory T cells and other immune cells. During pregnancy, 
each subpopulation of T helper cells plays a key role in promotion of fetal development through the production 
of angiogenic factors, providing immune surveillance and suppressing aberrant effector cell responses against 
a semi-allogeneic fetus. Accumulation of myeloid suppressor cells is especially relevant, when the immune 
tolerance is required for survival. Decidual NK cells closely interact with trophoblast cells and secrete cytokines 
that promote growth, mediate differentiation, trophoblast invasion, and remodeling of the spiral arteries. The 
favorable tolerogenic state in utero predisposes the newborn to severe infections, especially those caused by 
intracellular pathogens. Hence, the fetal tolerance may differ from other types of tolerance due to the presence 
of various immunosuppressive cells, such as erythroid suppressor cells in newborns. In the course of pregnancy, 
the properties of these cells change dynamically in order to meet the demands that arise during pregnancy 
in a timely manner. Understanding the immunological changes induced by pregnancy may not only reveal 
new therapeutic strategies to improve pregnancy outcomes, but also highlight new aspects of how the immune 
tolerance works being applicable in other physiological and pathological contexts.

Keywords: pregnancy, fetal-maternal tolerance, haplo-allogeneic fetus, erythroid cells
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Введение
Беременность является иммунологическим 

парадоксом, поскольку плод, несущий отцовские 
антигены, представляет собой полуаллогенный 
трансплантат, который должен отторгаться орга-

низмом матери, но в то же время плод полностью 
защищен от иммунной атаки. Одновременно ма-
теринская иммунная система должна уметь за-
щищаться от патогенной инвазии, что предпола-
гает сложные механизмы взаимодействия между 
плодом и организмом матери. Гормональные, ау-
токринные и паракринные иммунные сигналы и 
нейрональные пути играют важную роль в фор-
мировании и поддержании беременности [58]. 
Гормоны – основные коммуникативные сигналы 
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при репродукции и необходимы для установле-
ния беременности у всех млекопитающих. Гор-
моны, выделяемые нейроэндокринными, овари-
альными, децидуальными трофобластическими 
источниками дополняют друг друга при пере-
даче сигналов [12]. Беременность – это не разо-
вое событие подавления иммунитета, а сложный 
сценарий иммуномодуляции для поддержания 
эффективности матери, чтобы устранить вторг-
шиеся патогены без повреждение плода. 

Иммунологические фазы беременности со 
сроками вынашивания можно представить как: 
(1) первый триместр и начало второго триместра, 
во время которых происходят активная имплан-
тация и плацентация, представляют собой им-
мунологический сценарий «заживления ран» и 
характеризуются провоспалительной средой», 
(2) второй триместр и начало третьего триместра 
представляют собой иммунологически супрес-
сивную стадию, предлагающую материнско-
плодную толерантность, и (3) заключительную 
часть третьего триместра, характеризующуюся 
восстановлением провоспалительного состояния 
для изгнания плода и плаценты. Беременность 
считается динамичным и активно модулируемым 
иммунологическим процессом, поэтому каждая 
стадия беременности, включая имплантацию 
эмбриона, плацентацию, развитие плода и роды, 
представлена уникальным иммунным статусом. 
Таким образом, успешная беременность тесно 
связана со способностью материнской иммун-
ной системы правильно адаптироваться к каждой 
конкретной стадии гестации [43]. 

T-регуляторные клетки 
Несмотря на то, что плод никогда напрямую 

не контактирует с тканями матери, такой кон-
такт есть между плацентарными тканями матери 
и плацентарными тканями плода [13]. Считается, 
что материнские иммунные клетки в плаценте не 
атакуют клетки плода (трофобласты) из-за толе-
рогенного микроокружения, созданного регу-
ляторными Т-клетками и другими иммунными 
клетками. Т-клетки составляют от 10% до 20% 
децидуальных иммунных клеток в первом три-
местре беременности. Многие из них являются 
CD8+Т-клетками, в том числе подтипами с регу-
ляторными свойствами. Среди CD4+Т-клеток от 
10% до 30% экспрессируют фактор транскрипции 
T-регуляторных клеток FoxP3, что значительно 
выше по сравнению с его обычной экспрессией 
в периферической крови. T-регуляторные клетки 
представлены как тимическими, так и перифери-
ческими клетками и фенотипически неоднород-
ны в зависимости от фазы менструального цикла 
и срока беременности. T-регуляторные клетки 
необходимы для противовоспалительного пере-
хода, сопровождающего имплантацию и раз-

витие плаценты. Пополнение пула маточных 
T-регуляторных клеток происходит при под-
готовке к зачатию и начинается в пролифера-
тивной фазе каждого цикла с эстроген-обуслов-
ленного усиления, которое достигает пика при 
овуляции [47]. Клетки эндометрия и плаценты 
высвобождают многочисленные хемокины, ко-
торые играют роль в привлечении иммуномоду-
лирующих клеток. Для Т-регуляторных клеток 
наиболее характерны такие хемокины, как CCL1, 
CCL4, CCL17 и CCL22 [32] У человека наблюда-
ется повышение содержание циркулирующих 
T-регуляторных клеток на ранних сроках бере-
менности с пиком во втором триместре и сни-
жение их количества в послеродовом периоде. 
Накопление T-регуляторных клеток происходит 
во время максимальной инвазии децидуальной 
оболочки трофобластными клетками. У мышей 
существует аллоантиген-независимая экспан-
сия T-регуляторных клеток во время беремен-
ности одновременно с миграцией этих клеток из 
паховых лимфоузлов в периферическую кровь. 
Истощение CD25+, опосредованное монокло-
нальными антителами in vivo, свидетельствует о 
том, что T-регуляторные клетки важны для опос-
редования материнской толерантности к алло-
генному плоду в фазе имплантации и на ранней 
стадии беременности, но не так необходимы для 
поддержания поздней стадии аллогенной бере-
менности. Кроме того, у женщин с необъясни-
мым бесплодием наблюдается более низкая экс-
прессия мРНК FoxP3 в тканях эндометрия  [36]. 
В работе  [49] показано наличие трех различных 
типов децидуальных CD4+Treg при здоровой 
беременности с регуляторным фенотипом и 
способностью подавлять Т-клеточные ответы: 
CD25hiFoxP3+, PD1hiIL-10+ и TIGIT+FoxP3dim. 

Эффекторные T-регуляторные клетки яв-
ляются наиболее доминирующим типом 
T-регуляторных клеток в периферической кро-
ви и децидуальной оболочке на поздних сроках 
беременности у человека. При анализе репер-
туара Т-клеточного рецептора (TCR) единич-
ных CD4+CD25+CD45RA-CD127low эффекторных 
T-регуляторных клеток при беременности было 
показано, что клонально увеличенные эффек-
торные T-регуляторные клетки наблюдались 
только в децидуальной оболочке, но не в пери-
ферической крови и их содержание было выше 
в 3-м триместре, чем в 1-м триместре. С другой 
стороны, обычные клонотипические эффектор-
ные T-регуляторные клетки между децидуаль-
ной оболочкой и периферической кровью на-
блюдались редко. Децидуальные эффекторные 
T-регуляторные клетки могут распознавать неко-
торые антигены, экспрессирующиеся на грани-
це фето-материнской линии и пролиферируют 
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при стимуляции антигеном, однако эффектор-
ные T-регуляторные клетки в периферической 
крови пролиферируют неспецифически. Таким 
образом, фетальные антиген-специфические 
T-регуляторные клетки могут быть задействова-
ны и размножаются антиген-специфически при 
взаимодействии плода и матери, а также поли-
клонально пролиферируют в системном крово-
токе во время беременности [59].

Исследования на мышах показывают, что 
существует по крайней мере три механизма, с 
помощью которых T-регуляторные клетки об-
легчают имплантацию и развитие плаценты. По-
давление реактивных к антигенам отца CD8+ ци-
тотоксических T-эффекторных клеток, которые 
способствуют повреждению трофобласта. Не-
контролируемая экспансия T-эффекторных кле-
ток отрицательно влияет на развитие плаценты 
независимым от фетального антигена образом, 
предположительно через высвобождение воспа-
лительных цитокинов, а также через антиген-за-
висимую цитотоксичность трофобластов. Деци-
дуальные T-регуляторные клетки секретируют 
IL-10 и TGF-β и экспрессируют CD25, CTLA4 
и PD-L1, которые способствуют ограничению 
T-эффекторных клеток на ранних стадиях бере-
менности. T-регуляторные клетки действуют на 
другие лейкоциты и негемопоэтические клетки, 
влияющие на децидуальную поддержку имплан-
тации: противовоспалительному и толероген-
ному фенотипу в альтернативно активирован-
ных (M2) макрофагах и толерогенных ДК через 
TGF-β, IL-10, и CTLA-4-опосредованные меха-
низмы. Индоламин 2,3-диоксигеназа (IDO), про-
дуцируемая толерогенными ДК, ухудшает выжи-
ваемость Th1-клеток, а гемоксигеназа-1 (HO- 1), 
секретируемая T-регуляторными клетками на-
целена на внутриматочные ДК и поддерживает 
их незрелое состояние. T-регуляторные клетки 
становятся важными регуляторами материнских 
сосудистых изменений, которые необходимы для 
нормального плацентарного развития и адекват-
ного доступа плаценты к материнской крови [59].

В исследовании [54] определяли соотношение 
эффекторных и наивных T-регуляторных клеток 
во время беременности. Доля клеток эффектор-
ных T-регуляторных клеток в периферической 
крови была снижена во 2-м и 3-м триместрах и 
восстановилась в послеродовом периоде. Напро-
тив, количество клеток наивных T-регуляторных 
клеток не изменялось в эти же сроки беремен-
ности. Доля общих T-регуляторных клеток, ко-
торые были суммой эффекторных и наивных 
T-регуляторных клеток не увеличивались в се-
редине беременности. Основные механизмы 
изменения соотношения этих клеток во время 
беременности: 1) постоянное производство и под

держание пула наивных T-регуляторных клеток 
во время беременности за счет экспорта из тиму-
са и увеличения выживаемости путем экспрессии 
антиапоптотической молекулы bcl-2; 2) мигра-
ция и экспансия эффекторных CCR5+Т-клеток 
из периферической крови к фето-материнскому 
барьеру за счет хемокинов CCL3, CCL4 и CCL5, 
которые экспрессируются тканью плаценты во 
время беременности и являются лигандами для 
CCR5; 3)  естественные T-регуляторные клетки 
наиболее необходимы именно на ранних стадиях 
беременности (табл. 1). 

Способность Т-регуляторных клеток транс-
дифференцироваться в эффекторные Т-клетки в 
случае инфекции, чрезмерного воспаления или 
нарушения развитие плода дает возможность 
прервать беременность и обеспечить материн-
ское выживание [8]. 

B-регуляторные клетки
B-регуляторные клетки представляют собой 

редкую субпопуляцию B-клеток (менее 10% от 
общего количества B-клеток) с регуляторными/
супрессорными функциями, которые обеспечи-
вают один из механизмов периферической толе-
рантности. Основные функции B-регуляторных 
клеток включают ингибирование активации Th1-
клеток, дифференцировки Th17-клеток, продви-
жение и поддержание популяции T-регуляторных 
клеток. Главным подавляющим механизмом 
B-регуляторных клеток является секреция IL-10, 
который может ингибировать хемокины и выра-
ботку провоспалительных цитокинов, тем самым 
подавляя эффекторные механизмы иммунной 
системы. Однако существуют и другие механиз-
мы, которые включают секрецию TGF-β (осо-
бенно для дифференциации толерогенных ДК), 
продукцию индоламин-2,3-диоксигеназы (IDO), 
межклеточный контакт за счет взаимодействия 
CD80/86 с Т-клетками, ингибирование PD-L1 
Т-фолликулярных клеток-помощников и CD73-
зависимая продукция аденозина. Наиболее из-
ученная субпопуляция B-регуляторных клеток 
определяется экспрессией CD24hi и CD38hi. Фено-
типически эти клетки также экспрессируют IgM, 
IgD, CD5, CD10 и CD1d, напоминающие пере-
ходные В-клетки. Связь B-регуляторных клеток с 
успехом беременности впервые была обнаружена 
у мышей – увеличение количества CD5+CD1d+B-
регуляторных клеток приводило к предотвраще-
нию иммунологического аборта (табл. 1). Факти-
чески, передача B-регуляторных клеток мышам 
с предрасположенностью к аборту способствует 
развитию материнско-плодной толерантности, 
приводя к увеличению T-регуляторных клеток и 
поддерживая дендритные клетки в незрелом со-
стоянии. Женщины, получавшие во время бере-
менности ритуксимаб, разрушающее В-клетки 
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антитело, имели более высокий уровень выки-
дышей в первом триместре. В течение 6 месяцев 
после зачатия у таких пациентов частота само-
произвольных абортов составляла 12%, при этом 
у 40% пациентов роды наступали до 37 недель, 
а 39% новорожденных имели низкий уровень 
B-клеток, который нормализовался в течение 6 
месяцев без клинически выраженных побочных 
эффектов. Почти 95% В-клеток CD24hiCD27hi 
экспрессируют рецептор гонадотропного гормо-
на человека [6, 18, 29].

Стимуляция in vitro децидуальных и монону-
клеарных клеток периферической крови с помо-
щью активатора TLR9 CpG и CD40L (имитирует 
Т-клеточно-зависимый запуск CD40), показало 
более высокую частоту IL-10-продуцирующих 
В-клеток децидуального происхождения по срав-
нению с В-клетками, происходящими из пери-
ферической крови. Даже при отсутствии допол-
нительной стимуляции CpG и CD40L B-клетки 
децидуальной оболочки, полученные в 1-м и 2-м 
триместре беременности, экспрессировали IL- 10. 
Иммуногистохимический анализ децидуальной 
оболочки 1-го и 2-го триместров показал, что 
В-клетки были расположены близко к Т-клеткам. 
Эта совместная локализация поддерживает воз-
можность функционального взаимодействия, 
которое может происходить в обоих направле-
ниях: Т-клеточные цитокины могут способство-
вать индукции B-регуляторных клеток, тогда как 
IL-10-продуцирующие B-регуляторные клет-
ки способствуют индукции Foxp3-позитивных 
T-регуляторных клеток [5]. 

Роль B-регуляторных клеток во время бере-
менности еще не полностью изучена, однако в 
исследованиях, проведенных на сегодняшний 
день, уже очевидны некоторые факты: 1)  сни-
жение уровня и/или дисфункция циркулиру-
ющих B-регуляторных клеток могут приво-
дить к неблагоприятным акушерским исходам, 
2) B-регуляторные клетки могут быть задейство-
ваны в создании соответствующих условий, необ-
ходимых для имплантации, и 3) B-регуляторные 
клетки могут восстанавливать толерантность пло-
да в условиях, связанных с иммунными осложне-
ниями беременности. Исследования на мышах 
показали, что снижение частоты B-регуляторных 
клеток во время ранней беременности связано 
со спонтанным абортом (табл.  2). Пассивный 
перенос CD5+CD1dhiB10-клеток селезенки спо-
собствует сохранению беременности путем ин-
гибирования созревания дендритных клеток и 
увеличения популяции T-регуляторных клеток. 
У женщин, перенесших нормальную беремен-
ность, количество CD19+CD24hiCD27+B-клеток, 
продуцирующих IL-10, в периферической кро-
ви значительно выше по сравнению с небере-

менными женщинами или женщинами, пере-
несшими самопроизвольный аборт. Кроме 
того, CD19+CD24hiCD27+B-регуляторные клет-
ки, изолированные из периферической кро-
ви, женщин в первом триместре беременности, 
могут успешно ингибировать секрецию TNF 
активированными эффекторными Т-клетками 
ex  vivo  [30]. B-регуляторные клетки, связан-
ные с беременностью не имеют эквивалентного 
унифицирующего «маркера», общего для всех 
субпопуляций B-клеток различных фенотипов, 
которые проявляют регуляторные свойства. Это 
может быть связано с эволюционным развитием 
B-регуляторных клеток, а также с пластичностью 
функции B-клеток, так как на молекулярную 
архитектуру и дифференциальную функцию фе-
нотипов В-клеток сильно влияет внешняя среда 
и присутствие чужеродных антигенов [38]. Сле-
довательно, в динамическом сценарии беремен-
ности, когда экспрессия отцовских антигенов 
увеличивается с течением времени, разумно 
ожидать соответствующих ответных изменений 
в архитектуре B-клеток для поддержки адапта-
ции материнского иммунного ответа к беремен-
ности. Подмножества B-регуляторных клеток 
при беременности у мышей включают IL-10+B-
клетки, CD5+CD1d+B-клетки, CD80+CD86+B-
клетки, CD80+CD86+CD27+IL-10+B-клетки, 
IL-35+B-клетки и PIBF1+ хориодецидуальные 
B-клетки. У людей идентифицированные субпо-
пуляции B-регуляторных клеток во время бере-
менности представляют собой IL-10+B-клетки, 
CD24hiCD27+B-клетки, CD24hiCD38hi традици-
онные B-клетки, CD27+IgM+B-клетки памяти, 
CD38hiCD27hi плазмобласты, B-клетки марги-
нальной зоны и IL-35+B-клетки. Способность 
продуцировать IL-10 и, в меньшей степени, 
TGF-β остается отличительной чертой для иден-
тификации B-регуляторных клеток, дополни-
тельные маркеры, такие как продукция IL-35 и 
белка PIBF1, придают регуляторную способность 
В-клеткам во время беременности [31, 56].

T-хелперные клетки 
Ключом к успешному функционированию 

иммунной системы во время беременности, ко-
торая должна быть способна реагировать на втор-
жение патогенов, одновременно поддерживая 
толерантность к полуаллогенному плоду, являет-
ся скоординированный сдвиг баланса иммунных 
ответов Т-хелперных (Th) клеток на каждом эта-
пе беременности. Во время беременности каждая 
субпопуляция Т-хелперных клеток играет клю-
чевую роль в стимулировании развития плода за 
счет продукции ангиогенных факторов, обеспе-
чивая иммунный надзор и подавляя аберрантные 
реакции эффекторных клеток против полуалло-
генного плода (табл. 1).
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После имплантации трофобласты проникают 
в эндометрий и дифференцируются в синцитио-
трофобласты, где они модулируют привлечение 
лейкоцитов, включая Т-клетки, в децидуаль-
ную оболочку посредством секреции различных 
хемоаттрактантных факторов. На этой ранней 
стадии беременности клетки Th1 составляют до 
40% пула децидуальных CD4+ клеток. Провос-
палительная среда необходима для модуляции 
инвазии трофобластов, стимуляции адекватного 
восстановления эпителия матки и удаления кле-
точного мусора после имплантации бластоцисты 
в матку [42]. 

После имплантации и плацентации наступает 
стадия быстрого роста и развития плода. На этом 
этапе мать, плацента и плод являются симбиоти-
ческими, поэтому преобладающий цитокиновый 
профиль быстро сдвигается с провоспалительно-
го Th1 на противовоспалительный Th2, для кото-
рого характерна продукция IL-4, IL-5 и IL-13 и 
экспрессия транскрипционного фактора GATA-
3. Пиковый уровень этих цитокинов наблюдается 
в течение второго триместра, где воспалительные 
эпизоды связаны с отрицательными исходами 
беременности [48]. При беременности ДК матки 
активно участвуют в дифференцировке наивных 
Т-клеток в Th2-клетки.

В периферической крови здорового человека 
Th17-клетки встречаются редко, среди CD4+Т-
клеток они составляют 0,64-1,4%. Децидуальная 
оболочка содержит более высокое количество 
Th17-клеток, чем периферическая кровь, при 
этом и количество децидуальных клеток IL-17+ 
коррелировало с количеством нейтрофилов, что 
позволяет предположить, что клетки IL-17+ не-
посредственно вовлечены в инфильтрацию ней-
трофилов и вызывают защитный иммунитет про-
тив внеклеточных микробов в матке [61]. 

У пациентов с необъяснимым самопроиз-
вольным абортом доля Th17-клеток и содержа-
ние IL-23, индуцирующего Th17, выше в пери-
ферической крови и децидуальных тканях, чем 
при нормальной беременности (табл. 2). В этих 
тканях также повышен уровень RORC, важного 
фактора транскрипции Th17-клеток. Кроме того, 
T-регуляторные клетки, которые способствуют 
гестационной толерантности, уменьшаются при 
самопроизвольном аборте. Эстроген и плацен-
тарный белок 14 индуцируют дифференциров-
ку T-регуляторных клеток и снижают секрецию 
IL- 17 [21]. 

Миелоидные супрессоры
Клетки-супрессоры миелоидного происхож-

дения (MDSC)  – это миелоидные клетки, об-
ладающие способностью подавлять различные 
типы иммунных ответов. В то время как другие 
миелоидные клетки, такие как моноциты, макро-
фаги, дендритные клетки, полиморфноядерные 

нейтрофилы, эозинофилы и базофилы обычно 
активируются сильными сигналами через пато-
ген-ассоциированные молекулярные паттерны 
(PAMP) или опасные молекулярные паттерны 
(DAMP), что приводит к провоспалительной ре-
акции, миелоидные супрессоры появляются ско-
рее в условиях хронической инфекции или при 
воспалении и обладают противовоспалительным 
действием. Миелоидные супрессоры в основном 
состоят из двух типов клеток, называемых грану-
лоцитарными миелоидными предшественника-
ми, которые имеют фенотипическое сходство с 
нейтрофилами, и моноцитарными миелоидными 
предшественниками, которые фенотипически 
подобны моноцитам, что на сегодняшний день 
делает невозможным четкую идентификацию 
миелоидных супрессоров только по фенотипиче-
ским характеристикам [14].

Накопление миелоидных супрессоров осо-
бенно актуально там, где для выживания не-
обходима иммунная толерантность [35]. Даже в 
физиологических условиях при нормальной бе-
ременности происходит 10-кратное накопление 
гранулоцитарных, но не моноцитарных супрес-
соров по сравнению с кровью здоровых небере-
менных женщин [34]. Содержание гранулоцитар-
ных супрессоров значительно снижено у женщин 
при самопроизвольных абортах, в то время как 
изменения содержания моноцитарных супрессо-
ров не происходит. Гранулоцитарные супрессо-
ры характеризуются экспрессией CD117, CD135 
(маркеры незрелых или недифференцирован-
ных миелоидных клеток), CD115, CD62L, CCR2 
(маркеры воспалительных моноцитов), MHCII, 
CD80, аргиназы I и iNOS, а также отсутствием 
экспрессии F4/80 или CD11c. В частности, ис-
тощение гранулоцитарных супрессоров у мы-
шей приводило к тяжелой резорбции эмбриона 
и снижению содержания CD4+CD25+FoxP3+Т-
клеток. In vitro гранулоцитарные супрессоры спо-
собны стимулировать индукцию FoxP3 в клетках 
CD4+CD25-T-клетках, TGF-b/b-катенин зависи-
мым путем [33] (табл. 1). 

Содержание гранулоцитарных супрессоров 
наиболее высоко на ранних сроках беременности 
и снижается в течение нескольких дней после ро-
дов до уровня небеременных женщин. Плацен-
та обогащена гранулоцитарными миелоидными 
супрессорами по сравнению с кровью плода и 
матери, а клетки располагаются преимуществен-
но в децидуальной оболочке и межворсинчатом 
пространстве. У женщин с самопроизвольным 
прерыванием беременности соотношение грану-
лоцитарных миелоидных супрессоров в перифе-
рической крови и плаценте было приблизитель-
но одинаковым [62]. Миелоидные супрессорные 
клетки, разной локализации (периферическая 
кровь, матка, децидуальная оболочка) задейству-
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ют различные эффекторные механизмы для моду-
ляции иммунных эффекторных клеток во время 
беременности. У человека гранулоцитарные су-
прессоры во время беременности подавляют про-
лиферацию Т-клеток, экспрессируют аргиназу I, 
индуцибельную NO-синтазу, реактивные формы 
кислорода. Экспрессия аргиназы I приводит к 
подавлению активности цепи CD3z на Т-клетках 
и к снижению пролиферации Т-клеток. У бере-
менных мышей основным механизмом подавле-
ния Т-клеток с помощью гранулоцитарных су-
прессоров является продукция реактивных форм 
кислорода. Плацентарные гранулоцитарные су-
прессоры индуцируют Th2-ответы и ингибируют 
Th1-ответы зависимым контактным способом. 
Во время беременности моноцитарные супрессо-
ры могут способствовать снижению цитотоксич-
ности NK-клеток системно, а также локально в 
матке за счет подавления перфорин-зависимого 
механизма цитотоксичности и поверхностного 
рецептора NKG2D на NK-клетках. Децидуаль-
ные ДК находятся в толерогенном состоянии со 
сниженной костимуляторной активностью и из-
менением экспрессии цитокинов [35]. 

Везикулы
Различные типы клеток во время беремен-

ности вызывают нормальное развитие плаценты 
через межклеточные взаимодействия и раствори-
мые факторы. Внеклеточные везикулы исполь-
зуются для диагностики различных заболеваний, 
поскольку их состав варьируется в зависимости 
от типа клетки-источника и патологических ха-
рактеристик. МикроРНК (miRNA) и белки пла-
центы регулируют воспалительные реакции и 
вторжение трофобластов через межклеточную 
доставку в плацентарное микроокружение [63].

Клетки трофобласта экспрессируют большое 
количество иммунорегуляторных цитокинов, 
которые регулируют функции иммунных клеток 
матери. Внеклеточные везикулы оказывают им-
муностимулирующее или иммуносупрессорное 
действие в зависимости от их происхождения и 
состава. Плацентарный Fas лиганд высвобожда-
ется из клеток синцитиотрофобласта через ви-
зикулы на границе фето-материнского барьера 
для обеспечения иммуннопривелигированного 
статуса. Везикулы, несущие FASLG и CD274, 
ингибируют сигналы активации Т-клеток, такие 
как сигналы от киназы JAK3, и обладают имму-
номодулирующим действием. Помимо FASLG 
TNFSF10 также высвобождается из через вези-
кулы, что приводит к апоптозу Т-клеток и/или 
мононуклеарных клеток периферической крови 
(PBMC). Кроме того, везикулы, несущие рас-
творимые молекулы, связанные с цепью MHC 
класса I (MIC) и UL16-связывающие белки 
(ULBP), ингибируют KLRK1-зависимую (лек-
тинподобный рецептор K1 киллерных клеток)-

цитотоксичность мононуклеарных клеток и 
вызывают у плода ускользание от иммунной си-
стемы на ранних сроках беременности [9].

Чрезмерные провоспалительные эффекты в 
плаценте связаны с возникновением расстройств 
беременности, которые характеризуются систем-
ным воспалением (преэклампсия и преждевре-
менные роды). Макрофаги в децидуальной обо-
лочке матери регулируют воспалительный ответ 
секретируя различные цитокины и хемокины. 
Фибронектин переносится в макрофаги через ве-
зикулы, полученные из клеток трофобласта для 
стимулирования производства интерлейкина-1β 
(IL-1β). Везикулы, полученные из трофобластов, 
увеличивают миграцию моноцитов, создавая тем 
самым воспалительное окружение за счет произ-
водства IL-1β, IL-6, SERPINE1, колониестиму-
лирующего фактора 2 (CSF2) [44].

В течение первого триместра беременности 
везикулы плацентарного происхождения вы-
зывают васкуляризацию и ангиогенез через 
механизм чувствительности к кислороду в ус-
ловиях гипоксии. Протеомный анализ предпо-
лагает, что везикулы трофобластов вызывают 
активацию матриксных металлопротеиназ и 
MAPK-активированных путей передачи сигна-
лов. Кроме того, везикулы трофобластов, со-
держащие эндотелиальную синтазу оксида азота 
(eNOS) способствуют прогнозированию низкой 
биологической активности оксида азота (NO) у 
пациентов с преэкламсией [63]. 

Чтобы удовлетворить повышенные метабо-
лические потребности матери и плода и обе-
спечить адекватное снабжение растущего плода 
питательными веществами и кислородом, на 
ранней стадии беременности требуется достаточ-
ное ремоделирование спиральной артерии и фи-
зиологическая адаптация сердечно-сосудистой 
системы. Миграция гладкомышечных клеток со-
судов  – важный процесс ремоделирования спи-
ральной артерии матки человека, который спо-
собствует успешной беременности. Экзосомы, 
выделенные из клеточных линий вневорсинча-
того трофобласта (линии JEG-3 и HTR-8/SVneo), 
способны стимулировать миграцию гладкомы-
шечных клеток сосудов. Миграция эндотелиаль-
ных клеток у беременных женщин in vitro может 
стимулироваться циркулирующими экзосомами. 
Биоактивность экзосом является максимальной 
в первом триместре и постепенно снижается с 
увеличением гестационного возраста [66].

Децидуальные натуральные киллеры 
Децидуальные естественные клетки-киллеры, 

наиболее распространенные иммунные клетки 
на границе раздела матери и плода в первом три-
местре беременности. Эти клетки экспрессируют 
высокий уровень цитолитических эффекторов – 
перфорин, гранзимы и гранулизин. Однако они 
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не убивают мишени классических NK-клеток, а 
также мишени периферических NK-клеток [7]. 

Децидуальные естественные NK-клетки со-
ставляют 70-90% лейкоцитов матки и являются 
наиболее обильной популяцией материнских 
лейкоцитов в течение первого триместра бере-
менности у человека [24]. Во время беремен-
ности человека децидуальные NK-клетки тес-
но взаимодействуют с клетками трофобласта и 
секретируют цитокины, которые способствуют 
росту, опосредуют дифференцировку, инвазию 
трофобластов и ремоделирование спиральной 
артерии [12] (табл. 1). 

NK-клетки классифицируются как клетки 
с фенотипом CD56dimCD16+ и CD56brightCD16-. 
CD56dimCD16+NK-клетки являются главной по-
пуляцией периферической крови, в то время как 
в эндометрии присутствуют преимущественно 
CD56brightCD16-NK-клетки, составляя около 20% 
лимфоцитов в пролиферативной фазе, до 40-
50% в секреторной фазе и достигают максимума 
(70-80%) в децидуальной оболочке человека на 
ранних сроках беременности. NK-клетки матки 
могут происходить из нескольких источников: 
это могут быть клетки, дифференцировавшие-
ся из NK периферической крови, из незрелых 
предшественников в матке или непосредственно 
из гематопоэтических CD34+ предшественни-
ков  [39]. Для миграции децидуальных NK к фе-
то-плацентарному барьеру необходимо взаимо-
действие CXCL12/CXCR4 [57]. NK-клетки также 
могут подавлять воспалительные Т-хелперные 
клетки 17-го типа [20], стимулируют регулятор-
ные Т-клетки и образование моноцитов, проду-
цирующих индоламин-2,3-диоксигеназу (IDO), 
индуцируют апоптоз эффекторных Т-клеток [41].

Нормальная физиологическая функция кле-
ток децидуальных NK-клеток гарантирует нор-
мальную беременность, тогда как снижение 
функции клеток приводит к прерыванию бере-
менности [22] (табл.  2). Во время беременности 
в первом триместре децидуальные NK-клетки 
обычно обнаруживаются вблизи мигрирующих 
интерстициальных трофобластов, а также рядом 
с реконструируемыми спиральными артериями. 
Такое характерное пространственно-временное 
распределение децидуальных NK-клеток говорит 
о том, что децидуальные NK-клетки участвуют 
в процессе ремоделирования спиральной арте-
рии человека напрямую, разрушая артериальную 
мышечную оболочку, и косвенно, направляя ин-
вазию интерстициальных трофобластов в спи-
ральные артерии. Генетические исследования 
человека продемонстрировали, что комбинации 
киллерных иммуноглобулинов-подобных ре-
цепторов (KIRs) на материнских децидуальных 
NK-клетках и молекулы HLA-C на трофобластах 
плода могут определять репродуктивный успех. 

В частности, женщины, несущие два гаплотипа 
KIR A в сочетании с плодом, несущим отцовский 
гаплотип HLA-C2, несут самый высокий риск 
акушерских осложнений, связанных с дефектной 
плацентацией, таких как преэклампсия и огра-
ничение роста плода [23, 50] (табл. 2).

Децидуальные NK-клетки регулируют инва-
зию трофобластов путем производства хемоки-
нов IL-8 и IP-10, которые связываются с CXCR1 и 
CXCR3, которые экспрессируются инвазивными 
EVT соответственно. Децидуальные NK-клетки 
являются основным источником VEGF-C, Arg1, 
Arg2, и TGF-β1 в первом триместре для ремо-
делирования спиральной артерии. Кроме того, 
децидуальные NK-клетки могут продуцировать 
G-CSF, GM-CSF, M-CSF, TNFα, которые также 
участвуют в успешной беременности [64].

Эритроидные ядросодержащие клетки
Каким бы благоприятным ни было толероген-

ное состояние в утробе матери, существуют дан-
ные, что оно предрасполагает новорожденного к 
тяжелым инфекциям, особенно тем, которые вы-
званы внутриклеточными патогенами и наруша-
ют иммунные ответы на вакцинацию в послеро-
довом периоде [55]. Таким образом, наблюдаемое 
различие в ответах неонатального врожденного 
иммунитета от тех, которые возникли в более 
позднем возрасте, и их уязвимость к инфекции 
могут вытекать из этого толерогенного состоя-
ния. Таким образом, толерантность плода может 
отличаться от других типов толерантности из-за 
наличия различных клеток-иммуносупрессоров, 
таких как эритроидные клетки-супрессоры у но-
ворожденных. Эти клетки экспрессируют рецеп-
тор трансферрина (CD71) и маркер эритроидно-
го происхождения (TER119) у мыши и CD71+ и 
CD235a+ у человека. Ранее была показана актив-
ная продукция цитокинов эритроидными клет-
ками фетальной печени, а также их естественная 
супрессорная активность [1, 51, 52, 53]. Присут-
ствие эритроидных ядросодержащих клеток с 
супрессорной активностью способствует воспри-
имчивости новорожденных к инфекции, а ее по-
степенное снижение по мере прогрессирования 
постнатального развития проходит параллельно с 
постепенным уменьшением частоты CD71+ эри-
троидных клеток в селезенке [15, 17]. 

Периферическая кровь беременных женщин 
в третьем триместре обогащена эритроидными 
клетками CD71+, в то время как они почти от-
сутствуют у небеременных женщин и здоровых 
взрослых лиц обоего пола (табл. 1). Плацентар-
ные CD71+ эритроидные клетки обладают им-
муносупрессивными свойствами и снижают 
пролиферативную способность как CD4+, так 
и CD8+Т-клеток при стимуляции анти-CD3/
CD28 антителами in vitro. Кроме того, перифе-
рические CD71+ эритроидные клетки беремен-
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ТАБЛИЦА 2. ОСНОВНЫЕ КЛЕТОЧНЫЕ МЕХАНИЗМЫ, ПРИВОДЯЩИЕ К ПАТОЛОГИИ БЕРЕМЕННОСТИ

TABLE 2. MAIN CELLULAR MECHANISMS LEADING TO THE PATHOLOGY OF PREGNANCY

Патология беременности, причины 
Pathology of pregnancy, causes

Ссылки 
References

Самопроизвольный аборт 
Spontaneous abortion

Снижение количества и функциональной активности циркулирующих Treg-клеток, 
снижение уровня мРНК FoxP3 эндометрия 
Decrease in the number and functional activity of circulating Treg cells, decrease in the level 
of endometrial FoxP3 mRNA

36

Снижение частоты B-регуляторных клеток во время ранней беременности 
в децидуальной оболочке 
Decreased frequency of B regulatory cells during early pregnancy in the decidua

6, 18, 29, 30

Повышение доли Th17-клеток и содержание IL-23, индуцирующего Th17, повышение 
уровня RORC в периферической крови и децидуальной оболочке
An increase in the proportion of Th17 cells and the content of IL-23, which induces Th17, an increase 
in the level of RORC in the peripheral blood and decidua

21

Снижение частоты миелоидных гранулоцитарных супрессоров в децидуальной оболочке 
и межворсинчатом пространстве
Decreased frequency of myeloid granulocytic suppressors in the decidua and intervillous space

34, 62

Снижение функциональной активности децидуальных NK-клеток 
Decreased functional activity of decidual NK cells 22

Истощении CD71+ эритроидных клеток, приводящее к инфекции и гипоксии в кровотоке 
плода 
Depletion of CD71+ erythroid cells leading to infection and hypoxia in the fetal circulation

16

Преэклампсия и эклампсия 
Preeclampsia and eclampsia

Системное воспаление 
Systemic inflammation 44

Повышение концентрация внеклеточной плодной ДНК или количества плодных клеток 
в материнской крови 
Increasing the concentration of extracellular fetal DNA or the number of fetal cells in maternal blood

26, 28

Повышение количества эритробластов в пуповинной крови в связи с гипоксией плода 
Increase in the number of erythroblasts in cord blood due to fetal hypoxia 40

Снижение репарации ДНК, конвергентное удлинение, убиквитинирование белков, перенос 
везикул, а также нарушение регуляции клеточного цикла эритробластов 
Decreased DNA repair, convergent elongation, protein ubiquitination, vesicle transport, and 
erythroblast cell cycle dysregulation

40

Низкая экспрессия HLA-G на клетках трофобласта 
Low expression of HLA-G on trophoblast cells 4, 19

Нарушение смещения иммунитета к цитокинам II типа в децидуальной оболочке 
Impaired bias of immunity to type II cytokines in the decidua 48

Дефектная плацентация 
Defective placentation

Сочетание гаплотипа KIR A децидуальных NK-клеток матери c гаплотипом HLA-C2 
на трофобластах плода
Combination of KIR A haplotype of maternal decidual NK cells with HLA-C2 haplotype on fetal 
trophoblasts 

23, 50

Преждевременные роды 
Preterm birth

Накопление активированных эффекторных клеток памяти и активированные 
материнские Т-клетки, экспрессирующих гранзим B и перфорин в децидуальная оболочке 
Accumulation of activated effector memory cells and activated maternal T cells expressing granzyme 
B and perforin in the decidua

8
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ных дозозависимо подавляют продукцию TNFα 
CD14+ клетками при стимуляции антигенами 
L. monocytogenes.

Неонатальные CD71+ эритроидные клетки че-
ловека, индуцированные беременностью, CD71+ 
эритроидные клетки селезенки или плаценты при 
аллогенной беременности у мышей экспрессиру-
ют аргиназу-2, которая необходима для истоще-
ния L-аргинина местного микроокружения и по-
давления продукции TNFα, что и обеспечивает их 
иммунодепрессивные свойства. CD71+ эритро-
идные клетки из тканей плаценты экспрессируют 
более высокие уровни этого фермента по сравне-
нию с CD71+ эритроидными клетками селезенки, 
при этом CD71+ эритроидные клетки, получен-
ные при сингенной беременности, не экспрес-
сируют значительные уровни аргиназы-2. Инду-
цированные беременностью CD71+ эритроидные 
клетки, полученные из селезенки или плаценты 
аллогенных мышей, коэкспрессируют PDL-1 и 
PDL-2, однако неонатальные эритроидные клет-
ки CD71+ не экспрессируют ни один из этих ли-
гандов. CD71+ эритроидные клетки из плацен-
ты человека, экспрессируют высокий уровень 
PDL-1, но не PDL-2. Эти наблюдения позволяют 
предположить, что существуют различия в фено-
типической характеристике CD71+ эритроидных 
клеток в зависимости от их наличия в разных 
анатомических отделах. Благодаря экспрессии 
PDL-1 / PDL-2 на CD71+ эритроидных клетках, 
разумно предположить, что путь PDL-1 / PDL-2 
может работать в функциональной иммуномоду-
лирующей сети для продвижения иммуносупрес-
сии на границе раздела матки и плода, в то время 
как блокада этого пути (например, при истоще-
нии CD71+ эритроидных клеток) может привести 
к воспалительной реакции, которая способствует 
потере плода. Популяция эритроидных клеток 
локализуется преимущественно в области фето-
материнского барьера. Возможно, что экспансия 
эритроидных клеток происходит не только под 
действием аллоантигена, но и при гормональной 
модуляции иммунной системы, например под 
действием эритропоэтина и его рецепторов [9]. 
Для поддержания беременности необходимо за-
действовать множество механизмов адаптации 
всего тела, в том числе ускоренный эритропоэз. 
У беременных мышей происходит значительное 
увеличение клеточности и веса селезенки прежде 
всего за счет 40-кратного увеличения количества 
клеток эритроидного происхождения TER-119+, 
которое достигается путем усиленной пролифе-
рации и снижения апоптоза (за счет сниженной 
экспрессии рецептора смерти Fas и его лиган-
да Fasl) начиная с ранних сроков беременности. 
Клетки TER-119+, выделенные на 12-й день бе-
ременности, имели повышенный уровень мРНК 
рецептора эритропоэтина. На поздних сроках бе-

ременности вес селезенки и доля TER-119+ сни-
жается, но сохраняется пролиферативная актив-
ность и сниженный уровень апоптоза [45].

Большинство эритроидных клеток перифе-
рической крови беременных женщин имеют 
материнское происхождение, однако до 30% та-
ких клеток являются эритробластами плода [28]. 
Причиной появления таких клеток в циркуляции 
является постоянный двунаправленный трафик 
клеток матери и плода. Повышенная концентра-
ция внеклеточной плодной ДНК или количества 
плодных клеток в материнской крови (микрохи-
меризм плода) связаны с такими осложнениями 
беременности как преждевременные роды, пре-
эклампсия, нарушение внутриутробного раз-
вития. Анализ специфической мРНК циркули-
рующих в материнском кровотоке эритроидных 
клеток указывает на активированное состояние 
на протяжении всей беременности [26]. 

Прямой контакт эритробластов плода и не-
стимулированных материнских PBMC индуци-
рует секрецию провоспалительных цитокинов, 
включая IL-6, IL-1β и TNFα, но снижает про-
дукцию TGF-β [41]. Эритробласты пуповинной 
крови более эффективно подавляют воспали-
тельную реакцию стимулированной перифери-
ческой крови взрослых, чем моноциты пуповин-
ной крови, что предполагает, что эритробласты 
плода могут подавлять иммунный ответ матери, 
особенно активацию ее иммунных клеток, на 
предотвращение воспаления и развития вредного 
иммунного ответа против плода. В пуповинной 
крови человека эритробласты наиболее много-
численны у новорожденных, рожденных женщи-
нами, которым было выполнено преждевремен-
ное кесарево сечение [27]. Предполагается, что у 
человека увеличение количества эритробластов у 
недоношенных новорожденных может быть от-
ветом на медиаторы воспаления, продуцируемые 
внутриутробно. Более того, изменения иммуно-
регуляторного потенциала эритробластов могут 
способствовать усилению иммунной реактивно-
сти против плода, что приводит к преждевремен-
ным родам. Пуповинная кровь новорожденного, 
рожденного путем кесарева сечения, имела более 
низкую частоту эритроидных клеток, другой им-
мунорегуляторный фенотип и более провоспали-
тельную среду, чем у рожденных через естествен-
ные родовые пути [16]. 

При таком опасном жизнеугрожающем со-
стоянии как преэклампсия часто наблюдается 
повышение количества эритробластов в пупо-
винной крови, что связывают с повышенным 
эритропоэзом, вызванным гипоксией и повы-
шенным уровнем эритропоэтина плода. Однако 
помимо вызванного гипоксией эритропоэтин-
зависимого усиленного эритропоэза плода су-
ществуют дополнительные механизмы, которые 
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могут влиять на созревание эритроидных клеток, 
лежащее в основе более высокого содержания 
эритробластов в пуповинной крови при пре-
эклампсии (табл. 2). Анализ транскриптома для 
подтверждения механизмов, которые могут по-
влиять на созревание и энуклеацию эритроидов 
плода при преэклампсии, показал, что экспрес-
сия некоторых генов, повышающих транскрип-
цию РНК и нескольких митохондриальных фак-
торов, расположенных как на аутосомных, так и 
половых хромосомах различались между полами. 
Сравнение плодов мужского пола у пациенток с 
преэклампсией и нормальным давлением пока-
зало снижение репарации ДНК, конвергентное 
удлинение, убиквитинирование белков, перенос 
везикул, а также нарушение регуляции клеточ-
ного цикла. Наряду с этими изменениями, были 
повышены ингибиторы транскрипции РНК и 
несколько генов, важных для S-фазы и митоза в 
клеточном цикле. Фактор KLHDC8B, защища-
ющий клетку против митотических ошибок и 
ядерных аномалий, также было повышен. Из-за 
отсутствия существенных различий в популя-
циях эритроидных клеток пуповинной крови у 
плодов мужского пола, рожденных в состоянии 
преэклампсии и при нормальном давлении, из-
менения в экспрессии генов нельзя объяснить 
повышенными поздними базофильными или по-
лихроматофильными эритробластами, которые 
экспрессируют высокие уровни генов, связанных 
с митозом. Таким образом, наблюдаемые во вре-
мя преэклампсии изменения могут быть связаны 
снарушением регуляцией клеточного цикла через 
пути рапамицина (mTOR) и AMP-активируемой 
протеинкиназы (AMPK) [40].

Роль молекул главного комплекса гистосовме-
стимости в поддержании беременности

Главный комплекс гистосовместимости чело-
века (MHC) представляет собой большое семей-
ство генов, расположенное в хромосоме 6. Оно 
включает в себя классические HLA классов Ia и 
II (HLA-A, HLA-B, HLA-C, HLA-DR, HLA-DQ и 
HLA-DP). Эти гены и молекулы хорошо извест-
ны своей важностью в презентации антигенов 
и для трансплантации органов, а также связью 
с рядом заболеваний, особенно аутоиммунных. 
Однако область MHC также включает так назы-
ваемые неклассические HLA Ib: HLA-E, HLA-F и 
HLA-G. Клетки синцитиотрофобластов лишены 
молекул HLA I, и маловероятно, что Т-клеточные 
ответы направлены против них. Защиту от лизи-
са натуральными киллерами обеспечивает не-
классические HLA молекулы класса Ib, HLA-E 
и HLA-G, которые высоко экспрессируются во 
вневорсинчатых клетках трофобласта, выстилаю-
щих плаценту, и, возможно, также клетками син-
цитиотрофобласта. Однако помимо экспрессии 
молекул HLA класса Ib, вневорсинчатые клетки 
трофобласта экспрессируют небольшое коли-

чество полиморфного HLA-C, который может 
служить источником аллоузнавания со стороны 
материнских иммунных клеток [10]. В отличие 
от классических молекул HLA I, основная роль 
HLA-G не презентация антигена, а скорее им-
мунная регуляция через рецепторы ILT2, ILT4 и 
KIR2DL4. В отличие от HLA-G, HLA-E участву-
ют в презентации антигена рестриктированному 
подмножеству T-клеток, и, кроме того, действу-
ют как лиганды для NK-специфичных лектино-
вых рецепторов CD94/NKG2, которые регулиру-
ют активность этих клеток. В плаценте лиганды 
для HLA-E ограничены лидерными пептидами 
из HLA-G и HLA-C, частично из-за его гидро-
фобных свойств, которые ограничивают выбор 
пептидов, которые он может связывать [11, 46]. 

Растворимый HLA-G в материнском кровото-
ке преимущественно вырабатывается и выделяет-
ся клетками трофобласта во время беременности, 
но некоторое количество sHLA-G, возможно, 
продуцируется регуляторными Т-клетками и 
антигенпрезентирующими клетками, такими 
как моноциты и дендритные клетки (ДК) полу-
ченные из них. HLA-G обнаруживают и в других 
тканях и биологических жидкостях: созревший 
комплекс кумулюс – ооцит, тимус, фолликуляр-
ная жидкость и семенная плазма, и особенно. 
Еще большее содержание HLA-G обнаруживает-
ся в иммунопривелигированных органах, таких 
как глаза, головной мозг, яички, эпидидимис и 
предстательная железа. Также HLA-G секрети-
руется эритробластами, при этом повышенный 
эритробластоз плода выявляется у женщин у ко-
торых впоследствии развивается преэклампсия 
(табл.  2). Для беременности характерно повы-
шение уровня циркулирующего HLA-G. Прямая 
связь между снижением экспрессии HLA-G и раз-
витием преэклампсии была показана с помощью 
in situ гибридизации, иммуногистохимии на за-
мороженных срезах и анализов РНК [25]. Цирку-
лирующие уровни sHLA-G снижаются при преэ-
клампсии, а в некоторых случаях это наблюдается 
как раннее событие беременности для женщин c 
последующим развитием преэклампсии по срав-
нению с женщинами с неосложненной беремен-
ностью [2, 65]. Во время имплантации эмбрионов 
количество транскриптов HLA-G увеличивается, 
в основном за счет изоформ HLA-G3 и HLA-G4, 
изоформа HLA-G1, являются наиболее экспрес-
сируемой изоформой в трофобласте. Концентра-
ция HLA-G1 и HLA-G5 увеличивается в два или 
пять раз у беременных женщин, что способствует 
модуляции материнских цитокинов с повышени-
ем уровня противовоспалительных цитокинов, 
таких как IL-3, IL-4 и IL-10. На третьем месяце 
беременности наблюдается максимальная экс-
прессия растворимых изоформ HLA-G в перифе-
рической крови. Неопределяемые уровни HLA-G 
в течение первых недель беременности предпо-
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лагают осложненную беременность [4]. HLA-G5 
косвенно регулирует инвазию трофобластов, 
связываясь с децидуальными лейкоцитами и ин-
дуцируя продукцию цитокинов, и, как следствие, 
положительно влияет на плаценту. Рекомбинант-
ный HLA-G5 (rHLA-G5) стимулирует инвазию 
трофобластов при связывании с KIR2DL4 и ILT2, 
что приводит к активации пути ERK посредством 
фосфорилирования ERK. Соответственно, ин-
вазия трофобластов была обращена с помощью 
блокирующих антител к ILT2 и KIR2DL4, а недо-
статочная инвазия трофобластов является харак-
теристикой преэклампсии [19]. 

В лимфоидном компартменте CD4+ и 
CD8+T-клетки, экспрессирующие HLA-G, де-
монстрируют сниженную пролиферацию в от-
вет на аллогенные и поликлональные стимулы. 
CD4+HLA-G+CD25-FoxP3-T-регуляторные клет-
ки подавляют пролиферацию Т-клеток посред-
ством экспрессии мембраносвязанного HLA-G1 
и секреция IL-10 и sHLA-G5 в обратимом, неза-
висимом от клеточного контакта и зависимым от 
клеточного контакта способом. CD4+ и CD8+Т-
клетки также могут приобретать аналогичный 
HLAG1+ фенотип in vitro через трогоцитоз, что 
означает захват фрагментов мембраны из другой 
клетки. Покоящиеся и активированные CD25+Т-
клетки, которые приобретают экспрессию 
HLA-G1 путем трогоцитоза, функционально от-
личаются от HLA-G+ тимических T-регуляторных 
клеток и не секретируют sHLA-G5 и IL-10. Ча-
стота CD4+HLA-G+T-регуляторных клеток уве-
личиваются в периферической крови на всем 
протяжении беременности по сравнению с небе-
ременной контрольной группой [36].

Индуцированная HLA-G иммунная толерант-
ность возникает посредством специфического 
клеточно-биологического процесса  – трогоци-
тоза, который состоит из переноса мембран-
ного белка между клетками. Транс-эндоцитоз, 
клеточный биологический процесс, связанный 
с трогоцитозом, позволяет иммунным клеткам 
приобретать белки, продуцируемые другими 
клетками посредством эндоцитоза. Однако, в 
отличие от транс-эндоцитоза CD80 и CD86, где 
экспрессия CTLA-4 на клетке-реципиенте, необ-
ходима и достаточна для захвата его костимули-
рующих лигандов из взаимодействующей клет-
ки, существование и идентичность рецептора 
для HLA- G-трогоцитоза остаются неуловимыми. 
Таким образом, возможно, что HLA-G трогоци-
тоз не зависит от рецептора и придает клеткам-
реципиентам временный иммуносупрессивный 
фенотип. HLA-G-трогоцитоз между первичным 
человеческими клетками экстраворсинчатого 
трофобласта и децидуальными NK-клетками 
играет роль в балансировании иммунной толе-
рантности и противовирусного иммунитета на 

границе раздела матери и плода. Можно пред-
положить, что HLA-G-трогоцитоз позволя-
ет пролонгировать KIR2DL4-опосредованную 
передачу сигналов в децидуальные NK-клетки, 
что приводит к секреции цитокинов и других 
малых белков, играющих важную роль в раз-
витии плаценты и плода, а также в установле-
нии иммунной толерантности. Трогоцитоз мо-
жет вносить вклад в широко распространенное 
HLA- G-опосредованное иммунное ингибирова-
ние на границе раздела матери и плода с участи-
ем децидуальных иммунных клеток, отличных от 
децидуальных NK-клеток [4].

Заключение
Таким образом, показано, что поддержание 

беременности зависит от нормального форми-
рования плаценты после инвазии трофобласта 
в эндометрий и ремоделирования сосудов. На 
ранних сроках беременности необходимо точно 
регулировать иммунную толерантность, воспа-
лительную реакцию и адаптацию к гипоксии в 
микросреде плаценты с помощью регуляторных 
подтипов T- и B-клеток, миелоидных супрессо-
ров, децидуальных NK-клеток, эритробластов, 
транспорта везикул как средства межклеточной 
коммуникации про- или противовоспалительных 
цитокинов, экспрессии неклассических вари-
антов HLA-G, которые способствуют созданию 
противовоспалительного окружения и создания 
толерантности к антигенам полуаллогенного 
плода. Различные типы клеток, такие как трофо-
бласты, эндотелиальные клетки, иммунные клет-
ки, мезенхимальные стволовые клетки (МСК) и 
адипоциты, вызывают нормальное развитие пла-
центы через межклеточные взаимодействия через 
растворимые факторы (табл. 1). Восстановление 
провоспалительного состояния с помощью акти-
вированных Т-клеток приводит к изгнанию пло-
да и завершению беременности. В процессе бере-
менности происходит взаимодействие большого 
количества клеток, в результате чего иммунная 
система меняет свою направленность, обеспечи-
ваю оптимальную стратегию выживания плода, 
но предотвращая жизнеугрожающие состояния 
для организма матери (табл.  2). Динамически 
изменяющиеся свойства клеток различных по-
пуляций своевременно позволяют удовлетво-
рить возникающие при беременности запросы. 
Таким образом, понимание механизмов поддер-
жания нормальной беременности позволит объ-
яснить фундаментальные механизмы регуляции 
репродуктивного успеха и создать клинические 
обоснования для терапии опасных акушерских 
состояний и возможного использования имму-
нотерапии для профилактики патологии бере-
менности. 
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СОВРЕМЕННЫЕ Т-КЛЕТОЧНЫЕ ТЕХНОЛОГИИ 
ИММУНОТЕРАПИИ СОЛИДНЫХ ОПУХОЛЕЙ
Кузнецова М.С.1, Шику Хироши1, 2, Караулов А.В.3,  
Сенников С.В.1
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия  
2 Высшая школа медицины Университета Миэ, Миэ, Япония  
3 ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» 
Министерства здравоохранения РФ (Сеченовский университет), Москва, Россия

Резюме. Согласно принятой концепции иммуноредактирования, взаимодействие клеток злокаче-
ственной опухоли и иммунитета представляет собой сложный многофакторный процесс, результа-
том которого может быть как противоопухолевая эффекторная активность, так и развитие супрес-
сорных механизмов, способствующих опухолевому росту. Накопление научных сведений в области 
изучения процессов противоопухолевого иммунного ответа и толерантности привело к появлению 
множества исследовательских и терапевтических подходов, использующих разные звенья иммунной 
системы для борьбы с неопластическими процессами. Особняком среди имеющихся подходов сто-
ят стратегии, использующие потенциал основных эффекторов адаптивного иммунитета – антиген-
специфичных Т-лимфоцитов – для борьбы со злокачественными новообразованиями, появившиеся 
более века назад и легшие в основу исследований в области иммунотерапии рака. Одним из свиде-
тельств значительного потенциала противоопухолевой активности Т-клеток при использовании в 
иммунотерапевтических схемах лечения онкологических заболеваний стал успех в терапии гемато-
логических онкологических заболеваний, достичь которого удалось в конце минувшего десятилетия. 
При этом, однако, терапия солидных злокачественных новообразований по сей день сталкивается с 
существенными сложностями, ограничивающими эффективность лечения. В этой связи основной 
задачей обзора является аккумулирование актуальных сведений относительно успехов и ограничений 
Т-клеточной иммунотерапии в отношении солидных опухолей.

На сегодняшний день фенотип и функционал Т-клеток исследуется и модулируется как в отно-
шении усиления противоопухолевой цитотоксичности, повышения жизнеспособности и пролифера-
тивной активности Т-клеток, так и в отношении преодоления супрессорного влияния опухоли и ее 
толерогенного окружения на Т-клетки, а также обеспечения направленной миграции эффекторных 
Т-лимфоцитов в ткани солидных опухолей. В настоящем обзоре рассматриваются иммунотерапевти-
ческие подходы, использующие потенциал эффекторных Т-лимфоцитов, существующие на сегодняш-
ний день в виде клинических исследований или применяемых терапевтических схем лечения солид-
ных злокачественных новообразований. Обсуждаются антиген-независимые подходы, направленные 
на неспецифическое усиление Т-клеточного ответа, такие как терапия рекомбинантными цитоки-
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нами и ингибирование checkpoint-молекул, а также антиген-зависимые, или антиген-специфичные, 
подходы, такие как адоптивная Т-клеточная терапия эндогенными Т-лимфоцитами или Т-клетками 
с модифицированным антиген-распознающим рецептором (CAR-T-клетки, TCR- T-клетки), а так-
же использование биспецифических антител в качестве Т-клеточных активаторов. В обзоре описаны 
преимущества и недостатки каждого из подходов в монотерапии и существующие на сегодняшний 
день результаты и перспективы их комбинирования друг с другом.

Ключевые слова: иммунотерапия солидных опухолей, Т-лимфоциты, checkpoint-ингибиторы, адоптивная Т-клеточная 
терапия, CAR-T-клетки, TCR-T-клетки, BiTE-антитела, цитокинотерапия

MODERN T CELL TECHNOLOGIES FOR IMMUNOTHERAPY 
OF SOLID TUMORS
Kuznetsova M.S.a, Shiku Hiroshia, b, Karaulov A.V.c, Sennikov S.V.a
a Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation  
b Mie University Graduate School of Medicine, Mie, Japan  
c I. Sechenov First Moscow State Medical University, Moscow, Russian Federation

Abstract. According to the common concept of immune editing, the interaction of malignant tumor cells 
and immune system is a complex multifactorial process, which may result in both antitumor effector activity and 
development of suppressor mechanisms that promote tumor growth. Accumulation of scientific knowledge in 
the field of studying the antitumor immune response and tolerance has led to emergence of many research and 
therapeutic approaches that use different components of the immune system to combat neoplastic processes. 
Along with currently available approaches, there are strategies that use the potential of antigen-specific 
T lymphocytes, the main effectors of adaptive immunity, in order to fight malignant neoplasms which appeared 
more than a century ago and have built the scientific basis of cancer immunotherapy. One line of evidence of the 
significant antitumor potential of T cells in immunotherapeutic schemes for the cancer treatment was presented 
by successful therapy of hemato-oncological diseases, achieved at the end of the past decade. At the same time, 
however, the therapy of solid malignant neoplasms still faces significant difficulties that limit the efficiency 
of treatment. In this regard, the main objective of the review is to accumulate up-to-date information on the 
successes and limitations of T cell immunotherapy in the patients with solid tumors. To date, the phenotype 
and functionality of T cells is being investigated and modulated both towards enhancing antitumor cytotoxicity, 
increasing viability and proliferative activity of T cells, and in overcoming the immunosuppressive effect of the 
tumor and its tolerogenic microenvironment upon T cells, as well as ensuring targeted migration of the effector 
T cells to the malignant tissues. This review discusses immunotherapeutic approaches exploiting the potential 
of effector T  lymphocytes, e.g., current clinical trials or applied therapeutic regimens for the treatment of 
solid malignant neoplasms. Antigen-independent approaches aimed at nonspecific enhancement of the T cell 
responses, i.e., therapy with recombinant cytokines and inhibition of immune checkpoint molecules. Antigen-
dependent, or antigen-specific approaches such as adoptive T cell therapy with endogenous T lymphocytes are 
also discussed as well as trials on T cells with modified antigen-recognition receptor (CAR-T cells, TCR-T cells), 
like as usage of bispecific antibodies as T cell engagers. The review describes the benefits and disadvantages of 
these approaches in monotherapy, as well as current results and prospects for their mutual combinations.

Keywords: solid tumors, immunotherapy, T cells, checkpoint inhibitors, adoptive T cell therapy, CAR-T cells, TCR-T cells, BiTE-
antibodies, cytokine therapy

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке гранта Российского научного фонда № 21-65-
00004, https://rscf.ru/project/21-65-00004/.

Введение
Известно, что противоопухолевая активность 

Т-клеток несет в себе огромный потенциал для 
развития иммунотерапевтических схем лечения 
онкологических заболеваний. Стратегии, так или 
иначе использующие потенциал Т-лимфоцитов 
для целенаправленного распознавания и унич-

тожения опухолевых клеток, открыли новую эру 
лечения рака и привели к появлению большого 
разнообразия методов иммунотерапии злока-
чественных опухолей. CD8+ цитотоксические 
Т-лимфоциты (ЦТЛ) и CD4+Т-хелперы играют 
роль непосредственных исполнителей в ходе ре-
ализации противоопухолевого иммунного отве-
та, в связи с чем долгие годы самое пристальное 
внимание исследователей в данной области было 
направлено именно на эти популяции. При не-
сомненной важности клеток, реализующих ци-
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тотоксическую функцию в отношении опухолей, 
в научной литературе и клинической практике 
накопилось достаточно свидетельств того, что 
в реализации противоопухолевого иммунного 
ответа принимают активное участие все звенья 
иммунной системы [1]. Противоопухолевый от-
вет адаптивного звена иммунитета с Т-клетками 
в качестве основного медиатора индуцируется и 
усиливается различными типами клеток врож-
денной иммунной системы. Например, профес-
сиональные антиген-презентирующие клетки 
(APC), такие как дендритные клетки, фагоцити-
руют опухолевые клетки и представляют процес-
сированные опухолевые антигены родственным 
наивным Т-клеткам, что впоследствии вызывает 
их активацию. Помимо традиционных эффек-
торных Т-лимфоцитов, другие типы лимфоид-
ных клеток врожденного иммунитета, такие как 
NK-клетки или так называемые нетрадиционные 
Т-клетки, включающие в себя популяции NKT-
лимфоцитов, инвариантные клетки, связанные 
со слизистой оболочкой (так называемые MALT-
клетки) и γδТ-лимфоциты могут напрямую унич-
тожать раковые клетки в зависимости от моле-
кулярного контекста [15,  37]. Одновременно с 
этим внутри иммунной системы в присутствии 
опухоли образуется целая инфраструктура, спо-
собствующая подавлению противоопухолевой 
цитотоксичности и препятствующая распозна-
ванию опухоли. К числу иммуносупрессивных 
агентов иммунной системы относятся регулятор-
ные Т-лимфоциты, опухоль-ассоциированные 
макрофаги и миелоидные супрессорные клетки, 
а также растворимые ингибирующие молекулы 
и цитокины, выделяемые опухолью и ее микроо-
кружением. Кроме того, в иммунной системе при 
опухолевом росте имеют место дефектные про-
цессинг и презентация антигена Т-лимфоцитам, 
происходит истощение Т-клеток [100]. Помимо 
перечисленного, центральные механизмы то-
лерантности вызывают уничтожение противо-
опухолевых Т-клеток с высокой аффинностью 
к опухолевым антигенам, поскольку последние 
зачастую представляют собой собственные мо-
лекулы организма, присутствующие на клетках 
нормальных тканей. Понимание комплексности 
вопроса реализации противоопухолевого иммун-
ного ответа и исследование данного процесса с 
разных сторон способствовало развитию целого 
ряда иммунотерапевтических подходов, направ-
ленных на различные звенья и стадии иммунного 
ответа. В настоящем обзоре наиболее присталь-
ное внимание отведено технологиям, использу-
ющим потенциал традиционных эффекторных 
αβТ-клеток, при этом учитывается контекст, 
создаваемый остальными звеньями иммунной 
системы, участвующими в сложной системе им-
муноредактирования.

Ряд технологий последних лет, о которых да-
лее пойдет речь, в частности, CAR-Т-клеточные 

технологии, достигли впечатляющих результатов 
в лечении гематологических онкологических за-
болеваний [68], тогда как терапия злокачествен-
ных карцином, сарком и других новообразо-
ваний, гистологически представляющих собой 
плотную клеточную массу, не содержащую жид-
ких участков, все еще сталкивается с существен-
ными сложностями, ограничивающими эффек-
тивность лечения. В этой связи основной задачей 
обзора является аккумулирование актуальных 
сведений относительно успехов и ограничений 
Т-клеточной иммунотерапии именно в отноше-
нии солидных опухолей. 

Существующие технологии иммунотерапии 
солидных опухолей, использующие потенци-
ал Т-клеток, можно условно разделить на две 
когорты  – технологии, направленные на не-
специфическое усиление противоопухолевого 
Т-клеточного ответа (путем опосредованно-
го усиления противоопухолевой эффекторной 
функции или подавления супрессорного иммун-
ного ответа – антиген-независимые подходы), и 
технологии антиген-специфичного уничтожения 
опухоли, в основном непосредственно использу-
ющие Т-клетки в качестве основного противо-
опухолевого клеточного продукта (табл.  1). При 
этом в случае антиген-специфичных подходов 
Т-лимфоциты могут быть как конвенциональны-
ми аутологичными клетками, активированными 
ex vivo, так и клетками, подвергшимися генной 
модификации антиген-специфичных рецепто-
ров. На рисунке 1 (см. 2-ю стр. обложки) изобра-
жены Т-клеточные подходы, каждый из которых 
далее будет обсужден подробнее. Подходы пред-
ставлены с акцентом на особенности фенотипа 
и функционала эффекторных Т-лимфоцитов, 
используемые или усиливаемые в том или ином 
подходе к Т-клеточной иммунотерапии опухо-
лей.

Технологии первой когорты направлены на не-
специфическую (антиген-независимую) стиму-
ляцию широкого спектра эндогенных Т-клеток, 
включая те, которые способны распознавать опу-
холь, но становятся неэффективными из-за мно-
жества механизмов иммунного ускользания. 

1.	 Антиген-независимые технологии
1.1.	 Цитокинотерапия
Первый тип неспецифической иммуноте-

рапии  – терапия опухолей рекомбинантными 
цитокинами, стимулирующими эндогенный 
Т-клеточный иммунный ответ. Цитокиновая 
терапия является одним из первых подходов к 
иммунотерапии злокачественных новообразо-
ваний, и в свое время стала одним из первых до-
казательств того, что манипуляции с иммунной 
системой человека могут воспроизводимо приво-
дить к устойчивой регрессии опухолей [87]. Од-
ним из самых ранних исследованных протоколов 
цитокинотерапии стало введение рекомбинант-
ного интерлейкина-2 (IL-2) пациентам с солид-
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ТАБЛИЦА 1. ИММУНОТЕРАПЕВТИЧЕСКИЕ ТЕХНОЛОГИИ, ИСПОЛЬЗУЮЩИЕ ПОТЕНЦИАЛ Т-КЛЕТОК
TABLE 1. IMMUNOTHERAPY TECHNOLOGIES USING THE POTENTIAL OF T CELLS

Антиген-неспецифичные 
(неспецифическое усиление 

Т-клеточного ответа)
Antigen-nonspecific (nonspecific 

enhancement of the T cell response)

Антиген-специфичные
Antigen-specific

Цитокинотерапия
Cytokine therapy

Checkpoint 
ингибиторы
Checkpoint 
inhibitors

BiTE-антитела
BiTE antibodies

Эндогенные 
Т-клетки: TIL, CTL
Endogenous T cells: 

TIL, CTL

CAR-T TCR-T

ными опухолями различных локализаций [19, 82, 
86]. IL-2 продуцируется преимущественно акти-
вированными CD4+Т-клетками и выполняет в 
определенном смысле противоречивую функцию 
в контексте реакций взаимодействия иммунной 
системы и опухоли: способствует активации и 
пролиферации как эффекторных противоопу-
холевых CD8+Т-лимфоцитов, так и регулятор-
ных Т-клеток, способствующих иммуносупрес-
сии [14], что, однако, не помешало клиницистам 
и исследователям еще в конце ХХ века добиться 
длительной устойчивой ремиссии у пациентов с 
метастатической меланомой и раком почки пу-
тем высокодозной терапии рекомбинантным 
IL-2 [86]. 

Помимо IL-2, IL-7 и IL-15 также играют клю-
чевую роль в запуске пролиферации и диффе-
ренцировки Т-лимфоцитов. Данные цитокины 
также были исследованы на способность усили-
вать противоопухолевый иммунный ответ in vivo 
и остаются частью некоторых фундаментальных 
и клинических исследований терапии солидных 
опухолей до сих пор [22, 103]. К настоящему мо-
менту завершены первоначальные клинические 
испытания монотерапии IL-15 и начаты испыта-
ния комбинации цитокина с противоопухолевы-
ми антителами или ингибиторами контрольных 
точек, о которых также пойдет речь далее. Однако 
цитокины в монотерапии на сегодняшний день 
не показывают высоких уровней эффективности, 
наблюдаемых в доклинических экспериментах. 
Более того, цитокинотерапия часто сопряжена с 
серьезными уровнями токсичности, что приво-
дит к вынужденному снижению используемых 
дозировок [13, 22]. 

Чтобы повысить эффективность и снизить 
токсичность цитокинотерапии, разрабатываются 
альтернативные модифицированные структуры 
цитокинов [62, 94], гибридных белков антител 
и цитокинов [43, 47] а также исследуются ком-
бинации с чекпойнт-ингибиторами и противо-
опухолевыми моноклональными антителами для 
повышения антителозависимой клеточной цито-
токсичности и поддержания эффективности про-
тивоопухолевого клеточного ответа [9]. К приме-
ру, NKTR-214, или бемпегалдеслейкин – агонист 
бета-субъединицы рецептора интерлейкина 2 
(IL-2Rβ), представляет собой предшественник 

рекомбинантного IL-2, конъюгированный с ше-
стью высвобождаемыми цепями полиэтилен-
гликоля [9, 90]. Конъюгирование IL-2 с цепями 
полиэтиленгликоля продлевает период полужиз-
ни цитокина и снижает его способность к связы-
ванию с рецептором IL-2Ra, тем самым снижая 
его сродство к Т-регуляторным клеткам  [75]. 
В нескольких исследованиях фазы I/II и III 
NKTR-214 тестируют как в качестве монотера-
пии, так и в сочетании с чекпойнт-ингибитора-
ми (NCT03635983, NCT03138889, NCT02869295, 
NCT02983045).

Отдельно среди подходов, использующих ци-
токины для усиления Т-клеточного иммунного 
ответа, следует упомянуть исследования, наце-
ленные на исследование роли хемокинов и ре-
цепторов к ним для повышения инфильтрирую-
щей способности эффекторных Т-лимфоцитов. 
Хемокины играют двойственную роль во взаимо-
действии клеток иммунной системы и опухоли. 
Про-опухолевый характер действия хемокинов 
заключается в том, что большинство солидных 
опухолей способно формировать локальные хе-
мокиновые сети, способствуя своему росту, ре-
крутингу стромальных клеток, таких как опу-
холь-ассоциированные макрофаги, миелоидные 
супрессоры и Т-регуляторные клетки [65]. При 
этом, тем не менее, ряд хемокинов отвечает за 
миграцию эффекторных Т-клеток в опухоль, 
что способствует реализации противоопухолево-
го ответа [23]. В частности, было показано, что 
экспрессия CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, CXCL9 
и CXCL10 коррелирует с присутствием опухоль-
инфильтрирующих Т-лимфоцитов в опухоли при 
меланоме [41], а индуцируемые интерфероном 
IFNγ хемокины CXCL9, CXCL10 и CXCL11 свя-
заны с активацией Th1-иммунитета в опухолевом 
микроокружении и благоприятным ответом на 
химиотерапию и иммунотерапию при мелано-
ме [41, 69]. Более того, экспрессия рецепторов 
CCR5 и CXCR3 на опухоль-инфильтрирующих 
Т-лимфоцитах оказалась необходимой для их ин-
фильтрации в опухолевое ложе [39, 69], в то вре-
мя как экспрессия их лигандов коррелировала с 
ответом на адаптивную Т-клеточную терапию у 
пациентов с меланомой [11].
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1.2.	 Чекпойнт-ингибиторы
Второй неспецифический тип опосредующей 

Т-клеточный ответ иммунотерапии – это блокада 
передачи ингибиторных сигналов Т-лимфоцитам 
с помощью ингибиторов иммунных контрольных 
точек (Immune Checkpoint inhibitors, ICI). К им-
мунным контрольным точкам (в русскоязычной 
литературе также – молекулы контроля иммуни-
тета, чекпойнт-молекулы) относят рецепторы на 
поверхности Т-клеток, запускающие активиро-
вание или супрессию иммунной реакции в случае 
своей активации. К супрессирующим чекпойнт-
молекулам, на блокирование которых и направ-
лена терапия с использованием ICI, относятся 
такие молекулы, как PD-1 и CTLA-4, а также их 
лиганды  – PD-L1, PD-L2 и множество других. 
Лиганды к чекпойнт-рецепторам экспрессиру-
ются на поверхности антиген-презентирующих 
клеток, но также показана их экспрессия на клет-
ках нелимфоидных тканей, а также на клетках 
опухолей различных нозологий. Так, экспрес-
сия чекпойнт-лигандов PD-L1, VISTA, B7-H3, 
HHLA2 наблюдается на клетках множества зло-
качественных карцином и меланом, лиганд PD-
L2 обнаружен на клетках рака шейки матки [4].

Наибольшее клиническое развитие на сегод-
няшний день получили подходы, использующие 
блокирующие антитела к CTLA-4 (ипилимумаб) 
и PD-1 (ниволумаб, пембролизумаб), которые 
экспрессируются на поверхности Т-клеток, или 
лиганда PD-1 (PD-L1), который экспрессируется 
на поверхности опухолевых клеток или антиген-
презентирующих клеток (атезолизумаб, авелу-
маб, дурвалумаб) [5, 105]. 

За последние несколько лет ICI получили 
одобрение FDA для терапии таких солидных опу-
холей, как немелкоклеточный рак легкого, рак 
почки, уротелиальная карцинома, меланома, а 
также опухоли с высокой микросателлитной не-
стабильностью, гепатоцеллюлярная карцинома, 
аденокарцинома гастроэзофагеального перехода 
и аденокарцинома желудка, клеточная карцино-
ма Меркеля, плоскоклеточная карцинома головы 
и шеи и др. [24]. Частота ответа на терапию коле-
блется от 15% до 30% (для большинства перечис-
ленных солидных опухолей) до 45-60% (для ме-
ланомы и опухолей с высокой микросателлитной 
нестабильностью) [24, 66].

Несмотря на значительный вклад открытия 
чекпойнт-молекул в развитие технологий имму-
нотерапии рака, у большинства пациентов с ме-
тастатическим карциномами, на долю которых 
приходится 90% ассоциированных с онкологией 
смертей, по-прежнему не наблюдается выражен-
ной регрессии опухоли после терапии чекпойнт-
ингибиторами.

2.	 Антиген-специфичные технологии иммуно
терапии опухолей

Антиген-специфичные технологии иммуноте-
рапии онкологических заболевания берут начало 

с момента открытия первого опухолевого антиге-
на человека [99]. Наиболее ранним и методологи-
чески простым примером антиген-специфичной 
иммунотерапии являются так называемые про-
тивоопухолевые вакцины, которые предполага-
ют введение определенных белков, пептидов или 
нуклеиновых кислот, их кодирующих, пациентам 
в попытке усилить или вызвать активацию эндо-
генных противоопухолевых Т-лимфоцитов  [44]. 
Благодаря простоте введения и относительно 
низкой токсичности противоопухолевые вакци-
ны до сих пор распространены в клинической 
практике. При этом, однако, устойчивый кли-
нический эффект подобных вакцин показан в 
очень ограниченном ряду исследований и только 
для некоторых видов рака, что может быть свя-
зано как с неспособностью генерировать боль-
шие количества Т-клеток с высоким сродством к 
опухолевым антигенам, так и с трудностью пре-
одоления иммуносупрессивного влияния микро-
окружения опухоли [54, 59, 85].

Наиболее распространенную разновидность 
антиген-специфической иммунотерапии пред-
ставляет собой адаптивная Т-клеточная терапия 
(Adoptive Т  cell transfer, ACT), предполагающая 
следующие основные этапы: забор собственных 
Т-лимфоцитов пациента, активация и наработ-
ка их количества in vitro, обратное введение ау-
тологичных Т-клеток пациенту. Подходы ACT 
различаются по типу эффекторных клеток, ис-
пользующихся в качестве основных агентов: в 
отношении фенотипа это могут быть CD8+ или 
CD4+Т-клетки  [46], с точки зрения локализа-
ции и наличия  /  отсутствия генной модифика-
ции  – эндогенные опухоль-инфильтрирующие 
Т-лимфоциты [84] или циркулирующие Т-клетки 
периферической крови [18], генно-модифициро-
ванные TCR-Т-клетки или CAR-T-клетки, спец-
ифичные к определенному опухолевому антиге-
ну [17].

К преимуществам ACT относится способ-
ность преодолевать супрессорное воздействие 
микроокружения опухоли на Т-клетки путем 
переноса очень больших количеств (до 1011) кле-
ток, проявляющих противоопухолевую актив-
ность. Вне зависимости от выбора клеточного 
агента, подходы адаптивной Т-клеточной тера-
пии как правило предполагают предварительное 
лечение пациента лимфодеплетирующей хими-
отерапией, а также внутривенное введение IL-2 
для стимуляции их выживания и пролиферации. 
Предварительное лечение лимфодеплетирующей 
химиотерапией может предотвратить развитие 
механизмов супрессии Т-клеток, опосредован-
ных Т-регуляторными клетками или миелоидны-
ми супрессорами. 

Адаптивная Т-клеточная терапия требует ин-
дивидуальной подготовки Т-клеток каждого кон-
кретного пациента к инфузии, что, несомненно, 
снижает ее доступность в сравнении с множе-
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ством более универсальных иммунотерапевтиче-
ских подходов, проведение адаптивной терапии 
возможно только в специализированных лечеб-
ных центрах. Однако, несмотря на всю техни-
ческую сложность и индивидуализированность 
данного вида терапии, существует множество 
примеров, демонстрирующих потенциал этого 
подхода в иммунотерапии солидных опухолей.

К антиген-специфичным подходам также 
можно отнести технологии, использующие син-
тетические моноклональные антитела, имеющие 
две специфичности – к выбранному опухолевому 
антигены и к молекуле aCD3, что позволяет свя-
зываться с опухолевыми мишенями и активиро-
вать Т-лимфоциты. 

2.1.	 Биспецифические антитела
Работы, описывающие конструирование 

рекомбинантных моноклональных антител с 
двойной специфичностью и их применение в 
контексте лечения онкозаболеваний появились 
в конце 80-х годов прошлого века и ведутся до 
сих пор, привлекая все больший интерес иссле-
дователей  [2,  36,  38]. Биспецифические анти-
тела, использование которых можно отнести к 
Т-клеточно-опосредованной иммунотерапии 
рака, получили в международной литературе на-
звание Bispecific T cell Engagers – биспецифиче-
ские активаторы Т-клеточного ответа или BiTE-
антитела [38]. Они направляют цитотоксическую 
активность Т-клеток против клеток опухоли, 
имея два антигенсвязывающих центра различной 
специфичности  – к рецептору CD3 (активирует 
Т-клетки) и к одному из известных опухолевых 
антигенов (связывается с опухолевой клеткой 
через выбранный антиген в зависимости от типа 
опухоли  – CD19, HER2  /  neu, EpCAM, BCMA, 
CEA). В результате связывания обоих центров 
BiTE-антитела со своими мишенями одновре-
менно происходит активация цитотоксических 
Т-лимфоцитов и их сближение с опухолевой 
клеткой, что в совокупности приводит к унич-
тожению опухолевой клетки в результате обра-
зования литического иммунного синапса между 
Т-клеткой и клеткой опухоли [38, 74]. Современ-
ные BiTE-антитела представляют собой очень 
гибкие структуры, полностью лишенные кон-
стантных областей родительских антител, в свя-
зи с чем имеют сравнительно небольшой размер 
(порядка 55 кДа), что обеспечивает одновремен-
ное взаимодействие и образование цитолитиче-
ского синапса [38]. Есть свидетельства того, что 
BiTE-антитела опосредуют гибель клеток-мише-
ней преимущественно не через наивные, а через 
антиген-активированные Т-клетки, которые по-
сле связывания с BiTE-антителами дифференци-
руются в эффекторные Т (Tem)-клетки памяти [8, 
38]. 

Основной пласт исследований, показавших 
клиническую эффективность применения BiTE-
антител, связан с гематологическими злокаче-

ственными заболеваниями [55], тогда как моно-
терапия солидных опухолей BiTE-антителами 
на сегодняшний день остается недостаточно 
эффективным подходом ввиду ограничений в 
проникновении BiTE-антител в ткани опухоли 
и поражением нормальных тканей организма, 
экспрессирующих опухоль-ассоциированные 
антигены, что приводит к дозозависимой ток-
сичности. Однако, большим потенциалом могут 
обладать виды комбинированной терапии BiTE-
антителами вместе с другими противоопухолевы-
ми агентами, например, онколитическими виру-
сами [30, 88, 89].

2.2.	 Адаптивная терапия конвенциональными 
Т-клетками

Традиционным агентом для адаптивной 
Т-клеточной терапии являются эндогенные кон-
венциональные аутологичные Т-лимфоциты. 
Множество вариаций ACT, основанных на ак-
тивации противоопухолевой активности ауто-
логичных Т-клеток без генной модификации, 
показало клиническую эффективность для ле-
чения ряда солидных опухолей [12, 67]. Среди 
подходов, использующих конвенциональные 
Т-лимфоциты, преимущество при выборе ос-
новного клеточного агента долгое время оста-
валось за CD8+Т-клетками, или цитотоксиче-
скими Т-лимфоцитами [26]. Известно, что CTL 
способны эффективно распознавать и разрушать 
злокачественные клетки при правильной ак-
тивации антиген-презентирующими клетками 
(APC), представляющими антигенные пептиды 
в комплексе с молекулами главного комплекса 
гистосовместимости (MHC) I класса. При этом, 
однако, многие годы обсуждается эффектив-
ность использования CD4+Т-хелперных клеток 
для ACT, как в качестве самостоятельных популя-
ций [17], так и совместно с CD8+Т-клетками [26, 
28]. Кроме того, известно, что с лучшими показа-
телями выживаемости онкологических больных 
коррелирует частота содержания как CTL, так и 
Т-хелперов [26, 93]. 

Ключевым клеточным агентом для адаптив-
ной терапии конвенциональными Т-клетками 
являются опухоль-инфильтрирующие лимфо-
циты (tumor-infiltrating lymphocytes, TIL). Ос-
новным преимуществом Т-клеток, инфиль-
трирующих ткани опухоли, по сравнению с 
циркулирующими Т-клетками крови, считается 
тот факт, что TIL, как правило, обладают наибо-
лее релевантным репертуаром специфичностей 
к опухолевым антигенам, экспрессирующимся 
в клетках растущей опухоли, и более высокой 
специфической иммунологической реактивно-
стью против опухолевых клеток [64]. Находясь в 
микроокружении опухоли, TIL часто обладают 
фенотипом истощения из-за хронической анти-
генной стимуляции, в связи с чем для использо-
вания противоопухолевого потенциала данных 
клеток были разработаны методы их повторной 
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активации. Впервые такой подход был пред-
ложен в 1988 году в хирургическом отделении 
Национального института онкологии США, 
где аутологичные опухоль-инфильтрирующие 
лимфоциты были выделены из резецированных 
фрагментов опухоли, культивированы в течение 
нескольких недель для наработки их количества 
и затем повторно введены в комбинации с IL-2 
пациентам с метастатической меланомой после 
предварительной обработки циклофосфамидом. 
Регрессия опухоли наблюдалась в 40-60% случаев 
и длилась от 2 до 13 месяцев и более [83]. 

TIL могут быть локализованы в плотных 
скоплениях (гнездах) опухолевых клеток (ин-
тратуморальные, в центральной опухолевой 
строме (стромальные лимфоциты) и вдоль кра-
ев инфильтрации, вне границ опухолевого узла 
(перитуморальные лимфоциты) [3, 7]. Высокий 
потенциал использования адаптивной терапии 
TIL иллюстрирует работа 2015 года, в которой 
демонстрируется существенная регрессия мета-
статической меланомы в ответ на адаптивный 
перенос TIL более чем у 72% пациентов в клини-
ческих испытаниях фазы II, при почти полном 
отсутствии побочных эффектов для большинства 
пациентов [35]. Необходимо отметить, однако, 
что клиническая эффективность адаптивной 
терапии TIL в основном имеет место в лечении 
меланомы, и на данный момент менее выражена 
для солидных опухолей других локализаций [95]. 
Подход, использующий TIL, ограничен несколь-
кими факторами: необходимо наличие имму-
ногенной опухоли, которая поддается резекции 
хирургическим путем, пациент должен быть в 
состоянии перенести процедуры лимфодеплеции 
и затем выдержать временную задержку, связан-
ную с длительностью приготовления клеточного 
препарата TIL. Кроме того, противоопухолевые 
Т-клетки, полученные из инфильтрата опухоли, 
как и эндогенные Т-лимфоциты перифериче-
ской крови, часто имеют невысокое сродство к 
опухолевым антигенам из-за негативной селек-
ции в тимусе, происходящих в ходе естественных 
процессов созревания Т-клеток, в результате ко-
торой Т-клетки с более высокой аффинностью к 
аутоантигенам подвергаются уничтожению [73].

2.3.	 Т-клетки с генной модификацией рецепто-
ра для адаптивного переноса

Использование усовершенствованных или из-
мененных вариантов Т-клеточного рецептора, 
несомненно, привлекает больший интерес ис-
следователей ввиду существенного расширения 
возможностей потенциальной терапии на ос-
нове Т-клеток, прошедших генную модифика-
цию. Получение так называемых TCR-Т-клеток 
представляет собой ретровирусный перенос ге-
нов Т-клеточных рецепторов, полученных из 
клонов CD8+ цитотоксических Т-лимфоцитов 
с необходимой антигенной специфичностью, в 
Т-лимфоциты любых других специфичностей, 

что дает возможность генерировать большое ко-
личество Т-клеток, имеющих идентичный TCR. 
Такие перенесенные в клетку генно-инженерным 
путем Т-клеточные рецепторы распознают опу-
холь-ассоциированные антигены по естествен-
ному биологическому пути, т. е. через активацию 
альфа- и бета- цепей CD3, с необходимостью 
презентации антигена молекулами MHC. Сле-
довательно, могут распознаваться как поверх-
ностные, так и внутриклеточные антигены, что 
позволяет использовать широкий спектр мише-
ней [81]. В качестве одного из наиболее перспек-
тивных подходов данного ряда на сегодняшний 
день выделяют новый тип TCR-технологий, по-
зволяющих получать T-клетки, специфичные к 
выбранным опухоль-ассоциированным антиге-
нам и даже персонализированным неоантигенам, 
представленным в комплексе молекулами MHC I 
типа. В основе метода лежит определение клонов 
аутологичных Т-клеток пациентов, экспрессиру-
ющих высокоаффинные TCR к интересующим 
антигенам и неоантигенам, выделение и клони-
рование таких TCR и последующее введение их в 
аутологичные Т-клетки [34, 53].

CAR-T-технологии подразумевают синтез 
химерного антигенного рецептора (Chimeric 
antigen receptor, CAR) и введение его эндоген-
ным Т-клеткам. Химерная структура рецептора 
CAR-T-клеток содержит одноцепочечный вариа-
бельный фрагмент (scFv) в качестве антиген-свя-
зывающего внеклеточного домена с шарнирной 
областью, трансмембранным доменом и внутри-
клеточной цепью CD3, ответственной за актива-
цию Т-клеток. Поскольку распознавание анти-
гена основано на scFv-фрагменте, как и в случае 
BiTE-антител, происходит связывание с интакт-
ными поверхностными антигенами, без необхо-
димости в участии молекул МНС. К настоящему 
моменту существует несколько поколений CAR. 
CAR первого поколения характеризуются нали-
чием только сигнального домена CD3, в то вре-
мя как CAR второго и третьего поколений имеют 
костимуляторные домены, встроенные в цито-
плазматическую область CAR, такие как 4-1BB 
(CD137), CD28, CD27, OX40 (CD134), ICOS 
(CD278), RIAD [1, 66]. При этом выбор костиму-
ляторных доменов может определять эффектив-
ность всей CAR-Т-терапии, так в 2010 году было 
показано, что использование GITRL – молекулы 
из надсемейства рецепторов фактора некроза опу-
холи – вместо широко применяемых сигнальных 
доменов CD28 и/или 4-1BB приводило к отмене 
прямого/косвенного подавления иммунитета, 
опосредованного Т-регуляторными клетками. 
Ряд исследований подтвердил более выраженную 
противоопухолевую активность, большую устой-
чивость к Treg с более длительной персистенцией 
in vivo благодаря анти-апоптотической активно-
сти GITR-домена сконструированного химер-
ного рецептора, по сравнению с CD28 и/или 
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4-1BB-экспрессирующими CAR-Т-клетками [49, 
70,  72]. Последние поколения химерных анти-
генных рецепторов включают не только актива-
ционные домены и костимулирующие молекулы, 
но также могут содержать домены экспрессии 
цитокинов [25, 31, 81]. Таким образом, активация 
CAR-T-клеток, как и CD3 BiTE-антител, зави-
сит от распознавания антигена, опосредованного 
участком связывания антител, тогда как TCR-
клетки требуют MHC-презентации опухолевого 
антигена для активации. 

Обратной стороной МНС-независимого рас-
познавания антигенов CAR-T-клетками являет-
ся сложность поиска поверхностных опухолевых 
антигенов, которые имели бы широкую экспрес-
сию на клетках солидных опухолей и отсутствие 
таковой на здоровых клетках организма, вне опу-
холи. Весьма удачным примером поверхностных 
молекул, служащих антигенами-мишенями для 
CAR-Т-клеток в контексте солидных опухолей, 
являются антигены сосудистой сети опухоли, 
участвующие в процессах ангиогенеза  – рецеп-
торы фактора роста сосудов VEGFR2 [29, 33, 57, 
58] и VEGFR1 [104], интегрины, ассоциирован-
ные с нео-эндотелием [32], опухоль-специфич-
ный сплайс-вариант фибронектина, содержа-
щий экстра-домен B [102]. Данные антигенные 
молекулы, экспрессируемые эндотелиальными 
клетками аномальной сосудистой сети опухоли, 
представляют клинический интерес для терапии 
CAR-Т-клетками из-за геномной стабильности и 
относительной доступности для циркулирующих 
Т-клеток, а также их экспрессии в различных ти-
пах солидных опухолей [29, 32, 33, 57, 58, 104]. 
Помимо прочего, использование подобных ми-
шеней для CAR-Т-клеточной терапии позволяет 
направить миграцию адаптивно перенесенных 
эффекторов вглубь опухоли через неопластиче-
ские кровеносные сосуды.

Генно-инженерные методы для адаптив-
ной Т-клеточной терапии, такие как CAR- или 
ТCR-Т-клеточные технологии, имеют сходства 
и различия в механизмах действия, профилях 
токсичности и путях резистентности. Было про-
демонстрировано, что CAR-T-клетки, спец-
ифичные к поверхностно экспрессируемым 
опухоль-ассоциированным антигенам, также 
экспрессирующие эндогенный TCR, специфич-
ный к сильному иммуногену (CAR-T-клетки с 
двойной специфичностью), проявляют устойчи-
вую экспансию и противоопухолевую активность 
против опухоли, экспрессирующей соответству-
ющий OAA, после вакцинации иммуногеном [92, 
97, 107]. Однако использование Т-клеток с двой-
ной специфичностью запускает сложные про-
цессы и механизмы в клетках, а кроме того, пост-
трансферная вакцинация вряд ли применима для 
существующих CAR-T-клеток из-за их неспособ-
ности распознавать пептидный антиген в контек-
сте MHC. В этом отношении подход на основе 

TCR является более подходящим, поскольку он 
нацелен на антигенные пептиды в комплексе с 
молекулами MHC, перекрестно презентируемые 
антиген-презентирующими клетками; таким об-
разом, адаптивная клеточная терапия, основан-
ная на Т-клетках, созданных с помощью TCR, 
может быть усилена вакцинацией. Однако даль-
нейшее развитие этого подхода также сопряжено 
с трудностью получения TCR-T-клеток и при-
сущей им низкой аффинности TCR к комплексу 
пептид/MHC [16, 61, 80]. Чтобы обойти данные 
ограничения TCR-Т-клеточных технологий и при 
этом избежать невозможности распознавания 
эндогенно-процессированных антигенов, свой-
ственной традиционным CAR-Т-клеткам, были 
разработаны так называемые TCR-подобные 
химерные антигенные рецепторы (TCR-like 
CAR) – рецепторы, состоящие из scFv, который 
распознает комплекс пептид/MHC  [77]. Проде-
монстрировано, что с использованием библиоте-
ки фагового дисплея, моноклональные антитела 
к комплексу пептид/MHC могут быть полностью 
выделены in vitro с эффективностью, превышаю-
щей эффективность выделения TCR [50]. Таким 
образом, отличием технологии TCR-подобных 
CAR-T-клеток от обычных TCR-Т-клеточных 
подходов является то, в качестве специфического 
антиген-распознающего рецептора используется 
химерный антигенный рецептор на основе чело-
веческого антитела, специфичного к комплексу 
пептид/МНС. В целом CAR-рецепторы демон-
стрируют в несколько раз более высокую аффин-
ность по сравнению с TCR [101], обладая при 
этом сходной специфичностью и безопасностью. 
Также, TCR-подобные CAR-T-клетки могут быть 
искусственно активированы и усилены для улуч-
шения и контроля их функции и устойчивости. 
В то время как TCR может быть искусственно ак-
тивирован и усилен в значительно меньшей сте-
пени.

В 2018 году была опубликована работа, в 
которой с помощью фагового дисплея были 
получены TCR-подобные scFv-CAR-Т-клетки, 
специфичные к комплексу HLA-A*2402  / 
WT1(235-243) [6]. В работе была продемонстри-
рована цитотоксическая активность полученных 
scFv-CAR-Т-клеток против HLAA*2402+ WT1+ 
опухолевых линий и возможность увеличения 
эффективности полученных scFv-CAR-Т-клеток 
c помощью вакцинации дендритными клетками, 
нагруженными эпитопом WT1 (235-243). Таким 
образом, полученные TCR-подобные CAR-T-
клетки обладали заявленными преимуществами, 
сочетающими достоинства как TCR, так и CAR. 

Успех применения CAR-Т-клеток в тера-
пии лейкозов дал основание предполагать, что 
CAR-T подход может быть оптимизирован и 
для лечения солидных опухолей эпителиально-
го происхождения. Однако применение терапии 
CAR-T-клетками ограничено низкой доступно-
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стью опухолевых антигенов, специфичных для 
опухоли, но отсутствующих в здоровых клетках 
организма, слабым инфильтративным потенци-
алом CAR-Т-клеток, препятствующим попада-
нию в плотную опухолевую массу, а также им-
муносупрессией Т-клеток, развивающейся при 
попадании под влияние микроокружения опу-
холи. Помимо прочего, как CAR-T-, так и TCR-
T-терапия часто сопряжены с тяжелыми не-
желательными эффектами. Хорошо известно, 
что CAR-T-терапия часто приводит к развитию 
цитокинового шторма, выраженной нейроток-
сичности, проявляющейся в таких симптомах 
как бред, афазия, отек мозга, внутричерепные 
кровоизлияния, а также может сопровождаться 
нарушениями дыхания, гипербилирубинемией, 
и рядом других явлений [52]. TCR-Т-клеточная 
терапия в данном контексте в лучшую сторону 
отличается от CAR-Т-клеточных подходов, од-
нако существующие клинические исследования 
заявляют о наличии в ряде случаев таких нежела-
тельных явлений как воспалительный колит [76], 
случаи нейротоксичности [71] и кардиоваскуляр-
ной токсичности [63], респираторный дистресс-
синдром [21]. 

3.	 Комбинированная иммунотерапия солид-
ных опухолей

Ограниченная эффективность перечисленных 
Т-клеточных иммунотерапевтических подходов в 
отношении солидных опухолей в купе с понима-
нием комплексности процессов иммунологиче-
ского редактирования опухолевого роста привела 
к появлению схем, комбинирующих описанные 
подходы между собой. На рисунке 2 (см. 2-ю стр. 
обложки) представлены примеры апробирован-
ных на сегодняшний день комбинаций имму-
нотерапевтических подходов, опосредующих 
Т-клеточный иммунный ответ. 

Одной из стратегий преодоления иммуносу-
прессии и создания более надежного противоо-
пухолевого иммунного ответа стало объединение 
технологии CAR-Т-клеток, специфичных к ан-
тигенам солидных опухолей, и моноклональных 
антител, ингибирующих чекпойнт-молекулы 
(например, анти-PD1, анти-PD-L1, анти-TIM-3, 
анти-LAG-3 антитела) [40]. 

Еще один комбинированный подход – введе-
ние цитокинов для «поляризации» клеток опухоли 
и его микроокружения в сторону более благопри-
ятных для Т-клеток условий, как и для непо-
средственного улучшения функциональности и 
фенотипа CAR-Т-клеток, было протестировано в 
доклинических и клинических испытаниях. На-
пример, местное введение IL-12, вызывающего 
рекрутирование провоспалительных иммуно-
компетентных клеток, увеличивало противо-
опухолевую активность адаптивно перенесенных 
анти-VEGFR-2 CAR-Т-клеток и приводило к 
увеличению выживаемости мышей с пятью раз-
личными типами подкожных опухолей [20]. В упо-

мянутом исследовании комбинированное лечение 
IL-12 и VEGFR2 CAR- Т-клетками уменьшало 
содержание VEGFR2-позитивных инфильтриру-
ющих опухоль миелоидных супрессорных клеток, 
при этом подобный эффект не достигался при ис-
пользовании каждого из подходов по отдельно-
сти. Именно на фоне успеха комбинирования ци-
токинотерапии с применением CAR-технологий 
были разработаны CAR-Т-клетки четвертого по-
коления, упомянутые ранее,  – CAR-Т-клетки, 
конститутивно секретирующие цитокины, полу-
чившие в литературе название «бронированных» 
CAR-Т-клеток (“armored” CAR-Т cells) [108]. 

Как было упомянуто ранее, одним из значи-
тельных препятствий, ограничивающих эффек-
тивность адаптивной Т-клеточной терапии при 
лечении солидных опухолей, является ограни-
чение инфильтрации адаптивно перенесенных 
Т-клеток в опухоль из-за патологически развитой 
сосудистой сети опухоли и иммуносупрессивно-
го микроокружения. Чтобы наделить Т-клетки 
способностью более эффективно мигрировать 
внутрь опухоли, в настоящее время на мыши-
ных моделях активно тестируется регулирование 
различных хемокиновых систем, дополняющее 
адаптивную Т-клеточную терапию, включая по-
вышение экспрессии CCR4 [20], CXCR2 [51, 78], 
CX3CR1 [91] и CXCR6 [60] посредством транс-
дукции эффекторных Т-лимфоцитов генетиче-
скими конструкциями, кодирующими соответ-
ствующие рецепторы. Однако для определения 
эффективности манипуляций с хемокиновой си-
стемой в отношении повышения эффективности 
адаптивной терапии у онкологических больных 
необходим переход на уровень клинических ис-
следований. 

Ряд других стратегий для усиления эффек-
тивности применения CAR-Т-клеток и нивели-
рования воздействия микроокружения опухоли 
включает ингибирование иммуносупрессивных 
растворимых факторов, таких как аденозин, 
IDO1 и VEGF, а также защиту от супрессорного 
влияния неопухолевых клеток, инфильтриру-
ющих опухоль, таких как миелоидные супрес-
сорные клетки, опухоль-ассоциированные ма-
крофаги и клетки стромы [66]. В исследовании 
с использованием HER2-специфичных CAR-Т-
клеток на модели сингенной опухоли блокада 
аденозинового рецептора А2А значительно улуч-
шила эффективность противоопухолевого дей-
ствия CAR-T-клеток за счет усиления активации 
и продукции цитокинов, при этом дополнитель-
но использовалась блокада PD-1, что также до-
полнительно усиливало Т-клеточный иммунный 
ответ [10]. Другое исследование продемонстри-
ровало значительное замедление роста опухоли 
на модели ксенотрансплантата опухоли толстой 
кишки путем сочетания блокады IDO1 с перено-
сом EGFRvIII-специфичных CAR-Т-клеток [45]. 
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В 2020 году в Science было опубликовано  
исследование, продемонстрировавшее новый 
многообещающий подход комбинированной 
иммунотерапии, продемонстрировав, что вакци-
на, состоящая из наночастиц РНК, разработан-
ная для доставки антигена CAR в лимфоидные 
компартменты по всему организму, стимулирует 
адаптивно перенесенные CAR-T-клетки. По-
падание РНК в резидентные антиген-презен-
тирующие клетки приводила к естественному 
процессингу и презентации целевого антигена-
мишени и способствовала селективной экспан-
сии CAR- T-клеток. В рамках работы Katharina 
Reinhard и соавт. показали улучшенное прижив-
ление CAR- T-клеток и регрессию опухолей боль-
ших размеров на моделях трудно поддающихся 
лечению мышей при субтерапевтических дозах 
CAR-T-клеток [79].

Еще одна иммунотерапевтическая комбина-
ция, показавшая многообещающие результаты 
при отсутствии таковых в монотерапии, осно-
вана на использовании онколитических вирусов 
вместе с Т-клеточными технологиями иммуноте-
рапии. В качестве монотерапии солидных опухо-
лей онколитическая виротерапия обеспечивает 
весьма умеренный противоопухолевый эффект, 
тогда как ввиду взаимодополнения механизмов 
действия, онколитические вирусы и Т-клеточная 
терапия могут быть объединены для преодоления 
присущих каждому из подходов в отдельности 
ограничений [56, 88]. На сингенной иммуноком-
петентной мышиной модели с использованием 
меланомы B16ova было продемонстрировано, что 
внутриопухолевое введение вируса онколитиче-
ского везикулярного стоматита (oncolytic vesicular 
stomatitis virus, oVSV) приводит к повышению ин-
фильтрации CD8+Т-лимфоцитами и сохранения 
50%-ной выживаемости до 30 дней по сравнению 
контрольными группами, средняя выживаемость 
которых составляла порядка 20 дней. Точно так 
же инфузия OVA-специфических Т-клеток при-
водила к 50%-ной выживаемости в течение 30 
дней. Чтобы усилить противоопухолевый эффект, 
авторы объединили лечение oVSV с системной 
инфузией OVA-специфических Т-клеток, что 
привело к более сильному противоопухолевому 
ответу, чем лечение одним агентом, составивше-
му порядка 70% выживаемости через 50 дней [27]. 
В аналогичной модели внутриопухолевое введе-
ние онколитического аденовируса в сочетании 
с ex vivo активированными OVA-специфичными 
Т-клетками приводило к увеличению присутствия 
эндогенных CD8+Т-клеток, что в свою очередь 
ингибировало опухолевый рост [96]. Описанные 
результаты хорошо иллюстрируют аддитивное 
противоопухолевое действие онколитических 
вирусов и цитотоксических Т-лимфоцитов. Он-
колитические вирусы также успешно сочетаются 
с терапией BiTE-антителами, что хорошо иллю-
стрируется целым рядом экспериментальных и 

клинических исследований. Онколитический 
аденовирус (Onc.Ad), экспрессирующий EGFR-
BiTE антитело (Onc.Ad-EGFR.BiTE), показал 
способность индуцировать накопление и про-
лиферацию активированных, адаптивно пере-
несенных Т-клеток ex vivo в модели подкожной 
колоректальной карциномы  [30]. Следует, одна-
ко, отметить, что использование Onc.Ad-EGFR.
BiTE требовало системного введения IL-2 и не 
приводило к значительному элиминированию 
опухоли, указывая на необходимость дополни-
тельной активации и/ или сохранения Т-клеток в 
опухолевой массе для обеспечения возможности 
запуска Т-клеточно-опосредованного противо-
опухолевого эффекта с помощью BiTE. Позже та 
же группа исследователей протестировала раз-
работанный Onc.Ad-EGFR.BiTE в сочетании с 
CAR-T-клетками, специфичными к рецептору 
фолиевой кислоты альфа (FR-α) [106]. Обработ-
ка вирусом Onc.Ad-EGFR.BiTE способствовала 
повышению уровней цитотоксичности, проли-
ферации и продукции IFNγ для клеток FR-α-
специфичных CAR-T-клеток in vitro. In vivo вирус 
Onc.Ad-EGFR.BiTE в сочетании с двумя введени-
ями клеток FR-α-специфичных CAR-T-клеток 
приводил к значительной задержке опухолевого 
роста в модели ксенотрансплантата, в которой 
опухолевые клетки характеризовались экспрес-
сией промежуточных уровней FR-α и высоких 
уровней EGFR. Во второй модели in vivo опухо-
левые клетки экспрессировали низкие уровни 
FR-α и высокие уровни EGFR, и комбинация 
Onc.Ad с CAR-T-клетками приводила к устойчи-
вому уменьшению объема опухоли по сравнению 
с обработкой одним агентом. Описанные докли-
нические исследования позволяют предполагать 
эффективность использования онколитических 
вирусов, кодирующих BiTE-антитела, позволя-
ющие перенаправлять реактивность Т-клеток на 
вторичные опухолевые мишени, для усиления 
противоопухолевого эффекта CAR-T-клеток.

Помимо перечисленных способов сочетанно-
го применения в Т-клеточной иммунотерапии, 
онколитические вирусы также могут быть снаб-
жены вставками, кодирующими цитокины, сти-
мулирующими рост и пролиферацию Т-клеток 
(такими как IL-2, IL-15), а также низкомоле-
кулярные антитела, блокирующие PD-L1 для 
устранения чекпойнт-опосредованной гибели 
эффекторных клеток [42, 98].

Все перечисленные примеры комбиниро-
вания иммунотерапевтических подходов ил-
люстрируют большой потенциал для развития 
Т-клеточных технологий лечения онкологиче-
ских заболеваний в направлении «объединения 
усилий» уже известных на сегодняшний день им-
мунотерапевтических схем. Совмещение пере-
численных подходов в различных комбинациях 
уже сейчас позволяет повысить эффективность 
борьбы с солидными опухолями, по сравнению 
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с использованием каждого из методов по отдель-
ности. 

Заключение
Существующие на сегодняшний день 

Т-клеточные технологии иммунотерапии солид-
ных опухолей имеют в своей основе подходы, 
сформулированные на рубеже XX и XXI веков и с 
тех пор постоянно динамически развивающиеся 
благодаря непрерывному накоплению научных 
данных в области противоопухолевой иммуноте-
рапии. При этом в последние годы это развитие 
начало приобретать экспоненциальный характер 
благодаря развитию методов генной модифика-
ции – несомненно, на CAR-Т-клеточные техно-
логии возлагают большую роль в иммунотерапии 
опухолей, несмотря на существующие ограниче-
ния в эффективности при их использовании в ка-
честве монотерапии. Эффективное и безопасное 
устранение плотной опухолевой массы все еще 

остается нерешенной задачей для большинства 
исследуемых подходов, однако накопленные на 
сегодняшний день данные позволяют ожидать в 
ближайшей перспективе новых прорывов в кли-
нических исследованиях возможностей исполь-
зования Т-клеточного потенциала для борьбы с 
солидными новообразованиями. Преодоление 
механизмов иммуносупрессии, проникновение 
генно-модифицированных противоопухолевых 
Т-клеток вглубь плотной опухолевой массы, по-
иск антигенов для адекватной активации иммун-
ного ответа и снижение выраженности побочных 
эффектов  – эти и другие сохраняющиеся слож-
ности, по-видимому, можно решить, совмещая 
иммунотерапевтические подходы и накопленные 
научные сведения для получения терапии, учи-
тывающей все особенности функционирования 
Т-клеток и нюансы их взаимодействия с клетка-
ми иммунной системы и опухоли.
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ВЛИЯНИЕ МАКРОФАГОВ НА ИНСУЛИН-
СИНТЕЗИРУЮЩУЮ СИСТЕМУ В НОРМЕ И ПРИ 
АЛЛОКСАНОВОМ ДИАБЕТЕ
Булавинцева Т.С.1, Юшков Б.Г.1, Данилова И.Г.1, Абидов М.Т.2 

1 ФГБУН «Институт иммунологии и физиологии» Уральского отделения Российской академии наук, 
г. Екатеринбург, Россия  
2 Институт иммунопатологии и профилактической медицины, г. Любляна, Словения

Резюме. Инсулин-синтезирующие клетки (ИСК) поджелудочной железы локализованы как в ее 
островках, так и экзокринной части в виде одиночных клеток или агломератов. ИСК различаются 
своими морфофункциональными характеристиками в зависимости от особенностей микроокруже-
ния. В формировании их микроокружения участвуют в том числе резидентные макрофаги. Цель – 
оценить влияние функциональной активности макрофагов на инсулин-синтезирующую систему 
(панкреатический островок, агломераты и отдельно лежащие инсулин-синтезирующие клетки) в 
норме и при аллоксановом диабете. 

Аллоксановый диабет вызывали у половозрелых крыс самцов линии «Вистар» внутрибрюшин-
ным введением аллоксана (30 мг/100 г). Моделирование функциональной активности макрофагов 
осуществлялось противовоспалительным препаратом аминофталгидразида (АФГ). В крови экспери-
ментальных животных анализировали содержание инсулина, глюкозы и гликозилированного гемо-
глобина. В гомогенате поджелудочной железы определяли уровень IL-1α, TNFα и IFNγ. На гисто-
логических препаратах органа подсчитывали содержание макрофагов в островковой и экзокринной 
частях, а также количество панкреатических островков, агломератов и одиночных ИСК. Определяли 
уровень пролиферации (insulin+Ki-67+), апоптотоза (TUNEL+insulin+) и содержание инсулина (по ин-
тенсивности его флюоресценции) ИСК различной локализации. Все панкреатические островки были 
разделены на 3 типа по интенсивности флюоресценции инсулина – островки с высоким, средним и 
низким уровнем флюоресценции. 

У здоровых крыс иммуномодуляция снижает общий уровень IL-1α в паренхиме поджелудочной 
железы без изменения общих показателей углеводного обмена. В экзокринной части органа увели-
чивается содержание одиночных ИСК в протоковом эпителии и повышается пролиферация ИСК 
агломератов. В панкреатических островках растет интенсивность апоптоза β-клеток. Уменьшается 
доля островков с высоким уровнем флюоресценции инсулина и увеличивается доля со средним его 
уровнем. При этом в первых плотность макрофагов и пролиферация β-клеток ниже, а апоптоз выше 
чем у интактных животных. В островках с низким содержанием инсулина иммунномодуляция не вы-
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зывает изменений морфологических характеристик. Введение АФГ при аллоксановом диабете спо-
собствует значительному снижению концентрации IFNγ в тканях железы, стабилизирует содержание 
IL-1α, при этом уменьшается апоптоз ИСК и макрофагальная инфильтрация во всех отделах железы. 
В протоковом эпителии сохраняется большое количество одиночных ИСК с высокой синтетической 
активностью, увеличивается число агломератов и их клеточность. В островках увеличивается количе-
ство делящихся β-клеток. 

Модуляция функциональной активности макрофагов поджелудочной железы в физиологических 
условиях оказывает разнонаправленное влияние на инсулин-синтезирующие клетки в зависимости 
от их локализации. В экзокринной части органа, где располагаются М2-макрофаги, наблюдается ак-
тивация дифференцировки и пролиферации предшественников ИСК. В то время как в островках, 
где присутствуют М1-макрофаги, усиливается апоптоз β-клеток. При аллоксановом диабете имму-
номодуляция способствует снижению деструкции инсулиноцитов на фоне высокой интенсивности 
их пролиферации. Гетерогенность реакции ИСК на изменение микроокружения зависит от их син-
тетической активности. У здоровых крыс в островках с высоким уровнем флюоресценции инсулина 
повышается уровень апоптоза и снижается пролиферация β-клеток, в то время как морфофункцио-
нальные характеристики островков с низким уровнем флюоресценции инсулина не меняются. При 
аллоксановом диабете в островках с высокими показателями флюоресценции преобладает апоптоз, а 
в островках с низким содержанием инсулина – пролиферация β-клеток.

Ключевые слова: макрофаги, инсулин-синтезирующая система, физиологические условия, аллоксановый диабет

INFLUENCE OF MACROPHAGES ON THE INSULIN-
SYNTHESIZING SYSTEM UNDER NORMAL CONDITIONS AND 
IN ALLOXAN DIABETES
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a Institute of Immunology and Physiology, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Yekaterinburg, Russian 
Federation  
b Institute of Immunopathology and Preventive Medicine, Ljubljana, Slovenia

Abstract. Insulin-synthesizing cells (ISCs) of pancreatic gland are localized both in its islets, and in exocrine 
portion, as single cells or cellular agglomerates. ISCs differ in their morphological and functional characteristics, 
depending on characteristics of the microenvironment. Resident macrophages are also involved into formation 
of their microenvironment. Our purpose was to assess the effect of functional macrophages upon the insulin-
synthesizing system (pancreatic islets, cell agglomerates, and separately lying insulin-synthesizing cells) under 
normal conditions and in alloxan diabetes. 

Alloxan diabetes was induced in mature male Wistar rats by intraperitoneal injection of alloxan (30 mg/100 g). 
Functional activity of macrophages was modeled with anti-inflammatory drug aminophthalhydrazide (AMP). 
Contents of insulin, glucose, and glycosylated hemoglobin were measured in blood of experimental animals. The 
levels of IL-1α, TNFα and IFNγ were determined in pancreatic homogenate. The number of macrophages was 
counted in histological preparations from the insular and exocrine parts of the organ, as well as the number of 
pancreatic islets, agglomerates, and single ISCs. The amounts of proliferating cells (insulin+Ki-67+), apoptotic 
forms (TUNEL+insulin+), and insulin content of ISCs at different sites (according to their fluorescence 
intensity) were determined. All pancreatic islets were divided into 3 types, according to intensity of insulin 
fluorescence, i.e., islets with high, median and low levels of fluorescence. 

In healthy rats, immunomodulation reduced total level of IL-1α in pancreatic parenchyma, without 
changing the overall parameters of carbohydrate metabolism. In the exocrine part of pancreas, the content 
of single ISCs in ductal epithelium was increased. Likewise, proliferation of the ISC agglomerates became 
higher. The intensity of β-cell apoptosis increased in pancreatic islets. The proportion of islets with high-level 
insulin fluorescence was decreased, along with lower density of macrophages and proliferation rates of β-cells, 
and higher apoptosis rates, than in intact animals. We have also revealed there an increased ratio of cells with 
average insulin levels. In the islets with low insulin content, immunomodulation did not cause morphological 
changes. Administration of AMP in alloxan diabetes contributes to a significantly decreased concentration of 
IFNγ in pancreatic tissues, stabilizes IL-1α content, along with reduced apoptosis of ISCs and macrophage 
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infiltration in all parts of the gland. In the ductal epithelium, a large number of single ISCs with high synthetic 
activity was observed, with retained number of agglomerates and their increased cellularity. The number of 
dividing β-cells is increased in pancreatic islets. 

Modulation of the functional activity of pancreatic macrophages under physiological conditions provides a 
multidirectional effect on the insulin-synthesizing cells, depending on their localization. In exocrine part of the 
organ, where M2 macrophages are located, we have observed activated differentiation and proliferation of ISC 
precursors. Meanwhile, in the islets where M1 macrophages are present, apoptosis of β-cells was enhanced. In 
alloxan diabetes, immunomodulation was associated with reduced destruction of insulinocytes, along with high 
intensity of their proliferation. Heterogenous response of ISCs to the changes in the microenvironment depends 
on their synthetic activity. In healthy rats, the islets with high level of insulin fluorescence, the level of apoptosis 
is increased, and β-cell proliferation is reduced, while the morphological and functional characteristics of islets 
with low-level insulin fluorescence did not change. In alloxan diabetes, apoptosis prevailed in islets with high 
fluorescence values, whereas β-cell proliferation predominated in the islets with low insulin contents.

Keywords: macrophages, insulin-synthesizing system, physiological conditions, alloxan diabetes

Работа выполнена в рамках бюджетной темы 
№ 122020900136-4 ИИФ УрО РАН.

Данная исследовательская работа прове-
дена на базе Центра коллективного пользо-
вания Института иммунологии и физиологии 
УрО РАН в рамках Государственного задания 
№ 122020900136-4.

Введение
Инсулин-синтезирующие клетки (ИСК) под-

желудочной железы характеризуются выражен-
ной гетерогенностью своих морфофункциональ-
ных характеристик. Основная масса ИСК  – это 
β-клетки панкреатических островков, осущест-
вляющих регуляцию углеводного обмена. И око-
ло 2% диффузно распределено в экзокринной 
части органа в виде одиночных ИСК в составе 
ацинарного или протокового эпителия и их агло-
мератов [9]. Морфология вне островковых ИСК 
определяется местом, в котором они локализо-
ваны (ацинарный и/или протоковый эпителий). 
Считается, что агломераты ИСК представляют 
собой один из этапов эмбрионального формиро-
вания островков [32] из клеток-предшественни-
ков [18]. Во взрослом организме вне островковые 
ИСК также являются источником регенерации 
β-клеток в условиях дефицита ИСК и/или инсу-
лина, как в физиологических условиях (беремен-
ность, ожирение), так и при патологии [18]. В то 
же время они осуществляют паракринную регу-
ляцию экзокринной функции органа, секретируя 
инсулин в межклеточное пространство и прото-
ки [6], а также участвуют в созревании секрети-
рованного β-клетками инсулина выделяя зимо-
ген в кровоток [7]. 

Помимо своей морфофункциональной гете-
рогенности ИСК обладают различной чувстви-
тельностью к повреждающим факторам, что об-
условлено особенностями их микроокружения. 
В формировании, которого в числе прочего, уча-
ствуют резидентные макрофаги. Регулируя тка-

невый гомеостаз, они участвуют в координации 
эмбрионального развития [34], функционирова-
ния и регенерации  /  репарации инсулин-синте-
зирующей системы поджелудочной железы [16]. 

В физиологических условиях резидентные ма-
крофаги, неоднородно распределенные в парен-
химе поджелудочной железы, представляют со-
бой долгоживущий самоподдерживающийся тип 
клеток, различающихся спектром функциональ-
ной активации в зависимости от их локализации. 
Большая часть резидентных макрофагов подже-
лудочной железы расположена в перидуктальной 
области и в базальной мембране ацинусов. Они 
демонстрируют М2-профиль активации, экс-
прессируя IL-10 [12, 13]. 

Макрофаги островков Лангерганса характери-
зуются М1 фенотипом, экспрессируя IL-1α, β и 
TNFα и определяются в небольшом количестве 
в тесном контакте с β-клетками и кровеносными 
сосудами [12]. Это способствует фагоцитозу се-
креторных гранул β-клеток и их антигенной пре-
зентации Т-лимфоцитам [13, 35]. Вместе с этим 
макрофаги участвуют в контроле уровня нутри-
ентов в крови, (в постпрандиальный период) и, 
секретируя IL-1β в ответ на повышение уровня 
глюкозы, могут стимулировать продукцию инсу-
лина [15, 19]. 

В условиях развития сахарного диабета моно-
нуклеарные фагоциты первыми активно инфиль-
трируют паренхиму поджелудочной железы [4, 
14] и рассматриваются в качестве регуляторов 
аутоиммунной деструкции β-клеток [39]. В каче-
стве хемоаттрактантов для макрофагов могут вы-
ступать белки стресса (например, кальгранулин 
(S100А8)) на поверхности мембраны β-клеток и 
IL-1α секретируемый последними в межклеточ-
ное пространство [22]. Более того, под действием 
этих белков стресса происходит активация синте-
за провоспалительных цитокинов (IL-1α, TNFα 
и IFNγ) инфильтрирующими макрофагами [30, 
37], которые, наряду с деструкцией β-клеток, уг-
нетают синтез и секрецию инсулина [22]. 
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В то же время, активируя дифференциров-
ку регуляторных Тh2-лимфоцитов, макрофаги 
способны останавливать патологическую ауто-
иммунную реакцию [29]. А секретируемые ими 
противовоспалительные цитокины и ростовые 
факторы (IL-10, EGF, IGF и TGF) играют клю-
чевую роль в стимуляции репаративной регене-
рации, растворении фибрина и ангиогенезе [36]. 
Существуют экспериментальные данные, под-
тверждающие, что альтернативно активирован-
ные макрофаги могут предотвращать деструкцию 
и стимулировать пролиферацию β-клеток в усло-
виях сахарного диабета и тем самым восстанав-
ливать регуляцию углеводного обмена и предот-
вращать развитие осложнений [36]. 

В настоящее время известно много исследова-
ний, посвященных роли макрофагов в регуляции 
развития, функции, патологии и регенерации 
островкового аппарата. Однако практически от-
сутствуют данные о том, как макрофаги, созда-
вая специфическое микроокружение, влияют 
на функцию и взаимодействие ИСК различной 
локализации в поджелудочной железе в физио-
логических условиях и при развитии сахарного 
диабета.

Цель исследования  – оценить влияние функ-
циональной активности макрофагов на инсу-
лин-синтезирующую систему (панкреатический 
островок, агломераты и отдельно лежащие инсу-
лин-синтезирующие клетки) в норме и в услови-
ях аллоксанового диабета. 

Материалы и методы
Работа выполнена на 35 крысах самцах «Ви-

стар» в возрасте 3 месяца. Исследование про-
ведено в соответствии с этическими нормами, 
изложенными в «Правилах проведения работ с 
использованием экспериментальных животных» 
и Директиве 2010/63/EU Европейского Парла-
мента и Совета Европейского Союза по охране 
животных, используемых в научных целях. На 
проведение исследования получено разрешение 
этического комитета ИИФ УрО РАН (протокол 
№ 01/21 от 01.12.2021). 

Моделирование аллоксанового диабета осу-
ществляли путем трехкратного внутрибрюшин-
ного введения аллоксана через день натощак в 
общей дозе 30 мг/100 г веса [5].

Для исследования влияния изменения секре-
торной активности макрофагов на морфофунк-
циональные характеристики ИСК различной 
локализации использовали препарат натриевой 
соли 5-амино-2,3-дигидрофталазин-1,4-диона 
(АФГ). АФГ снижает секрецию клетками моно-
цитарно-макрофагального ряда провоспалитель-
ных цитокинов и активных форм радикалов [1, 
23], а также повышает продукцию противовос-
палительных факторов [28]. АФГ животным вво-
дили внутримышечно в дозировке 2 мг/кг веса в 

течение 30 дней по схеме, рекомендованной про-
изводителем: 5 дней каждый день, 5 дней через 
день и 5 дней через два дня. 

Экспериментальные животные были разделе-
ны на 5 групп по 7 штук в каждой: 1 – интактные 
животные, 2  – здоровые животные с введением 
АФГ по схеме в течение 30 суток (АФГ 30 с.), 3 – 
животные на 30-е сутки после введения аллокса-
на (Ал 30 с.), 4 – животные на 60-е сутки после 
введения аллоксана (Ал 60 с.), 5  – животные, 
которым на 30-е сутки после введения аллоксана 
проводили инъекции АМФ по схеме в течение 30 
суток (Ал 30 с. + АФГ).

Выведение животных из эксперимента на 30-е 
и 60-е сутки проведено натощак передозировкой 
золетила (15 мг/кг), предварительно взяв кровь 
из хвостовой вены.

Биохимические исследования
В периферической крови определяли кон-

центрацию глюкозы (Novogluk-R; VektorBest, 
Россия) и относительное количество гликозили-
рованного гемоглобина (Diabetes-test; Fosfosorb 
OJSC, Россия).

Иммуноферментный анализ осуществляли для 
определения концентрации инсулина (Insulin 
ELISA, Mercodia AB, Швейцария) в перифериче-
ской крови крыс. Содержание провоспалитель-
ных цитокинов (IL-1α, TNFα, IFNγ) в паренхиме 
поджелудочной железы оценивали путем прове-
дения иммуноферментного анализа ее гомогена-
та (Thermo Fisher, США). Подготовка гомогената 
ткани включала промывку ледяным фосфатно-
солевым буфером (рН  =  7,4) и гомогенизацию 
с помощью системы дезагрегации тканей (BD, 
США) [10].

Иммуногистохимическое окрашивание
Образцы ткани поджелудочной железы фик-

сировали в 10% забуференном формальдегиде, 
далее осуществляли стандартную подготовку об-
разцов на автоматическом процессоре Leica EG 
1160 с последующей заливкой в парафин. 

Пролиферацию ИСК выявляли путем двой-
ного непрямого последовательного иммунофлу-
оресцентного окрашивания [24] с использова-
нием первичных антител к инсулину (Millipore, 
Германия) и маркеру пролиферации Ki-67 (BD, 
США). В качестве вторичных были использо-
ваны антитела, конъюгированные с Texas Red 
(Abcam, США) для визуализации Ki-67 и с Alexa 
Flore 488 (Abcam, США) для визуализации ин-
сулина. Контрастное окрашивание ядер про-
водили красителем NucRed Dead 647 (Life Tec, 
Германия). Оценку апоптоза ИСК осуществляли 
путем выявления фрагментации ДНК методом 
TUNEL (ThermoFisher, США) с последующим 
иммунофлуоресцентным окрашиванием инсу-
лина (Millipore, Германия) по выше описанному 
протоколу.

Макрофаги визуализировали также в ходе 
двойного непрямого последовательного имму-
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нофлуоресцентного окрашивания [24], исполь-
зуя антитела к пан-макрофагальному антигену 
CD68 (BD, США) и инсулину (Millipore, Герма-
ния), вторичные антитела были конъюгирова-
ны с Texas Red (Abcam, США) и Alexa Flore 488 
(Abcam, США) соответственно.

Негативный контроль окрашивания произво-
дили на аналогичных срезах поджелудочной же-
лезы по соответствующим протоколам, исключая 
первичные антитела [24]. 

Морфологическое исследование
На гистологических препаратах в 1 мм2 па-

ренхимы поджелудочной железы определяли ко-
личество (N/мм2) панкреатических островков, 
агломератов и отдельно лежащих инсулин-син-
тезирующих клеток в составе ацинарного и про-
токового эпителия, а также их общее количество. 
В качестве агломератов инсулин-синтезирующих 
клеток (ИСК) рассматривали скопления от 2 до 
5 клеток, не окруженные капсулой из базальной 
мембраны [3, 9]. А также общее содержание ма-
крофагов и их количественное распределение в 
панкреатических островках, ацинарной и пери-
дуктальной частях поджелудочной железы.

Морфологическое исследование отдель-
ных инсулин-синтезирующих структур вклю-
чало подсчет количества ИСК в панкреа-
тических островках и агломератах (1/мм2 
структуры), относительного количества (в про-
центе от общего их количества, %) пролифери-
рующих (insulin+Ki-67+) и вступивших в апоптоз 
(TUNEL+insulin+) ИСК различной локализации. 

Функциональную активность ИСК оценива-
ли по интенсивности флюоресценции инсулин-

позитивной области ИСК [17]. В зависимости 
от интенсивности флюоресценции инсулина 
все ПО были разделены на три типа: I тип – ПО 
с высоким содержанием инсулина (интенсив-
ность флюоресценции инсулина от 41 усл.  ед.); 
II тип – ПО со средним содержанием инсулина 
(интенсивность флюоресценции инсулина от 21 
до 40 усл. ед.); III тип – ПО с низким содержани-
ем инсулина (интенсивность флюоресценции до 
20 усл. ед.). 

Визуализацию изображения осуществляли на 
лазерном сканирующем конфокальном микро-
скопе LSM 710 (CARL ZEISS, Германия), а мор-
фометрию с помощью программного обеспече-
ния ZEN2010.

Статистический анализ 
Полученные данные анализировали с помо-

щью программы STATISTICA 10. Данные пред-
ставлены в виде среднего арифметического и 
ошибки среднего. Поскольку численность вы-
борки менее 10 достоверность различий между 
группами оценивали по непараметрическому 
критерию Манна–Уитни (U). 

Результаты
Модуляция функциональной активности макро-

фагов в физиологических условиях
Введение АФГ интактным крысам не приводит 

к изменению биохимических показателей угле-
водного обмена (содержание инсулина, глюкозы 
и гликозилированного гемоглобина (Hb Ac1))  
в периферической крови (рис. 1).
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Рисунок 1. Биохимические показатели периферической крови экспериментальных животных. А – уровень глюкозы 
и гликозилированного гемоглобина (Hb Ac1); Б – концентрация инсулина
Примечание. Hb Ac1 – гликозированный гемоглобин; * – достоверные отличия от группы интактных животных (p ≤ 0,05); 
^ – достоверные отличия от группы животных с длительностью аллоксанового диабета 30 суток (з ≤ 0,05); ^^ – достоверные 
отличия от группы животных с длительностью аллоксанового диабета 60 суток (p ≤ 0,05).
Figure 1. Biochemical parameters of peripheral blood of experimental animals. A, the level of glucose and glycosylated hemoglobin 
(Hb Ac1); B, the concentration of insulin
Note. Hb Ac1, glycated hemoglobin; *, significant differences from the group of intact animals (p ≤ 0.05); ^, significant differences from the group 
of animals with the duration of alloxan diabetes 30 days (p ≤ 0.05); ^^, significant differences from the group of animals with the duration of alloxan 
diabetes 60 days (p ≤ 0.05).
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Общее содержание макрофагов в паренхиме 
поджелудочной железы не меняется (табл. 1), од-
нако снижается концентрация IL-1α в ее ткани 
относительно интактных животных (табл.  2).

Согласно морфологическим исследованиям 
на фоне неизменного общего количества ин-
сулин-синтезирующих структур, под влиянием 
АФГ отмечается значительное увеличение коли-
чества одиночных ИСК протокового эпителия 

(табл.  3). При этом уровень их пролиферации и 
апоптоза (рис. 2) соответствует норме. Содержа-
ние инсулина в данном типе клеток повышается 
(табл.  5). Характеристика одиночных ИСК аци-
нарного эпителия соответствует интактным жи-
вотным (рис. 2, табл. 3, 5). 

Количество агломератов ИСК (табл.  3) и их 
клеточность (табл. 4) не меняются, однако в них 

А (А)

Г (D)

Б (B)

В (C)

40

30

20

10

0

%

20

15

10

5

0

%

25

20

15

10

5

0

%

6

4

2

0

%

Доля TUNEL+ ИСК различной локализации
Share of TUNEL+ ISCs of various localizations

Доля Ki-67+ ИСК в типах островков
Share of Ki-67+ ISCs in islet types

Доля Ki-67+ ИСК различной локализации
Share of Ki-67+ ISCs of various localizations

Доля TUNEL+ ИСК в типах островков
Share of TUNEL+ ISCs in islet types

ПО
PI

Агл. ИСК
Agglom. ISCs

Один. ИСК Ач
Acin. Singl ISCs

Один. ИСК Пч
Duct Singl ISCs

I тип ПО
I type  PI

II тип ПО
II type  PI

III тип ПО
III type  PI

I тип ПО
I type  PI

II тип ПО
II type  PI

III тип ПО
III type  PI

ПО
PI

Агл. ИСК
Agglom. ISCs

Один. ИСК
Singl ISCs

Интактные
Intact

АФГ 30с
APH 30d

АД 60с
AD 60d

АД 30с
AD 30d

АД + АФГ
AD + APH

Рисунок 2. Интенсивность апоптоза (А, Б) и пролиферации (В, Г) ИСК различной локализации в поджелудочной 
железе. А – относительное количество апоптотирующих ИСК (TUNEL+ ИСК) в структурах; Б – относительное 
количество апоптотирующих ИСК (TUNEL+ ИСК) в островках с различным уровнем флюоресценции инсулин-
позитивной области; В – относительное количество пролиферирующих ИСК (Ki-67+ ИСК) в структурах; Г – 
относительное количество пролиферирующих ИСК (Ki-67+ ИСК) в островках с различным уровнем флюоресценции 
инсулин-позитивной области
Примечание. ПО – панкреатический островок; I тип ПО – панкреатический островок с высоким уровнем флюоресценции 
инсулин позитивной области; II тип ПО – панкреатический островок со средним уровнем флюоресценции инсулин 
позитивной области; III тип ПО – панкреатический островок с низким уровнем флюоресценции инсулин позитивной области; 
* – достоверные отличия от группы интактных животных (p ≤ 0,05); ^ – достоверные отличия от группы животных с 
длительностью аллоксанового диабета 30 суток (p ≤ 0,05); ^^ – достоверные отличия от группы животных с длительностью 
аллоксанового диабета 60 суток (p ≤ 0,05).
Figure 2. Intensity of apoptosis (A, B) and proliferation (C, D) of ISCs of different localization in the pancreas. A, relative number of 
apoptotic ISCs (TUNEL+ ISCs) in the structures; B,relative number of apoptotic ISCs (TUNEL+ ISCs) in islets with different levels of 
fluorescence in the insulin-positive region; C, the relative number of proliferating ISCs (Ki-67+ ISCs) in the structures; D, the relative 
number of proliferating ISCs (Ki-67+ ISCs) in islets with different levels of fluorescence in the insulin-positive region
Note. PO, pancreatic islet; Type I PO, pancreatic islet with a high level of fluorescence in the insulin-positive area; II type of PO, pancreatic islet 
with an average level of fluorescence of the insulin-positive region; Type III PO, pancreatic islet with a low level of fluorescence in the insulin-
positive area; *, significant differences from the group of intact animals.
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ТАБЛИЦА 1. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ МАКРОФАГОВ В ПАРЕНХИМЕ ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ

TABLE 1. DISTRIBUTION OF MACROPHAGES IN THE PANCREATIC PARENCHYMA

Интактные 
животные

Intact animals

АФГ 30 с.
APH 30 days

АД 30 с.
AD 30 days

АД 60 с.
AD 60 days

АД + АФГ
AD + APH

Общее количество 
в паренхиме 
(N/1 мм2 паренхимы)
Total amount in parenchyma 
(N/1 mm2 of parenchyma)

19,8±1,4 19,4±2,8 74,6±9,4* 70,8±6,5* 18,0±3,2^ ^^

Ацинарная часть 
(N/1 мм2 паренхимы)
Acinar part 
(N/1 mm2 of parenchyma)

6,9±0,8 7,1±1,0 40,6±3,9* 35,4±6,1* 5,8±1,0^ ^^

Перидуктальная часть 
(N/1 мм2 паренхимы)
Periductal part 
(N/1 mm2 parenchyma)

12,4±1,0 12,0±1,9 32,5±4,8* 32,2±4,6* 12,9±0,9^ ^^

ПО (N/1 мм2 паренхимы)
PI (N/1 mm2 parenchyma) 0,40±0,04 0,35±0,05 2,3±0,3* 2,1±0,3* 1,0±0,2* ^ ^^

Содержание макрофагов в островках различных типов (N/1 мм2 ПО)
Content of macrophages in islets of different types (N/1 mm2 PI)

ПО I типа (N/1 мм2 ПО)
PI I type (N/1 mm2 PI) 25±4 12±2* 376±60* 252±54* 107±22* ^ ^^

ПО II типа (N/1 мм2 ПО)
PI III type (N/1 mm2 PI) 29±6 11±3* 252±36* 181±29* 110±15*

ПО III типа (N/1 мм2 ПО)
PI III type (N/1 mm2 PI) 36±7 29±4 161±17* 146±32* 78±7* ^ ^^

Примечание. * – достоверные отличия от группы интактных животных (p ≤ 0,05); ^ – достоверные отличия от группы 
животных с длительностью аллоксанового диабета 30 суток (p ≤ 0,05); ^^ – достоверные отличия от группы животных 
с длительностью аллоксанового диабета 60 суток (p ≤ 0,05).

Note. *, significant differences from the group of intact animals (p ≤ 0.05); ^, significant differences from the group of animals with 
the duration of alloxan diabetes 30 days (p ≤ 0.05); ^^, significant differences from the group of animals with the duration of alloxan 
diabetes 60 days (p ≤ 0.05).

увеличивается доля пролиферирующих клеток 
(рис.  2).

В панкреатических островках средняя плот-
ность β-клеток соответствует интактным живот-
ным (табл. 4), но, повышается уровень их апоп-
тоза (рис. 2). При этом отмечается неоднородная 
реакция островков с различным содержанием 
инсулина на введение АФГ, уменьшается доля 
островков I типа (с высоким содержанием инсу-
лина), а II типа (со средним содержанием инсу-
лина) – увеличивается, доля островков III типа (с 
низким содержанием инсулина) сохраняется на 
уровне интактных животных (табл. 6).

В островках I типа снижается содержание ре-
зидентных макрофагов (табл. 1), и на фоне со-
хранения плотности β-клеток (табл. 4) снижается 
их пролиферативная активность, в то время как 
уровень апоптоза повышается (рис. 2).

Островки II типа также содержат меньше 
макрофагов (табл. 1), однако на фоне сохране-
ния интенсивности пролиферации и апоптоза 
β-клеток (рис.  2) количество последних превы-
шает норму (табл. 4).

Островки III типа по всем исследованным по-
казателям соответствуют интактным животным 
(рис. 2, табл. 1, 4).

Влияние иммуномодуляции на инсулин-синтези-
рующую систему при аллоксановом диабете

Биохимический анализ периферической кро-
ви животных, которым вводили АФГ на фоне ал-
локсанового диабета, свидетельствует, о повыше-
нии концентрации инсулина (хотя и не до уровня 
нормы), снижение уровня глюкозы и нормали-
зации относительного количества гликозилиро-
ванного гемоглобина. Тогда как у «нелеченых» 



294

Bulavintseva T.S. et al.
Булавинцева Т.С. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

ТАБЛИЦА 3. КОЛИЧЕСТВЕННОЕ РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ИНСУЛИН-СИНТЕЗИРУЮЩИХ СТРУКТУР В ПАРЕНХИМЕ 
ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ ЖИВОТНЫХ

TABLE 3. QUANTITATIVE DISTRIBUTION OF INSULIN-SYNTHESIZING STRUCTURES IN THE PANCREATIC PARENCHYMA 
OF EXPERIMENTAL ANIMALS

Количество в 1 мм2 
паренхимы

Quantity in 1 mm2  
of parenchyma

Интактные 
животные

Intact animals

АМФ 30 с.
AMP 30 days

АД 30 с.
AD 30 days

АД 60 с.
AD 60 days

АД + АМФ
AD + AMP

Общее количество 
Total quantity 3,2±0,1 3,1±0,5 2,9±0,2 1,7±0,1* ^ 3,1±0,4^^

Одиночные ИСК 
ацинарного 
эпителия
Single ISCs of acinar 
epithelium

0,4±0,1 0,3±0,1 0,3±0,1 0,4±0,1 0,3±0,1

Одиночных ИСК 
протокового 
эпителия
Solitary ISCs of ductal 
epithelium

0,20±0,04 0,5±0,1* 0,5±0,1* 0,5±0,1* 0,4±0,1*

Агломерат ИСК
Agglomerate ISK 0,6±0,1 0,5±0,1 0,6±0,1 0,50±0,04 0,9±0,1^ ^^

Панкреатический 
островок
Pancreatic islet

2,0±0,1 1,8±0,2 1,7±0,2 0,7±0,1* ^ 1,2±0,1* ^^

Примечание. См. примечание к таблице 1.
Note. As for Table 1.

ТАБЛИЦА 2. УРОВЕНЬ ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЦИТОКИНОВ В ГОМОГЕНАТЕ ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ

TABLE 2. LEVEL OF PRO-INFLAMMATORY CYTOKINES IN THE HOMOGENATE OF THE PANCREAS

Интактные 
животные

Intact animals

АМФ 30 с.
AMP 30 days

АД 30 с.
AD 30 days

АД 60 с.
AD 60 days

АД + АМФ
AD + AMP

IL-1αα (пг/мл)
IL-1α (pg/mL) 466±44 248±52* 3325±563* 5906±1498* 2091±64* ^^

TNFαα (пг/мл)
TNFα (pg/mL) 110±15 67±9 158±35 1606±451* ^ 1820±175* ^

IFNγγ (пг/мл)
IFNγ (pg/mL) 3685±401 2549±368 22 650±3218* 10 270±1557* ^ 5908±611* ^ ^^

Примечание. См. примечание к таблице 1.
Note. As for Table 1.

животных, отмечается уменьшение содержания 
инсулина и нарастание гипергликемии (рис. 1).

В паренхиме поджелудочной железы под дей-
ствием АФГ отмечается нормализация обще-
го количества макрофагов, а в панкреатических 
островках их плотность снижается в 2 раза отно-
сительно 30-х суток, хотя и остается выше нормы; 
в отличие от «не леченых» животных на 60-е сут-
ки, где их количество остается высоким (табл. 1). 

В тканях органа введение АФГ способству-
ет снижению концентрации IFNγ и IL-1α, в то 
время как содержание TNFα не меняется отно-
сительно «не леченых» животных на 60-е сутки 
наблюдения (табл. 2).

Общее количество инсулин-синтезирующих  
структур (островков, одиночных ИСК и их агло-
мератов) сохраняется на уровне интактных жи-
вотных, в отличие от крыс без АФГ, где их со-
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ТАБЛИЦА 4. ПЛОТНОСТЬ ИСК В ПАНКРЕАТИЧЕСКИХ ОСТРОВКАХ И АГЛОМЕРАТАХ (N/мм2 СТРУКТУРУ)

TABLE 4. ISC DENSITY IN PANCREATIC ISLETS AND AGGLOMERATES (N/mm2 STRUCTURE)

Интактные 
животные

Intact animals

АМФ 30 с.
AMP 30 days

АД 30 с.
AD 30 days

АД 60 с.
AD 60 days

АД + АМФ
AD + AMP

Агломерат ИСК
Agglomerate ISK 12 971±359 12 406±477 9170±597* 10 050±662* 13 207±603^ ^^

Средний 
панкреатический 
островок
Average pancreatic islet

6750±198 7558±394 2582±345* 1767±313* ^ 4007±401* ^ ^^

ПО I типа
PI I type 6800±229 7745±695 2994±254* 2995±594* 5203±559* ^ ^^

ПО II типа
PI II type 6732±232 7928±358* 2985±163* 1964±370* ^ 5208±335* ^ ^^

ПО III типа
PI III type 7511±438 7544±536 2132±155* 1799±298* ^ 4978±546* ^ ^^

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.

ТАБЛИЦА 5. СИНТЕТИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ ИСК РАЗЛИЧНОЙ ЛОКАЛИЗАЦИИ (усл. ед.)

TABLE 5. SYNTHETIC ACTIVITY OF ISCs OF DIFFERENT LOCALIZATION (conv. units)

Интактные 
животные

Intact animals

АМФ 30 с.
AMP 30 days

АД 30 с.
AD 30 days

АД 60 с.
AD 60 days

АД + АМФ
AD + AMP

Одиночные ИСК 
ацинарного эпителия
Single ISCs of acinar 
epithelium

42,3±4,3 41,7±6,1 43,0±5,7 29,8±4,6* 42,3±4,3^^

Одиночные ИСК 
протокового эпителия
Single ISCs of ductal 
epithelium

29,7±2,9 40,5±4,8* 47,0±5,0* 29,9±3,5^ 41,1±2,7* ^^

ИСК агломерата
ISCs of agglomerate 38,0±4,3 39,5±4,9 48,1±2,8 31,5±4,2 42,9±4,8^^

ββ-клетки ПО
β cells of PI 33,7±1,7 32,8±2,1 16,2±2,7* 22,0±2,9* 47,3±5,4* ^ ^^

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.

держание уменьшается (табл.  3). Плотность 
распределения одиночных ИСК в ацинарном и 
протоковом эпителии соответствует 30-м суткам 
наблюдения, а содержание агломератов (табл.  3) 
и их клеточность увеличивается до значений здо-
ровых животных (табл. 4). Доля апоптоза среди 
одиночных ИСК в ацинарном эпителии значи-
тельно снижается, а в протоковом – увеличивает-
ся до нормы (рис. 2). Однако пролиферирующие 

клетки среди вне островковых ИСК не выявля-
ются также как в норме и у животных с аллокса-
новым диабетом (рис.  2). Интенсивность флю-
оресценции инсулина во вне островковых ИСК 
сохраняется на уровне 30-х суток наблюдения, в 
отличие от животных без АМФ на 60-е сутки, где 
наблюдается ее снижение (табл. 5). 

Под влиянием препарата АФГ, в панкреатиче-
ских островках, сохраняется высокая доля про-
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лиферирующих β-клеток и в отличие от живот-
ных без введения АФГ на 60-е сутки, пятикратно 
снижается степень их деструкции относительно 
30-х суток (рис.  2). Эти изменения приводят к 
двукратному увеличению плотности β-клеток 
(табл.  4) и предотвращают гибель островков 
(табл. 3).

Вместе с этим интенсивность флюоресценции 
инсулина в β-клетках увеличивается относитель-
но не только крыс без АФГ, но и интактных жи-
вотных (табл. 5).

Анализ морфофункциональных особенностей 
островков с различным содержанием инсулина 
продемонстрировал нормализацию их соотноше-
ния (табл. 6) и неоднородность реакции на введе-
ние АФГ на фоне аллоксанового диабета.

Островки I типа характеризуются снижением 
уровня макрофагальной инфильтрации (табл. 1) 
и апоптоза β-клеток относительно 30-х суток 
наблюдения, а количество Ki-67+ β-клеток уве-
личивается до значений интактных животных 
(рис.  2). Это приводит к повышению плотно-
сти β-клеток относительно 30-х суток (табл.  4), 
в отличие от группы животных без АФГ на 60-е 
сутки, где на фоне отсутствия пролиферации 
β-клеток (рис. 2) значительно снижается их ко-
личество (табл. 4).

В островках II типа степень макрофагальной 
инфильтрации (табл. 1) и доля пролиферирую-
щих β-клеток сохраняется на уровне предыду-
щего срока наблюдения (рис.  2). А снижение ин-
тенсивности апоптоза β-клеток в 10 раз (рис.  2) 
приводит к увеличению плотности β-клеток от-
носительно животных без АМФ на 60-е сутки на-
блюдения (табл. 4). 

В панкреатических островках III типа наблю-
дается значительное уменьшение содержания 
макрофагов (табл. 1) и апоптотирующих β-клеток 
(рис.  2) относительно группы животных на 30-е 

сутки. Тогда как количество β-клеток (табл. 4) и 
их пролиферация не меняется (рис. 2). 

Обсуждение
Функциональная активность β-клеток под-

желудочной железы как в физиологических ус-
ловиях, так и при патологии во многом опреде-
ляется состоянием их микроокружения, одно из 
центральных мест в котором занимают макрофа-
ги. Так, у здоровых крыс препарат АФГ вызывает 
понижение активности М1-макрофагов (сниже-
ние общего уровня IL-1α в паренхиме поджелу-
дочной железы). Это не оказывает влияния на 
углеводный обмен в целом, но сопровождает-
ся ремоделированием инсулин-синтезирующих 
структур, характер которого зависит от поляриза-
ции макрофагов в микроокружении ИСК и син-
тетической активности последних. В протоках и 
агломератах отмечается активация пролифера-
ции и дифференцировки инсулин-синтезирую-
щих клеток-предшественников [9]. Это приводит 
к увеличению количества одиночных ИСК в про-
токовом эпителии и повышению пролиферации 
среди ИСК агломератов. Данная активация кле-
ток-предшественников, возможно определяется 
влиянием М2-макрофагов в их микроокруже-
нии  [13], которые усиливают секрецию IL-10 и 
VEGF под действием препарата АМФ [28]. В пан-
креатических же островках, где локализованы 
макрофаги с М1 профилем активации, исходно 
синтезирующие IL-1α [12], снижение концентра-
ции данного цитокина способствует повышению 
интенсивности апоптоза β-клеток. Данный цито-
кин необходим также для формирования панкре-
атических островков в эмбриональном периоде и 
глюкоз-зависимой секреции инсулина во взрос-
лом организме [11, 15].

ТАБЛИЦА 6. СООТНОШЕНИЕ ОСТРОВКОВ С РАЗЛИЧНЫМ СОДЕРЖАНИЕМ ИНСУЛИНА (% ОТ ОБЩЕГО КОЛИЧЕСТВА)

TABLE 6. RATIO OF ISLETS WITH DIFFERENT LEVELS OF INSULIN (% OF THE TOTAL)

Интактные 
животные

Intact animals

АМФ 30 с.
AMP 30 days

АД 30 с.
AD 30 days

АД 60 с.
AD 60 days

АД + АМФ
AD + AMP

ПО I типа
PI I type 36,8±2,5 19,9±3,7* 11,2±1,0* 10,8±2,9* 39,5±6,5^ ^^

ПО II типа
PI II type 45,4±2,7 63,6±3,2* 49,7±2,5 43,9±5,5 38,1±4,0 

ПО III типа
PI III type 18,3±3,0 18,6±3,1 41,9±2,8* 44,2±6,7* 21,8±4,9^ ^^

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.
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Неоднородность реакции ИСК на иммуномо-
дуляцию выявлена и у панкреатических остров-
ков с различным содержанием инсулина. В части 
островков с высоким уровнем флюоресценции 
инсулина на фоне снижения количества макро-
фагов наблюдается падение базального синте-
за инсулина β-клетками. Более того, снижение 
количества IL-1α приводит к усилению апоп-
тоза β-клеток, снижению их пролиферативной 
активности при сохранении общей плотности 
β-клеток. В результате уменьшается доля остров-
ков с высоким содержанием инсулина увеличива-
ется доля островков со средним его количеством. 

В островках с низким содержанием инсули-
на снижение концентрации IL-1α не вызывает 
изменений их морфологических характеристик 
(плотность макрофагов и β-клеток, интенсив-
ность апоптоза и пролиферации последних).

Гетерогенность отдельных образований ИСК 
проявляется и в их чувствительности к поврежде-
нию. Так, ИСК агломератов наиболее устойчивы 
к действию повреждающих факторов, посколь-
ку в условиях аллоксанового диабета уровень их 
апоптоза не меняется и соответствует интактным 
животным. Показано также, что они устойчивы и 
к гипоксии [22]. В то время как β-клетки остров-
ков и ИСК ацинарного эпителия к повреждению 
наиболее чувствительны. 

Активация апоптоза и секретируемые по-
врежденными клетками белки стресса (S100А8 
и IL-1α) [22] при аллоксановом диабете вызыва-
ют повышение макрофагальной инфильтрации 
паренхимы органа преимущественно в остров-
ковой и ацинарной частях, где и наблюдается 
наибольшая степень деструкции ИСК. Послед-
няя приводит к формированию хронической ги-
пергликемии, которая способствует активации 
М1-моноцитов/макрофагов [8] и повышению 
концентрации провоспалительных цитокинов 
(IL-1α, IFNγ и TNFα) в гомогенате поджелудоч-
ной железы. Это в свою очередь вызывает на-
рушение микроциркуляции в органе, усиление 
апоптоза/некроза инсулиноцитов [25, 26] а также 
угнетение синтеза и секреции инсулина в ответ 
на глюкозу в результате ингибирования глюко-
киназы [22, 33].

Введение в этих условиях противовоспали-
тельного препарата АФГ способствует значитель-
ному снижению концентрации IFNγ в тканях 
железы, обладающего выраженным цитотокси-
ческим действием, практически до нормальных 
значений, стабилизирует содержание IL-1α, хотя 
и на более высоком уровне, чем у здоровых жи-

вотных, в то время как на увеличение уровня 
TNFα введение препарата не влияет.

Известно, что эффект исследованных цито-
кинов зависит от их комбинации [33]. Так, IFNγ 
значительно усиливает цитотоксическое дей-
ствие IL-1α и TNFα. В то время как их комби-
нация без IFNγ способствует ангиогенезу [2], что 
благотворно сказывается на репарации остров-
ков, обладающих высокой плотностью капилля-
ров  [22]. Кроме того, TNFα оказывает противо-
диабетическое действие [26], основанное на 
угнетении апоптоза и стимуляции пролиферации 
β-клеток [22, 31]. 

Эти изменения цитокинового профиля в тка-
нях железы оказывают на ИСК сходное влияние 
вне зависимости от локализации. Значительно 
уменьшается уровень апоптоза ИСК и соответ-
ственно макрофагальной инфильтрации. При 
этом данные показатели в экзокринной части до-
стигают уровня интактных животных, а в остров-
ках нет. Поскольку понижение концентрации 
IFNγ оказывает стимулирующее действие на 
функциональную активность β-клеток, а также 
на дифференцировку и созревание клеток-пред-
шественников инсулиноцитов [26] в протоковом 
эпителии сохраняется большее количество оди-
ночных ИСК с высокой синтетической актив-
ностью, а увеличение числа агломератов ИСК 
(рассматриваемых в качестве начальной стадии 
образования островков [9]) и их клеточности мо-
жет свидетельствовать о новообразовании пан-
креатических островков.

У островков же в условиях аллоксанового диа-
бета сохраняется различная чувствительность к 
действию регуляторных факторов. В островках 
с низким уровнем флюоресценции инсулина на 
фоне уменьшения апоптоза активируется про-
лиферация β-клеток, которая значительно пре-
вышает уровень их деструкции. В островках с вы-
соким содержанием инсулина также отмечается 
увеличение количества делящихся β-клеток, но 
недостаточно для компенсации апоптоза. Вме-
сте с этим рост количества инсулиноцитов может 
свидетельствовать о высоком уровне их транс-
дифференцировки из других типов остроцитов, 
например α-клеток [27].

Заключение
Таким образом, результаты исследования 

свидетельствуют, что в условиях сахарного диа-
бета формируется порочный круг повреждение 
β-клеток → повышение апоптоза β-клеток → 
снижение продукции инсулина→ повышение 
уровня глюкозы в крови → повышение апоптоза 
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АЛЛОГЕННЫЙ БИОМАТЕРИАЛ – ИНГИБИТОР  
ФИБРОЗА В ИШЕМИЧЕСКИ ПОВРЕЖДЕННОМ  
МИОКАРДЕ
Лебедева А.И.1, Гареев Е.М.1, Афанасьев С.А.2, Кондратьева Д.С.2, 
Муслимов С.А.1, Попов С.В.2
1 ФГБОУ ВО «Башкирский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Уфа, Республика Башкортостан, Россия  
2 Научно-исследовательский институт кардиологии ФГБНУ «Томский национальный исследовательский 
медицинский центр Российской академии наук», г. Томск, Россия

Резюме. Инъекционные аллогенные децеллюляризированные биоматериалы разрабатываются как 
в качестве скаффолдов для доставки клеточных продуктов, так и в виде самостоятельных фармаколо-
гических средств, оказывающих воздействие на каскад тканевых реакций в период постишемическо-
го ремоделирования миокарда. Продукты биодеградации биоматериалов могут влиять на клеточные 
процессы и цитокиновую направленность, которая определяет стратегию заживления поврежден-
ной ткани. В данной работе показано влияние биоматериала на экспрессию ключевых фиброгенных 
клеточных факторов клетками тканевого ложа и определена степень повреждения миокарда при его 
ишемическом повреждении в эксперименте. 

Цель исследования – определение зоны рубцового перерождения миокарда и выявление ключе-
вых фиброгенных факторов (bFGF-1, TGFb1, MMP-9), а также TIMP-2 (антагонист MMP-9) при 
острой и подострой стадиях инфаркта миокарда в условиях имплантации аллогенного диспергиро-
ванного биоматериала в эксперименте.

Крысам-самцам линии «Вистар» лигировали коронарную артерию левого желудочка. Все живот-
ные были разделены на 3 группы – I опытную (n = 50), II опытную (n = 50), контрольную (n = 50).  
В I опытной группе лигирование артерии одновременно сопровождали интрамиокардиальным введе-
нием суспензии аллогенного диспергированного биоматериала (2 мг), во II опытной группе введение 
аллогенного диспергированного биоматериала осуществляли спустя 5 суток после коронароокклюзии, 
в контрольной группе вводили физиологический раствор. Животных выводили из опыта на 3-и, 7-е, 
14-е, 30-е, 45-е сутки. Применяли общегистологические (окрашивание гематоксилином и эозином, 
по Маллори) и иммуногистохимические (MMP-9, TGFb1, bFGF-1, TIMP-2), статистические методы 
исследования. Проводили подсчет положительно окрашенных клеток и индекс площади рубца. 
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Выявлено, что при применении аллогенного диспергированного биоматериала наблюдалось пя-
тикратное снижение степени рубцового перерождения в обеих опытных группах при острой и подо-
строй стадиях ишемического повреждения миокарда по сравнению с контрольной группой. Обнару-
жено значительное снижение уровня экспрессии клетками фиброгенных факторов на протяжении 
всего экперимента: MMP-9, TGFb1, bFGF-1 и повышение степени активности ингибитора металло-
протеиназ TIMP-2 клетками соединительной ткани.

Децеллюляризированный аллогенный биоматериал служит ингибитором фиброза, способен из-
менить паракринную регуляцию миокарда и способствует кардиопротекции при ремоделировании 
миокарда в начальных сроках после ишемического повреждения.

Ключевые слова: аллогенный биоматериал, миокард, ишемия, ингибитор фиброза

ALLOGENEIC BIOMATERIAL: A FIBROSIS INHIBITOR IN 
ISCHEMIC MYOCARDIAL DAMAGE 
Lebedeva A.I.a, Gareev E.M.a, Afanasiev S.A.b, Kondratyeva D.S.b, 
Muslimov S.A.a, Popov S.V.b
a Federal State Budgetary Education Institution «Bashkir State Medical University», Ufa, Republic of Bashkortostan, 
Russian Federation  
b Research Institute of Cardiology, Tomsk National Research Medical Centre, Tomsk, Russian Federation

Abstract. Injectable allogeneic decellularized biomaterials are being developed both as scaffolds for delivery 
of cellular products and as independent pharmacological agents that affect the cascade of tissue reactions 
during the period of post-ischemic myocardial remodeling. Biomaterial degradation products can affect 
cellular processes and modulate cytokine effects, thus determining the healing strategy of damaged tissue. In 
this work, the influence of biomaterial on the expression of key fibrogenic factors by the cells of tissue bed was 
demonstrated, and the degree of damage to the myocardium during its ischemic damage was experimentally 
determined. The aim of our study was to determine the area of myocardial scar degeneration and detection 
of key fibrogenic factors (bFGF-1, TGFb1, MMP-9), as well as TIMP-2 (MMP-9 antagonist) at the acute 
and subacute stages of myocardial infarction after implantation of allogeneic powder-like biomaterial in an 
experimental model. 

In the course of experiments, the left ventricular coronary artery was ligated in male Wistar rats (experimental 
group). All animals were divided into 3 groups: experimental group I (n = 50), experimental group II (n = 50), 
and controls (n  =  50). In experimental group I, the artery ligation was simultaneously accompanied by 
intramyocardial administration of powder-like biomaterial suspension (2 mg). In experimental group II, the 
allogeneic powder-like biomaterial was administered 5 days after coronary occlusion, and only physiological 
saline was administered in the control group. The animals were withdrawn from experiment on days +3, +7, 
+14, +30, and +45. Standard histological assessment (hematoxylin and eosin staining, according to Mallory) 
and immunohistochemical examination (MMP-9, TGFb1, bFGF-1, TIMP-2) were made, and statistical 
evaluation was performed. The cells with positive staining were counted, and the scar area index was calculated. 

We have found that administration of dispersed allogeneic biomaterial was followed by a five-fold decrease 
in the degree of scar degeneration in both experimental groups at the acute and subacute stages of ischemic 
myocardial damage as compared to the control group. A significantly decreased expression of fibrogenic factors 
(MMP-9, TGFb1, bFGF-1) by the local cells was found, along with increased activity of metalloproteinase 
inhibitor (TIMP-2) in connective tissue cells. 

Decellularized allogeneic powder-like biomaterial serves as a fibrosis inhibitor and promotes cardioprotection 
during myocardial remodeling at the initial stages after ischemic injury. 

The authors do not have a conflicts of interest.

Keywords: biomaterial, allogeneic, myocardium, ischemia, fibrosis inhibitor
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Введение
Инъекционные аллогенные децеллюляризи-

рованные биоматериалы разрабатываются как 
в качестве скаффолдов для доставки клеточных 
продуктов, так и в виде самостоятельных фарма-
кологических средств, оказывающих воздействие 
на каскад тканевых реакций в период постише-
мического ремоделирования миокарда. Продук-
ты биодеградации биоматериалов могут влиять 
на такие клеточные процессы, как апоптоз, анги-
огенез. Они могут быть использованы для рекру-
тирования стволовых клеток при репарации [11]. 
Избыточное отложение внеклеточного матрикса 
ограничивает нормальную функцию миокарда и 
возможные регенеративные способности карди-
омиоцитов. Разрешение вопроса о стимулирова-
нии кардиомиогенного клеточного потенциала 
заключается в нивелировании фиброза. В наших 
предыдущих работах показаны возможности ал-
логенного биоматериала по привлечению и сти-
мулированию прогениторных клеток, которые 
приобретают черты и характеристики кардиоми-
огенных [2]. Однако влияние биоматериала на 
экспрессию фиброгенных клеточных факторов 
не исследовано. К профиброгенным факторам 
относится довольно большой спектр цитокинов 
и ростовых факторов, которые оказывают непо-
средственное влияние на развитие фибробласти-
ческого дифферона и определяют стратегию за-
живления поврежденной ткани. 

Целью данного исследования явилось опреде-
ление зоны рубцового перерождения миокарда 
и выявление ключевых фиброгенных факторов 
(bFGF-1, TGFb1, MMP-9), а также TIMP-2 (ан-
тагонист MMP-9) при острой и подострой фазах 
инфаркта миокарда (ИМ) в условиях импланта-
ции аллогенного биоматериала. 

Материалы и методы
Исследования проведены на 150 крысах-сам-

цах линии «Вистар» 0,18-0,20 кг, из которых были 
сформированы две опытные и одна контрольная 
группы, по 50 особей в каждой. Крысам всех групп 
моделировали ИМ, накладывая шов «викрил» на 
верхнюю треть левой коронарной артерии. Кры-
сам I опытной группы сразу после моделировали 
ИМ, по границе левого желудочка, выполняли 
по 6 внутримиокардиальных инъекций суспен-
зии децеллюляризированного аллогенного био-
материала (ДБМ). Крысам II опытной группы 
введение ДБМ выполняли по той же схеме, но 
через 5 суток после моделирования ИМ при по-

вторной торакотомии. В качестве ДБМ исполь-
зовали бесклеточный материал, изготовленный 
из сухожилий крыс и диспергированный до раз-
мера частиц 50-80 мкм для свободного прохожде-
ния через инъекционную иглу. Суспензию ДБМ в 
стерильном физиологическом растворе готовили 
непосредственно перед применением. Во всех 
случаях, каждая инъекция содержала 2 мг ДБМ 
и по объему не превышала 10 мкл. Используемая 
доза и схема введения ДБМ подобраны в пред-
варительных исследованиях  [3]. Крысам кон-
трольной группы после ИМ вместо ДБМ прово-
дили инъекции физиологического раствора. Все 
манипуляции с крысами проводили под общим 
наркозом (раствор золетила в дозе 1  мг/ кг вну-
тримышечно). После проведенных вмешательств 
животных помещали в виварий и содержали со 
свободным доступом к корму и воде. Животных 
выводили из эксперимента на 3-и, 7-е, 14-е, 30-е, 
45-е сутки, используя инсуфляцию паров эфира. 
На каждую точку исследования использовали по 
10 животных. Исследования выполнялись со-
гласно правилам лабораторной практики в Рос-
сийской Федерации в соответствии с правилами, 
принятыми Европейской Конвенцией по защите 
позвоночных животных (Strasburg, 1986). Серд-
ца животных фиксировали в 10%-ном растворе 
нейтрального формалина, обезвоживали в серии 
спиртов возрастающей концентрации и залива-
ли в парафин по общепринятой методике. Срезы 
готовили на микротоме LEICA RM 2145 (Герма-
ния), окрашивали гематоксилином и эозином, 
по Маллори. Иммуногистохимические исследо-
вания проводили с использованием парафино-
вых срезов толщиной 4-5 мкм, окрашивали на 
иммуногистостейнере Leica Microsystems Bond™ 
(Германия). Применяли первичные антитела: 
MMP-9, TGFb1, bFGF-1, TIMP-2 (1:300) (Santa 
Cruz Biotechnology, США). Для демаскировки ис-
пользовали непрямую стрептавидин-биотино-
вую систему детекции Leica BOND (Novocastra™, 
Германия). Подсчет клеток производили в 20 
полях зрения каждого образца при увеличении 
×400. Исследование и визуализацию препаратов 
анализировали с использованием светооптиче-
ского микроскопа Leica DMD 108 (Германия).

Индекс площади рубца (ИПР) сердец крыс 
измеряли на препаратах с использованием про-
граммы ITEM (Olympus) следующим образом: 
отношение площади рубца к площади стенки ле-
вого желудочка умножали на 100%. 

Для анализа данных использовали статисти-
ческие непараметрические (ранговые) мето-
ды  – однофакторный дисперсионный анализ 
по Краскелу–Уоллису и сравнение независимых 
выборок по критерию Манна–Уитни. Для пред-
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ставления результатов использовали медиану 
(Ме), квартили (Q0,25-Q0,75) или границы вариа-
ции (Xmin ÷ Xmax). 

Результаты
В контрольной группе через 7–14 дней по-

сле коронароокклюзии мы наблюдали типичную 
картину некротически измененного миокарда с 
признаками колликвационного некроза, окру-
женного демаркационным клеточным валом, 
представленным макрофагами, фибробластами, 
лимфоцитами, нейтрофилами. При этом, васку-
лярный рисунок ткани был обеднен (рис.  1А, см. 
3-ю стр. обложки). Спустя 30-45 суток наряду с 
сохраняющейся большой клеточной плотностью 
выявлялись признаки формирования плотного 
грубоволокнистого рубца с накоплением упоря-
доченных толстых пучков коллагеновых волокон. 
В этот период основу клеточного инфильтрата 
составляли фибробластические клетки: фибро-
бласты, миофибробласты, фиброциты. 

В I и во II опытных группах, для 7-14 суток, 
на фоне колликвационного некроза кардиомио-
цитов было характерно выявление частиц ДБМ 
в окружении макрофагов и малодифференциро-
ванных клеток. По мере резорбции биоматериала 
и некротизированных кардиомиоцитов фагоци-
тами выявлялась рыхлая волокнистая соедини-
тельная ткань с большим количеством гемока-
пилляров. Также привлекались фибробласты, 
лимфоциты, нейтрофилы, лаброциты в неболь-
шом количестве (рис.  1Б, В, см. 3-ю стр. облож-
ки). Через 30-45 суток в обеих опытных группах 
обнаруживались признаки формирования васку-
ляризированного соединительнотканно-мышеч-
ного регенерата. 

На 45-е сутки, при выведении из эксперимен-
та, у крыс контрольной группе отмечалось ис-
тончение мышечной стенки левого желудочка и 
формирование аневризмы на фоне развившегося 
трансмурального некроза в 80% случаев. К  это-
му сроку погибло 2 из 10 особей. Использова-
ние ДБМ привело к иным результатам. В I и во 
II опытной группах формирование выраженных 
аневризм происходило у 50% и 40% животных 
соответственно при условии, что случаев гибе-
ли животных не зафиксировано. На поперечных 
срезах сердца, четко идентифицировались грани-
цы мышечной и соединительной тканей (рис. 2, 
см. 3-ю стр. обложки). 

Так, в контрольной группе границы ва-
риации ИПР составили 0,43-48,3%, а в I и II 
опытных 0÷33,8% и 0÷40,9% соответственно. 
Однако в контрольной группе Ме  =  26,5% и 
Q3% > 17,74%, в то время как в I опытной группе 
Ме = 5,34% (Q75% < 18,6%), а во II Ме = 5,17% 
(Q75% < 22,2%). Сравнение по U-критерию Ман-

на–Уитни показало, что в контрольной группе 
уровень ИПР значимо выше, чем и в I (Z = 2,17, 
p < 0,04) и во II (Z = 2,42; p < 0,02) опытных груп-
пах. Между опытными группами различия ока-
зались статистически незначимыми (Z  =  0,37, 
p > 0,70). Таким образом, медиана распределения 
значений ИПР в обеих опытных группах оказа-
лась примерно пятикратно ниже, чем в контроль-
ной (рис. 3).

При исследовании bFGF-1+ клеток через 3 су-
ток в I опытной группе Ме = 44 клетки (38÷55). 
Через 7 дней их численность значимо (p < 0,0001) 
повышалась. Ме  =  61 клетка (54÷68). Однако 
спустя 14 дней резко возрастала межиндиви-
дуальная вариация численности bFGF-1+ кле-
ток  – Ме  =  60 клеток, (22÷72), но прирост был 
статистически незначим (p > 0,46). Через 30 суток 
количество bFGF-1+ клеток в I группе резко сни-
жалось – Ме = 11 клеток (9÷16), а на 45-й день 
снижалось незначительно (Ме = 9 клеток, 4÷16), 
но статистически значимо (p < 0,03). В контроль-
ной группе число bFGF-1+ клеток было невелико 
Ме = 10 клеток (5÷15) на 3-й день, Ме = 14 кле-
ток (10÷9) на 7-й день. Но через 14-30 дней ко-
личество bFGF-1+ клеток в контрольной группе 
резко возрастало  – Ме  =  84 клеток (80÷109) и 
Ме = 101 клеток (67÷104) соответственно. Значи-
мое (p < 0,0001) снижение числа bFGF-1+ клеток 
(Ме  =  64, 54÷96) в данной группе происходило 
только к 45-м суткам. Т. е. в период 14÷45 суток 
вариация числа данных клеток в I опытной груп-
пе резко снижалась, в то время как в контрольной 
группе в период 7-30 суток происходил резкий 
рост их численности и сохранение ее на высоком 
уровне продолжительное время (рис. 4А, см. 3-ю 
стр. обложки). 

Численность TGFb-1+ клеток в I опытной 
группе значимо зависела от сроков наблюде-
ния (χ²  =  52,1; p  <  0,0001). На 3-й день числен-
ность TGFb-1+ клеток превышала контроль-
ную  – Ме  =  40 клетки (29÷9) против Ме  =  10 
клетки (6÷16). На 7-й день в I опытной группе 
численность клеток значимо (p  <  0,005) снижа-
лась (Ме  =  18, 10÷47 клеток), а в контрольной 
повышалась (Ме = 64, 25÷110 клеток). Через 14-й 
суток в опытной группе численность таких кле-
ток увеличивалась незначимо (Ме  =  32, 26÷37 
клеток) (p > 0,07), а в контрольной значимо воз-
растала – Ме = 98 клеток (82 ÷ 112) (p < 0,003). 
К 45-му дню численность клеток в контрольной 
группе снизилась (Ме  =  28, 17 ÷  32 клеток), а в 
I опытной группе значимо (p < 0,0001) уменьша-
лась до Ме = 5 клеток (1 ÷ 8) (рис. 4Б, см. 3-ю стр. 
обложки). 

Тенденция к увеличению численности 
MMP- 9+ клеток и в контрольной, и в I опытной 
группе в период от 3-14 суток была высоко значи-
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Рисунок 3. Индекс площади рубца в экспериментальных группах через 45 суток
Примечание. Ось абсцисс – группы: 1 – контрольная, 2 – I опытная, 3 – II опытная. Ось ординат – %.
Figure 3. Index of the scar area in the experimental groups after 45 days
Note. The axis of the abscissa group: 1, control; 2, I experimental; 3, II experimental. The ordinate axis is %.

ма (χ² = 80,2 и χ² = 57,7; p < 0,0001). Количество 
MMP-9+ клеток в контрольной группе было зна-
чимо (p < 0,001) выше, чем в I опытной по всем 
срокам наблюдения, кроме 3-го (p > 0,26) и 7-го 
(p > 0,05) дней, где происходила ишемически ин-
дуцированная острая воспалительная реакция. 
Так, через 14 суток в контрольной группе Ме = 13 
клеток (12÷18) против Ме  =  5 клеток (1÷15) в I 
опытной, а в период 30 и 45 суток Ме = 9 клеток 
(3÷11) и Ме = 12 клеток (10÷36) против 3 (0÷8) и 
8 (5÷11) клеток соответственно (рис. 4В, см. 3-ю 
стр. обложки).

Через 3 суток в контрольной группе значения 
TIMP-2+ клеток составило Ме  =  4 клетки (0-7), 
через 7 суток 6 клеток (3÷14), спустя 14 суток 13 
клеток (1-29), через 30 суток 7 клеток (2-14), а 
на 45-е сутки Ме = 12 (7-21) клеток. В I опытной 
группе все последовательные значения в период 
3-7 суток от Ме = 26 клетки (17-50) до Ме = 36 
клеток (18-54) попарно не различались (p > 0,06 – 
p  >  23) и держались кратно на высоком уровне. 
Через 14 суток количество TIMP-2+ клеток по-
степенно и значимо (p  <  0,004) снижалось, до-
стигнув на 45-е сутки Ме = 19 клеток (11-31), что 
соответствовало затуханию пластических про-
цессов в миокарде. Таким образом, численность 
TIMP-2+ клеток в I опытной группе оставалась 
выше, чем в контрольной группе на протяжении 
всего срока наблюдений (p < 0,0004) (рис. 4Г, см. 
3-ю стр. обложки).

Зависимость численности bFGF-1+ клеток от 
сроков наблюдения для II опытной и для кон-
трольной групп оказалась почти равноценной 

(χ² = 30, p < 0,0001 и χ² = 22, p < 0,0001). Через 
7 суток численность bFGF-1+ клеток в контроль-
ной группе была статистически значимо выше, 
чем в опытной – Ме = 14 клеток (10÷19) против 
Ме = 5 (2÷5) соответственно. Через 14 суток чис-
ленность bFGF-1+ клеток в контрольной груп-
пе оказалась многократно выше, чем в опыт-
ной – Ме = 90 клеток (80÷119) против Ме = 10 
клеток (6÷20). К окончанию эксперимента (50 
суток) по мере затухания воспалительного про-
цесса и начала стадии заживления численность 
bFGF-1+ клеток в контрольной группе значимо 
(p < 0,0002) снижалась до Ме = 64 (Limits 58÷96) 
клеток, а во II опытной повышалась (Z  =  4,4, 
p < 0,0001) до Ме = 31 (Limits 20÷35), оставаясь 
существенно ниже, чем в контрольной (рис. 5A).

Численность TIMP-2+ клеток во II опытной 
группе зависела от этапов наблюдения – χ² = 28,6, 
p  <  0,0001. Через 7 суток в опытной группе 
Ме = 16 клеток (3-9) и была значимо (p < 0,001) 
выше, чем в контрольной группе (Ме  =  6 кле-
ток, 3  ÷  14). На 14-й день численность клеток 
TIMP-2+ во II опытной группе резко и значимо 
(p  <  0,0001) возрастала (Mе  =  50 клеток, 19-76, 
Q3  >  43), а в контрольной рост был менее су-
щественным (Ме  =  13, 10-29) и общий уровень 
оставался значимо (p < 0,0001) ниже. Спустя 50 
суток численность TIMP-2+ клеток в опытной 
группе значимо (p < 0,004) снижалась (Ме = 34 
клеток, 27-52), а в контрольной изменялась не-
значительно (Ме = 10 клеток, 7-21) и незначимо 
(p  >  0,38) отличалась от 14-го дня наблюдения 
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(рис. 5Б), оставаясь существенно ниже, чем в 
опытной. 

Представленные результаты позволят счи-
тать, что использование ДБМ в острой и подо-
строй фазах инфаркта миокарда способствовало 
ингибированию экспрессии клетками фибро-
генных факторов MMP-9, TGFb1, bFGF-1, и 
увеличению уровня ингибитора металлопротеи-
наз – TIMP-2.

Обсуждение
Растущее число эмпирических доказательств 

того, что инъекционные гидрогели могут стаби-
лизировать ИМ, не помогло прояснить основной 
механизм эффекта. С одной стороны, биомате-
риал может действовать как пассивный наполни-
тель для укрепления сердечной стенки и измене-
ния механики. В этом сценарии предполагается, 
что механические свойства гидрогеля играют 
ключевую роль в модуляции полезных эффек-
тов [14]. С другой стороны, биоматериал может 
радикально изменить сердечное ремоделирова-
ние, главным образом, за счет биоактивной роли, 
связанной с составом материала, его биодеграда
цией in situ.

В составе ДБМ превалируют коллаген, про-
теогликаны, гликозаминогликаны [1]. Известно, 
что коллаген, являясь средством заместитель-
ной терапии, ингибирует фибробластическую 
деятельность по типу обратной связи и участву-
ет в инактивации фибробластов посредством 
контактного ингибирования или через цито-
кин-опосредованные сигнальные пути, как это 
происходит при инволюции рубца [5]. А такие 
гликозаминогликаны как гиалуроновая кислота, 

хондроитинсульфаты, дерматансульфат и гепа-
рансульфат, высвобождающиеся при биодеграда-
ции ДБМ, достоверно ингибируют синтез ДНК в 
фибробластических клетках нормальных тканей 
и опухолевых [4]. Следовательно, экзогенный 
экстраклеточный интерфейс становится регуля-
тором клеточно-стромальных взаимодействий в 
ткани через влияние компонентов его биодегра-
дации. 

Исследование показывает, что в I опытной 
группе в период 3-7 суток bFGF-1+ и TGF-β+ 
клетки значимо превышали значения контроль-
ной, что свидетельствовало о наступлении более 
ранней пролиферативной стадии воспаления и 
макрофагально-фибробластического влияния, 
усиления ангиогенеза, вызванного воздействи-
ем продуктов биодеградации ДБМ. Выраженная 
экспрессия bFGF-1 и TGFb является антагони-
стом провоспалительного спектра цитокинов и 
подавляет цепь цитотоксических реакций [8]. 
В  последующем (14-45 суток) экспрессия цито-
кинов значительно снижалась по мере затухания 
воспалительных процессов в миокарде и зажив-
ления миокарда. А в контрольной группе дина-
мика экспрессии напротив увеличивалась, что 
соответствовало стремительному накоплению 
коллагеновых волокон и формированию плотно-
го волокнистого рубца. Во II опытной группе, где 
имплантация ДБМ происходила в отсроченный 
период, в зоне с развившимся колликвационным 
некрозом количество FGFb1 были статистически 
ниже значений контрольной группы. Семейство 
FGF и TGF-β, с одной стороны являясь мощ-
ным индуктором пролиферации и выживания 
фибробластов, синтеза коллагена, заживления, 
рубцевания и т. д., может способствовать патоло-

Рисунок 5. Выявление фиброгенных факторов в миокарде в подостром периоде
Примечание. А – bFGF-1+ клетки в контрольной группе (синий график) и во II опытной группе (красный график). Б – численность 
TIMP-2+ клеток в контрольной группе (синий график) и во II опытной группе (красный график). По оси абсцисс – дни, по оси 
ординат – количество. 
Figure 5. Detection of fibrogenic factors in the myocardium in the subacute period
Note. (A) bFGF-1 + cells in the control group (blue graph) and in the experimental group II (red graph). (B) the number of TIMP-2+ cells in the 
control group (blue graph) and in the experimental group II (red graph). On the abscissa axis – days, on the ordinate axis – quantity.
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гическому ремоделированию сердца и развитию 
фиброза [7, 12]. С другой стороны, они являются 
кардиопротектором, стимулируют неоваскуля-
ризацию. Механическая активность может ин-
дуцировать высвобождение FGF2 из сердечных 
миоцитов, вызывая паракринную гипертрофиче-
скую реакцию и сдерживать апоптоз, тем самым 
повышать сердечную функцию [6, 9].

Роль металлопротеиназ заключается не только 
в деградации межклеточного матрикса, но и ини-
циации синтеза избыточного коллагена в отда-
ленный период [10]. В начальные сроки числен-
ность MMP-9+ клеток в опытных и контрольной 
группах практически не отличалась в реактивной 
зоне повреждения. В дальнейшем (14-45 суток) 
по мере деградации ДБМ, происходили измене-
ния характера клеточной инфильтрации и смена 
воспалительных фаз с альтерации на пролифера-
цию, что способствовало изменению динамики 
экспрессии MMP-9+. Численность клеток в кон-
трольной группе значительно превышала коли-
чество данных клеток обеих опытных групп. На 
гомеостаз миокардиального экстрацеллюляр-
ного матрикса влияет баланс металлопротеиназ 
(MMP-9) и их ингибиторов (TIMP-2), т.  к. они 
играют синергетическую роль в миокарде [15]. 
TIMP-2 не только коррелирует с ремоделирова-

нием матрикса, но и участвует в подавлении вос-
паления, оказывая гистопротекторный эффект в 
поврежденном миокарде, оказывает антиапопто-
тический эффект, подавляя функцию матрикс-
ных металлопротеиназ [13]. 

Заключение
Обнаружено пятикратное снижение степени 

рубцового перерождения, по сравнению с кон-
трольной группой, что сопряжено с дефицитом 
таких факторов как FGF-b+, TGF-β+, MMP-9+ и 
повышения уровня TIMP-2 как в остром, так и 
в подостром периодах экспериментального ИМ, 
индуцированного интрамиокардиальным вве-
дением ДБМ. Предстоит проделать значитель-
ную работу по выяснению механизмов действия 
аллогенного биоматериала в диспергированной 
модификации в качестве инъекционного геля и 
оптимизации свойств: механики, профилей де-
градации, клеточных взаимоотношений, степени 
пролонгирования действия биоматериала, в том 
числе с использованием моделей крупных жи-
вотных в клинически значимых сценариях. Ин-
терес к этому терапевтическому подходу высок 
в связи с возможностью разработки чрескожных 
методов лечения для ограничения ремоделирова-
ния миокарда.
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ВЛИЯНИЕ АЗИТРОМИЦИНА НА МИГРАЦИЮ  
NK-КЛЕТОК КРОВИ ПАЦИЕНТОВ С ХРОНИЧЕСКОЙ 
ОБСТРУКТИВНОЙ БОЛЕЗНЬЮ ЛЕГКИХ
Кадушкин А.Г.1, Таганович А.Д.1, Мовчан Л.В.2, Зафранская М.М.3, 
Шман Т.В.2 
1 УО «Белорусский государственный медицинский университет», г. Минск, Республика Беларусь  
2 ГУ «Республиканский научно-практический центр детской онкологии, гематологии и иммунологии», 
д. Боровляны, Минский р-н, Республика Беларусь  
3 УО «Международный государственный экологический институт имени А.Д. Сахарова» Белорусского 
государственного университета, г. Минск, Республика Беларусь

Резюме. До настоящего времени не выявлены лекарственные средства, которые могли бы замед-
лить неуклонное прогрессирование хронической обструктивной болезни легких (ХОБЛ) или оказали 
существенное влияние на смертность пациентов. Поэтому продолжаются исследования, направлен-
ные на изучение механизмов развития ХОБЛ и поиск препаратов, влияющих на молекулярные звенья 
его патогенеза. Целью данной работы явилось определить способность комбинации азитромицина 
и кортикостероидов влиять на миграцию NK-клеток крови пациентов с ХОБЛ. В настоящем иссле-
довании с помощью метода проточной цитометрии определена экспрессия хемокиновых рецепто-
ров CCR5, CCR6, CCR7, CXCR3, CXCR4, CXCR6 на поверхности NK-клеток периферической кро-
ви (с фенотипом CD3-CD56+) у 54 курящих пациентов с ХОБЛ, 21 курящего здорового человека и 
20 здоровых некурящих лиц. Кроме того, изучено влияние азитромицина (10 мкг/мл) и будесонида 
(10 нМ) на миграцию NK-клеток пациентов с ХОБЛ (n = 8) к хемокинам CCL5 (10 нМ) и CXCL10 
(10 нМ). Установлено, что у курящих пациентов с ХОБЛ по сравнению с курящими здоровыми и 
некурящими здоровыми людьми в крови повышено процентное содержание NK-клеток, экспресси-
рующих на своей поверхности хемокиновые рецепторы CXCR3 и CCR5. При этом отсутствуют раз-
личия относительного количества этих субпопуляций NK-клеток между здоровыми курильщиками и 
здоровыми некурящими людьми. Процентное содержание NK-клеток, обладающих хемокиновыми 
рецепторами CXCR4, CXCR6, CCR6, CCR7, не различается между тремя группами обследованных 
лиц. Добавление к клеточной суспензии будесонида приводило к снижению миграции NK-клеток 
крови к хемокинам CCL5 и CXCL10. Азитромицин также подавлял перемещение NK-клеток крови к 
этим хемокинам. Сочетанное использование азитромицина и будесонида оказывало более выражен-
ное ингибирующее воздействие на хемотаксис NK-клеток к хемокинам CCL5 и CXCL10, чем любой 
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из этих препаратов по отдельности. Полученные результаты свидетельствуют об изменении профиля 
хемокиновых рецепторов NK-клеток при ХОБЛ и демонстрируют преимущества комбинированного 
использования глюкокортикоидов и азитромицина для лечения этого заболевания. 

Ключевые слова: ХОБЛ, NK-клетки, хемокиновые рецепторы, хемотаксис, CCL5, CXCL10, азитромицин, будесонид

EFFECT OF AZITHROMYCIN ON MIGRATION OF PERIPHERAL 
BLOOD NK CELLS FROM PATIENTS WITH CHRONIC 
OBSTRUCTIVE PULMONARY DISEASE
Kadushkin A.G.a, Tahanovich A.D.a, Movchan L.V.b, Zafranskaya M.M.c, 
Shman T.V.b 
a Belarusian State Medical University, Minsk, Republic of Belarus  
b Republican Scientific and Practical Center for Pediatric Oncology, Hematology and Immunology, Borovlyani, Minsk 
Region, Republic of Belarus  
c International A. Sakharov Environmental Institute, Belarusian State University, Minsk, Republic of Belarus 

Abstract. Currently, no drugs have been identified that could slow progression of chronic obstructive 
pulmonary disease (COPD), or have a significant impact on patient mortality. Therefore, research continues 
aimed at studying the mechanisms of COPD development and searching for drugs that affect its molecular 
pathogenesis. The aim of our work was to determine the ability of azithromycin combined with corticosteroids 
to affect the migration of peripheral blood NK cells from the COPD patients. In the present study, we have 
measured expression of chemokine receptors CCR5, CCR6, CCR7, CXCR3, CXCR4, CXCR6 on the surface 
of peripheral blood NK cells (CD3-CD56+) by means of flow cytometry in 54 smoking patients with COPD, 
21 healthy smokers, and 20 healthy non-smokers. Moreover, the effect of azithromycin (10 µg/mL) and 
budesonide (10 nM) on the migration of NK cells from COPD patients (n = 8) towards CCL5 (10 nM) and 
CXCL10 (10 nM) was determined. We found that the percentage of NK cells expressing CXCR3 and CCR5 
chemokine receptors was increased in smoking patients with COPD compared with healthy smokers and healthy 
non-smokers. However, the proportion of these NK cell subsets did not differ between healthy smokers and 
healthy non-smokers. There were no significant differences in the percentage of NK cells expressing CXCR4, 
CXCR6, CCR6, CCR7 chemokine receptors between the three groups of subjects. Addition of budesonide to 
the cell suspensions decreased the migration of blood NK cells towards CCL5 and CXCL10. Azithromycin 
was also shown to suppress the migration of blood NK cells towards these chemokines. The combination of 
azithromycin and budesonide was more potent at inhibiting NK cell chemotaxis towards CCL5 and CXCL10 
than any of these drugs added alone. Our results demonstrate a change in the chemokine receptor profile of NK 
cells in COPD patients and indicate the advantages of the combined use of corticosteroids and azithromycin 
for COPD treatment.

Keywords: COPD, NK cells, chemokine receptors, chemotaxis, CCL5, CXCL10, azithromycin, budesonide

Введение
Хроническая обструктивная болезнь легких 

(ХОБЛ) занимает лидирующие позиции среди 
причин заболеваемости и смертности во всем 
мире. По подсчетам ученых от этого заболевания 
страдают более 300 миллионов человек, боль-
шинство из которых проживают в странах с низ-
ким и средним уровнем дохода [24]. 

Клетки иммунной системы, включая нейтро-
филы, макрофаги, субпопуляции лимфоцитов и 
дендритные клетки, играют ключевую роль в раз-
витии воспаления дыхательных путей и деструк-
ции легочной ткани при ХОБЛ [4]. NK-клетки 
(другое название – естественные киллеры), кото-
рые относят к клеткам врожденного иммунитета, 
находятся на острие защиты организма человека 
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от инфекций – фактора риска развития обостре-
ний ХОБЛ [12, 19]. Относительное количество 
этих клеток повышено в индуцированной мо-
кроте курящих пациентов с ХОБЛ по сравнению 
со здоровыми курящими и некурящими людь-
ми  [23], а также в крови пациентов с поздними 
(3-4) стадиями ХОБЛ по сравнению с больными 
с начальными (1-2) стадиями [18], что свидетель-
ствует об их вовлеченности в развитие и прогрес-
сирование заболевания.

Миграция NK-клеток крови в дыхательные 
пути происходит за счет расположенных на их 
поверхности хемокиновых рецепторов CXCR3, 
CXCR4, CXCR6, CCR5, CCR6, CCR7. Встреча 
данных рецепторов со своими лигандами (хемо-
кинами) определяет перемещение клеток по гра-
диенту концентрации хемокинов в места воспа-
ления [22]. Достигнув очага воспаления в легких, 
NK-клетки продуцируют цитокины (интерфе-
рон γ, фактор некроза опухоли α, интерлейкин-8 
(IL- 8), IL-17А, гранулоцитарно-макрофагальный 
колониестимулирующий фактор) и цитотоксиче-
ские молекулы (перфорины, гранзим B), индуци-
руя гибель клеток-мишеней [2, 8]. Вместе с тем 
точные сведения об изменении экспрессии хемо-
киновых рецепторов на поверхности NK-клеток 
крови при ХОБЛ отсутствуют [19]. 

Сообщается, что NK-клетки пациентов с ХОБЛ 
являются устойчивыми к действию глюкокорти-
костероидов (ГКС), лекарственных средств с про-
тивовоспалительным механизмом действия  [9], 
что может служить причиной ограниченного те-
рапевтического ответа при использования этих 
препаратов [17]. Проведенные нами ранее ис-
следования позволили установить синергичное 
супрессирующее действие ГКС и азитромицина 
в отношении секреции цитокинов мононуклеар-
ными клетками периферической крови (МКПК) 
в целом и NK-клетками крови в частности [14, 
15]. 

Макролидный антибиотик азитромицин об-
ладает бактериостатической активностью в от-
ношении грамположительных и грамотрица-
тельных микроорганизмов, а также атипичных 
возбудителей инфекций. Он ингибирует продук-
цию провоспалительных цитокинов и хемокинов, 
ослабляя миграцию клеток иммунной системы в 
дыхательные пути [15, 20]. Однако способность 
этого препарата потенцировать эффекты ГКС, 
связанные с угнетением миграции NK-клеток, до 
сих пор не известна.

Целью настоящего исследования явилось опре-
делить способность комбинации азитромицина 
и кортикостероидов влиять на миграцию NK-
клеток крови пациентов с ХОБЛ. 

Материалы и методы
Характеристика пациентов
В исследование экспрессии хемокиновых ре-

цепторов на поверхности NK-клеток перифери-
ческой крови были включены 54 курящих паци-
ента с ХОБЛ, 21 курящий здоровый человек и 20 
здоровых некурящих лиц. Донорами крови для 
изучения хемотаксиса явились 8 больных ХОБЛ 
(табл.  1). Исследования, выполненные в рамках 
данной работы, были проведены до начала рас-
пространения новой коронавирусной инфекции 
(COVID-19).

Критериями включения больных в исследова-
ние были установленный в соответствии с крите-
риями Глобальной инициативы по хронической 
обструктивной болезни легких (GOLD) диагноз 
ХОБЛ, индекс курящего человека более 10 пач-
ка/лет, возраст старше 40 лет, отсутствие других 
заболеваний бронхолегочной системы (брон-
хиальной астмы, бронхоэктатической болезни, 
интерстициальных заболеваний легких), аллер-
гических и онкологических заболеваний, деком-
пенсации сахарного диабета, нарушений свер-
тывающей системы крови. Пациенты с ХОБЛ 
исключались из исследования, если принимали 
системные ГКС, перенесли инфекционное забо-
левание или обострение ХОБЛ в течение 6 недель 
до начала исследования.

В контрольные группы вошли условно здоро-
вые добровольцы с нормальными показателями 
спирометрии, не имевшие в анамнезе патологии 
бронхолегочной системы и других хронических 
заболеваний.

Все испытуемые дали письменное доброволь-
ное согласие на участие в исследовании. Про-
ведение исследования было одобрено решением 
Комитета по биомедицинской этике учрежде-
ния образования «Белорусский государственный 
медицинский университет» (протокол № 8 от 
21.01.2019).

Анализ экспрессии хемокиновых рецепторов на 
поверхности NK-клеток крови 

Венозную кровь (2 мл) у пациентов с ХОБЛ 
и здоровых лиц забирали утром в пробирку, со-
держащую антикоагулянт К3 ЭДТА. Все исследо-
вания проводили в день взятия крови. К 100 мкл 
крови добавляли моноклональные антитела к по-
верхностным антигенам в различных сочетаниях: 
(1) СXCR3 FITC / СCR5 PE / CD3 PE-DyLight 594 /  
СD56 PE-Cy7 / CCR6 APC / CD45 APC-Cy7;  
(2) СXCR4 FITC / СCR7 PE / CD3 PE-DyLight 594 /  
СD56 PE-Cy7 / CD45 APC-Cy7; (3) СXCR6 PE / 
CD3 PE-DyLight 594 / СD56 PE-Cy7 / CD45 APC-
Cy7 (Exbio, Прага, Чешская Республика; R&D 
Systems, Миннеаполис, Миннесота, США). Со-
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ответствующие изотипические антитела, конъ-
югированные с флуорохромами FITC (флуорес-
цеин изотиоцианат), PE (фикоэритрин) или APC 
(аллофикоцианин), использовали в качестве 
контролей. Образцы тщательно перемешивали 
и инкубировали при комнатной температуре в 
темноте. Спустя 20 минут разрушали эритроци-
ты путем добавления 1 мл лизирующего раствора 
Versalyse (Beckman Coulter, Марсель, Франция). 
Фенотипирование клеток проводили на проточ-
ном цитометре Navios с использованием про-
граммного обеспечения Kaluza (Beckman Coulter, 
Бреа, Калифорния, США). NK-клетки опреде-

ляли как CD45+CD3-CD56+ события, аналогично 
стратегии, описанной ранее [9]. Далее оценивали 
экспрессию хемокиновых рецепторов на поверх-
ности этой субпопуляции лимфоцитов. 

Выделение МКПК 
Для проведения культуральных работ веноз-

ную кровь пациентов в объеме 15 мл помещали 
в пробирку, содержащую антикоагулянт гепарин 
натрия (10  ЕД/мл, Белмедпрепараты, Минск, Ре-
спублика Беларусь). Используя раствор Lympho
pure (BioLegend, Сан Диего, Калифорния, США), 
путем центрифугирования на градиенте плотно-
сти 1,077 г/мл из периферической крови выделя-

ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА УЧАСТНИКОВ ИССЛЕДОВАНИЯ

TABLE 1. CHARACTERISTICS OF STUDY PARTICIPANTS 

Показатель
Parameter

Экспрессия хемокиновых рецепторов
Expression of chemokine receptors

Хемотаксис
Chemotaxis

Курящие 
пациенты 

с ХОБЛ
Smokers with 

COPD 

Курящие 
здоровые 

люди
Healthy smokers

Некурящие 
здоровые люди

Healthy  
non-smokers

Курящие 
пациенты 

с ХОБЛ
Smokers with 

COPD

Общее количество
No. of subjects 54 21 20 8

Пол, м/ж 
Sex, M/F 44/10 17/4 16/4 6/2

Возраст, годы
Age, years

64,0
(59,8-69,0)

62,0 
(55,0-65,5)

61,0 
(54,0-66,0)

61,5 
(59,0-68,3)

Активные курильщики /  
экс-курильщики
Current smokers / ex-smokers

26/28 12/9 0/0 4/4

Индекс курящего человека, 
пачка/лет
Smoking history, pack-years

35,0 
(22,0-42,8)

32,0
(21,0-36,0) 0 39,0 

(16,3-43,8)

ОФВ1, % от должного
FEV1, % predicted 

44,0 
(32,8-51,0)

102,0 
(98,5-109,0)

101,5 
(95,0-112,3)

53,5 
(43,3-63,8)

ОФВ1/ФЖЕЛ, %
FEV1/FVC, %

57,0 
(50,0-62,0)

82,0 
(78,5-87,0)

84,0 
(78,0-88,8)

59,0 
(42,8-63,5)

Степень тяжести ХОБЛ 
в соответствии с GOLD 
(1/2/3/4), количество больных
GOLD stage (1/2/3/4),  
No. of patients

0/17/31/6 – – 0/5/3/0

Примечание. Данные представлены в абсолютных значениях или в виде медианы и интерквартильного размаха 
(25-й – 75-й процентили). ОФВ1 – объем форсированного выдоха за первую секунду; ФЖЕЛ – форсированная 
жизненная емкость легких; GOLD – Глобальная инициатива по хронической обструктивной болезни легких. 
Приведенные в таблице значения ОФВ1 и ОФВ1/ФЖЕЛ для курящих пациентов с ХОБЛ получены после проведения 
бронходилатационной пробы.

Note. Data are presented as absolute number or median and interquartile range (25th – 75th percentiles). FEV1, forced expiratory 
volume in one second; FVC, forced vital capacity; GOLD, Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease. FEV1 and FEV1/FVC 
values given in the table for smokers with COPD were obtained on the basis of post-bronchodilator spirometry.
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ли МКПК. Затем эти клетки ресуспендировали в 
концентрации 1 ×  106/мл в культуральной среде 
RPMI 1640 (Gibco, Гранд Айленд, Нью-Йорк, 
США), обогащенной 1%-ной фетальной теля-
чьей сывороткой (ФТС, Capricorn Scientific, Эб-
сдорфергрунд, Германия). 

Оценка миграции NK-клеток под влиянием ле-
карственных средств

Клеточную суспензию (1  мл) помещали в сте-
рильные пробирки и инкубировали с кортикосте-
роидом будесонидом (10 нM), антибиотиком ази-
тромицином (10  мкг/мл) (Glentham Life Sciences 
Ltd, Коршам, Уилтшир, Великобритания) или 
их комбинацией в увлажненной 5% CO2/95% 
воздушной среде при 37 °C. По истечении 1 часа 
100 мкл клеточной суспензии переносили в верх-
ние камеры (лунки) 24-луночного планшета, 
имеющие поры диаметром 5 мкм (Costar Corning, 
США). В нижние камеры планшета помеща-
ли 600 мкл буфера, содержащего культураль-
ную среду RPMI 1640, обогащенную 1% ФТС и 
хемокинами CXCL10 (10 нМ, Gibco, Карлсбад, 
Калифорния, США) или CCL5 (10  нМ, R&D 
systems, Миннеаполис, Миннесота, США). Бу-
фер, не содержащий хемокины, использовали в 
качестве контроля. Планшеты инкубировали при 
37 oC, 5% CO2/95% атмосферного воздуха в тече-
ние 2 часов. Клетки, мигрировавшие в нижнюю 
камеру, собирали и отмывали при помощи фос-
фатного солевого буфера (ФСБ, Cell Wash, BD 
Biosciences, Польша). Пробирки центрифугиро-
вали при 500 g, комнатной температуре в течение 
5 минут, после чего клетки ресуспендировали 
в ФСБ. Добавляли моноклональные антитела, 
конъюгированные с флуорохромами (CD3-FITC, 
CD56-PC7, CD45-APC Alexa Fluor 750, Beckman 
Coulter, Марсель, Франция; Exbio, Прага, Чеш-
ская Республика). Клетки инкубировали в тем-
ноте (20 минут, 4 оС), отмывали при помощи 3 мл 
ФСБ, содержащего 0,2%-ный бычий сывороточ-
ный альбумин (BD Biosciences, Сан-Диего, Кали-
форния, США) и фиксировали с использованием 
300  мкл 1%-ного раствора параформальдегида. 
После настройки проточного цитометра Navios 
(Beckman Coulter, Бреа, Калифорния, США) на 
среднюю скорость потока клеток подсчитывали 
количество NK-клеток в течение 100 секунд. 

Статистическая обработка данных
Статистическую обработку данных прово-

дили с использованием программы GraphPad 
Prism версия 7.00 (GraphPad Software, Сан-Диего, 
Калифорния, США). При анализе экспрессии 
хемокиновых рецепторов на поверхности NK-
клеток крови для сравнения трех независимых 
выборок применяли непараметрический тест 
Краскела–Уоллиса. Далее показатели сравнива-

ли попарно путем определения критерия Данна. 
Оценка результатов хемотаксиса осуществлялась 
методом однофакторного дисперсионного ана-
лиза (ANOVA) с последующим апостериорным 
попарным сравнением показателей с помощью 
критерия Тьюки. Статистически значимыми счи-
тали различия при р < 0,05.

Результаты 
Экспрессия хемокиновых рецепторов на NK-

клетках крови
Результаты нашего исследования показали, 

что процентное содержание NK-клеток, экс-
прессирующих рецепторы CXCR3, повышено 
в крови у курящих пациентов с ХОБЛ по срав-
нению со здоровыми курящими и некурящими 
людьми (рис. 1). При этом различия в процент-
ном содержании этих клеток между здоровыми 
курильщиками и здоровыми некурящими людь-
ми отсутствовали. Аналогичные результаты были 
получены при сравнении относительного коли-
чества NK-клеток, несущих на своей поверхно-
сти рецепторы CCR5, между тремя группами лю-
дей, включенных в исследование.

Проведенный в настоящей работе цитоме-
трический анализ продемонстрировал, что боль-
шинство NK-клеток крови пациентов с ХОБЛ 
и здоровых людей экспрессируют хемокиновые 
рецепторы CXCR4. Так, 78,1% (медиана) попу-
ляции NK-клеток у здоровых некурящих людей 
экспрессируют CXCR4, 79,7%  – у здоровых ку-
рильщиков, 80,1%  – у пациентов с ХОБЛ. При 
этом отсутствуют различия процентного содер-
жания NK-клеток, содержащих эти хемокиновые 
рецепторы, между пациентами с ХОБЛ, здоро-
выми курильщиками и здоровыми некурящими 
людьми.

Как и в случае с рецепторами CXCR4, относи-
тельное количество NK-клеток крови, имеющих 
на своей поверхности рецепторы CCR6, CCR7 и 
CXCR6, не отличается у пациентов с ХОБЛ и двух 
групп сравнения. Однако доля NK-клеток, экс-
прессирующих эти хемокиновые рецепторы, со-
ставляет меньшую часть всей популяции данных 
клеток: 7,8%  – CCR6, 15,2%  – CCR7 и 2,8%  – 
CXCR6 (приведены медианные значения, полу-
ченные у здоровых некурящих людей). 

Влияние лекарственных средств на миграцию 
NK-клеток крови

Добавление к клеточной суспензии будесони-
да приводило к снижению миграции NK-клеток 
крови к хемокинам CCL5 и CXCL10 (рис.  2). 
Азитромицин также подавлял перемещение NK-
клеток крови к хемокинам CCL5 и CXCL10, но 
его способность ингибировать хемотаксис NK-
клеток превосходила действие будесонида. При 
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Рисунок 1. Экспрессия хемокиновых рецепторов на поверхности NK-клеток периферической крови
Примечание. Приведены графики, демонстрирующие процентное содержание NK-клеток (относительно всех NK-клеток), 
имеющих хемокиновые рецепторы CCR5 (А), CCR6 (Б), CCR7 (В), CXCR3 (Г), CXCR4 (Д), CXCR6 (Е), в периферической крови 
обследованных лиц. Диаграммы демонстрируют диапазон значений, медиану, 25-й и 75-й процентили; ХОБЛ – пациенты 
с хронической обструктивной болезнью легких, КЗ – курящие здоровые люди, НЗ – некурящие здоровые люди; * – p < 0,05 по 
сравнению с соответствующей контрольной группой. 
Figure 1. Expression of chemokine receptors on the surface of peripheral blood NK cells
Note. Graphs demonstrate the percentage of NK cells (in relation to all NK cells) expressing chemokine receptors CCR5 (A), CCR6 (B), CCR7 (C), 
CXCR3 (D), CXCR4 (E), CXCR6 (F) in the peripheral blood of the examined subjects. Plots show range, median, 25th and 75th percentiles; COPD, 
patients with chronic obstructive pulmonary disease; HS, healthy smokers; HN, healthy non-smokers; *, p < 0.05 compared with the corresponding 
control group.

А (А) Г (D)

Б (B) Д (E)

В (C) E (F)
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совместном применении азитромицина и буде-
сонида наблюдалось синергичное ингибирую-
щее действие этих препаратов на миграцию NK-
клеток крови в направлении обоих хемокинов. 

Обсуждение
Настоящая работа проведена в два этапа. Вна-

чале мы определили хемокиновые рецепторы, 
экспрессия которых повышена на поверхности 
NK-клеток периферической крови пациентов с 
ХОБЛ. Так, у данной категории больных обнару-
жено повышение процентного содержания есте-
ственных киллеров крови, обладающих рецепто-
рами CXCR3 и CCR5, по сравнению с курящими 
здоровыми и некурящими здоровыми людьми. 
Ранее нами был продемонстрирован рост отно-
сительного количества Т- и B-лимфоцитов, снаб-
женных данными хемокиновыми рецепторами, у 
пациентов с ХОБЛ [1, 16]. В совокупности полу-
ченные данные свидетельствуют о гиперэкспрес-
сии рецепторов CXCR3 и CCR5, обусловленной 
ХОБЛ, на различных субпопуляциях лимфоци-
тов. NK-клетки крови как больных ХОБЛ, так 

и здоровых людей несут на своей поверхности и 
другие хемокиновые рецепторы (CXCR4, CXCR6, 
CCR6, CCR7), но доля этих клеток не различается 
у обследованных лиц. Такие результаты наводят 
на мысль о том, что рецепторы CXCR4, CXCR6, 
CCR6, CCR7 не вовлечены в развитие ХОБЛ. 

Миграция клеток крови происходит при вза-
имодействии хемокиновых рецепторов и их ли-
гандов. Так, для перемещения клеток, снабжен-
ных рецептором CXCR3, требуется связывание с 
одним из трех хемокинов – CXCL9, CXCL10 или 
CXCL11. Основными лигандами для рецептора 
CCR5 являются CCL3, CCL4 и ССL5 [11, 22]. 
Обнаружена повышенная концентрация CXCL9, 
CXCL10, CXCL11 и ССL5 в мокроте пациентов 
с ХОБЛ [6], что является еще одним доказатель-
ством участия рецепторов CXCR3 и CCR5 в раз-
витии заболевания. Более того, МКПК пациен-
тов с ХОБЛ, снабженные рецепторами CCR5 и 
CXCR3, мигрировали в направлении CCL5 и ли-
гандов рецептора CXCR3 в большем количестве, 
чем МКПК здоровых курящих и здоровых неку-
рящих людей [7]. 

Рисунок 2. Влияние азитромицина и будесонида на хемотаксис NK-клеток периферической крови пациентов 
с ХОБЛ в направлении CCL5 и CXCL10
Примечание. Представлены графики, демонстрирующие влияние азитромицина (Аз, 10 мкг/мл), будесонида (Буд, 10 нМ) и их 
сочетания на миграцию NK-клеток, индуцированную 10 нМ CCL5 (A) и 10 нМ CXCL10 (Б). Результаты представлены в виде 
среднего ± стандартная ошибка среднего; n = 8. * – p < 0,05 по сравнению с контролем (клетками крови, находившимися в 
присутствии хемокина, но в отсутствие лекарственных средств); ♦ – p < 0,05 по сравнению с Буд 10 нМ; # –  p < 0,05 по сравнению 
с Аз 10 мкг/мл.
Figure 2. Effect of azithromycin and budesonide on the chemotaxis of peripheral blood NK cells from COPD patients towards CCL5 
and CXCL10
Note. Graphs show the effect of azithromycin (Az, 10 µg/ml), budesonide (Bud, 10 nM) and their combination on NK cell migration induced by 
10 nM CCL5 (A) and 10 nM CXCL10 (B). Results are presented as mean ± standard error of the mean; n = 8. *, p < 0.05 compared with control 
(blood cells cultured in the presence of chemokine, but in the absence of drugs); ♦, p < 0.05 compared with Bud 10 nM; #, p < 0.05 compared with 
Az 10 µg/mL.

А (А) Б (B)
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Естественные киллеры, оказавшись в легких 
пациентов с ХОБЛ, могут поражать собственные 
эпителиальные клетки, способствуя формирова-
нию и прогрессированию эмфиземы [8]. Приве-
денные данные демонстрируют значимость ре-
цептор-лигандных взаимодействий CCR5-ССL5 
и CXCR3-CXCL9/CXCL10/CXCL11 для мигра-
ции NK-клеток в дыхательные пути. Поэтому 
поиск препаратов, способных прямо или опос-
редованно влиять на перемещение NK-клеток, 
представляется перспективным с точки зрения 
лечения ХОБЛ. 

На следующем этапе исследования мы про-
анализировали способность макролидного анти-
биотика азитромицина потенцировать действие 
будесонида на миграцию NK-клеток пациентов с 
ХОБЛ. Выбор хемокинов (CCL5 и CXCL10) для 
инициации хемотаксиса NK-клеток основывался 
на результатах первого этапа нашей работы.

Как известно, ХОБЛ, наряду с бронхиальной 
астмой, системной красной волчанкой, язвенным 
колитом и ревматоидным артритом, относится к 
заболеваниям, характеризующимся устойчиво-
стью к ГКС [3, 10, 25]. Причиной стероидорези-
стентности при ХОБЛ является окислительный 
стресс, развитие которого индуцируют активные 
формы кислорода, находящиеся в сигаретном 
дыме или производственной пыли [5]. Как след-
ствие, изменяется экспрессия ряда сигнальных 
молекул  – глюкокортикоидного рецептора β 
(ГРβ), фактора, ингибирующего миграцию ма-
крофагов, ферментов гистондеацетилазы 2 и p38 
митоген-активируемой протеинкиназы, что ве-
дет к неадекватному (сниженному) ответу клеток 
на кортикостероиды [3, 13]. 

В настоящей работе будесонид статистиче-
ски значимо, но лишь на 29,7% (при вычитании 
среднего миграции под влиянием будесонида от 
среднего миграции в его отсутствии, т. е. от кон-
троля, принятого за 100%) меньше контроля по-
давлял перемещение NK-клеток в направлении 
CCL5 и на 18,2% меньше контроля  – в направ-
лении CXCL10. Мы полагаем, что такой уровень 
ингибирования не позволяет кардинально замед-
лить перемещение NK-клеток. 

Макролидный антибиотик азитромицин про-
демонстрировал лучший профиль супрессии 
миграции NK-клеток, чем будесонид. Так, ко-
личество NK-клеток, мигрировавших к CCL5 в 
присутствии азитромицина, было на 54,5% мень-
ше контроля, а в направлении CXCL10 – на 48,2% 
меньше контроля. Совместное использование 
двух препаратов позволило добиться ощутимой 
супрессии перемещения NK-клеток, которая 
превосходила способность каждого из препара-
тов по отдельности: миграция NK-клеток снизи-
лась по сравнению с контролем в 2,52 раза в на-

правлении CCL5 и в 2,56 раза  – в направлении 
CXCL10. 

К установленным механизмам, позволяющим 
азитромицину восстанавливать чувствительность 
клеток к стероидам, относят его способность по-
вышать экспрессию фермента гистондеацетилазы 
2 и ГРα, ингибировать сигнальный путь, опосре-
дованный фосфотидилинозитол-3-киназой δ [21]. 
Азитромицин подавляет активность ERK-киназы 
и JNK-киназы [26]. Эти ферменты фосфорили-
руют ГРα, препятствуя его перемещению в ядро 
клетки, что снижает чувствительность клеток к 
ГКС [3]. Известно о способности азитромици-
на угнетать активность факторов транскрипции 
AP-1 и NF-κB [26], которые индуцируют экс-
прессию генов, кодирующих провоспалительные 
цитокины, ферменты и молекулы адгезии. 

В предыдущих работах мы показали более 
выраженное супрессирующее воздействие ком-
бинации азитромицина и будесонида, чем дей-
ствие одного будесонида, на секрецию IL-4, 
IL-5, IL-8, IL-17А, тимического стромального 
лимфопоэтина МКПК, а также на продукцию 
IL-4 и IL-8 Т-хелперами, цитотоксическими 
Т-лимфоцитами и NK-клетками крови [14, 15]. 
Настоящее исследование расширяет представле-
ния о способности азитромицина потенцировать 
противовоспалительные эффекты кортикостеро-
идов. 

Заключение
У курящих пациентов с ХОБЛ по сравнению с 

курящими здоровыми и некурящими здоровыми 
людьми в крови повышено относительное коли-
чество NK-клеток, экспрессирующих на своей 
поверхности хемокиновые рецепторы CXCR3 и 
CCR5, и отсутствуют значимые различия доли 
NK-клеток, содержащих хемокиновые рецепто-
ры CXCR4, CXCR6, CCR6, CCR7.

Будесонид и азитромицин по отдельности по-
давляют миграцию NK-клеток крови в направ-
лении хемокинов CCL5 и CXCL10. Сочетание 
азитромицина и будесонида оказывает более вы-
раженное ингибирующее воздействие на хемо-
таксис NK-клеток к хемокинам CCL5 и CXCL10, 
чем действие любого из этих препаратов. Полу-
ченные результаты демонстрируют преимуще-
ства комбинированного использования ГКС со-
вместно с азитромицином для лечения ХОБЛ. 
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КЛИНИКО-ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ ФЕНОТИПЫ  
ТЕЧЕНИЯ РАССТРОЙСТВ АУТИСТИЧЕСКОГО  
СПЕКТРА
Черевко Н.А.1, Худякова М.И.1, Климов В.В.1, Новиков П.С.1, 2, 
Никитина А.А.2, Березовская К.В.2, Кошкарова Н.С.1, Денисов А.А.1 
1 ФГБОУ ВО «Сибирский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Томск, Россия  
2 ООО «Центр семейной медицины», г. Томск, Россия

Резюме. РАС страдает каждый 59-й ребенок. У пациентов с РАС чаще, чем в популяции в целом, 
присутствуют сопутствующие расстройства, которые могут усугубить течение основного заболевания 
или повлиять на постановку диагноза.

Цель работы – выделить клинико-иммунологические фенотипы течения РАС.
Материалом исследования служили образцы крови детей двух групп исследования: дети с РАС 

(n = 100) и клинически здоровые (n = 30). На основании наличия сопутствующих заболеваний дети 
были разделены на 3 фенотипа: судорожный, инфекционный, дермато-респираторный и желудочно-
кишечный.

В сыворотке крови определяли концентрации цитокинов IL-4, IL-6, IL-10, IFNγ, IL-17А. Моди-
фицированным методом ИФА с применением методологии Immunohealth™ определяли концентра-
цию spIgG к 111 пищевым антигенам (пАГ). Оценку показателей когнитивных и психофизиологиче-
ских показателей у детей проводили с помощью анкеты АТЕС.

В результате исследования выделены клинико-иммунологические фенотипы течения РАС, свя-
занные с особым типом пищевой реактивности, цитокиновым профилем, клинической тяжестью 
психо-физиологических расстройств и сопутствующими коморбидными заболеваниями. 

 Во всех четырех фенотипах установлена повышенная активность синтеза специфических анти-
тел, связанного с изученным пАГ гуморального иммунитета, повышенная концентрация суммарного 
spIgG к пАГ и концентрации spIgG к бобовым продуктам и казеину, значения С-реактивного белка.

При этом в судорожном фенотипе (сопутствующие эпилепсия и судороги) максимальные концен-
трации spIgG установлены к пасленовым продуктам, повышена концентрация IL-10 и снижена кон-
центрация IL-4, снижено содержание сывороточного железа и ферритина.

В инфекционном фенотипе (часто болеющие дети) – к зерновым и бродильным продуктам, повы-
шены концентрации IL-10 и IFNγ и снижена концентрация IL-4, повышены абсолютное и относи-
тельное количество лимфоцитов и фибриноген.
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В дермато-респираторном фенотипе (кожные высыпания) – к молочным продуктам, повышены 
концентрации IL-4 и IL-17А.

В желудочно-кишечном фенотипе зарегистрировано самое высокое количество реакций повы-
шенных IgG к наибольшему спектру пАГ на фоне тенденции изменения в цитокиновом профиле в 
сторону повышения IFNγ в соотношениях IFNγ/IL-4 и IFNγ/IL-10.

Таким образом, выделенные фенотипы течения РАС связаны с влиянием пАГ и отражают особый 
вариант иммунологического воспалительного патогенеза, что позволяет персонифицировать элими-
национные диеты, предложить мероприятия по коррекции и индивидуальной профилактике и, веро-
ятно, рассчитать прогноз течения заболевания. 

Ключевые слова: расстройства аутистического спектра, фенотипы РАС, инфекционный фенотип, дермато-
респираторный фенотип, желудочно-кишечный фенотип

CLINICAL-IMMUNOLOGICAL PHENOTYPES OF THE AUTISTIC 
SPECTRUM DISORDERS 
Cherevko N.A.a, Khudiakova M.I.a, Klimov V.V.a, Novikov P.S.a, b, 
Nikitina A.A.b, Berezovskaya K.V.a, Koshkarova N.S.a, Denisov A.A.a
a Siberian State Medical University, Tomsk, Russian Federation  
b Center for Family Medicine LLC, Tomsk, Russian Federation

Abstract. Autistic spectrum disorders (ASD) affect about one in every 59 children. It is noteworthy that 
patients with ASD are more likely to have other comorbidities than the general population. Undoubtedly, they 
may aggravate clinical course of the underlying disease or affect the diagnostics. The aim of this work was 
to identify clinical and immunological phenotypes of the ASD clinical course. Patients and methods. The 
study included children classified in 2 groups: pediatric patients with ASD (n = 100), and clinically healthy 
children (n = 30). Based on the presence of comorbidities, the children were divided into 3 types of clinical 
patterns: convulsive, infectious, dermato-respiratory and gastrointestinal phenotypes. Cytokine concentrations 
in blood serum were determined by ELISA using Bender Medsystems (Austria) for IL-17А and Vector-Best 
(Russia) for IL-4, IL-6, IL-10, IFNγ. The concentration of spIgG to 111 nutritional antigens (IgG) was 
determined by a modified ELISA method using the Immunohealth™ technique. Assessment of cognitive and 
psychophysiological indices in children was carried out using the ATEC questionnaire. As a result of the study, 
clinical and immunological phenotypes were identified among the ASD patients, being associated with certain 
types of food tolerance, cytokine profile, clinical severity of psycho-physiological disorders and concomitant 
comorbid diseases. In all four phenotypes, were have revealed an increased synthesis of specific antibodies 
associated with humoral immunity for the studied food antigens, increased concentration of total spIgG to 
food antigens, concentration of spIgG to legumes and casein, and C-reactive protein levels​​. 

Moreover, in convulsive phenotype (concomitant epilepsy and convulsions), the maximal concentrations of 
spIgG are shown for Solanaceae products, the concentration of IL-10 is increased, IL-4 amounts are reduced, 
and the content of serum iron and ferritin is also lowered. In the infectious phenotype (frequently ill children) 
the spIg’s to grain and fermented products are detected, IL-10 and IFNγ concentrations are increased and IL-4 
contents is reduced, along with increased absolute and relative number of lymphocytes and fibrinogen. In the 
dermato-respiratory phenotype (skin rashes) – to dairy products, the concentrations of IL-4 and IL-17A are 
increased. In the gastrointestinal phenotype, the highest number of elevated IgG responses to the largest range 
of food antigens was found in presence of changing cytokine profile , i.e., an increase in IFNγ in IFNγ/IL-4 
and IFNγ/IL-10 ratios. Thus, the identified phenotypes of the ASD course are associated with the influence 
of food antigens and reflect a special variant of the immunological inflammatory pathogenesis, which makes 
it possible to personalize elimination diets, propose measures for correction and individual prevention, and, 
probably, to predict clinical course of the disease. 

Keywords: autistic spectrum disorders, phenotypes, dermato-respiratory, gastrointestinal
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Работа выполнена за счет средств ООО «Центр 
семейной медицины» (г. Томск), благотворитель-
ного фонда «Созидание» (г. Москва), с участием 
АРДА «АУРА» (г. Томск).

Введение
Расстройство аутистического спектра (РАС) 

представляет собой группу сложных многофак-
торных нарушений развития нервной системы, 
характеризующихся широким и вариабельным 
набором психоневрологических симптомов, 
включая дефицит социального общения, огра-
ниченные интересы и повторяющееся поведе-
ние [10].

По оценкам Центра по контролю и профилак-
тике заболеваний РАС страдает каждый 59-й ре-
бенок [5]. Примечательно, что у пациентов с РАС 
чаще, чем в популяции в целом, присутствуют 
коморбидные расстройства. По данным различ-
ных исследований совместно с РАС отмечаются 
от 4 и более коморбидных заболеваний [36]. Их 
сочетания варьируют в разных случаях и имеют 
свои особенности в клинических проявлениях. 

Обычно с РАС встречаются такие проблемы, 
как желудочно-кишечные расстройства, эпи-
лепсия, хронические инфекции, синдром де-
фицита внимания и гиперактивности (СДВГ), 
расстройства развития, умственная отсталость, 
нарушения сна, обсессивно-компульсивное рас-
стройство или депрессия, генетические болезни, 
включая синдром ломкой Х-хромосомы и тубе-
розный склероз [16, 33].

Следует отметить, что некоторые из этих со-
стояний могут иметь общие биологические меха-
низмы реализации с РАС. Например, показано, 
что паттерны экспрессии генов у пациентов с 
РАС аналогичны паттернам у людей с шизофре-
нией или биполярным расстройством [13]. Люди 
с этими состояниями также могут иметь общие 
генетические варианты и черты, такие как язы-
ковые трудности или агрессия.

Наиболее частыми сопутствующим заболе-
ваниями у пациентов с РАС являются желудоч-
но-кишечные симптомы (боль в животе, хро-
нические запоры, диарея, вздутие живота) [9]. 
Нарушение функции желудочно-кишечного 
тракта, сопровождающееся болью и метеориз-
мами, может вызывать проблемы с кормлением 
и усиливать негативное поведение, в том числе 
самоповреждение, у пациентов с РАС.

Есть данные, что измененная микробиота 
кишечника способна производить нейроэндо-
кринные факторы, формируя пищевые предпо-
чтения [29]. Так, 90% детей с РАС предпочитают 
в выборе пищи крахмалосодержащие продукты и 
проявляют неприязнь к овощам и фруктам [46]. 
Имеются научные работы о проблемах наруше-
ния переваривания и транспорта углеводов на 

фоне недостаточной ферментативной активно-
сти дисахаридов, данные об особой фекальной 
микробиоте с нарушенными функциями, влияю-
щими на проницаемость кишечной стенки [17].

Нарушение проницаемости барьера слизи-
стой оболочки кишечника, обнаруженное у па-
циентов с РАС, может приводить к транслокации 
повышенного количества как экзогенных ней-
ротоксических пептидов бактериального проис-
хождения (липополисахариды), так и пептидов 
диетического происхождения в иммунокомпе-
тентные зоны за границами энтероцитов, запу-
скать перепрогаммирование дендритных клеток, 
макрофагов и лимфоцитов, потенциировать раз-
витие адаптивного иммунного ответа, увели-
чивать количество цитокинов и эффекторных 
клеток в кровотоке, приводить к изменению ме-
ханизмов контроля толерантности за пищевыми 
антигенами (пАГ) [46].

Есть данные, что примерно каждый третий 
пациент с РАС (по разным источникам от 10% 
до 30%) страдает сопутствующей эпилепсией, а 
люди с эпилепсией, по сравнению с населением, 
в целом подвержены восьмикратному риску раз-
вития РАС [7, 49], по другим источникам 8% де-
тей с эпилепсией имеют диагноз РАС [40]. Связь 
может быть частично генетической, но также 
возможно, что эпилепсия приводит к определен-
ным патологиям. Так, 60% детей с РАС имеют 
аномальную электроэнцефалограмму по сравне-
нию с 6-7% в группе здоровых детей.

В разных исследованиях отмечается связь 
между наличием вирусной [40], бактериаль-
ной [28] инфекцией и РАС. Показано, что дети с 
РАС чаще, чем сверстники, подвержены инфек-
ционным заболеваниям [4, 18]. Дети с РАС более 
склонны к инфекции в неонатальном периоде и в 
первые три года жизни по сравнению с обычны-
ми детьми [45]. 

У детей с РАС чаще встречается пищевая ал-
лергия, ринит, астма и атопический дерматит, 
псориаз [22, 35]. Кроме того, аллергические со-
стояния (астма, атопический дерматит, аллерги-
ческий ринит, конъюнктивит) в раннем детстве 
связаны с высокой частотой более поздней по-
становки диагнозов РАС и СДВГ [11].

На основании приведенных данных следует 
вывод об отсутствии единого мнения, какие же 
заболевания влияют на развитие и течение РАС, 
подтверждая в целом актуальность изучения вли-
яния триггеров коморбидных заболеваний. По-
нимание моделей совместной встречаемости со-
путствующих заболеваний при РАС, выделение 
клинико-иммунологических фенотипов позво-
ляет оценить особенности иммуннопатогенеза, а 
также открыть подходы к персональной терапии, 
сделать воспаление управляемым, а значит  – 
остановить прогрессирование основного заболе-
вания.
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Исходя из этого, целью нашей работы стало вы-
деление клинико-иммунологических фенотипов 
течения РАС, связанных с балансом цитокинов, 
показателями пищевой гиперчувствительности и 
психо-физиологическими параметрами у детей с 
РАС.

Материалы и методы
Исследование было проведено на базе поли-

клинического отделения ООО «Центр семейной 
медицины». В нем приняло участие 130 детей, ко-
торые были разделены на две группы. Основная 
группа была представлена 100 детьми, у каждого 
из которых было диагностировано РАС различ-
ной степени тяжести. Стаж постановки диагно-
за составил 3-4 года. Контрольная группа была 
представлена 30 соматически здоровыми детьми. 
Средний возраст детей в обеих группах составил 
7±2 года. В обеих группах детей ранее мы выде-
лили дифференцированные реакции пищевой 
гиперчувствительности. 

Все родители детей подписывали информиро-
ванное согласие на проведение комплексных ис-
следований и обработку персональных данных.

По результатам анамнестических данных 
97% обследованных детей с РАС имели жалобы, 
связанные с желудочно-кишечными симпто-
мами, такими как: потеря аппетита, метеоризм, 
вздутие, запоры, диарея. Эти симптомы под-
тверждают данные о распространенности обще-
го присутствия фенотипа ЖКТ при РАС, харак-
теризующегося повышенной проницаемостью 
кишечника и аномалиями со стороны иммунной 
системы (ИС) кишечника, что подробно описы-
вается в разной литературе [8, 24]. Поэтому было 
принято решение стратифицировать группу, учи-
тывая базовый фенотип связанный с ЖКТ, по 

дополнительным коморбидным заболеваниям, 
и провести сравнение показателей между всеми 
группами между собой и группой здоровых детей. 

Таким образом, были выделены следующие 
группы в зависимости от коморбидных забо-
леваний: «Судорожный тип» (сопутствующие 
эпилепсия и судороги и проблемы ЖКТ в 100%, 
n  =  8), «Дермато-респираторный тип» (кожные 
заболевания и проблемы ЖКТ в 100%, n  =  31), 
«Инфекционный тип» (часто болеющие дети, 
присутствуют проблемы ЖКТ в 97%, n  =  24) и 
дети с РАС с отсутствием дополнительных ко-
морбидных заболеваний за исключением про-
блем с ЖКТ (n = 26) (табл. 1). Не вошли в состав 
групп дети с РАС, у которых отмечались болезни 
сердца (n = 6) и щитовидной железы (n = 5). Для 
сравнения использовалась контрольная группа 
клинически условно здоровых детей (n = 30). 

В качестве материала исследования исполь-
зовали кровь, взятую натощак или после 4 часов 
голодания из подкожных вен области локтево-
го сгиба. Исследовались следующие параметры: 
концентрации IL-4, IL-6, IL-10, IL-17А, IFNγ – 
методом ИФА с применением наборов Bender 
Medsystems (Австрия) к IL-17А и «Вектор-Бест» 
(Россия) к IL-4, IL-6, IL-10, IFNγ.

Модифицированным методом ИФА с приме-
нением методологии Immunohealth™ определяли 
концентрацию spIgG к 111 пАГ и персональный 
расчет риска «норма-патология» [1]. 

Для оценки показателей когнитивных и пси-
хофизиологических изменений у детей с РАС, а 
также определения степени тяжести заболева-
ния, родители детей на основании собственных 
наблюдений, заполняли специализированную 
анкету  – Autism Treatment Evaluation Checklist 
(АТЕС). Результаты анкетирования родителей 
детей контрольной группы не превышали 10 бал-

ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА ИССЛЕДУЕМЫХ ГРУПП ПО ПРИЗНАКАМ КОГНИТИВНЫХ 
И ПСИХОНЕЙРОФИЗИОЛОГИЧЕСКИХ ИЗМЕНЕНИЙ БАЛЛОВ АТЕС, СООТВЕТСТВУЮЩИХ ТЯЖЕСТИ ПРОЯВЛЕНИЙ 
РАС

TABLE 1. CHARACTERISTICS OF THE STUDIED GROUPS ACCORDING TO THE SIGNS OF COGNITIVE AND 
PSYCHONEUROPHYSIOLOGICAL CHANGES IN ATEC SCORES CORRESPONDING TO THE SEVERITY OF ASD 
MANIFESTATIONS

Подгруппа
Subgroup

1
Судорожный

тип 
Convulsive type

2
Инфекционный 

тип
Infectious type

3
Дермато-

респираторный 
тип

Dermato-
respiratory type

4
Желудочно-

кишечный тип
Gastrointestinal 

type

5 
Контрольная 

группа
Control group

Размер 
выборки
Size sample

8 24 31 26 30

Тест АТЕС
Test АТЕС 124 (122-132) 112 (104-119) 91 (69-103) 71 (50-99) 0



323

2023, Vol. 25,  2
2023, Т. 25, № 2 Клинико-иммунологические фенотипы РАС

Clinical and immune phenotypes in ASD

лов, что свидетельствовало об отсутствии заболе-
вания у детей. 

Статистический анализ был выполнен в про-
грамме IBM SPSS Statistics 23.0 (США) с исполь-
зованием критериев Колмогорова–Смирнова, 
U-критерия Манна–Уитни и коэффициента 
ранговой корреляции Спирмена. Различия счи-
тались достоверными при p < 0,05.

Результаты
Во всех четырех исследуемых группах были 

повышены значения spIgG к бобовым продук-
там, казеину и значения С-реактивного белка. 

Для оценки психонейрокогнитивных пока-
зателей у детей с РАС использовали тест АТЕС. 
Самые высокие значения АТЕС, равные 124 (122-
132) баллам, определялись у детей с РАС из груп-
пы «Судорожный тип». В анамнезе заболевания 
детей данной группы врачами-психоневролога-
ми были зафиксированы случаи приступов эпи-
лепсии и судорог. 

Некоторые исследователи полагают, что ау-
тичные проявления у детей могут являться ча-
стью нейрокогнитивной составляющей эпилеп-
сии [47]. Было высказано предположение, что, 
возможно, причиной одновременного возник-
новения РАС и эпилепсии является то, что одна 
и та же патология головного мозга вызывает оба 
расстройства [51]. Например, общие патогенети-
ческие процессы, связанные с нейронными пато-
логиями (аномальное накопление агрегатов белка 
альфа-синуклеина в нейронах, нервных волокнах 
или глиальных клетках, дисфункция синапсов в 
головном, спинном мозге или периферической 
нервной системе и т. д.) [26]. Также известно, что 
дупликации локуса 15q11-13 или вариантов числа 
копий 15q13 часто связаны с РАС и эпилепсией и 
несколько ключевых генов-кандидатов располо-
жены в этих локусах [49], но возможны и другие 
варианты de novo в различных генах, ассоцииро-
ванных с риском развития эпилепсии.

В группе «Судорожного типа» были обнару-
жены самые высокие концентрации суммарно-
го spIgG к пАГ (U = 21, p = 0,001) и концентра-
ция spIgG к пАГ пасленовых продуктов (U = 9,5 
p = 0,021) по сравнению со всеми исследуемыми 
группами (табл. 2). На фоне этого выявлен дис-
баланс цитокинов. Концентрация IL-4 понижена 
(U = 19, p = 0,01), а концентрация IL-10 увеличе-
на (U = 22, p = 0,05) (табл. 3). 

Концентрация spIgG к C. albicans была выше, 
чем в контрольной группе (U  =  18, p  =  0,003). 
Среди исследуемых клинико-лабораторных по-
казателей выявлены низкие значения сывороточ-
ного железа (U = 6, p = 0,05) и ферритина (U = 6, 
p = 0,019) (табл. 4). 

Таким образом, выявленные самые высокие 
значения суммарного spIgG к пАГ, сопряженные 

с самыми высокими показателями теста АТЕС, 
указывают на высокую степень иммунного реа-
гирования на пАГ. 

Превалирующим в данном случае механизме 
воздействия может являться влияние пАГ пас-
леновых продуктов  – именно к ним выявлены 
самые высокие значения spIgG по сравнению со 
всеми исследуемыми группами. 

В пасленовых продуктах содержатся глико-
алкалоиды (соланин и хаконин), разрушающие 
холестеринсодержащие мембраны кишечного 
эпителия и способствующие увеличению его 
проницаемости [6]. 

Во второй исследуемой группе  – «Инфекци-
онный тип» (часто болеющие дети, преимуще-
ственно ОРВИ 6-7 раз в год) результаты теста 
АТЕС составили 112 (104-119) баллов. Были об-
наружены повышенные концентрации суммар-
ного spIgG к пАГ (U  =  47 p  =  0,011) и spIgG к 
зерновым продуктам (U = 56, p = 0,027) и самые 
высокие концентрации spIgG к бродильным про-
дуктам (U = 47, p = 0,029) (табл. 2). 

Концентрации IFNγ (U  =  4, p  =  0,006) и 
IL- 10 (U = 26, p = 0,004) были повышены, а IL-4 
(U = 28, p = 0,001) снижена по сравнению с кон-
трольной группой (табл.  3). Установлена высо-
кая концентрация spIgG к C.  albicans (табл.  4). 
Статистически значимо повышены показатели, 
характеризующие протекание воспалительного 
процесса: общее количество лейкоцитов (U = 6, 
p = 0,032), абсолютное количество лейкоцитов – 
и процесса свертывания крови  – фибриноген 
(U = 6, p = 0,028) (табл. 5). 

Самые высокие концентрации spIgG по срав-
нению со всеми исследуемыми группами уста-
новлены к пАГ бродильных продуктов, что сви-
детельствует об усилении бродильных процессов 
в кишечнике, что создает благоприятные услови-
ями для роста грибов рода Candida, чья концен-
трация также повышена у данной группы детей. 

В группе «Дермато-респираторный тип» у 
детей в анамнезе жизни имелись указания о на-
личии кожных высыпаний, дерматитов, посе-
щений врачей аллергологов и дообследование 
по сопутствующим заболеваниям, связанным с 
аллергическими воспалениями. В данной группе 
детей результаты теста АТЕС составили 91 (69-
103) балл. Установлены повышенные концентра-
ции суммарного spIgG к пАГ (U = 272 p = 0,033) 
и spIgG к бродильным продуктам (U  =  276, 
p  =  0,039). В данной группе обнаружена самая 
высокая концентрация spIgG к молочным про-
дуктам (U = 115, p = 0,021) (табл. 2). 

Концентрация IL-4 статистически значимо 
была выше по сравнению с контрольной группой 
(U = 35, p = 0,003), «Судорожным типом» и деть-
ми без проявлений (U = 101, р = 0,001) (табл. 3). 
Установлены повышенные концентрации IL-17А 
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ТАБЛИЦА 2. КОНЦЕНТРАЦИИ spIgG К ПИЩЕВЫМ АНТИГЕНАМ В ИССЛЕДУЕМЫХ ГРУППАХ
TABLE 2. CONCENTRATIONS OF spIgG TO FOOD ANTIGENS IN THE STUDIED GROUPS

Группа
Group

1 
Судорожный 

тип
Convulsive 

type

2
Инфекцион-

ный тип
Infectious type

3
Дермато-ре-

спираторный 
тип

Dermato- 
respiratory type

4
Желудочно-
кишечный 

тип
Gastrointestinal 

type

5
Контрольная 

группа
Control group

Суммарный spIgG, мкг/мл
Total spIgG, μg/mL

6268 
(6099-8548)*

5008
(4062-6333)*

4079
(3680-5222)*

4859
(3888-6287)*

3060
(2152-4537) 

spIgG к зерновым 
продуктам, мкг/мл
spIgG to grain products, μg/mL

571
(506-874)

778
(352-1261)*

250
(122-342)

551
(281-988)*

194
(106-562)

spIgG к глютену, мкг/мл
spIgG to gluten, μg/mL

247
(195-273)

275
(244-416)

178
(154-216)

189
(138-294)

157
(106-212)

spIgG к молочным 
продуктам, мкг/мл
spIgG to dairy products, μg/mL

932
(759-8548)

1599
(1151-1664)

1776
(1047-2092)*

1559
(718-2541)*

1074
(339-2234)

spIgG к казеину, мкг/мл
Casein spIgG, μg/mL

236
(211-390)*

163
(130-207)*

170
(146-299)*

201
(134-330)*

140
(107-170)

spIgG к бобовым 
продуктам, мкг/мл
spIgG to legumes, μg/mL

346
(286-440)*

363
(225-477)*

332
(234-409)*

305
(148-483)*

149
(44,5-217,5)

spIgG к бродильным 
продуктам, мкг/мл
spIgG to fermentation 
products, μg/mL

601
(548-805)

1125
(678-1236)*

683
(504-722)*

666
(460-846)*

499
(328-646)

spIgG к пасленовым 
продуктам, мкг/мл
spIgG to solanaceae products, 
μg/mL

486
(458-693)*

257
(159-379)

314
(222-354)

142
(121-178)

153
(109-288)

Примечание. * – уровень значимости р < 0,05.
Note. *, significance level p < 0.05.

ТАБЛИЦА 3. КОНЦЕНТРАЦИИ ЦИТОКИНОВ В ИССЛЕДУЕМЫХ ГРУППАХ
TABLE 3. CONCENTRATIONS OF CYTOKINES IN THE STUDIED GROUPS

Группа
Group

1 
Судорожный 

тип
Convulsive 

type

2
Инфекционный 

тип
Infectious type

3
Дермато-

респираторный 
тип

Dermato-
respiratory type

4
Желудочно-

кишечный тип
Gastrointestinal 

type

5
Контрольная 

группа
Control group

IL-17A, пг/мл
IL-17A, pg/mL 7,1 (4,2-16,6) 8,7 (6,2-11,2) 10,6 (8,2-14,3)* 6,1 (3,9-11,8) 6,9 (2,9-15,0)

IL-4, пг/мл
IL-4, pg/mL 7,3 (4,6-9,9)* 4,1 (0,9-10,5)* 17,7 (15,6-19,8)* 14,6 (11,1-16,1) 16,3 (15,6-17,1)

IL-6, пг/мл
IL-6, pg/mL 15,95 (9,1-22,8) 8,0 (1,4-25,7) 15,3 (4,1-18,0) 12,8 (10,6-17,9) 15,8 (18,3-20,4)

IL-10, пг/мл
IL-10, pg/mL 30,8 (23,6-38,0)* 24,4 (19,2-30,7)* 16,2 (12,9-19,1) 17,4 (15,6-21,2) 17,5 (16,3-19,5)

IFNγγ, пг/мл
IFNγ, pg/mL 7,9 (4,3-11,4) 24,5 (8,6-25,1)* 13,1 (2,6-15,9) 12,9 (4,7-14,9) 13,4 (11,2-14,2)

Примечание. * – уровень значимости р < 0,05.
Note. *, significance level p < 0.05.
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ТАБЛИЦА 4. КОНЦЕНТРАЦИИ spIgG К CANDIDA ALBICANS В ИССЛЕДУЕМЫХ ГРУППАХ
TABLE 4. CONCENTRATIONS OF spIgG TO CANDIDA ALBICANS IN THE STUDIED GROUPS

Группа
Group

1
Судорожный 

тип
Convulsive 

type

2
Инфекционный 

тип
Infectious type

3
Дермато-

респираторный 
тип

Dermato-
respiratory type

4
Желудочно-

кишечный тип
Gastrointestinal 

type

5
Контрольная 

группа 
Сontrol group

spIgG к Candida 
albicans, мкг/мл
spIgG to Candida 
albicans, μg/mL

282 (275-302)* 597 (433-792)* 477 (328-527)* 401 (268-504)* 248 (220-276)

Примечание. * – уровень значимости р < 0,05.
Note. *, significance level p < 0.05.

(U = 12, p = 0,014) и spIgG к C. albicans (U = 154, 
p = 0,002) (табл. 5).

В четвертой группе детей «Желудочно-кишеч-
ного типа» отмечался самый низкий результат по 
тестам АТЕС, равный 71 (50-99) баллу и концен-
трации цитокинов статистически значимо не от-
личались от контрольной группы, однако в то же 
время установлены высокие показатели spIgG к 
пАГ. Суммарный spIgG к пАГ (U = 425, p = 0,001), 
концентрация spIgG к зерновым (U  =  466, 
p = 0,001), молочным (U = 66, p = 0,001), бобо-
вым (U = 556, p = 0,017), бродильным (U = 564, 
p = 0,022) (табл. 2) продуктам была статистически 
значимо выше, чем в контрольной группе. Эта 
группа представляет особый интерес, так как в 
ней было зарегистрировано самое высокое коли-
чество реакций повышенных IgG к наибольшему 
спектру пАГ. В литературе часто описывается, что 
у детей с РАС имеется одновременная пищевая 
гиперчувствительность к зерновым и молочным 
продуктам, что зарегистрировано именно в дан-
ной группе. 

При этом в группе детей «Желудочно-кишеч-
ного типа» отношение IFNγ/IL-4 (0.88) выше, 
чем IFNγ/IL-10 (0,79). Это указывает на дисба-
ланс цитокинов и активацию провоспалительно-
го типа иммунного ответа по Th1-пути, что также 
наблюдается и в других исследованиях [30, 32]. 

Обсуждение
В литературе описано, что лектины, содержа-

щиеся в бобовых продуктах, повышают проница-
емость слизистой кишечника для бактериальных 
токсинов, агглютинируют эритроциты, вызывая 
нарушение всасывания в кишечнике. Имеют-
ся данные, что рецепторами для лектинов бобо-
вых продуктов являются углеводные рецепторы 
(С-лектиновые PRR) на энтероцитах кишечника и 
иммуннокомпетентных клетках, активируя ответ-
ные реакции на высвобождения аларминов [34]. 

Наличие повышенных концентраций spIgG 
к пАГ молочных продуктов и их потенциальная 
циркуляция может оказывать существенное вли-
яние на когнитивную функцию детей с РАС. Это 
может быть связано с перекрестной реакцией 
ИС на белок казеин и основной белок миелина, 
благодаря схожести их антигенных детерминант. 
Продукты неполного расщепления казеина  – 
казоморфины из бычьего β-казеина являются 
опиоидными пептидами, которые связываются 
с μ-опиоидными рецепторами в дофаминергиче-
ских, серотонинергических и ГАМКергических 
путях [41].

В сочетании с низким уровнем циркули
рующих пептидаз и повышенной проницаемо-
стью гематоэнфефалического барьера (ГЭБ) это 
может вызывать накопление опиоидных пепти-
дов в крови и головном мозге. Следствием это-
го является опиоид-зависимая модуляция ней-
ромедиаторной системы и функционирования 
центральной нервной система (ЦНС), что может 
привести к развитию РАС [20]. Исследования 
in vitro показали, что β-казоморфин-7 может из-
менять пролиферацию лимфоцитов и вызывать 
продукцию провоспалительных цитокинов [39]. 

Употребление в пищу картофеля, содержаще-
го гликоалкалоиды, может значительно усугубить 
воспаление кишечника. Это показано in vivo на 
мышах с дефицитом гена IL10, рацион которых 
состоял из картофеля [29]. 

Низкие концентрации IL-4 как нейропротек-
тора, возможно, негативно влияют на функцио-
нирование ЦНС. Так, уменьшение концентрации 
IL-4 приводит к воспалению в менингеальных 
миелоидных клетках и снижению когнитивных 
способностей. У мышей с нокаутом гена IL4 на-
блюдаются когнитивные нарушения [15].

В то же время повышение концентрации 
IL- 10, возможно, происходит в ответ на воспале-
ние с целью сдерживания эпилепсии, снижения 
гиперреактивности и противоэпилептических 
приступов. IL-10 эндогенно высвобождается им-
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ТАБЛИЦА 5. ЗНАЧЕНИЯ КЛИНИКО-ЛАБОРАТОРНЫХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ В ИССЛЕДУЕМЫХ ГРУППАХ

TABLE 5. VALUES OF CLINICAL AND LABORATORY PARAMETERS IN THE STUDIES GROUPS

Группа
Group

1 
Судорожный 

тип
Convulsive type

2
Инфекцион-

ный тип
Infectious type

3
Дермато-ре-

спираторный 
тип

Dermato-
respiratory type

4
Желудочно-

кишечный тип
Gastrointestinal

type

5 
Контрольная 

группа 
Сontrol group

Гемоглобин, г/л
Hemoglobin, g/L

111
(110-121)

129
(126-129)

123
(119-129)

122
(118-131)

127
(120-129)

Гематокрит, %
Hematocrit, %

36
(35-37)

37
(36-39)

38
(35-40)

38
(36- 39)

37
(36-39)

Количество 
эритроцитов, 1012/л
RBC count, 1012/L

4,7
(4,2-4,7)

4,8
(4,5-5,2)

4,7
(4,3-4,9)

4,6
(4,3-4,8)

4,5
(4,4-4,7)

Ферритин, мкг/л
Ferritin, μμg/L

23
(19-27)*

44
(35-47)

36
(23-51)

46
(32-66)

42
(40-65)

Сывороточное
железо, 
мкмоль/л
Serum iron, μmol/L

15
(14-16)*

21,9
(18,5-23)

14,5
(11,6-16,6)

16
(8-19)

22,1
(18,4-22,7)

СОЭ, см
ESR , cm

3
(2-5)

8
(6-10)

5
(2-7)

5
(3-7)

6
(5-7)

Общее количество 
лейкоцитов, г/л
Total number 
of leukocytes, g/L

7,1
(5,7-8,4)

9,1
(8,1-12,2)*

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

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

5,1
(5,6-6,9)

Абсолютное 
количество 
лейкоцитов, 109/л
Absolute 
white blood cell count, 
109/L

2,8
(2,5-3,3)

5,0
(4,1-5,6)*

3
(2,5-3,7)

3,0
(2,6-3,7)

2,6
(1,8-3,2)

Лимфоциты, %
Lymphocytes, %

51
(40-52)

48
(35-55)

42
(39-47)

44
(40-50)

44
(37-52)

С-реактивный белок, 
мг/л
C-reactive protein, mg/L

0,7
(0,35-1,35)*

2,10
(2,00-2,45)*

0,95
(0,52-1,15)*

0,8
(0,2-1,2)

0,15
(0,0-0,7)

Фибриноген, г/л
Fibrinogen, g/L

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

3,06
(2,90-3,58)*

2,49
(2,40-2,84)

2,7
(2,3-3,3)

2,2
(2,1-2,7)

Общий белок, г/л
Total protein, g/L

69
(38-70)

71
(70-74)

67
(65-73)

70
(67-73)

66,5
(64,0-68,2)

Примечание. * – уровень значимости р < 0,05.
Note. *, significance level p < 0.05.

мунными клетками и глией посредством отри-
цательной обратной связи при воспалении [21] 
и вовлечен в патогенез нейроиммунных заболе-
ваний различной этиологии, такие как черепно-
мозговая травма, периферическое воспаление, 
нейродегенерация и аутоиммунный процесс. 
Общей чертой этих нарушений является недо-

статочность передачи сигналов/биодоступности 
IL-10 и воспаление [25]. На животных моделях 
показано, что воспаление способствует развитию 
эпилепсии и ухудшению ее течения [48].

C. albicans имеет схожие антигенные детер-
минанты с глютеном, что делает возможным 
перекрестной реакции, в результате чего может 
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повышаться иммунная агрессия на белки злако-
вых продуктов, провоцируя симптомы сходные с 
целиакией [14]. Нарушается нормальное перева-
ривание злаковых продуктов, фруктов и овощей, 
усиливаются бродильные процессы в толстом ки-
шечнике и нарушается расщепление клетчатки, 
вследствие чего создаются благоприятные усло-
вия для дальнейшего роста гриба Candida, кото-
рый в свою очередь через TLR стимулирует вы-
работку IFNγ. IFNγ способствует синтезу IgG и 
активирует макрофаги, экзоцитирующие, наряду 
с провоспалительными цитокинами, простаглан-
дины, усиливающие проницаемость кишечной 
стенки для нерасщепленных белков пищи и сен-
сибилизацию к этим белкам, вызывая нарушение 
пищевой толерантности ко все большему числу 
продуктов. Поддерживается воспаление и про-
исходит вторичное нарушение пищеварения. 
Кроме того, в процессе распада органических 
веществ из глюкозы C.  albicans производит аце-
тальдегид, который воздействует на центральную 
допаминергическую систему, увеличивая уров-
ни допамина, тем самым влияя на когнитивные 
функции человека, способствуя развитию аути-
стического поведения.

Стереотипное поведение – один из симптомов 
РАС, по данным исследованиям разных авторов, 
коррелирует со снижением активности TGF-β1 
и GM-CSF, а также с повышением активности 
IL- 1β, IL-6, IL-8, IL12p40, TNFα и интерферон 
IFNγ [42].

По литературным данным, пациенты с РАС в 
1,6 раза чаще страдают экземой и атопическим 
дерматитом [19], а дети с аллергическими забо-
леваниями имеют повышенный риск развития 
РАС [27]. Есть исследования, показывающие, 
что существует дозозависимая связь между более 
частыми сопутствующими атопическими заболе-
ваниями и повышенным риском развития СДВГ 
или РАС в более позднем возрасте по сравнению 
с детьми, у которых никогда не диагностирова-
лись какие-либо аллергические заболевания.

Как известно, аллергическое воспаление свя-
зано с активацией тучных клеток и эозинофилов 
и продукцией IgE. Однако дети с РАС в нашем 
исследовании не имели статистически значимых 
повышенных значений общего IgE в сыворотке 
крови. 

В то же время показано, что высокие кон-
центрации IL-4 связаны с риском развития 
РАС высокой степени тяжести [23], что связано 
с когнитивными функциями. IL-4 индуциру-
ет дифференцировку Th2 клеток. Впоследствии 
Th2-клетки продуцируют IL-4, также цитокин 
продуцируется тучными клетками, эозинофила-
ми и базофилами [52]. Наличие дерматитов свя-
зывает вовлечение кожного барьера в течение 

основного заболевания как дополнительного 
шокового органа сенсибилизации.

Однако в группе «Дермато-респираторный 
тип» также повышены концентрации IL-17А, 
продуцируемый клетками Th17. Клетки Th17 
играют центральную роль в борьбе с внеклеточ-
ными патогенами, особенно в тканях слизистых 
оболочек [50]. Также тучные клетки могут спо-
собствовать продукции IL-17А [10, 35, 49]. IL-17А 
увеличивается в сыворотке крови детей с РАС [1], 
что наблюдалось и в ранее проведенном нами 
исследовании [2]. Известные работы связывают 
повышение концентрации IL-17А с отменой пи-
щевой толерантности, что отражает механизмы 
реагирования на пищевые продукты с участием 
Тh17. Кроме того, IL-17 является важным ме-
диатором аномалий развития нервной системы, 
связанных с материнской иммунной активацией 
во время беременности, и было обнаружено, что 
IL-17 вызывает пороки развития коры головного 
мозга [44]. 

IL-17A действует на эпителиальные, мезенхи-
мальные и иммунные клетки, продуцируя ряд ме-
диаторов воспаления, включая хемоаттрактанты 
нейтрофилов, моноцитов и факторы роста, анти-
микробные пептиды и белки острой фазы  [50]. 
Хотя эти медиаторы воспаления помогают под-
держивать эффективную защиту от патогенов, 
нарушение регуляции может привести к чрезмер-
ному воспалению, а Th17-путь иммуннорегуля-
ции вовлечен во многие аутоиммунные расстрой-
ства, включая те, которые влияют на ЖКТ, такие 
как болезнь Крона и язвенный колит, поэтому 
особенно важен для поддержания равновесия 
между защитой от патогенов и толерантностью к 
комменсалам [38, 50]. IL-17A, как известно, акти-
вируется при некоторых аутоиммунных систем-
ных и неврологических заболеваниях [31, 43]. И в 
нашем исследовании отмечается повышенная 
концентрация spIgG к C. albicans по сравнению со 
всеми исследуемыми группами, что тоже говорит 
о вовлечении IL-17А. 

Одним из объяснений повышения и IL-4 и 
IL-17A является способность клеток Th17 легко 
трансдифференцироваться в Th1. Это дает воз-
можность быстрого перехода от борьбы с внекле-
точными патогенами к внутриклеточным [43].

Во многих исследованиях сообщается о дис-
балансе как противо-, так и провоспалительных 
цитокинов при РАС и эти данные довольно про-
тиворечивы. Используемое в нашем исследова-
нии разделение детей с РАС на группы позволяет 
объяснить получаемые различия в концентраци-
ях цитокинов как особые клинико-иммунологи-
ческие фенотипы течения РАС.

Иммунная гипотеза развития РАС в насто-
ящее время считается основной, и с помощью 
нее становится возможным объяснить различия 
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клинических фенотипов и сопутствующих за-
болеваний, влияющих на течение и тяжесть за-
болевания. Выделенные фенотипы течения РАС 
связаны с влиянием пищевых антигенов, отража-
ют особый вариант иммунологического воспали-
тельного патогенеза, что позволяет адаптировать 
и персонифицировать элиминационные диеты, а 
значит и образ жизни, предложить мероприятия 
по коррекции.

Заключение
Выделенные клинико-иммунологические фе-

нотипы РАС подтверждают современное предпо-
ложение о необходимости поисков персонифи-
цированных подходов для коррекции основных 
проявлений аутистических расстройств, обнаде-
живают поиски биологической терапии и прави-
ла формирования профилактических программ 
для клинико-социальной адаптации таких детей.
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КОМПЛЕКСНЫЙ АНАЛИЗ ПОЛИМОРФИЗМА  
ГЕНОВ МАТРИКСНЫХ МЕТАЛЛОПРОТЕИНАЗ 
MMP2, MMP3, MMP9 И ТКАНЕВЫХ ИНГИБИТОРОВ 
МЕТАЛЛОПРОТЕИНАЗ TIMP1, TIMP2 У ПАЦИЕНТОВ 
С ПЕРВИЧНОЙ ОТКРЫТОУГОЛЬНОЙ ГЛАУКОМОЙ
Шевченко А.В.1, Прокофьев В.Ф.1, Коненков В.И.1, Черных В.В.2, 
Ермакова О.В.2, Трунов А.Н.2
1 Научно-исследовательский институт клинической и экспериментальной лимфологии – филиал ФГБНУ 
«Федеральный исследовательский центр “Институт цитологии и генетики Сибирского отделения Российской 
академии наук”», г. Новосибирск, Россия  
2 Новосибирский филиал ФГАУ «Национальный медицинский исследовательский центр «МНТК 
“Микрохирургия глаза” имени академика С.Н. Федорова» Министерства здравоохранения РФ, г. Новосибирск, 
Россия

Резюме. Аномальная экспрессия матриксных металлопротеиназ (ММР) в водянистой влаге у па-
циентов с глаукомой может влиять на регуляцию внутриглазного давления (ВГД). Активность MMP 
регулируется тканевыми ингибиторами металлопротеиназ (TIMP). Нарушение баланса между тка-
невыми ингибиторами металлопротеиназ и матриксными металлопротеиназы могут способствовать 
развитию глаукомы. Генетические факторы, включая полиморфизм генов матриксных металлопроте-
иназ и их ингибиторов, могут регулировать уровень их экспрессии, тем самым влияя на восприимчи-
вость к заболеванию. 

Цель исследования  – комплексный анализ полиморфизма генов ММР2 (rs243865), ММР3 
(rs3025058), ММР9 (rs3918242) и генов ингибиторов TIMP1 (rs4898), TIMP2 (rs8179090) у пациентов с 
диагнозом II (развитой) стадии первичной открытоугольной глаукомы. 

Обследованы 99 пациентов (52 мужчины и 47 женщин) с верифицированным диагнозом II стадии 
первичной открытоугольной глаукомы. Группу сравнения составили 100 человек (81 женщина и 19 
мужчин) без офтальмопатологий соответствующего группе пациентов возраста. Однонуклеотидный 
полиморфизм промоторного региона генов ММР2, TIMP1, TIMP2 анализировали методом TaqMan 
зондов, генов ММР3, ММР9 – методом рестриктазного анализа продуктов амплификации. Статисти-
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ческая обработка проводилась с помощью специализированного пакета прикладных программ IBM 
SPSS Statistics 23. Критический уровень значимости при проверке статистических гипотез принимали 
равным 0,05. 

Выявлены различия в распределении ММР2 rs243865 со снижением частоты TT генотипа у паци-
ентов и, напротив, увеличение в этой группе гетерозиготности. Кроме того, частота TIMP1 rs4898 
гетерозиготного генотипа снижалась в данной группе относительно контроля. Четыре комплекса 
MMP/TIMP позитивно ассоциированы с развитием патологии. Из них два двухлокусные: MMP2-
1306TC:TIMP2-418GG и MMP3-11715А6А:TIMP1 372CC и два трехлокусных: MMP2-1306TC:MMP9-
1562CC:TIMP2-418GG и MMP3-11715A6A:MMP9-1562CC:TIMP1 372CC. Выявлено девять комплексов 
MMP/TIMP, частота которых у пациентов с глаукомой достоверно снижена относительно контроль-
ной группы. 

Полиморфизм регуляторных регионов генов MMP2, ММР3, ММР9 генов их ингибиторов TIMP1, 
TIMP2 можно рассматривать как потенциальные факторы риска развития ПОУГ, связанные с дисба-
лансом ММP/TIMP активности. 

Ключевые слова: первичная открытоугольная глаукома, полиморфизм, гены матриксных металлопротеиназ, гены 
ингибиторов матриксных металлопротеиназ

COMPLEX STUDIES ON GENE POLYMORPHISMS OF MMP2, 
MMP3, MMP9 MATRIX METALLOPROTEINASES AND TIMP1, 
TIMP2 TISSUE INHIBITORS OF METALLOPROTEINASES IN 
THE PATIENTS WITH PRIMARY OPEN-ANGLE GLAUCOMA
Shevchenko A.V.a, Prokofiev V.F.a, Konenkov V.I.a, Chernykh V.V.b, 
Ermakova O.V.b, Trunov A.N.b
a Research Institute of Clinical and Experimental Lymрhology, Branch of the Institute of Cytology and Genetics, Siberian 
Branch, Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russian Federation  
b S. Fyodorov National Medical Research Center of Eye Microsurgery, Novosibirsk Branch, Novosibirsk, Russian 
Federation

Abstract. Abnormal expression of matrix metalloproteinases (MMP) in watery moisture in patients 
with glaucoma may affect regulation of intraocular pressure (IOP). MMP activity is regulated by tissue 
metalloproteinase inhibitors (TIMP). The imbalance between tissue metalloproteinase inhibitors and matrix 
metalloproteinases may contribute to the development of glaucoma. Genetic factors, including polymorphism 
of matrix metalloproteinase genes and their inhibitors genes, can regulate the level of their expression, thereby 
affecting susceptibility to disease. Our aim was to perform comprehensive analysis of the MMP2 (rs243865), 
MMP3 (rs3025058), MMP9 (rs3918242) polymorphisms, and TIMP1 (rs4898), TIMP2 (rs8179090) tissue 
inhibitor genes polymorphisms in the patients with stage II (advanced) primary open-angle glaucoma. 

99 patients (52 men and 47 women) with a verified diagnosis of stage II primary open-angle glaucoma were 
examined. The comparison group consisted of 100 age-matched persons (81 women and 19 men) without 
ophthalmic disorders. The single-nucleotide polymorphisms in promoter regions of MMP2, TIMP1, TIMP2 
genes were analyzed by the TaqMan method, the MMP3 and MMP9 genes, by means of restriction fragment 
length polymorphism technique. Statistical evaluation was carried out using the specialized package of IBM 
SPSS Statistics 23 programs. The critical level of significance was assumed to be 0.05. 

The differences in the distribution of MMP2 rs243865 allelotypes with decreased frequency of TT genotype 
were found in the patient group and, vice versa, increased heterozygosity rates were revealed among them. In 
addition, the frequency of TIMP1 rs4898 heterozygous genotype was decreased in this group as compared 
to control sample. Four MMP/TIMP complex genotypes are positively associated with the development of 
pathology. Two of them were of bilocus type, i.e., MMP2-1306TC:TIMP2-418GG, and MMP3-11715A6A:TIMP1 
372CC whereas two three-locus constellations were revealed, i.e., MMP2-1306TC:MMP9-1562CC:TIMP2-
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418GG, and MMP3-11715A6A:MMP9-1562CC:TIMP1 372CC. There are nine MMP/TIMP complexes, the 
frequency of which in patients with glaucoma was significantly reduced when compared with control group. 

Polymorphism of regulatory regions of MMP2, MMP3, MMP9 genes and distinct gene variants of their 
inhibitors (TIMP1, TIMP2 genes) can be considered potential markers of the POAG development associated 
with an imbalance of MMP/TIMP activities.

Keywords: glaucoma, primary open-angle, gene polymorphism, matrix metalloproteinases, matrix metalloproteinase inhibitors

Введение
Согласно последнему отчету GlobalData ко-

личество общих случаев (диагностированных и 
не диагностированных) первичной открытоу-
гольной глаукомы (ПОУГ), являющейся веду-
щей причиной необратимой слепоты в мире, 
будет увеличиваться с годовым темпом роста на 
2% с примерно 7,3 млн случаев в 2020 г. до 8,84 
млн в 2030 г. [4, 6]. В то время как основным фак-
тором риска возникновения и прогрессирова-
ния заболевания является повышенное внутри-
глазное давление (ВГД), патогенез заболевания 
многофакторный и до сих пор недостаточно из-
ученный  [18]. При глаукоме происходят пато-
логические изменения в трабекулярной сети и 
юкстаканаликулярной ткани угла камеры. Дре-
наж водянистой влаги находится под влиянием 
внутриклеточного матрикса (ВКМ), который 
модулирует отток из передней камеры через ири-
до-роговичный угол дренажа для регулирования 
ВГД. Показано, что аномальная экспрессия ма-
триксных металлопротеиназ (ММР) в водяни-
стой влаге у пациентов с глаукомой может влиять 
на регуляцию ВГД [19]. Активность MMP регу-
лируется двумя основными типами эндогенных 
ингибиторов, α2-макроглобулином и тканевы-
ми ингибиторами металлопротеиназы (TIMP). 
Идентифицированы четыре гомологичных TIMP 
(TIMP-1, TIMP-2, TIMP-3 и TIMP-4); которые 
связывают MMP в стехиометрии 1:1 и приводят 
к обратимому ингибированию MMP. Каждый 
TIMP может ингибировать несколько ММР с 
разной специфичностью и аффинностью, а соот-
ношение MMP:TIMP часто определяет степень 
оборота ВКМ [3, 5, 17]. Проведенные исследо-
вания показали, что нарушение баланса между 
тканевыми ингибиторами металлопротеиназ и 
матриксными металлопротеиназами могут спо-
собствовать развитию глаукомы [16, 17]. 

Геномные исследования последних лет вы-
явили доказательства генетического вклада в 
патогенез глаукомы [9, 13, 20]. Работы в области 
клеточной биологии показали, что полиморфизм 
генов матриксных металлопротеиназ и их ин-
гибиторов может влиять на уровень их экспрес-
сии, тем самым реализуя конституциональную 
предрасположенность к формированию данного 
заболевания [9, 19]. Однако исследования взаи-
мосвязи между полиморфизмом генов как ма-

триксных металлопротеиназ, так и их ингиби-
торов с риском развития глаукомы, показывают 
неоднозначные результаты, что может быть свя-
зано с этническими и географическими различи-
ями среди разных групп населения [20]. Кроме 
того, в проведенных исследованиях не учитыва-
ется одновременное носительство функциональ-
но связанных полиморфных генов MMP/TIMP 
у пациентов с ПОУГ, а представлены данные о 
характере распределения вариантов отдельных 
генетических локусов. Между тем, именно поли-
генные факторы являются наиболее значимыми 
в формировании генетической предрасположен-
ности к развитию заболеваний.

Исходя из этого, нами была сформулирова-
на цель настоящего исследования  – проведение 
комплексного анализа полиморфизма генов 
ММР2 -1306 (r 243865), ММР3-1171 (rs3025058), 
ММР9-1562 (rs3918242) и генов ингибиторов 
TIMP-1(rs4898), TIMP-2 (rs8179090) у пациентов 
с диагнозом II (развитой) стадии первичной от-
крытоугольной глаукомы. 

Материалы и методы
Пациенты
Обследованы 99 пациентов (52 мужчины и 47 

женщин) с верифицированным на основании 
офтальмологического обследования диагнозом 
II (развитой) стадии первичной открытоугольной 
глаукомы [1]. Группу сравнения составили 100 
человек (81 женщина и 19 мужчин) без офталь-
мопатологий соответствующего группе пациен-
тов возраста. Критериями исключения для обеих 
групп являлись: острые и обострения хрониче-
ских воспалительных заболеваний органа зрения, 
наличие диабетической ретинопатии, неоваску-
лярной глаукомы, увеита различной этиологии 
и локализации, гемофтальма, аутоиммунных и 
опухолевых процессов любой локализации, са-
харного диабета без офтальмологических прояв-
лений. Исследование было одобрено комитета-
ми по биомедицинской этике Новосибирского 
филиала ФГБУ «МНТК «Микрохирургия глаза» 
им. акад. С.Н. Федорова» и НИИКЭЛ – филиала 
ФГБНУ «ФИЦ ИЦИГ СО РАН». У всех пациен-
тов было получено информированное согласие 
на забор крови и использование данных исследо-
вания в научных целях.
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Генотипирование
Однонуклеотидный полиморфизм промо-

торного региона генов ММР2-1306 С/Т, TIMP1 
372С/Т, TIMP2-418G/C анализировали методом 
TaqMan зондов («Синтол», Россия) с помощью 
Real-Time ПЦР с использованием коммерческих 
тест-систем на амплификаторе «ДТ-96» (ДНК-
Технология) согласно инструкции производите-
ля. Определение полиморфизма промоторного 
региона генов ММР3-1171 5А/6А, ММР9-1562С/Т 
осуществляли методом рестриктазного анали-
за продуктов амплификации [14]. Электрофорез 
проводили в 2,5% агарозном геле. Статистиче-
ская обработка. Распределение генотипов по ис-
следованным полиморфным локусам проверяли 
на соответствие равновесию Харди–Вайнберга. 
Частоту встречаемости отдельных генотипов и 
комплексов определяли как процентное отноше-
ние индивидов, несущих генотип/комплекс гено-
типов, к общему числу обследованных в группе. 
Достоверность различий частот распределения 
изучаемых признаков в альтернативных группах 
определяли по критерию χ2 с поправкой Йетса на 
непрерывность и двустороннему варианту точно-
го метода Фишера для четырехпольных таблиц. 

Статистическая обработка проводилась с помо-
щью специализированного пакета прикладных 
программ IBM SPSS Statistics 23. Критический 
уровень значимости при проверке статистиче-
ских гипотез принимали равным 0,05.

Результаты 
Нами был проанализирован характер рас-

пределения генотипов генов матриксных метал-
лопротеиназ ММР2 rs243865, MMP3 rs3025058, 
MMP9 rs3918242 совместно с генами их ингиби-
торов TIMP1 rs4898, TIMP2 rs8179090 в группе 
пациентов с открытоугольной формой глаукомы 
относительно контрольной группы. Частоты ге-
нотипов в анализируемой группе пациентов со-
ответствовали равновесию Харди–Вайнберга. 
При сравнении между группами выявлены раз-
личия в распределении ММР2 rs243865 со сниже-
нием частоты TT гомозиготного генотипа у па-
циентов с ПОУГ и, напротив, увеличение в этой 
группе гетерозиготности (OR  =  0,24 p  =  0,0140 
и OR  =  2,01 p  =  0,0204 соответственно). Кроме 
того, частота TIMP1 rs4898 гетерозиготного ге-
нотипа снижалась в данной группе относительно 
контроля (OR  =  0,46 p  =  0,0190) (табл.  1). Учи-

ТАБЛИЦА 1. ЧАСТОТА РАСПРЕДЕЛЕНИЯ ГЕНОТИПОВ ПОЛИМОРФНЫХ ВАРИАНТОВ ГЕНОВ MMP И TIMP СРЕДИ 
ПАЦИЕНТОВ С ГЛАУКОМОЙ И БЕЗ

TABLE 1. FREQUENCY OF DISTRIBUTION OF MMP AND TIMP GENOTYPES AMONG PATIENTS WITH AND WITHOUT 
GLAUCOMA

Полиморфная позиция
Polymorphic position

Генотип
Genotype

Пациенты с 
ПОУГ

Patients with 
POAG

n = 99 (%)

Пациенты 
без ПОУГ 
Patients 

without POAG
n = 100 (%)

OR 95%CI p

MMP2-1306 TT 4 (4,04) 15 (15,00) 0,24 0,08-0,75 0,0140
MMP2-1306 TC 47 (47,47) 31 (31,00) 2,01 1,13-3,59 0,0204
MMP2-1306 CC 48 (48,48) 54 (54,00) 0,80 0,46-1,40 0,4795
MMP3-1171 55 22 (22,45) 20 (20,00) 1,16 0,59-2,29 0,7296
MMP3-1171 56 49 (50,00) 52 (52,00) 0,92 0,53-1,61 0,8870
MMP3-1171 66 27 (27,55) 28 (28,00) 0,98 0,52-1,82 1,0000
MMP9-1562 CC 72 (72,73) 65 (65,00) 1,44 0,79-2,63 0,2845
MMP9-1562 CT 25 (25,25) 31 (31,00) 0,75 0,40-1,40 0,4312
MMP9-1562 TT 2 (2,02) 4 (4,00) 0,49 0,09-2,77 0,6827
TIMP1 372 CC 35 (35,35) 27 (27,00) 1,48 0,81-2,70 0,2232
TIMP1 372 CT 21 (21,21) 37 (37,00) 0,46 0,24-0,86 0,0190
TIMP1 372 TT 43 (43,43) 36 (36,00) 1,37 0,77-2,41 0,3123
TIMP2-418 GG 93 (93,94) 95 (95,00) 0,82 0,24-2,77 0,7673
TIMP2-418 GC 6 (6,06) 5 (5,00) 1,55 0,42-5,66 0,5371
TIMP2-418 CC 0 (0,00) 0 (0,00) 0,50 0,04-5,60 1,0000
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ТАБЛИЦА 2. СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ РАСПРЕДЕЛЕНИЯ КОМПЛЕКСНЫХ ГЕНОТИПОВ АНАЛИЗИРУЕМЫХ ГЕНОВ 
МЕЖДУ ГРУППАМИ С ГЛАУКОМОЙ И БЕЗ

TABLE 2. COMPARATIVE ANALYSIS OF THE DISTRIBUTION OF COMPLEX GENOTYPES OF THE ANALYZED GENES 
BETWEEN GROUPS WITH AND WITHOUT GLAUCOMA

Полиморфная позиция
Polymorphic position

Генотип
Genotype

Пациенты 
с ПОУГ
Patients 

with POAG
n = 99 (%)

Пациенты 
без ПОУГ 
Patients 
without 
POAG

n = 100 (%)

OR OR_CI95 P_TMF2

Негативно ассоциированные с глаукомой генотипы
Negatively associated with glaucoma genotypes

MMP2-1306:TIMP1 372 TT-CT 1 (1,01) 8 (8,00) 0,12 0,01-0,96 0,0349
MMP2-1306:TIMP2-418 TT-GG 4 (4,04) 14 (14,00) 0,26 0,08-0,82 0,0238
MMP3-1171:TIMP1 372 5А6А-CT 9 (9,18) 24 (24,00) 0,32 0,14-0,73 0,0070
MMP9-1562:TIMP1 372 CC-CT 13 (13,13) 26 (26,00) 0,43 0,21-0,90 0,0313
MMP2-1306:TIMP1 372:TIMP2-418 TT-CT-GG 1 (1,01) 8 (8,00) 0,12 0,01-0,96 0,0349
MMP3-1171:MMP9-1562:TIMP1 372 5А6А-CC-CT 4 (4,08) 17 (17,00) 0,21 0,07-0,64 0,0046
MMP3-1171:TIMP1 372:TIMP2-418 5А6А-CT-GG 9 (9,18) 23 (23,00) 0,34 0,15-0,78 0,0114
MMP9-1562:TIMP1 372:TIMP2-418 CC-CT-GG 12 (12,12) 25 (25,00) 0,41 0,19-0,88 0,0279
MMP3-1171:MMP9-1562:TIMP1 
372:TIMP2-418 5А6А-CC-CT-GG 4 (4,08) 16 (16,00) 0,22 0,07-0,69 0,0081

Позитивно ассоциированные с глаукомой генотипы
Positively associated with glaucoma genotypes

MMP2-1306:TIMP2-418 TC-GG 44 (44,44) 30 (30,00) 1,87 1,04-3,34 0,0405
MMP3-1171:TIMP1 372 5А6А-CC 22 (22,45) 11 (11,00) 2,34 1,07-5,14 0,0363
MMP2-1306:MMP9-1562:TIMP2-418 TC-CC-GG 33 (33,33) 20 (20,00) 2,00 1,05-3,81 0,0378
MMP3-1171:MMP9-1562:TIMP1 372 5А6А-CC-CC 16 (16,33) 7 (7,00) 2,59 1,02-6,61 0,0473

тывая, что регуляция активности ММР осущест-
вляется тканевыми ингибиторами матриксных 
металлопротеиназ TIMP, а роль совместного 
носительства различных вариантов генов MMP/
TIMP в развитии глаукомы остается неясной, 
мы провели анализ связанного присутствия ком-
плекса полиморфных вариантов исследуемых ло-
кусов в геноме обследованных нами пациентов 
(табл.  2). Установлено, что только четыре ком-
плекса MMP/TIMP позитивно ассоциированы с 
развитием данной патологии. Из них два двух-
локусные: MMP2-1306TC:TIMP2-418GG и MMP3-
11715А6А:TIMP1 372CC (OR  =  1,87 p  =  0,0405 
OR = 2,34 p = 0,0363 соответственно) и два трех-
локусных: MMP2-1306TC:MMP9-1562CC:TIMP2-
418GG и MMP3-11715A6A:MMP9-1562CC: TIMP1 
372CC (OR = 2,00 p = 0,0378 и OR = 2,59 p = 0,0473 
соответственно). Выявлено девять комплексов 
MMP/TIMP, частота которых у пациентов с гла-
укомой достоверно снижена относительно кон-
трольной группы. Наиболее высокий уровень 
достоверности различий установлен в комплек-
сах MMP3-11715А6А:TIMP1 372CT (OR  =  0,32 

p  =  0,0070), M M P 3 - 1 1 7 1 5 А 6 А : M M P 9 - 1 5 6 2 
CC:TIMP1 372CT (OR = 0,21 p = 0,0046) и MMP3-
11715А6А:MMP9-1562CC:TIMP1 372CT:TIMP2-
418GG (OR = 0,22 p = 0,0081).

Обсуждение
Не вызывает сомнения, что генетические 

факторы играют важную роль в развитии ПОУГ. 
Для исследования в нашей работе в качестве ге-
нов-кандидатов выбраны гены матриксных ме-
таллопротеиназ и гены-ингибиторы матриксных 
металлопротеиназ, поскольку взаиморегуляция 
протеомных продуктов данных генов может при-
вести к динамическому дисбалансу между син-
тезом и деградацией внеклеточного матрикса и 
тем самым способствовать развитию заболева-
ния [11]. На сегодняшний день, несмотря на до-
казанное вовлечение белковых продуктов MMP 
и TIMP в развитие патологии, исследований 
корреляции полиморфизма генов с ПОУГ не-
достаточно и данные не однозначны. В ряде ис-
следований выявлено несколько однонуклеотид-
ных полиморфизмов генов, кодирующих MMP и 
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TIMP ассоциированных с ПОУГ [9, 10]. Однако 
данных об отсутствии значимых связей поли-
морфизма генов металлопротеиназ и их основ-
ных ингибиторов не меньше [19]. Поэтому, как 
нам кажется, важно учитывать одновременное 
носительство в геноме пациента комплекса ге-
нетических полиморфных вариантов, продукты 
которых участвуют в процессах дегенерации ма-
трикса при развитии ПОУГ. Это обусловлено тем, 
что для физиологического функционирования 
организма человека необходима строгая и много-
уровневая регуляция ММР. Поэтому существует 
очень сложная протеазная сеть, которая может 
запускать протеолитическое расщепление всего 
ВКМ [15]. Она включает как взаимное регулиро-
вание активности другими ММР, так и активно 
регулируется посредством TIMP. При этом раз-
ные TIMP обладают различной силой влияния на 
металлопротеиназы. Так, TIMP1, являясь слабым 
регулятором, может взаимодействовать с ММР2, 
ММР3 и ММР9 [15]. При этом единичные то-
чечные мутации на границе раздела связывания 
оказывают заметное влияние на их аффинность 
и селективность связывания с ММР, что может 
приводить к изменению активности и дисба-
лансу комплекса MMP/TIMP [7, 12]. Так, ранее 
показана статистическая значимость комплекса 
MMP1-1607 1G2G/TIMP1 +372TC для риска воз-
никновения ПОУГ. Эти же авторы выявили, что 
комбинированный генотип MMP12AG/IL-1β  TT 
показал более высокие значения отношения 
шансов развития ПОУГ (OR = 4,27), в сравнении 
с единичными генотипами MMP12 AG и IL-1β  TT 
(OR = 1,08 и OR = 2,60 соответственно). Об этом 
же свидетельствуют результаты о значительном 
преобладании информативности выявления 
комплексных генотипов MMP12G2G/IL-1β CT 
(OR  =  3,16) и MMP11G1G/IL-1β TT (OR  =  3,56) 
для оценки генетической предрасположенно-
сти к развитию ПОУГ по сравнению с индиви-
дуальным эффектом каждого генотипа, оцени-
ваемого отдельно (OR  =  1,75 для MMP1 2G2G и 

OR = 1,31 для IL-1β CT; OR = 0,69 для MMP11G1G 
и OR  =  2,60 для IL-1β T/T). Эти результаты, по 
мнению авторов, могут свидетельствовать о том, 
что межгенное взаимодействие может играть 
важную роль в качестве энхансера риска ПОУГ, 
что требует дальнейшего изучения [11]. Со своей 
стороны, добавим, что эти результаты указыва-
ют и на значимость совместного наследования 
вариантов генов регуляции состояния соедини-
тельнотканного внеклеточного матрикса и генов 
провоспалительных цитокинов в развитии дан-
ного типа офтальмопатологии. В случае заболе-
вания со сложным типом наследования, такого 
как ПОУГ, отдельные генетические варианты 
могут иметь ограниченную ценность при оценке 
риска развития заболевания. Учитывая эти огра-
ничения, исследования последних лет сосредо-
точены на сообщениях о клинической прогно-
стической значимости соответствующих «шкал 
полигенного риска» (PRS). Одновременный ана-
лиз нескольких генетических вариантов функци-
онально значимых для заболевания генов лучше 
подходит для количественной оценки риска за-
болевания и его прогрессирования [2, 8]. Ана-
логичный подход использован и нами в данном 
исследовании, результаты которого указывают 
на возможность использования данных о поли-
морфизме регуляторных регионов генов MMP2, 
ММР3, ММР9 и полиморфизме генов их инги-
биторов TIMP1, TIMP2 в оценке потенциальных 
факторов риска развития ПОУГ, связанных с дис-
балансом ММP/TIMP активности. 

Заключение
Полученные в данном исследовании новые 

данные подтверждают концепцию о значимости 
полигенного наследования в реализации генети-
ческой предрасположенности к развитию ПОУГ. 
Именно комплексные генотипы, включающие 
одновременно полиморфные позиции генов 
MMP/TIMP могут выявить более точные ассоци-
ативные связи с заболеванием. 
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УРОВЕНЬ АУТОАНТИТЕЛ В КРОВИ  
ИНФИЦИРОВАННЫХ H. PYLORI БОЛЬНЫХ  
ХРОНИЧЕСКИМ ГАСТРИТОМ
Мохонова Е.В., Лапин В.А., Мелентьев Д.А., Новиков Д.В., 
Неумоина Н.В., Перфилова К.М., Неумоина М.В., Трошина Т.А., 
Шутова И.В., Новиков В.В.
ФБУН «Нижегородский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии имени 
академика И.Н. Блохиной» Роспотребнадзора, г. Нижний Новгород, Россия

Резюме. Helicobacter pylori (H. pylori) повышает риск заболеваний, связанных с воспалением сли-
зистой оболочки желудочно-кишечного тракта, в частности гастрита, язвенной болезни желудка и 
двенадцатиперстной кишки. Причина в его способности вызывать хронический иммунный ответ, 
провоцируя повреждение слизистой оболочки и развитие этих заболеваний. Кроме того, обсуждается 
роль H. pylori в инициации широкого спектра аутоиммунных заболеваний. Целью настоящего иссле-
дования явилась оценка в крови инфицированных H. pylori больных хроническим гастритом уровня 
аутоантител – маркеров различных аутоиммунных заболеваний. Были использованы образцы цель-
ной периферической крови 267 первичных пациентов с хроническим гастритом в стадии обостре-
ния. Наличие H. pylori в желудочном соке пациентов определяли методом ПЦР в реальном времени. 
Иммуноферментным методом определяли уровень в крови аутоантител к двухцепочечной и одно-
цепочечной ДНК, аутоантител к тиреоглобулину, тиреопероксидазе, ревматоидный фактор, аутоан-
тител класса IgG к циклическому цитруллинированному пептиду, аутоантител классов IgM и IgG к 
бета-2-гликопротеину. Средний уровень ревматоидного фактора в сыворотке крови был одинаковым 
у пациентов, инфицированных и не инфицированных H. pylori, и не превышал нормы. Уровень анти-
тел к циклическому цитруллинированному пептиду – одному из наиболее чувствительных маркеров 
ревматоидного артрита – был повышен у всех пациентов, но оказался статистически значимо ниже у 
пациентов, инфицированных H. pylori, по сравнению с неинфицированными. Классическими марке-
рами аутоиммунных заболеваний щитовидной железы являются аутоантитела к тиреоглобулину, ти-
ропероксидазе. В крови больных, инфицированных H. pylori, обнаружено повышение концентрации 
аутоантител к тиреоглобулину, тиропероксидазе по сравнению с неинфицированными, но медиан-
ный уровень этих антител не выходил за пределы нормы. Не было обнаружено различий между нор-
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мой инфицированных и неинфицированных хеликобактером пациентов на уровне серологического 
маркера системной красной волчанки – аутоантител против двухцепочечной ДНК и аутоантител про-
тив одноцепочечной ДНК. Уровень маркера тромботического риска у пациентов с системной крас-
ной волчанкой – аутоантител классов IgG и IgM к β2-гликопротеину – также находился в пределах 
нормы. Однако у больных, инфицированных хеликобактером, он даже оказался статистически зна-
чимо ниже, чем у неинфицированных. Таким образом, не было получено данных о повышении уров-
ня маркеров аутоиммунной патологии, тестируемых в крови инфицированных H. pylori пациентов с 
хроническим гастритом в стадии обострения, что, однако, не позволяет сделать однозначный вывод 
об отсутствии влияния H. pylori на развитие иммунологических сдвигов, связанных с аутоиммунными 
заболеваниями.

Ключевые слова: Helicobacter pylori, хронический гастрит, аутоантитела, аутоиммунные заболевания, ревматоидный 
артрит, системная красная волчанка, аутоиммунный тиреоидит

AUTOANTIBODY LEVELS IN BLOOD OF H. PYLORI-INFECTED 
PATIENTS WITH CHRONIC GASTRITIS
Mokhonova E.V., Lapin V.A., Melentyev D.A., Novikov D.V., 
Neumoina N.V., Perfilova K.M., Neumoina M.V., Troshina T.A., 
Shutova I.V., Novikov V.V.
I. Blokhina Nizhny Novgorod Research Institute of Epidemiology and Microbiology, Nizhny Novgorod, Russian 
Federation

Abstract. Helicobacter pylori (H. pylori) increases the risk of diseases associated with mucous membrane 
inflammation of gastrointestinal tract, in particular, gastritis, stomach ulcers, and duodenal ulcers. It may 
also induce a chronic immune response, causing damage to the mucous membrane and development of these 
diseases. In addition, the role of H. pylori in the initiation of a wide range of autoimmune diseases is discussed. 
The aim of this study was to assess the level of autoantibodies – markers of various autoimmune diseases in the 
blood of H. pylori-infected patients with chronic gastritis. We used samples of whole peripheral blood from 267 
primary patients with chronic gastritis in the acute stage. The presence of H. pylori in gastric juice from patients 
was determined using real-time PCR. The level of autoantibodies to double-stranded and single-stranded DNA, 
autoantibodies to thyroglobulin, thyroid peroxidase, concentration of rheumatoid factor, IgG autoantibodies 
to the cyclic citrullinated peptide, IgM and IgG autoantibodies to beta(2)-glycoprotein were determined by 
the enzyme immunoassay. The average level of rheumatoid factor in blood serum was similar for H. pylori-
infected and non-infected patients, and did not exceed the normal values. The level of antibodies to cyclic 
citrullinated peptide, one of the sensitive markers of rheumatoid arthritis, was increased in all patients, being, 
however, significantly lower in H. pylori-infected patients compared with non-infected persons. Autoantibodies 
to thyroglobulin, thyroid peroxidase are considered classic markers of autoimmune diseases of the thyroid 
gland. In blood of H. pylori-infected patients we have found an increased concentration of autoantibodies to 
thyroglobulin and thyroid peroxidase in comparison with non-infected ones, but the average level of these 
antibodies did not exceed the normal range. Any differences in the levels of systemic lupus erythematosus 
serological markers, i.e., autoantibodies to double-stranded and single-stranded DNA, were found between 
H. pylori-infected and non-infected patients. The levels of thrombosis risk marker in patients with systemic 
lupus erythematosus (IgG and IgM autoantibodies to beta(2)-glycoprotein) were also within the normal 
ranges. However, in H. pylori-infected patients, it even turned out to be statistically significantly lower than in 
non-infected ones. Thus, no data have been obtained on increased levels of the tested markers of autoimmune 
pathology in blood of H. pylori-infected patients with chronic gastritis at the acute stage. However, this does not 
allow us to make an unambiguous conclusion that the influence of H. pylori does not affect the development of 
immunological changes associated with autoimmune diseases.

Keywords: Helicobacter pylori, chronic gastritis, autoantibodies, autoimmune diseases, rheumatoid arthritis, systemic lupus 
erythematosus, autoimmune thyroiditis
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Введение 
Helicobacter pylori (H. pylori) колонизирует 

слизистую оболочку, увеличивает риск забо-
леваний, связанных с воспалением слизистой 
желудочно-кишечного тракта, в частности га-
стрита, язвы желудка и двенадцатиперстной 
кишки, рака желудка и лимфомы лимфоидной 
ткани слизистой оболочки. В развитии воспале-
ния слизистой принимают участие Тh1-, Th17-, 
Th22-популяции лимфоцитов [4, 12, 33]. В свою 
очередь, Т-регуляторы оказывают ингибирую-
щее действие, вызывая толерогенные эффекты, 
приводящие к развитию хронического воспале-
ния [10]. Активация Th17-клеток потенциально 
способна индуцировать также аутоиммунные 
сдвиги [32]. В слизистой оболочке обнаружена 
повышенная продукция таких цитокинов, как 
IL-17, IL-23, IL-33, потенциирующих аутоим-
мунные процессы [6, 23]. Существует достаточно 
большое количество работ по исследованию воз-
можных связей между инфицированием H. pylori 
и аутоиммунными заболеваниями разной приро-
ды. Стартовой точкой в развитии аутоиммунной 
патологии считается мимикрия ряда структур 
H. pylori, приводящая к перекрестным реакциям 
иммунной системы, вызывающим повреждение 
слизистой оболочки и индукции аутоиммунных 
сдвигов [7]. Тем не менее представленные в на-
стоящее время данные противоречивы и не дают 
однозначного ответа о роли H. pylori в развитии 
аутоиммунных сдвигов. Так, в отношении пато-
генеза хронического гастрита допускается, что 
вторичное аутоиммунное заболевание желудка 
может быть вызвано длительной персистенцией 
H. pylori, но «первичный» аутоиммунный гастрит 
также существует как отдельная форма заболева-
ния [9, 25]. Роль хронического инфицирования 
H. pylori в развитии аутоиммунного гастрита была 
предположена на основе наличия положитель-
ной корреляции между аутоантителами против 
белков желудка и антителами, специфичными 
к антигенам H. pylori. Однако эта связь не была 
подтверждена другими авторами [14, 21]. В ряде 
работ указывается на возможность ассоциации 
хеликобактерной инфекции с аутоиммунной 
патологией, но при этом ставится акцент на не-
обходимости проведения дальнейших исследова-
ний [7, 8, 9]. 

Таким образом, известно, что иммунологиче-
ский ответ, вызванный H. pylori, является важным 
фактором, определяющим повреждение слизи-
стой оболочки желудка и возможную инициацию 
аутоиммунных проявлений. Однако механизмы, 
приводящие к развитию аутоиммунных заболева-
ний других органов и тканей, далеко не изучены. 

Целью настоящего исследования явилась оцен-
ка уровня аутоантител  – маркеров различных 
аутоиммунных заболеваний  – в крови больных 
хроническим гастритом в стадии обострения. 

Материалы и методы
В работе использовали образцы цельной пе-

риферической крови 267 первичных больных с 
хроническим гастритом в стадии обострения, 
проходивших лечение в клинике инфекцион-
ных болезней ФБУН «ННИИЭМ им. академика 
И.Н. Блохиной» Роспотребнадзора.

Забор крови производили путем пункции лок-
тевой вены в утренние часы натощак. Кровь за-
бирали в вакуумные пробирки с динатриевой со-
лью этилендиаминтетраацетата (ЭДТА) (Vacuette, 
Германия). Для получения плазмы кровь центри-
фугировали 15 минут при 3000 об/мин, после 
чего плазму отделяли от сгустка, разливали на 
аликвоты в пластиковые микропробирки (эппен-
дорфы, Италия) и хранили при -20 °С до момента 
проведения исследований.

Пациентам с гастритами провели эндоско-
пическое исследование верхних отделов желу-
дочно-кишечного тракта с забором желудочного 
сока из антрального отдела желудка. Наличие 
или отсутствие H. pylori определяли в желудоч-
ном соке методом ПЦР в реальном времени с ис-
пользованием набора «РеалБест ДНК Helicobacter 
pylori» производства АО «Вектор-Бест», Россия.

Пациенты были разделены на две груп-
пы. В первую группу вошли лица с H.  pylori-
ассоциированными гастритами (133 человека), 
а во вторую  – с гастритами, не связанными с 
H.  pylori-инфекцией (134 человека). Исследова-
ние проводили согласно биоэтическим и этиче-
ским принципам, установленным Хельсинкской 
декларацией (принятой в июне 1964 г. (г. Хель-
синки, Финляндия) и пересмотренной в октябре 
2013 г. (г. Форталеза, Бразилия)). В соответствии 
со статьей 24 конституции РФ и Хельсинкской 
декларацией (1964) все пациенты дали информи-
рованное согласие на использование биологиче-
ского материала в научном исследовании.

С помощью твердофазного ИФА определя-
ли содержание аутоантител  – маркеров различ-
ных аутоиммунных заболеваний  – у пациентов 
с гастритами в стадии обострения. Для опре-
деления уровня аутоантител к ревматоидному 
фактору («ВектоРевматоидный фактор класса 
М»), одноцепочечной и двухцепочечной ДНК 
(«Векто-ssДНК-IgG» и «Векто-dsДНК-IgG»), 
тиреоглобулину и тиреопероксидазе («Анти-
ТГ-ИФА-БЕСТ» и «Анти-ТПО-ИФА-БЕСТ») 
использовали диагностические наборы фирмы 
«Вектор-Бест» (г.  Новосибирск) согласно ин-
струкции производителя. Содержание аутоан-
тител класса IgG к циклическому цитруллини-
рованному пептиду (Anti-CCP high sensitive) и 
аутоантител IgG/M к бета-2-гликопротеину  I 
(Anti-beta-2-Glycoprotein I IgG/IgM ELISA) 
определяли с помощью тест-систем фирмы 
ORGENTEC (Германия).
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Учет результатов проводили спектрофото-
метрически при длине волны 450 нм на микро-
планшетном ридере Infinite M200 Pro (TECAN, 
Австрия) с использованием программного обе-
спечения Magellan 7.2 (TECAN, Австрия). Анализ 
полученных данных проводили в программном 
обеспечении Microsoft Excel (Microsoft, США). 
Статистический обсчет проводили в программе 
GraphPad Prism 8 (GraphPad Software, США).

Результаты 
Определение ревматоидного фактора в крови 

обследованных больных показало, что его уро-
вень в среднем не превышал норму (20 Ед/мл) 
как у положительных по H. pylori, так и отрица-
тельных по H. pylori пациентов. Статистически 
значимых различий между группами больных вы-
явлено не было. Среди пациентов первой группы 
(90 пациентов с H. pylori) только у 4 больных уро-
вень ревматоидного фактора был выше нормы. 
Из тестированных больных второй группы (90 
пациентов без H. pylori) уровень ревматоидного 
фактора в крови был повышен у 5 человек. По-
ложительные по H. pylori больные имели медиа-
ну уровня антител против ревматоидного фак-
тора, равную 5,472 (4,500-7,354), отрицательные 
по H.  pylori  – медиану, соответствующую 5,003 
(4,263-6,975) Ед/мл (рис. 1).

В крови пациентов с хроническим гастритом 
содержание антител к циклическому цитрулли-
нированному пептиду было повышено во всех 
случаях и в среднем увеличивалось более чем 
в четыре раза в сравнении с верхним пределом 

нормы (20 Ед/мл). Однако у лиц, инфицирован-
ных H. pylori, уровень антител был статистически 
значимо ниже, чем у лиц, не инфицированных 
H.  pylori. Положительные по H. pylori больные 
имели медиану содержания антител против 
циклического цитруллинированного пепти-
да, равную 74,73 (68,23-86,47), отрицательные 
по H.  pylori  – медиану, соответствующую 89,50 
(77,46-105,4) Ед/мл (рис. 2).

Уровень антител к тиреоглобулину в крови по-
ложительных по H. pylori больных статистически 
значимо превышал уровень данных антител у па-
циентов, отрицательных по H. pylori. Однако со-
держание данных антител в обеих группах было в 
пределах нормы (100 МЕ/мл). Лишь у нескольких 
пациентов наблюдалось повышение содержание 
аутоантител к тиреоглобулину (9 из 136 H. pylori-
положительных и 8 из 131 H. pylori-отрицательных 

обследованных). Положительные по H. pylori 
больные имели медиану уровня антител против 
тиреоглобулина, равную 51,15 (42,41-64,12), от-
рицательные по H. pylori – медиану, соответству-
ющую 38,80 (36,53-43,18) МЕ/мл (рис. 3).

Аналогичные данные были получены при 
определении уровня антител к тиреопероксида-
зе. При норме, находящейся в пределах 30 Ед/мл, 
отрицательная по H. pylori группа обследованных 
имела медиану, равную 16,50 (14,68-23,36) Ед/ мл. 
Показатели выше нормы имели 21 из 130 боль-
ных. Группа положительных по H. pylori па-
циентов имела медиану, равную 18,41 (16,14-
23,54) Ед/ мл. Выше нормы уровень аутоантител к 
тиреопероксидазе был у 19 больных из 136. При 
этом различия между группами были статисти-

Рисунок 1. Уровень ревматоидного фактора класса 
IgM в крови больных хроническим гастритом в стадии 
обострения
Figure 1. Level of IgM rheumatoid factor in the blood of patients 
with chronic gastritis in the acute stage

Рисунок 2. Уровень аутоантител циклическому 
цитруллиновому пептиду класса IgG в крови больных 
хроническим гастритом в стадии обострения
Примечание. p = 0,006 статистически значимые отличия при 
p ≤ 0,05.
Figure 2. Level of IgG autoantibodies to cyclic citrulline peptide in 
the blood of patients with chronic gastritis in the acute stage
Note. p = 0.006 significant differences at p ≤ 0.05.
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Рисунок 3. Уровень аутоантител к тиреоглобулину 
класса IgG в крови больных хроническим гастритом 
в стадии обострения
Примечание. p = 0,0001 статистически значимые отличия при 
p ≤ 0,05.
Figure 3. Level of IgG autoantibodies to thyroglobulin in the 
blood of patients with chronic gastritis in the acute stage
Note. p = 0.0001 significant differences at p ≤ 0.05. 

Рисунок 5. Уровень аутоантител к одноцепочечной ДНК 
класса IgG в крови больных хроническим гастритом в 
стадии обострения 
Figure 5. Level of IgG autoantibodies to single-stranded DNA  
in the blood of patients with chronic gastritis in the acute stage

Рисунок 4. Уровень аутоантител к тиреопероксидазе 
класса IgG в крови больных хроническим гастритом 
в стадии обострения
Примечание. p = 0,001 статистически значимые отличия при 
p≤ 0,05. 
Figure 4. Level of IgG autoantibodies to thyroperoxidase in the 
blood of patients with chronic gastritis in the acute stage
Note. p = 0.001 significant differences at p ≤ 0.05.

Рисунок 6. Уровень аутоантител к двухцепочечной ДНК 
класса IgG в крови больных хроническим гастритом в 
стадии обострения 
Figure 6. Level of IgG autoantibodies to double-stranded DNA  
in the blood of patients with chronic gastritis in the acute stage

чески значимы и медиана содержания антител у 
положительных по H. pylori больных была выше, 
чем у отрицательных по H. pylori больных. Одна-
ко медианы уровня данных антител в обеих груп-
пах не выходили за пределы нормы, а частота 
обнаружения лиц с повышенным содержанием 
аутоантител практически не различалась (рис. 4).

Для аутоантител против одноцепочечной ДНК 
у пациентов, положительных и отрицательных по 
H. pylori, их содержание было в пределах нормы 
(до 20 Ед/мл). Статистически значимых различий 
не выявлено. Группа положительных по H. pylori 
пациентов имела медиану, равную 10,26 (8,13-
15,07) Ед/мл. Показатели выше нормы были у 15 
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из 88 человек. Группа отрицательных по H. pylori 
пациентов имела медиану, равную 11,22 (8,75-
16,22) Ед/мл. Показатели выше нормы были у 16 
из 90 тестированных больных (рис. 5).

Для аутоантител против двухцепочечной ДНК 
обнаруживалась аналогичная картина. Из 20 от-
рицательных по H. pylori больных повышенное 
содержание антител выявлено только у одного 
больного. В группе больных, положительных по 
H. pylori, не было выявлено лиц, с содержанием 
аутоантител против двухцепочечной ДНК выше 
нормы (20 Ед/мл). Группа положительных по 
H. pylori пациентов имела медиану, равную 6,41 
(5,44-7,28) Ед/мл, а группа отрицательных по 
H. pylori пациентов имела медиану, равную 6,99 
(5,94-9,29) Ед/мл (рис. 6).

При анализе содержания антител класса IgM 
к β2-гликопротеину в крови больных с гастри-
тами наблюдалось статистически значимое по-
вышение уровня данных антител у H.  pylori-
отрицательных пациентов по сравнению с 
H.  pylori-положительными пациентами. Группа 
отрицательных по H. pylori пациентов имела ме-
диану, равную 5,47 (4,50-6,88) Ед/мл. Из 20 боль-
ных, у которых отсутствовала хеликобактерная 
инфекция, уровень антител был выше нормы 
(8 Ед/ мл) у трех пациентов. Группа положитель-
ных по H. pylori пациентов имела медиану, рав-
ную 4,44 (4,23-5,67) Ед/мл. Ни у одного из 20 те-
стированных H. pylori-положительных больных 
не выявлено повышенного содержания данных 
аутоантител. Медиана уровня данных антител 

в обеих группах не выходила за пределы нормы 
(рис. 7).

В крови больных с гастритами наблюдалось 
статистически значимое повышение уровня ан-
тител класса IgG к β2-гликопротеину у H.  pylori-
отрицательных пациентов по сравнению с 
H.  pylori-положительными пациентами. Группа 
отрицательных по H. pylori пациентов имела ме-
диану, равную 5,91 (5,42-6,18) Ед/мл. Из 20 боль-
ных, у которых отсутствовала хеликобактерная 
инфекция, уровень антител был выше нормы 
(8 Ед/ мл) у одного пациента. Группа положитель-
ных по H. pylori пациентов имела медиану, равную 
5,21 (5,04-5,55) Ед/мл. Из 20 больных, инфици-
рованных хеликобактером, уровень антител был 
выше нормы только у одного больного. Однако 
медиана уровня данных антител в обеих группах 
не выходила за пределы нормальных значений 
(рис. 8).

Обсуждение
Helicobacter pylori (H.  pylori) является одним 

из наиболее часто изучаемых инфекционных 
агентов, потенциально способным запускать ау-
тоиммунный ответ. Это связано с уникальными 
свойствами H.  pylori, такими как долгосрочная 
выживаемость в организме хозяина и его слож-
ные взаимодействия с иммунной системой. 
Предположение о возможной роли H. pylori в раз-
витии аутоиммунных заболеваний возникло при 
эпидемиологических исследованиях и в связи с 
его способностью вызывать хронический иммун-
ный ответ. Для объяснения внекишечных ауто-

Рисунок 7. Уровень аутоантител к ββ2-гликопротеину 
класса IgM в крови больных хроническим гастритом 
в стадии обострения 
Примечание. p = 0,003 статистически значимые отличия при 
p ≤ 0,05.
Figure 7. Level of IgM autoantibodies to β2-glycoprotein in  
the blood of patients with chronic gastritis in the acute stage
Note. p = 0.003 significant differences at p ≤ 0.05.

Рисунок 8. Уровень аутоантител к ββ2-гликопротеину 
класса IgG в крови больных хроническим гастритом 
в стадии обострения 
Примечание. p = 0,046 статистически значимые отличия при 
p ≤ 0,05.
Figure 8. Level of IgG autoantibodies to β2-glycoprotein in  
the blood of patients with chronic gastritis in the acute stage
Note. p = 0.046 significant differences at p ≤ 0.05.
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иммунных проявлений инфицирования H. pylori 
были предложены различные механизмы, такие 
как молекулярная мимикрия, перекрестная реак-
тивность антител, повреждение эндотелиальных 
клеток, микрохимеризм и действие суперанти-
генов. В этих случаях результатом является по-
теря толерантности к ряду антигенов организма 
хозяина, продукция аутоантител и развитие ау-
тоиммунных заболеваний, не ассоциированных 
напрямую с инфицированными H. pylori слизи-
стыми поверхностями [7, 24]. 

Одним из наиболее распространенных ауто-
иммунных заболеваний является ревматоидный 
артрит (РА). Связь инфекции H. pylori с патоге-
незом РА является спорной. В исследованиях 
Yamanishi S. и соавт. было показано, что очищен-
ная уреаза бактериальной клетки стимулирует 
В-лимфоциты in vitro, которые продуцируют ау-
тоантитела в виде ревматоидного фактора класса 
IgM, и, как следствие, могут участвовать в запу-
ске аутоиммунных реакций [24, 31]. Kobayashi F. 
и соавт. описали механизм активации клеточного 
иммунного ответа под влиянием фиксированной 
на поверхности H. pylori уреазы. TLR2 иммунных 
клеток воспринимает уреазу как специфический 
лиганд. Их взаимодействие приводит к активации 
синтеза провоспалительных цитокинов и стиму-
ляции В-лимфоцитов, продукции аутоантител и 
развитию аутоиммунных реакций [17]. Sakitani K. 
и соавт. на фоне H. pylori-ассоциированного га-
стрита выявили значительное повышение IL-32, 
который участвует в развитии иммунных реакций 
при РА [26]. Приведенные выше данные могут 
свидетельствовать о возможном влиянии H. pylori 
на развитие РА. Тем не менее не все клиниче-
ские работы подтверждают это. Так Meron M.К. 
и соавт. показали, что уровень антител к H. pylori 
в плазме крови больных РА был аналогичным 
уровню, наблюдаемому у здоровых людей. Уро-
вень антител к H. pylori в группе больных РА со-
ставил 80,4%, а в группе здоровых доноров 80,7% 
[19]. Shariaty Z. и соавт. оценили влияние инфи-
цирования H.  pylori на показатели активности РА. 
Бактерия была обнаружена у 39% обследован-
ных. Сравнение больных, инфицированных и не-
инфицированных H. pylori, показало достоверное 
отличие по числу болезненных и воспаленных су-
ставов, но не показало достоверных отличий по 
уровню ревматоидного фактора и антител к ци-
клическому цитруллинированному пептиду [28]. 
Противоположные данные получили Ebrahimi A. 
и соавт., которые показали, что у инфицирован-
ных H. pylori больных с клинической картиной 
ревматоидного артрита было обнаружено по-
вышенное содержание в крови ревматоидного 
фактора и антител к циклическому цитруллини-
рованному пептиду в сравнении с H. pylori неин-
фицированными пациентами [13]. 

В нашей работе мы определяли уровень рев-
матоидного фактора и уровень антител к цикли-
ческому цитруллинированному пептиду в крови 

инфицированных H. pylori больных хронически-
ми гастритами в стадии обострения. Средний 
уровень ревматоидного фактора был одинаковым 
у больных, инфицированных и не инфициро-
ванных H. pylori, и не превышал норму. Уровень 
антител к циклическому цитруллинированному 
пептиду был выше нормы у всех больных, но ока-
зался статистически значимо ниже у пациентов, 
инфицированных H. pylori в сравнении с неинфи-
цированными лицами. Полученные результаты 
не позволяют сделать вывод о связи инфициро-
вания H. pylori больных с хроническим гастритом 
с повышенным уровнем ревматоидного фактора 
и антител к циклическому цитруллинированно-
му пептиду. Более того, инфицированность хели-
кобактером характеризуется менее выраженным 
повышением уровня данных антител у больных 
гастритами, что вероятно отражает различия в 
сложной картине иммунных реакций в ответ на 
инфицирование хеликобактером больных хро-
ническим гастритом и ревматоидным артритом. 
В то же время увеличенный у всех больных уро-
вень антител к циклическому цитруллиниро-
ванному пептиду может свидетельствовать о ци-
труллинировании белков слизистой оболочки, 
приводящем к повышению содержания данных 
антител на системном уровне независимо от ин-
фицирования H. pylori.

В литературе встречаются неоднозначные 
данные о роли H. pylori в патогенезе аутоиммун-
ных заболеваний щитовидной железы, которые 
представлены в основном тиреоидитом Хаши-
мото, болезнью Грейвса и атрофическим тиреои-
дитом. Одни исследователи указывают на то, что 
связи между болезнью Хашимото и инфициро-
ванием H. pylori не было обнаружено [5, 16, 29]. 
Другие исследователи, наоборот, обнаруживают 
эту связь [15, 18, 22]. 

Так, Luis D.A. и соавт. оценивали распростра-
ненность инфицирования H. pylori у пациентов 
с аутоиммунными заболеваниями щитовидной 
железы. В исследовании участвовали пациенты 
с аутоиммунным атрофическим тиреоидитом, 
тиреоидитом Хашимото и болезнью Грейвса. 
В  качестве контроля служили пациенты с узло-
вым нетоксичным зобом или болезнью Аддисо-
на. Распространенность инфицирования H.  pylori 
была увеличена почти вдвое у пациентов с ауто-
иммунным атрофическим тиреоидитом по срав-
нению с контрольной группой [18]. Astl J. и  Sterzl 
I. также описали повышенную частоту встречае-
мости H.  pylori у пациентов с аутоиммунными ти-
реоидитами [3]. 

Следует отметить, что аутоиммунные тиреои-
диты часто обнаруживаются одновременно с дру-
гими аутоиммунными проявлениями и, что связь 
между патогеном и аутоиммунным тиреоидитом 
действительно может отражать потенциальный 
вклад H. pylori в одновременную индукцию мно-
жественных аутоиммунных заболеваний у вос-
приимчивых людей. Точные механизмы, с по-
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мощью которых воздействие микроба вызывает 
индукцию тиреоидного аутоиммунитета, четко 
не определены, хотя наиболее вероятной причи-
ной считается молекулярная мимикрия [11].

Антитела к тиреоглобулину и тиреоперокси-
дазе, являются основными маркерами тиреоид-
ных аутоиммунных заболеваний, участвующих в 
реализации сложного механизма аутоиммунного 
поражения щитовидной железы. В настоящей ра-
боте мы оценили уровень данных антител у паци-
ентов с хроническими гастритами в стадии обо-
стрения. Как для одних, так и для других антител 
обнаружено увеличение их уровня у больных с 
хеликобактерной инфекцией по сравнению с па-
циентами, не имеющими этой инфекции. Одна-
ко медиана уровня данных антител не выходила 
за пределы нормы как у H. pylori-положительных 
больных, так и H. pylori-отрицательных больных. 
Частота обнаружения лиц с повышенным содер-
жанием аутоантител не различалась. Мы рассма-
триваем полученные результаты как возможное 
свидетельство инициации хеликобактер-ассоци-
ированного антитиреоидного иммунного ответа, 
не выходящего за пределы нормы и не приводя-
щего к повышению частоты встречаемости боль-
ных с повышенным уровнем аутоантител к тире-
оглобулину и тиреопероксидазе.

Среди аутоиммунных заболеваний в группу 
лидеров по распространенности входит систем-
ная красная волчанка. Серологической характе-
ристикой системной красной волчанки являет-
ся наличие в крови аутоантител против двойной 
цепи ДНК (анти-dsDNA) и аутоантител против 
одноцепочечной ДНК (анти-ssDNA) [20,  30]. 
Мы определяли содержание данных аутоантител 
в крови больных хроническим гастритом. По-
казано, что уровень антител к dsDNA и ssDNA у 
инфицированных и неинфицированных H. pylori 
пациентов был в пределах нормы. Полученные 
результаты соответствуют данным других авто-
ров. Так, в работе Решетняк Т.М. и соавт. показа-
но, что частота колонизации H. pylori в слизистой 
оболочке желудка у пациентов с системной крас-
ной волчанкой (СКВ) и антифосфолипидным 
синдромом соответствует частоте в общей по-
пуляции [1]. Более того, представлены данные о 
том, что больные системной красной волчанкой 
инфицируются H. pylori реже, чем здоровые лица. 
В связи с этим в литературе обсуждалось значе-

ние H. pylori в качестве защитного фактора от раз-
вития системной красной волчанки [27]. 

В диагностике антифосфолипидного синдро-
ма и/или при оценке тромботического риска у па-
циентов с системной красной волчанкой обычно 
используется определение антител классов IgM и 
IgG к β2-гликопротеину [2]. Согласно нашим ис-
следованиям, у больных с хеликобактерной ин-
фекцией уровень антител классов IgM и IgG к β2-
гликопротеину статистически значимо был ниже 
по отношению к больным гастритами, не ассо-
циированными с хеликобактерной инфекцией, 
что соответствует представленным выше данным 
о негативной ассоцииации H. pylori с развитием 
системной красной волчанки. Однако уровень 
антител к данному маркеру был в пределах нормы 
в обеих группах пациентов.

Заключение
Таким образом, с целью оценки возможности 

нарушения аутоиммунного гомеостаза у боль-
ных хроническим гастритом нами с помощью 
ИФА проведено определение уровня антител к 
различным аутоантигенам. Показано, что лица 
с хроническим гастритом в стадии обострения 
не отличаются по содержанию в крови ревма-
тоидного фактора, однонитевой и двухнитевой 
ДНК. В то же время обнаружены различия в со-
держании аутоантител к тиреоглобулину и ти-
реопероксидазе у пациентов с хеликобактерной 
инфекцией по отношению к пациентам без этой 
инфекции. Однако медиана уровня данных анти-
тел в обеих группах находится в пределах нормы. 
Для аутоантител против β2-гликопротеина пока-
зано, что у положительных по H. pylori больных 
их содержание статистически значимо ниже, чем 
у H. pylori-отрицательных. Повышенный уровень 
аутоантител у больных хроническим гастритом в 
стадии обострения был зарегистрирован только 
для аутоантител против циклического цитрулли-
нированного пептида. Однако и в этом случае у 
положительных по H. pylori больных их содержа-
ние оказалось статистически значимо ниже, чем 
у H. pylori-отрицательных больных.

Суммируя, можно заключить, что результаты 
работы не позволяют сделать однозначного за-
ключения о влиянии H. pylori на развитие имму-
нологических сдвигов, связанных с аутоиммун-
ными заболеваниями, а сама проблема нуждается 
в дополнительном изучении. 
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ОЦЕНКА ЦИТОКИНОВОГО ПРОФИЛЯ ЭЯКУЛЯТА 
У ПОДРОСТКОВ С ВАРИКОЦЕЛЕ
Пичугова С.В., Лагерева Ю.Г., Бейкин Я.Б.
ФГБУН «Институт иммунологии и физиологии» Уральского отделения Российской академии наук, 
г. Екатеринбург, Россия  
ГАУЗ Свердловской области «Клинико-диагностический центр город Екатеринбург», г. Екатеринбург, Россия

Резюме. Варикоцеле – это сосудистое заболевание, характеризующееся аномальной извитостью 
и расширением вен лозовидного сплетения, дренирующего яичко. В результате затруднения оттока 
крови по измененным венам происходит нарушение внутритестикулярного кровотока, приводящее 
к патологическим изменениям ткани яичка, обусловленных гипертермией, ишемией, гипоксией и 
формированием воспалительной реакции. Семенная плазма содержит многочисленные белки, мо-
лекулы широкий спектр цитокинов, хемокинов, факторов роста, от свойств и уровня которых во 
многом зависят этапы посттестикулярного созревания сперматозоидов. В то же время цитокины яв-
ляются неотъемлемой частью воспалительного эффекта и синтезируются различными иммуноком-
петентными клетками, присутствующими в мужских половых путях. Повышение уровня цитокинов 
в эякуляте может выступать маркером локального воспалительного процесса и являться фактором 
развития мужского бесплодия. Цель исследования. Оценить цитокиновый профиль эякулята у под-
ростков с варикоцеле.

Выполнено определение уровня цитокинов IL-1β, IL-6, IL-8, TNFα, IL-4, IL-10, VEGF в эякуляте 
у подростков в возрасте 17 лет. Основную группу составили подростки с варикоцеле II-III степени в 
количестве 100 человек, в группу сравнения вошли 30 подростков без варикоцеле. 

У подростков с варикоцеле наблюдается статистически более высокие уровни всех исследованных 
провоспалительных цитокинов, за исключением IL-8, а также IL-10, что может свидетельствовать 
об активности местного воспалительного процесса. Значимых различий в уровнях цитокинов между 
группами с II и III степенью варикоцеле не установлено, но при III степени варикоцеле в эякуляте 
выше уровни провоспалительных цитокинов IL-1β, IL-6. При сопоставлении результатов между обе-
ими группами, в зависимости от давности варикоцелеэктомии и группой сравнения, установлены 
статистически более высокие уровни IL-1β, IL-6, TNFα у пациентов с более давней оперативной кор-
рекцией и уровня IL-10 в обеих подгруппах при варикоцеле, что, учитывая прогрессирующее течение 
этого заболевания, может считаться неблагоприятным фактором, поскольку в более отдаленном по-
слеоперационном периоде восстановился провоспалительный статус тестикулярной ткани. 

У подростков с варикоцеле выявлен повышенный уровень провоспалительных цитокинов в эяку-
ляте. Не установлено статистически значимых различий в уровне цитокинов в эякуляте при II и III 
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Введение
По данным ряда авторов, во всем мире бес-

плодие затрагивает от 13% до 18% пар, и около 
половины случаев приходится исключительно 
на мужской фактор [6,  9,  15]. Причины мужского 
бесплодия разнообразны, но наиболее распро-
страненной признается варикоцеле, формирую-
щееся, преимущественно, в детском и подрост-

ковом возрасте [9, 13, 15, 17]. Варикоцеле – это 
сосудистое заболевание, характеризующееся 
аномальной извитостью и расширением вен ло-
зовидного сплетения, дренирующего яичко [13, 
17,  25]. В результате затруднения оттока крови 
по измененным венам происходит нарушение 
внутритестикулярного кровотока, приводящее к 
патологическим изменениям ткани яичка, обу-
словленных гипертермией, ишемией, гипоксией, 
накоплением активных форм кислорода и разви-
тием окислительного стресса [2, 13, 14, 25]. В це-

степени варикоцеле. В более отдаленном послеоперационном периоде выявлено увеличение уровня 
провоспалительных цитокинов вэякуляте. 

Ключевые слова: варикоцеле, подростки, эякулят, цитокины, бесплодие

EVALUATION OF CYTOKINE PROFILE OF EJACULATE 
IN ADOLESCENTS WITH VARICOCELE
Pichugova S.V., Lagereva Yu.G., Beikin Ya.B.
Institute of immunology and Physiology Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Yekaterinburg, Russian Federation  
Yekaterinburg Regional Clinical and Diagnostic Center, Yekaterinburg, Russian Federation

Abstract. Varicocele is a vascular disease characterized by abnormal tortuosity and dilation of the veins 
in pampiniform plexus that drains the testis. Due to difficult outflow of blood via the altered veins, the 
intratesticular blood flow becomes impaired, leading to pathological changes in the testicular tissue caused 
by hyperthermia, ischemia, hypoxia and development of inflammatory reaction. Seminal plasma contains 
numerous proteins, molecules, a wide range of cytokines, chemokines, growth factors. Their properties and 
levels largely determine the stages of post-testicular maturation of spermatozoa. At the same time, cytokines 
are an integral part of the inflammatory effect and are synthesized by various immunocompetent cells present 
in the male reproductive tract. Increased cytokine levels in ejaculate may act as a marker of local inflammatory 
process, being a significant factor of male infertility. The purpose of our study was to assess cytokine profile of 
ejaculate in adolescents with varicocele.

The level of cytokines IL-1β, IL-6, IL-8, TNFα, IL-4, IL-10, VEGF was determined in ejaculate of 
adolescents aged 17 years. The main group consisted of 100 adolescents with II-III degree varicocele; the 
comparison group included 30 adolescents without varicocele.

Adolescents with varicocele have statistically higher levels of all studied pro-inflammatory cytokines, except 
of IL-8 and IL-10, which may suggest presence of a local inflammatory process. We did not find significant 
differences in the levels of cytokines between groups with grade II and III varicocele. However, the levels of 
pro-inflammatory IL-1β, IL-6 cytokines in ejaculate proved to be increased in the patients with grade III 
varicocele. When comparing the results between both groups, depending on the period after varicocelectomy 
and in the comparison group, statistically higher levels of IL-1β, IL-6, TNFα were detected in patients with 
more recent surgical correction and IL-10 levels in both subgroups with varicocele. This finding, given the 
progressive course of this disease, may be considered an unfavorable factor, since the pro-inflammatory status 
of testicular tissue returned, at later terms after surgery. 

In adolescents with varicocele, increased levels of pro-inflammatory cytokines were revealed in the ejaculate. 
There were no statistically significant differences in the level of cytokines in ejaculate of the patients with II and 
III degrees of varicocele. At the longer postsurgical period, an increased level of pro-inflammatory cytokines 
was revealed in the ejaculate samples.

Keywords: varicocele, adolescents, ejaculate, cytokines, infertility
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лом предполагается, что все эти процессы при-
водят к формированию воспалительной реакции 
в тестикулярной ткани, которая сопровождается 
изменением уровня цитокинов в семенной жид-
кости, поскольку они являются маркерами вос-
палительного процесса, играющего важную роль 
в патогенезе варикоцеле [1, 8, 13, 16, 19, 26].

Семенная плазма содержит многочисленные 
белки, молекулы, в том числе и широкий спектр 
различных цитокинов, хемокинов, факторов ро-
ста, от свойств и уровня которых во многом зави-
сят этапы посттестикулярного созревания спер-
матозоидов [4, 18]. Накоплены данные о том, что 
во всех компартментах половых путей мужчи-
ны, а также соматическими клетками Лейдига, 
клетками Сертоли, перитубулярными клетками 
производится огромное количество цитокинов, 
таких как IL-1β, IL-6, IL-8, TNFα, IL-4, IL-10, 
VEGF и многих других, участвующих в спермато-
генезе, регулирующих функционирование яичка, 
пролиферацию зародышевых клеток и незрелых 
клеток Лейдига, модулирующих функции зрелых 
клеток Лейдига, способных влиять на все аспек-
ты репродуктивной физиологии и, следователь-
но, являющихся нормальными компонентами 
семенной плазмы [10, 15, 20, 24]. Таким образом, 
цитокины являются частью аутокринной и пара-
кринной сети, осуществляющей клеточную ин-
теграцию в мужской репродуктивной системе и 
выполняющих регуляцию фертильности [10].

В то же время цитокины являются и неотъем-
лемой частью воспалительного эффекта и синте-
зируются различными иммунокомпетентными 
клетками, присутствующими в мужских половых 
путях [2,  15]. Как уже упоминалось, основными 
патологическими механизмами, воздействую-
щими на тестикулярную ткань при варикоцеле, 
признаны гипертермия, ишемия и гипоксия. Ги-
поксия может выступать в качестве промотора 
хронического воспаления, поскольку гипоксиче-
ское воздействие способствует индукции транс-
крипции генов провоспалительных цитокинов, 
так как при гипоксии цитокины, хемокины и 
факторы роста действуют как мощные регулято-
ры стабилизации в ответе организма на воздей-
ствие острого и хронического стресса и, следо-
вательно, влияют на формирование механизмов 
адаптации к гипоксии [1]. При повышении уров-
ня цитокинов в семенной плазме отмечено на-
рушение дифференцировки сперматозоидов, не-
гативное влияние на сперматогенез и показатели 
подвижности сперматозоидов, зафиксировано 
повреждение ДНК сперматозоидов и нарастание 
процессов апоптоза и некроза, выявлено инги-
бирующее действие на акросомальную реакцию, 
что может приводить к развитию мужского бес-
плодия [2, 5, 9, 15, 20, 21, 23, 26]. Увеличение 

уровня провоспалительных цитокинов может 
быть причиной нарушения регуляции функций 
клеток Сертоли, приводя к повышенной прони-
цаемости гематотестикулярного барьера [5]. По-
вышение содержания IL-1β в семенной плазме 
оказывает стимулирующее действие на нейтро-
филы и макрофаги, способствует усилению вы-
работки IL-6, активирующего B-лимфоциты, и 
выработку антиспермальных антител [23]. Кроме 
того, на фоне венозного застоя удлиняется время 
контакта иммунокомпетентных клеток с антиге-
нами сперматозоидов, приводит к развитию ауто-
агрессии и аутоиммунной формы бесплодия [2]. 

Можно предположить, что повышение уров-
ня провоспалительных цитокинов в семенной 
плазме повлечет за собой и повышение уровня 
противовоспалительных цитокинов для их ней-
трализации, поскольку противовоспалительные 
цитокины представляют собой растворимые им-
муносупрессивные факторы, которые защищают 
тестикулы от аутоагрессии [9, 15, 26]. 

VEGF физиологически секретируется в се-
менниках, семенных пузырьках, простате и уча-
ствует в регуляции репродуктивной функции 
мужчин [16]. Этот фактор является регулятором 
пула стволовых клеток сперматогониев в яичках, 
индуцирует пролиферацию половых клеток, спо-
собствует регенерации тестикулярной ткани за 
счет усиления васкуляризации и стероидогенеза 
клетками Лейдига [16]. Кроме того, VEGF уча-
ствует в обеспечении адаптации клеток к инду-
цируемой варикоцеле гипоксии [2, 7, 14].

Таким образом, повышенные уровни цито-
кинов в семенной жидкости могут выступать 
маркером воспалительного процесса, являться 
фактором риска развития мужского бесплодия. 
Поскольку участие некоторых цитокинов в регу-
ляции фертильности может зависеть от их кон-
центрации, а цитокины действуют плейотропно 
и, нередко, синергично, часто результат их взаи-
модействия непредсказуем, что нельзя упускать 
из внимания [4, 10, 15, 16, 22].

В целом определение уровня цитокинов в се-
менной жидкости позволяет определить наличие 
и степень активности местного воспалительного 
процесса при варикоцеле.

Цель исследования  – оценить цитокиновый 
профиль эякулята у подростков с варикоцеле.

Материалы и методы
Выполнено определение уровня цитокинов 

IL-1β, IL-6, IL-8, TNFα, IL-4, IL-10, VEGF в 
эякуляте у подростков в возрасте 17 лет. Основ-
ную группу составили подростки с варикоцеле 
II-III степени в количестве 100 человек, в группу 
сравнения вошли 30 подростков без варикоцеле. 
Критерии включения  – отсутствие инфекцион-
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но-воспалительных и других заболеваний орга-
нов мошонки, наличие опыта мастурбации. Все 
обследуемые и их законные представители дали 
информированное согласие на проведение ис-
следования. Эякулят для исследования был по-
лучен методом мастурбации после 3-5 дневного 
воздержания при соблюдении всех условий сбора 
спермы у подростков [3]. 

Определение уровня цитокинов пациен-
там обеих групп проводили с помощью наборов 
«Вектор-Бест» (Россия), предназначенных для 
количественного определения уровня IL-1β, 
IL- 6, IL-8, TNFα, IL-4, IL-10, VEGF методом 
ИФА на анализаторе Model 680 (BioRad, США).

Также оценка уровня цитокинов в эякуляте 
была выполнена в зависимости от степени ва-
рикоцеле. Пациенты были разделены по степе-
ни варикоцеле на две группы по 49 и 51 человек 
с II и III степенью соответственно. Определение 
уровня цитокинов было выполнено подросткам, 
которым варикоцелеэктомия была проведена в 
возрасте 14 лет (46 человек) и подросткам с более 
ранней оперативной коррекцией в возрасте 12-13 
лет (54 человека). 

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов исследования осуществляли с исполь-
зованием компьютерных программ Microsoft 
Excel XP и Statistica 10.0 (StatSoft Inc., США). Вы-

полнена предварительная оценка нормальности 
распределения с использованием критерия χ2. 
Количественные показатели (M±SD) представ-
лены в виде средних арифметических значений и 
стандартных отклонений. При оценке достовер-
ности различий (p) между признаками с нормаль-
ным распределением применялся коэффициент 
Стьюдента (t). Различия результатов считали ста-
тистически значимыми при уровне p < 0,05. 

Результаты
При оценке уровня цитокинов в эякуляте у 

подростков основной группы и группы срав-
нения были получены следующие результаты 
(табл.  1).

При оценке полученных данных видно, что у 
подростков с варикоцеле наблюдается статисти-
чески более высокие уровни всех исследованных 
провоспалительных цитокинов, за исключением 
IL-8, а также IL-10. 

Поскольку при III степени диагностируются 
более выраженные изменения вен лозовидного 
сплетения, определяемые визуально, следова-
тельно, предполагается более выраженный вос-
палительный процесс и ожидается более высокий 
уровень цитокинов в эякуляте. Сопоставление 
показателей уровней цитокинов в эякуляте, в за-

ТАБЛИЦА 1. СОПОСТАВЛЕНИЕ ПОКАЗАТЕЛЕЙ УРОВНЯ ЦИТОКИНОВ В ЭЯКУЛЯТЕ У ПОДРОСТКОВ ОСНОВНОЙ 
ГРУППЫ И ГРУППЫ СРАВНЕНИЯ

TABLE 1. COMPARISON OF INDICATORS OF THE LEVEL OF CYTOKINES IN THE EJACULATE IN ADOLESCENTS  
OF THE MAIN GROUP AND THE COMPARISON GROUP

Показатель 
Indicator

Основная группа (варикоцеле) 
Main group (varicocele)

n = 100

Группа сравнения
Comparison group

n = 30
IL-1ββ, пг/мл
IL-1β, pg/mL 9,02±28,12* 1,23±1,29*

IL-4, пг/мл
IL-4, pg/mL 3,42±4,77 2,63±5,27

IL-6, пг/мл
IL-6, pg/mL 10,20±28,65* 3,73±8,45*

IL-8, пг/мл
IL-8, pg/mL 266,87±116,56 248,69±7,16

IL-10, пг/мл
IL-10, pg/mL 16,81±25,21* 2,06+2,43*

TNFαα, пг/мл
TNFα, pg/mL 15,64±23,15* 2,64±3,31*

VEGF, мЕд/мл
VEGF, mU/mL 1997,16±11,29 1996,43±13,74

Примечание. * – статистически значимые различия показателей между основной группой и группой сравнения 
(р < 0,05).

Note. *, statistically significant differences in indicators between the main group and the comparison group (p < 0.05).
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ТАБЛИЦА 2. СОПОСТАВЛЕНИЕ ПОКАЗАТЕЛЕЙ УРОВНЕЙ ЦИТОКИНОВ В ЭЯКУЛЯТЕ В ГРУППАХ ЗАВИСИМОСТИ  
ОТ СТЕПЕНИ ВАРИКОЦЕЛЕ И ГРУППОЙ СРАВНЕНИЯ
TABLE 2. COMPARISON OF INDICATORS OF CYTOKINE LEVELS IN THE EJACULATE IN GROUPS DEPENDING  
ON THE DEGREE OF VARICOCELE AND THE COMPARISON GROUP

Показатель 
Indicator

Основная группа 
(II степень варикоцеле) 

Main group (II degree of varicocele)
n = 49

Основная группа 
(III степень варикоцеле)

Main group (III degree of varicocele)
n = 51

IL-1ββ, пг/мл
IL-1β, pg/mL 4,91±7,33 13,39±39,15

IL-4, пг/мл
IL-4, pg/mL 2,67±2,92 3,94±5,88

IL-6, пг/мл
IL-6, pg/mL 6,78±0,13 13,87±39,47

IL-8, пг/мл
IL-8, pg/mL 262,58±86,63 271,00±140,22

IL-10, пг/мл
IL-10, pg/mL 17,84±29,55 16,15±20,32

TNFαα, пг/мл
TNFα, pg/mL 14,72±18,79 16,65±26,81

VEGF, мЕд/мл
VEGF, mU/mL 1996,07±13,34 1998,00±8,90

Примечание. Cтатистически значимые различия показателей между группами с II и III степенью варикоцеле не 
выявлены.
Note. Statistically significant differences in indicators between groups with grade II and III varicocele were not identified.

ТАБЛИЦА 3. СОПОСТАВЛЕНИЕ ПОКАЗАТЕЛЕЙ УРОВНЕЙ ЦИТОКИНОВ В ЭЯКУЛЯТЕ МЕЖДУ ГРУППАМИ 
В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ДАВНОСТИ ВАРИКОЦЕЛЕЭКТОМИИ И ГРУППОЙ СРАВНЕНИЯ
TABLE 3. COMPARISON OF CYTOKINE LEVELS IN THE EJACULATE BETWEEN GROUPS DEPENDING ON THE DURATION 
OF VARICOCELECTOMY AND THE COMPARISON GROUP

Показатель 
Indicator

Основная группа 
(варикоцелеэктомия в 14 лет)

Main group 
(varicocelectomy at the age of 14)

n = 46

Основная группа
(варикоцелеэктомия в 12-13 лет)

Main group
(varicocelectomy at 12-13 years old)

n = 54

Группа 
сравнения
Comparison 

group
n = 30

IL-1ββ, пг/мл
IL-1β, pg/mL 3,80±3,35 13,46±37,73* 2,80±5,24*

IL-4, пг/мл
IL-4, pg/mL 3,02±4,47 3,76±5,02 2,63±5,27

IL-6, пг/мл
IL-6, pg/mL 4,75±3,05 14,85±38,43* 3,73±8,45*

IL-8, пг/мл
IL-8, pg/mL 243,65±28,70 282,31±158,60 248,69±7,16

IL-10, пг/мл
IL-10, pg/mL 14,92±15,50* 18,41±31,26* 2,06±2,43*

TNFαα, пг/мл
TNFα, pg/mL 12,46±10,29 18,35±29,92* 2,64±3,31*

VEGF, мЕд/мл
VEGF, mU/mL 1999,02±6,63 1995,00±13,97 1996,43±13,74

Примечание. Статистически значимые различия показателей между группами в зависимости от давности 
варикоцелеэктомии не выявлены. * – статистически значимые различия показателей между группами в зависимости 
от давности варикоцелеэктомии и группой сравнения (р < 0,05).
Note. No statistically significant differences between the groups depending on the duration of varicocelectomy were found. *, 
statistically significant differences in indicators between groups depending on the duration of varicocelectomy and the comparison 
group (p < 0.05).
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висимости от степени варикоцеле, представлены 
в таблице 2.

Полученные результаты демонстрируют, что 
статистически значимых различий в уровнях ци-
токинов между группами с II и III степенью вари-
коцеле не установлено. 

Результаты сопоставления уровней цитокинов 
между группами в зависимости от давности вари-
коцелеэктомии и группой сравнения представле-
ны в таблице 3.

Статистически значимых различий в уров-
нях цитокинов между группами в зависимости 
от давности варикоцелеэктомии не обнаружено. 
Но при сопоставлении результатов между обеи-
ми группами в зависимости от давности варико-
целеэктомии и группой сравнения установлены 
статистически более высокие уровни IL-1β, IL-6, 
TNFα у пациентов с более давней оперативной 
коррекцией и уровнем IL-10 в обеих подгруппах 
при варикоцеле. 

Обсуждение
Полученные в ходе исследования результаты 

не противоречат данным литературы о том, что 
при варикоцеле обнаруживается изменение ци-
токинового профиля семенной плазмы [4, 12, 13, 
15, 19, 20, 23, 26].

При сопоставлении уровней цитокинов в эя-
куляте у подростков основной группы и группы 
сравнения видно, что статистически значимо по-
вышены уровни провоспалительных цитокинов 
IL-1β, IL-6, TNFα, а из противовоспалительных 
цитокинов – IL-10.

В семенниках IL-1β в физиологических усло-
виях регулирует сперматогенез посредством пара-
кринной и аутокринной экспрессии, способству-
ет созреванию сперматозоидов, пролиферации 
герминативного эпителия, клеток Сертоли, кле-
ток Лейдига [9, 14]. Но повышение уровня IL-1β 
в эякуляте является лабораторным показателем 
статуса воспаления, поскольку он продуцирует-
ся моноцитами и макрофагами и вовлекается в 
воспалительный процесс, стимулируя выработку 
IL-6, считается маркером аутовоспаления и зна-
чительно повышается у пациентов с варикоцеле 
и бесплодием [2, 9, 11, 14].

Цитокин IL-6 рассматривается в качестве од-
ного из наиболее важных факторов регуляции 
защитных реакций организма, включая воспа-
лительный процесс. Он стимулирует развитие и 
функционирование T- и B-лимфоцитов, инду-
цируя синтез иммуноглобулинов секреторного и 
циркуляторного типов, включая аутоантитела [2]. 
IL-6 характеризуется быстрой и кратковремен-
ной выработкой в ответ на повреждение тканей, 
но длительное нарушение регуляции его синтеза 
играет патологическую роль при хроническом 

воспалительном процессе, характерном для ва-
рикоцеле и аутоиммунных реакциях [2, 9].

В отличие от остальных цитокинов TNFα спо-
собен действовать на андрогенный рецептор, ре-
гулирующий активность синтеза тестостерона, 
способствует выживанию клеток во время спер-
матогенеза, оказывает непосредственное влия-
ние на подвижность сперматозоидов [3]. TNFα 
поддерживает репаративный статус в урогени-
тальном тракте здоровых мужчин, выживание 
герминативных клеток в семенной жидкости, ре-
гулирует проницаемость гематотестикулярного 
барьера [2]. Вместе с тем высокая концентрация 
TNFα в эякуляте отражает наличие воспалитель-
ного процесса, изменяет функцию митохондрий, 
увеличивая продукцию активных форм кислоро-
да и приводя к снижению подвижности сперма-
тозоидов, ингибирует акросомальную реакцию, 
усиливает апоптоз сперматозоидов [2, 9, 19].

Из исследуемых противовоспалительных ци-
токинов в эякуляте статистически значимо по-
вышен только уровень IL-10 у подростков с вари-
коцеле. Широко известна роль IL-10 в качестве 
цитокина, подавляющего продукцию провоспа-
лительных цитокинов и прекращающего воспа-
лительную реакцию [11]. Цитокин IL-10 угнетает 
клеточный тип иммунного ответа, ингибирует 
продукцию активных форм кислорода, поддер-
живает жизнеспособность сперматозоидов, обе-
спечивая иммуносупрессивный статус семенной 
жидкости [2].

Оценивая уровни цитокинов в эякуляте при 
II и III степени варикоцеле, статистически зна-
чимых различий не было установлено, хотя тен-
денция к повышению уровня ряда провоспали-
тельных цитокинов при III степени варикоцеле 
может косвенно указывать на более выраженную 
активность воспалительного процесса по сравне-
нию с II степенью варикоцеле. 

У подростков, которым была выполнена бо-
лее ранняя оперативная коррекция варикоцеле, 
установлены статистически значимо более вы-
сокие уровни провоспалительных цитокинов, 
что, учитывая прогрессирующее течение этого 
заболевания, может считаться неблагоприятным 
фактором, поскольку в более отдаленном после-
операционном периоде восстанавливается про-
воспалительный статус тестикулярной ткани. 

Таким образом, анализ полученных данных 
позволил определить, что отличительным при-
знаком локального цитокинового профиля в 
эякуляте у подростков с варикоцеле является 
усиленная продукция провоспалительных ме-
диаторов IL-1β, IL-6, TNFα, а также IL-10, ре-
ализующего противовоспалительный ответ. 
Проведенное исследование показало активную 
вовлеченность иммунной системы в воспали-
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тельный процесс при варикоцеле, причем высок 
риск развития именно аутоиммунных реакций, 
маркерами которых являются IL-1β, IL-6, TNFα. 
Активация иммунной системы на локальном 
уровне может служить пусковым механизмом по-
вреждения микроокружения в яичке, приводить 
к нарушению сперматогенеза, поскольку про-
воспалительные цитокины являются не только 
регуляторами физиологических процессов в те-
стикулярной ткани, но и наиболее агрессивными 
медиаторами воспалительной реакции по отно-
шению к иммунопривелигированным клеткам 
репродуктивной системы.

Поскольку варикоцеле является неуклонно 
прогрессирующим заболеванием, в целях профи-

лактики развития бесплодия, важным моментом 
остается оценка цитокинового профиля на ло-
кальном уровне в прогнозировании фертильного 
потенциала подростков.

Выводы
1.	 У подростков с варикоцеле выявлен по-

вышенный уровень провоспалительных цитоки-
нов в эякуляте. 

2.	 Не установлено статистически значимых 
различий в уровне цитокинов в эякуляте при II и 
III степени варикоцеле.

3.	 В более отдаленном послеоперационном 
периоде выявлено увеличение уровня провоспа-
лительных цитокинов в эякуляте. 
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БИОМАРКЕРЫ КРОВИ И МАРКЕР  
ПРОЛИФЕРАЦИИ Ki-67 ПРИ РАКЕ МОЛОЧНОЙ  
ЖЕЛЕЗЫ
Студеникина А.А.1, 2, Михайлова Е.С.1, 2, Архипов С.А.1, 2,  
Вараксин Н.А.3, Проскура А.В.2, Аутеншлюс А.И.1, 2

1 ФГБОУ ВО «Новосибирский государственный медицинский университет», г. Новосибирск, Россия  
2 «Научно-исследовательский институт молекулярной биологии и биофизики» ФГБНУ «Федеральный 
исследовательский центр фундаментальной и трансляционной медицины», г. Новосибирск, Россия  
3 АО «Вектор-Бест», г. Новосибирск, Россия

Резюме. Метастазирование является ведущей причиной смерти у пациентов с раком молочной же-
лезы (РМЖ). Известно, что поражение опухолевыми клетками регионарных лимфатических узлов 
чаще встречается в опухолях с более высокой пролиферативной активностью, кроме того имеются 
литературные данные о том, что цитокины и протеины также могут оказывать влияние на миграци-
онный потенциал опухоли. Цель работы – изучение сопряженности между концентрацией цитоки-
нов, протеинов и экспрессией маркера пролиферации Ki-67 при РМЖ по гистологической форме 
инвазивная карцинома неспецифического типа. По данным патологоанатомов, у 16 пациентов отме-
чалось наличие метастазов в регионарных лимфатических узлах (I группа), а у 18 пациентов метастазы 
отсутствовали (II группа). 

С помощью твердофазного иммуноферментного анализа определяли концентрацию 14 цитоки-
нов в супернатантах иммунокомпетентных клеток крови: IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, IL-18, IL-1β, 
IL- 1ra, TNFα, IFNγ, G-CSF, GM-CSF, VEGF и MCP-1, а концентрации 6 протеинов определяли в сы-
воротке крови: рецепторов эстрогена и прогестерона, кадгерина-Е (CDH1), активатора плазминогена 
типа 1 (PAI-1), муцина 1 (MUC1), белка теплового шока 90αА1 (HSP90αA1). Иммуно-гистохимиче-
ское исследование экспрессии Ki-67 проводили на парафиновых срезах опухолей с использованием 
моноклональных антител. 

Исследование показало, что экспрессия Ki-67 в опухоли и концентрации в крови IL-6, IL-8, IL-1β 
и TNFα были выше у пациентов I группы, а концентрации в крови CDH1 и PAI-1, наоборот, были 
выше у пациентов II группы. Было обнаружено что, Ki-67 имеет как обратные корреляционные связи 
с CDH1 и PAI1, так и прямые с IL-8 и TNFα. CDH1 имеет прямую корреляционную связь с PAI1, и об-
ратные с IL-6, IL-1β и TNFα. Цитокины имеют прямые корреляционные связи между собой. Анализ 
ROC-кривых показал хорошее качество и оптимальные значения точек отсечения экспрессии Ki-67, 
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концентраций цитокинов и протеинов, которые могли бы наилучшим образом предсказать наличие 
лимфогенного метастазирования. На основании полученных результатов, был предложен коэффи-
циент, представляющий собой отношение концентрации CDH1 к сумме показателей концентраций 
IL-1β и TNFα в крови, который может содействовать выявлению пациентов с РМЖ находящихся в 
группе риска по лимфогенному метастазированию. 

Ключевые слова: цитокины, протеины, Ki-67, пролиферация, метастазирование, рак молочной железы

BLOOD BIOMARKERS AND Ki-67 PROLIFERATION MARKER 
IN BREAST CANCER
Studenikina A.A.a, b, Mikhaylova E.S.a, b, Arkhipov S.A.a, b, 
Varaksin N.A.c, Proskura A.V.b, Autenshlyus A.I.a, b

a Novosibirsk State Medical University, Novosibirsk, Russian Federation  
b Institute of Molecular Biology and Biophysics, Federal Research Center for Fundamental and Translational Medicine, 
Novosibirsk, Russian Federation  
a JSC “Vector-Best”, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. Metastasis is the leading cause of death in patients with breast cancer (BC). It is known that the 
lesion of regional lymph nodes by tumor cells is more common in tumors with higher proliferative activity. 
Moreover, there is literature evidence on effects of cytokines and proteins upon the migration potential of the 
tumor. The aim of our work was to study the correlation between the concentrations of cytokines, proteins, and 
expression of Ki-67 proliferation marker in breast cancer with histology of non-specific invasive carcinoma. 

On the basis of pathological findings, 16 patients had metastases in regional lymph nodes (group I), 
and 18 patients had no detectable metastases (group II). Solid-phase enzyme immunoassay was used to 
determine concentrations of 14 cytokines in the supernatants of immunocompetent blood cells, i.e., IL-2, 
IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, IL-18, IL-1β, IL-1ra, TNFα, IFNγ, G-CSF, GM-CSF, VEGF and MCP-1, and 
concentrations of 6 proteins were determined in blood serum: estrogen and progesterone receptors, cadherin-E 
(CDH1), plasminogen activator type 1 (PAI-1), mucin 1 (MUC1), heat shock protein 90αA1 (HSP90αA1). 
Immunohistochemical study of Ki-67 expression was performed in paraffin sections of tumors using monoclonal 
antibodies. 

The study showed that Ki-67 expression in tumor tissues and blood concentrations of IL-6, IL-8, IL-1β and 
TNFα were higher in group I patients. On the contrary, blood concentrations of CDH1 and PAI-1 were higher 
in group II patients. It was found that Ki-67 showed both inverse correlations with CDH1 and PAI1, and direct 
correlations with IL-8 and TNFα. CDH1 had a direct correlation with PAI1, and inverse correlations with 
IL- 6, IL-1β and TNFα. The studied cytokines showed direct correlations with each other. The analysis of ROC 
curves showed good quality and optimal values of the cut-off points for Ki-67 expression, cytokine and protein 
concentrations, thus allowing best prediction for detectable lymphatic metastasis. 

On the basis of these results, a quotient was proposed, which represents a ratio of CDH1 contents to the sum 
of IL-1β and TNFα concentrations in blood samples, which can help identification of the patients with breast 
cancer at risk for lymphatic metastasis.

Keywords: cytokines, proteins, Ki-67, proliferation, metastasis, breast cancer

Введение
Метастазирование является ведущей причи-

ной смерти у пациентов с раком молочной желе-
зы (РМЖ). Известно, что у 30% больных немета-
статическим РМЖ на фоне адъювантной терапии 
в дальнейшем развиваются метастазы [12, 24]. 
Лимфоваскулярная инвазия чаще встречается 
в опухолях с более высокой пролиферативной 
активностью, которую оценивают с помощью 
иммуно-гистохимического маркера Ki-67 [4]. 
Известно, что высокая экспрессия Ki-67 связа-

на с более высоким риском рецидива и худшей 
выживаемостью у больных РМЖ [9]. Множе-
ство исследований подчеркивают клиническую 
обоснованность использования Ki-67 в качестве 
прогностического биомаркера эффективности 
лечения в условиях неоадъювантной терапии. 
Тем не менее основная проблема применения 
этого маркера заключается в его слабой воспро-
изводимости [11]. Использование дополнитель-
ных маркеров с помощью стандартных наборов и 
воспроизводимых методик может помочь в более 
объективной интерпретации данных экспрессии 
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маркера пролиферации Ki-67. В качестве таких 
маркеров могут выступать показатели способно-
сти клеток крови к секреции цитокинов и кон-
центрации протеинов сыворотки крови. Наи-
более подходящим для этих целей, по нашему 
мнению, является изучение спонтанной продук-
ции цитокинов ex vivo – в цельной крови это дает 
представление о том, насколько активированы 
иммунокомпетентные клетки in vivo. Концентра-
ции цитокинов и протеинов подвергаются дина-
мическим изменениям на разных этапах опухо-
левого роста [17], поэтому использование этих 
показателей пациентов с РМЖ может улучшить 
диагностические возможности Ki-67. Несмотря 
на множество статей, посвященных различным 
прогностическим факторам у пациентов с раком 
молочной железы, ранее не описывалась сопря-
женность между экспрессией Ki-67 и профилем 
цитокинов и протеинов и то, как они в совокуп-
ности связаны с наличием лимфогенного мета-
стазирования.

Целью работы явилось изучение сопряжен-
ности между профилем цитокинов, протеинов и 
экспрессией Ki-67 при раке молочной железы.

Материалы и методы
Материалом служили: кровь и образцы опу-

холей 34 пациентов с диагнозом РМЖ, с гисто-
логическим типом  – инвазивная карцинома 
неспецифического типа в возрасте 23-70 лет 
(средний возраст 53,0±2,1), со степенью злока-
чественности опухоли G1 и G2. Больные были 
разделены на группы: I группа – 16 пациентов с 
метастазами в регионарных лимфатических узлах 
в возрасте 23-70 лет (средний возраст 50,4±2,7) 
и II группа  – 18 пациентов без метастатическо-
го поражения лимфатических узлов в возрасте 
35-70 лет (средний возраст 54,0±1,6). Диагноз 
устанавливался врачом-онкологом и врачом-па-
тологоанатомом. Забор крови у всех исследуемых 
пациентов осуществляли до оперативного вме-
шательства. Пациентам была проведена мастэк-
томия молочной железы на базе онкологического 
отделения ГКБ № 1 г. Новосибирска. Все иссле-
дования были проведены в соответствии с Хель-
синкской декларацией Всемирной медицинской 
ассоциации 2016 года. От каждого пациента по-
лучено информированное согласие на проведе-
ние исследования и получения образцов опухо-
лей, подписанное самим пациентом и заверенное 
врачом. Исследование одобрено комитетом по 
этике Научно-исследовательского института 
молекулярной биологии и биофизики подразде-
ления Федерального исследовательского центра 
фундаментальной и трансляционной медицины 
(протокол №  2016-3). На основании литератур-

ных данных и собственных исследований были 
изучены представленные ниже цитокины и про-
теины [1, 2, 7, 13, 20, 21]. Концентраций цитоки-
нов и протеинов крови определяли с помощью 
твердофазного иммуноферментного анализа. 
Для изучения спонтанной секреции цитокинов 1 
мл крови в стерильных условиях вносили во фла-
кон, содержащий 4 мл стерильной поддержива-
ющей среды (DMEM), гепарин (2,5 ЕД/ мл), ген-
тамицин (100 мкг/мл) и L-глютамин (0,6 мг/ мл), 
инкубировали при 37  °С в течение суток, после 
окончания инкубации клетки крови осаждали 
центрифугированием при 900 g в течение 15 мин. 
В полученных супернатантах лейкоцитов опре-
деляли концентрации: IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, 
IL-17, IL-18, IL-1β, IL-1ra, TNFα, IFNγ, G-CSF, 
GM-CSF, VEGF и MCP-1 с использованием на-
боров реагентов АО «Вектор-Бест» (Россия). 
Концентрации следующих протеинов определя-
ли в сыворотке крови: рецепторов эстрогена и 
прогестерона, кадгерина-Е (CDH1), активатора 
плазминогена типа 1 (PAI-1), муцина-1 (MUC1), 
белка теплового шока 90αА1 (HSP90αA1) с по-
мощью наборов Cloud-CloneCorp. (США). Им-
муно-гистохимическое исследование экспрессии 
Ki-67 проводили на парафиновых срезах опухо-
лей с использованием моноклональных анти-
тел (Leica Biosystems Inc.) и системы визуализа-
ции VECTASTAIN ABC Kit (Vector Laboratories, 
США). Для статистической обработки резуль-
татов использовали программный пакет SPSS 
v.  22.0 for Windows. При определении характера 
распределения данных применяли уравнение 
Колмогорова-Смирнова с определением по-
правки Лиллифорса. Поскольку распределение 
отличалось от нормального, проводили анализ с 
использованием непараметрического критерия 
Уилкоксона–Манна–Уитни. С целью обнару-
жения взаимосвязи между исследуемыми по-
казателями проводили корреляционный анализ 
путем вычисления коэффициента ранговой кор-
реляции Спирмена (R). Статистически значи-
мыми считались различия при р < 0,05. Данные 
представлены в виде медианы и межквартильно-
го размаха   – Me (Q0,25-Q0,75). Оптимальное зна-
чение точки отсечения экспрессии Ki-67 было 
проведено с помощью анализа receiver operating 
characteristic (ROC). Использовали оборудование 
центра коллективного пользования Научно-ис-
следовательского института молекулярной био-
логии и биофизики  – структурного подразделе-
ния Федерального государственного бюджетного 
научного учреждения «Федеральный исследова-
тельский центр фундаментальной и трансляци-
онной медицины».
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Рисунок 1. Экспрессия Ki-67 на парафиновых срезах 
опухолей пациентов с РМЖ (%)
Примечание. I группа – пациенты с РМЖ с лимфогенным 
метастазированием, II группа – пациенты с РМЖ без 
лимфогенного метастазирования.
Figure 1. Ki-67 expression on paraffin sections of tumors of 
patients with breast cancer (%)
Note. Group I, patients with breast cancer with lymphatic metastasis; 
group II, patients with breast cancer without lymphatic metastasis.

Результаты
Был проведен анализ экспрессии Ki-67 на 

опухолях пациентов с РМЖ, при этом у пациен-
тов I группы (с лимфогенным метастазировани-
ем) экспрессия Ki-67 была статистически зна-
чимо выше, чем у пациентов II группы (рис. 1), 
что соответствует известным фактам, посколь-
ку более высокая пролиферативная активность 
способствует гетерогенности опухолевого очага 
и возникновению более агрессивного, инвазив-
ного типа клеток [3, 4, 9].

При сравнении концентрации протеинов в 
крови пациентов с РМЖ концентрации CDH1 
и PAI1 были статистически значимо ниже у па-
циентов I группы по сравнению с пациентами II 
группы (табл. 1). По результатам исследования 
цитокинов в крови пациентов с РМЖ было вы-
явлено, что статистически значимо между I и II 
группами различались концентрации провоспа-
лительных цитокинов, а именно IL-6, IL-8, IL-1β 
и TNFα (табл. 1). 

С целью выявления взаимосвязей между по-
казателями биомаркеров, различающихся у па-
циентов с РМЖ с лимфогенным метастазирова-
нием и без него, был проведен корреляционный 
анализ по методу Спирмена (табл.  2). 

Анализ взаимосвязи между экспрессией Ki-67 
в опухолевой ткани и концентрациями биомар-

ТАБЛИЦА 1. ЗНАЧЕНИЯ КОНЦЕНТРАЦИИ ЦИТОКИНОВ И ПРОТЕИНОВ В КРОВИ ПАЦИЕНТОВ С РМЖ (пг/мл),  
Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. VALUES OF CYTOKINE AND PROTEIN CONCENTRATIONS IN THE BLOOD OF PATIENTS WITH BREAST CANCER 
(pg/mL), Me (Q0.25-Q0.75)

Биомаркеры
Biomarkers

I группа 
Group I

II группа 
Group II p

CDH1 58335,0 (43425,0-64141,8) 75222,5 (64347,3-91088,0) 0,003

PAI1 974,7 (933,1-1077,1) 1033,7 (996,8-1675,8) 0,010

IL-6 116,4 (60,0-298,9) 21,2 (13,2-108,4) 0,030

IL-8 368,3 (237,2-603,4) 327,2 (216,0-381,3) 0,046

IL-1ββ 40,3 (22,1-100,3) 8,4 (1,3-19,7) 0,001

TNFαα 3,9 (1,0-46,3) 1,0 (1,0-1,5) 0,002

Примечание. Значения концентраций цитокинов и протеинов указаны только при p ˂ 0,05; I группа – пациенты с РМЖ  
с лимфогенным метастазированием, II группа – пациенты с РМЖ без лимфогенного метастазирования.

Note. The concentration values of cytokines and proteins are indicated only at p < 0.05; Group I, patients with breast cancer with 
lymphatic metastasis, group II, patients with breast cancer without lymphatic metastasis.
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ТАБЛИЦА 2. КОРРЕЛЯЦИОННЫЕ СВЯЗИ МЕЖДУ ЭКСПРЕССИЕЙ МАРКЕРА ПРОЛИФЕРАЦИИ Ki-67 В ОПУХОЛЕВОЙ 
ТКАНИ И КОНЦЕНТРАЦИЯМИ БИОМАРКЕРОВ В КРОВИ ПАЦИЕНТОВ С РМЖ

TABLE 2. CORRELATIONS BETWEEN THE EXPRESSION OF THE Ki-67 PROLIFERATION MARKER IN TUMOR TISSUE AND 
THE CONCENTRATION OF BIOMARKERS IN THE BLOOD OF PATIENTS WITH BREAST CANCER

Биомаркеры
Biomarkers CDH1 PAI1 IL-6 IL-8 IL-1ββ TNFαα

Ki-67
R -0,400 -0,401 0,296 0,400 0,339 0,565

p 0,028* 0,027* 0,089 0,040* 0,051 0,0005*

CDH1
R – 0,576 -0,389 0,039 -0,451 -0,401

p – 0,0005* 0,023 0,828 0,007* 0,022*

PAI1
R 0,576 – -0,466 -0,420 -0,400 -0,580

p 0,0005 – 0,006* 0,015* 0,021* 0,0004*

IL-6
R -0,401 -0,466 – 0,673 0,759 0,734

p 0,023 0,006 – 0,00001* 0,00002* 0,00001*

IL-8
R 0,039 -0,420 0,673 – 0,402 0,536

p 0,828 0,015 0,00001 – 0,026* 0,001*

IL-1β
R -0,451 -0,400 0,759 0,402 – 0,604

p 0,007 0,021 0,00002 0,026 – 0,0002*

Примечание. * – значения при p ˂ 0,05.

Note. *, values at p < 0.05.

керов в сыворотке крови пациентов с РМЖ, по-
казал, что Ki-67 имеет как обратные корреляци-
онные связи с CDH1 и PAI1, так и прямые с IL-8 
и TNFα. CDH1 имеет прямую корреляционную 
связь с PAI1 и обратные – с IL-6, IL-1β и TNFα. 
Цитокины имеют прямые корреляционные связи 
между собой (табл. 2).

Был проведен анализ кривой ROC для опре-
деления оптимального значения точки отсечения 
экспрессии Ki-67, которое могло бы наилучшим 
образом свидетельствовать о наличии лимфоген-
ного метастазирования. На основе подсчитанных 
данных. Оптимальная точка отсечения экспрес-
сии Ki-67 в нашем исследовании на основании 
данных ROC-анализа составила 12%. Значение 
маркера пролиферации Ki-67 равное 12% и выше 
свидетельствовало о наличии метастазов, а зна-
чения менее 12% – об их отсутствии.

Качество полученных результатов изучения 
концентраций цитокинов и протеинов в крови 
пациентов с РМЖ при наличии или отсутствии 
лимфогенного метастазирования, определенное 
с помощью ROC-анализа, что помимо оценки 
качества полученных данных позволило устано-

вить пороговые значения концентраций цитоки-
нов и протеинов показатели которых, соответ-
ствовали наличию метастазов или их отсутствия 
у пациентов с РМЖ (табл.  3). При анализе ROC-
кривых CDH1 и PAI1 наблюдалась следующая 
картина, а именно: превышение установленных 
пороговых концентраций соответствовало отсут-
ствию лимфогенного метастазирования, а кон-
центрации ниже пороговых значений – наличию 
метастазов в регионарных лимфатических узлах. 
На основании проведенных расчетов был пред-
ложен коэффициент – показатель лимфогенного 
метастазирования и сочетающий значения кон-
центраций цитокинов и протеинов. Этот коэф-
фициент, по нашему мнению, дает возможность 
определить отсутствие или наличие лимфогенно-
го метастазирования у исследованных пациентов 
РМЖ. Этот коэффициент представляет собой от-
ношение концентрации CDH1 к сумме показа-
телей концентраций IL-1β и TNFα, он обладает 
более высокими показателями качества модели 
(0,872  – очень хорошее качество модели), чув-
ствительности и специфичности по сравнению 
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ТАБЛИЦА 4. ЗНАЧЕНИЯ КОЭФФИЦИЕНТА ЛИМФОГЕННОГО МЕТАСТАЗИРОВАНИЯ В КРОВИ ПАЦИЕНТОВ С РМЖ 
(у. е.)

TABLE 4. VALUES OF THE COEFFICIENT OF LYMPHATIC METASTASIS IN THE BLOOD OF PATIENTS WITH BREAST CANCER 
(c. u.)

Коэффициент
Ratio Me (Q0,25-Q0,75) p

Площадь под 
кривой

Area under curve

Встречаемость, % 
Occurrence, % p

I группа
Group I

1171,0
(443,1-2021,4)

0,0002 0,872
81,2

0,000001
II группа
Group II

5094,4
(2493,7-18180,8) 88,9

Примечание. I группа – пациенты с РМЖ с лимфогенным метастазированием, II группа – пациенты с РМЖ без 
лимфогенного метастазирования; p – значения непараметрического критерий Уилкоксона–Манна–Уитни; p – 
значения углового критерия Фишера. Значения площади под кривой: 0,9-1 – отличное качество модели; 0,8-0,9 – 
очень хорошее качество модели; 0,7-0,8 – хорошее качество модели; 0,6-0,7 – среднее качество модели; 0,5-0,6 – 
неудовлетворительное качество модели.

Note. Group I, patients with breast cancer with lymphatic metastasis; group II, patients with breast cancer without lymphatic 
metastasis; p, values of the nonparametric Wilcoxon–Mann–Whitney criterion; p, values of the Fisher angular criterion. Values 
area under curve: 0.9-1, perfect model; 0.8-0.9, very good model; 0.7-0.8, good model; 0.6-0.7, adequate model; 0.5-0.6, 
unsatisfactory model.

ТАБЛИЦА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ ROC-АНАЛИЗА МОДЕЛИ ЛИМФОГЕННОГО МЕТАСТАЗИРОВАНИЯ НА ОСНОВЕ ОЦЕНКИ 
КОНЦЕНТРАЦИИ ЦИТОКИНОВ И ПРОТЕИНОВ В КРОВИ У ПАЦИЕНТОВ С РМЖ

TABLE 3. RESULTS OF THE ROC-ANALYSIS OF A MODEL OF LYMPHATIC METASTASIS BASED ON THE ASSESSMENT  
OF THE CONCENTRATION OF CYTOKINES AND PROTEINS IN THE BLOOD OF PATIENTS WITH BREAST CANCER 

Биомаркер
Biomarker

Площадь под 
кривой

Area under curve

Пороговые  
значения, пг/мл

Threshold values, pg/mL

Чувствительность, 
%

Sensitivity, %

Специфичность, %
Specificity, %

IL-6 0,719 51,1 80,3 61,0

IL-8 0,673 326,6 70,4 62,0

IL-1ββ 0,826 20,4 81,3 77,8

TNFαα 0,806 1,2 75,0 77,8

CDH1 0,795 65500,0 77,8 81,2

PAI1 0,718 985,9 70,0 76,9

Примечание. Значения площади под кривой 0,9-1 – отличное качество модели; 0,8-0,9 – очень хорошее качество 
модели; 0,7-0,8 – хорошее качество модели; 0,6-0,7 – среднее качество модели; 0,5-0,6 – неудовлетворительное 
качество модели. 

Note. Values area under curve 0.9-1, perfect model; 0.8-0.9, very good model; 0.7-0.8, good model; 0.6-0.7, adequate model; 0.5-
0.6, unsatisfactory model. 

с показателями концентраций цитокинов и про-
теинов измеренных по отдельности. Значение 
коэффициента лимфогенного метастазирования 
равное 2069 условных единиц (у. е.) и меньше в 
81% случаев соответствовало наличию метаста-
зов, а значение, равное 2070 у. е. и больше в 89% 
случаев, – отсутствию метастазов (табл. 4).

Обсуждение
Наше исследование не первое, которое отме-

чает более высокую экспрессию маркера проли-
ферации Ki-67 у пациентов с РМЖ с лимфоген-
ным метастазированием, так в ряде исследований 
более высокая пролиферативная активность опу-
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холи напрямую связана не только с наличием ме-
тастазов в лимфатических узлах, но и с инвазией, 
высокой степенью злокачественности и клини-
ческой стадией опухоли [3, 4, 9, 16].

Снижение концентрации CDH1 в крови паци-
ентов с РМЖ с лимфогенным метастазированием 
(табл. 1) согласуется с литературными данными, 
согласно которым репрессия транскрипции мо-
лекулы адгезии CDH1 является признаком эпи-
телиально-мезенхимального перехода, происхо-
дящего при повышенной пролиферации клеток 
и при метастазировании [19, 21]. Существуют 
противоречия относительно влияния PAI-1 на 
прогрессирование опухоли. Известно, что PAI-1 
ингибирует uPA, что, в свою очередь, должно за-
медлять прогрессирование рака [22]. Кроме того, 
данный протеин, взаимодействуя с компонен-
тами базальной мембраны и внеклеточного ма-
трикса, опосредовано, способен препятствовать 
инвазии и миграции опухолевых клеток [7]. Но 
существуют и противоположные данные, соглас-
но которым PAI-1 может способствовать опухо-
левой прогрессии. С этим связывают увеличение 
этого протеина в опухолевых клетках и в крови 
при более крупных опухолях, более высоких сте-
пенях злокачественности и инвазивных гистоло-
гических типах РМЖ [8]. 

Повышенные концентрации провоспали-
тельных цитокинов в крови пациентов с лимфо-
генным метастазированием при РМЖ (табл. 1), 
вероятно, связано со способностью цитокинов 
активировать сигнальные пути, усиливающие 
миграционные свойства опухолевых клеток. На-
пример, проопухолевые функции IL-6 связаны с 
сигнальными путями JAK-STAT3 и Notch, акти-
вирующими гены, ответственные за выживание 
опухолевых клеток, пролиферацию, ангиогенез, 
метастазирование [5]. Известно, что IL-8 также 
активирует онкогенные сигнальные пути PI3K, 
RAS/MAPK и JAK/STAT в опухолевых клет-
ках, тем самым способствуя инвазии, миграции 
и пролиферации злокачественных клеток [10]. 
Кроме того, IL-8 опосредованно стимулирует 
секрецию матриксных металопротеиназ, разру-
шающих внеклеточный матрикс, что обеспечи-
вает необходимые условия для метастазирования 
опухолевых клеток [18]. Проопухолевая роль IL-6 
и IL-8 отмечена в статье Narita D. и соавторов, 
согласно которой концентрации этих цитокинов 
в крови пациентов с РМЖ были выше по срав-
нению со здоровыми донорами и положительно 
коррелировали со стадией заболевания и смер-
тностью  [15]. TNFα может воздействовать не-
посредственно на опухолевые клетки, вызывая 
в них метаболические нарушения, усиливая их 
инвазивные свойства [6]. Помимо этого, извест-

но, что TNFα необходим для миграции опухоле-
вых клеток, что связано с усилением регуляции 
транскрипционного репрессора TWIST1 посред-
ством активации IKKβ и NF-κB и индукцией 
эпителиально-мезенхимального перехода [14]. 
TNFα совместно с IL-1β повышают экспрессию 
IL-8, MCP-1 и CCL5 что способствует ангиогене-
зу и миграции опухолевых клеток [23]. Таким об-
разом, провоспалительные цитокины, активируя 
онкогенные сигнальные пути и регулируя взаи-
модействия опухолевых и стромальных клеток, 
повышают агрессивность неоплазмы.

Обратные корреляционные связи, возника-
ющие между маркером пролиферации Ki-67 в 
опухолевых клетках и протеинами в крови паци-
ентов с РМЖ, а именно CDH1 и PAI-1 (табл. 2), 
ожидаемы и согласуются с полученными ранее 
результатами. В литературе нет информации от-
носительно взаимосвязей между концентрация-
ми CDH1 и PAI-1 в крови и Ki-67 в опухоли, но 
имеются данные о корреляциях Ki-67 и марке-
ров эпителиально-мезенхимального перехода [3, 
7,  19,  21]. Например, подробно описана взаи-
мосвязь Ki-67 и одним из основных маркеров 
эпителиально-мезенхимального перехода  – ви-
ментином, что связано с ослаблением межкле-
точных контактов и сопровождается усилением 
экспрессии виментина, при этом «свободные» 
опухолевые клетки проявляют повышенную 
пролиферативную активность, что в свою оче-
редь сопровождается повышением экспрессии 
Ki- 67 [3]. Полученные в результате исследования 
прямые корреляционные связи между маркером 
пролиферации Ki-67 в опухолевых клетках и ци-
токинами в крови пациентов с РМЖ (табл. 2), со-
относятся с литературными данными. Например, 
известно, что в опухолевой ткани TNFα и IL-1β 
увеличивают пролиферацию опухолевых клеток в 
модели подавленной метастазированием клеточ-
ной линии тройного негативного РМЖ и в ком-
бинации с IL-6 и IL-8 также клеток люминаль-
ного A подтипа [5]. Следовательно, взаимосвязи, 
возникающие между цитокинами, протеинами и 
маркером пролиферации Ki-67 могут отражать 
эпителиально-мезенхимальный переход, проис-
ходящий в опухолевых клетках и наделяющий их 
повышенным миграционным потенциалом. При 
этом отсутствие взаимосвязи между Ki-67 и IL-6, 
IL-1β могут быть обусловлены тем, что цитокины 
крови являются динамичными молекулами, и их 
уровень слишком быстро изменяется.

Результаты ROC-анализа модели лимфоген-
ного метастазирования на основе оценки кон-
центрации биомаркеров в крови у пациентов с 
РМЖ обладают достаточно высокой чувстви-
тельностью и специфичностью, особенно пока-
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затели концентрации IL-1β, демонстрирующие 
очень хорошее качество модели (табл. 3). Кроме 
того, предложенный в ходе исследования коэф-
фициент лимфогенного метастазирования, пред-
ставляющий собой отношения концентрации 
CDH1 к сумме показателей концентраций IL-1β 
и TNFα, обладает лучшим качеством модели, не-
жели определение концентраций только IL-1β. 
Не исключено, что использование этого коэф-
фициента позволит сформировать группы риска 
пациентов с РМЖ, склонных к лимфогенному 
метастазированию. Не соответствовали точке 
отсечения предложенного коэффициента лим-
фогенного метастазирования только 5 пациен-
тов, у двух из них – пациентов без лимфогенно-
го метастазирования, но с низкими значениями 
коэффициента отмечалась гистологическая сте-
пень злокачественности G2, размер опухоли T2 и 
люминальный А молекулярный подтип, возраст 
обеих составил 69 лет. У одной из них отмечалась 
сниженная концентрация CDH1 при высоких 
концентрациях IL-1β и TNFα (что соответству-
ет показателям концентраций при лимфогенном 
метастазировании), у второй была повышена 
только концентрация IL-1β. Три пациента с лим-
фогенным метастазированием, но с высокими 
значениями коэффициента характеризовались: 
гистологической степенью злокачественности 
G2, размером опухоли T2, у двоих был люминаль-
ный B отрицательный, а у одной HER2/neu поло-
жительный молекулярный подтип. У пациентов с 
люминальным B отрицательным молекулярным 
подтипом была снижена концентрация IL-1β и 
TNFα (что соответствует показателям концен-
траций без лимфогенного метастазирования), у 
третьей пациентки с HER2/neu положительным 

молекулярным подтипом отмечалась повышен-
ная концентрация CDH1 в сочетании с низкими 
концентрациями IL-1β и TNFα (что соответству-
ет показателям концентраций без лимфогенного 
метастазирования). 

Заключение
Использование Ki-67 в клинической практике 

рекомендуется ВОЗ и проводится практически в 
каждой клинике, но из-за различных методиче-
ских подходов, результаты определения экспрес-
сии этого маркера сильно варьируются. Поэтому 
у пациентов с РМЖ использование Ki-67 в ком-
плексе с определением биомаркеров крови, таких 
как TNFα и CDH1, с помощью наборов с хорошо 
воспроизводимыми результатами даст возмож-
ность объективно оценить пролиферативную ак-
тивность опухолевых клеток и использовать эти 
данные для составления персонализированного 
плана лечения пациентов. Определение отноше-
ния концентрации CDH1 к сумме показателей 
концентраций IL-1β и TNFα может содейство-
вать выявлению пациентов находящихся в груп-
пе риска по лимфогенному метастазированию. 
Соответственно в силу малой инвазивности, 
простоты и рутинности метода показатель пред-
ложенного коэффициента может способствовать 
предоперационному прогнозу относительно на-
личия или отсутствия лимфогенного метастази-
рования у пациентов с РМЖ. 
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ПРОГНОЗИРОВАНИЕ ИСХОДА ВАКЦИНАЦИИ  
ПРОТИВ КОРИ У МЕДИЦИНСКИХ РАБОТНИКОВ
Ерещенко А.А., Гусякова О.А., Мигачева Н.Б.,  
Гильмиярова Ф.Н., Лямин А.В.
ФГБОУ ВО «Самарский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Самара, Россия

Резюме. Проведение своевременной вакцинации является единственным гарантом элиминации 
коревой инфекции. По данным литературы риск заражения корью у медицинских работников в 13-19 
раз выше, чем у населения в целом. Доля лиц, не сформировавших иммунный ответ на вакцинацию, 
может достигать 10%. Накопление серонегативных лиц в популяции может привести к вспышке ко-
ревой инфекции. Целью данной работы является поиск биохимических и иммунологических сыво-
роточных маркеров-предикторов выработки поствакцинальных противокоревых IgG у медицинских 
работников. В исследовании приняли участие 76 медицинских работников в возрасте от 19 до 51 года 
с лабораторно подтвержденным отсутствием антител против вируса кори. Данные лица были дваж-
ды вакцинированы живой коревой вакциной (НПО «Микроген», Россия) с интервалом в 3 месяца. 
Определение IgG к вирусу кори, суммарных IgG, IgM, IgA, IFNγ, IL-6, C-реактивного белка, общего 
белка, АЛТ, АСТ, общего билирубина, мочевины, креатинина, белковых фракций проводили до вак-
цинации, через 1 месяц после вакцинации, через 1 месяц после ревакцинации, а также через 1 год по-
сле ревакцинации. Для оценки диагностической эффективности применения данных количествен-
ных показателей сыворотки крови при прогнозировании результата вакцинации использовался метод 
ROC-анализа. Разработка прогностической модели вероятности исхода вакцинации проводилась с 
использованием логистической регрессии. Потенциальными лабораторными предикторами вакци-
нальных неудач при вакцинации против кори у медицинских работников могут выступать IFNγ, сум-
марные IgG, IgM, общий билирубин, АЛТ на различных стадиях иммунизации. При этом наиболее 
информативным является определение содержания показателей IFNγ до вакцинации и IgG к вирусу 
кори после первой вакцинации. На основании данных показателей удалось создать регрессионные 
модели, предсказывающие риск как первичных, так и вторичных вакцинальных неудач. Полученные 
модели легли в основу разработки алгоритма прогнозирования вакцинальных неудач у медицинских 
работников при вакцинации против вируса кори, который может быть использован для выявления 
лиц из групп риска по несформированному специфическому гуморальному иммунитету. Таким об-
разом, данный алгоритм в первую очередь ориентирован на поиск лиц, не ответивших на противо-
коревую вакцинацию, среди которых также можно обнаружить лиц с иммунодефицитами. Мы не 
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исключаем, что на основании выявленных потенциальных предикторов эффективности противоко-
ревой вакцинации возможно построение прогностических моделей и для других вакциноуправляе-
мых инфекций.

Ключевые слова: вакцинация, корь, медицинские работники, предикторы, антитела, вакцинальная неудача

OUTCOME PREDICTION OF THE MEASLES VACCINATION IN 
HEALTHCARE EMPLOYEES
Ereshchenko A.A., Gusyakova O.A., Migacheva N.B., Gilmiyarova F.N., 
Lyamin A.V.
Samara State Medical University, Samara, Russian Federation

Abstract. Vaccination is the only guarantee for elimination of measles infection. Healthcare workers have 
a 13- to 19-fold higher risk for contracting measles than the general population. The number of individuals 
in the population who did not respond to vaccination is up to 10%, and their accumulation may lead to an 
outbreak of the infection. The aim of our research was to find potential predictors of arising post-vaccination 
measles antibodies in the panel of biochemical and immunological serum markers in healthcare workers. The 
group of healthcare workers (n = 76) aged from 19 to 51 years, with proven absence of pre-existing anti-measles 
antibodies were twice vaccinated 3 months apart with live measles culture vaccine (SPA “Microgen”, Russia). 
Measles-specific IgG, total IgG, IgM, IgA, IFNγ, IL-6, CRP, total protein, ALT, AST, total bilirubin, urea, 
creatinine, protein fractions were determined before vaccination, 1 month after vaccination, 1 month following 
revaccination, 1 year after revaccination. ROC analysis was used to gain access to the diagnostic performance 
of quantitative variables in predicting a categorical outcome. Development of a predictive probability model for 
the binary outcome was carried out using logistic regression. IFNγ, total IgG, IgM, total bilirubin, ALT activity 
at various post-immunization stages may be considered potential laboratory predictors of measles vaccination 
failures in healthcare workers. Meanwhile, the contents of pre-vaccination IFNγ, and IgG to measles virus 
after first vaccination proved to be most informative indexes, which formed the basis for the development 
of regression models predicting the risk of both primary and secondary vaccination failures. These models 
allowed to develop algorithm for predicting failures of the measles vaccination in healthcare workers that can 
be used for detection of persons at risk for non-forming specific humoral immunity. This algorithm is primarily 
focused on search for the persons who have not responded to measles vaccination, including subjects with 
probable immunodeficiency conditions. We do not exclude that, on the basis of revealed predictors following 
measles vaccination, it would be possible to build prognostic models of vaccination efficiency for other vaccine-
managed infections.

Keywords: vaccination, measles, healthcare staff, predictors, antibodies, vaccination failure

Introduction
According to the World Health Organization 

in 2019, there was a sharp increase in measles rates 
worldwide, reaching the highest level in 23 years, and 
measles deaths worldwide increased by almost 50%. 
In the WHO European Region in 2019, in Ukraine, 
Georgia, North Macedonia, Kazakhstan, measles 
incidence rates exceeded 700 cases per 1 million 
population [17]. Several regions have lost the status 
of “free of endemic measles”, others have failed to 
achieve the required measles vaccination coverage 
(90%) [19, 21].

Despite the fact that in 2020 the number of recorded 
cases of measles infection decreased, the redistribution 

of medical forces and funds to combat the pandemic 
of the new coronavirus infection led to failures in the 
implementation of planned vaccination  – the only 
guarantor of the elimination of measles infection. 
As of November 2020, more than 94 million were 
not vaccinated on time due to shortage of vaccine 
because of the suspension of measles campaigns in 26 
countries. Only isolated countries were able to resume 
vaccination campaigns after initial delays [20].

Within the framework of the WHO measles and 
rubella initiative, seven strategic priorities have been 
developed in the strategic framework for measles and 
rubella control for 2021-2030. The solution of which 
is inextricably linked to the activities of laboratory 
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services. One of them is to conduct research that 
contributes to achieving a high level of population 
immunity to measles [18]. One of the ways to solve 
this problem is to study post-vaccination measles 
humoral immunity in various professional, age, 
ethnic groups, as well as to identify the links of the 
vaccination response with the genetic, biochemical, 
immunological features of the body, and to search for 
predictors of the formation of immunity.

The aim: finding predictors of production of post-
vaccination measles antibodies among biochemical 
and immunological serum markers in healthcare 
workers.

Materials and methods
Participants and design
This study approved by the Committee on Bioethics 

in Samara state medical university. The group of 
healthcare workers (n  =  76), conditionally healthy 
between the ages of 19 and 51. Inclusion criteria 
were practically healthy persons with serologically 
confirmed absence of anti-measles antibodies. The 
exclusion criteria were acute chronic diseases, the 
presence of socially significant infections, oncological, 
autoimmune, allergic, rheumatological diseases, 
immunodeficiency, pregnancy, contraindications to 
measles vaccination, contact with a measles patient 
during the last month. These persons were twice 
vaccinated 3 months apart with live measles culture 
vaccine (SPA “Microgen”, Russia). Determinations 
of measles IgG, total IgG, IgM, IgA, IFNγ, IL-6, 
CRP, total protein, ALT, AST, total bilirubin, urea, 
creatinine, protein fractions were carried out before 
vaccination (before V), 1 month after vaccination 
(after V1), 1 month after revaccination (after V2), 
1 year after revaccination. At each study control 
point, all vaccinated individuals were divided into the 
seropositive and seronegative groups depending on 
the results of measles IgG determination.

Laboratory research
Biochemical and immunological parameters were 

determined in serum samples taken on an empty 
stomach. Determination of measles IgG, IFNγ, 
IL-6 was performed by ELISA (Vector-Best, Russia). 
Measurement of total IgG, IgM, IgA, CRP, total 
protein, ALT, AST, total bilirubin, urea, creatinine was 
performed by automatic biochemical analyzer Cobas 
Integra 400 plus (Rochе-Diagnostics, Switzerland). 
Protein fractions were determined using capillary 
electrophoresis (Sebia, France). 

Statistics
Statistical analysis was performed using StatTech 

v. 2.8.5 (Developer  – StatTech LLC, Russia). 
Quantitative variables were assessed for normality 
using the Shapiro-Wilk test (when the number 
of subjects was less than 50) or the Kolmogorov-
Smirnov test (when the number of subjects was more 

than 50). Quantitative variables following non normal 
distribution were described using median (Me) 
and lower and upper quartiles (Q0.25-Q0.75). Mann–
Whitney U test was used to compare two groups on 
a quantitative variable whose distribution differed 
from the normal distribution. Statistical significance 
was assumed at p  <  0.05. ROC analysis was used to 
assess the diagnostic performance of quantitative 
variables in predicting a categorical outcome. The 
presence or absence of measles IgG is selected as a 
dependent binary variable. The optimal cut-off value 
of the quantitative variable at was estimated using the 
Youden’s J statistic. The development of a prognostic 
model for the probability of a binary outcome was 
carried out using logistic regression. Nagelkerke R² 
was used as a measure of the model performance.

Results
Prediction of primary vaccination failures
The analyzed substances representing statistically 

significant differences between the seropositive 
and seronegative groups in early (1 month after 
revaccination) and late (1 year) post-vaccination 
period, were considered as potential predictors of 
the absence of measles post-vaccination humoral 
immunity. At 1 month after vaccination, statistical 
differences for the groups of responders and non-
responders were identified by the following analytes: 
IFNγ, total IgG, IgM, measles IgG, total bilirubin, 
ALT at various stages of immunization (Table 1).

The diagnostic performance of the tests was 
evaluated by ROC analysis and is presented in Table 2.

Thus, these markers can be considered as 
additional predictors of primary vaccination failures 
in measles vaccination in healthcare workers.

To analyze the relationship of these analyzed 
substances with the absence of immune response 
formation, a logistic regression method with logit 
transformation of the obtained model was used. 
Regression equations was compiled, including 
combination of these analytical data from which a 
model characterized by a higher quality predictive test 
was selected:

P = 1/(1+e-z)×100%
z = 5.773-1.5XIFNγ before V+3.173XMeasles IgG after V1,

where P  – probability of immune response to 
vaccination, e – exponent (e = 2.7182 – constant), 
z  – dependent binary variable (response and non-
response to vaccination), XIFNγ before V  – serum 
concentration IFNγ before V, XMeasles IgG after V1 – serum 
concentration Measles IgG after V1. 

The resulting regression model is statistically 
significant (p  <  0.001). Based on the value of 
Nagelkerke R², the model explains 59.6% of the 
observed response in early post-vaccination period 
variance. 1 pg/ml increase of IFNγ before V is 
associated with 3.8 times decrease in availability of 
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TABLE 1. STATISTICAL DIFFERENCES IN SERUM BIOCHEMICAL AND IMMUNOLOGICAL PARAMETERS DEPENDING ON 
THE RESPONSE TO VACCINATION IN EARLY POST-VACCINATION PERIOD (ONLY STATISTICALLY RELEVANT DATA ARE 
PRESENTED)

Analytes
Categories

non-responders (n = 6)
responders (n = 70)

Me Q0.25-Q0.75 p

IFNγ before V, pg/mL
non-responders 4.81 3.82-5.80

0.002*
responders 3.77 3.54-3.99

Total IgG before V, g/L
non-responders 6.38 5.93-7.80

0.032*
responders 8.13 6.80-9.52

Measles IgG after V1, IU/m
non-responders 0.39 0.24-0.58

< 0.001*
responders 1.71 0.92-1.96

ALT after V1, U/L
non-responders 21.9 10.9-32.9

0.026*
responders 11.2 5.5-17.0

Total bilirubin after V1, μμmol/L
non-responders 8.8 4.8-12.7

0.005*
responders 4.1 2.8-5.5

Note. *, differences are statistically significant (p < 0.05).

TABLE 2. DIAGNOSTIC ABILITY OF LABORATORY PARAMETERS AS MARKERS OF VACCINATION FAILURES IN THE 
EARLY POST-VACCINATION PERIOD

Аnalytes AUC (p) Se, %  Sp, % Cut-off

IFNγ before V, pg/mL 0.744
(p = 0.01*) 68.8 81.8 > 4.29

Total IgG before V, g/L 0.703 
(p = 0.032*) 65.1 72.2 < 7.5

Measles IgG after V1, IU/mL 0.893 
(p < 0.001*) 87.5 90.9 < 0.702

ALT after V1, U/L 0.917 
(p = 0.033*) 83.3 50.0 > 14.4

Total bilirubin after V1, μmol/L 0.958
(p = 0.019*) 83.3 75.0 > 6.3

Note. *, model is statistically significant (p < 0.05).

Figure 1. ROC-curve characterizing the dependence of 
the probability response to vaccination in early post-
vaccination period on value of logistic function P

a response to vaccination in early post-vaccination 
period odds. 1 IU/ml increase of measles IgG after V1 
is associated with 33.876 times increase in response 
on vaccination in early post-vaccination period odds.

When evaluating the dependence of the probability 
of response on vaccination in early post-vaccination 
period on the value of logistic function P using the 
ROC analysis, the following curve was obtained 
(Figure 1).

The area under the ROC curve comprised 
0.944±0.029 with 95% CI: 0.887-1.000. The resulting 
model was statistically significant (p  <  0.001). The 
cut-off value of logistic function P which corresponds 
to the highest Youden’s J statistic is 0.64. If logistic 
function P was greater than or equal to this value 
availability of a response to vaccination in early post-
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TABLE 3. STATISTICAL DIFFERENCES IN SERUM BIOCHEMICAL AND IMMUNOLOGICAL PARAMETERS DEPENDING ON 
THE RESPONSE TO VACCINATION IN EARLY POST-VACCINATION PERIOD (ONLY STATISTICALLY RELEVANT DATA ARE 
PRESENTED)

Analytes
Categories

non-responders (n = 6)
responders (n = 65)

Me Q0.25-Q0.75 p

Total IgM before V, g/L
non-responders 1.18 0.98-2.12

0.045*
responders 0.99 0.71-1.22

Total IgM after V1, g/L
non-responders 1.46 1.09-2.77

0.025*
responders 1.04 0.76-1.38

Measles IgG after V1, IU/mL 
non-responders 0.531 0.368-1.539

0.035*
responders 1.690 0.827-1.915

Measles IgG after V2, IU/mL
non-responders 0.649 0.450-0.848

< 0.001*
responders 1.467 1.193-1.742

IFNγγ before V, pg/mL
non-responders 4.39 3.14-5.63

0.045*
responders 3.41 3.21-4.00

Note. *, differences are statistically significant (p < 0.05).

TABLE 4. DIAGNOSTIC CAPACITY OF LABORATORY INDICATORS AS MARKERS OF SECONDARY VACCINATION FAILURES 
IN MEASLES VACCINATION

Аnalytes AUC (p) Se, %  Sp, % Cut-off

Total IgM before V, g/L 0.722 
(p = 0.045*) 63.2 54.5 > 1.18

Total IgM after V1, g/L 0.758 
(p = 0.025*) 89.5 50.0 > 1.76

Measles IgG after V1, IU/mL 0.737 
(p = 0.035*) 94.4 54.4 < 0.549

Measles IgG after V2, IU/mL 0.960 
(p < 0.001*) 100.0 90.0 < 0.829

IFNγ before V, pg/mL 0.765 
(p < 0.023*) 71.1 74.7 > 3.88

Note. *, model is statistically significant (p < 0.05).

vaccination period was predicted. The sensitivity and 
specificity of the method were 95.0% and 87.5%, 
respectively.

Prediction of secondary vaccination failures
1 year after vaccination, statistical differences for 

the groups of responders and non-responders were 
identified by the following analytes: IFNγ, total 
IgM, measles IgG at various stages of immunization 
(Table 3).

To predict secondary vaccination failures, in 
addition to specific IgG, indicators of total IgM in the 
pre-vaccination period and after the first vaccination, 
as well as IFNγ before vaccination can be used 
(Table 4).

The compounded regression model again was 
based IFNγ before V and measles IgG after V1:

P = 1/(1+e-z)×100%
z = 1.384-0.822XIFNγ before V+2.494XMeasles IgG after V1

where P  – probability of immune response to 
vaccination, e – exponent (e = 2.7182 – constant), 
z  – dependent binary variable (response and non-
response to vaccination), XIFNγ before V  – serum 
concentration IFNγ before V, XMeasles IgG after V1 – serum 
concentration Measles IgG after V1. 

The resulting regression model is statistically 
significant (p = 0.001). Based on the value of Nagelkerke 
R², the model explains 53.9% of the observed response 
in early post-vaccination period variance. Based 
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on the values of the regression coefficients, a direct 
relationship was established between IgG measles 
after V1, and the inverse association IFNγ before V 
with the probability of response to vaccine in 1 year 
after vaccination (Table 5).

When evaluating the dependence of the probability 
of response on vaccination in 1-year post-vaccination 
period on the value of logistic function P using the 
ROC analysis, the following results was obtained 
(Figure 2).

The area under the ROC curve comprised 
0.885±0.066 with 95% CI: 0.755-1.000. The resulting 
model was statistically significant (p  <  0.001). The 
cut-off value of logistic function P which corresponds 
to the highest Youden’s J statistic is 0.4. The sensitivity 

Figure 2. Analysis of the sensitivity and specificity of 
regression model depending on value of logistic function P

TABLE 5. CHARACTERISTICS OF THE ASSOCIATION OF PREDICTORS WITH THE PROBABILITY OF RESPONSE TO 
MEASLES VACCINE IN 1 YEAR AFTER VACCINATION

Predictors
Unadjusted Adjusted

COR; 95% CI p AOR; 95% CI p

IFNγ before V 0.561; 0.264-1.192 0.133 0.440; 0.196-0.988 0.047*

Measles IgG after V1 7.306; 1.493-35.766 0.014* 12.107; 1.709-85.798 0.013*

Note. *, association of the outcome value with the predictor value is statistically significant (p < 0.05).

and specificity of the method were 93.3% and 72.7%, 
respectively.

Discussion
Based on the data obtained, “Algorithm for 

predicting vaccination failures in healthcare 
professionals during vaccination to measles virus” was 
developed (Figure 3), designed for use by a therapist 
and immunologist during planned and emergency 
preventive measures.

The algorithm is implemented as follows:
l) Prior to measles vaccination, laboratory 

determination of IFNγ should be carried out as well 
as measurement of measles IgG 1 month after the first 
vaccination.

2) Prediction of risk of primary vaccination 
failures. Apply the model to predict the risk of primary 
vaccination failures. If an appropriate risk is detected, 
decide on the need to use additional immunocorrection 
agents during revaccination. It is also necessary to 
control measles IgG 1 month after revaccination. In 
the absence of antibodies, repeat the control after 1 
year. If antibodies are also not detected after a year, 
the case is classified as an initial vaccination failure. 
Consultation of immunologist is recommended. If 
measles IgG 1 month after revaccination are detected, 
assess the risk of secondary vaccination failure.

3) Prediction of risk of secondary vaccination 
failures. In a favorable prediction or unconfirmed 
risk of primary vaccination failures, apply a model 
to predict the risk of secondary vaccination failures. 
If an appropriate risk is detected, control measles 
IgG after 1 year. If antibodies are not detected, the 
case is classified as a secondary vaccination failure. 
Consultation of immunologist is also recommended.

4) In the absence of a predicted risk of primary and 
secondary vaccination failures, it is recommended to 
carry out planned revaccination.

This algorithm allows reduce the workload on the 
laboratory during serocontrol and to detect persons 
from risk groups due to the lack of immunity formation 
and take them under control.

Thus, IFNγ before V and measles IgG after 
V1 rates demonstrated high diagnostic value in 
the early prediction of both primary (1 month 
after revaccination) and secondary (1 year after 
revaccination) vaccination failures. Based on resulting 
regression model, it is possible to identify a risk group 
for the formation of primary vaccination failure after 
the first vaccination. Which makes it possible, if it is 
necessary, to use additional methods and means of 
immunocorrection. Such as administering a booster 
dose, thereby increasing the likelihood of the final 
formation of post-vaccination humoral immunity. 
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Regarding studies on the effectiveness of measles 
vaccination, there are works on the prediction of 
a specific humoral immune response based on the 
initial parameters of the immune status of children 
vaccinated against measles, rubella and mumps by 
mathematical modeling. It is interesting to note that 
in these researches the IFNγ also became one of the 
predictors for the successful response on vaccination 
1 month after vaccination for rubella viruses and 
mumps. For the measles virus, this parameter turned 
out to be less informative. However, the study, as 
well as our work, established negative correlation 
associations of pre-vaccination IFNγ blood content 
with specific IgG counts at 1 month and 1 year after 
measles vaccination [14, 15].

The number of individuals in the population who 
did not respond to vaccination can be 2-12% [4], their 
accumulation can lead to an outbreak of infection, 
especially one as highly contagious as measles [11]. 
According to literature, healthcare workers have a 
13-19 times higher risk of contracting measles than 
the general population [1, 12]. The lack of post-
vaccination immunity is a risk factor for healthcare 
workers (infection can occur through infected patients, 
including in the prodromal period). On the other 

hand, susceptible healthcare workers can become a 
source of infection and put their colleagues/patients at 
risk. [6]. According to regulatory documents, in case 
of refusal to vaccinate, a worker can be removed from 
his professional duties [3]. In a number of countries 
adapt a mandatory vaccination policy with dismissal 
for offers [2]. At the same time, the actions of the 
employer when identifying a person who did not 
respond to vaccination are not regulated in any way. 
One of the options for solving this problem may be a 
more thorough testing of such persons, including with 
laboratory determination of specific IgA or cellular 
post-vaccination measles immunity markers.

In our other studies, it was found that after 
immunization, the number of seropositive to the 
measles virus persons decreases by 7% over a three-
year period (data are not presented in this article). At 
the moment, laboratory monitoring of measles IgG 
in healthcare professionals is not carried out either 
as part of annual medical examinations or as part of 
delayed sero-monitoring of vaccination effectiveness 
(after 1 year or more). If monitoring of the production 
of measles antibodies is carried out, then as a rule, 
once, on average, 1-2 months after the vaccination 
course. Immunized individuals are not examined 

Figure 3. Algorithm for predicting vaccination failures in healthcare workers during vaccination to measles virus
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until the next planned revaccination, which is carried 
out only after 10 years. Such tactics potentially lead 
to the skipping of secondary vaccination failures and 
the accumulation in the population of persons who 
do not have humoral immunity to the measles virus. 
The prognostic models we obtained demonstrated 
high quality diagnostic test according to the expert 
scale Hosmer N.T. Based on only two laboratory 
parameters, after the first vaccination, it is possible to 
detect persons from risk groups both for primary and 
secondary vaccination failures. Thus, it is possible to 
significantly reduce economic costs when controlling 
delayed vaccination results.

Current research focuses mainly on finding genetic 
predictors of vaccine reactivity and efficacy. Genetic 
determinants of the neutralizing antibody response 
induced by the measles vaccine (e.g., genetic variants 
of CD46 and IFI44L (Interferon induced protein 44 
like), other genetic markers) are under research [5, 9]. 
It can prospectively identify potential non-responders 
and susceptible individuals who will ultimately 
require additional measles vaccination or the use of an 
improved vaccine. But unfortunately, at the moment, 
it is impossible to conduct widespread genetic 
research due to their labor intensity and high cost. 
However, not only genetic, but also immunological, 
biochemical, hematological markers or their 
combination in a mathematical model can act as 
predictors of vaccination effectiveness [7, 10, 13, 16]. 
Their determination in the blood seems less laborious 
and costly, which means that it makes the prognosis of 
the outcome with their help more accessible. 

Since healthy medical professionals were subject to 
examination, almost all values of the studied indicators 
fit into the reference intervals. Nevertheless, cases 
of primary and secondary vaccination failures were 
identified among the examined persons. These failures 
may have been both specific for measles vaccination 
(genetic features) and immunodeficiency conditions. 
The proposed algorithm allows to detect persons from 
both of these groups. Thus, this algorithm is primarily 
focused on finding persons who have not responded to 

measles vaccination, among whom immunodeficiency 
persons can also be found. We do not exclude that 
based on the identified potential predictors of the 
effectiveness of measles vaccination, it is possible to 
build prognostic models for other vaccine-managed 
infections. This area is a prospect of our research.

It is known that medical professionals are 
characterized by certain features of immune status 
[8]. Our prediction model is constructed in the 
study of post-vaccination immunity of healthcare 
workers; however, it cannot be ruled out that it may 
be applicable to the population as a whole. The study 
of the predictive ability of the obtained models for 
representatives of other professions and for the adult 
population as a whole is also one of the prospects for 
this work.

Conclusions
Potential laboratory predictors of vaccination 

failures in measles vaccination in healthcare workers 
may considered IFNγ, total IgG, IgM, total bilirubin, 
activity ALT at various stages of immunization. At the 
same time, the most informative is the determination 
of the content of pre-vaccination IFNγ and IgG to 
measles virus after first vaccination, which formed 
the basis for the development of regression models 
predicting the risk of both primary and secondary 
vaccination failures. These models formed the basis 
of the algorithm for predicting vaccination failures in 
healthcare workers during vaccination to measles virus 
that can be used for detection of persons from risk 
groups for non-formed specific humoral immunity.
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ИССЛЕДОВАНИЕ ПОКАЗАТЕЛЕЙ ГУМОРАЛЬНОГО 
ИММУНИТЕТА ДЛЯ ОЦЕНКИ СОСТОЯНИЯ 
ПЕРЕУТОМЛЕНИЯ В СПОРТЕ 
Мягкова М.А.1, Петроченко С.Н.1, Боброва З.В.1, Орлова Е.А.1, 
Крылов А.С.1, Мосейкин И.А.2
1 ФГБУН «Институт физиологически активных веществ» Российской академии наук, г. Черноголовка, 
Московская обл., Россия  
2 Российская медицинская академия последипломного образования, Москва, Россия

Резюме. Исследование реальных возможностей роста мастерства и результатов у квалифициро-
ванных спортсменов в немалой степени определяется эффективностью адаптационных свойств орга-
низма к возрастающим физическим нагрузкам. Интенсивные нагрузки и недостаточное восстановле-
ние зачастую приводят к развитию утомления и снижению работоспособности у профессиональных 
спортсменов. Изучение вопросов механизма возникновения и развития физического утомления, 
методов его прогнозирования, диагностики и коррекции является актуальным. При экстремальных 
физических и психоэмоциональных нагрузках происходит регуляция адаптационных процессов ос-
новными биохимическими системами организма. Особая роль принадлежит факторам гуморального 
иммунитета – естественным антителам, которые являются компонентом врожденного иммунитета, 
циркулируют в крови здорового человека в отсутствие явной антигенной стимуляции. Разработаны 
аналитические методы измерения уровня естественных антител, отражающих состояние системы эн-
догенных биорегуляторов, участвующих в молекулярных механизмах процесса адаптации. Важное 
место среди них занимают регуляторы опиоидной системы β-эндорфин и орфанин.

 Проведено определение биохимических и иммунологических показателей 10 спортсменов-фи-
гуристов квалификации КМС, МС, средний возраст, которых составлял 16±0,4 лет, а спортивный 
стаж 9±1 лет. Длительность исследования распределялась на 5 этапов и составляла 62 дня. В процес-
се динамических наблюдений на фоне больших тренировочных нагрузок не выявлены отчетливые 
сдвиги биохимических показателей в сторону напряжения адаптации и ухудшения восстановления. 
Методом ИФА в сыворотке крови спортсменов измеряли уровень естественных антител к орфани-
ну, β-эндорфину. Установлено, что каждый спортсмен характеризуется индивидуальным иммуно-
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профилем. На начальном этапе обследования уровень антител к β-эндорфину находился в границах 
нормы, кроме его снижения у одного спортсмена. Уровень антител к орфанину у большинства был 
выше нормы, что может быть связано с ингибиторным контролем болевого сигнала. При дальнейшем 
исследовании в динамике установлено, что иммунологические показатели, естественные антитела к 
опиоидным пептидам, изменяются в соответствии с ресурсным состоянием адаптации спортсмена. 
Эти показатели отражают с момента начала тренировок и на протяжении всего периода психоэмо-
циональный потенциал и порог переносимости боли для спортсменов. Поэтому с прогностической 
точки зрения в процессе тренировки важно проводить контроль содержания естественных антител к 
β-эндорфину и орфанину у спортсменов. Такой мониторинг индивидуального профиля иммуноло-
гических показателей спортсмена позволяет подбирать более эффективную, персональную трениро-
вочную программу. 

Ключевые слова: естественные антитела, β-эндорфин, орфанин, иммуноферментный анализ, адаптационный ресурс, 
переутомление в спорте

STUDY OF HUMORAL IMMUNITY INDICES FOR ASSESSING 
PHYSICAL EXHAUSTION IN SPORTS
Myagkova M.A.a, Petrochenko S.N.a, Bobrova Z.V.a, Orlova E.А.a, 
Krylov A.S.a, Moseikin I.A.b
a Institute of Physiologically Active Substances, Russian Academy of Sciences, Chernogolovka, Moscow Region, 
Russian Federation  
b Russian Medical Academy of Postgraduate Education, Moscow, Russian Federation 

Abstract. Studies of real opportunities for physical skills of athletes sufficiently depend on their adaptive 
potential for increasing physical loads. Extreme physical and psychoemotional loads may lead to overwork 
and decreased physical ability in professional sportsmen. These adaptation processes are regulated by the 
main biochemical systems of the body. A special role belongs to the factors of humoral immunity, i.e., natural 
antibodies, which are a component of innate immunity. They circulate in blood of healthy persons in absence 
of obvious antigenic stimulation. Analytical techniques for measuring the level of natural antibodies that reflect 
the state of the system of endogenous bioregulators involved into the molecular mechanisms of adaptation 
process have been developed. An important role among them is played by the regulators of the opioid system 
β-endorphin and orphanin. The biochemical and immunological parameters were determined in 10 athletes 
active in figure skating (Master of Sports), whose average age was 16±0.4 years, and sport experience of 9±1 
years. The duration of the study was divided into 5 stages and was 62 days. During the dynamic observations 
in the course of intensive training, no clear shifts in biochemical parameters were revealed towards adaptation 
stress and delayed recovery. The level of natural antibodies to orphanin and beta-endorphin was measured in 
the athletes blood serum by ELISA techique. It is found that each athlete is characterized by individual immune 
profile. At the initial stage of the examination, the level of antibodies to beta-endorphin was within normal 
ranges, except for its decrease in one athlete. The level of antibodies to orphanin in majority of cases was higher 
than normal, probably, due to inhibitory control of the pain signal. Further study in time dynamics revealed 
that the immunological parameters, natural antibodies to opioid peptides, change in accordance with the state 
of adaptation resources in the athletes. These indexes reflect psycho-emotional potential and pain tolerance 
threshold for athletes from the start of training and throughout the entire period. Therefore, from a prognostic 
point of view, it is important to monitor the content of natural antibodies to beta-endorphin and orphanin in 
athletes in the course of training. Such individual monitoring of the athlete’s immunological indices allows us 
to select a more effective, personal training program.

Keywords: natural antibodies, beta-endorphin, orphan, enzyme immunoassay, adaptive resource, fatigue, sports
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Работа выполнена в соответствии с исследова-
нием, согласно госрегистрации № 01200952666.

Введение
Исследование реальных возможностей роста 

мастерства и результатов у квалифицирован-
ных спортсменов в немалой степени определя-
ется эффективностью адаптационных свойств 
организма к возрастающим физическим на-
грузкам  [2,  15]. Интенсивные нагрузки и недо-
статочное восстановление зачастую приводят к 
развитию утомления и снижению работоспособ-
ности у профессиональных спортсменов [4]. На 
сегодняшний день, несмотря на многочисленные 
научные исследования, посвященные изучению 
вопроса физического утомления, своевременное 
распознавание этого состояния остается затруд-
нительным. Предложено множество формулиро-
вок, пытающихся с достаточной точностью от-
разить понятие физического утомления, однако 
исследователи не пришли к единому мнению. 
Существующие средства диагностики этого со-
стояния не являются исчерпывающими и вари-
абельны в зависимости от вида, направленности 
тренировочной деятельности индивидуальных и 
других факторов [1,  20]. Все это затрудняет раз-
работку и применение средств коррекции и вос-
становительных мероприятий при утомлении. 
В связи с этим детальное изучение вопросов ме-
ханизма возникновения и развития физического 
утомления, методов его прогнозирования, диа-
гностики и коррекции является актуальным  [2]. 
При экстремальных физических и психоэмоци-
ональных нагрузках происходит регуляция адап-
тационных процессов основными биохимиче-
скими системами организма. К ним, в первую 
очередь, относятся сердечно-сосудистая, дыха-
тельная, ноцицептивная, иммунная и нервная 
системы [19]. Особая роль принадлежит факто-
рам гуморального иммунитета  – естественным 
антителам (е-Ат). Антитела являются компонен-
том врожденного иммунитета, циркулируют в 
крови здорового человека в отсутствие явной ан-
тигенной стимуляции, а их продукцию осущест-
вляет особая популяция СD5+ В-клеток [5]. Из-
вестно, что е-АТ способны принимать участие в 
широком спектре физиологических реакций ор-
ганизма: от иммунного регулирования, обеспече-
ния внутреннего гомеостаза, неспецифической 
барьерной роли против чужеродных патогенных 
антигенов, до транспортной функции и модуля-
ции действия биологически активных веществ. 
В настоящее время разработаны аналитические 
методы измерения уровня естественных антител 
(е-Ат), отражающих состояние системы эндоген-

ных биорегуляторов, участвующих в молекуляр-
ных механизмах процесса адаптации [9]. Важное 
место в поддержании гомеостатического равно-
весия занимают ЭБ опиоидной системы [22]. 

Цель данной работы заключалась в опреде-
лении иммунологических показателей, уровня 
антител к эндогенным регуляторам адаптации 
бета-эндорфину и орфанину у спортсменов фи-
гуристов в динамике тренировочного цикла для 
выявления прогностических маркеров адаптаци-
онных ресурсов. 

Материалы и методы
В экспериментальном исследовании участво-

вали 10 спортсменов-фигуристов квалификации 
КМС, МС, средний возраст, которых составлял 
16±0,4 лет, а спортивный стаж 9±1 лет. В кон-
трольную группу (n  =  10) включены регулярно 
тренирующиеся спортсмены, одинакового воз-
раста с обследуемыми фигуристами. Все образцы 
предоставлены спортивной школой олимпий-
ского резерва «Воробьевы Горы», Москва. 

Забор образцов сыворотки крови для исследо-
вания проводили в соответствии с учебно-трени-
ровочным процессом (УТП), запланированным 
тренером. Длительность динамического иссле-
дования распределялась на 5 этапов и составля-
ла в общем 62 дня. Для проведения процедуры 
анализа пробирки с образцами крови помещали 
в термостат на 30 мин при T 37  °С, затем обра-
зовавшуюся сыворотку центрифугировали при 
3000 об/ мин (центрифуга CentrifugeCM-6M, 
ELMILtd, Латвия). Далее проводили тестирова-
ние полученных образцов.

Для всех фигуристов, принимавших участие 
в эксперименте, проведено определение пока-
зателей формулы периферической крови и био-
химические исследования по унифицированным 
методам, принятым для обследования спортсме-
нов [7, 8]. В каждом образце крови проанализиро-
ваны следующие показатели: количество эритро-
цитов (RBC), ретикулоцитов (RET), тромбоцитов 
(PLT), концентрацию гемоглобина (HGB, г/л), 
гематокрит (НСТ, %), средний объем эритроци-
тов (MCV, фл.), тромбоцитов (MPV, фл.), среднее 
содержание гемоглобина в эритроците (MCH, 
пг.) и среднюю концентрацию клеточного гемо-
глобина (MCHC, г/л). Также были рассчитаны 
показатели лейкоцитарной формулы  – относи-
тельное и абсолютное количество нейтрофилов 
(NEUT, % и 109/л), лимфоцитов (LYMPH, % и 
109/л), моноцитов (MONO, %, и 109/л), эозино-
филов (EOS, % и 109/л) и базофилов (BASO, %, и 
109/л). При проведении биохимического анализа 
крови определяли уровень кортизола, тестосте-
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рона (нмоль/л), железа, креатинина прямого и 
общего билирубина (мкмоль/л), мочевины, глю-
козы, кальция общего, магния (ммоль/л), общего 
белка, АЛТ, АСТ (ЕД/л). 

Определение антител к регуляторам адап-
тации осуществляли методом твердофазного 
ИФА [6]. Иммуноферментный анализ (ИФА) вы-
полняли на полистирольных планшетах фирмы 
Nunc (Дания). Учет результатов ИФА проводили 
на спектрофотометре с вертикальным ходом луча 
фирмы Thermo (Финляндия) при длине волны 
450 нм. Иммунохимическое исследование мето-
дом ИФА включало следующие этапы: иммоби-
лизацию комплекса синтетического антигена, 
состоящего из коньюгата-гаптена производного 
β-эндорфина, орфанина, с полимерным носите-
лем на полистирольном планшете. Связывание 
указанного выше антигена со специфическими 
антителами анализируемого образца. Выявление 
образовавшегося иммунного комплекса с помо-
щью антивидовых антител, меченных ферментом 
пероксидазой хрена. Измерение ферментатив-
ной активности в образовавшемся иммунном 
комплексе. Для проведения ИФА использова-
ли «Набор реагентов для иммуноферментного 
определения антител к эндогенным биорегуля-
торам в сыворотке крови «АДИМУСТАТ®» (ФСР 
2010/08813) (производство «Дианарк»). Резуль-
таты измерения в ИФА оптической плотности 
(ОП) выражают в условных единицах (KOD450) 
и рассчитывают по формуле KOD450  =  ОП анал.
обр.  -  ОП контр.  обр) / ОП контр.  обр. Синтез 
конъюгированных антигенов и условия проведе-
ния анализа выполняли в соответствии с разра-
ботанной нами ранее схемой [8]. 

Результаты исследований оценивали с ис-
пользованием средней арифметической величи-
ны (М), их стандартного отклонения (s). Анализ 
различий показателей, измеренных в процессе 
этапов тренировки, проводили при помощи пар-
ного критерия Стьюдента. Достоверность раз-
личий показателей у спортсменов и лицами из 
контрольной группы проводили, используя кри-
терий Стьюдента. Связь между параметрами оце-
нивали с помощью уравнения регрессии, силу 
связи и направление определяли вычислением 
коэффициента корреляции (r) по Пирсону. Зави-
симость между несколькими переменными вели-
чинами описывали уравнением множественной 
регрессии (коэффициент корреляции R). Для 
анализа данных использовали пакеты программ 
«Биостат» и «Статистика 6».

Результаты
Проведено обследование 10 спортсменов, за-

нимающихся парным фигурным катанием. Ана-

лиз образцов сыворотки крови на начальном 
этапе тренировок включал биохимическое и 
иммунологическое исследование, а также опре-
деление показателей формулы периферической 
крови. Обнаружено, что в большинстве своем, 
гематологические и биохимические показатели 
не отличались от нормы. Так, уровень эритро-
троцитов, гемоглобина, ретикулоцитов, средний 
объем эритроцитов, среднее содержание гемо-
глобина в эритроците у всех спортсменов были 
в норме. Уровень железа соответствовал норме в 
90% случаев. Показатели гематокрита снижены 
у двух спортсменов. У всех спортсменов уровень 
кортизола был в пределах референсного диапазо-
на, а уровень тестостерона значительно понижен 
у половины обследованных спортсменов. 

В лейкоцитарной формуле наблюдали откло-
нения. Так, у 4 спортсменов из 10 было снижено 
содержание нейтрофилов и, соответственно, по-
вышено содержание лимфоцитов. У одного фи-
гуриста повышен уровень эозинофилов (на 2%) и 
снижен уровень лейкоцитов. И еще, для одного 
спортсмена снижено содержание лейкоцитов, 
нейтрофилов, повышено содержание лимфо-
цитов и базофилов. Таким образом, отклонения 
в лейкоцитарной формуле наблюдали у 6 спор-
тсменов из 10 (60%).

Анализ биохимических показателей не выявил 
отклонений в содержании печеночных фермен-
тов. У всех обследуемых спортсменов содержание 
прямого билирубина, кальция общего магний 
было в норме. У троих наблюдали 1,5-2-кратное 
снижение глюкозы и повышение уровня креати-
нина на 13-18 мкМ. На рисунке 1 представлены 
спортсмены (в%), имеющие наиболее значимые 
отклонения в клинических и биохимических по-
казателях. 

Перспективными маркерами, которые мож-
но использовать для оценки адаптации орга-
низма к экстремальным нагрузкам, являются 
факторы гуморального иммунитета – естествен-
ные антитела (е-аТ) к эндогенным регуляторам 
адаптации. Проведено определение уровня е-Ат 
к β-эндорфину и орфанину в сыворотке крови 
спортсменов фигуристов. 

Анализ иммунологических показателей, уров-
ней е-Ат у фигуристов показал на начальном 
этапе (таб.1), для системы опиоидных пептидов 
содержание антител к β-эндорфину в целом, на-
ходится в границах нормы, снижен только у од-
ного спортсмена. С другой стороны, уровень ан-
тител к орфанину для большинства фигуристов 
находится на верхней границе нормы или превы-
шает ее.
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Рисунок 1. Показатели крови у фигуристов. Градация по уровням: пониженный, норма, повышенный 
Figure 1. Blood indicators of figure skaters. Gradation by level: low, normal, high

ТАБЛИЦА 1. ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ У ФИГУРИСТОВ НА НАЧАЛЬНОМ ЭТАПЕ ОБСЛЕДОВАНИЯ 

TABLE 1. IMMUNOLOGICAL INDICATORS OF FIGURE SKATERS AT THE INITIAL STAGE OF THE EXAMINATION

Показатели уровня естественных антител (KOD450 ИФА) в сыворотке крови обследуемых фигуристов, 
выраженные в условных единицах

Indicators of natural antibodies level in serum of the surveyed figure skaters, presented in conventional units

Исследуемые 
эндогенные 

биорегуляторы
Studied endogenous 

bioregulators 

Обследуемая группа фигуристов
Group of surveyed figure skaters 

Спортсменки
Sportswomen

1 2 3 4 5

ββ-эндорфин
β-endorphin 0,41 ↓ 0,79 0,65 0,68 0,67

Орфанин
Orphanin 1,26 ↑ 1,14 ↑ 0,76 1,94 ↑ 1,18

Спортсмены
Sportsman

1 2 3 4 5

ββ-эндорфин
β-endorphin 0,85 ↑ 0,79 0,59 0,71 0,51

Орфанин
Orphanin 1,14 ↑ 0,96 0,91 1,06 ↑ 0,68

Примечание. ↑ – увеличение показателя при сравнении со значениями контроля (p < 0,05), ↓ – снижение показателя 
при сравнении со значениями контроля (p < 0,05). Показатели контрольной группы для β-эндорфина составляли 
диапазон 0,59-0,69, а для орфанина 0,76-0,88 усл. ед.

Note. ↑, increase in the indicator comparing with the control values (p < 0.05); ↓, decrease in the indicator comparing with the 
control values (p < 0.05). Indicators of control group to β-endorphin ranged from 0.59-0.69 and for orphanin from 0.76-0.88 c. u.
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Рисунок 2. Динамика уровней бета-эндорфина в группе 
спортсменок-фигуристок
Figure 2. Dynamics of beta-endorphin levels in the group 
of female figure skaters

Рисунок 3. Динамика уровней бета-эндорфина в группе 
спортсменов-фигуристов
Figure 3. Dynamics of beta-endorphin levels in the group 
of male figure skaters

Рисунок 4. Изменение уровней е-Ат к орфанину в группе 
спортсменок-фигуристок
Figure 4. Сhanges in the levels of e-At to orphanin in the female 
group

Рисунок 5. Изменение уровней е-Ат к орфанину в группе 
спортсменов-фигуристов
Figure 5. Сhanges in the levels of e-At to orphanin in the male 
group

Далее проводили динамические наблюдения 
на 5 этапах в течении 62 дней. При этом спор-
тсменами соблюдался режим тренировочных на-
грузок, при двух тренировках в день и участии в 
серии товарищеских показательных выступле-
ний. На рисунках 2-5 представлены результаты 
исследования уровней е-Ат к β-эндорфину и ор-
фанину в динамике.

На начальном этапе тренировок (табл. 1) им-
мунологические показатели для β-эндорфина в 
основном у всех спортсменов достоверно не от-
личались от нормы. Только для спортсмена под 
номером один в группе девушек его уровень зна-
чительно снижен, а в группе юношей повышен. 
На заключительном этапе тренировок указанные 
показатели сохранили тенденцию к снижению 
для всех спортсменов. В дополнение произошло 
уменьшение уровня е-Ат к β-эндорфину для фи-
гуристов под №3 в группах девушек и юношей. 

К началу тренировок показатели для орфанина 
превышают норму для всех спортсменок группы 
девушек и фигуристов №1 и №4 в группе юно-
шей. На заключительном этапе тренировок для 
фигуристок девушек сохранились повышенные 
показатели орфанина. А в случае рассмотрения 
юношеской группы отмечена тенденция к сни-
жению этих показателей у всех спортсменов. Для 
фигуриста №5 этой группы обнаружен достовер-
ный спад уровня е-Ат к орфанину. 

Обсуждение
Важной задачей спортивной медицины явля-

ется обеспечение объективной оценки состояния 
организма спортсмена, достоверное определение 
его текущей адаптации к высоким тренировоч-
ным нагрузкам и прогноза его адаптационных 
возможностей в будущем [17, 18]. Поиску причин 
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и механизмов возникновения утомления и мак-
симально точного определения этого состояния 
на основе методов лабораторной диагностики 
уделяется много внимания отечественными и 
зарубежными авторами. На сегодняшний день 
общепризнанным является факт возникновения 
торможения корковых нейронов при утомлении 
и нарушения вегетативного равновесия в работе 
нервной системы. Для диагностики утомления 
используют спектр биохимических, физиологи-
ческих и психофизиологических методов [3, 20]. 

К настоящему времени собран большой фак-
тический материал об определении множества 
биохимических показателей у элитных спор-
тсменов [13, 21]. Проводятся поиски по выбору 
биопоказателей, которые могут быть маркера-
ми развития таких нежелательных процессов, 
как утомление, истощение, перенапряжение и 
перетренированность [10, 21]. Так, мониторинг 
у спортсменов уровня кортизола, пролактина, 
АКТГ, гомона роста, показало, что наиболее 
чувствительные показатели  – АКТГ и пролак-
тин  [21]. В группе обследованных спортсменов 
проведено определение общепринятых биохи-
мических и гематологических показателей, ха-
рактерных для оценки состояния переутомления. 
Отмечается стабильность полученных результа-
тов на всем протяжении тренировочного процес-
са, а не большие отклонения у ряда спортсменов в 
лейкцитарной формуле, повышение уровня кре-
атинина и снижении содержания глюкозы были 
нормализованы на втором этапе наблюдения. 

В последнее время все больше внимания уде-
ляется изучению иммунной системы спортсмена 
и ее роли в адаптации к нагрузкам [4, 12, 17, 18]. 
Показано, что при нагрузках у спортсменов выс-
шей квалификации изменяется уровень показате-
лей Т- и В-клеточного звеньев иммунного ответа, 
что угнетение Т-клеточного иммунитета влечет 
за собой активацию В-системы гуморального 
иммунитета [16]. Одним из основных параметров 
гуморального звена иммунной системы являются 
(е-Ат), которые присутствуют в организме всех 
здоровых лиц, направленные к самым различ-
ным эндогенным молекулам. Совокупность е-Ат 
отражает и регулирует индивидуальный молеку-
лярно-клеточный состав организма. При различ-
ных патологических состояниях количество е-Ат 
в кровотоке достоверно изменяется. Важно, что 
изменение уровня е-Ат к некоторым эндогенным 
молекулам возникает уже на доклинической ста-
дии, что делает возможным предсказать заболе-
вание до появления характерных симптомов.

Известно, что при снижении АП и переутом-
лении у спортсмена в первую очередь снижает-

ся тонус ЦНС, что проявляется нарушениями 
психо-эмоционального статуса. Наблюдается 
апатия, потеря мотивации, нарушается сон, по-
являются болевые синдромы различного генеза, 
расстройство пищеварения, половой функции. 
Эти состояния во многом регулируются медиато-
рами опиоидной системы, к которым относятся 
β-эндорфин и орфанин. Оба нейропептида яв-
ляются эндогенным лигандом опиоидных ре-
цепторов, участвует в устранении отрицательных 
эмоций и боли. Исследователи предполагают, 
что благодаря выбросу β-эндорфин спортсмен 
со временем, при увеличении интенсивно-
сти упражнений, приобретает устойчивость к 
боли [14]. Эффект центрального действия опиои-
дов заключается также в том, что спортсмены не-
вероятно мотивированы, чтобы преодолеть боль, 
чтобы побить личный рекорд, выиграть медаль 
или доказать, что они показали себя наилучшим 
образом. У спортсменов орфанин играет важную 
роль в модуляции ноцицептивных сигналов, в 
частности при различных воспалениях сухожилий. 
Таким образом, от уровня продукции пептидов 
бета-эндорфина и орфанина зависит регуляция 
таких важных характеристик спортивной адапта-
ции, как настроение, чувство удовлетворения и 
удовольствия, а также сбалансированная регуля-
ция болевых ощущений. 

Проведенное обследование спортсменов по-
казало, что каждый спортсмен характеризуется 
особенным, индивидуальным иммунопрофилем, 
т. е. индивидуальными сочетаниями уровней е-Ат 
к биомолекулам, включенным в регуляцию си-
стем адаптации к нагрузке.

Так, в системе опиоидных пептидов уро-
вень антител к β-эндорфину в целом находился 
в границах нормы, достоверно снижен у одной 
фигуристки. По мере наблюдения в динамике 
прослеживается тенденция к снижению имму-
нологического показателя для всей группы фи-
гуристов. Оценка текущего психологического 
состояния выявила у некоторых спортсменов 
(№2 и №3 девушки и №1 юноши) симптомы по-
вышения психической напряженности, у неко-
торых обнаружены даже симптомы утомления. 
Эти данные коррелируют с иммунохимическими 
показателями, резкого колебания содержания 
е-Ат к β-эндорфину. При анализе показателей со-
держания антител к орфанину обнаружено пре-
вышение нормы для большинства спортсменов. 
Полученные данные свидетельствуют об акти-
вации орфанинергической системы. Что может 
быть связано как с регуляцией антиноцицепции, 
т. е. ингибиторным контролем болевого сигнала, 
так и с участием в механизмах вознаграждения и 
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удовольствия, в частности, активацией «состоя-
ние благополучия» [11]. Оценка результатов на-
блюдения текущего психологического состояния 
показала, что обследованные спортсмены об-
ладают более высокой болевой терпимостью по 
сравнению с обычно активными людьми.

Заключение
Очевидно, что без утомления спортсмену не-

возможно достичь оптимальной функциональ-
ной готовности, обуславливающей достижение 
высокого спортивного результата. Однако нужно 
учитывать, что утомление может явиться причи-
ной возникновения предпатологических состоя-
ний и патологических реакций организма, в част-
ности, перенапряжения сердечно-сосудистой и 
других жизненно-важных систем. В связи с этим 
актуальны исследования, направленные на рас-
крытие механизмов срочной адаптации в услови-
ях учебно-тренировочной работы спортсменов, 
а также поиск диагностических маркеров этого 
процесса. В результате проведенного исследова-
ния установлено, что иммунологические показа-
тели, естественные антитела к опиоидным пеп-
тидам, изменяются в соответствии с ресурсным 
состоянием адаптации спортсмена. Эти показа-
тели отражают с момента начала тренировок и 
на протяжении всего периода психоэмоциональ-

ный потенциал и порог переносимости боли для 
спортсменов. Поэтому важно с прогностической 
точки зрения проводить контроль содержания 
е-Ат к β-эндорфину и орфанину у спортсменов 
в процессе тренировки. Такой мониторинг ин-
дивидуального профиля иммунологических по-
казателей спортсмена позволит подбирать более 
эффективную, персональную тренировочную 
программу.
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ИЗУЧЕНИЕ ВЛИЯНИЯ ДВУСПИРАЛЬНЫХ РНК 
НА АКТИВНОСТЬ МЫШИНЫХ СПЛЕНОЦИТОВ  
МЕТОДОМ ПРОТОЧНОЙ ЦИТОМЕТРИИ 
Цыпленкова Е.С., Вязовая Е.А., Даниленко Е.Д.
Институт медицинской биотехнологии ФБУН «Государственный научный центр вирусологии 
и биотехнологии “Вектор”» Роспотребнадзора, г. Бердск, Новосибирская обл., Россия

Резюме. Рибонуклеиновые кислоты (РНК), в частности двуспиральные РНК, благодаря их спо-
собности модулировать врожденные иммунные реакции представляют несомненный интерес с точки 
зрения их использования в качестве вакцинных адъювантов. Однако несмотря на то, что препараты 
дсРНК известны довольно давно, вопросы клеточных взаимодействий и направленности развития 
иммунных реакций в условиях их воздействия изучены пока недостаточно. Целью настоящего ис-
следования являлась оценка реакции спленоцитов мышей на воздействие дсРНК в культуре клеток 
и после введения препарата in vivo. Исследования проведены на самках мышей линии Balb/c. Статус 
активации различных популяций клеток селезенки после воздействия препаратов дрожжевой дсРНК 
и препарата сравнения PolyI:PolyC оценивали методами проточной цитометрии по экспрессии ак-
тивационных маркеров CD69 и CD86 на В-лимфоцитах CD19+ и дендритных клетках (ДК) CD11c+. 
В исследованиях in vitro спленоциты инкубировали в среде ДМЕМ, содержащей 10% фетальной теля-
чьей сыворотки, в течение 22 ч после внесения субстанции дрожжевой дсРНК или PolyI:PolyC в ко-
личестве 2,5 мкг/мл. В качестве дополнительного контроля использовали препарат одноцепочечной 
высокополимерной РНК (впРНК), входящий в состав субстанции, в количестве 16 мкг/мл. В ходе ис-
следования продемонстрировано активирующее влияние дсРНК и PolyI:PolyC на экспрессию марке-
ров CD86 и CD69 на клетках всего пула спленоцитов, В-лимфоцитах и ДК. Высокополимерная РНК 
повышала общее количество CD86+ клеток в популяции без изменения уровня экспрессии маркеров 
на В-лимфоцитах и ДК. В исследованиях in vivo препарат дрожжевой дсРНК (субстанция) вводили 
внутривенно мышам в дозе 2,5 мг/кг, впРНК – 16 мг/кг. Количество CD69+ и CD86+ спленоцитов 
оценивали через 4 часа после введения препаратов. Наибольший стимулирующий эффект дсРНК был 
зарегистрирован в отношении экспрессии CD69: отмечен значительный рост числа CD69+ клеток 
среди В-лимфоцитов и в общем клеточном регионе. Менее выраженной, но статистически значимой 
была стимуляция экспрессии корецептора CD86 на B-лимфоцитах. Отмечена способность одноцепо-
чечных и двуспиральных РНК достоверно повышать количество CD86+ клеток в популяции дендрит-
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ных клеток. Результаты исследования позволили оценить влияние дсРНК на функцию иммунных 
клеток в некоторых процессах их взаимодействия, созревания и миграции. Этот подход может быть 
полезен при разработке оптимальных стратегий отбора и исследовательского скрининга новых адъ-
ювантов нуклеиновой природы.

Ключевые слова: дсРНК, PolyI:PolyC, селезенка, В-лимфоциты, антиген-презентирующие клетки, дендритные клетки, 
мыши

STUDYING THE EFFECT OF DOUBLE-STRANDED RNA 
UPON ACTIVITY OF MOUSE SPLENOCYTES USING FLOW 
CYTOMETRY
Tsyplenkova E.S., Vyazovaya E.A., Danilenko E.D. 
Institute of Medical Biotechnology, State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”, Berdsk, Novosibirsk 
Region, Russian Federation

Abstract. Ribonucleic acids (RNA), in particular, double-stranded RNAs, due to their ability to modulate 
innate immune responses, are of undoubted interest in view of their usage as vaccine adjuvants. However, 
despite the fact that dsRNA preparations have been known for a long time, the issues of cellular interactions 
and orientation of immune response upon their exposure have not yet been properly studied. The aim of this 
work was to evaluate the in vitro response of mouse splenocytes to dsRNA exposure in cell cultures, and after 
drug administration in vivo. The studies were carried out in female Balb/c mice. Activation status of various 
splenocyte populations after treatment with yeast dsRNA and reference substance (PolyI:PolyC) was assessed 
by means of flow cytometry by expression of CD69 and CD86 activation markers on CD19+B lymphocytes 
and CD11c+ dendritic cells (DC). During in vitro studies, the splenocytes were incubated in DMEM medium 
containing 10% fetal calf serum for 22 hours following addition of the yeast dsRNA preparations, or PolyI:PolyC 
(2.5 μg/mL) preparation. Single-stranded high-polymer RNA (hpRNA), which is a component of the 
substance, was used as an additional control at the dose of 16 μg/mL. Our study has shown that the activating 
effect of dsRNA and PolyI:PolyC on expression of CD86 and CD69 markers upon the cells of the entire pool 
of splenocytes, B lymphocytes and DC. Highly polymeric RNA increased the total number of CD86+ cells in 
the population without changing the expression level of these markers upon B lymphocytes and DCs. When 
performing the in vivo studies, yeast dsRNA substance was administered intravenously into mice at a dose 
of 2.5 mg/kg, and hpRNA was used at a dose of 16 mg/kg. The number of CD69+ and CD86+ splenocytes 
was assessed 4 hours after drug administration. The highest stimulating effect of dsRNA was registered with 
CD69 expression marker: significantly increased numbers of CD69+ cells were registered for B lymphocytes 
and the entire cell population. The stimulation of CD86 co-receptor expression on B lymphocytes was less 
pronounced, but statistically significant. The ability of single-stranded and double-stranded RNAs to cause 
significant increase in CD86+ cell numbers was demonstrated among dendritic cell population. The results 
of the study made it possible to evaluate the effect of dsRNA on the immune cell function, with respect of 
their interaction, maturation, and migration. This approach may be useful for developing optimal strategies for 
selection and screening of new nucleic acid-based adjuvants.

Keywords: dsRNA, PolyI:PolyC, spleen, B lymphocytes, antigen-presenting cells, dendritic cells, mice

Исследование проведено в рамках выполне-
ния государственного задания, тема ГЗ-38/21.

Введение
Важным моментом фармацевтической разра-

ботки новых лечебно-профилактических средств 
борьбы с инфекциями является понимание мо-
лекулярных и клеточных механизмов иммунных 

процессов, разворачивающихся после их приме-
нения. Несмотря на то, что первичный контакт 
с патогеном в ходе инфицирования происходит 
в «воротах инфекции» и барьерных тканях, тра-
диционно в качестве модели при изучении им-
мунных реакций используются клетки селезен-
ки. Это связано с тем, что данный орган является 
важным сайтом кроветворения, где присутству-
ют все виды иммунокомпетентных клеток, тесно 
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взаимодействующие как друг с другом, так и с по-
ступающими через кровоток патогенами [2].

Как известно, двуспиральные РНК (дсРНК) 
благодаря своей структуре, близкой к структу-
ре вирусного агента, способны связываться с 
клеточными Толл-лайк рецепторами (Toll-like 
receptors, TLR), запускать сигнальные пути, регу-
лирующие синтез интерферонов, интерлейкинов 
и ряда других цитокинов [2], индуцировать и мо-
дулировать врожденные и адаптивные клеточные 
иммунные реакции [6, 9]. Препараты на основе 
синтетической дсРНК PolyI:PolyC проходят кли-
нические и экспериментальные исследования в 
качестве средств лечения сезонного гриппа, адъ-
ювантов вакцин [7]. Однако несмотря на то, что 
препараты дсРНК известны довольно давно, во-
просы клеточных взаимодействий и направлен-
ности развития иммунных реакций в условиях их 
воздействия изучены еще недостаточно [14]. 

Целью данного исследования являлась оценка 
реакции спленоцитов (B-лимфоциты, дендрит-
ные клетки) мыши на введение препарата дву-
спиральных РНК in vitro и in vivo. 

Материалы и методы
Исследования проведены на 55 самках мышей 

линии Balb/c возрастом 8-12 недель с массой тела 
18-22 г, полученных из питомника ФБУН ГНЦ 
ВБ «Вектор» Роспотребнадзора, р.  п. Кольцово, 
Новосибирской обл. В ходе экспериментов жи-
вотные содержались при естественном освеще-
нии на стандартном рационе питания со свобод-
ным доступом к воде. 

В экспериментах использовали субстанцию 
натриевой соли дсРНК (далее дсРНК), выделен-
ной из дрожжей Saccharomyces cerevisiae (ООО 
«Диафарм», г. Бердск Новосибирской области), 
с содержанием нуклеотидного материала 95,2%, 
из которого 13,6% – дсРНК, 86,4% – одноцепо-
чечные высокополимерные РНК (впРНК). В ка-
честве препарата сравнения использовали синте-
тический комплекс PolyI:PolyC (Sigmа-Aldrich, 
США) и препарат впРНК (ИМБТ ФБУН ГНЦ 
ВБ «Вектор» Роспотребнадзора, г. Бердск Ново-
сибирской области).

В экспериментах in vitro суммарный пул спле-
ноцитов получали путем измельчения селезенки 
интактных мышей ножницами в среде ДМЕМ, 
содержащей 10% фетальной телячьей сыворот-
ки (Fetal calf serum, FCS), 0,004% гентамицина, 
и фильтрации клеточной суспензии через сито с 
размером пор 70 мкм (BD Falkon, США). Клетки 
обрабатывали раствором, лизирующим эритро-
циты (150 мМ NH4Cl, 2 мМ HEPES, 1 мМ ЭДТА, 
рН 7,4), в течение 8 мин при комнатной темпе-
ратуре с последующей отмывкой средой ДМЕМ 
с 10% FCS и гентамицином. После подсчета в ка-

мере Горяева клетки разносили по лункам 24-лу-
ночного планшета в количестве 1,5 × 106 сплено-
цитов в лунку в объеме 1,5 мл и инкубировали в 
течение 22 ч при 37 °С в среде ДМЕМ с 10% FCS 
и гентамицином (контроль). В опытные лунки 
добавляли субстанцию натриевой соли дсРНК в 
дозе 2,5 мкг на 1 мл среды в лунке. В качестве до-
полнительного контроля использовали препарат 
впРНК (ИМБТ ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспо-
требнадзора, г. Бердск Новосибирской области) 
в дозе, соответствующей содержанию впРНК в 
субстанции дсРНК (16 мкг на 1 мл среды в лун-
ке), или раствор PolyI:PolyC в дозе, эквивалент-
ной дозе дсРНК, в качестве положительного кон-
троля.

В исследовании in vivo дрожжевую дсРНК вво-
дили мышам внутривенно в дозе 2,5 мг/кг, впРНК 
в дозе 16 мг/кг в объеме 0,5 мл на 20 г массы тела. 
Контрольные животные получали инъекцию фи-
зиологического раствора в том же объеме. Экс-
перименты проводили в трех повторах, группы 
состояли из 4-5 животных. Получение клеточной 
суспензии и культивирование клеток проводи-
ли способом, описанным выше, без внесения в 
культуральную среду препаратов.

Субпопуляционный состав и функциональ-
ную активность клеток селезенки определяли ме-
тодом проточной цитофлуориметрии с использо-
ванием моноклональных антител производства 
фирмы eBioscience (США). Клетки снимали с 
планшета пипетированием и концентрировали 
до 1,5  ×  106/0,075 мл центрифугированием при 
250 g. Перед окрашиванием клетки инкубирова-
ли с анти-CD32/CD16 (клон 2.4G2) мыши в тече-
ние 15 минут при 4 °С для блокирования неспец-
ифического связывания через Fc-рецепторы. Для 
окрашивания антителами из лунок отбирали по 
1 × 106 клеток в 50 мкл среды ДМЕМ с 2% FCS. 
Для иммунофенотипирования в эксперимен-
тах использовали традиционные маркеры: CD19 
(АРС), В220 (РС7), CD11с (АРС), СD86 (APC, 
РЕ), СD69 (АРС). Клетки отмывали 500 мкл сре-
ды с последующим центрифугированием и далее 
ресуспендировали в 350 мкл раствора Хенкса для 
анализа на цитофлуориметре. 

Для идентификации погибших клеток в про-
бирки добавляли 5 мкл 7AAD (BioLegend, США) 
на 1 × 106 клеток за 5-10 минут до анализа.

Цитометрический анализ проводили на при-
боре CytoFlex (Beckman Coulter, США) с исполь-
зованием программного обеспечения CytExpert 
2.4. Для каждого образца было записано 10  000-
20  000 событий. Выбор региона исследования 
осуществляли с использованием параметров 
прямого (FSC) и бокового (SSC) светорассеяния. 
Устранение сигналов от агрегатов клеток и их 
обломков выполняли на графике площади пика 
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флуоресценции (FSC-A) в зависимости от высо-
ты пика флуоресценции (FSC-H).

 Статистический анализ проводили с помощью 
пакета статистических программ Statgraphics, 
Vers. 5.0 (Statistical Graphic Corp., США). Описа-
ние выборки производили с помощью подсчета 
медианы (Ме), 1-го (Q0,25) и 3-го (Q0,75) квартилей. 
Для оценки значимости межгрупповых различий 
использовали непараметрический U-критерий 
Манна–Уитни. Критический уровень значи-
мости при проверке статистических гипотез (р) 
принимали равным 0,05. 

Результаты и обсуждение
При анализе спленоцитов на графиках пря-

мого и бокового светорассеяния отмечено, что 
клетки после инкубации и всех этапов пробопод-
готовки формируют дополнительный регион Р2 

(рис. 1Б), в отличие от свежевыделенных клеток 
(рис. 1А).

Окрашивание с помощью 7AAD показало, что 
в регионе Р2 преобладают погибшие клетки (90% 
и более). Это позволяет предположить, что неко-
торые клеточные субпопуляции в экспериментах 
in vitro могут быть представлены в меньших ко-
личествах, чем in vivo (рис. 1В). Для дальнейше-
го анализа во всех экспериментах использовали 
регион Р1. 

Оценка жизнеспособности спленоцитов по-
сле 22 часов инкубации с дсРНК показала, что 
препарат не оказывал влияния на количество 
погибших клеток в регионе Р1. Доля 7AAD-
положительных клеток в опытной группе соста-
вила 0,9 (0,9-1,1) %, в контроле – 0,6 (0,6-1,6) %. 
PolyI:PolyC также не оказывал токсического дей-
ствия на спленоциты: доля погибших клеток в 

Рисунок 1. Характеристика спленоцитов по морфологическим параметрам и жизнеспособности
Примечание. А – график распределения спленоцитов по параметрам FSC и SSC сразу после выделения. Б – график 
распределения спленоцитов по параметрам FSC и SSC после 22 часов инкубации. В – гистограмма распределения 7AAD+ 
в регионах Р1 и Р2 после 22 часов инкубации. Г – гистограмма распределения 7AAD+ в регионе Р1 после 22 часов инкубации.
Figure 1. Characteristics of splenocytes by morphological parameters and viability
Note. (A) Graph of splenocyte distribution according to FSC and SSC parameters immediately after isolation. (B) Graph of splenocyte distribution 
by FSC and SSC parameters after 22 hours of incubation. (C) Histogram of 7AAD+ distribution in P1 and P2 regions after 22 hours of incubation. 
(D) Histogram of 7AAD+ distribution in P1 region after 22 hours of incubation.
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этих лунках, в среднем, составляла 2,0 (2,0-3,3) % 
(рис. 1Г).

В процессе иммунофенотипирования спле-
ноцитов после инкубации в среде ДМЕМ с 10% 
FCS установлено, что относительное содержание 
В-лимфоцитов (CD19+) в исследуемом регионе 
составляло 16,3±2,8%. Субпопуляционный со-
став В-клеток был достаточно однороден, око-
ло 95% из них несли на клеточной поверхности 
маркер В220+. Определение относительного со-
держания общих маркеров активации лимфоци-
тов показало более низкие уровни экспрессии на 
спленоцитах маркера CD69 относительно CD86. 
Доля дендритных клеток (CD11с+) составляла 
0,9±0,2%.

Инкубация спленоцитов с препаратами дсРНК 
приводила к значительному увеличению количе-
ства клеток, несущих фенотип CD19+CD86+, в 
общем исследуемом регионе (рис. 2А). 

Формирование пула клеток, несущих маркер 
активации CD86, внутри популяции В-лим
фоцитов приводило к статистически значимому 
повышению данного показателя по сравнению с 
группой контроля (рис. 2Б).

 Как известно, CD86 является лигандом бел-
ков клеточной мембраны Т-лимфоцитов. Экс-
прессия CD86 на В-лимфоцитах ведет к их 
взаимной стимуляции с Т-лимфоцитами и по-
следующей специфической дифференцировке. 
Индукция CD86 на поверхности В-клеток под 
действием дсРНК свидетельствует о ее способно-
сти оказывать регуляторное влияние на процессы 
клеточных взаимодействий. 

Сравнительная оценка влияния на экспрес-
сию корецептора CD86 разных типов дсРНК по-
казала, что синтетический комплекс PolyI:PolyC 
оказывал сходное действие на В-лимфоциты 
(рис. 2В). Следовательно, можно предположить, 
что несмотря на различия в источнике и спосо-

Рисунок 2. Относительное количество маркеров активации на поверхности клеток селезенки мышей Balb/c после 
22 часов инкубации с препаратами РНК
Примечание. А – распределение CD19+ и CD86+ на клетках исследуемого региона. Б – процент CD86+ в гейте CD19+ в первой 
серии экспериментов. В – процент CD86+ в гейте CD19+ во второй серии экспериментов. Г – процент CD69+ в гейте CD19+. * – 
статистически значимое отличие относительно контрольной группы, непараметрический критерий Манна–Уитни, р < 0,05.
Figure 2. Relative number of activation markers on the surface of the spleen cells of Balb/c mice after 22 hours of incubation with 
RNA preparations
Note. (A) Distribution of CD19+ and CD86+ on the cells of the studied region. (B) Percentage of CD86+ in CD19+ gate in the first series of 
experiments. (C) Percentage of CD86+ in CD19+ gate in the second series of experiments. (D) Percentage of CD69+ in CD19+ gate. *, statistically 
significant difference relative to the control group, nonparametric Mann–Whitney criterion, p < 0.05.
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бе получения, молекулы дсРНК разной природы 
воздействуют на одни и те же клеточные меха-
низмы активации иммунных клеток. Поскольку 
двуспиральные РНК играют роль регуляторов 
врожденного иммунитета [5, 15], в то время как 

CD86 является элементом адаптивных иммун-
ных реакций, полученные данные могут свиде-
тельствовать о комбинаторном эффекте дсРНК 
на функцию В-клеток. Аналогичные законо-
мерности, отражающие связь между эффектами 

Рисунок 3. Относительное количество маркеров активации на поверхности клеток селезенки мышей Balb/c через 
4 часа после внутривенного введения препаратов РНК
Примечание. А – распределение CD19+ и CD86+ на клетках исследуемого региона. Б – распределение CD19+ и CD69+ на клетках 
исследуемого региона. В – относительное количество CD86+ и CD69+ на поверхности клеток селезенки. Г – процент CD86+ 
в гейте CD19+. Д – процент CD69+ в гейте CD19+. * – статистически значимое отличие относительно контрольной группы, 
непараметрический критерий Манна–Уитни, р < 0,05.
Figure 3. Relative number of activation markers on the surface of the spleen cells of Balb/c mice 4 hours after intravenous 
administration of RNA preparations
Note. (A) Distribution of CD19+ and CD86+ on the cells of the studied region. (B) Distribution of CD19+ and CD69+ on the cells of the studied region. 
(C) Relative amount of CD86+ and CD69+ on the surface of the spleen cells. (D) Percentage of CD86+ in CD19+ gate. (E) Percentage of CD69+ in 
CD19+ gate. *, statistically significant difference relative to the control group, nonparametric Mann–Whitney criterion, p < 0.05.
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врожденных и костимулирующих сигналов на 
В-клетки при заражении вирусным агентом, опи-
саны авторами работы [10]. 

Одноцепочечная РНК, входящая в состав пре-
парата, в отличие от дсРНК, стимулирующего 
влияния на поверхностную экспрессию данного 
активационного маркера на В-клетках не оказы-
вала. 

Оценка уровня экспрессии CD69 на спленоци-
тах показала выраженный рост количества CD69+ 
клеток в популяции CD19+ под воздействием 
дсРНК (рис. 2Г). Как известно, экспрессия CD69 
повышается при активации лимфоцитов разных 
типов [13], что лежит в основе его широкого ис-
пользования в качестве активационного маркера. 
В результате идентификации специфических ли-
гандов данного маркера (Gal-1, S1P1) установле-
на способность CD69 модулировать дифферен-
цировку Т-клеток [4] и регулировать их выход из 
лимфоидных органов [12]. Таким образом, можно 
предположить, что дсРНК, усиливая экспрессию 
CD69, способна влиять на процессы клеточного 
созревания и миграции.

Следует отметить, что внесение в культураль-
ную среду дсРНК приводило к активации не 
только В-лимфоцитов, но и всего клеточного 
пула селезенки (графические данные не приве-
дены). Анализ процентного содержания CD86+ 
и CD69+ во всем клеточном регионе выявил ста-
тически значимое повышение данных маркеров 
в опытных группах. Относительное количество 
CD86+ увеличилось с 25,3 (25,2-25,5) % в контро-
ле до 35,2 (32,3-36,8) % в опыте (группа «дсРНК»), 
CD69+  – с 7,5 (6,7-9,5) % до 15,2 (12,9-16,8) %, 
соответственно. В популяции дендритных клеток 
(ДК) (CD11c+) обнаружено достоверное увеличе-
ние доли CD11c+CD86+ (в 1,3 раза, по сравнению 
с контролем), что свидетельствует о стимулирую-
щем действии дсРНК и на это звено иммунитета. 

Препарат впРНК, также как дсРНК, статиче-
ски значимо повышал относительное количество 
CD86+ клеток общего клеточного региона (до 
27,1 (27,0-28,8) %), но при этом не оказывал вли-
яния на активность ДК и экспрессию CD69.

Оценка экспрессии активационных марке-
ров на поверхности спленоцитов мышей после 
внутривенной инъекции дсРНК, как и в экспе-
риментах in vitro, продемонстрировала усиление 
данного процесса (рис. 3А, Б). 

Наибольший стимулирующий эффект был от-
мечен в отношении CD69: его общая экспрессия 
на спленоцитах повышалась в 4 раза, в популяции 
CD19+ – в 8 раз (рис. 3В, Д). Несколько менее вы-
раженным был эффект в отношении CD86, что, 
возможно, связано с тем, что временная точка 
являлась слишком ранней для тестирования раз-
вития костимулирующего сигнала (рис.  3В,  Г). 
Несмотря на это, относительное количество 
CD11c+CD86+ в популяции ДК статистически 
значимо возрастало после введения дсРНК с 14,0 
(13,0-16,9) % до 29,5 (28,9-30,4) %. Повышение 
числа CD11c+CD86+ ДК было отмечено и в слу-
чае введения впРНК (до 22,5 (19,4-26,0) %).

Как было показано авторами работы [12], вну-
тривенное введение PolyI:PolyC способствует су-
щественному увеличению экспрессии CD69 на 
клетках лимфоидных органов на фоне снижения 
его количества в кровотоке. Можно предполо-
жить, что подобный механизм позволяет локаль-
но увеличивать количество лимфоцитов в месте 
реакции, необходимое для развития иммунного 
ответа. Стоит отметить, что активность лимфо-
цитов в селезенке и лимфатических узлах спо-
собна повышаться под действием стромальных 
соединительнотканных клеточных элементов, 
которые продуцируют цитокины в ответ на TLR-
опосредованную стимуляцию дсРНК [8].

Заключение
Установлено, что препарат дсРНК, выделен-

ной из дрожжей Saccharomyces cerevisiae (суб-
станция), обладал способностью повышать экс-
прессию клеточных маркеров активации CD86 
и CD69 на В-лимфоцитах и дендритных клетках 
селезенки как в культуре клеток, так и в экспери-
ментах in vivo. Высокополимерная одноцепочеч-
ная РНК такими свойствами в отношении дан-
ных маркеров не обладала, хотя следует отметить 
ее вклад в рост количества CD86+ спленоцитов in 
vitro и CD86+ клеток в популяции ДК после вну-
тривенного введения. Результаты проведенного 
исследования свидетельствуют о способности 
двуспиральных РНК регулировать реакции не 
только врожденного, но и приобретенного им-
мунитета, что может быть важно с точки зрения 
перспектив использования препаратов данного 
класса в качестве вакцинных адъювантов.
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ИССЛЕДОВАНИЕ ИММУНОМОДУЛИРУЮЩИХ  
СВОЙСТВ РЕКОМБИНАНТНОГО  
ГРАНУЛОЦИТАРНО-МАКРОФАГАЛЬНОГО 
КОЛОНИЕСТИМУЛИРУЮЩЕГО ФАКТОРА  
ЧЕЛОВЕКА
Сысоева Г.М., Гамалей С.Г., Есина Т.И., Даниленко Е.Д.
Институт медицинской биотехнологии ФБУН «Государственный научный центр вирусологии 
и биотехнологии “Вектор”» Роспотребнадзора, г. Бердск, Россия

Резюме. Гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор (GM-CSF) представ-
ляет собой миелопоэтический фактор роста, который оказывает плейотропное действие не только на 
дифференцировку незрелых клеток-предшественников в полиморфноядерные нейтрофилы, моно-
циты/макрофаги и дендритные клетки, но и контролирует функционирование дифференцированных 
клеток. В настоящее время GM-CSF исследуется в клинических испытаниях в качестве иммуномоду-
лятора и адъюванта. Однако широкий спектр биологической активности и нередко парадоксальные 
эффекты данного цитокина требуют более тщательного изучения механизмов его действия с целью 
прогнозирования его эффективности в разных условиях иммунотерапии. В данной работе исследо-
вано влияние рекомбинантного GM-СSF человека на метаболическую активность клеток перитоне-
ального экссудата мышей в первичной культуре клеток. Метаболическую (окислительно-восстанови-
тельную) активность клеток оценивали по способности восстанавливать нитросиний тетразолиевый 
(НСТ) в процессе MF- и Fc-зависимого фагоцитоза, вызванного внесением в среду опсонизирован-
ного зимозана либо эритроцитов барана. Продемонстрировано дозозависимое стимулирующее дей-
ствие препарата GM-СSF на окислительный обмен фагоцитирующих перитонеальных макрофагов и 
нейтрофилов. Показано, что при 2- и 24-часовом культивировании пептон-элиситированных клеток 
с GМ-СSF в широком диапазоне концентраций (от 5 до 40 000 нг/мл) более выраженный эффект пре-
парата наблюдался в отношении нейтрофилов. Препарат GМ-СSF вызывал достоверное увеличение 
(на 13-17%) окислительно-восстановительной активности нейтрофилов, индуцированной опсони-
зированным зимозаном, которое сохранялось в диапазоне низких доз и через 24 часа. Стимулирую-
щий эффект GМ-СSF на макрофаги (увеличение показателя НСТ на 16%) был отмечен только при 
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кратковременном культивировании. Общей тенденцией, отмеченной на элиситированных клетках 
обоего типа, являлась выраженная реакция на низкие концентрации препарата (5-125 нг/мл) и осла-
бление эффекта при их повышении. Аналогичная закономерность была обнаружена при исследова-
нии резидентных макрофагов. Культивирование в течение 24 часов резидентных клеток с препаратом 
GМ-СSF в дозах от 5000 до 40 000 нг/мл вызывало достоверное повышение окислительно-восстано-
вительной активности клеток, индуцированной зимозаном либо эритроцитами барана (на 33-52%). 
Как в том, так и другом случае максимальная реакция была обнаружена в ответ на дозу 5000 нг/мл и 
снижалась по мере ее увеличения. Эффект стимуляции препарата GМ-СSF в отношении резидент-
ных макрофагов был более выраженным, чем элиситированных клеток, что проявлялось в удлинении 
периода их активации до суток от начала культивирования. Полученные данные представляют инте-
рес с точки зрения перспектив использования препаратов GM-CSF в составе иммуномодулирующей 
и адьювантной терапии различных инфекционных заболеваниях.

Ключевые слова: гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор, макрофаги, нейтрофилы, 
метаболическая активность, зимозан, мыши

IMMUNOMODULATORY PROPERTIES OF RECOMBINANT 
HUMAN GRANULOCYTE-MACROPHAGE COLONY-
STIMULATING FACTOR
Sysoeva G.M., Gamaley S.G., Esina T.I., Danilenko E.D.
Institute of Medical Biotechnology, State Research Center of Virology and Biotechnology “Vector”, Berdsk, Russian 
Federation

Abstract. Granulocyte-macrophage colony stimulating factor (GM-CSF) is a myelopoietic growth 
factor that exerts pleiotropic effect not only on the differentiation of immature progenitor cells into 
polymorphonuclear neutrophils, monocytes/macrophages and dendritic cells, but also controls the functioning 
of differentiated cells. GM-CSF is currently being investigated in clinical trials as an immunomodulator and 
adjuvant. However, a wide range of biological activities and, sometimes, paradoxical effects of this cytokine 
require more thorough studies of its action, in order to predict its efficacy under different conditions of 
immunotherapy. In this work, we have studied the effect of recombinant human GM-CSF on metabolic 
activity of mouse peritoneal exudate cells in primary cell cultures. Metabolic (redox) activity of the cells 
was assessed by their ability to reduce nitroblue tetrazolium (NBT) in the course of MF- and Fc-dependent 
phagocytosis triggered by addition of opsonized zymosan, or sheep erythrocytes to the culture medium. We 
have shown the dose-dependent stimulatory effect of GM-CSF on the oxidative metabolism of phagocytic 
peritoneal macrophages and neutrophils. Upon culturing the pepton-elicited cells at wide range of GM- CSF 
concentrations (5 to 40,000 ng/mL) for 2 and 24 hours, a more pronounced effect of the substance was 
observed for neutrophils. The GM-CSF preparation caused a significant increase (by 13-17%) in the redox 
activity of neutrophils induced by opsonized zymosan that persisted at a low dose range, and was retained 
after 24 hours. The stimulatory effect of GM-CSF on macrophages with NBT index increase by 16% was 
observed in the short-term cultures. In general, the elicited cells of both types showed a more pronounced 
response to lower concentrations of GM-CSF (5-125 ng/mL), and weaker effect at higher doses of the 
preparation. A similar dependence was found when studying the resident macrophages. Culturing of resident 
cells with GM-CSF at the doses of 5,000 to 40,000 ng/mL for 24 hours caused a significantly increased redox 
activity of the cells induced by zymosan, or sheep erythrocytes (by 33-52%). In both cases, the maximal 
response was detected at a dose of 5,000 ng/mL and decreased with increasing dose. The stimulatory effect 
of GM-CSF upon resident macrophages was more pronounced as compared to elicited cells, which was 
characterized by the prolonged period of cell activation (up to 24 hours of culture). The data obtained are 
of interest, in view of prospective usage of GM-CSF as a component of immunomodulatory and adjuvant 
therapy for various infectious diseases.

Keywords: granulocyte-macrophage colony stimulating factor, macrophages, neutrophils, metabolic activity, zymosan, mice
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Исследование проведено в рамках выполне-
ния государственного задания, тема ГЗ-39/21.

Введение
Гранулоцитарно-макрофагальный колоние-

стимулирующий фактор (GM-CSF) представляет 
собой миелопоэтический фактор роста, который 
оказывает плейотропное действие не только на 
дифференцировку незрелых предшественников 
в полиморфноядерные нейтрофилы, моноциты/
макрофаги и дендритные клетки, но и контроли-
рует функционирование дифференцированных 
иммунных клеток [3, 16]. Широкий спектр дей-
ствия GM-CSF может приводить в ходе развития 
инфекционного или воспалительного процесса, 
злокачественных новообразованиях к парадок-
сальным результатам  – как иммуностимуляции, 
так и иммуносупрессии [3]. Многообразные ме
ханизмы, лежащие в основе этих разнонаправ-
ленных эффектов, до конца не ясны. Однако 
уже сейчас известны некоторые аспекты его 
действия, которые могут быть причиной данно-
го разнообразия. Прежде всего, GM-CSF в силу 
своей основной функции колониестимулирую-
щего фактора оказывает влияние на дифферен-
цировку и созревание большинства миелоидных 
клеток из клеток-предшественников. Помимо 
этого, данный цитокин реализует свое действие 
посредством нескольких типов сигнальных путей 
(JAK/STAT, PI3K, MAPK и NF-kB), управляю-
щих различными биологическими процессами. 
И наконец, GM-CSF может продуцироваться 
разными типами клеток в ответ на различные 
сигналы окружающей среды [16]. 

Данные, полученные в ходе изучения биоло-
гических эффектов GM-CSF, послужили толчком 
к началу многочисленных клинических испыта-
ний, таких, например, как вакциноадъювантная 
терапия для стимуляции противоопухолевого от-
вета, а в последнее время- и для предотвращения 
инфекций [4, 7, 8, 9]. Однако очевидно, что с це-
лью прогнозирования эффективности GM-CSF 
в различных условиях иммунотерапии должны 
быть самым внимательным образом исследованы 
механизмы его действия.

Известно, что GM-CSF усиливает окисли-
тельный метаболизм, цитотоксичность и хемо-
таксис гранулоцитов [3]. Эффекты GM-CSF на 
функцию макрофагов менее ясны и однозначны. 
Известно, что данный фактор является одним из 
основных регуляторов дифференцировки моно-
цитов в тканевые макрофаги. Пул резидентных 
макрофагов пополняется за счет дифференци-
ровки циркулирующих моноцитов при их попа-
дании в ткани из кровотока. 

Резидентные макрофаги обнаруживаются прак
тически во всех тканях, где они могут составлять 

до 10-15% от общего числа клеток. Макрофаги 
различной тканевой локализации обозначаются 
как остеокласты (кости), микроглиальные клет-
ки (ЦНС), гистиоциты (соединительная ткань), 
клетки Купфера (печень), альвеолярные макро-
фаги (легкие) и фагоциты серозных полостей 
(в  частности, перитонеальные) и т.д. Поскольку 
эти популяции характеризуются специфически-
ми транскрипционными профилями, их можно 
рассматривать как множество разных и уникаль-
ных классов [11]. С другой стороны, основные 
функции макрофагов универсальны. Они играют 
ключевую роль в развитии тканей в иммунном 
ответе на патогены, в контроле и мониторинге 
возможных нарушений в тканях, в поддержании 
тканевого гомеостаза [3]. 

Целью данного исследования являлось из-
учение иммуномодулирующих свойств реком-
бинантного гранулоцитарно-макрофагального 
колониестимулирующего фактора человека на 
первичной культуре клеток перитонеального 
экссудата мыши, а именно влияния препарата на 
окислительный обмен в процессе фагоцитоза пе-
ритонеальных макрофагов и нейтрофилов. 

Материалы и методы
В экспериментах использовали препарат ре-

комбинантного гранулоцитарно-макрофагаль-
ного колониестимулирующего фактора человека 
(GМ-СSF), полученный в Институте медицин-
ской биотехнологии ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» 
Роспотребнадзора по технологии, описанной 
в [1,  2]. Концентрация белка в препарате состав-
ляла 3,19 мг/мл, чистота и гомогенность превы-
шали 97%, примеси белков и ДНК штамма-про-
дуцента укладывались в заданные нормативной 
документацией пределы (менее 200 нг/мг белка 
и 100 пг/ мг ДНК соответственно). Содержа-
ние бактериальных эндотоксинов (3,5 ЕЭ/дозу) 
не превышало значения предельной пороговой 
дозы, рассчитанной с учетом максимальной те-
рапевтической дозы 10 мкг/кг/час [Государствен-
ная фармакопея РФ XIV изд. [Электронное изда-
ние]. URL: https://femb.ru/record/pharmacopea]. 
Препарат GМ-СSF, полученный по разработан-
ной технологии, обладал гемостимулирующей 
активностью, подтвержденной в системах in vitro 
и in vivo [6].

В качестве дополнительного контроля в ходе 
исследования использовали препарат эндотокси-
на E. сoli UKT-B (FUJIFILM Wako Chemicals USA 
Corporation, серия G-85USA) с концентрацией 
500 нг/флакон и биологической активностью 
4300 ЕЭ/флакон. 

Исследования проведены на 80 самках мышей 
линии BALB/с массой 20-23 г, полученных из 
питомника ФБУН ГНЦ ВБ «Вектор» Роспотреб-
надзора (р. п. Кольцово Новосибирской обл.). До 
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начала эксперимента животные прошли период 
адаптационного карантина. Мыши содержались 
в стандартных условиях вивария при естествен-
ном освещении на сбалансированном пищевом 
рационе со свободным доступом к корму и воде. 
Работа выполнена согласно основным регулиру-
ющим стандартам в области надлежащей лабора-
торной практики с соблюдением международных 
рекомендаций Европейской конвенции о защите 
позвоночных животных, используемых для экс-
периментов или в иных научных целях (Страс-
бург, 1996). 

Элиситированные перитонеальные нейтро-
филы и макрофаги получали введением в брюш-
ную полость мыши раствора  10%-го стериль-
ного пептона. Через 3 ч животных умерщвляли 
декапитацией, из брюшной полости с помощью 
среды RPMI-1640 (5  мл,   4  °С) вымывали ней-
трофилы. Перитонеальные макрофаги выделяли 
аналогичным образом через 96 ч после введения 
пептона и эвтаназии. Резидентные макрофаги 
получали вымыванием 5 мл среды RPMI-1640 без 
предварительного введения в брюшную полость 
пептона. 

На основе перитонеального экссудата готовили 
клеточную взвесь в концентрации 106 клеток/мл. 
Клетки культивировали в CO2-инкубаторе (10% 
CO2, 37 °С) в 96-луночных планшетах (Costar®, 
США) в среде RPMI-1640 с L-глутамином 
(ООО  «БиолоТ», Россия), содержащей пени-
циллин, стрептомицин (по 100  ед/ мл) и инак-
тивированную фетальную сыворотку коров 
(10%, ООО  «БиолоТ», Россия) (полная культу-
ральная среда). В лунки планшета вносили по 
100  мкл/ лунку взвеси клеток перитонеального 
экссудата в полной среде RPMI-1640, 50 мкл пре-
парата GМ-СSF различной исходной концентра-
ции (опыт), или 50 мкл стандарта эндотоксина в 
концентрации, равной его содержанию в препа-
рате GМ-СSF, или 50 мкл полной среды RPMI-
1640 (контроль). Планшет помещали в СО2-
инкубатор (37 °С, 5% СО2) на 2 или 24 часа. 

По завершении инкубации определяли функ-
циональную активность клеток спектрофотоме-
трическим методом с использованием красителя 
нитросинего тетразолиевого [5]. Для этого моно-
слой клеток дважды отмывали раствором Хенкса 
и в каждую лунку добавляли 50 мкл полной среды 
RPMI, 100 мкл раствора нитросинего тетразоли-
евого с концентрацией 1 мкг/мл и 50 мкл опсо-
низированного зимозана (Sigma, 3 мг/мл) или 
опсонизированных эритроцитов барана (1% су-
спензия). После инкубации в течение часа части-
цы непоглощенного зимозана отмывали раство-
ром Хенкса, фиксировали клеточный монослой 
10%-ным раствором формалина, промывали 
дистиллированной водой, сушили и добавляли в 
каждую лунку 60 мкл раствора 2М гидроксида ка-

лия и 70 мкл диметилсульфоксида. Уровень окис-
лительно-восстановительной активности клеток 
оценивали по изменению оптической плотности 
раствора, которую измеряли при длине волны 
620  нм на многоканальном спектрофотометре 
для планшетов Multiskan EX (Thermo, Финлян-
дия). Показатели выражали в оптических едини-
цах (о. е.) × 100.

Статистическую обработку данных проводи-
ли с помощью пакета статистических программ 
Statgraphics v. 5.0 (Statistical Graphics Corp., USA). 
Рассчитывали групповые показатели суммарной 
статистики – среднюю арифметическую и ошиб-
ку средней. Для оценки значимости межгруппо-
вых различий использовали непараметрические 
критерии – Н-критерий множественных сравне-
ний Краскела–Уоллиса и U-критерий Манна–
Уитни. Критический уровень значимости при 
проверке статистических гипотез (р) принимали 
равным 0,05. 

Результаты и обсуждение
Принимая во внимание, что макрофаги и ней-

трофилы являются профессиональными фаго-
цитами, активность которых модулируется как 
провоспалительными, так и противовоспали-
тельными цитокинами [16], нами было прове-
дено исследование влияния препарата GМ-СSF 
на активность перитонеальных макрофагов и 
нейтрофилов в процессе MF- или Fс-зависимого 
фагоцитоза. 

Показано, что двухчасовое культивирование 
элиситированных нейтрофилов с препаратом 
GМ-СSF в дозах 5 и 125 нг/мл приводило к досто-
верному увеличению (на 16%) метаболической 
(окислительно-восстановительной) активности 
клеток, индуцированной опсонизированным зи-
мозаном (табл. 1). Повышенная активность ней-
трофилов сохранялась на этом уровне и в случае 
использования более высоких доз GМ-СSF (от 
2500 до 40 000 нг/мл), однако дальнейшего увели-
чения значений показателя при увеличении дозы 
не обнаружено. 

Повышение метаболической активности кле-
ток наблюдали и при более длительном культиви-
ровании нейтрофилов с препаратом в диапазоне 
низких концентраций (от 5 до 125 нг/мл).

Стимулирующий эффект GМ-СSF был отме-
чен также в отношении макрофагов. Увеличение 
уровня НСТ, восстановленного фагоцитирующи-
ми клетками, после 2 часов культивирования с 
препаратом в дозах 5 и 25 нг/мл составляло, со-
ответственно, 142 и 122% по отношению к кон-
трольному уровню. Тенденция к повышению 
показателя при увеличении его концентрации 
сохранялась и в диапазоне более высоких доз 
препарата (табл. 1). Удлинение периода культиви-



399

Иммуномодулирующие свойства GM-СSF
Immunomodulatory properties of GM-CSF2023, Vol. 25,  2

2023, Т. 25, № 2

рования макрофагов с GМ-СSF до 24 часов при-
водило к исчезновению эффекта стимуляции.

Поскольку активация препаратом GM-CSF 
фагоцитоза элиситированных макрофагов могла 
иметь свои особенности, аналогичное исследо-
вание было проведено на резидентных клетках. 
Данные, представленные в таблице 2, свидетель-
ствуют о том, что культивирование резидентных 
макрофагов перитонеального экссудата в течение 
24 часов с препаратом в дозах от 5000 до 40 000 нг/
мл вызывало достоверное повышение окисли-
тельно-восстановительной активности клеток, 
индуцированной опсонизированным зимозаном 
либо эритроцитами барана (соответственно, MF- 
и Fc-зависимый фагоцитоз). Как в том, так и дру-
гом случае максимальная реакция была обнару-
жена в ответ на дозу 5 000 нг/мл и снижалась по 
мере ее увеличения. 

Культивирование резидентных макрофагов с 
эндотоксином в концентрациях, эквивалентных 
его содержанию в соответствующих дозах препа-
рата GМ-СSF (от 0,09 до 1,48 нг/мл), не приво-
дило к повышению метаболической активности 

клеток, индуцированной опсонизированным зи-
мозаном (данные не приведены). Это позволяет 
заключить, что эффект стимуляции не связан с 
наличием в препарате посторонних иммуномо-
дулирующих примесей. 

Сравнение модулирующей активности препа-
рата GМ-СSF на резидентные и элиситирован-
ные макрофаги показывает, что эффект стимуля-
ции в отношении резидентных клеток был более 
выраженным, что проявлялось в удлинении пе-
риода их активации до суток от начала культиви-
рования.

Полученные данные свидетельствуют о том, 
что препарат рекомбинантного GМ-СSF челове-
ка обладал способностью изменять окислитель-
но-восстановительную активность клеток пери-
тонеального экссудата (макрофаги, нейтрофилы) 
мышей, что проявлялось в повышении их спо-
собности метаболизировать НСТ. Эффект пре-
парата зависел от типа клеток, их исходного со-
стояния, дозы и длительности культивирования. 

Стимулирующий эффект GМ-СSF, сравни-
мый по интенсивности, был более пролонгиро-

ТАБЛИЦА 1. МЕТАБОЛИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ ПЕРИТОНЕАЛЬНЫХ МАКРОФАГОВ И НЕЙТРОФИЛОВ МЫШЕЙ ЛИНИИ 
BALB/с ПОСЛЕ 2- И 24-ЧАСОВОЙ ИНКУБАЦИИ С РЕКОМБИНАНТНЫМ ЧЕЛОВЕЧЕСКИМ GM-CSF

TABLE 1. METABOLIC ACTIVITY OF PERITONEAL MACROPHAGES AND NEUTROPHILS OF BALB/c MICE AFTER 2- AND 24-
HOUR INCUBATION WITH rhGM-CSF

Препарат, доза
Preparation, dose

Уровень восстановленного НСТ, о. е. × 100
Level of reduced NBT, a. u. × 100

2 часа
2 hours

24 часа
24 hours

Макрофаги
Macrophages

Нейтрофилы
Neutrophils

Макрофаги
Macrophages

Нейтрофилы
Neutrophils

Контроль (среда RPMI-1640)
Control (RPMI-1640 medium) 15,2±0,7 24,3±0,5 16,2±0,5 19,0±0,7

GM-CSF, 5 нг/мл
GM-CSF, 5 ng/mL 21,6±0,7* 28,0±1,0* 17,3±0,3 23,1±0,5*

GM-CSF, 25 нг/мл
GM-CSF, 25 ng/mL 18,5±0,7* 26,3±0,7 17,4±0,5 22,8±0,7*

GM-CSF, 125 нг/мл
GM-CSF, 125 ng/mL 17,7±0,4 28,2±0,6* 16,6±0,6 22,4±2,1*

GM-CSF, 500 нг/мл
GM-CSF, 500 ng/mL 16,9±0,6 25,3±1,1 17,1±0,3 18,7±1,0

GM-CSF, 2500 нг/мл
GM-CSF, 2,500 ng/mL 16,5±0,6 27,9±0,7* 16,4±0,5 18,4±1,1

GM-CSF, 10 000 нг/мл
GM-CSF, 10,000 ng/mL 18,8±0,4* 27,4±0,9* 16,2±0,3 18,9±0,9

GM-CSF, 40 000 нг/мл
GM-CSF, 40,000 ng/mL

НИ
NS 28,4±1,6* НИ 

NS 17,9±0,5

Примечание. Экспериментальные данные представлены в виде средней арифметической величины и стандартной 
ошибки (M±m); * – различия с контролем (среда RPMI-1640) статистически значимы, р ≤ 0,05; НИ – не исследовали.

Note. Experimental data are presented as the arithmetic mean and standard error (M±m); *, differences with the control (RPMI-1640 
medium) are statistically significant, p ≤ 0.05; NS, not studied.
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ванным в отношении фагоцитирующих пептон-
элиситированных нейтрофилов по сравнению с 
макрофагами. Препарат GМ-СSF вызывал до-
стоверное увеличение (на 13-17%) окислитель-
но-восстановительной активности нейтрофилов, 
индуцированной опсонизированным зимозаном, 
которое сохранялось в диапазоне низких доз и 
через 24 часа. Стимулирующий эффект GМ-СSF 
на макрофаги был отмечен только при кратко-
временном культивировании.

Общей тенденцией, отмеченной на клетках 
обоего типа, являлась более выраженная реакция 
на низкие концентрации препарата и ослабление 
эффекта при их повышении. Аналогичная зако-
номерность, как видно из представленных выше 
данных, наблюдалась и на резидентных макро-
фагах. Надо сказать, стимулирующий эффект 
GМ-СSF в отношении фагоцитов с аналогичной 
дозовой зависимостью описан и другими иссле-
дователями. Так, авторами работы [10] показано, 
что рекомбинантный мышиный GМ-СSF повы-
шал окислительный метаболизм и фагоцитарную 
активность резидентных и элиситированных ти-
огликолятом макрофагов мыши. Как в том, так и 
другом случае препарат усиливал зимозан-инду-
цированный фагоцитоз и продукцию клетками 
H2O2 в дозе 5 МЕ/мл, при этом эффект стимуля-
ции исчезал при увеличении дозы. 

Различия в реакции на объект фагоцито-
за (β-глюкан, зимозан) резидентных и элиси-
тированных перитонеальных макрофагов, на 

наш взгляд, может быть связано с различиями 
в рецепторных характеристиках этих клеток. В 
пользу этого предположения свидетельствуют 
данные, приведенные в работе [15], где был ис-
следован уровень экспрессии макрофагами и 
связывания с лигандами рецептора β-гликанов 
дектина-1. Авторы работы показали, что 24-ча-
совое культивирование перитонеальных макро-
фагов с GМ-СSF значительно повышало экс-
прессию дектина-1 и, как следствие, связывание 
клетками зимозана. При этом были обнаружены 
количественные различия между показателями 
резидентных и элиситированных тиогликолятом 
макрофагов:  величина ответа элиситированных 
клеток была ниже резидентных. Результатом бо-
лее высокого уровня экспрессии рецепторов и 
связывания зимозана, по-видимому, может быть 
более высокий уровень окислительного метабо-
лизма резидентных макрофагов, что и наблюда-
лось в наших экспериментах.

Полученные нами результаты хорошо корре-
лируют с данными о повышении под действием 
GМ-СSF способности нейтрофилов и макрофа-
гов к фагоцитированию и уничтожению грибко-
вых и бактериальных патогенов [7]. Так, авторами 
работы [8] отмечено ингибирование размножения 
Mycobacterium avium в макрофагах человека, обра-
ботанных препаратом рекомбинантного челове-
ческого GМ-СSF сарграмостимом. Аналогичный 
эффект наблюдали на мышах, инфицированных 
Mycobacterium avium. Было показано, что введение 

ТАБЛИЦА 2. МЕТАБОЛИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ РЕЗИДЕНТНЫХ МАКРОФАГОВ ПЕРИТОНЕАЛЬНОГО ЭКССУДАТА 
МЫШЕЙ ЛИНИИ BALB/с ПОСЛЕ 24-ЧАСОВОЙ ИНКУБАЦИИ С РЕКОМБИНАНТНЫМ ЧЕЛОВЕЧЕСКИМ GM-CSF

TABLE 2. METABOLIC ACTIVITY OF RESIDENT MACROPHAGES IN THE PERITONEAL EXUDATE OF BALB/c MICE AFTER 24-
HOUR INCUBATION WITH rhGM-CSF

Препарат, доза
Preparation, dose

Уровень восстановленного НСТ, о. е. × 100
Level of reduced NBT, a. u. × 100

Опсонизированный зимозан
Opsonized zymosan

Опсонизированные эритроциты 
барана

Opsonized sheep erythrocytes
Контроль (среда RPMI-1640)
Control (RPMI-1640 medium) 14,8±0,2 11,2±0,4

GM-CSF, 2500 нг/мл
GM-CSF, 2,500 ng/mL 16,4±0,6 9,3±0,7

GM-CSF, 5000 нг/мл 
GM-CSF, 5,000 ng/mL 19,7±0,6* 17,0±1,0*

GM-CSF, 10 000 нг/мл
GM-CSF, 10,000 ng/mL 19,0±1,0* 14,4±1,7*

GM-CSF, 20 000 нг/мл
GM-CSF, 20,000 ng/mL 18,1±0,9* 13,9±1,3*

GM-CSF, 40 000 нг/мл
GM-CSF, 40,000 ng/mL 17,8±0,6* 13,1±1,4

Примечание. См. примечание к таблице 1.
Note. As for Table 1.
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сарграмостима в течение 14 дней после заражения 
приводило к резкому снижению числа бактерий в 
печени и селезенке опытных животных по срав-
нению с контрольными мышами.

Препарат рекомбинантного GM-CSF обладал 
способностью ингибировать супрессивный эф-
фект дексаметазона в культуре перитонеальных 
и бронхоальвеолярных макрофагов мышей и по-
вышал их ингибирующую активность в отноше-
нии Aspergillus fumigatus [9]. Интересно то, что ко-
нидиацидную активность на культурах тканевых 
макрофагов мышей проявляли в равной степени 
как мышиный, так и человеческий GM-CSF.

Данные об отсутствии различий в эффектах 
GM-CSF разного происхождения заставляют 
несколько иначе взглянуть на вопрос о видовой 
специфичности этого цитокина. С одной сторо-
ны, существуют многочисленные данные отно-
сительно неспособности человеческого GM-CSF 
специфически связываться с мышиными рецеп-
торами и взаимодействовать с гемопоэтически-
ми предшественниками и клетками крови мы-
шей [13, 14]. С другой стороны, в работе [12] было 
показано, что рекомбинантный GM-CSF челове-
ка способен усиливать пролиферацию мышиных 
гемопоэтических клеток-предшественников при 
совместном культивировании с мышиным IL-3. 
Кроме того, человеческий GM-CSF без каких-
либо дополнительных экзогенных модуляторов 
индуцировал дифференцировку гемопоэтиче-
ских клеток-предшественников в костном мозге 
мышей, подвергнутых сублетальному облуче-

нию, при этом эффект цитокина не отличался по 
интенсивности от эффекта мышиного GM-CSF. 
На основании этих данных можно сделать вы-
вод о том, что человеческий GM-CSF способен 
воздействовать на клетки мышей, но непрямым 
способом. 

Выводы
1.	 Рекомбинантный гранулоцитарно-ма-

крофагальный фактор человека обладает способ-
ностью дозозависимо усиливать окислительный 
метаболизм тканевых дифференцированных кле-
ток иммунной системы – нейтрофилов и макро-
фагов перитонеального экссудата в культуре кле-
ток. 

2.	 Эффект стимуляции препарата GМ-СSF, 
сравнимый по интенсивности, был более про-
лонгированным в отношении элиситированных 
нейтрофилов по сравнению с макрофагами.

3.	 Интенсивность и продолжительность 
стимулирующего эффекта GМ-СSF на макрофа-
ги зависели от функционального состояния кле-
точной популяции. Эффект препарата в отноше-
нии резидентных клеток был более выраженным 
по сравнению с элиситированными, что прояв-
лялось в удлинении периода их активации.

Полученные данные представляют интерес с 
точки зрения перспектив использования препа-
ратов GM-CSF в составе иммуномодулирующей 
и адьювантной терапии различных инфекцион-
ных заболеваниях.
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НЕЙТРОФИЛЬНЫЕ ГРАНУЛОЦИТЫ  
У ПОСТРАДАВШИХ С ОЖОГОВОЙ ТРАВМОЙ
Пивоварова Л.П.1, Осипова И.В.1, Арискина О.Б.1,  
Орлова О.В.1, 2

1 ГБУ «Санкт-Петербургский научно-исследовательский институт cкорой помощи имени И.И. Джанелидзе», 
Санкт-Петербург, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Северо-Западный государственный медицинский университет имени И.И. Мечникова», Санкт-
Петербург, Россия

Резюме. Тяжелая ожоговая травма (ОжТ) сопровождается нарушениями микроциркуляции, во-
дно-электролитного и кислотно-основного баланса в течение 2-3 суток после инцидента и развитием 
токсемии на 4-12-е сутки. Выраженность токсемии зависит от площади и глубины поражения, ре-
зорбции продуктов распада тканей, формирования системного воспалительного ответа. У пострадав-
ших с глубокими ожогами в 15% случаев развивается сепсис. Патогенез критических состояний тесно 
связан с функциональной активностью миелоидных клеток, в том числе нейтрофильных гранулоци-
тов (НГ). Определение характера нарушений функции НГ у пострадавших с ОжТ важно как для про-
гноза развития септических осложнений, так и формирования целевой терапии. Целью настоящего 
исследования явилось изучение функций нейтрофилов у пострадавших с тяжелой ожоговой травмой 
и определение ранних предикторов ожогового сепсиса. Обследованы 53 пострадавших с тяжелой 
ожоговой травмой ОжТ в возрасте 43 (32-52) года; площадь повреждения составляла 43 (17-63)% по-
верхности тела с площадью глубоких ожогов 17 (13-27)%. Тяжесть ОжТ оценивали с помощью ин-
декса Франка, величина которого составила 74 (62-89) у. е. В процессе исследования были выделены 
две группы пострадавших в зависимости от развития генерализованных бактериальных осложнений: 
24 человека без сепсиса и 29 человек с сепсисом. Развитие ожогового сепсиса определяли по крите-
риям американской ожоговой ассоциации (ABA, 2007). Исследования проводили при поступлении, 
на 1-е, 3-и, 5-е, 10-е и 20-е сутки ожоговой болезни. Определяли количество форменных элементов 
крови и лейкограмму; фенотипические и активационные маркеры гранулоцитов крови иммуноцито-
химическим методом с использованием моноклональных антител: рецепторы адгезии  – β2 интегри-
ны (CD18+), CD14+НГ (NCL-CD14), дефенсин+ НГ (human neutrophil peptides, HNP 1-3), (Def+НГ); 
концентрацию в крови растворимых дефенсинов (sDеf) (Human HNP1-3), IL-6, IL-8 методом ИФА; 
содержание прокальцитонина; люминолопосредованную спонтанную и индуцированную зимозаном 
хемилюминесценцию НГ. Результаты исследования показали связь между количеством НГ, содержа-
щих антимикробные пептиды, количеством НГ, экспрессирующих адгезионные молекулы СD18+, ак-
тивацией окислительного метаболизма, гиперпродукцией IL-6 и развитием сепсиса у пострадавших с 
тяжелой ОжТ и тяжестью ожоговой травмы.

Ключевые слова: тяжелая ожоговая травма, функции нейтрофилов, сепсис
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NEUTROPHILIC GRANULOCYTES IN THE PATIENTS WITH 
BURN INJURY
Pivovarova L.P.a, Osipova I.V.a, Ariskina O.B.a, Orlova O.V.a, b

a I. Dzhanelidze Research Institute of Emergency Medicine, St. Petersburg, Russian Federation  
b I. Mechnikov North-Western State Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Severe burn injury (BI) is accompanied by disturbed microcirculation, water-electrolyte and acid-
base imbalance within 2-3 days after the accident, and the development of toxemia within 4-12 days. The severity 
of toxemia depends on the area and depth of the lesion, resorption of tissue decay products, and development 
of a systemic inflammatory response syndrome. In the patients suffering with deep BI sepsis, it develops in 
15% of cases. Pathogenesis of critical conditions is related to the functional activity of myeloid cells, including 
neutrophilic granulocytes (NG). Тhe determination of NG’s dysfunctions in patients with BI is important, both 
for prediction of septic complications and administration of rational therapy. The aim of our work was to study 
the functions of neutrophils in patients with severe BI and to determine early predictors of burn-associated 
sepsis. The study involved 53 patients with severe BI at the mean age of 43 years (32 to 52); the area of damage 
was 43% (17 to 63) of the body surface, with deep-burn area of 17 (13 to 27) %. The severity of BI was assessed 
using the Frank index, at the average value of 74 conventional units (62 to 89). Тwo groups of patients were 
identified: 24 persons without sepsis, and 29 people with sepsis and severe sepsis. The studies were carried out 
upon admission, on the 1st, 3rd, 5th, 10th , and 20th day of the burn disease. We determined the numbers of NGs 
expressing CD18+, CD14+, defensin+; serum contents of soluble defensins (sDеf), IL-6, IL-8 levels (ELISA); 
procalcitonin, as well as luminol-mediated spontaneous аnd induced NG chemiluminescence. Тhe results of 
this study showed a relationship between the amounts of NGs containing antimicrobial peptides, contents of 
NGs expressing CD18+ adhesion molecules, activation of oxidative metabolism, IL-6 overproduction, and 
development of sepsis in patients with burn injury, as well as with severity of burn trauma.

Keywords: burn injury, severe, neutrophil function, sepsis

Введение 
Тяжелая ожоговая травма (ОжТ) сопровожда-

ется нарушениями микроциркуляции, водно-
электролитного и кислотно-основного баланса в 
течение 2-3 суток после инцидента и развитием 
токсемии на 4-12-е сутки. Выраженность токсе-
мии зависит от площади и глубины поражения, 
резорбции продуктов распада тканей, формиро-
вания системного воспалительного ответа (СВО). 
У пострадавших с глубокими ожогами от 10% до 
20% поверхности тела и более 20% поверхности 
тела сепсис развивается в 0,4%, 1,9% и 15% слу-
чаев соответственно [1]. 

В литературе в последнее время уделяется 
внимание иммунным механизмам заживления 
ран при глубоких ожогах, которые связаны как с 
местной воспалительной реакцией, так и систем-
ным воспалением [8, 12]. Активация иммунитета, 
и в первую очередь врожденного, реализуется по-
средством привлечения в очаг повреждения ми-
елоидных клеток, содержащих антимикробные 
пептиды, каскадной активации окислительного 
метаболизма и продукции многочисленных ци-
токинов, хемокинов, компонентов комплемента, 
ростовых факторов [10]. В первую неделю ожого-
вой болезни высокие концентрации IL-6 и IL-8 
в крови связаны с тяжестью ожогового повреж-

дения [4] и площадью поражения кожных покро-
вов [7]. Патогенез критических состояний тесно 
связан с функциональной активностью миелоид-
ных клеток – нейтрофильных гранулоцитов (НГ) 
и моноцитов (Мо), способных к экстренной мо-
билизации. НГ и Мо привлекаются из кровото-
ка в ткани; в тканевом пространстве их функция 
регулируется цитокинами и факторами роста, 
продуцируемыми макрофагами и тучными клет-
ками [11]. Alves-Filho J.C. и соавт. (2010) показа-
ли заметное снижение хемотаксической реакции 
нейтрофилов, полученных от пациентов с ожо-
говым сепсисом, по сравнению с нейтрофилами 
здоровых субъектов. Qi X.X. и соавт. (2020) связы-
вают нарушение хемотаксиса НГ со сниженной 
экспрессией хемокиновых рецепторов CXCR1 и 
CXCR2 у пострадавших с тяжелыми ожогами на 
ранней стадии ожоговой болезни. Известно, что 
активация Toll-подобных рецепторов (Toll-like 
receptor, ТLR) бактериями и/или их продуктами 
приводит к чрезмерному увеличению концен-
трации циркулирующих цитокинов  /  хемоки-
нов. Эти медиаторы, действуя совместно с ЛПС, 
стимулируют продукцию оксида азота (NO), на-
рушая миграцию нейтрофилов. NO снижает экс-
прессию хемокиновых рецепторов CXCR2 на 
нейтрофилах и молекул адгезии как на эндоте-
лиальных клетках, так и на нейтрофилах [5]. Как 
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усиление, так и снижение продукции активных 
форм кислорода нейтрофилами у пациентов с 
тяжелыми ожогами и ожоговым сепсисом, свя-
занные с развитием септических осложнений и 
исходом, отмечали Образцов И.В. и соавт. (2017).

Тем не менее нарушения функциональной 
активности нейтрофилов как важного фактора 
противоинфекционной резистентности до конца 
не изучены. Определение характера нарушений 
функции НГ у пострадавших с ОжТ важно как 
для прогноза развития гнойных осложнений, так 
и формирования целевой терапии.

Цель настоящего исследования заключалась в 
изучении функций нейтрофилов у пострадавших 
с тяжелой ожоговой травмой и определении ран-
них предикторов ожогового сепсиса.

Материалы и методы
Обследованы 53 пострадавших с тяжелой 

ожоговой травмой в возрасте 43 (32-52) года (37 
мужчин и 16 женщин); площадь повреждения со-
ставляла 43 (17-63)% поверхности тела с площа-
дью глубоких ожогов 17 (13-27)%. Тяжесть ОжТ 
оценивали с помощью индекса Франка (ИФ), 
величина которого составила 74 (62-89) у. е. Обо-
жженные были обследованы согласно клиниче-
ским рекомендациям по оказанию медицинской 
помощи пострадавшим с термической травмой. 
В процессе исследования были выделены две 
группы пострадавших в зависимости от развития 
генерализованных инфекционных осложнений: 
24 человека без сепсиса и 29 человек с сепси-
сом. Развитие ожогового сепсиса определяли по 
критериям американской ожоговой ассоциации 
(American Burn Association, 2007). 

Лабораторные исследования проводили при 
поступлении, на 1-е, 3-и, 5-е, 10-е и 20-е сутки 
ожоговой болезни. Определяли количество фор-
менных элементов крови и лейкограмму (Sysmex 
XT 4000, Япония); фенотипические и активаци-
онные маркеры клеток крови иммуноцитохими-
ческим методом с использованием системы ви-
зуализации (Novolink Polymer Detection Systems, 
Великобритания) и моноклональных антител: 
количество НГ, экспрессирующих рецепторы 
адгезии  – β2 интегрины (CD18+) (Invitrogen), 
CD14+НГ (NCL-CD14), количество дефенсин+ 
НГ (human neutrophil peptides, HNP 1-3, Leica 
Biosystems), (Def+НГ). Также определяли концен-
трацию в крови растворимых дефенсинов (sDеf) 
(Human HNP1-3, Hycult Biotech), IL-6, IL-8 
(«Вектор Бест», Россия) методом ИФА, содер-
жание прокальцитонина (ПКТ) (Architecti 2000, 
Abbot), люминолопосредованную спонтанную 
(ХЛ сп.) и индуцированную (ХЛ инд.) зимозаном 
(Sigma) хемилюминесценцию НГ (люминометр 
1251, BIO-ORBIT, Финляндия).

Статистическая обработка данных прове-
дена с помощью пакета прикладных программ 
Statistica 6.0. Для всех данных определяли медиа-
ну (Ме) и персентили (Q0,25-Q0,75), коэффициенты 
корреляции по Пирсону и Спирмену. Статисти-
ческая значимость коэффициенты корреляции 
принималась для р < 0,05. 

Результаты и обсуждение
У всех пострадавших с ОжТ при поступлении 

и в 1-е сутки наблюдали лейкоцитоз, увеличение 
содержания зрелых НГ и палочкоядерных НГ. На 
3-и сутки после ожога, когда начинает развивать-
ся токсемия, у больных обеих групп содержание 
лейкоцитов и сегментоядерных НГ снижалось, 
но возрастало число палочкоядерных грануло-
цитов и в наибольшей степени  – у пациентов с 
сепсисом. В 1-е сутки после ожоговой травмы аб-
солютное количество НГ в крови было тем ниже, 
чем выше риск летального исхода (r  =  -0,429; 
р < 0,05). 

Антимикробные пептиды – α-дефенсины че-
ловека, локализованные в лизосомальных грану-
лах нейтрофилов, осуществляют киллинг пато-
генов в миелоидных клетках, начиная со стадии 
промиелоцитов [2]. У всех пострадавших при 
поступлении отмечено увеличение содержание 
Def+НГ по сравнению с контролем: у больных 
без сепсиса – в 6,8 раза (р < 0,000) и у больных 
с сепсисом – в 4,3 раза (р < 0,001). На 3-и сутки 
наблюдения у пострадавших с сепсисом выявле-
ны высокие концентрации sDеf 1426 (667-45070) 
мкг/мл в сыворотке крови (в 7,9 раза выше кон-
троля, р < 0,002) на фоне близких к норме значе-
ний (1,53 (1,22-2,49) × 109/л) количества Def+НГ 
(2,0 (0,4-3,7) × 109/л). Однако у пострадавших без 
сепсиса в эти же сроки наблюдения значения как 
sDеf (567 (317-1015) мкг/мл), так и Def+НГ (6,0 
(3,4-6,1) × 109/л) были одинаково повышенными. 
Уже в 1-е сутки после ожога показатели концен-
трации sDеf и количества Def+НГ демонстриро-
вали положительную корреляционную связь с 
величиной ИФ, индекса SIRS и риском развития 
сепсиса (табл. 1).

Ожоговое повреждение вызывает высвобож-
дение различных медиаторов, таких как актив-
ные формы кислорода (АФК), цитокины и ме-
диаторы воспаления [8]. M hl D. и соавт. (2011) 
показали, что АФК были значительно повы-
шены у больных сепсисом при поступлении, и 
продолжали возрастать до 5-го дня наблюдения. 
В нашем исследовании у пациентов без сепсиса 
активация окислительного метаболизма грануло-
цитов происходила при поступлении (ХЛ сп 20,2; 
16,1; 24,4 мV) и ХЛ инд. 61,1; 58,0; 10,2 мV), нор-
мализовалась через сутки и оставалась в пределах 
нормы в течение всего периода наблюдения. В 
то же время у пострадавших с сепсисом спон-
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ТАБЛИЦА 1. ВЫЯВЛЕННАЯ КОРРЕЛЯЦИОННАЯ СВЯЗЬ МЕЖДУ ТЯЖЕСТЬЮ ОЖОГОВОЙ ТРАВМЫ И ПОКАЗАТЕЛЯМИ 
НЕСПЕЦИФИЧЕСКОЙ РЕЗИСТЕНТНОСТИ

TABLE 1. CORRELATION BETWEEN THE SEVERITY OF BURN INJURY AND INDICATORS OF NONSPECIFIC RESISTANCE

Показатели
Indicators

Индекс Франка
(индекс тяжести поражения)

Frank index
(index of severity of damage)

ССВО
SIRS

Осложнения (сепсис)
Complications (sepsis)

Лейкоциты, 
× 109/л
Leukocytes, 
× 109/L

– – – – -0,613
p < 0,01

5-е сут. 
5th day

п/я НГ, %
stab NG, %

-0,498
p < 0,05

5-е сут. 
5th day – – -0,455

р < 0,01 
5-е сут. 
5th day

НГ, %
NG, % – – – – -0,465

р < 0,01 
5-е сут. 
5th day

НГ, × 109/л
NG, × 109/L

-0,471
р < 0,05

5-е сут. 
5th day

0,320
р < 0,05

20-е сут. 
20th day

-0,390
р < 0,05 

5-е сут. 
5th day

Def+НГ,%
Def+NG,%

0,697
р < 0,05 
0,376
р < 0,05 
0,328
р < 0,0

пост. 
admission
1-е сут. 
1st day

5-е сут. 
5th day

0,821
р < 0,01
0,361
р < 0,0

пост. 
admission
1-е сут. 
1th day

– –

Def+НГ, × 109/л
Def+NG, × 109/L – – 0,349

р < 0,05
1-е сут. 
1st day

-0,361
р < 0,015 

5-е сут. 
5th day

sDef – –

0,427
р < 0,05
0,392
р < 0,05 

1-е сут. 
1st day

10-е сут. 
10th day

0,365
р < 0,05

1-е сут. 
1th day

Хл сп. НГ 
CL sp. NG – – 0,327

р < 0,05
20-е сут. 
20th day

0,442
р < 0,01 

5-е сут. 
5th day

Хл инд. НГ 
CL ind. NG 

-0,730
< 0,05

3-и сут. 
3rd day

0,533
р < 0,05 
0,357
р < 0,05

3-и сут. 
3rd day

20-е сут. 
20th day

0,408
р < 0,01

5-е сут. 
5th day

CD14+НГ, 
× 109/л
CD14 NG, 
× 109/L

0,576
р < 0,05 
0,395
р < 0,05 

пост. 
admission
1-е сут. 
1st day

– – – –

IL-6 0,516
р < 0,05

20-е сут. 
20th day – – 0,344

р < 0,05
5-е сут. 
5th day

IL-8 0,411
р < 0,05

20-е сут. 
20th day

0,359
р < 0,05
0,527
р < 0,05  

5-е сут. 
5th day

10-е сут. 
10th day

– –

CD18 НГ, %
CD18 NG, % – – 0,432

р < 0,05
1-е сут. 
1 day – –

CD18+НГ, 
× 109/л
CD18+NG, 
× 109/L

– – -0,338
p < 0,05

5-е сут. 
5th day

-0,400
р < 0,01

5-е сут. 
5th day

Примечание. р – уровень статистической значимости коэффициентов корреляции. Отсутствие выявленной 
корреляционной связи между исследованными параметрами обозначено дефисом. 

Note. p is the level of statistical significance of the correlation coefficients. The absence of the revealed correlation between the 
studied parameters is indicated by a hyphen.



407

Нейтрофилы у пострадавших с ожоговой травмой
Neutrophils in patients with burn injury2023, Vol. 25,  2

2023, Т. 25, № 2

танная и индуцированная продукция АФК уве-
личивалась только к 3-м суткам наблюдения по 
сравнению с контролем в 2,7 раза (контроль: ХЛ 
сп. 7,06; (5,45-9,05) и ХЛ инд. 9,6; (7,4-11,7) мV; и 
оказалась в 2,1 раза (р < 0,05) выше, чем у паци-
ентов без сепсиса. Отсроченное развитие лейко-
цитоза, гранулоцитоза, активации кислородного 
метаболизма у больных с сепсисом, отсутствие 
увеличения количества НГ с антимикробными 
пептидами, но при этом многократное увеличе-
ние растворимых дефенсинов в плазме, позволя-
ет предположить существующую до поступления 
в стационар недостаточность гранулоцитопоэ-
за и дисфункцию нейтрофилов. В то же время 
Pena  O.M. и соавт. (2014) рассматривают разви-
тие СВО и сепсиса как генетически детермини-
рованный процесс. Используя секвенирование 
комплементарной ДНК для клонирования генов 
эукариот в прокариотах из мононуклеарных кле-
ток, был идентифицирован генетический про-
филь толерантности к эндотоксинам (называе-
мый сигнатурой толерантности к эндотоксинам 
(Endotoxin Tolerance Signature или ETS), которая 
чаще проявляется у пациентов с сепсисом и чаще 
ассоциируется с органной недостаточностью и 
тяжестью заболевания. 

Известно, что раннее распознавание консер-
вативных патогенассоциированных мембранных 
паттернов (ПАМП) происходит с участием акти-
вации антигенов CD14, экспрессирующихся в со-
ставе TLR4 на мембране не только моноцитов, ма-
крофагов, но и НГ. Активация TLR4 патогенами 
приводит к активации секреции воспалительных 
цитокинов IL-1, IL-6, IL-8 и др. У всех пострадав-
ших с тяжелой ожоговой травмой мы наблюдали 
увеличение содержания СD14+НГ в 2-3 раза при 
поступлении и в 1-е сутки наблюдения по срав-
нению с нормой (2,01; 1,87; 2,37 × 109/л), которое 
было связано с тяжестью ОжТ (табл. 1). Количе-
ство СD14+НГ снижалось до уровня нормальных 
значений к 3-м суткам, но вновь возрастало в 2 
раза (р < 0,05) к 20-м суткам наблюдения (начало 
периода ожоговой септицемии).

Одновременно мы отметили увеличение со-
держания IL-8 и IL-6 в крови. В группах паци-
ентов без сепсиса и с сепсисом концентрация 
IL-8 на 3-и сутки после ожога была максималь-
ной и превышала референсные значения (5,6 
(5,2-6,05)  пг/ мл) в 75 и 53 раза соответственно. 
На 10-е сутки у пострадавших с сепсисом зна-
чение IL-8 было в 2,5 раза выше, чем у больных 
без сепсиса (284 (75,8-474,0) и 109,4 (44,1-208,3) 
пг/мл соответственно, р < 0,039). На 5-е сутки у 
пациентов с сепсисом продукция IL-6 – маркера 
развития СВО, в 2 раза превышала этот показа-

тель у пострадавших без сепсиса (384 (163-499 и 
180 (111-311) пг/мл соответственно, р < 0,05). На 
20-е сутки концентрация IL-6 у пациентов с сеп-
сисом снижалась до значений 165 (50-386) пг/мл, 
и оставалась в 3 раза выше (р < 0,017), чем в груп-
пе без сепсиса и была связана с тяжестью индекса 
поражения (табл. 1).

Известно, что повышение в крови провоспа-
лительных цитокинов ведет к активации эндо-
телия, индукции адгезии лейкоцитов к поверх-
ности эндотелиальных клеток, запускает процесс 
перестройки межклеточных контактов и мигра-
ции лейкоцитов через эндотелий [15]. У всех по-
страдавших с тяжелой ОжТ при поступлении от-
мечено трехкратное по сравнению с контролем 
(р < 0,004) повышение содержания СD18+НГ, от-
ветственных за адгезию и трансэндотелиальную 
миграцию клеток в очаге поражения. Следует от-
метить, что на 3-и сутки наблюдения содержание 
СD18+НГ у пациентов с сепсисом снижалось до 
нормальных значений (2,69 (2,09-3,46) ×  109/л), 
в то время как у пострадавших без сепсиса со-
держание СD18+НГ было увеличено в 2,3 раза 
(р < 0,001). К 20-м суткам наблюдения у постра-
давших с сепсисом отмечено снижение содержа-
ния СD18+НГ% по сравнению с контролем (на 
22%, р < 0,01) и по сравнению с пациентами без 
сепсиса (на 21%, р < 0,01). Эти наблюдения, веро-
ятно, отражают нарушение адгезионных свойств 
и способности нейтрофилов к миграции в очаг 
поражения у пострадавших с осложнениями ОжТ 
и также связано с развитием СВО (табл. 1). 

В настоящее время общепризнанным марке-
ром сепсиса является концентрация ПКТ. Разли-
чия этого показателя между группами отмечены 
на 10-е и 20-е сутки после травмы (р < 0,05), т. е. 
данный показатель при ожоговой травме являл-
ся достоверным диагностическим тестом, но не 
прогностическим. 

Заключение
Таким образом, результаты исследования по-

казали связь между количеством НГ, содержащих 
антимикробные пептиды, количеством НГ, экс-
прессирующих адгезионные молекулы СD18+, 
активацией окислительного метаболизма, ги-
перпродукцией IL-6 и развитием сепсиса у по-
страдавших с тяжелой ОжТ, а также с тяжестью 
ожоговой травмы. Оценка функциональной ак-
тивности нейтрофильных гранулоцитов у паци-
ентов с ожоговой травмой актуальна на всех ста-
диях болезни, так как позволяет прогнозировать 
развитие септических осложнений и оценивать 
эффективность проводимой терапии.
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ГИПОСЕНСИБИЛИЗИРУЮЩИЙ ЭФФЕКТ  
ВЫСОКОГОРЬЯ И ИММУНОГЕНЕТИЧЕСКИЙ  
ЗАКОН
Галиев Р.С.1, Дробленков А.В.1, 2

1 ЧОУВО «Санкт-Петербургский медико-социальный институт», г. Санкт-Петербург, Россия  
2 ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», г. Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Исследования проводились на 24 половозрелых морских свинках-самцах. На них моде-
лировалась аллергическая реакция немедленного типа – активная кожная анафилаксия. Животные 
были разделены на 2 группы: контрольную и опытную. Контрольная группа находилась на протяже-
нии эксперимента в условиях долины, а опытная – в течение 45 суток в условиях высокогорья (пер. 
Анзоб, 3375 м над ур.м.). Все животные на 30-е сутки эксперимента были сенсибилизированы лоша-
диной сывороткой. На 12-е сутки сенсибилизации забиралась кровь для анализов, а на 15-е сутки вы-
зывалась аллергическая реакция. Выявлено, что в условиях высокогорья сила реакции была в 1,5 раза 
ниже, чем в контрольной группе. Кроме того, в высокогорье у животных содержание в крови Т-, 
В-лимфоцитов и IgE-антител было ниже, чем в контрольной, а фагоцитарно активных нейтрофилов, 
а также суммарный эффект фагоцитоза, наоборот, был выше. Видимо, этому способствует гипоксия, 
так как известно, что в энергетическом обмене лимфоцитов преобладают аэробные процессы, а у ней-
трофилов анаэробные. Аллергические заболевания имеют три стадии развития. Иммунологическая 
стадия является первой и основной. От нее во многом зависит аллергическая перестройка организма. 
В чем же сущность перестройки в условиях высокогорья? Мы предполагаем, что наряду с биогенети-
ческим законом Геккеля–Мюллера существует и иммуногенетический закон: «Последовательность 
активации звеньев в системе защиты организма – повторение филогенеза, то есть включение после-
дующего звена в системе защиты происходит по тем же принципам, по которым в процессе эволю-
ции происходило усложнение и совершенствование этой системы. А именно по принципу несостоя-
тельности предыдущего звена в системе защиты полностью элиминировать антиген». Условно можно 
считать, что первым защитным барьером от антигенов являются наиболее эволюционно древние 
структуры – наружные покровы и слизистая оболочка, вторым – факторы неспецифической защиты 
организма (фагоцитоз, лизоцим, интерферон и др.), третьим – клеточный иммунитет (Т-эффекторы 
и др.), четвертым  – гуморальный иммунитет и пятым защитным барьером является эволюционно 
поздняя защита – аллергическая реакция, пусковым механизмом которой служат IgE-антитела. Ис-
ходя из вышеизложенного, становится очевидным, что причиной снижения аллергической реакции 
(пятого барьера) у животных опытной группы, явились адаптивные изменения в защитных механиз-
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мах организма, а именно в условиях высокогорья произошло повышение функциональной актив-
ности фагоцитов (второго барьера) и снижение активности лимфоцитов – клеток, ответственных за 
эволюционно более поздние барьеры защиты.

Ключевые слова: аллергическая реакция, высокогорье, адаптивный иммунитет, фагоцитоз нейтрофилов, сенсибилизация, 
иммуногенетический закон, барьер защиты

HYPOSENSITIZING EFFECT OF HIGH ALTITUDE AND 
IMMUNOGENETIC LAW
Galiev R.S.a, Droblenkov A.V.a, b

a St. Petersburg Medical and Social Institute, St. Petersburg, Russian Federation  
b Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation 

Abstract. The studies were carried out in 24 sexually mature male guinea pigs. They were used as model of 
immediate-type allergic reaction (active cutaneous anaphylaxis). The animals were divided in 2 groups: control 
and experimental. The control group was housed in the mountain valley during the study, and the experimental 
group stayed for 45 days in high mountains (Anzob, 3375 m above sea level). On the day +30, all animals 
were sensitized with horse serum. On the 12th day of sensitization, blood was taken for analysis, and on the 
15th day, an allergic reaction was provoked. We have revealed that, under high-altitude conditions, the severity 
of reaction was 1.5 times lower than in controls. Moreover, the animals kept in highlands exhibited lower 
contents of T and B lymphocytes, and IgE antibodies than in the control group. On the contrary, the numbers of 
phagocytically active neutrophils, as well as total effect of phagocytosis, proved to be higher in this group. This 
shift may be facilitated by hypoxia, since aerobic processes are known to prevail in the energy metabolism of 
lymphocytes, and anaerobic processes dominate in neutrophils. The allergic conditions are developed in three 
stages. Immunological stage is the first and main one, and allergic restructuring of the body immunity largely 
depends on it. What is the matter of reconstruction under the high-altitude conditions? We suggest, that, along 
with Haeckel–M ller biogenetic rule, there is also an immunogenetic law: “The activation sequence of events 
in the body’s defense system is a reproduction of phylogenesis, i.e., switching of subsequent link in defense 
system follows the evolutionary principles of complication and improvement. Namely, with respect to failing 
of previous link to completely eliminate the antigen in defense system”. One may conventionally consider that 
the first protective barrier against antigens is the most evolutionarily ancient structure, i.e., skin and mucous 
membrane; the second represents factors of nonspecific defense (phagocytosis, lysozyme, interferon, etc.); the 
third barrier is presented by cellular immunity (T effector cells, etc.), with humoral immunity serving as the 
fourth barrier. The fifth protective barrier provides evolutionarily late defense, i.e. allergic reaction, which is 
triggered by Ig E antibodies. On the mentioned basis, one may state that the decreased allergic reaction (the 5th 
barrier) in the animals from the experimental group was caused by adaptive changes in protective mechanisms 
of body. One may suggest that, under the high-altitude conditions an increase was observed in functional activity 
of phagocytes (2nd barrier), along with a decrease in activity of lymphocytes, i.e., cell populations responsible 
for the evolutionary later protective barriers.

Keywords: allergy, highlands, adaptive immunity, neutrophils, phagocytosis, immunogenetic law, protective barrier

Введение
Мировая информация последних лет сви-

детельствует не только о широкой распростра-
ненности аллергических заболеваний, но и о 
неуклонной тенденции к росту. Причем в боль-
шинстве случаев аллергия протекает по немед-
ленному типу [2, 9, 10, 12].

Одной из основных причин увеличения за-
болеваемости этой патологией являются условия 
жизни современного человека, которые изме-
няют реактивность организма. К этим услови-
ям обычно относят: гиподинамию, загрязнение 
окружающей среды, широкое применение хими-
ческих препаратов в быту и другие [4, 6]. 
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Целью работы является обоснование гипосен-
сибилизирующего эффекта горного климата им-
муногенетическим законом в эксперименте.

Материалы и методы
Исследования были проведены на 24 поло-

возрелых морских свинках-самцах, массой тела 
250-300 г. На них моделировалась аллергическая 
реакция немедленного типа  – активная кожная 
анафилаксия (АКА) [1]. Животные были раз-
делены на 2 группы: контрольную и опытную. 
Контрольная группа животных находилась на 

протяжении эксперимента в условиях долины, а 
опытная – в течение 45 суток в условиях высоко-
горья (пер. Анзоб, 3375 м над ур. м.). Парциаль-
ное давление кислорода на такой высоте ниже на 
32-48% (в зависимости от температуры воздуха), 
чем над уровнем моря, что достаточно для про-
явлений гипоксии организма.

Все животные на 30-е сутки эксперимента 
были сенсибилизированы. Для этого животным 
обеих групп подкожно вводили по 0,1 мл раство-
ра лошадиной сыворотки. До начала экспери-
мента и на 12-е сутки сенсибилизации из ушной 

ТАБЛИЦА 1. ИНТЕНСИВНОСТЬ АЛЛЕРГИЧЕСКОЙ РЕАКЦИИ В УСЛОВИЯХ ВЫСОКОГОРЬЯ, Х±m

TABLE 1. INTENSITY OF ALLERGIC REACTION UNDER HIGH ALTITUDE CONDITIONS, Х±m

Показатели
Indicators

Сенсибилизированные
животные

Sensitized animals
Контроль 

Control 
n = 12

Опыт
Experience

n = 12

Интенсивность активной кожной анафилаксии, усл. ед.
Intensity of active skin anaphylaxis, c. u. 22,3±1,7 15,3±2,1*

Примечание. * – различия достоверны.
Note. *, differences are significant.

ТАБЛИЦА 2. ДИНАМИКА ПОКАЗАТЕЛЕЙ АДАПТИВНОГО ИММУНИТЕТА У СЕНСИБИЛИЗИРОВАННЫХ МОРСКИХ 
СВИНОК В УСЛОВИЯХ ВЫСОКОГОРЬЯ, Х±m

TABLE 2. DYNAMICS OF ADAPTIVE IMMUNE INDICATORS IN SENSITIZED GUINE PIGS UNDER HIGH ALTITUDE 
CONDITIONS, Х±m

Показатели
Indicators

Сенсибилизированные
животные

Sensitized animals
Контроль 

Control 
n = 12

Опыт
Experience

n = 12

Т-лимфоциты, % 
× 106/л
Т lymphocytes, %
× 106/L

55,5±2,1 51,2±2,8

2,32±0,10 1,43±0,07*

В-лимфоциты, %
× 106/л
В lymphocytes, %
× 106/L

37,5±1,8 45,4±2,1

1,55±0,08 1,24±0,07*

IgE-антитела, усл. ед.
IgE antibodies, c. u. 25,4±2,1 14,7±1,1*

Примечание. * – различия достоверны.
Note. *, differences are significant.
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краевой вены забиралась кровь для анализов, а на 
15-е сутки вызывалась АКА.

Изучение состояния иммунитета проводилось 
определением содержания Т- и В-лимфоцитов в 
периферической крови, IgE-антител в сыворотке 
крови, фагоцитарной активности нейтрофилов 
(ФАН), среднего фагоцитарного индекса (СФИ), 
суммарного эффекта фагоцитоза (СЭФ), а также 
оценкой ферментативной активности нейтрофи-
лов по НСТ-тесту [3, 13]. 

Результаты и обсуждение
Проведенные исследования показали, что в 

условиях высокогорья развивается аллергическая 
реакция у всех животных, причем менее выраже-
но, чем в контрольной группе (табл. 1).

Из таблицы видно, что интенсивность АКА в 
опытной группе была ниже в 1,5 раза (p ≤ 0,05), 
чем в контрольной. Причиной, способствующей 
у опытных животных уменьшению силы аллер-
гической реакции, по-видимому, являются адап-
тационные изменения в защитных механизмах 
организма, как в специфических, так и неспец-
ифических факторах защиты. 

Состояние некоторых показателей адаптивно-
го иммунитета оценивали по содержанию в пери-
ферической крови Т- и В-лимфоцитов, а также 
IgE-антител в сыворотке крови (табл. 2).

Из таблицы видно, что относительные показа-
тели содержания Т- и В-лимфоцитов достоверно 
не отличаются в опытной и контрольной груп-
пе. А абсолютные показатели имеют выражен-
ную динамику в сторону снижения в опытной 
группе. Так, у сенсибилизированных в условиях 
высокогорья животных содержание в перифери-
ческой крови Т-лимфоцитов в 1,62 (p ≤  0,05), а 
В-лимфоцитов – в 1,25 раза (p ≤ 0,05) ниже, чем 
в условиях долины. Содержание IgE-антител у 
сенсибилизированных животных в условиях вы-
сокогорья также было ниже в 1,7 раза (p ≤ 0,05), 
чем в условиях равнины. Такая динамика являет-
ся показателем снижения активности адаптивно-
го иммунитета в условиях высокогорья. Видимо, 
этому способствует гипоксия. Известно, что в 
энергетическом обмене лимфоцитов преоблада-
ют аэробные процессы [11].

Состояние некоторых показателей врож-
денного иммунитета оценивали по показате-
лям функциональной активности нейтрофилов 
(табл. 3).

Из таблицы видно, что относительное содер-
жание фагоцитарно активных нейтрофилов при 
сенсибилизации в условиях высокогорья в 1,5 
(p ≤ 0,05) раза выше, чем в контрольной группе. 
Фагоцитарный индекс практически не изменил-
ся. При сенсибилизации в условиях высокогорья 
СЭФ был выше в 1,9 раза (p ≤  0,05), по сравне-

ТАБЛИЦА 3. ДИНАМИКА ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ НЕЙТРОФИЛОВ СЕНСИБИЛИЗИРОВАННЫХ МОРСКИХ 
СВИНОК В УСЛОВИЯХ ВЫСОКОГОРЬЯ, Х±m
TABLE 3. DYNAMICS OF THE FUNCTIONAL ACTIVITY OF NEUTROPHILS IN SENSITIZED GUINEA PIGS UNDER HIGH 
ALTITUDE CONDITIONS, Х±m

Показатели
Indicators

Сенсибилизированные
животные

Sensitized animals
Контроль 

Control 
n = 12

Опыт
Experience

n = 12

ФАН, %
PAN, % 47,6±2,1 72,7±2,7*

ФИ
PI 6,3±0,3 7,5±0,4

СЭФ, × 106/л
TEP, × 106/L 8,9±0,3 16,5±0,7*

НСТ+ клетки, %
× 106/л
NBT+ cell, %
× 106/L

81,0±2,3 73,8±3,1

2,44±0,06 2,34±0,09

Примечание. * – различия достоверны.
Note. *, differences are significant.
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нию с показателем в долине. Видимо, такая ди-
намика связана с тем, что в энергетическом об-
мене нейтрофилов преобладают анаэробные 
процессы  [11]. Поэтому нейтрофилы в услови-
ях гипоксии не только не теряют активности, а 
компенсируя снижение количества лимфоцитов, 
проявляют большую активность.

Из таблицы также видно, что относительные и 
абсолютные показатели НСТ-теста у сенсибили-
зированных морских свинок обеих групп не от-
личаются.

Известно, что аллергические заболевания или 
реакции, независимо от условий, в которых они 
протекают, имеют три стадии развития: имму-
нологическую, патохимическую и патофизиоло-
гическую [8]. Нарушения в любой стадии могут 
привести к изменению силы аллергической реак-
ции. 

Иммунологическая стадия является первой и 
основной. От нее во многом зависит аллергиче-
ская перестройка организма. В чем же сущность 
этой перестройки? Мы предполагаем, что наряду 
с биогенетическим законом Геккеля–Мюллера 
существует и иммуногенетический закон: «По-
следовательность активации звеньев в системе 
защиты организма – повторение филогенеза, т. е. 
включение последующего звена в системе защи-
ты происходит по тем же принципам, по которым 
в процессе эволюции происходило усложнение 
и совершенствование этой системы. А  именно, 
по принципу несостоятельности предыдущего 
звена в системе защиты полностью элиминиро-
вать антиген» [5]. Условно можно считать, что 
первым защитным барьером от антигенов явля-
ются наиболее эволюционно древние структу-
ры  – наружные покровы и слизистая оболочка, 
вторым – факторы неспецифической защиты ор-
ганизма (фагоцитоз, лизоцим, интерферон и др.), 
третьим  – клеточный иммунитет (Т-эффекторы 
и др.), четвертым – гуморальный иммунитет (ан-
титела, относящиеся к IgM, IgG, IgA) и пятым за-
щитным барьером является эволюционно позд-

няя защита – аллергическая реакция, пусковым 
механизмом которой служат IgE-антитела. Исхо-
дя из вышеизложенного, становится очевидным, 
что причиной снижения аллергической реакции 
(пятого барьера) у животных опытной группы, 
явились адаптивные изменения в защитных ме-
ханизмах организма. В частности, в условиях вы-
сокогорья произошло повышение функциональ-
ной активности фагоцитов (второго барьера), что 
способствовало, наряду с гипоксией, снижению 
лимфоцитов – клеток, ответственных за эволю-
ционно более поздние барьеры защиты [5, 7]. 

Исходя из иммуногенетического закона мож-
но предположить, что для снижения проявлений 
аллергической реакции, в том числе лечения ал-
лергии, достаточно усилить любой барьер защи-
ты, предшествующий аллергическому, пятому 
барьеру. 

Заключение
Таким образом, результаты эксперименталь-

ных исследований показали, что сенсибилизация 
в условиях высокогорья способствует развитию 
более слабой аллергической реакции немедлен-
ного типа, чем в условиях долины. Такая ди-
намика определяется адаптационными пере-
стройками защитных механизмов организма в 
условиях гипоксии (высокогорья), которые со-
гласно иммуногенетическому закону, снижают 
или предотвращают из-за ненадобности развитие 
более поздних механизмов защиты, в том числе 
и аллергической. В частности, отмечается увели-
чение активности и содержания клеток неспец-
ифической защиты  – нейтрофилов и снижение 
количества и активности клеток специфической 
защиты – лимфоцитов. 

На основе иммуногенетического закона 
можно обосновать не только гипосенсибилизи-
рующее действие горного климата, но и аллер-
ген-специфическую иммунотерапию, сенсиби-
лизацию в условиях загрязненной окружающей 
среды и т.д.
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ОЦЕНКА ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ 
ЭКТОНУКЛЕОТИДАЗЫ CD39 В РЕГУЛЯТОРНЫХ  
Т-КЛЕТКАХ У ДЕТЕЙ С ВОСПАЛИТЕЛЬНЫМИ 
ЗАБОЛЕВАНИЯМИ КИШЕЧНИКА
Радыгина Т.В.1, Сорокина Е.Г.1, Петричук С.В.1, Купцова Д.Г.1, 
Курбатова О.В.1, Потапов А.С.1, 2, Афанасьева С.А.1
1 ФГАУ «Национальный медицинский исследовательский центр здоровья детей» Министерства 
здравоохранения РФ, Москва, Россия  
2 ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» 
Министерства здравоохранения РФ (Сеченовский университет), Москва, Россия

Резюме. В связи с ростом заболеваемости и распространенности воспалительных заболеваний 
кишечника (ВЗК) поиск прогностических маркеров эффективности проводимой терапии является 
актуальной проблемой. Дисбаланс между Th17-лимфоцитами и регуляторными Т-клетками (Treg) яв-
ляется ключевым дефектом иммунной системы, приводящим к ВЗК. Внеклеточный АТФ, образую-
щийся при повреждении тканей, обладает провоспалительным эффектом и способствует дифферен-
цировке Th17-клеток. Эктонуклеотидаза CD39 катализирует дефосфорилирование АТФ до АМФ с 
последующим превращением в аденозин под действием CD73. CD39 экспрессируется в разных типах 
клеток, в том числе в Treg. Цель – оценить функциональную активность CD39+ в Treg у детей с ВЗК с 
помощью люциферин-люциферазного метода. 

Обследовано 68 детей с ВЗК. Из них 28 детей были в состоянии ремиссии, 40 – в обострении. Оцен-
ку количества Treg (CD4+CD25highCD127low), экспрессирующих СD39, проводили методом проточной 
цитометрии. Концентрацию АТФ в супернатантах и клетках определяли с помощью люциферин-лю-
циферазного теста. Результаты представлены в виде медианы (Me) и квартилей (Q0,25-Q0,75). Досто-
верность различий между группами оценивали с использованием непараметрического U-критерия 
Манна–Уитни. 

Относительное количество CD39+Treg у пациентов в ремиссии ВЗК было достоверно выше, чем 
у пациентов в состоянии обострения. Снижение концентрации АТФ под действием CD39+Treg у па-
циентов с ВЗК происходило сразу при добавлении экзогенного АТФ. АТФ у пациентов в ремиссии 
снижалось на 44,5% (Me 54,5 (41,5-65,9)), у пациентов в обострении – на 32,5% (Me 67,5 (59,7-71,3)). 
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При этом у пациентов в состоянии ремиссии снижение содержания АТФ через 5 минут реакции было 
достоверно выше, чем у пациентов в состоянии обострения (p = 0,01), через 35 минут реакции до-
стоверной разницы не выявлено. Показано, что образцы с меньшим количеством клеток и меньшей 
интенсивностью экспрессии CD39 в Treg имели большую активность эктонуклеотидазы CD39. 

Для эффективного гидролиза АТФ, помимо количества CD39 в Treg, важна их функциональная 
активность. Оценка каталитической активности CD39 в Treg у пациентов с ВЗК наиболее информа-
тивна в первые минуты после добавления экзогенной АТФ. У пациентов в состоянии ремиссии ката-
литическая активность CD39 в Treg была выше, чем у пациентов в состоянии обострения. 

Ключевые слова: Treg, CD39, гидролиз, АТФ, ВЗК, дети

EVALUATION OF THE FUNCTIONAL ACTIVITY OF CD39 
ECTONUCLEOTIDASE IN REGULATORY T CELLS IN CHILDREN 
WITH INFLAMMATORY BOWEL DISEASES
Radygina T.V.a, Sorokina E.G.a, Petrichuk S.V.a, Kuptsova D.G.a, 
Kurbatova O.V.a, Potapov A.S.a, b, Afanasyeva S.A.a
a National Medical Research Center of Children’s Health, Moscow, Russian Federation  
b I. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, Russian Federation

Abstract. In connection with the increasing incidence and prevalence of inflammatory bowel disease 
(IBD), the search for prognostic markers of the effectiveness of therapy is an urgent problem. An imbalance 
between Th17 lymphocytes and regulatory T cells (Treg) is a major defect in the immune system leading to 
IBD. Extracellular ATP produced during tissue damage, rebound pro-inflammatory effects, and activates 
Th17 cell differentiation. Ectonucleotidase CD39 catalyzes the dephosphorylation of ATP to AMP, followed 
by conversion to adenosine by CD73. CD39 is expressed in various cell types, including Treg. Aim – evaluate 
the functional activity of CD39+ in Treg in children with IBD using the luciferin-luciferase method. 

68 children with IBD were examined. Of these, 28 children were in remission, 40 were in exacerbation. 
The number of Tregs (CD4+CD25highCD127low) expressing CD39 was estimated by flow cytometry. The ATP 
concentration in supernatants and cells was determined using the luciferin-luciferase test. Results are presented 
as median (Me) and quartiles (Q0.25-Q0.75). The significance of differences between groups was assessed using 
the nonparametric Mann–Whitney U test. 

The relative number of CD39+Treg in patients in remission of IBD was significantly higher than in patients 
in a state of exacerbation. A decrease in ATP concentration under the influence of CD39+Treg in patients 
with IBD occurred immediately upon the addition of exogenous ATP. ATP in patients in remission decreased 
by 44.5% (Me 54.5 (41.5-65.9)), in patients in exacerbation – by 32.5% (Me 67.5 (59.7-71.3)). At the same 
time, in patients in remission, the decrease in the ATP content after 5 minutes of the reaction was significantly 
higher than in patients in the state of exacerbation (p = 0.01), after 30 minutes of the reaction, no significant 
difference was found. It was shown that samples with a smaller number of cells and a lower intensity of CD39 
expression in Treg had a higher activity of CD39 ectonucleotidase. 

For efficient ATP hydrolysis, in addition to the amount of CD39 in Treg, their functional activity is 
important. The assessment of the catalytic activity of CD39 in Treg in patients with IBD is most informative in 
the first minutes after the addition of exogenous ATP. In patients in remission, the catalytic activity of CD39 in 
Treg was higher than in patients in a state of exacerbation.

Keywords: Treg, CD39, ATP, hydrolysis, IBD, children

Введение
Воспалительные заболевания кишечника 

(ВЗК) относятся к иммунопатологическим за-

болеваниям, характеризующимся прогрессиру-

ющим хроническим воспалительно-деструк-
тивным поражением желудочно-кишечного 
тракта  [1]. Основными формами ВЗК являют-
ся болезнь Крона (БК) и язвенный колит [11]. 
В современном понимании ВЗК возникают у 
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генетически предрасположенных людей при 
нарушении регуляции иммунного ответа, на-
правленного против компонентов кишечной 
микрофлоры [11]. Поиск прогностических мар-
керов для оценки эффективности лечения ВЗК 
остается актуальной проблемой. Отмечено уве-
личение распространенности и заболеваемости 
ВЗК в России [2]. Точных данных о заболеваемо-
сти и распространенности ВЗК у детей в России 
нет, за исключением отдельных регионов [1]. 

Ключевым дефектом иммунной системы, 
приводящим к ВЗК, считается дисбаланс между 
Th17-лимфоцитами и Т-регуляторными клетка-
ми (Treg) [3, 9, 14]. Известно, что для дифферен-
цировки Th17-лимфоцитов необходима внекле-
точная аденозинтрифосфорная кислота (АТФ), 
которая образуется из поврежденных клеток и 
относится к DAMPs сигналам (damage associated 
molecular patterns) [13]. При адекватном им-
мунном ответе внеклеточная АТФ может быть 
дефосфорилирована до аденозина, обладаю-
щего противоспалительными свойствами. Эк-
тонуклеотидаза CD39 (CD39  – ecto-nucleoside 
triphosphate diphosphohydrolase 1, E-NTPDase1) 
катализирует превращение АТФ в аденозин-
монофосфат с последующим гидролизом с по-
мощью эктонуклеотидазы CD73 (CD73  – ecto-
5’-nucleotidase, Ecto5’NTase) до аденозина [6]. 
Эктонуклеотидазы экспрессируются в различ-
ных популяциях лимфоцитов, в том числе в Тreg 
и Th17-клетках [15]. Показано, что высокая экс-
прессия CD39 в циркулирующих Treg коррелиру-
ет с клинической и эндоскопической ремиссией 
у пациентов с ВЗК [7]. 

Работ по оценке ферментативной активно-
сти эктонуклеотидазы CD39 крайне мало, и они 
противоречивы. Например, у пациентов с ауто-
иммунным гепатитом было показано снижение 
активности эктонуклеотидазы CD39 в Treg [8]. В 
другой работе у пациентов с рассеянным реми-
тирующим склерозом наоборот было продемон-
стрировано увеличение активности CD39 вне за-
висимости от проводимой терапии [4].

Для определения ферментативной актив-
ности эктонуклеотидазы CD39 используют 
различные методы. Косвенная оценка актив-
ности CD39 после добавления к клеткам АТФ 
возможна по изменению концентрации свобод-
ного фосфата с использованием набора для ко-
лориметрического анализа Sensolyte® (AnaSpec, 
Seraing, Бельгия)  [10]. Другой метод измерения 
каталитической активности эктонуклеотидазы 
CD39 возможен по изменению концентрации 
не гидролизованного АТФ путем измерения ча-
стоты люминесцентных событий в системе об-
наружения на основе люциферазы (ATP Lite 
Luminescence System, Perkin-Elmer) [8]. 

Целью настоящей работы было оценить функ-
циональную активность CD39+ в Treg у детей с 
ВЗК с помощью люциферин-люциферазного ме-
тода. 

Материалы и методы
Было проведено обследование 68 детей с ВЗК. 

На основании педиатрических индексов актив-
ности болезни PCDAI/PUCAI (значение индек-
са <  10 соответствовало состоянию ремиссии, 
> 10 – обострению) дети были разделены на груп-
пы: в состоянии обострения было 40 пациентов, в 
состоянии ремиссии – 28 пациентов. 

Для определения активности CD39+ в Treg 
из цельной венозной крови выделяли монону-
клеарные лимфоциты (PBMC) после центрифу-
гирования в градиенте плотности Histopaque  – 
1,077 г/см3 (Sigma-Aldrich, США). Клетки PBMC 
окрашивали с помощью моноклональных анти-
тел: CD4-FITC (cat. A07750, Beckman Coulter, 
США), CD127-PE (cat. IM 10980U, Beckman 
Coulter, США), CD25-PC7 (cat. A52882, Beckman 
Coulter, США), CD39-APC-Cy7 (Clone A1, cat. 
RT2241130 Sony Biotechnology, США). Коли-
чество CD39+Treg клеток оценивали c помо-
щью проточной цитометрии (Novocyte, ACEA 
Biosciences, США). Использовали тактику по-
следовательного гейтирования для выделения 
Тreg (CD4+CD25highCD127low), экспрессирующих 
CD39. Сортировку PBMC для получения по-
пуляции Тreg проводили с помощью Cell Sorter 
SH800S (Sony, Япония). Из каждого образца 
PBMC собирали по 100 тысяч клеток Treg в сре-
ду TexMACS GMP Medium (США), оптимальную 
для поддержания жизнеспособности Treg. После 
сортинга жизнеспособность клеток оценивали с 
помощью красителя 7-ADD, и она составляла не 
менее 98%. Далее клетки помещали в CO2 инку-
батор при 37 °С на сутки. 

После 24 часов инкубации в суспензии клеток 
оценивали количество Treg, экспрессирующих 
CD39+ и интенсивность его флюоресценции (Fl) 
с помощью проточной цитометрии. 

Для оценки гидролиза АТФ клетки центрифу-
гировали при 300 G в течение 5 минут. Готовили 
3 пробы суспензии клеток по 200 мкл каждая. Су-
пернатант пробы 1 использовали для измерения 
фонового значения собственной АТФ клеток. К 
пробе 2 и 3 добавляли по 10 мкл 500 мкМ АТФ 
(Sigma-Aldrich, США) до конечной концентра-
ции 25 мкМ. Пробу 2 сразу после добавления 
АТФ центрифугировали при 300 G, при 4 °С, в те-
чение 5 минут. Пробу 3 инкубировали в темноте 
на водяной бане при 37  °С, в течение 30 минут. 
Далее суспензию центрифугировали при 300  G, 
при 4 °С, в течение 5 минут. Супертнатанты про-
бы 2 и 3 использовали в реакции. 
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Содержание АТФ определяли в супернатантах 
с помощью люциферин-люциферазы (Promega, 
США) в 0,1 М Tris acetate буфере при рН 7,75 [5]. 
Содержание АТФ в клетках определяли с помо-
щью модифицированного люциферин-люци-
феразного теста [12]. Для этого к ним добавляли 
2% трихлоруксусную кислоту / 2мМ ЭДТА с по-
следующей нейтрализацией 3М КОН / 1,5М Tris 
acetate буфером [5]. 

Люминесценцию определяли с использовани-
ем многофункционального мультипланшетного 
считывателя Clariostar (BMG, Германия). Изме-
рение проводили в пробах (110 мкл Tris acetate 
буфера + 50 мкл образца) сразу после добавле-
ния люциферин-люциферазы (40 мкл). Величи-
ну люминесценции соотносили с калибровочной 
кривой, сохраняющей линейность в диапазоне от 
0,5 (500 нМ) до 50 мкМ АТФ. Активность CD39 
АТФ-азы (%АТФ) определяли по разнице между 
пробой 1 и пробой 2, между пробой 1 и 3 и выра-
жали в % к 1 точке, принимаемой за 100%. 

Для анализа данных пациенты с ВЗК были раз-
делены на группы по количеству CD39+Treg (1-я 
и 2-я группы) и интенсивности флюоресценции 
(3-я и 4-я группы) CD39 в Treg: 1-я группа – < 300 
кл/ мкл; 2 группа  – >  800 кл/мкл; 3-я группа  – 
флюоресценция (Fl в MFI  – средняя интенсив-
ность флуоресценции) в диапазоне от 2,3 до 4,6 
MFI; 4-я группа – Fl в диапазоне от 6,85 до 7 MFI.

Исследование получило одобрение локально-
го этического комитета ФГАУ «НМИЦ здоровья 
детей» МЗ РФ (протокол № 6, 11.06.19 г). Перед 
исследованием было получено информирован-
ное согласие родителей в соответствии с Хель-
синкской декларацией. 

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили с использованием программы 
Statistica 7.0 (StatSoft, США). Описательная ста-
тистика количественных признаков представле-
на в формате: медиана (нижние и верхние квар-
тили) – Me (Q0.25-Q0.75). Достоверность различий 
между группами оценивали с использованием 
непараметрического U-критерия Манна–Уитни. 
Статистически значимыми считали различия при 
р < 0,05. 

Результаты и обсуждение
Экспрессия CD39+ в Treg при обострении и ре-

миссии ВЗК 
Анализ количества Treg, экспрессирующих 

CD39, у пациентов с ВЗК в состоянии ремис-
сии и обострения показал достоверное сниже-
ние относительного количества CD39+Treg при 
обострении: Ме 18,9 (10,9-36,5) при обострении 
против Ме 34,8 (24,7-38,4) в ремиссии, p = 0,002. 
Полученные данные согласуются с данными 
Gibson D (2015) о корреляции экспрессии CD39 
в циркулирующих Treg с клинической и эндо-
скопической ремиссией у пациентов с ВЗК [7]. 
Распределение пациентов по относительному 
количеству CD39+Treg в состоянии обострения и 
ремиссии показано на рисунке 1. Оказалось, что 
у большинства пациентов в ремиссии заболева-
ния (87,5%) относительное количество CD39+ в 
Treg было больше 20%. Распределение пациентов 
в обострении описывается кривой с двумя пи-
ками. У 52% пациентов в состоянии обострения 
ВЗК содержание CD39+ в Treg было более 20%, у 
48% пациентов – менее 20% (рис. 1). 

Можно предположить, что у пациентов в обо-
стрении с высоким количеством CD39+Treg сни-

Рисунок 1. Относительное число клеток, экспрессирующих CD39 в Treg у пациентов в состоянии обострения 
и ремиссии ВЗК
Figure 1. Relative number of cells expressing CD39 in Treg in patients in IBD exacerbation and remission
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жена активность эктонуклеотидазы CD39, как 
это было описано при аутоиммунном гепати-
те [4]. Таким образом, помимо количества CD39+ 
в Treg важна и оценка их функциональной актив-
ности. 

Измерение ферментативной активности CD39+ 
в Treg у пациентов с ВЗК

Для оценки каталитической активности экто-
нуклеотидазы CD39 было проведено исследова-
ние динамики снижения экзогенно добавленного 
АТФ к CD39+Treg. В клеточном осадке всех ис-
следованных образцов АТФ определялась в сле-
довых количествах – Me 0,029 (0,021-0,031) мкМ. 

Анализ динамики снижения концентрации 
экзогенно добавленной АТФ у пациентов с ВЗК 
показал, что в первые 5 минут реакции (2 точка 
на графике) АТФ падает с 25 мкМ до 15,3 (13,6-
17,5) мкМ – на 39% от исходного уровня. Через 
30 минут инкубации при 37  °С (3 точка) уро-
вень АТФ продолжает снижаться и составляет 
11,4 (9,2-12,6) мкМ, 54,4% от исходного уровня 
(рис. 2). Наши данные согласуются с исследова-
нием Moncrieffe H о наличии АТФ-азной актив-
ности CD39+ клеток из PBMC, детектируемой 
при комнатной температуре [10].

Оценка гидролиза АТФ у пациентов с ВЗК
Учитывая большой разброс показателей кон-

центрации АТФ во 2 и 3 точке, был проведен ана-
лиз динамики снижения АТФ у пациентов в со-
стоянии обострения и ремиссии.

Реакция гидролиза АТФ начинается сразу по-
сле добавления экзогенного АТФ. В состоянии 
ремиссии концентрация АТФ через 5 минут ре-
акции падает на 44,5% (Me 54,5 (41,5-65,9)), в то 

Рисунок 2. Динамика снижения АТФ у пациентов с ВЗК
Примечание. По оси абсцисс: 1 – 0 минут (25 мкМ АТФ),  
2 – 5 минут после добавления АТФ, 3 – 35 минут после 
добавления АТФ.
Figure 2. Dynamics of decrease ATP concentration in patients 
with IBD
Note. Along abscissa axis: 1, 0 minutes; 2, 5 minutes after ATP 
addition; 3, 35 minutes after ATP addition. 
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время как у пациентов в обострении – на 32,5% 
(Me 67,5 (59,7-71,3)). У пациентов в состоянии 
ремиссии снижение содержания АТФ во 2 точке 
было достоверно больше, чем у пациентов в со-
стоянии обострения (p  =  0,01, рис.  3А). Таким 
образом, можно предположить, что АТФ-азная 
активность CD39+ в Treg выше у пациентов в ре-
миссии, чем у пациентов в обострении.

Рисунок 3. Динамика относительного уровня АТФ
Примечание. А – изменение уровня АТФ у пациентов в состоянии обострения и ремиссии. Б – изменение уровня АТФ в 
зависимости от количества CD39+Treg (1-я группа – < 300 кл/мкл; 2-я группа – > 800 кл/мкл). С – изменение уровня АТФ в 
зависимости от Fl CD39+Treg. p2 – достоверность между группами пациентов во 2 точке, р3 – достоверность между группами 
пациентов в 3 точке.
Figure 3. Dynamics of the relative level of ATP
Note. (A) Change in the level of ATP in patients in a state of exacerbation and remission. (B) ATP level change depending on the amount of 
CD39+Treg (group 1 – < 300 cells/µl; group 2 – > 800 cells/µl). (С) ATP level change depending on Fl CD39+Treg. p2, significance between groups 
of patients at point 2; p3, significance between groups of patients at point 3. 
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В 3 точке (после 30 мин инкубации при 37 °С) 
достоверной разницы между группами пациентов 
в состоянии обострения и ремиссии получено не 
было (p = 0,97). Вероятно, активность фермента 
CD39 необходимо оценивать в первые минуты 
реакции. 

Для оценки гидролиза АТФ в зависимости 
от количества клеток были проанализированы 
группы с низким и высоким содержанием CD39+ 
в Treg: группа 1 < 300 кл/мкл (Me – 108 (73-247)), 
группа 2 > 800 кл/мкл (Me – 1228,65 (895-1738)) 
(рис. 2Б). Было получено, что в группе 1 через 5 
минут после добавления АТФ (2 точка) наблю-
далось достоверное увеличение ферментативной 
активности TregCD39+ по сравнению с группой 2 
(рис. 3Б). В 3-й точке через 30 минут после добав-
ления АТФ достоверной разницы между группа-
ми обнаружено не было. Таким образом, образцы 
с меньшим количеством клеток имели большую 
активность эктонуклеотидазы CD39. Возможно, 
что увеличение количества клеток CD39Treg при 
обострении заболевания является компенсатор-
ной реакцией на дисфункцию CD39, что согласу-
ется с данными о снижение функциональной ак-
тивности CD39 при аутоиммунном гепатите [8].

На следующем этапе работы была проанали-
зирована зависимость снижения концентрации 
АТФ от интенсивности экспрессии CD39+ в Treg 
(Fl). В зависимости от интенсивности флюорес-
ценции CD39+ в Treg образцы были поделены на 
группы: группу 3 составили образцы с FL в диа-
пазоне 2,3-4,6 MFI (Me – 3,9 (3,87-4,25)), группу 
4 – образцы с Fl в диапазоне 6,85-7 MFI (Me – 
6,76 (6,41-6,9)). 

Через 5 минут после добавления АТФ сниже-
ние концентрации АТФ в группе 3 было досто-
верно выше чем в группе 4 (р = 0,01, рис. 3С). При 
этом снижение концентрации в группе 3 было на 
45,5%, а в группе 4  – на 33,3%. Таким образом, 
Treg c меньшей плотностью CD39 имели боль-
шую ферментативную активность во 2 точке. В 3 

точке не было выявлено достоверных различий в 
ферментативной активности CD39 между груп-
пами. Вероятно, что для оценки эффективности 
гидролиза эктонуклеотидазы CD39 важно учиты-
вать как количество клеток с экспрессией CD39, 
так и плотность экспрессии рецептора CD39+.

Заключение
Использование люциферин-люциферазного 

метода на ограниченной выборке пациентов по-
казало возможность оценки каталитической ак-
тивности CD39+ в Treg по снижению концентра-
ции экзогенной АТФ в образцах PBMC. 

Показано, что реакция гидролиза начиналась 
в первые минуты после добавления экзогенной 
АТФ. Инкубация при 37  °C в течение 30 минут 
приводила к менее существенному снижению 
концентрации АТФ в образцах. Вероятно, для 
обеспечения эффективного противовоспали-
тельного ответа важна скорость гидролиза АТФ 
и своевременная его утилизация. Таким образом, 
оценка каталитической активности CD39 в Treg у 
пациентов с ВЗК наиболее информативна в пер-
вые минуты после добавления экзогенной АТФ.

Пациенты в состоянии ремиссии ВЗК имели 
большую активность CD39+ в Treg по сравнению 
с пациентами в обострении заболевания. Уве-
личение количества клеток с экспрессией экто-
нуклеотидазы CD39+ в Treg у части пациентов в 
состоянии обострения ВЗК может быть связано с 
их функциональной недостаточностью, что под-
тверждается нашими результатами: в образцах с 
большим количеством CD39+ в Treg наблюдалась 
меньшая активность эктонуклеотидазы CD39. 
Таким образом, повышение количества CD39+ в 
Treg может являться компенсаторным механиз-
мом. 

Целесообразны дальнейшие исследования по 
оценке кинетики гидролиза АТФ в большей вы-
борке пациентов. 
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тельным, но крайне желателен. В  этом раз-
деле авторы могут выразить признательность 
организации, субсидировавшей проведе-
ние исследований, коллегам, консультиро-
вавшим работу в  процессе ее выполнения  
и/или  написания, а  также техническому 
персоналу за  помощь в  выполнении иссле-
дований. Благодарности за  предоставление 
специфических реактивов или  оборудова-
ния, как  правило, помещаются в  разделе 
«Материалы и методы».

Краткие сообщения
Журнал публикует небольшие по объему статьи, 

которые имеют безусловную новизну и значимость. 
Эти статьи проходят ускоренное рецензирование 
и  публикуются в  короткие сроки. Общий объем 
краткого сообщения ограничен 8 машинописны-
ми страницами, количество рисунков и/или таблиц 
не  может быть более 3, а  список использованных 
литературных источников не должен превышать 15. 
Титульный лист оформляется, как  описано выше. 

Разделы краткого сообщения аналогичны вышео-
писанным разделам оригинальной статьи, но не вы-
деляются заголовками и подзаголовками, результа-
ты могут быть изложены вместе с обсуждением. 

Обзорные статьи и лекции
Обзорные статьи и лекции в основном заказы-

ваются редакцией или  могут быть рекомендованы 
одним из  членов редколлегии. Более подробную 
информацию о  правилах оформления этих статей 
можно узнать в редакции

Библиографические стандарты описания 
цитируемых публикаций
Описание статьи из журнала:

Варюшина Е.А., Александров Г.В., Сазоно-
ва  Т.А., Симбирцев А.С. Изучение влияния мест-
ного применения рекомбинантного человече-
ского интерлейкина-1β на репарацию язвенных 
повреждений слизистой оболочки желудка // Ци-
токины и воспаление, 2012. Т. 11, № 1. С. 64-69. 
[Varyushina  Е.А., Аlexandrov G.V., Sazonova Т.А., 
Simbirtsev А.S. Study of the effect of local application 
of recombinant human interleukin-1β in the repair 
of ulcerative lesions of gastric mucosa. Tsitokiny i 
vospalenie = Cytokines and Inflammation, 2012, Vol. 11, 
no. 1, pp. 64-69. (In Russ.)]

Описание статьи из книги (монографии):
Соколова Г.Н., Потапова В.Б. Клинико-патоге-

нетические аспекты язвенной болезни желудка. М.: 
Анахарсис, 2009. 328 с. [Sokolovа G.N., Pоtapova V.B. 
Clinical and pathogenetic aspects of gastric ulcer]. 
Мoscow: Аnachаrsis, 2009. 328 p.

Примеры правильного оформления англоязычных 
ссылок:

Wells S.M., Kantor A.B., Stall A.M. CD43(S7) 
expression identifies peripheral B-cell subsets.  
J. Immunol., 1994, Vol. 153, no. 12, pp. 5503-5515.

Goodman J.W., Parslow T.G. Immunoglobulin 
proteins. Basic and Clinical Immunology. Ed. 
Stites  D.P., Terr A.I., Parslow T.G., Appletion and 
Lange, 1994, pp. 66-79.

Ссылки на  литературные источники в  тексте 
статьи, в рисунках и таблицах обозначаются араб-
скими цифрами в  квадратных скобках [1, 2, 3,...]. 
не допускаются ссылки на диссертации, авторефе-
раты диссертаций, публикации в сборниках, мето-
дические документы местного уровня. Количество 
источников не ограничено. В каждой ссылке при-
водятся все авторы работы. Неопубликованные 
статьи в список не включаются.

Обозначения, сокращения и единицы измерения
Для сложных терминов или названий, наиболее 

часто используемых в тексте статьи, можно ввести 
(в круглых скобках после первого упоминания пол-
ного названия термина) не более 3–5 нетрадицион-
ных сокращений. Узаконенные международными 
номенклатурами сокращения используются в соот-
ветствующей транскрипции. Например, для терми-
на «интерлейкин» используется сокращение «IL», 

ПРАВИЛА ДЛЯ АВТОРОВ
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а не русскоязычный вариант «ИЛ»; аналогично это-
му используются сокращения: «TNF», а не «ТНФ» 
или «ФНО»; «CD», а не «СД». Названия микроор-
ганизмов приводятся в  оригинальной транскрип-
ции с использованием курсива (E. coli, Streptococcus 
pyogenes). Единицы измерения приводятся без точ-
ки после их сокращенного обозначения (с, ч, см, 
мл, мг, kDa и т.д.), регламентированного междуна-
родными правилами.

Оформление иллюстративного материала
Иллюстративный материал должен быть ориги-

нальным, то есть ранее нигде не опубликованным. 
Общее количество иллюстраций (таблиц и  рисун-
ков) не  должно превышать восьми. При большем 
количестве иллюстраций их публикация оплачива-
ется автором. Публикация цветных иллюстраций 
(независимо от их количества) также оплачивается 
автором. Весь иллюстративный материал присыла-
ется в двух экземплярах и на диске в виде отдель-
ных файлов.

Размеры иллюстраций:
•	 максимальная высота – 210 мм
•	� максимальная ширина для 1 столбца – 82 мм, 

для 2 столбцов – 170 мм
Таблицы. Каждая таблица печатается на отдель-

ном листе (в отдельном файле на диске) через 2 ин-
тервала. Нумерация таблиц дается арабскими циф-
рами отдельно от  нумерации рисунков (графиков 
и фотографий). Название печатается над таблицей. 
Весь текст на русском языке, содержащийся в таб
лице, включая единицы измерения, должен быть 
переведен на английский язык; при этом перевод 
следует помещать в ячейку с соответствующим рус-
ским текстом отдельной строкой. Название табли-
цы и текст примечания к ней также должны быть 
переведены на английский язык и приведены под 
русским текстом с новой строки. Для пометок в та-
блицах следует использовать одну или  несколько 
(*). Пояснения печатаются после соответствующе-
го количества (*) под таблицей. Единицы измере-
ния, при необходимости, включаются в заголовки 
строк или столбцов.

Рисунки (графики и фотографии). В тексте статьи 
названия рисунков (графиков, фотографий) и  та-
блиц размещаются сразу после абзаца, где на  них 
дается первая ссылка. Все рисунки нумеруются по-
следовательно арабскими цифрами по мере их ис-
пользования в  тексте статьи. Названия рисунков 
и  подписи к  ним выносятся в  виде списка на  от-
дельную страницу. В  списке указываются: номер 
рисунка, название (с большой буквы), текст приме-
чаний (для микрофотографий должно быть указано 
увеличение). Подписи к рисункам даются краткие, 
но достаточно информативные. Названия рисунков 
и примечаний к ним, нарисуночные подписи, текст 
легенды должны быть переведены на английский 
язык и размещены под соответствующим текстом 
с новой строки. На  обороте каждой иллюстрации 
подписывается фамилия первого автора, название 
статьи и порядковый номер. Для публикации в жур-
нале принимаются только оригиналы фотографий 
(не  ксерокопии) хорошего качества, максималь-
но приближенные к  вышеуказанным размерам. 

Фотографии не должны иметь больших полей, т. е. 
фотографический материал должен занимать всю 
площадь фотографии. Рисунки могут быть пред-
ставлены в  графических форматах с  расширением 
.tiff (разрешение не менее 300 dpi при 100% масшта-
бе), .eps или .ai. Изображения, встроенные в доку-
менты Word, не принимаются. Графики и диаграм-
мы предоставляются вместе с таблицами, на основе 
которых они были созданы, или с численными обо-
значениями показателей, отображаемых соответ-
ствующими графическими элементами (столбика-
ми, секторами и т.п.) в виде файлов с расширениями 
.doc или, предпочтительнее, .xls.

Плата за публикацию статей
При соблюдении правил публикация статей 

в  журнале «Медицинская иммунология» является 
бесплатной для  авторов и  учреждений, в  которых 
они работают. Редакция может потребовать опла-
ту в следующих случаях: 1) за публикацию цветных 
иллюстраций; 2) при большом количестве иллю-
стративного материала (свыше 8 иллюстраций).

Подготовка статей
Для представления статьи авторы должны под-

твердить нижеследующие пункты. Статья может 
быть отклонена, если она им не соответствует.

А.	� Направляя статью в журнал, авторы гаранти-
руют, что поданные материалы не  были ра-
нее опубликованы полностью или по частям, 
в любой форме, в любом месте или на любом 
языке. Также авторы гарантируют, что статья  
не представлена для рассмотрения и публи-
кации в другом журнале. С момента приня-
тия статьи к печати в журнале «Медицинская 
иммунология» приведенный в ней материал 
не может быть опубликован авторами полно-
стью или по частям в любой форме, в любом 
месте и  на любом языке без согласования 
с  руководством журнала. Исключением мо-
жет являться: 1) предварительная или после-
дующая публикация материалов статьи в виде 
тезисов или короткого резюме; 2) использо-
вание материалов статьи как  части лекции 
или обзора; 3) использование автором пред-
ставленных в журнал материалов при напи-
сании диссертации, книги или монографии. 
Воспроизведение всего издания или  части 
любым способом запрещается без письмен-
ного разрешения издателей. Нарушение за-
кона будет преследоваться в  судебном по-
рядке. Охраняется Законом РФ № 5351-1 
«Об  авторском праве и  смежных правах» 
от 09.07.93 г.

Б.	� Файл отправляемой статьи представлен 
в формате .doc, .docx, .rtf.

В.	� Помимо файла со  статьей, предоставлены 
следующие файлы:
1) �Файл с  метаданными (при загрузке в  си-

стему ему присваивается имя «Метадан-
ные»):

•	�Фамилия, имя, отчество, ученая степень, 
ученое звание, должность автора, ответ-
ственного за  дальнейшую переписку с  ре-
дакцией (на русском и английском языках).

•	�Название учреждения, где работает ответ-
ственный автор (в  русском и  официально 
принятом английском вариантах).
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•	�Почтовый адрес для переписки с указани-
ем почтового индекса (на  русском и  анг
лийском языках).

•	�Телефон, факс (с  указанием кода страны 
и города), e-mail.

•	�Фамилия и  инициалы остальных соавто-
ров, их ученые степени, ученые звания, 
должности.

•	�Полное название статьи, направляемой 
в редакцию.

•	�Количество страниц текста, количество ри-
сунков, количество таблиц.

•	�Указать, для какого раздела журнала пред-
назначена работа: оригинальные статьи, 
лекции, обзоры, «точка зрения», краткие 
сообщения, новые иммунологические ме-
тоды, случаи из  практики, дневник имму-
нолога, книжное обозрение.

•	�Дата отправления работы.
2) �Отсканированная копия  файла с метадан-

ными, подписанная всеми авторами (при 
загрузке в систему ему присваивается имя 
«Подписи авторов»)

3) �Титульный лист (при загрузке в  систему 
ему присваивается имя «Титульный лист»), 
по форме:

• �название статьи (без использования каких-
либо сокращений)  (на  русском и  англий-
ском языках);

• �Фамилия, имя, отчество, ученая степень, 
ученое звание, должность всех авторов 
(полностью)  (на  русском и  английском 
языках);

• �подразделение и  учреждение, в  котором 
выполнялась работа (если в  работе уча-
ствовали авторы из  разных учреждений, 
это должно быть отмечено звездочка-
ми)  (в  русском и  официально принятом 
английском вариантах);

• �сокращенное название статьи для верхнего 
колонтитула (не более 35 символов, вклю-
чая пробелы и знаки препинания) (на рус-
ском и английском языках);

• �не менее 6 ключевых слов на русском и анг
лийском языках;

• �адрес для переписки с указанием телефона, 
номера факса и адреса e-mail.

4) Резюме (при загрузке в систему ему при-
сваивается имя «Резюме»). Предоставляется  
в  виде одного абзаца без ссылок и  специ
фических сокращений. Объем – не  менее 
300 слов. Резюме в  полном объеме пред-
ставляется также в  переводе на  английский 
язык. В отдельных случаях, по решению ре-
дакционной коллегии, может быть затребо-
ван развернутый вариант резюме на англий-
ском языке.
5) Рисунки, если они есть - каждый отдель-
ным файлом (при загрузке в  систему каж-
дому рисунку  присваивается имя «Рисунок. 
Название рисунка (где название рисунка соот-
ветствует содержащемуся в  файле рисунку. 
Порядковый номер рисунка»)

6) Файл в формате .doc, .docx., rtf, с названи-
ями рисунков

7) Таблицы, если они есть - каждая отдель-
ным файлом (Название каждой таблицы 
должно быть приведено заголовком в файле 
с самой таблицей)

8) Файл с  цитируемой литературой (при за-
грузке в систему ему присваивается имя «Ли-
тература»), по  следующей форме: таблица 
из  четырех столбцов (альбомная ориента-
ция), где:

Порядковый 
номер ссылки

Авторы, назва-
ние публикации 
и источника, где 
она опублико-
вана, выходные 
данные

ФИО, название 
публикации 
и источника 
на английском

Полный ин-
тернет-адрес 
(URL) цитиру-
емой статьи

Размещаются 
в таблице 
в алфавитном 
порядке, вна-
чале русско
язычные, затем 
на языках 
с  латинской 
графикой

Указывать 
по библио-
графическому 
стандарту, пред-
ставленному 
выше

Официальное 
англоязыч-
ное название 
публикации 
и источника, 
где она опу-
бликована 
- для русско-
язычных ста-
тей. В редких 
случаях, когда 
не существует 
официальных 
англоязычных 
названий (это 
возможно 
для таких 
типов публи-
каций, как те-
зисы, книги 
и др.) - редак-
ция просит 
предоставить 
их перевод, 
используя 
красный 
цвет шрифта. 
Для англоязыч-
ных публикаций 
и источников 
в этом столбце 
ставится про-
черк

В том случае, 
если инфор-
мация о статье 
не размещена 
на офици-
альном сайте 
издания, 
допустимо 
использовать 
URL статьи 
со сторонних 
сайтов, в том 
числе системы 
www.e-library.ru 

Текст должен быть набран с  одинарным меж-
строчным интервалом; используется кегль шрифта 
в 14 пунктов; для выделения используется курсив, 
а  не подчеркивание; все ссылки на  иллюстрации, 
графики и  таблицы расположены в  соответствую-
щих местах в тексте, а не в конце документа.

Текст соответствует стилистическим и  библио-
графческим требованиям.

Если вы отправляете статью в  рецензируемый 
раздел журнала, то  вы согласны с  требованиями 
слепого рецензирования, подробнее о  котором 
можно узнать на сайте журнала (http://mimmun.ru) 
из рубрики Рецензирование, в разделе «О Журнале».
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Рисунок 1. Периинфарктная зона миокарда
Примечание. А – грануляционная ткань с высокой клеточной плотностью в контрольной группе (14 суток). Б – инфильтрация ДБМ макрофагами  
в I опытной группе (7 суток). В – рыхлая волокнистая соединительная ткань во II опытной группе (14 суток). Увел. ××400. Окраска гематоксилином 
и эозином.
Figure 1. Periinfarction zone of the myocardium
Note. (A) granulation tissue with high cell density in the control group (14 days). (B) infiltration of DBM by macrophages in the I experimental group (7 days). (C) loose 
fibrous connective tissue in the II experimental group (14 days). Magn. ×400. Stained with hematoxylin and eosin.

Рисунок 2. Поперечный срез 
миокарда
Примечание. А – контрольная группа. 
Б – I опытная группа. В – II опытная 
группа. Увел. ××40. Окраска по 
Маллори. 
Figure 2. Cross-section of the 
myocardium
Note. (A) control group. (B) I experimental 
group. (C) II experimental group. Magn. 
×40. Color by Mallory.
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ИЛЛЮСТРАЦИИ К СТАТЬЕ «АЛЛОГЕННЫЙ БИОМАТЕРИАЛ – ИНГИБИТОР ФИБРОЗА В ИШЕМИЧЕСКИ ПОВРЕЖДЕННОМ 
МИОКАРДЕ»  (АВТОРЫ: ЛЕБЕДЕВА А.И., ГАРЕЕВ Е.М., АФАНАСЬЕВ С.А., КОНДРАТЬЕВА Д.С., МУСЛИМОВ С.А., ПОПОВ С.В. 
[с. 301-308])
ILLUSTRATIONS FOR THE ARTICLE "ALLOGENEIC BIOMATERIAL: A FIBROSIS INHIBITOR IN ISCHEMIC MYOCARDIAL DAMAGE" 
(AUTHORS: LEBEDEVA A.I., GAREEV E.M., AFANASIEV S.A., KONDRATYEVA D.S., MUSLIMOV S.A., POPOV S.V. [pp. 301-308])

Рисунок 4. Реакция фиброгенных факторов в миокарде в остром периоде
Примечание. А – bFGF-1+ клетки в I опытной группе (красный график) и в контрольной (синий график). Б – TGFb-1+ клетки в I опытной группе (синий 
график) и в контрольной (красный график). В – MMP-9+ клетки в контрольной группе (синий график) и в I опытной группе (красный график). Г – TIMP-2+ 
клетки в контрольной группе (синий график) и в I опытной группе (красный график). По оси абсцисс – дни, по оси ординат – количество. 
Figure 4. Reaction of fibrogenic factors in the myocardium in the acute period
Note. (A) bFGF-1+ cells in the experimental group I (red graph) and in the control group (blue graph). (B) TGFb-1+ cells in the experimental group I (blue graph) and in the 
control group (red graph). (C) MMP-9+ cells in the control group (blue graph) and in the experimental group I (red graph). (D) TIMP-2+ cells in the control group (blue graph) 
and in the experimental group I (red graph). On the abscissa axis – days, on the ordinate axis – quantity.
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