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1. M1-макрофаги (усиление функциональной активности).
2. M2-макрофаги (ослабление функциональной активности).
3. M1/M2 (поляризация макрофагов).
4.  Th17 T-лимфоциты (усиление функциональной активности).
5.  CD25+FoxP3+Treg-клетки (модуляция функциональной 

активности).
6. CD4+Th1-клетки (усиление функциональной активности).
7.  CD8+ цитотоксические клетки (ингибирование LFA-1 – 

ICAM-1 взаимодействия).
8. Ангиогенез (VEGF) (блокировка).

9. Инвазия (Гепараназа) (блокировка).
10. Инвазия, миграция (P-селектин) (блокировка).
11. Инвазия, миграция (Интегрин ααIIbββ3) (блокировка).
12.  Миграция (CXCL12/CXCR4 взаимодействия) 

(ингибирование).
13. Микрометастазирование (CD44) (блокировка).
14. ЦОК/РСК (ослабление функциональной активности).
15. Эпителиально-мезенхимальный переход (ингибирование).
 *  Циркулирующие опухолевые клетки (ЦОК) / раковые 

стволовые клетки (РСК).

1. M1 macrophages (increased functional activity).
2. M2 macrophages (decreased functional activity).
3. M1/M2 (macrophage polarization).
4. Th17 T lymphocytes (increased functional activity).
5. CD25+FoxP3+Treg cells (modulation of functional activity).
6. CD4+Th1 cells (increased functional activity).
7. CD8+ cytotoxic cells (inhibition of LFA-1 – ICAM-1 interaction).
8. Angiogenesis (VEGF) (blocking).

9. Invasion (Heparanase) (blocking).
10. Invasion, migration (P-selectin) (blocking).
11. Invasion, migration (Integrin αIIbβ3) (blocking).
12. Migration (CXCL12/CXCR4 interactions) (inhibition).
13. Micrometastasis (CD44) (blocking).
14. CTC/CSC (decreased functional activity)*.
15.  Epithelial-mesenchymal transition (inhibition).
 *, circulating tumor cells (CTC)/cancer stem cells (CSC).

Рисунок 1. Плейотропные клеточные и молекулярные изменения при онкогенезе и метастазировании как 
потенциальные мишени для гепарина
Примечание. Эффекты воздействия гепарина или его производных на молекулярные мишени:

Figure 1. Pleiotropic cellular and molecular changes during oncogenesis and metastasis as potential targets for heparin
Note. The effects of heparin or its derivatives on molecular targets:

M1-макрофаги
M1 macrophages
HLA-DR
CD206

LFA-1-ICAM-1

Th17

Th1

CD25+FoxP3+Treg

CCL22

CCL20

CXCL10
CXCL11

CCL2

CXCL12

Wnt-βcatenin-TCF4

CXCR4

CD44

VEGF

VEGF

CD8+

M1/M2-поляризация / M1/M2 polarization
iNOS, TNFα, IL-6, IL-8, IL-1β
ARG-1, IL-10

Гепараназа
Heparanase

Гепараназа
Heparanase

P-селектин
P-selectin

Интегрин αIIbβ3
Integrin αIIbβ3CXCR4

Е-кадгерин
E-kadherin

Е-кадгерин
E-kadherin

IFNg

M2-макрофаги
M2 macrophages

M1-макрофаг / M1 macrophages

М2-макрофаг / M2 macrophages

CD8+Т-лимфоцит / CD8+Т lymphocyte

CD4+Т-лимфоцит / CD4+Т lymphocyte

Тh17 Т-лимфоцит / Th17 T lymphocyte

Тромбоциты / Platelets

Клетка эндотелия / Endothelial cell

Клетка эпителия / Epithelial cell

Опухолевая клетка / Tumor cell
Потенциальная мишень гепарина 
Potential target of heparin



МЕДИЦИНСКАЯ  
ИММУНОЛОГИЯ

САНКТ-ПЕТЕРБУРГСКОЕ РЕГИОНАЛЬНОЕ ОТДЕЛЕНИЕ
РОССИЙСКОЙ АССОЦИАЦИИ АЛЛЕРГОЛОГОВ И КЛИНИЧЕСКИХ ИММУНОЛОГОВ 
(СПб РО РААКИ)

март-апрель

2024, том 26 № 2
Основан в марте 1999 года



С 2001 года журнал «Медицинская иммунология» регулярно входит в «Перечень ведущих рецензируемых научных журналов 
и изданий, в которых должны быть опубликованы основные научные результаты диссертации на соискание ученой степени 
доктора наук», рекомендованных ВАК Министерства образования и науки РФ.

Ответственный секретарь:
Ракитянская Н.В.
E-mail: medimmun@spbraaci.ru
Редактор перевода:
д.м.н. Чухловин А.Б.
Редактор электронной версии:
Ерофеева В.С.
Редакция: тел./факс (812) 233-08-58
Адрес для корреспонденции:  
197101, Санкт-Петербург, а/я 130.
Электронная версия: www.mimmun.ru; www.elibrary.ru
© Медицинская иммунология
Журнал зарегистрирован Северо-Западным региональным управлением Государственного комитета РФ по печати 26 марта 1999 г.
Свидетельство о регистрации № П 3612.
Министерством РФ по делам печати, телерадиовещания и средств массовых коммуникаций 30 июня 2003 г.
Свидетельство о регистрации ПИ № 77-15892.
Федеральной службой по надзору в сфере связи, информационных технологий и массовых коммуникаций (Роскомнадзор)
Свидетельство о регистрации средства массовой информации ПИ №ФС77-60436 30 декабря 2014 г.
Данный материал распространяется по лицензии Creative Commons Attribution 4.0 License.
Издательство «Человек»
199004, Россия, Санкт-Петербург, Малый пр. В.О., 26, оф. 3.
E-mail: mail@mirmed.ru
Тел./факс: (812) 325-25-64.
Подписано в печать 28.12.2023 г. Формат 60 x 90 1/8. Печать офсетная.
Усл. печ. л. 24,25. Тираж 2000 экз. (1-й завод – 1000 экз.) Заказ № 058
Напечатано в ООО «АРТЕМИДА».
199178, Санкт-Петербург, 8-я линия В.О., 83, корп. 1, Литер А
Тел.: (812) 950-10-99.

C 2016 года журнал «Медицинская иммунология» включен в международную базу SCOPUS.

Главный редактор
Фрейдлин Ирина Соломоновна – доктор медицинских наук, 
профессор, заслуженный деятель науки РФ, член-корреспондент 
РАН, главный научный сотрудник отдела иммунологии Института 
экспериментальной медицины, Санкт-Петербург, Россия 

Заместитель главного редактора
Тотолян Арег Артемович – доктор медицинских наук, профессор, 
академик РАН, директор Санкт-Петербургского НИИ эпидемиологии 
и микробиологии имени Пастера, заведующий лабораторией 
молекулярной иммунологии и сероэпидемиологии, Санкт-Петербург, 
Россия   

Редакционная коллегия
Горячкина Людмила Александровна – доктор медицинских наук, 
профессор, заведующая кафедрой клинической аллергологии 
Российской медицинской академии последипломного образования 
Минздрава России, Москва, Россия
Кашкин Кирилл Павлович – доктор медицинских наук, профессор, 
академик РАН, заведующий кафедрой иммунологии Российской 
медицинской академии последипломного образования Минздрава 
России, Москва, Россия
Козлов Владимир Александрович – доктор медицинских наук,  
профессор, академик РАН, научный руководитель НИИ  
фундаментальной и клинической иммунологии Сибирского 
отделения РАН, Новосибирск, Россия
Корнева Елена Андреевна – доктор медицинских наук, профессор, 
заслуженный деятель науки РФ, академик РАН, главный научный 
сотрудник отдела общей патологии и патологической физиологии 
НИИ экспериментальной медицины, Санкт-Петербург, Россия 
Мазуров Вадим Иванович – доктор медицинских наук, профессор, 
академик РАН, президент Северо-Западного государственного 
медицинского университета имени И.И. Мечникова Минздрава 
России, заведующий кафедрой терапии и ревматологии имени 
Э.Э. Эйхвальда, Санкт-Петербург, Россия 
Караулов Александр Викторович – доктор медицинских наук,  
профессор, академик РАН, Первый МГМУ им. И.М.  Сеченова, 
заведующий кафедрой клинической иммунологии и аллергологии, 
Москва, Россия
Недоспасов Сергей Артурович – доктор биологических наук, 
профессор, академик РАН, заведующий кафедрой иммунологии 
МГУ им. М.В. Ломоносова и заведующий отделом молекулярной 
иммунологии в Институте физико-химической биологии им. 
Белозерского МГУ, Москва, Россия

Пинегин Борис Владимирович – доктор медицинских 
наук, профессор, руководитель отдела иммунодиагностики 
и иммунокоррекции ГНЦ Институт иммунологии ФМБА России, 
Москва, Россия 
Симбирцев Андрей Семенович – доктор медицинских наук, 
профессор, член-корреспондент РАН, научный руководитель 
Государственного НИИ особо чистых биопрепаратов ФМБА России, 
Санкт-Петербург, Россия 
Смирнов Bячеслав Cергеевич – доктор медицинских наук, 
профессор, научный руководитель Медико-биологического научно-
производственного комплекса «Цитомед», Санкт-Петербург, Россия
Черных Елена Рэмовна – доктор медицинских наук, профессор, 
член-корреспондент РАН, заместитель директора по научной 
работе НИИ фундаментальной и клинической иммунологии 
Сибирского отделения РАН, заведующая лабораторией клеточной 
иммунотерапии, Новосибирск, Россия

Редакционный совет
Ласунская Елена – доктор медицинских наук, профессор, 
Государственный университет Северной Флуминенсе, Лаборатория 
биологии распознавания, Рио-де-Жанейро, Бразилия
Мароди Ласло – доктор медицинских наук, профессор, Университет 
Дебрецена, Медицинский научный центр, Отдел инфекционной 
и педиатрической иммунологии, Дебрецен, Венгрия
Михалек Ярослав – доктор медицинских наук, Университет 
города Брно, заведующий кафедрой фармакологии медицинского 
факультета, Брно, Чехия
Роггенбук  Дирк – доктор медицинских наук, профессор, Университет 
Лаузиц «University of Applied Sciences», Зенфтенберг, Германия
Сеонг Сеунг-Йонг – доктор медицинских наук, Национальный 
Университет, руководитель кафедры микробиологии и иммунологии, 
Сеул, Корея
Тендлер Евгений – доктор медицинских наук, Медицинский центр 
Рамбам, Отдел клинической биохимии, Хайфа, Израиль
Фейст Евгений – доктор медицинских наук, Университет 
Гумбольдта, клиника «Шаритэ», руководитель отделения 
ревматологии и клинической иммунологии, Берлин, Германия
Халдояниди Софья – доктор медицинских наук, профессор, 
Институт молекулярных исследований, Сан-Диего, Калифорния, США



MEDICAL 
IMMUNOLOGY/
MEDITSINSKAYA 
IMMUNOLOGIYA

RUSSIAN ASSOCIATION OF ALLERGOLOGISTS AND CLINICAL IMMUNOLOGISTS,  
ST. PETERSBURG REGIONAL BRANCH
(SPb RAACI)

March-April

2024, volume 26 .2
Published since March 1999



Since 2001, the Medical Immunology Journal is admitted to the Index of leading peer-reviewed scientific Journals intended  
for publication of key research results of MD Theses, as recommended by the Higher Attestation Commission of the Russian Ministry 
of Education and Science.

Since 2016, the Medical Immunology Journal is included into international SCOPUS database.

Managing Editor:
Natalia Rakitianskaia
E-mail: medimmun@spbraaci.ru
Translation editor:
Alexey B. Chukhlovin, PhD, MD
Online version editorial manager:
Erofeeva V.S.
Editorial Office: phone/fax +7 812 233-08-58
Address for correspondence:  
197101, St. Petersburg, P.O. Box 130.
Electronic version: www.mimmun.ru; www.elibrary.ru
© Medical Immunology
The Journal is registered at the North Western
Regional Administration for the Press Affairs
of the Russian Federation, March 26, 1999.
Certificate of registration PI № 77-15892  
by the Ministry of Press, Television,  
Broadcasting and Mass media of the Russian Federation, June 30, 2003.
Federal Service for Supervision of Communications, Information Technology and Mass Media (ROSKOMNADZOR)
Certificate on registration of mass media PI №FS77-60436, December 30, 2014
This material is distributed under the Creative Commons Attribution 4.0 License.
Chelovek Publishing House
199004, Russian Federation, St. Petersburg, Malyi ave., Vasilevsky Island, 26, office 3.
E-mail: mail@mirmed.ru
Phone/fax: (812) 325-25-64.
Passed for printing 28.12.2023. Print format 60 x 90 1/8. Offset printing.
Printed sheets 24.25. Circulation 2000 copies. (1st edition – 1000 copies.)
Print in LLC «ARTEMIDA»
199178, Russian Federation, St. Petersburg, 8 line of Vasilievsky Island, 83/1-А
Phone: (812) 950-10-99

Editor-in-Chief
Irina S. Freidlin – PhD, MD, Professor, RAS corresponding member, 
Institute of Experimental Medicine, Department of Immunology, 
Chief researcher, St. Petersburg, Russian Federation

Deputy Editor-in-Chief
Areg A. Totolian – PhD, MD, Professor, RAS full member,  
Saint Petersburg Pasteur Institute, Director, Laboratory of Molecular 
Immunology and Seroepidemiology, Chief, St. Petersburg, Russian 
Federation

Editorial Board
Ludmila A. Goriachkina – PhD, MD, Russian Academy of 
Postgratuate Medical Education, Department of Clinical Allergology, 
Chief, Moscow, Russian Federation

Kirill P. Kashkin – PhD, MD, Professor, RAS full member, Russian 
Academy of Postgratuate Medical Education, Department of 
Immunology, Chief, Moscow, Russian Federation

Vladimir A. Kozlov – PhD, MD, Professor, RAS full member, 
Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Scientific 
Director, Novosibirsk, Russian Federation

Elena A. Korneva – PhD, MD, Professor, RAS full member, 
Institute of Experimental Medicine, Department of Pathology 
and Pathophysiology, Chief researcher, St. Petersburg, Russian 
Federation

Vadim I. Mazurov – PhD, MD, Professor, RAS full member, Nord-
Western State Medical University, President, Department of Therapy 
and Rheumatology, Chief, St. Petersburg, Russian Federation

Alexander V. Karaulov – PhD, MD, Professor, RAS full member,  
I. Sechenov First Moscow State Medical University, Department of 
Clinical Immunology and Allergology, Сhief, Moscow, Russia

Sergei A. Nedospasov – PhD, Professor, RAS full member, 
Lomonosov State University, Department of Immunology, Сhief; 
Belozersky Institute of Physico-Chemical Biology, Department of 
Molecular Immunology, Chief, Moscow, Russian Federation

Boris V. Pinegin – PhD, MD, Professor, Institute of Immunology, 
Department of Immunodiagnostics and Immunotherapy, Chief, 
Moscow, Russian Federation

Andrei S. Simbirtsev – PhD, MD, Professor, RAS corresponding 
member, St. Petersburg Institute of Pure Biochemicals, Scientific 
Director, St. Petersburg, Russian Federation

Viacheslav S. Smirnov – PhD, MD, Professor, “Cytomed” Ltd., 
Director on Science, St. Petersburg, Russian Federation

Elena R. Chernykh – PhD, MD, Professor, RAS corresponding 
member, Institute of Fundamental and Clinical Immunology,  
Deputy-director on Science, Laboratory of Cellular Immunotherapy, 
Chief, Novosibirsk, Russian Federation

Editorial Council
Eugen Feist – PD, MD, Department of Rheumatology and Clinical 
Immunology, Charité – Universitätsmedizin Berlin, Free University 
and Humboldt University of Berlin,  Berlin, Germany 

Sophia Khaldoyanidi – PhD, MD, Associate Member, Torrey Pines 
Institute for Molecular Studies, San Diego, CA, USA

Elena Lasunskaia – PhD, MD, Associated Professor, Laboratory 
of Biology of Recognition, Universidade Estadual do Norte 
Fluminense, Rio de Janeiro, Brazil 

László Maródi – PhD, MD, Professor, Department of Infectious and 
Pediatric Immunology, University of Debrecen Medical and Health 
Science Centre, Debrecen, Hungary   

Jaroslav Michálek – PhD, MD, Faculty of Medicine, Department of 
Pharmacology, Masaryk University, Brno, Czech Republic 

Dirk Roggenbuck – PhD, MD, Professor, Lausitz University of 
Applied Sciences, Senftenberg, Germany 

Seung-Yong Seong – PhD, MD, Seoul National University, 
Associate Dean for Planing, Department of Microbiology and 
Immunology, Chief, Seoul, South Korea

Yevgeny Tendler – PhD, MD, Department of Clinical Biochemistry, 
Rambam Medical Center, Haifa, Israel 



229

Медицинская иммунология
2024, Т. 26, № 2,  
стр. 229-230

Medical Immunology (Russia)/ 
Meditsinskaya Immunologiya
2024, Vol. 26,  2, pp. 229-230

Содержание
Contents

СОДЕРЖАНИЕ

Обзоры
Козлов В.А.
ИНДУЦИРУЮЩАЯ РОЛЬ ТИМУСА В ПРОЦЕССЕ СТАРЕНИЯ ОРГАНИЗМА ............................................................................................................. 231
Малащенко В.В., Хлусов И.А., Юрова К.А., Хазиахматова О.Г., Тодосенко Н.М., Литвинова Л.С.
ПОТЕНЦИАЛЬНЫЕ МИШЕНИ ГЕПАРИНА ПРИ ПРОГРЕССИРОВАНИИ И МЕТАСТАЗИРОВАНИИ ЗЛОКАЧЕСТВЕННЫХ 
НОВООБРАЗОВАНИЙ ............................................................................................................................................................................................................ 237

Оригинальные статьи
Фадеев Ф.А., Александрова А.Д., Могиленских А.С.
ФЕНОТИПИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ДЕНДРИТНЫХ КЛЕТОК ПРИ РАЗЛИЧНЫХ ВАРИАНТАХ СТИМУЛЯЦИИ СОЗРЕВАНИЯ ........................... 253
Ганковский В.А., Карпова Е.П., Ганковская Л.В., Авальян Я.С., Меркушова Е.Д., Зинина Е.В.
ОСОБЕННОСТИ ВРОЖДЕННОГО ИММУНИТЕТА У ДЕТЕЙ С ГИПЕРТРОФИЕЙ НЕБНЫХ МИНДАЛИН .............................................................. 263
Шлык И.Ф., Евсегнеева И.В., Беседина Д.Ю., Макарчук И.В.
ДИНАМИКА ПРОФИЛЯ ВРОЖДЕННОГО ИММУННОГО ОТВЕТА У ПАЦИЕНТОВ С ИШЕМИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНЬЮ СЕРДЦА  
В РАЗЛИЧНЫЕ СРОКИ ПОСЛЕ СТЕНТИРОВАНИЯ КОРОНАРНЫХ АРТЕРИЙ ......................................................................................................... 271
Кузьмич Е.В., Павлова И.Е., Беляева Е.В., Бубнова Л.Н.
ИММУНОГЕНЕТИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ДОНОРОВ ГЕМОПОЭТИЧЕСКИХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК, ЯВЛЯЮЩИХСЯ 
ПРЕДСТАВИТЕЛЯМИ НАИБОЛЕЕ МНОГОЧИСЛЕННЫХ ЭТНИЧЕСКИХ ГРУПП РОССИИ ..................................................................................... 281
Хамаганова Е.Г., Хижинский С.П., Абдрахимова А.Р., Кузьминова Е.П., Леонов Е.А., Покровская О.С., Кузьмина Л.А., Паровичникова Е.Н.
МУЛЬТИЛОКУСНЫЕ HLA-ГАПЛОТИПЫ (A-B-C-DRB1-DRB3/DRB4/DRB5-DQA1-DQB1-DPA1-DPB1) В СЕМЬЯХ БОЛЬНЫХ  
С НАЗНАЧЕНИЕМ К ТРАНСПЛАНТАЦИИ АЛЛОГЕННЫХ ГЕМОПОЭТИЧЕСКИХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК ............................................................ 291
Барычева Л.Ю., Какулия Д.М., Минасян М.М., Кузнецова В.В., Козьмова Н.А.
ПОЛИМОРФИЗМ ГЕНОВ ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ИНЕРЛЕЙКИНОВ ПРИ ПЕРВИЧНОЙ ОТКРЫТОУГОЛЬНОЙ ГЛАУКОМЕ ....................... 303
Фабрикантов О.Л., Шурыгин С.Н., Липатова Т.Е., Судаков О.В., Потапов В.Н., Чернов А.В., Шавкута Г.В., Голиков А.В.,  
Якунченко Т.И., Аксёнов В.В.
ЦИТОКИНОВЫЙ ПРОФИЛЬ ПАЦИЕНТОВ С СОЧЕТАННОЙ КАРДИО- И ОФТАЛЬМОПАТОЛОГИЕЙ................................................................... 313
Чистова Н.П., Бодиенкова Г.М.
ЦИТОКИНОВЫЙ ПРОФИЛЬ У ПАЦИЕНТОВ С ВИБРАЦИОННОЙ БОЛЕЗНЬЮ, ОТЯГОЩЕННОЙ АРТЕРИАЛЬНОЙ ГИПЕРТЕНЗИЕЙ 
И ОЖИРЕНИЕМ ........................................................................................................................................................................................................................ 321
Александрова Т.Н., Мулина И.И., Лямкина А.С., Студеникина А.А., Вараксин Н.А., Михайлова Е.С., Поспелова Т.И., Аутеншлюс А.И.
ЦИТОКИНОВЫЙ ПРОФИЛЬ БОЛЬНЫХ ХРОНИЧЕСКИМ МИЕЛОЛЕЙКОЗОМ .......................................................................................................... 329
Изюрова Н.В., Нохрин Д.Ю., Савочкина А.Ю., Узунова А.Н.
НЕЛИНЕЙНЫЕ ГЛАВНЫЕ КОМПОНЕНТЫ ЦИТОКИНОВОГО ПРОФИЛЯ У ДЕТЕЙ С ВНЕБОЛЬНИЧНОЙ ПНЕВМОНИЕЙ ............................. 337
Клюева С.Н., Бугоркова С.А., Кравцов А.Л., Каштанова Т.Н., Кожевников В.А.
СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА КЛЕТОЧНОГО ИММУННОГО ОТВЕТА НА SARS-CoV-2 ПРИ ИНФЕКЦИИ И ВАКЦИНАЦИИ ............ 345
Хромова Е.А., Костинов М.П., Сходова С.А., Осипцов В.Н., Бишева И.В., Пахомов Д.В., Курбатова Е.А., Хасанова А.А.,  
Крюкова Н.О., Шатохин М.Н.
КОРРЕКЦИЯ ИММУННОГО СТАТУСА У ГОСПИТАЛИЗИРОВАННЫХ ПАЦИЕНТОВ С COVID-19 ИММУНОТРОПНЫМ  
ПРЕПАРАТОМ НА ФОНЕ БАЗИСНОЙ ТЕРАПИИ .............................................................................................................................................................. 355
Боровиков И.О., Кравцова Е.И., Булгакова В.П., Боровикова О.И., Бирюкова М.И.
ВОЗМОЖНОСТИ КОРРЕКЦИИ ЛОКАЛЬНОГО ИММУННОГО СТАТУСА У ПАЦИЕНТОК С ХРОНИЧЕСКИМ ЭНДОМЕТРИТОМ ...................... 367
Афлитонов М.А., Стрельникова Е.Г., Безрукова Е.В., Артюшкин С.А., Варюшина Е.А., Моисеева Е.А.
ВЛИЯНИЕ ТОПИЧЕСКИХ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ НА ЛОКАЛЬНЫЕ КОНЦЕНТРАЦИИ IL-5 И МОМЕТАЗОНА ФУРОАТА  
ПРИ ХРОНИЧЕСКОМ ПОЛИПОЗНОМ РИНОСИНУСИТЕ................................................................................................................................................. 379

Краткие сообщения
Дятлова Л.И., Глухова Т.Н.
РОЛЬ ИЗМЕНЕНИЙ ЦИТОКИНОВОГО СТАТУСА ОКОЛОПЛОДНЫХ ВОД В ПАТОГЕНЕЗЕ ФОРМИРОВАНИЯ  
НЕСОСТОЯТЕЛЬНОСТИ ПЛОДНЫХ ОБОЛОЧЕК ............................................................................................................................................................ 389
Османова Г.Я., Александров В.А., Александров А.В., Шилова Л.Н., Черкесова Е.Г., Александрова Н.В., Зборовская И.А.
АНТИТЕЛА К ЦИКЛИЧЕСКОМУ ЦИТРУЛЛИНИРОВАННОМУ ПЕПТИДУ И АНГИОПОЭТИНОПОДОБНЫЙ БЕЛОК 4-ГО ТИПА  
КАК МАРКЕРЫ ИММУННОГО ВОСПАЛЕНИЯ И ОСТЕОПОРОТИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ У БОЛЬНЫХ РЕВМАТОИДНЫМ АРТРИТОМ ....... 393
Цибизова А.А., Ясенявская А.Л., Тюренков И.Н., Озеров А.А., Самотруева М.А.
ВЛИЯНИЕ ПРОИЗВОДНОГО ПИРИМИДИНА НА УРОВЕНЬ ЦИТОКИНОВ В УСЛОВИЯХ СТРЕПТОКОККОВОЙ РАНЕВОЙ ИНФЕКЦИИ ..... 401

Случай из практики
Быкова Е.А., Фалалеева Н.А., Мялина С.А., Шегай П.В., Гривцова Л.Ю.
ОПЫТ ПРИМЕНЕНИЯ ЦИТОКИНОТЕРАПИИ В ЛЕЧЕНИИ РЕЦИДИВНОГО РАКА ШЕЙКИ МАТКИ ....................................................................... 407

Правила для авторов ........................................................................................................................................................................................ 415

Авторский указатель.......................................................................................................................................................................................... 418

Предметный указатель .................................................................................................................................................................................... 418



230

Contents
Содержание

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

CONTENTS

Reviews
Kozlov V.A.
INDUCING ROLE OF THYMUS IN THE BODY’S AGEING PROCESS ............................................................................................................................... 231 
Malashchenko V.V., Khlusov I.A., Yurova K.A., Khaziakhmatova O.G., Todosenko N.M., Litvinova L.S.
POTENTIAL TARGETS OF HEPARIN DURING PROGRESSION AND METASTASIS OF MALIGNANT NEOPLASMS .............................................. 237 

Original articles
Fadeyev F.A., Aleksandrova A.D., Mogilenskikh A.S.
PHENOTYPIC FEATURES OF DENDRITIC CELLS WHEN USING DIFFERENT MODES OF THEIR STIMULATED MATURATION ......................... 253
Gankovsky V.A., Karpova E.P., Gankovskaya L.V., Avalyan Ya.S., Merkusheva E.D., Zinina E.V.
FEATURES OF INNATE IMMUNITY IN CHILDREN WITH HYPERTROPHY OF THE PALATINE TONSILS .................................................................. 263
Shlyk I.F., Evsegneeva I.V., Besedina D.Yu., Makarchuk I.V.
DYNAMICS OF THE INNATE IMMUNE RESPONSE PROFILE IN PATIENTS WITH CORONARY HEART DISEASE  
AT DIFFERENT TERMS AFTER CORONARY ARTERY STENTING .................................................................................................................................. 271
Kuzmich E.V., Pavlova I.E., Belyaeva E.V., Bubnova L.N.
IMMUNOGENETIC CHARACTERISTICS OF HEMATOPOIETIC STEM CELL DONORS REPRESENTING THE MOST NUMEROUS  
ETHNIC GROUPS IN RUSSIA ................................................................................................................................................................................................. 281
Khamaganova E.G., Khizhinskiy S.P., Abdrakhimova A.R., Kuzminova E.P., Leonov E.A., Pokrovskaya O.S., Kuzmina L.A., Parovichnikova E.N.
MULTILOCUS HLA HAPLOTYPES (A-B-C-DRB1-DRB3/DRB4/DRB5-DQA1-DQB1-DPA1-DPB1) IN FAMILIES OF PATIENTS  
SCHEDULED FOR ALLOGENEIC HEMATOPOIETIC STEM CELL TRANSPLANTATION .............................................................................................. 291
Barycheva L.Yu., Kakulia D.M., Minasyan M.M., Kuznetsova V.V., Kozmova N.A.
POLYMORPHISM OF PRO-INFLAMMATORY INERLEUKIN GENES IN PRIMARY OPEN-ANGLE GLAUCOMA ........................................................ 303
Fabrikantov O.L., Shurygin S.N., Lipatova T.E., Sudakov O.V., Potapov V.N., Chernov A.V., Shavkuta G.V., Golikov A.V., Yakunchenko T.I., Aksenov V.V.
CYTOKINE PROFILE IN THE PATIENTS WITH COMBINED CARDIO- AND OPHTALMOPATHIES .............................................................................. 313
Chistova N.P., Bodienkova G.M.
CYTOKINE PROFILE IN PATIENTS WITH VIBRATION DISEASE, AGGRAVATED BY HYPERTENSION AND OBESITY .......................................... 321
Aleksandrova T.N., Mulina I.I., Lyamkina A.S., Studenikina A.A., Varaksin N.A., Mikhaylova E.S., Pospelova T.I., Autenshlyus A.I.
CYTOKINE PROFILE IN PATIENTS WITH CHRONIC MYELOID LEUKEMIA ................................................................................................................... 329
Iziurova N.V., Nokhrin D.Yu., Savochkina A.Yu., Uzunova A.N.
NONLINEAR MAIN COMPONENTS OF THE CYTOKINE PROFILE IN CHILDREN WITH COMMUNITY-ACQUIRED PNEUMONIA ......................... 337
Klyueva S.N., Bugorkova S.A., Kravtsov A.L., Kashtanova T.N., Kozhevnikov V.A.
COMPARATIVE CHARACTERISTICS OF THE CELLULAR IMMUNE RESPONSE TO SARS-CoV-2 DURING INFECTION  
AND POST-VACCINATION ...................................................................................................................................................................................................... 345
Khromova E.A., Kostinov M.P., Skhodova S.A., Osiptsov V.N., Bisheva I.V., Pachomov D.V., Kurbatova E.A., Khasanova A.A., Kryukova N.O.,  
Shatokhin M.N.
CORRECTION OF IMMUNE STATUS FROM HOSPITALIZED COVID-19-PATIENTS WITH IMMUNOTROPIC DRUG ADDED  
TO THE BASIC TREATMENT .................................................................................................................................................................................................. 355
Borovikov I.O., Kravtsova E.I., Bulgakova V.P., Borovikova O.I., Biryukova M.I.
OPTIONS FOR CORRECTION OF LOCAL IMMUNE STATUS IN PATIENTS WITH CHRONIC ENDOMETRITIS ......................................................... 367
Aflitonov M.A., Strelnikova E.G., Bezrukova E.V., Artyushkin S.A., Moiseeva E.A.
EFFECT OF TOPICAL DRUGS ON THE LOCAL CONCENTRATIONS OF IL-5 AND MOMETASONE FUROATE IN CHRONIC  
POLYPOUS RHINOSINUSITIS ................................................................................................................................................................................................ 379

Short communications
Dyatlova L.I., Glukhova T.N.
ROLE OF ALTERED AMNIOTIC FLUID CYTOKINE PROFILE IN DEVELOPMENT OF FETAL MEMBRANE INSUFFICIENCY ................................ 389
Osmanova G.Ya., Aleksandrov V.A., Aleksandrov A.V., Shilova L.N., Cherkesova E.G., Aleksandrova N.V., Zborovskaya I.A.
ANTIBODIES TO CYCLIC CITRULLINATED PEPTIDE AND ANGIOPOIETIN-LIKE PROTEIN TYPE 4 AS MARKERS  
OF IMMUNE INFLAMMATION AND OSTEOPOROTIC PROCESSES IN RHEUMATOID ARTHRITIS PATIENTS ........................................................ 393
Tsybizova A.A., Yasenyavskaya A.L., Tyurenkov I.N., Ozerov A.A., Samotrueva M.A.
EFFECT OF A PYRIMIDINE DERIVATIVE ON THE LEVEL OF CYTOKINES IN CONDITIONS OF STREPTOCOCCAL  
WOUND INFECTION ................................................................................................................................................................................................................ 401

Clinical case
Bykova E.A., Falaleeva N.A., Myalina S.A., Shegai P.V., Grivtsova L.Yu.
EXPERIENCE OF CYTOKINE THERAPY IN THE TREATMENT OF RECURRENT CERVICAL CANCER .................................................................... 407

Instructions to Authors ....................................................................................................................................................................................... 415

Author index .................................................................................................................................................................................................................. 418

Subject index ................................................................................................................................................................................................................ 418



231

Обзоры
Reviews

Медицинская иммунология
2024, Т. 26, № 2,  
стр. 231-236

Medical Immunology (Russia)/ 
Meditsinskaya Immunologiya
2024, Vol. 26,  2, pp. 231-236

1 page

Адрес для переписки:

Козлов Владимир Александрович 
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт 
фундаментальной и клинической иммунологии»
630099, Россия, г. Новосибирск, ул. Ядринцевская, 14.
Тел.: 8 (383) 222-26-74.
Факс: 8 (383) 222-70-28.
E-mail: vakoz40@yandex.ru

Address for correspondence:

Kozlov Vladimir A.
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology
14 Yadrintsevskaya St
Novosibirsk
630099 Russian Federation.
Phone: +7 (383) 222-26-74.
Fax: +7 (383) 222-70-28.
E-mail: vakoz40@yandex.ru

Образец цитирования: 

В.А. Козлов «Индуцирующая роль тимуса в процессе 
старения организма» // Медицинская иммунология, 
2024. Т. 26, № 2. С. 231-236.  
doi: 10.15789/1563-0625-IOT-2891

© Козлов В.А., 2024 
Эта статья распространяется по лицензии 
Creative Commons Attribution 4.0

For citation: 

V.A. Kozlov “Inducing role of thymus in the body’s ageing 
process”, Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya 
Immunologiya, 2024, Vol. 26, no. 2, pp. 231-236. 

doi: 10.15789/1563-0625-IOT-2891

© Kozlov V.A., 2024 
The article can be used under the Creative 
Commons Attribution 4.0 License

DOI: 10.15789/1563-0625-IOT-2891

ИНДУЦИРУЮЩАЯ РОЛЬ ТИМУСА В ПРОЦЕССЕ СТАРЕНИЯ 
ОРГАНИЗМА
Козлов В.А.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия

Резюме. Процесс старения следует рассматривать с точки зрения участия в нем всех гомеостати-
ческих систем организма, учитывая их разнозначимость для существования самого организма и при-
нимая во внимание разновременность включения в процесс их возрастных изменений. По-видимому, 
следует обратить внимание на литературные данные о возрастных изменениях функциональной ак-
тивности иммунной системы, которая практически равна нулю при рождении человека, достига-
ет максимума в возрасте около 40-50 лет и значительно снижается в процессе старения организма. 
Именно с последним этапом возрастных изменений функциональной активности иммунной систе-
мы обоснованно связываются практически все наиболее социально значимые заболевания современ-
ного человека: онкологические, аутоиммунные, аллергические заболевания, сердечно-сосудистые и 
другие. До сих пор, наверное, нет единого мнения о том: старение – это болезнь или не болезнь, а 
так, некий естественный, временной износ «биологической машины». Во всяком случае, необходимо 
подчеркнуть, что одним из первых органов, где начинают регистрироваться возрастные изменения 
негативного характера, является тимус, один из двух центральных органов иммунной системы. Вто-
рой центральный орган – костный мозг. Возрастные изменения в тимусе не носят характер «все или 
ничего», «сейчас или никогда», они характеризуются в норме постепенным снижением производства 
клеток в тимусе с изменением их качественных характеристик, а значит, это несомненно будет ска-
зываться в той или степени на показателях активности иммунной системы в сторону их негативных 
проявлений. Хроническое воспаление, один из значимых признаков процесса старения, участвует 
и в ускорении возрастной инволюции тимуса, и в повреждении ниши с располагающимися в ней 
стволовыми кроветворными клетками. Главным механизмом в нарушениях функциональной актив-
ности тимуса является нарушение центральной толерантности с миграцией из тимуса на периферию 
Т-клеток, миновавших (обманувших) негативную селекцию в силу различных причин. Необходимо 
разрабатывать новые подходы к оценке функциональных показателей тимуса с особым вниманием на 
поиски терапевтических воздействий на них с целью сохранить функциональную активность иммун-
ной системы на высоком уровне в течение длительного времени.

Ключевые слова: тимус, старение, миграция Т-клеток, Т-регуляторные клетки, Т-эффекторные клетки, цитокины, 
иммунопатология
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INDUCING ROLE OF THYMUS IN THE BODY’S AGEING 
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Kozlov V.A.
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Abstract. The ageing process should be considered with respect to all homeostatic systems of the body, their 
importance for the existence of the organism itself and different timing of their switching-on in the process of 
age-related changes. An attention should be paid to the literature data on age-related changes in the functional 
activity of immune system, which starts from almost zero at birth, reaches a maximum at the age of about 40-50 
years and significantly decreases during the natural ageing process. The vast majority of most socially significant 
diseases of modern humans are reasonably associated with this last stage of age-related changes in the functional 
activity of the immune system. So far, there is probably no consensus on whether ageing is a disease, or not a 
disease, but just a kind of natural wear of the “biological machine”. In any case, one should emphasize that 
thymic gland is one of the first organs where negative age-related changes are revealed, one of the two central 
organs of the immune system. Bone marrow is the second central immune organ. Age-related changes in the 
thymus are not “all or nothing”, “now or never”, they are normally characterized by a gradual decrease of the 
cell production and changes in their qualitative characteristics, which undoubtedly result into some negative 
effects upon the indices of immune system activity. There is a need to develop new approaches towards the 
assessment of functional parameters of the thymus, highlighting the search for therapeutic approaches that 
would maintain functional activity of the immune system at a high level.

Keywords: thymus, aging, migration of T cells, T regulatory cells, T effector cells, cytokines, immunopathology

Нельзя, говоря о тимусе, обойти проблему 
участия этого центрального органа иммуните-
та в процессах, именно в процессах, старения. 
Особенно это важно, учитывая данные о том, что 
тимус, как орган, один из первых, если не самый 
первый, подвергается инволюции на первых эта-
пах онтогенеза. В названии этой статьи отсут-
ствует слово «иммунопатогенез». Это связано с 
нечетким определением процесса старения ор-
ганизма: это болезнь, приводящая к гибели орга-
низма, или что? Если болезнь, ее можно и нужно 
лечить, но можно ли вылечить?

Все другие «болезни» вылечить можно, хотя 
бы теоретически, и нужно. Старение однозначно 
излечить нельзя! Тогда как обозначить процесс, 
который характеризуется целым рядом наруше-
ний в процессе его протекания, который можно 
и нужно корригировать, но который все равно 
изойдет «на нет»? Есть над чем подумать, о чем 
порассуждать… Термин «устаревание» может 
быть лучше, чем «старение». Ну, устарел, но ведь 
еще работает, это же еще не конец. Подновить, 
подзаменить, подмазать и вперед, еще порабо-
тает?

Если попробовать обобщить все данные об из-
менениях в процессе старения функций тимуса, 
то мнение будет однозначное: все плохо. Атро-
фия органа отмечается, количество ранних эми-
грантов из тимуса уменьшается, а это значит, что 
и число наивных Т-клеток на периферии снижа-

ется, подавляется продукция тимоцитами целого 
ряда цитокинов, включая IL-2, IL-9, IL-10, IL-13, 
IL-14, на фоне повышения выработки лейкемия-
ингибирующего фактора (LIF), онкостатина М 
(OSM), фактора стволовых клеток (SCF) [7, 18]. 

Существует мнение, что хроническое воспа-
ление, один из значимых признаков процесса 
старения, участвует как в ускорении возрастной 
инволюции тимуса, так и в повреждении ниши с 
располагающимися в ней стволовыми кроветвор-
ными клетками [11].

Считается, что состояние ЭКТ (эпителиаль-
ные клетки тимуса) во многом определяет ха-
рактер изменений функций тимуса в процессе 
старения организма. Эти клетки отвечают за 
экспрессию и презентацию тканево-рестрикти-
рованных антигенов AIRE-зависимым и AIRE-
независимым образом, за привлечение в процесс 
негативной селекции ДК и индукцию образова-
ния в тимусе Treg. В настоящее время описаны 
два гена, функционирующие в клетках тимуса: 
AIRE (autoimmune regulator) и FEZF2 (forebrain 
expressed zink finger 2), продукты которых несут от-
ветственность за формирование иммунной толе-
рантности к аутоантигенам [18, 20]. По-видимому, 
деградация популяции ЭКТ со снижением их ко-
личества в органе является одним из главнейших 
факторов атрофии тимуса в процессе старения. 
Снижение количества ЭКТ, экспрессирующих 
AIRE-зависимые тканевые антигены, ложится в 
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основу миграции из тимуса тимоцитов с высо-
ко-аффинными ТКР (Т-клеточный рецептор) к 
определенным тканевым антигенам с последую-
щей индукцией аутоиммунной патологии в стар-
ческом возрасте [2,  10]. По существу, это при-
водит к полому центральной толерантности со 
всеми вытекающими последствиями в виде роста 
аутоиммунной патологии в процессе старения. 
Данные свидетельствуют о многокомпонентно-
сти процесса атрофии тимуса с участием гормо-
нов (тестостерон, эстрогены, глюкокортикоиды), 
IL-7, IL-22, продукция которых в ЭКЕ снижается 
в процессе старения, с участием фактора транс-
крипции Forkhead box (FOX)N1, экспрессия ко-
торого в ЭКТ уменьшается в старости [5]. Весьма 
интересными представляются данные о возмож-
ном механизме инволюционной атрофии тимуса. 
Получены данные, свидетельствующие о про-
цессе эпителиально-мезенхимальном переходе с 
появлением новых фибробластов в тимусе. Пред-
полагается, что здесь имеет место трасдифферен-
цировка эпителиальных клеток в предадипоциты 
при участии фактора PPARγ (proliferator-activated 
receptor γ) [6, 22, 23]. При этом, прямое участие 
в процессе клеточного перехода принимает уча-
стие молекула CD147, которая экспрессирует-
ся на Т-клетках в тимусе и с помощью которой 
Т-клетки взаимодействуют с молекулой Annexin 
A2 на ЭКТ, а TGF-β, продукция которого воз-
растает в тимусе старых людей и мышей, способ-
ствует активации переходного процесса клеток в 
тимусе, поддерживая тем самым процесс инво-
люции тимуса в старом возрасте [3]. Возникает 
проблема терапии процесса возрастной инволю-
ции тимуса с помощью воздействий, направлен-
ных на снижение экспрессии CD147 на тимоци-
тах и на подавление продукции в тимусе TGF-β.

По-видимому, одним из самых главных по-
казателей снижения функции тимуса в процессе 
старения является факт уменьшения на порядки 
способности ТКР специфически распознавать 
чужеродные антигены, что в значительной сте-
пени ограничивается возможность Т-клеток от-
вечать на чужеродные антигены [12,  13] с фор-
мированием иммунодефицитного состояния в 
старости. При этом число лимфоцитов на пери-
ферии не столь выраженно изменяется, но за-
метны флуктуации в соотношениях Т-клеточных 
популяции с увеличением содержания клеток 
памяти и уменьшением содержания наивных 
Т-клеток [18]. Возможно, этими изменения-
ми можно объяснить данные о сохранении им-
мунной отвечаемости к антигенам, с которыми 
организм контактировал ранее в возрасте, но 
снижением иммунного ответа к антигенам ин-
фекционным, опухолевым, вакцинальным, с ко-
торыми старческий организм встречается в пер-

вые  [1]. Здесь следует напомнить о снижении 
поликлональности ТКР и возрастании настро-
енности к полому центральной толерантности и 
аутоиммунной реактивности. Последнее находит 
подтверждение в данных о снижении экспрессии 
в тимусе тканево-рестриктированных антигенов, 
по-видимому, вследствие уменьшения количе-
ства ЭКТ, экспрессирующих AIRE-ген, так же 
как снижения уровня его экспрессии в отдельно 
взятой клетке [2, 10]. В силу последних наруше-
ний клетки тимуса не могут обеспечить формиро-
вание центральной толерантности к ауто-антиге-
нам и Т-клетки с высоко аффинным рецептором 
мигрируют на периферию, где и обуславливают 
возрастание аутоиммунных реакций с возрастом. 

В отношении характеристики тимусных Treg 
нельзя сказать, что имеются четкие представле-
ния об их статусе в старости. С одной стороны, 
данные свидетельствуют о снижении в тимусе 
их количества в процессе старения на фоне уве-
личения их пропорции среди циркулирующих 
Т-клеток на периферии. Одним из возможных 
механизмов негативного участия тимуса в про-
цессах старения является у мышей ремиграция в 
тимус клеток Treg с периферии, где они ингиби-
руют развитие de novo местных Treg. С возрастом 
пропорция мигрировавших в тимус Treg возрас-
тает, а образование местных Treg уменьшается. 
Предполагается, что аналогичный процесс про-
исходит и у человека [19].

Выше уже говорилось о том, что перифериче-
ские, активированные и дифференцированные 
Treg мигрируют в тимус, где они ингибируют раз-
витие de novo местных Treg. Очень важно то, что 
с возрастом пропорция мигрировавших в тимус 
Treg возрастает [19]. К сожалению, нет данных 
о возможности повторной миграции из тиму-
са ранее ремигрировавших в него Treg. Если да, 
то какова их иммуносупрессорная активность? 
Если повторной миграции нет, не является ли 
процесс ремиграции в Treg причиной увеличения 
в старости признаков аутоиммунной реактивно-
сти вследствие снижения миграции числа Treg, 
образованных в тимусе de novo? Можно думать, 
что при разных патологиях данный процесс мо-
жет меняться в ту или другую сторону: увеличе-
ние миграции Treg в тимус с последующим сни-
жением производства собственных Treg может 
характеризовать аутоиммунную патологию, а 
уменьшение миграции на фоне нормального вос-
производства Treg в тимусе станет характеристи-
кой опухолевого процесса в организме. 

В настоящее время представляется трудным 
объяснение увеличения частоты в старости двух 
несопоставимых заболеваний, различных с точ-
ки зрения участия в их патогенезе Treg. Это от-
носится к онкозаболеваниям, где активность Treg 
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считается повышенной, и аутоиммунным заболе-
ваниям, где сниженная активность Treg является 
одним из самых значимых факторов иммунопа-
тогенеза. Данные свидетельствуют о снижении с 
возрастом производства Treg в тимусе и об увели-
чении пропорции Treg с возрастом в перифериче-
ской крови с усилением супрессорной активно-
сти последних [4, 9,  16]. Можно предположить, 
что в иммунопатогенезе этих двух не очень сход-
ных или совсем не сходных заболеваний прини-
мают участие различные субпопуляции Treg, если 
учесть наличие в тимусе двух отличных предше-
ственников Treg, потомки каждой из которых 
принимают участие в патогенезе различных за-
болеваний с разной иммуносупрессорной актив-
ностью, или, например, участие в аутоиммунном 
процессе tTreg тимусного происхождения, а в он-
копроцессе – участие популяции индуцирован-
ных iTreg. В литературе имеются данные о разной 
супрессорной активности у клеток разных субпо-
пуляций Treg [8]. Описаны еще две субпопуляции 
Treg, соотношение которых в периферической 
крови может меняться с возрастом, одна из ко-
торых CD25lo накапливается с возрастом, для 
функционирования которой необходим IL-15 и 
ее клетки экспрессируют меньше фактора Bim, 
чем клетки другой субпопуляции CD25hi, для вы-
живания которых необходим IL-2. Уровень по-
следнего с возрастом снижается [14, 15]. Однако 
возможна и другая интерпретация описанных ре-
зультатов. В литературе накопились данные о по-
явлении у Т-клеток эффекторов резистентности 
к супрессорному механизму Treg при различных 
аутоиммунных заболеваниях, включая ревмато-
идный полиартрит [21]. Тогда можно предполо-
жить, что те же клетки Teff, попадая в опухолевое 
окружение, под его влиянием становятся, на-
оборот, более чувствительными к супрессорным 
механизмам Treg. В таком случае, даже в усло-
виях сниженной супрессорной активности Treg 
в старческом возрасте, их (механизмов) доста-
точно, чтобы подавить противоопухолевую ци-
тотоксическую активность Teff и способствовать 
росту опухоли. По крайней мере, имеются дан-
ные о разной чувствительности к супрессорному 
эффекту клеток Teff разных субпопуляций [8]. 
Если хотя бы формально в литературе описа-
но существование в тимусе двух субпопуляций 
предшественников для Treg, потомки которых на 
периферии обладают разной супрессорной актив-
ностью [17], то в отношении предшественников 
Teff разной чувствительности к супрессорному 
эффекту Treg данные, по-видимому, отсутству-
ют и могут представлять значительный интерес 
для проводимых исследований. И все же вопрос 
остается не решенным. С одной стороны, полом 
механизмов центральной толерантности в тимусе 

с последующей миграцией клеток на периферии 
с аутоагрессивной настроенностью на фоне сни-
жения содержания Treg в тимусе и уменьшения 
миграции последних. Это неминуемо должно 
приводить к увеличению развития аутоиммунной 
патологии в старости. Так оно и есть, что и реги-
стрируется проведенными исследованиями. Но, 
с другой стороны, увеличение содержания Treg 
на периферии, по-видимому, обуславливает рост 
онкологической патологии. И это так оно и есть. 
И это подтверждается многочисленными иссле-
дованиями. Где та середина, которая позволит 
добраться до истины? Здесь важен один момент. 
В обоих случаях первопричина лежит в наруше-
ниях функциональной активности тимуса, как 
центрального органа иммунной системы. А глав-
ный механизм в этих нарушениях в обоих слу-
чаях практически один и тот же, а именно нару-
шение центральной толерантности с миграцией 
из тимуса на периферию Т-клеток, миновавших 
(обманувших) негативную селекцию в силу раз-
личных причин. Только в случае аутоиммунной 
патологии формировалась резистентность клеток 
Teff к действию Treg (и других клеток с иммуно-
супрессорной активностью), что и способствует 
развитию аутоиммунных заболеваний. В случае 
онкопатологии, Т-клетки-эффекторы были го-
товы реагировать на собственные аутоантигены, 
которыми являются ОАА, но здесь включаются 
механизмы формирования периферической то-
лерантности в виде различного рода регулятор-
ных клеток за счет активного включения в про-
цесс подавления иммунного ответа к опухолевым 
антигенам с последующим ростом опухоли. Па-
тологии разные, а основополагающий механизм 
развития один и тот же, связанный с патологией 
тимуса.

Заключение
Если говорить о механизмах процесса старе-

ния организма, то теоретических размышлений 
по данной проблеме достаточное множество. 
По-видимому, стоит согласиться с мнением, что 
не может быть единой, отдельно взятой теории. 
Скорее всего следует размышлять о теории ком-
плексных механизмов, определяющих процесс 
старения. Про старость можно говорить так, 
что там все плохо, все системы гомеостатиче-
ские работают все хуже и хуже. Мы еще далеки 
от познания механизмов нормального старения, 
старения без болезней, без видимых болезнет-
ворных причин. Это дело будущего и, думается, 
далеко не ближайшего. Но другое дело, с уча-
стием в процессе старения различных заболе-
ваний, с их самым различным патогенезом, так 
или иначе обуславливающих ускорение про-
цесса старения, являясь порой причиной непо-
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средственной гибели организма. По-видимому, 
не последнее место как в процессе нормально-
го старения, так в процессе старения с участием 
патологических вмешательств, занимает гомео-
статическая иммунная система с ее набором раз-
личных иммунокомпетентных клеток, большого 
количества цитокинов, набором реакций на из-
менения антигенно-структурного гомеостаза в 
ответ как на аутоантигены, так и на различного 
рода чужеродные антигены. По крайней мере, 
иммунная система с ее функциональными нару-
шениями ложится в основу наиболее социально 
значимых заболеваний современного человека: 
аутоиммунные, онкологические, аллергические 
заболевания, атеросклероз. Многочисленные ли-

тературные данные свидетельствуют о ведущей 
роли тимуса в механизмах процесса старения, на-
чиная с того, что в тимусе, как в одном из двух 
главных органов иммунной системы, очень рано 
в онтогенезе регистрируются возрастные измене-
ния, связанные с ослаблением функциональной 
активности органа, что в конце концов и прояв-
ляется в виде различных заболеваний и процесса 
старения организма.

Следует признать, что можно затянуть процесс 
старения организма с помощью корригирующих 
воздействий на тимус, но вряд ли возможно ког-
да-нибудь совсем остановить его. Старение – это 
венец эволюции, и без него невозможно эволю-
ционное развитие ни живого, ни неживого.
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ПОТЕНЦИАЛЬНЫЕ МИШЕНИ ГЕПАРИНА ПРИ 
ПРОГРЕССИРОВАНИИ И МЕТАСТАЗИРОВАНИИ 
ЗЛОКАЧЕСТВЕННЫХ НОВООБРАЗОВАНИЙ
Малащенко В.В.1, Хлусов И.А.1, 2, Юрова К.А.1, Хазиахматова О.Г.1, 
Тодосенко Н.М.1, Литвинова Л.С.1, 2

 
1 Научно-технологический парк «Фабрика», ФГАОУ ВО «Балтийский федеральный университет имени 
Иммануила Канта», г. Калининград, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Сибирский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Томск, Россия

Резюме. Онкологические заболевания занимают одну из лидирующих позиций в структуре смерт-
ности населения. Комплексный подход в онкотерапии, помимо прямого воздействия на злокаче-
ственные опухоли, направлен на снижение рисков их рецидивов и метастазирования, а также сни-
жение тяжести побочных эффектов противоопухолевой химио- и радиотерапии заболевания. При 
онкологических заболеваниях повышается вязкость крови, что сопровождается гиперкоагуляцион-
ным синдромом. Для преодоления его последствий активно используются прямые и непрямые анти-
коагулянты, в частности гепарин и его производные. Биологические функции и структурные осо-
бенности гепарина делают его потенциальной универсальной платформой в разработке препаратов 
для широкого применения, в том числе в онкологии. Появление технологии фракционирования 
гепаринов и получения низкомолекулярных форм и их производных позволило сосредоточиться не 
только на антикоагуляционных эффектах, но и получать фракции с целевой фармакологической ак-
тивностью. Применение антикоагулянтов в некоторых случаях позволило выявить их противоопу-
холевый эффект, что послужило основанием для более детального исследования фармакотерапевти-
ческих эффектов этой группы препаратов. В настоящее время получены данные о множественных 
путях взаимодействия гепарина и опухолевых клеток. В процессе развития первичной опухоли и при 
формировании вторичных метастазов в отдаленных органах есть ряд общих черт, обусловленных ис-
пользованием одних и тех же молекулярно-клеточных механизмов. В качестве мишеней для гепарина 
здесь могут выступать молекулы, отвечающие за межклеточные взаимодействия как между опухо-
левыми клетками, так и между клетками опухоли и опухоль ассоциированными иммунокомпетент-
ными клетками, преимущественно лимфоцитами и макрофагами, что способствует уходу опухоли 
от иммунного надзора. Другой важной мишенью являются цитокины, стимулирующие опухолевый 
ангиогенез. Производные гепарина способны подавлять активность опухолей и нарушать процессы 
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метастазирования на различных этапах, ингибируя активность гепараназы, P-/L-селектина, ангиоге-
нез, модулируя хемокиновую ось CXCL12-CXCR4, регулируя активность ОАМ. 

Данный краткий обзор рассматривает реальные контуры понимания и использования потенци-
альных антиметастатических свойств гепарина и его производных при злокачественных новообразо-
ваниях костной ткани, поскольку препараты на основе гепарина применяются в качестве антикоагу-
лянтов при эндопротезировании крупных суставов и дефектов кости у больных остеосаркомой.

Ключевые слова: гепарин, актикоагулянты, онкология, онкогенез, метастазирование, хемокины

POTENTIAL TARGETS OF HEPARIN DURING PROGRESSION 
AND METASTASIS OF MALIGNANT NEOPLASMS
Malashchenko V.V.a, Khlusov I.A.a, b, Yurova K.A.a, 
Khaziakhmatova O.G.a, Todosenko N.M.a, Litvinova L.S.a, b

a Science and Technology Park “Fabrica”, Immanuel Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russian Federation  
b Siberian State Medical University, Tomsk, Russian Federation

Abstract. In the modern world, oncological diseases occupy the leading positions in the structure of 
mortality. An integrated approach to oncotherapy is not only aimed at immediate affection of malignant 
tumors, but also directed at reducing the risk of tumor recurrence and metastasis, as well as alleviating side 
effects of chemotherapy and radiotherapy of the disease. In oncologic disorders, blood viscosity increases, 
thus being associated with hypercoagulation syndrome. To prevent its consequences, the direct and indirect 
anticoagulants, especially heparin and its derivatives, are actively used. Biological functions and structural 
features of heparin make it a potential universal platform of a drug development for broad application, including 
oncology. With the advent of heparin fractionation technology and preparation of low-molecular weight forms 
and their derivatives, it has become possible to focus not only on anticoagulant activity but also to obtain 
fractions with targeted pharmacological activity. Usage of the anticoagulants has shown their antitumor activity 
in some cases, thus providing a basis for a more detailed study of pharmacotherapeutic effects of this group of 
drugs. Currently, some data suggest various pathways of interaction between heparin and tumor cells. There are 
multiple common features in development of a primary tumor and formation of secondary distant metastases, 
which may be attributed to similar molecular cellular mechanisms. The molecules mediating intercellular 
interactions, both between the tumor cells and between malignant cells and tumor-associated immune cells 
(e.g., lymphocytes and macrophages) may serve as targets for heparin thus helping the tumor to evade immune 
surveillance. The cytokines that stimulate tumor angiogenesis represent another important therapeutic target. 
Heparin derivatives are able to suppress tumor activity and prevent metastatic processes at various stages by 
inhibiting heparanase, P-/L-selectin, and angiogenesis activity, modulating the CXCL12-CXCR4 chemokine 
axis, and regulating OAM activity.

This brief review addresses the current understanding and application of the potentially antimetastatic 
properties of heparin and its derivatives in malignant bone tumors since the heparin-based drugs are used as 
anticoagulants in arthroplasty of large joints and bone defects in patients with osteosarcoma.

Keywords: heparin, anticoagulants, oncology, oncogenesis, metastasis, chemokines
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Введение
Современные онкологические заболевания 

занимают одну из лидирующих позиций в струк-
туре смертности населения. Комплексный под-

ход в онкотерапии, помимо прямого воздействия 
на злокачественные опухоли, направлен на сни-
жение рисков их рецидивов и метастазирования, 
а также снижение тяжести побочных эффектов 
противоопухолевой химио- и радиотерапии забо-
левания [111]. При онкологических заболеваниях 
повышается вязкость крови (прежде всего, при 
опухолевом метастазировании), что сопровожда-
ется гиперкоагуляционным синдромом. Для пре-
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одоления его последствий активно используются 
прямые и непрямые антикоагулянты, в частно-
сти, гепарин и его производные [19]. Применение 
антикоагулянтов в некоторых случаях позволило 
выявить их противоопухолевый эффект [19], что 
послужило основанием для более детального ис-
следования фармакотерапевтических эффектов 
этой группы препаратов. В настоящее время по-
лучены данные о множественных путях взаимо-
действия гепарина и опухолевых клеток [60]. В то 
же время нефракционированные гепарины – это 
функционально гетерогенная смесь гепаринов. 
Появление технологии фракционирования гепа-
ринов и получения низкомолекулярных форм и 
их производных позволило сосредоточиться не 
только на антикоагуляционных эффектах, но и 
получать фракции с целевой фармакологической 
активностью. Таким образом, гепарин и его про-
изводные становятся инструментом точечного 
воздействия на рост и развитие опухолей и сопут-
ствующие этим процессам эффекты, такие как 
гиперкоагуляция и метастазирование.

Целью данного обзора стала оценка современ-
ных данных по влиянию гепарина и его произво-
дных на различные этапы онкогенеза и опухоле-
вого метастазирования.

Гепарины (характеристики гепарина и его про-
изводных)

Гепарины – это группа структурно гомологич-
ных, но функционально плейотропных природ-
ных гликозаминогликанов (ГАГ), что обуслов-
лено электростатическими взаимодействиями 
и влиянием сульфатирования на четвертичную 
структуру молекул. Обычно гепарины подраз-
деляют на две группы: нефракционированный 
гепарин (НФГ) и низкомолекулярные гепарины 
(НМГ) [86]. 

НФГ содержит смесь молекул гепарина с мо-
лекулярной массой от 6 кДа до 60 кДа и чаще всего 
извлекается из тканей животных (в основном из 
слизистой у свиней). Это накладывает ряд огра-
ничений, в частности существуют риски микроб-
ного загрязнения фармацевтического гепарина, 
этические и коммерческие риски и издержки, 
обусловленные особенностями получения сырья, 
что в сочетании с растущим спросом привело к 
поиску новых источников гепаринов, как жи-
вотного происхождения, так и полученных био-
технологическими методами. НФГ, как и другие 
ГАГ, представляет из себя сложную линейную по-
лисахаридную структуру повторяющихся единиц 
уроновой кислоты и D-глюкозамина/N-ацетил-
D-глюкозамина, содержащую большое количе-
ство сульфатированных групп. Функционально, 
полианионовые молекулы гепаринового проте-

огликана способны концентрировать различные 
положительно заряженные молекулы цитокинов, 
факторов роста, протеаз, которые секретируются 
тучными клетками при их стимуляции/деграну-
ляции [86]. Таким образом, структурные особен-
ности и биологическая роль гепарина объясняют 
его функциональную плейотропность при ис-
пользовании в качестве фармацевтического пре-
парата. 

Известно, что из полностью процессирован-
ных молекул гепарина только одна из трех способ-
на связываться с антитромбином (АТ) [92]. Так-
же показано, что гепарины, из-за особенностей 
сульфатирования, по-разному проявляют анти-
коагулянтные эффекты к фактору свертывания 
Ха (FXa) и тромбину. Это позволило разработать 
технологии получения более коротких вариантов 
гепарина с оптимизированной антикоагулянт-
ной активностью и сниженным риском кровоте-
чений по сравнению с НФГ. Фрагментация НФГ 
химическими или ферментативными методами 
позволяет получать более короткие варианты ге-
парина (НМГ) с молекулярной массой от 1  кДа 
до 10  кДа [9,  10]. Использование современных 
методов биосинтеза позволяет синтетически мо-
дифицировать НМГ путем добавления или за-
мены некоторых химических групп в структуру 
молекулы [74]. Среди производных НМГ можно 
выделить гепариноподобные гликозаминоглика-
ны (HLGAG), сульфатированный неантикоагу-
лянтный гепарин (S-NACH), низкомолекуляр-
ный гепарин-таурохолат-тетрамер дезоксихолат 
(LHTD4), LHTD4/DCK (комплекс LHTD4 и 
дезоксихолилэтиламина DCK), высокомолеку-
лярный гепариноподобный полисахарид, полу-
ченный из Escherichia coli K5 (K5- NSOS), LHsura 
(комплекс гепарина и фрагмента сурамина) и 
LHbisD4 (конъюгат низкомолекулярного гепа-
рина и четырех бис-дезоксихолатов) и др. [60]. 
Они способны связываться с широким спектром 
белков, что определяет высокое разнообразие 
регуляторных эффектов, а также имеют разные 
фармакокинетические профили, что необходи-
мо для диверсифицированного применения в 
клинической практике. НМГ, в отличие от НФГ, 
обладают более высокой биодоступностью, луч-
ше дозируются и вызывают меньше побочных 
эффектов [46,  103]. Антикоагулянтные эффекты 
гепарина нами подробнее рассматривались ра-
нее [56], далее речь пойдет преимущественно о 
неантикоагулянтных эффектах. Разнообразие по-
добных эффектов привело к разработке альтерна-
тивных препаратов на основе гепарина, не про-
являющих антикоагулянтную активность [17], а 
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особый интерес представляет их использование в 
онкологии. 

Онкогенез и метастазирование
Благодаря современным медицинским тех-

нологиям, продолжительность жизни людей 
значительно выросла. Вместе с тем «старение» 
населения увеличивает частоту онкологических 
заболеваний, как одной из самых смертоносных 
и социально значимых патологий, особенно в 
развитых регионах планеты [89]. Ключевым фак-
тором неблагоприятных исходов при злокаче-
ственных опухолях является метастазирование. 
Метастазирование – сложный, многоэтапный и 
многофакторный процесс, в рамках которого на 
фоне развития и прогрессирования первичного 
опухолевого узла, происходит отделение и дис-
семинация циркулирующих опухолевых клеток 
(ЦОК) через лимфатические или кровеносные 
сосуды [45, 99]. 

Прогрессирование солидных опухолей во 
многом обусловлено не только накопленными в 
раковых клетках генетическими мутациями, но 
и опухолевым микроокружением, которое игра-
ет ключевую роль и является необходимой пред-
посылкой для метастазирования [35]. Ведущим 
компонентом опухолевого микроокружения яв-
ляются иммунокомпетентные клетки, среди ко-
торых можно выделить Т-клетки, дендритные 
клетки и макрофаги. При этом опухоль-ассоци-
ированные макрофаги (ОАМ) представлены не 
только тканевыми макрофагами, исходно кон-
тактировавшими с клетками до их злокачествен-
ной трансформации, но и макрофагами, проис-
ходящими из моноцитов периферической крови, 
инфильтрирующих опухоль в процессе ее фор-
мирования и развития, а также супрессорными 
клетками миелоидного происхождения (Myeloid-
derived suppressor cells (MDSCs)) [33].

ОАМ – наиболее многочисленная, хотя и до-
статочно гетерогенная и полифункциональная 
популяция иммунных клеток, инфильтрирую-
щих опухоль [22, 80]. В целом макрофаги, в том 
числе и ОАМ, обладают высокой функциональ-
ной пластичностью. Вместе с тем можно вы-
делить два наиболее выраженных состояния их 
функциональной поляризации: классический 
активированный M1-фенотип и альтернативно 
активированный M2-фенотип [20, 75, 91]. Важно, 
что в ответ на сигналы, генерируемые опухолевы-
ми клетками, например IL-8, может происходить 
M2-поляризация ОАМ [77, 104]. M2-макрофаги 
секретируют широкий спектр противовоспали-
тельных цитокинов, в том числе IL-10, IL-13 и 
TGF-β, что в контексте опухолевого микроокру-
жения стимулирует развитие опухоли и ее уход 
от иммунного надзора. Есть ряд исследований, 

которые наглядно демонстрируют, что плотность 
и локализация M2-ОАМ связаны с неблагопри-
ятным клиническим исходом при различных ва-
риантах солидных опухолей [28, 62]. 

В свою очередь M2-ОАМ способствуют эпи-
телиально-мезенхимальному переходу клеток 
опухоли, что увеличивает их миграционный и 
инвазивный потенциал. Раковые клетки после 
такого перехода могут дополнительно секрети-
ровать GM-CSF и CCL2, что стимулирует ре-
крутирование макрофагов [109] и формирует 
петлю обратной связи («порочный круг»). ЦОК, 
происходящие из первичной опухоли или из 
метастатических очагов, считаются предше-
ственниками метастазов [7]; приобретение ими 
дополнительных мезенхимальных признаков в 
результате эпителиально-мезенхимального пере-
хода способствует их выживанию и метастазиро-
ванию [67,  79]. Таким образом, взаимодействие 
между ОАМ и опухолью создает условия для мета-
стазирования, опосредованного ЦОК, за счет ре-
гуляции их мезенхимальной трансформации по 
оси STAT3/miR-506-3p/FoxQ1 [106]. Другой ме-
ханизм, способствующий выживанию ЦОК, это 
формирование так называемой «тромбоцитарной 
оболочки» [53]. Однако, помимо защитной функ-
ции, тромбоциты способствуют прикреплению 
ЦОК, ангиогенезу, опухолевому росту и образо-
ванию метастатического очага [52]. ЦОК активно 
синтезируют множество медиаторов, активирую-
щих тромбоциты: тромбоксан A2, тромбин, АДФ, 
CD97, и HMGB1 [65, 83]. Это приводит к повы-
шенной активации тромбоцитов, которая спо-
собствует усилению адгезии между тромбоцитами 
и ЦОК и является одной из причин протромбо-
тического состояния при раке [63]. Активирован-
ные тромбоциты экспрессируют молекулы адге-
зии, в частности различные интегрины (αIIbβIII, 
α2β1, α5β1, α6β1, αLβ2, αвβ3), GPIb-IX-V, GPVI, 
CLEC-2 и P-селектин [110]. Достаточно подроб-
но описано блокирующее взаимодействие ге-
парина со многими из перечисленных молекул, 
что делает их возможной мишенью для противо-
опухолевой и противометастатической терапии 
с использованием гепарина (рис.  1, см. 2-ю стр. 
обложки). 

В целом процессы опухолевого прогрессиро-
вания и метастазирования можно разделить на 
следующие этапы: прогрессирование первичной 
опухоли, инвазия и интравазация, циркуляция, 
экстравазация и формирование метастазов (фор-
мирование преметастатической ниши, форми-
рование микрометастазов и метастатическая ко-
лонизация) [68]. Далее мы опишем различные 
потенциальные мишени для гепарина и его про-
изводных на разных этапах.
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В процессе развития первичной опухоли и при 
формировании вторичных метастазов в отдален-
ных органах есть ряд общих черт, обусловлен-
ных использованием одних и тех же молекуляр-
но-клеточных механизмов. В качестве мишеней 
для гепарина здесь могут выступать молекулы, 
отвечающие за межклеточные взаимодействия 
как между опухолевыми клетками, так и между 
клетками опухоли и опухоль-ассоциированны-
ми иммунокомпетентными клетками, преиму-
щественно лимфоцитами и макрофагами, что 
способствует уходу опухоли от иммунного над-
зора [105]. Другой важной мишенью являются 
цитокины, стимулирующие опухолевый ангиоге-
нез [72].

1. Первичная опухоль, ангиогенез и опухоль 
ассоциированный «иммунитет» 

1.1. Опухоль-ассоциированные макрофаги и ге-
парин

Наиболее многочисленной группой иммуно-
компетентных клеток, взаимодействующих с ра-
ковыми клетками, принято считать ОАМ [105], 
что делает их наиболее вероятной целью для 
воздействия гепарином или его производными. 
В этом плане НФГ, как правило, подавляет про-
воспалительную активность макрофагов. Так, на 
примере мышиных перитониальных макрофагов 
было продемонстрировано, что в присутствии ге-
парина снижается LPS-индуцированная продук-
ция провоспалительных цитокинов: TNFα, IL-6, 
IL-8 и IL-1β, за счет индукции Кавеолина-1 и ак-
тивации p38/MAPK-пути (рис.  1.3) [57]. Важно, 
что индукция Кавеолина-1 происходит не только 
на макрофагах, но и на опухолевых клетках. Его 
роль в онкогенезе неоднозначна, с одной сторо-
ны, он повышает клеточную подвижность, что 
способствует распространению опухолевых кле-
ток, а с другой – снижает их пролиферативный 
потенциал [87, 108]. 

В других работах продемонстрировано, что 
гепарин снижает продукцию TGF-β макрофа-
гами при пуромициновом гломерулосклерозе. 
Интерес представляет тот факт, что при этом 
снижается инфильтрация воспаленных участков 
макрофагами [18]. В то же время, что на фоне ги-
пергликемического стресса гепарин способствует 
снижению макрофагальной продукции провос-
палительных факторов (iNOS и TNFα), и, напро-
тив, приводит к увеличению содержания в крово-
токе противовоспалительных молекул, таких как: 
ARG-1 и IL- 10 в мышиной модели гиперглике-
мии [1]. Исследования по взаимодействию гепа-
рина с HMGB1 (ядерным негистоновым ДНК-
связывающим белком) также демонстрируют его 
противовоспалительный эффект. HMGB1 секре-
тируется во время воспаления, но не обладает 

выраженной провоспалительной активностью, 
однако взаимодействуя с другими активаторами, 
например, LPS может значительно усиливать их 
эффекты. HMGB1 способствует фосфорилиро-
ванию p38 и ERK1/2, что в свою очередь при-
водит к усилению продукции TNFα [51]. При 
этом гепарин напрямую связывается с HMGB1 и 
препятствует его взаимодействию с рецептором 
конечных продуктов усиленного гликирования 
(RAGE); добавление гепарина также ингиби рует 
TNFα и IL-6, высвобождаемые макрофагами в 
ответ на HMGB1 [55]. Здесь важно отметить, что 
HMGB1 способствует тромбозу, воспалению, 
инициирует иммунный ответ посредством ре-
крутирования/активации моноцитов/макрофа-
гов [102]. Таким образом, блокирование HMGB1 
с помощью НФГ будет иметь разнонаправлен-
ный эффект. 

Для более избирательного воздействия на опу-
холь можно использовать НМГ вместо НФГ. Для 
опухолевых клеток характерно использование 
клеточных механизмов, задействованных при 
эмбриогенезе, в том числе и при формировании 
иммунной толерантности. Общность этих меха-
низмов предполагает и схожие эффекты гепарина 
на них. В контексте первичной невынашиваемо-
сти беременности наблюдается повышенная экс-
прессия HLA-DR и CD206 в макрофагах в ответ 
на НМГ Innohep® (тинзапарин натрия) (рис. 1.1). 
Это сопровождается повышенной секрецией хе-
мокина CCL20, ассоциированного с Th17 клетка-
ми (рис. 1.4), и пониженной секрецией молекул 
CCL2, связанных с M2-фенотипом макрофагов 
(рис.  1.2) [82]. Таким образом, НМГ, и, в част-
ности Innohep®, теоретически могут способ-
ствовать и провоспалительной M1-поляризации 
ОАМ. Использование НМГ и его производных с 
заданными свойствами может быть направлено 
на снижение протективного цитокинового фона 
опухоли.

1.2. Иммуносупрессивное микроокружение опу-
холи и гепарин

Одной из причин выживания опухолей, на-
ряду с ОАМ, является формирование иммуно-
супрессорного микроокружения, важную роль 
в котором играют CD25+FoxP3+Treg клетки, ко-
торые отвечают за иммунотолерантность к ра-
ковым клеткам. В контексте ускользания опу-
холи от иммунного надзора особый интерес 
представляют эффекты гепарина, направленные 
на регуляцию активности лимфоидного звена 
иммунной системы. Существует потенциальная 
возможность модуляции иммунореактивности 
инфильтрующих опухоль Т-лимфоцитов (ИОЛ) 
с помощью гепарина и/или его производных с 
отрицательно заряженным сульфатированием. 



242

Malashchenko V.V. et al.
Малащенко В.В. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

По крайней мере реакция трансплантат против 
хозяина (РТПХ) и первичная невынашиваемость 
при беременности показывают возможность 
такого подхода. Введение гепарина значитель-
но увеличивает долю CD25+FoxP3+Treg среди 
CD4+ клеток, что снижает выраженность РТПХ, 
как это было показано на мышиной модели, и 
на человеческих клеточных линиях. При этом 
наблюдается подавление активности эффектор-
ных Т-клеток, общее снижение количества CD8+ 
и CD4+Т-лимфоцитов, увеличение продукции 
IL-2 наивными Т-клетками, стимулированными 
антителами против CD3ε в присутствии транс-
формирующего фактора роста-бета (TGF-β) [39]. 
В то же время в случае первичной невынаши-
ваемости беременности описаны противопо-
ложные результаты. При использовании НМГ 
наблюдается пониженный уровень CCL22, свя-
занного с Th2-лимфоцитами, и снижение доли 
регуляторных Т-клеток (CD25+FoxP3+Treg) на 
фоне увеличения продукции IFNε (рис. 1.5) [14]. 
Следует подчеркнуть, что такая разнонаправлен-
ность эффектов НМГ требует более тщательного 
подбора НМГ во избежание нежелательных эф-
фектов при онкологической патологии. Среди 
ожидаемых положительных эффектов гепарина 
стоит отметить увеличение концентрации Th1-
ассоциированных хемокинов CXCL10 и CXCL11 
(рис.  1.6) и Th17-ассоциированного хемокина 
CCL20 (рис.  1.4), аналогичное тому, что наблю-
дается в плазме у женщин, получавших НМГ [82]. 
В случае беременности такие результаты явля-
ются негативными, приводящими к выкидышу. 
Однако в отношении регуляции активности опу-
холь-ассоциированных иммунных клеток они 
выглядят вполне обнадеживающими. Гепарин 
может оказывать влияние на CD8+Т-лимфоциты. 
Существует проблема кластеризации Т-клеток за 
счет ICAM-1-опосредованной агрегации активи-
рованных CD8+ гомотипических лимфоцитов из 
микроокружения опухоли, как опухоль-опосре-
дованного механизма торможения иммунитета. 
Это приводит к нарушению миграции клеток в 
дренирующие опухоль лимфатические узлы в мо-
делях in vitro. Нарушение взаимодействий LFA-
1-ICAM-1 с последующей декластеризацией мо-
жет быть полезно для улучшения прохождения 
активированных лимфоцитов к лимфатическим 
узлам и их последующей рециркуляции [112]. 
Есть данные о влиянии гепарина на LFA-1-
ICAM-1 опосредованную межклеточную комму-
никацию. Так, в модели взаимодействия клеток 
линии HUVEC и полиморфоядерных лейкоци-
тов, стимулированных IL-1β, LPS и TNFα, НФГ, 
НМГ и О-десульфатированные производные ге-
парина оказывали выраженный ингибирующий 

эффект на клеточную адгезию, опосредованную 
LFA-1-ICAM-1 и дополнительно способствова-
ли небольшому снижению экспрессии ICAM-1 
и E-селектинов [48]. Подобный эффект может 
быть реализован и в отношении опухоль инфиль-
трирующих CD8+Т-лимфоцитов (рис.  1.7), что 
может иметь положительное действие при про-
тивоопухолевой терапии с использованием гепа-
рина и/или его производных.

1.3. Опухолевый ангиогенез и гепарин
Важным фактором развития злокачественной 

опухоли и ее метастазирования является опухо-
левый ангиогенез. Одними из ключевых цито-
кинов, регулирующих этот процесс, считаются 
белки семейства фактора роста эндотелия со-
судов (VEGF). Они индуцируют митотические 
процессы, инвазию эндотелиальных клеток и 
формирование капилляров. Предполагается на-
личие гепаринсвязывающего домена у всех бел-
ков семейства VEGF, что обусловливает эффекты 
гепарина и его производных не только в отноше-
нии лимфоангиогенеза, но и в более широком 
контексте. Известно, что при эпителиальных 
злокачественных опухолях частота метастази-
рования клеток через кровеносные сосуды в 3-5 
раз меньше, чем через лимфатические. Приме-
чательно, что в лимфоангиогенезе важную роль 
играет взаимодействие VEGF-C/VEGFR-3 [93, 
97]. Среди различных производных гепарина, в 
качестве ингибитора этого сигнального пути наи-
лучшим образом себя зарекомендовал коньюгат 
НМГ и четырех бис-дезоксихолатов (LHbisD4) 
(рис. 1.8) [21]. В модели рака молочной железы 
(опухоли 4Т1 и MDA-MB-231) было продемон-
стрировано, что применение LHbisD4 приводит 
к снижению метастазирования в лимфатические 
сосуды по сравнению с контрольной группой [32, 
81]. Эффект от LHbisD4 был более выражен, чем 
от НМГ, и не был ассоциирован с антикоагуляци-
онным эффектом гепарина. Другое производное 
гепарина, комплекс LHTD4 и дезоксихолилэти-
ламина DCK (LHTD4/DCK) также ингибирует 
ангиогенез, что приводит к торможению роста 
опухоли уже в мышиной модели плосококлеточ-
ной карциномы [3]. Комплексная терапия НМГ 
и адриамицином приводит к снижению экспрес-
сии VEGF в опухолевой ткани, запускает апоптоз 
опухолевых клеток и уменьшает метастазиро-
вание в мышиной модели рака молочной желе-
зы [113]. При сравнении НМГ и его коньюгата с 
сурамином (LHsura) выяснено, что противоан-
гиогенная активность коньюгата заметно более 
выражена [76]. В дополнение к ингибированию 
ангиогенеза, гепарин и его производные способ-
ны снижать VEGF-индуцированную проницае-
мость эндотелиального барьера [40]. Совокупные 
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эффекты гепарина в отношении лимфоангиоге-
неза и ангиогенеза обусловлены его биологиче-
скими свойствами, способностью концентриро-
вать различные молекулы, тем самым делая их 
недоступными. Это позволяет развивать новые 
терапевтические подходы с применением гепа-
рина, помогающие блокировать развитие опухо-
лей и препятствующие метастазированию.

2. Инвазия и интравазация/экстравазация. 
Формирование метастазов (преметатстатическая 
ниша, микрометастазы, метастатическая колони-
зация) и гепарин

Опухоль обладает слаборазвитой сосудистой 
сетью, которая формирует микроокружение с 
постоянно меняющимися уровнями кислорода 
и питательных веществ, что приводит к перио-
дическому воздействию окислительного стресса 
и гипоксии на опухолевые клетки [25], накопле-
нию мутаций и способствует миграции и мета-
стазированию. При диапедезе клетки проникают 
(инвазируют) через базальную мембрану, которая 
состоит из сложной сети производных коллагена 
и гликозаминогликанов (в частности гепаран-
сульфата) и может быть не фенестрированной. 
Поэтому эффективность клеточной миграции во 
многом зависит от активности гидролитических 
ферментов, в том числе гепараназы, которая обе-
спечивает расщепление гепарансульфата, консо-
лидирующего, наряду с другими ГАГ, волокни-
стый экстрацеллюлярный матрикс (ЭЦМ) [78, 
95]. Макромолекулы гепарансульфата, благодаря 
своей способности связываться с цитокинами 
и ростовыми факторами, могут создавать «ре-
зервуар» сигнальных молекул во внеклеточном 
матриксе и на поверхности клеток, тем самым 
регулируя передачу сигналов и межклеточную 
коммуникацию, а активность гепараназы спо-
собствует ремоделированию ЭЦМ как части кле-
точного микроокружения [36]. Таким образом, 
гепараназа является важным модификатором 
микроокружения самой опухоли и окружающих 
ее сосудов и здоровых тканей, участвует в про-
цессах ангиогенеза, инвазии и метастазирова-
нии, что делает ее принципиальной мишенью 
для противораковой терапии [5, 27, 71]. Извест-
ны два высокоафинных гепарин / гепарисуль-
фат-связывающих домена, блокировка которых 
ингибирует активность гепараназы [49]. Это де-
лает перспективным использование гепарина 
для нейтрализации гепараназы, что должно спо-
собствовать снижению инвазивного потенциала 
опухолевых клеток (рис. 1.9). Однако активность 
гепараназы характерна не для всех видов опухо-
лей, например, при карциноме толстой кишки 
наблюдается низкая экспрессия гепараназы, и, 
что интересно, гепарин и его производные не 

проявляли антиметастатической активности в ее 
отношении. В то же время продемонстрирована 
эффективность производных гепарина в качестве 
ингибитора метастазирования меланомы [27]. 
Гепариноподобный гликополимер со специфи-
ческим паттерном сульфатирования, разработан-
ный в качестве ингибитора гепараназы, подавля-
ет метастазирование рака молочной железы [58]. 
Есть ряд клинических испытаний препаратов на 
основе миметиков гепарина (ронепарстат и неку-
параниб) для терапии рака с выраженной актив-
ностью гепараназы [26, 116]. Миметик гепарина 
PG545 проявляет сильный эффект за счет акти-
вации аутофагии через сигнальный путь NF-κB 
в клетках лимфомы [107]. Он же в сочетании с 
сорафенибом (ингибитор тирозинкиназы) про-
демонстрировал высокую антиметастатическую 
активность в отношении рака печени в мышиной 
модели [24]. В целом применение производных 
гепарина и его миметиков с высокой аффинно-
стью к гепараназе, демонстрирует перспектив-
ные результаты подавлении метастазирования 
некоторых видов рака (рис. 1.9).

На начальном этапе развития метастаз клю-
чевую роль играет формирование клеточных 
конгломератов, микрометастазов; в этот процесс 
включены различные трансмембранные моле-
кулы, в том числе и CD44, который является ре-
цептором гиалуронана и обладает афинностью 
к E- и L-селектинам [2, 88]. В этом отношении 
экзогенный гепарин ингибирует образование 
опухолевых сфер гепатомы, по-видимому, за счет 
конкурентного связывания с CD44-рецептором и 
блокирования его сигналинга (рис. 1.13) [54]. Это 
делает перспективным использование произво-
дных гепарина для профилактики опухолевого 
метастазирования, воздействуя на ранние этапы 
этого процесса.

Ключевым фактором, необходимым для эф-
фективной трансэндотелиальной миграции 
клеток, является активация эндотелия, что в со-
четании с формированием хемокинового гра-
диента при замедлении кровотока способствует 
управляемому рекрутированию клеток из крове-
носного русла с последующим прикреплением к 
стенке сосуда. Селектины – ключевые молекулы 
адгезии, в норме опосредующие взаимодействие 
между лейкоцитами, эндотелиальными клетками 
и тромбоцитами [50]. Выделяют 3 типа селекти-
нов: P-селектин, который хранится в α-гранулах 
тромбоцитов и тельцах Вейбеля–Паладе эндоте-
лиальных клеток; Е-селектин экспрессируется 
de novo в ответ на активацию клеток эндотелия 
и L-селектин, который конститутивно экспрес-
сируется на клеточной поверхности почти всех 
субпопуляций лейкоцитов [38]. Селектиновая 
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клеточная адгезия осуществляется за счет гете-
ротипических взаимодействий их С-лектинового 
домена с гликанами. Межклеточные контакты 
опухолевых клеток с лейкоцитами, тромбоцита-
ми и клетками эндотелия, опосредованные се-
лектинами, ассоциированы с неблагоприятным 
прогнозом у онкологических больных [13, 31, 37]. 
Важно, что P- и L-селектин могут связываться с 
сульфатированными гликанами, включая гепа-
рин, гепарансульфат, фукоидан и сульфатирован-
ные гликолипиды [43, 73, 100], что препятствует 
взаимодействию селектинов с лигандами опухо-
левых клеток. Это указывает на то, что гепарин 
способен препятствовать селектин-опосредован-
ным межклеточным контактам и, как следствие, 
опухолевому метастазированию (рис.  1.10) [12, 
24,  47,  94]. Применения модифицированных 
аналогов гепарина с анти-P-селектиновой актив-
ностью продемонстрировано снижение очагов 
метастатических поражений на мышиной моде-
ли, однако подобный эффект не наблюдался у 
мышей с дефицитом P-селектина [34]. В моде-
ли рака поджелудочной железы MPanc96 суль-
фатированный неантикоагулянтный гепарин 
(S-NACH) подавлял адгезию и последующую ин-
вазию опухолевых клеток [96]. Также показано, 
что гепарин нарушает адгезию между клетками 
аденокарциномы толстой кишки LS180 мышей и 
P-селектином [12, 101]. Похожий эффект наблю-
дался и при исследовании гликополимеров, ими-
тирующих гепарин в модели метастатической 
меланомы B16 у мышей [16]. Ранее, аналогичный 
эффект был описан при оценке влияния коньюга-
тов гепарина (поли-2-аминоэтилметакрилатного 
гликополимера с нативным гепариндисахари-
дом) в отношении клеток меланомы [15]. Сово-
купные результаты исследований демонстрируют 
эффективность гепарина и его производных в 
качестве ингибитора селектин-опосредованного 
опухолевого метастазирования. 

3. Циркуляторное русло
3.1. Тромбоциты
Метастатическое распространение опухо-

ли – многоэтапный процесс, который во многом 
базируется на перекрестных взаимодействиях, 
трансформированных и стромальных клеток опу-
холевого и тканевого микроокружения. Как уже 
упоминалось выше, селектины активно экспрес-
сируются на поверхности тромбоцитов и обеспе-
чивают адгезию, в том числе с клетками опухоли. 
В кровотоке ЦОК часто окружены тромбоци-
тами. Тромбоцитарный P-селектин может свя-
зываться с муцинами гликокаликса опухолевых 
клеток (в частности карциномы), что, в дальней-
шем, способствует метастазированию [12]. Тром-
боциты могут, с одной стороны, способствовать 

защите опухолевых клеток, а с другой – служат 
«мостом» между клетками опухоли и эндотели-
ем сосудов [69, 70]. Таким образом, гепарин и его 
производные, направленные на взаимодействие 
с P-селектином (описанные выше), эффективно 
препятствуют тромбоцитарно-опухолевому вза-
имодействию, снижая выживаемость ЦОК и их 
миграционный, инвазивный и метастатический 
потенциал (рис. 1.10). Однако тромбоциты могут 
опосредовать взаимодействие опухолевых клеток 
и ЭЦМ за счет экспрессии интегринов, но и в 
этом случае производные гепарина демонстриру-
ют свою эффективность. Модифицированные ге-
парины с низкой антикоагулянтной активностью 
(RO-гепарин, CR-гепарин, N-2,3-DS-гепарин и 
2,3-O-DS-гепарин) могут препятствовать адгезии 
между тромбоцитами и клетками меланомы А375 
за счет блокирования интегрина αIIbβ3 (рис. 
1.11) [114]. Также гепарин и его производные 
способны блокировать взаимодействие VLA-4 
(Интегрин α4β1) / VCAM-1 в клетках меланомы 
B16F10 и меланомы MV3 [84, 85]. Но этот эффект 
практически не наблюдается для коротких вари-
антов гепарина и во многом зависит от плотности 
его сульфатирования [84]. Помимо селектинов и 
интегринов, важное значение в межклеточной 
коммуникации играют также кадгерины. На кле-
точной линии MPanc96-luc показан антиметаста-
тический эффект от применения гепарина [6]. 
Интересно, что на фоне снижения метастатиче-
ской активности наблюдалось снижение концен-
трации E-кадгерина. Здесь стоит отметь важную 
роль E-кадгерина в эпителиально-мезенхималь-
ном переходе. По-видимому, гепарин (S-NACH) 
может препятствовать функциональной модифи-
кации опухолевых клеток за счет снижения экс-
прессии E-кадгерина. Таким образом, гепарин и 
его производные могут снижать эффективность 
взаимодействия опухолевых клеток и тромбоци-
тов с одной стороны и препятствовать их эпите-
лиально-мезенхимальному переходу – с другой 
(рис. 1.15). Это важно, так подобные эффекты 
проявляются в отношении ЦОК, пока они цир-
кулируют и, соответственно, являются более уяз-
вимыми, теряя при это очень важный защитный 
механизм. 

3.2. Хемокины
Другим важным элементом межклеточных 

взаимодействий является хемокиновый сигналиг. 
Хемокины на основании количества и располо-
жения N-концевых остатков цистеина разделя-
ют на четыре семейства: C, CC, CXC и CX3C. Их 
эффекты обусловлены взаимодействием со спец-
ифическими рецепторами на клеточной поверх-
ности и обеспечивают регуляцию клеточного тра-
фика и таргетную миграцию (хоуминг), что очень 
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важно для адекватного функционирования, в том 
числе иммунной системы. Вместе с тем, ЦОК 
также активно используют хемокиновый сиг-
налинг при миграции и метастазировании [98]. 
Наиболее изучен вклад оси CXCL12/CXCR4 в 
этот процесс [8]. В норме эта система регулирует 
трафик нейтрофилов, мобилизацию стволовых 
клеток и их хоуминг. По-видимому, ЦОК после 
эпителиально-мезенхимального перехода также 
начинают активно использовать данную систему. 
В то же время гликозаминогликаны участвуют в 
регуляции хемокиновой активности; собственно 
гепарин может блокировать активность хемоки-
нов, связывать их, выполняя функцию хемоки-
нового депо [29]. Способность гепарина модули-
ровать активность оси CXCL12/CXCR4 является 
важной составляющей его антиметастатического 
эффекта (рис. 1.12) [90]. В модели рака молочной 
железы с повышенной экспрессией CXCR4 ис-
пользование гепарина и тинзапарина уменьшало 
метастазирование опухолевых клеток в легочную 
ткань [30, 64]. Эноксапарин, также способство-
вал снижению метастатической активности рака 
толстой кишки, что также обусловлено блоки-
рованием CXCL12/CXCR4 взаимодействия [59]. 
Низкомолекулярный гепарин-таурохолат-те-
трамер дезоксихолат (LHTD4) ингибировал ми-
грацию раковых клеток MDA-MB-231 [4]. НМГ 
(фраксипарин) сильно снижал инвазивную, ми-
грационную и адгезивную способность клеток 
аденокарциномы легкого человека A549, которая 
обусловлена активностью CXCL12/CXCR4 [115]. 
Помимо метастазирования, блокирование 
CXCL12/CXCR4 гепарином может быть эффек-
тивно в качестве компонента при комбиниро-
ванной терапии острого миелолейкоза (ОМЛ), 
так как его активность зависит от хемокиновой 
регуляции [44]. Общие механизмы опухолевого 
метастазирования и регуляции активности лей-
козных клеток, основанные на взаимодействии 
CXCL12/CXCR4, позволяют расширить спектр 
применения гепарина и его производных в те-
рапии злокачественных опухолей мезенхимного 
происхождения.

3.3. Раковые стволовые клетки
Основной проблемой рецидива первичного 

опухолевого узла и его метастазирования явля-
ется формирование раковых стволовых клеток 
(РСК). По-видимому, РСК и ЦОК – это сильно 
пресекающиеся группы клеток, но не являющи-
еся синонимами, так как РСК могут сохранять-
ся в первичном очаге, но именно эти клетки во 
многом отвечают и за метастазирование. Ис-
пользование звеньев сигнальных путей в каче-
стве мишеней для таргетной терапии рака может 
нести серьезные последствия, поскольку многие 

сигнальные пути, например, Wnt-βcatenin-TCF4, 
являются общими для нормальных стволовых 
клеток и РСК. В связи с этим тонкая регуляция 
активности стволовых клеток, которая во многом 
обусловлена эпигеномным взаимодействием с 
различными компонентами ЭЦМ, включая ГАГ, 
представляется перспективным направлением. 
Например, G2.2 сульфатированный несахарид-
ный ГАГ-миметик гексасахарида гепарина спо-
собен избирательно ингибировать РСК толстой 
кишки за счет активации p38 MAP киназы [11]. 
Таким образом, гепарин и его производные или 
миметики способны напрямую влиять на РСК 
и регулировать их функциональную активность, 
что может быть использовано как высокоспе-
цифичный антиметастатический инструмент 
(рис. 1.14).

3.4. Тромбоэмболия
Помимо метастазирования, серьезной про-

блемой при многих онкологических заболевани-
ях является венозная тромбоэмболия (ВТЭ) [66]. 
Гепарин, в частности НМГ, широко использует-
ся для лечения онкологических больных с при-
знаками гиперкоагуляционного синдрома. На-
пример, он рекомендуется в качестве препарата 
первого выбора, в соответствии с руководством 
по терапии первой линии для краткосрочного и 
долгосрочного лечения ВТЭ (рекомендации Ев-
ропейского общества медицинской онкологии 
(ESMO), Национальной комплексной онкологи-
ческой сети (NCCN) или Американского обще-
ства клинической онкологии (ASCO) [23, 41, 42, 
61]. Опыт клинического применения НМГ в он-
кологии насчитывает несколько десятилетий и 
демонстрирует сбалансированный профиль без-
опасности. Комплексное сочетание антикоагуля-
ционных и неантикоагуляционных эффектов ге-
парина может заметно повысить эффективность 
противоопухолевой терапии в плане борьбы с 
гиперкоагуляцией крови, а также препятствовать 
опухолевому метастазированию за счет ингиби-
рования взаимодействий с тромбоцитами и нару-
шению межклеточной коммуникации.

Заключение
В терапии опухолевых заболеваний гепарин 

и его производные могут служить современной 
универсальной платформой. Его биологические 
свойства связывания с широким спектром моле-
кул позволяют разрабатывать разнообразные мо-
дификации гепарина, регулируя, тем самым, его 
активность и придавая новые качества. На сегод-
няшний день существует широкий спектр препа-
ратов на основе гепарина, которые активно иссле-
дуются в качестве перспективных медицинских 
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ФЕНОТИПИЧЕСКИЕ СВОЙСТВА ДЕНДРИТНЫХ 
КЛЕТОК ПРИ РАЗЛИЧНЫХ ВАРИАНТАХ СТИМУЛЯЦИИ 
СОЗРЕВАНИЯ
Фадеев Ф.А., Александрова А.Д., Могиленских А.С.
ГАУЗ СО «Институт медицинских клеточных технологий», г. Екатеринбург, Россия

Резюме. Дендритные клетки, полученные из моноцитов периферической крови, могут использо-
ваться для клеточной иммунотерапии онкологических заболеваний. Чаще всего для иммунотерапии 
используют зрелые ДК, сенсибилизированные опухолеассоциированными антигенами. Функци-
ональная активность ДК при иммунотерапии во многом определяется их иммунофенотипом и се-
креторным профилем, формирующимися после созревания. Целью данной работы являлась оценка 
фенотипических свойств ДК при стимуляции созревания различными способами. 

Стимуляция созревания ДК осуществлялась с использованием провоспалительных цитокинов и 
их смесей, а также лигандов дендритноклеточных TLRs. Для стимуляции были использованы: TNF, 
poly I:C, LPS, цитокиновый коктейль (TNF + IL-1 + IL-6 + PGE2), коктейль в смеси с poly I:C, а так-
же лизат клеток меланомы. Через 48 часов после стимуляции созревания оценивали уровень экспрес-
сии ДК-рецепторов, принимающих участие во взаимодействии с Т-лимфоцитами, используя метод 
проточной цитофлуориметрии. Также оценивали секрецию клетками IL-12 (активатора Т-клеточного 
иммунного ответа) и IL-10 (ингибитора Т-клеточного иммунного ответа) с помощью ИФА. 

Нами было показано, что ДК, полученные после стимуляции цитокиновым коктейлем, демон-
стрируют наиболее высокий уровень экспрессии рецепторов, необходимых для взаимодействия с 
Т-лимфоцитами и активации клеточного звена иммунитета: антигенпрезентирующих (HLA-DR), 
костимулирующих (CD83, CD40, CD86) и рецепторов, контролирующих миграцию ДК в лимфоузлы 
(CCR7). Кроме того, стимулированные с помощью коктейля ДК активно секретируют как IL-12, так 
и IL-10. Эффект от применения TNF и poly I:C был умеренным: экспрессия большинства рецепторов 
была существенно ниже, чем при использовании коктейля; достоверных отличий от контроля (без 
стимуляции созревания) по уровню секреции IL-12 выявлено не было. LPS и лизат клеток меланомы 
практически не оказали влияния как на иммунофенотип, так и на секреторный профиль ДК. Добав-
ление к цитокиновому коктейлю poly I:C практически не оказало влияния на рецепторный пейзаж 
ДК, но привело к значительному увеличению секреции как провоспалительного IL-12, так и проти-
вовоспалительного IL-10. 

Полученный результат позволяет предварительно рассматривать смесь цитокинового коктейля с 
poly I:C как наиболее эффективное средство для стимуляции созревания ДК. В то же время требуются 
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дальнейшие эксперименты по сравнению функциональной активности ДК, полученных с использо-
ванием разных способов стимуляции созревания.

Ключевые слова: дендритные клетки моноцитарного происхождения, стимуляция созревания, рецепторы, цитокины, 
иммунофенотипирование, секреторный профиль 

PHENOTYPIC FEATURES OF DENDRITIC CELLS WHEN USING 
DIFFERENT MODES OF THEIR STIMULATED MATURATION
Fadeyev F.A., Aleksandrova A.D., Mogilenskikh A.S.
Institute of Medical Cell Technologies, Ekaterinburg, Russian Federation

Abstract. Monocyte-derived dendritic cells (DCs) can be used for cell immunotherapy of cancer. In most 
cases, mature DCs, loaded with tumor-associated antigens, are used for immune therapy. The functionality of 
DCs for immunotherapy substantially depends on their immunophenotype and secretory profile, which are 
established after DCs maturation. The purpose of this research was to explore the phenotype of DCs after using 
various approaches for stimulation of their maturation. 

Maturation of DCs was stimulated by pro-inflammatory cytokines and their mixtures, or by ligands to the 
TLRs of DCs. DCs were stimulated by the following means: TNF; poly I:C; LPS; cytokine cocktail (TNF + 
IL-1 + IL-6 + PGE2); the cocktail mixed with poly I:C; and melanoma cells lysate. Forty-eight hours after 
stimulation, the expression of DCs’ receptors involved into their interaction with T cells, was evaluated by 
flow cytometry. Moreover, the secretion of IL-12 (activator of T cell response) and IL-10 (inhibitor of T cell 
response) was estimated by ELISA technique. 

We have shown that, following stimulation with cytokine cocktail, the DCs exhibit highest expression 
of receptors, which are necessary for interaction with T cells and for activation of T cell mediated immune 
response, i.e., antigen-presenting receptors (HLA-DR), co-stimulatory receptors (CD83, CD40, CD86), and 
receptors controlling the migration of DCs to lymph nodes (CCR7). Moreover, the cocktail-stimulated DCs 
intensively secrete both IL-12 and IL-10. The stimulatory effect of TNF and poly I:C proved to be moderate: 
the expression of most receptors was significantly lower than after using the cocktail; no significant differences 
from control (in absence of induced maturation) in IL-12 secretion were detected. LPS and melanoma cell 
lysate did not affect both expression of receptors and secretory profile of DCs. Addition of poly I:C to the 
cytokine cocktail did not affect the receptor expression, but significantly increased the secretion of both pro-
inflammatory IL-12 and anti-inflammatory IL-10. 

The results of experiments demonstrate that the mixture of cytokine cocktail and poly I:C seems to be the 
most effective tool for stimulation of DCs maturation. However, further experiments are required to compare 
the functionality of DCs when using different tools for induced DC maturation.

Keywords: dendritic cells of monocytic origin, induced maturation, receptors, cytokines, immunophenotyping, secretion profile

Введение
Одним из современных направлений в тера-

пии онкологических заболеваний является им-
мунотерапия. Данное направление предполагает 
искусственную стимуляцию иммунных механиз-
мов защиты против опухолевых клеток и вклю-
чает в себя, в частности, клеточную терапию с 
использованием клеток, участвующих в развитии 
противоопухолевого иммунного ответа.

Ключевую роль в инициации и развитии адап-
тивного противоопухолевого иммунного отве-
та играют дендритные клетки (ДК). Эти клетки 
выполняют функцию антигенпрезентирующих 
клеток, которые представляют эпитопы опухо-
леассоциированных антигенов Т-лимфоцитам 
и инициируют их дальнейшую пролиферацию 
и дифференцировку. Кроме того, ДК во многом 

определяют направление дифференцировки наи-
вных Т-лимфоцитов. 

В то же время ДК сами по себе не обладают на-
борами рецепторов, способными напрямую рас-
познавать опухолеассоциированные антигены, 
что в значительной мере затрудняет инициацию 
Т-зависимого противоопухолевого иммунного 
ответа. Помимо этого, сами опухолевые клет-
ки обладают иммуносупрессивной активностью, 
вследствие чего противоопухолевая активность 
иммунной системы остается зачастую недостаточ-
ной для предотвращения дальнейшего их роста [6]. 

Способность дендритных клеток иниции-
ровать иммунный ответ и презентировать анти-
гены Т-клеткам позволяет рассматривать их в 
качестве перспективного средства для терапии 
онкологических заболеваний посредством акти-
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вации Т-звена иммунитета, хотя их медицинское 
применение носит пока, в основном, характер 
клинических испытаний. Дендритноклеточные 
вакцины использовали для лечения меланомы [3, 
16], глиобластомы [13], рака предстательной же-
лезы [29], молочной железы [1, 20]. 

В большинстве случаев в терапевтических це-
лях используют полученные in vitro аутогенные 
дендритные клетки. Эти клетки сенсибилизи-
руются опухолеассоциированными антигенами 
и, кроме того, подвергаются дополнительному 
воздействию для стимуляции созревания. В ходе 
созревания ДК приобретают способность к пре-
зентации антигенов и к активации Т-клеток. 
Полученные зрелые ДК после введения паци-
енту должны мигрировать в лимфоузлы, презен-
тировать наивным CD4+ и CD8+ Т-лимфоцитам 
эпитопы опухолеассоциированных антигенов 
и стимулировать их пролиферацию и диффе-
ренцировку в обладающие противоопухолевой 
активностью Т-хелперы-1 и цитотоксические 
Т-лимфоциты соответственно [7,  25]. В то же 
время клинические испытания демонстриру-
ют, как правило, ограниченную эффективность 
дендритноклеточной терапии [17,  32]. Причи-
нами низкой эффективности ДК вакцин могут 
являться как иммуносупрессорный эффект опу-
холевых клеток и снижение уровня экспрессии 
ими опухолеассоциированных антигенов, так и 
ограниченная функциональная активность са-
мих введенных пациенту дендритных клеток и, в 
частности, низкий уровень их миграции в пери-
ферические лимфоузлы для последующего кон-
такта с Т-клетками [30].

Очевидным способом повышения функци-
ональной активности ДК может являться под-
бор способа стимуляции их созревания, обеспе-
чивающий максимальный уровень экспрессии 
рецепторов, участвующих во взаимодействии с 
Т-клетками, а также секреции ДК цитокинов, 
влияющих на дифференцировку Т-лимфоцитов. 

В данной работе нами было проанализиро-
вано влияние состава смесей, применяемых для 
стимуляции созревания ДК, на экспрессию ими 
антигенпрезентирующих и костимулирующих 
рецепторов, а также на их секреторную актив-
ность. В качестве факторов стимуляции созрева-
ния ДК эти смеси содержали провоспалительные 
цитокины и лиганды для паттерн-распознающих 
рецепторов (PRR).

Материалы и методы
Получение незрелых дендритных клеток
В работе использовали периферическую кровь 

здоровых доноров в возрасте 23-43 лет после по-
лучения от них информированного согласия. ДК 
получали из моноцитов крови путем их цитоки-
новой стимуляции, согласно модифицированной 

методике [2]. Взятую из вены периферическую 
кровь в объеме 70 мл смешивали с равным объ-
емом раствора Дюльбекко (DPBS) без кальция и 
магния. Из полученной смеси выделяли фракцию 
мононуклеарных клеток с помощью раствора для 
сепарации клеток Lympholyte-H (Cedarlane, Кана-
да). Кровь смешанную с DPBS, наслаивали на рас-
твор для сепарации клеток и центрифугировали 
при 800 g в течение 20 мин., после чего на границе 
раздела фаз собирали кольцо из мононуклеарных 
клеток. Собранную мононуклеарную фракцию от-
мывали дважды раствором Эрла, ресуспендирова-
ли в 30 мл среды RPMI-1640 («ПанЭко», Россия) и 
переносили в культуральный флакон Т175 (Nunc, 
Дания). Флакон инкубировали в течение 2 часов 
в СО2-инкубаторе. В течение этого времени про-
исходила адгезия моноцитов на пластике флако-
на. По завершении инкубации флакон отмывали 
от неадгезировавшихся клеток (преимущественно 
лимфоцитов); адгезировавшиеся на пластике мо-
ноциты оставались во флаконе.

После отмывки во флакон с моноцитами вно-
сили ростовую среду с AIM-V (Gibco, Thermo 
Fisher Scientific, США) с добавлением цитоки-
нов: гранулоцитарно-макрофагального колони-
естимулирующего фактора (GM-CSF, 72 нг/мл) 
и интерлейкина-4 (IL-4, 30 нг/мл) (SCI-STORE, 
Россия) для стимуляции дифференцировки кле-
ток. Клетки культивировали в СО2-инкубаторе 
(37 °С, 5% СО2) на протяжении 6 суток. На 2-е и 
4-е сутки в среду дополнительно вносили цито-
кины в тех же концентрациях.

Стимуляция созревания ДК
Из флакона с полученными незрелыми ДК 

удаляли ростовую среду. Клетки инкубировали в 
течение 15 мин. в TrypLE (Thermo Fisher Scientific, 
США), после чего дополнительно снимали не-
открепившиеся клетки скребком. ДК отмывали 
от остатков TrypLE, ресуспендировали в свежей 
ростовой среде того же состава и рассевали их в 
лунки 12-луночных планшетов (Eppendorf, Гер-
мания) с плотностью посева 200 тыс. клеток/см2. 
После этого в лунки планшетов вносили смеси 
для созревания ДК следующего состава:

– фактор некроза опухоли α (TNFα, итого-
вая концентрация в среде 20 нг/мл) (ProSpec, Из-
раиль);

– полиинозиновая / полицитидиловая кис-
лота (poly I:C, 25 мкг/мл) (InvivoGen, США);

– липополисахарид (LPS, 1 мкг/мл) (Thermo 
Fisher Scientific, США);

– «коктейль» из TNFα (20 нг/мл) + IL-1ε 
(10 нг/мл) (ProSpec, Израиль) + IL-6 (20 нг/ мл) 
(SCI-STORE, Россия) + простагландин Е2 (PGE2, 
1 мкг/мл) (Santa Cruz Biotechnology, США);

– «коктейль», смешанный с poly I:C (кон-
центрации компонентов – те же);

– лизат опухолевых клеток (из расчета 1 ли-
зированная опухолевая клетка на 1 ДК).



256

Fadeyev F.A. et al.
Фадеев Ф.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Планшеты с ДК со смесями для стимуляции 
созревания инкубировали в СО2-инкубаторе в 
течение 48 часов. По завершении инкубации 
ростовую среду с неадгезированными клетками 
переносили в пробирки и центрифугировали при 
1200 об/мин в течение 10 мин., после чего надо-
садочную жидкость переносили в отдельные про-
бирки и замораживали для ИФА. Параллельно 
адгезированные на дне лунок планшета ДК инку-
бировали с TrypLE в течение 15 мин., после чего 
клетки снимали пластика с помощью скребка и 
переносили их в пробирки с неадгезированными 
клетками из тех же лунок. Экспрессию рецепто-
ров полученными ДК определяли методом про-
точной цитофлуориметрии.

Подсчет количества клеток осуществляли с 
использованием счетчика клеток TC20 (Bio-Rad, 
США).

Получение лизата опухолевых клеток
Для получения лизата опухолевых клеток ис-

пользовали линию клеток меланомы кожи SK-
mel-2. Клетки выращивали в среде DMEM + 
F-12 («ПанЭко», Россия) с добавлением 10%-ной 
фетальной телячьей сыворотки (FBS) (Biosera, 
Франция). После формирования 80%-ного моно-
слоя клетки снимали с пластика раствором 0,25%-
ным раствором трипсина с ЭДТА («ПанЭко», 
Россия), фермент подвергали нейтрализации рас-
твором Эрла с 10% FBS. Клетки в суспензии осаж-
дали центрифугированием и, после удаления на-
досадочной жидкости, лизировали их 5-кратным 
замораживанием в жидком азоте – оттаиванием.

Проточная цитофлуориметрия
Клетки отмывали фосфатным буфером (PBS) 

от остатков среды и окрашивали их красителем 
Zombie Aqua (BioLegend, США) для дифферен-
цировки живых и мертвых клеток. После отмыв-
ки от красителя к клеткам добавляли антитела с 
флуоресцентными метками к соответствующим 

рецепторам. Все операции выполняли в соот-
ветствии с инструкциями производителей. В ра-
боте использовали антитела анти-CD86-PC5.5, 
анти-CD40-PC7, анти-CD14-APC, анти-CD11c-
APC-Cy7, анти-HLA-DR-PB, анти-CCR7-PE, 
анти-CD83-PC5.5, анти-CD1a-PC7 (все антитела 
производства BioLegend). Цитометрию прово-
дили на проточном цитофлуориметре Navios 10 
(Beckman Coulter, США).

Иммуноферментный анализ (ИФА)
Концентрацию цитокинов (IL-12 и IL-10) в 

супернатанте оценивали методом ИФА с исполь-
зованием тест-систем ELISA MAX™ Deluxe Set 
Human IL-12 (p70) (кат. номер 431704, BioLegend, 
США) и Интерлейкин-10-ИФА-БЕСТ (кат. но-
мер A-8774, АО «Вектор-Бест», Россия) в соот-
ветствии с инструкциями производителей.

Статистика
Все эксперименты выполнены в 4 повторах, 

по 3-4 технических дубля для каждого повтора. 
Для всех повторов использовали МНК, получен-
ные от разных доноров. Для оценки достоверно-
сти различий при проведении множественных 
сравнений с контрольной группой применяли 
критерий Данетта, для проведения парных мно-
жественных сравнений – односторонний тест 
ANOVA. Для проверки нормальности распре-
деления использовали критерий Колмогорова–
Смирнова. Уровнем статистической достоверно-
сти различий считали p < 0,05.

Результаты
Для получения ДК использовали моноциты, 

выделенные из крови 4 доноров. После 6 суток 
дифференцировки в среде с GM-CSF и IL-4 клет-
ки приобретали характерную для незрелых ДК 
отростчатую форму, оставаясь при этом, большей 
частью, адгезированными на пластике (рис. 1A). 
При этом отмечалось практически полное пре-

Рисунок 1. Дендритные клетки после стимуляции созревания (репрезентативные изображения)
Примечание. A – контроль без стимуляции. Б – TNF. В – коктейль. Г – poly I:C. Световая микроскопия, увеличение 400××.
Figure 1. Dendritic cells after stimulation of maturation (representative images)
Note. A, control without stimulation. B, TNF. C, cocktail. D, poly I:C. Light microscopy, magnification 400×.

А (А) Г (D)Б (B) В (C)
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Рисунок 3. Экспрессия ДК рецепторов CCR7, CD83, CD1a, CD40, CD86, HLA-DR после стимуляции созревания
Примечание. Для CD86 и HLA-DR на гистограммах отображены значения MFI, для остальных – процент экспрессирующих 
рецептор клеток. Данные представлены в виде Х±m, где Х – среднее значение, m – стандартная ошибка среднего. 
Статистически достоверные отличия от контроля отмечены звездочками.
Figure 3. Expression of CCR7, CD83, CD1a, CD40, CD86, HLA-DR receptors by DCs after stimulation of maturation
Note. On CD86 and HLA-DR bar graphs the MFI was shown, on other graphs the percentage of receptor-expressing cells was demonstrated. 
The data were presented in the form Х±m, where m was the standard error of the arithmetic average X. Statistically significant differences from 
control are signified by asterisks.
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кращение экспрессии клетками рецептора CD14 
(практически до фонового уровня) в сочетании 
с очень значительным повышением экспрессии 
CD11c.

Полученные в результате дифференцировки 
моноцитов незрелые ДК подвергали воздействию 
различных смесей для стимуляции созревания. 
После двух суток инкубации оценивали имму-
нофенотип полученных клеток, а также уровень 
секреции ими IL-12 и IL-10. Использование всех 
смесей для созревания сопровождалась характер-
ными для зрелых клеток изменениями морфо-
логии: увеличением числа псевдоподий и откре-
плением большей части клеточной популяции от 
пластика [10, 15], хотя, в целом, при использова-
нии коктейля доля открепившихся была визуаль-
но выше, чем при использовании других факто-
ров дифференцировки (рис. 1Б, В, Г).

Иммунофенотип полученных ДК анализи-
ровали методом проточной цитофлуориметрии. 
Гейтирование ДК проводили по схеме, представ-
ленной на рисунке 2 (см. 3-ю стр. обложки). ДК 
идентифицировали как CD11c+ клетки, остав-
шиеся после предварительного гейтирования по 
параметрам прямого и бокового светорассеяния 
и исключения нежизнеспособных клеток и ду-
плетов. Выделенные в результате гейтирования 
клетки имели высокий уровень экспрессии ха-
рактерных для ДК рецепторов CD86, CD40 и 
HLA-DR [5, 22], при этом доля клеток с CD14+ 
иммунофенотипом во всех случаях составила ме-
нее 1% анализируемой популяции. 

Рисунок 4. Секреция IL-12 (светлые столбцы) и IL-10 
(темные столбцы) дендритными клетками
Примечание. Статистически достоверные отличия от 
контроля отмечены звездочками.
Figure 4. Secretion of IL-12 (light bars) and IL-10 (dark bars) by 
dendritic cells
Note. Statistically significant differences from control are signified by 
asterisks.

Результаты оценки иммунофенотипа полу-
ченных ДК представлены на рисунке 3. Уровень 
экспрессии HLA-DR и CD86 оценивали в едини-
цах флуоресценции (MFI), так как эти рецепторы 
присутствовали на поверхности > 90% клеток при 
всех способах стимуляции созревания (включая 
контроль). По остальным рецепторам представ-
лена доля экспрессирующих их клеток. Наиболее 
высокие уровни экспрессии рецепторов, в целом, 
отмечены при использовании коктейля, а также 
коктейля в смеси с poly I:C. В то же время при ис-
пользовании LPS или лизата не наблюдается до-
стоверного увеличения этих показателей по срав-
нению с клетками без стимуляции. 

Данные о секреции ДК IL-12 и IL-10 по ре-
зультатам ИФА представлены на рисунке 4. Се-
креция IL-12 превышает фоновый уровень лишь 
при использовании цитокинового коктейля 
(в том числе с poly I:C). При этом наибольшая 
концентрация IL-10 также отмечалась в средах, 
где использовался коктейль.

Обсуждение
Для проведения дендритноклеточной терапии 

используют дендритные клетки, выделяемые из 
периферической крови, или получают их путем 
дифференцировки из моноцитов. Чаще всего 
применяется второй способ, так как количество 
конвенциональных ДК в крови относительно 
невелико по сравнению с содержанием в ней 
моноцитов [19]. Для получения ДК нами был 
использован классический способ дифференци-
ровки моноцитов в незрелые ДК путем культиви-
рования в среде с добавлением GM-CSF и IL-4. 
Дифференцировка моноцитов в незрелые ДК 
подтверждалась как характерными морфологи-
ческими изменениями клеток, так и изменением 
их иммунофенотипа: повышением уровня экс-
прессии CD86, CD40 и CD11c в сочетании с пре-
кращением экспрессии клетками маркера моно-
цитов CD14.

Результативность дендритноклеточной тера-
пии во многом зависит от иммунофенотипа ДК, 
а также от их секреторного профиля, формиру-
ющихся после созревания клеток. В целом, сти-
муляция созревания незрелых ДК сводится к 2 
основным способам: (1) воздействие провоспали-
тельных цитокинов и (2) использование лигандов 
для патоген-распознающих рецепторов (PRR), а 
также их смесей [9]. В данной работе нами была 
оценена стимулирующая активность TNFα и ци-
токинового «коктейля» из TNFα, IL-1, IL-6 с до-
бавлением PGE2 [23]. Также были использованы 
лиганды PRR: poly I:C, имитирующий вирусную 
2-цепочечную РНК (лиганд TLR3), LPS (лиганд 
TLR4) и, кроме того, лизированные клетки ме-
ланомы как источник DAMP (danger-associated 
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molecular patterns, «молекулярные образы, ассо-
циированные с опасностью»), которые также яв-
ляются триггерами для созревания ДК [14].

Эффективность стимуляции созревания 
ДК оценивали по уровню экспрессии ими ре-
цепторов, обеспечивающих взаимодействие с 
Т-клетками: антигенпрезентирующих (HLA-DR, 
CD1a), костимулирующих (CD86, CD83, CD40) 
и рецепторов, контролирующих миграцию ДК в 
лимфоузлы (CCR7). Созревание ДК должно со-
провождаться повышением уровня экспрессии 
большинства из этих рецепторов. Также оцени-
вался уровень секреции ДК цитокинов: IL-12, 
активирующего Т-звено иммунитета и оказыва-
ющего влияние на дифференцировку наивных 
CD4+ клеток в Тh1 и IL-10, напротив, подавля-
ющего секрецию IL-12 и ингибирующего актив-
ность Т-хелперов 1 [12].

Эффект от LPS на созревание ДК выявлен не 
был: достоверных различий с контролем не было 
выявлено ни по одному из исследованных па-
раметров экспрессии клетками рецепторов или 
секреции цитокинов. Примечательно, что LPS 
довольно часто используется как фактор стиму-
ляции созревания ДК [4, 9]. При этом в работе 
Fu ikova и соавт., 2011, также отмечено слабое 
влияние LPS на созревание ДК при культивиро-
вании клеток в бессывороточной среде [18]. Вза-
имодействие LPS с TLR4 должно активировать 
ряд транскрипционных факторов (в том числе 
NF-κB), инициирующих созревание ДК [28]. 
В то же время стимуляция с помощью LPS при-
водит к активации экспрессии генов DUSP-1 
и TNFAIP3. Эти гены подавляют активность 
NF- κB, формируя механизм саморегулирования 
стимулирующего эффекта LPS [9]. Не исключе-
но, что данный феномен объясняет отсутствие 
видимого эффекта от применения LPS в экспе-
риментах.

Лизат клеток меланомы также не проявил сти-
мулирующей активности в отношении ДК. На-
против, уровень экспрессии CD40 и СCR7 был 
ниже, чем в контроле, что является признаком 
подавления созревания клеток. Данный резуль-
тат вполне ожидаем, так как опухолевые клетки 
могут содержать иммуносупрессивные факторы, 
хотя есть сведения об успешной стимуляции со-
зревания ДК с помощью смеси нескольких ли-
ний клеток меланомы, подвергшихся апоптозу/
некрозу [31].

Рецептор CD83 считается одним из значимых 
маркеров созревания ДК и, по-видимому, оказы-
вает существенное влияние на антигенпрезенти-
рующие функции за счет регулировки сортиров-
ки комплексов пептид-MHC II в эндосомах [21]. 
Статистически достоверное увеличение доли 
клеток, экспрессирующих CD83, по сравнению с 

контролем, отмечено при использовании TNFα, 
«коктейля», poly I:C и «коктейля» + poly I:C. Наи-
более высокий процент CD83+ клеток отмечается 
при использовании «коктейля» и «коктейля» + 
poly I:C, при использовании только TNFα или 
только poly I:C этот показатель был достоверно 
ниже (рис. 3). 

Хемокиновый рецептор CCR7 играет ключе-
вую роль в привлечении зрелых ДК в лимфоуз-
лы [8] и поэтому может рассматриваться как один 
из значимых параметров, определяющих функ-
циональную активность ДК. Доля CCR7+ клеток 
достоверно отличалась от контрольной только 
после стимуляции «коктейлем» и «коктейлем» 
+ poly I:C, что, очевидно, объясняется, эффек-
том от набора провоспалительных цитокинов в 
сочетании с PGE2, стимулирующим созревание 
ДК и усиливающим экспрессию ими CCR7 [27]. 
При использовании только TNFα или poly I:C 
достоверных отличий от контроля не отмечалось 
(рис. 3).

Максимальный уровень экспрессии рецепто-
ров CD86, CD40 и HLA-DR также отмечен при 
использовании «коктейля» и смеси «коктейль» + 
poly I:C (рис. 3).

Секреция IL-12, превышающая пороговый 
уровень, была выявлена лишь при использова-
нии цитокинового коктейля, что вполне ожида-
емо, так как содержащиеся в коктейле цитоки-
ны TNFα, IL-1 активируют транскрипционный 
фактор NF-κB, что, в свою очередь, приводит к 
усилению секреции IL-12 [24]. При этом исполь-
зование только TNFα оказалось не достаточным 
для стимуляции продукции IL-12. Аналогичный 
результат наблюдался при использовании poly 
I:C, несмотря на возможность активации NF-κB 
и IRF3 за счет лиганд-рецепторного взаимодей-
ствия с TLR3 [33]. В то же время сочетание кок-
тейля и poly I:C дало синергетический эффект и 
привело к почти двукратному увеличению коли-
чества секретируемого цитокина.

При этом схожий эффект наблюдался и в от-
ношении толерогенного IL-10: совместная сти-
муляция ДК коктейлем и poly I:C сопровождалась 
достоверно более высоким уровнем секреции 
данного цитокина, чем при использовании каж-
дого компонента по отдельности. Вероятно, в 
данном случае наблюдалась совместная актива-
ция синтеза IL-10, опосредованная лиганд-ре-
цепторным взаимодействием TLR3 и воздей-
ствием PGE2 из состава коктейля [26].

Интересно отметить, что, по данным Cernadas 
и соавт. (2009), CD1a+ ДК имеют значитель-
но более высокий уровень секреции IL-12, чем 
CD1a- клетки [11]. При этом стимуляция созре-
вания ДК не приводила к повышению уровня 
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экспрессии CD1a. Напротив, при использова-
нии коктейля и коктейля + poly I:C доля CD1a+ 
клеток была ниже, чем при использовании дру-
гих способов стимуляции и в контроле, несмо-
тря на относительно высокий уровень секреции 
IL-12 (рис. 3). 

В целом, наибольшую эффективность в сти-
муляции созревания ДК продемонстрировал 
коктейль, что, очевидно, обеспечивалось со-
четанным действием провоспалительных цито-
кинов и PGE2. Данный вывод также подтверж-
дается наиболее высоким уровнем активации 
Т-клеток при совместном культивировании со 
зрелыми ДК после стимуляции коктейлем (дан-
ные не представлены). Стимулирующий эффект 
от применения poly I:C был существенно ниже и, 
кроме того, сопровождался секрецией IL-10. В то 
же время добавление poly I:C к коктейлю привело 
к существенному росту уровня секреции ДК как 
IL-12, так и IL-10, но не оказало влияния на экс-
прессию клеточных рецепторов.

Заключение
По результатам проведенного исследования 

наибольшую эффективность в стимуляции со-
зревания ДК продемонстрировал цитокино-
вый коктейль, а также коктейль в смеси с poly 
I:C. Прошедшие созревание под воздействием 
коктейля ДК демонстрировали максимальный 
уровень экспрессии рецепторов, связанных с 
их иммуностимулирующей функцией, а также 
высокую концентрацию секретируемого IL-12. 
Примечательно, что добавление poly I:C к кок-
тейлю практически не оказывало влияния на 
иммунофенотип ДК, но приводило к кратному 
увеличению секреции как IL-12, являющегося 
одним из значимых активаторов Т-клеточного 
звена иммунитета, так и IL-10, ингибирующего 
иммунный ответ. Тем не менее использование 
смеси коктейля с poly I:C может рассматриваться 
как один из способов, повышающих эффектив-
ность стимуляции созревания ДК, культивируе-
мых in vitro. 
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ОСОБЕННОСТИ ВРОЖДЕННОГО ИММУНИТЕТА У ДЕТЕЙ 
С ГИПЕРТРОФИЕЙ НЕБНЫХ МИНДАЛИН
Ганковский В.А.1, Карпова Е.П.2, Ганковская Л.В.3, Авальян Я.С.2, 
Меркушова Е.Д.3, Зинина Е.В.3 
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт педиатрии», Научно-клинический Центр № 2 «Российский 
научный центр хирургии имени академика Б.В. Петровского», Москва, Россия  
2 ФГБОУ ДПО «Российская медицинская академия непрерывного профессионального образования» 
Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия  
3 ФГАОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова» 
Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Одной из часто встречающихся проблем в детской оториноларингологии является гипер-
трофия лимфоидной ткани глотки, в частности гипертрофия небных миндалин. Данная патология 
характеризуется увеличением размера одной или обеих небных миндалин в сочетании с различными 
клиническими симптомами. Принципы лечения детей с данной патологией остаются дискутабель-
ными, так как отдаленное влияние двусторонней тонзиллотомии все еще до конца не изучено. Цель 
исследования – оценить уровень экспрессии генов молекул врожденного иммунитета TLR4, HBD1, 
HBD2, IL1β в слизистой оболочке небных миндалин у детей с гипертрофией небных миндалин до и 
после проведенного лечения. 

Проведено исследование 78 пациентов с формированием трех независимых групп. В 1-ю группу 
(сравнения) включено 20 соматически здоровых детей. Во 2-ю группу вошли 28 детей с гипертрофией 
небных миндалин 2-й степени, которым проводилось консервативное лечение. В 3-ю группу было 
включено 30 детей с гипертрофией небных миндалин 3-й степени, которым по показаниям была про-
ведена двусторонняя тонзиллотомия. Определение и оценка показателей врожденного иммунитета 
проводилась как до начала лечения, так и спустя один месяц после, с использованием метода ПЦР в 
режиме реального времени. 

У детей с гипертрофией небных миндалин исходные значения экспрессии генов TLR4 и противо-
микробных пептидов отличались от показателей здоровых детей. Выявлено снижение экспрессии 
генов противомикробных пептидов (HBD1, HBD2), осуществляющих немедленную защиту от патоге-
нов. Значения экспрессии гена TLR4 отличались в группах детей с различной степенью выраженно-
сти гипертрофии небных миндалин. У пациентов, которым показана двусторонняя тонзиллотомия, 
выявлено увеличение экспрессии гена TLR4 и снижение экспрессии генов HBD1 и HBD2, что мо-
жет свидетельствовать о готовности развития воспаления в миндалинах в ответ на патогены. Спустя 
один месяц после хирургического лечения показатели врожденного иммунитета были сопоставимы 
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с показателями здоровых детей, что доказывает обоснованность проведенной двусторонней тонзил-
лотомии. Во 2-й группе пациентов через один месяц после консервативного лечения экспрессия гена 
TLR4 оставалась сниженной, экспрессия гена β-дефенсина HBD1 при этом возрастала и превышала 
показатели группы здоровых детей, уровень экспрессии гена IL1β был снижен. 

Выявленный дисбаланс на уровне экспрессии генов TLR4, НBD1 и HBD2 подтверждает важную 
роль механизмов врожденного иммунитета в патогенезе гипертрофии небных миндалин. Оценка по-
казателей врожденного иммунитета может быть использована как дополнительный критерий в на-
значении проводимой терапии гипертрофии небных миндалин и оценке ее эффективности.

Ключевые слова: врожденный иммунитет, гипертрофия небных миндалин, двусторонняя тонзиллотомия, Тoll-подобные 
рецепторы, противомикробные пептиды, IL1

FEATURES OF INNATE IMMUNITY IN CHILDREN WITH 
HYPERTROPHY OF THE PALATINE TONSILS
Gankovsky V.A.a, Karpova E.P.b, Gankovskaya L.V.c, Avalyan Ya.S.b, 

Merkusheva E.D.c, Zinina E.V.c
a Research Institute of Pediatrics, B. Petrovsky Russian Research Center of Surgery, Moscow, Russian Federation  
b Russian Medical Academy of Continuing Professional Education, Moscow, Russian Federation  
c N. Pirogov Russian National Research Medical University, Moscow, Russian Federation

Abstract. Hypertrophy of pharyngeal lymphoid tissue is among the most common problems in pediatric 
otorhinolaryngology, in particular, hypertrophy of the palatine tonsils. This disorder is characterized by 
increased size of a single or both palatine tonsils combined with various clinical symptoms. The principles of 
treatment in children with this pathology remain debatable, since the long-term effects of bilateral tonsillotomy 
are still not fully understood. The aim of the study was to assess the expression levels of genes encoding the 
innate immunity molecules (TLR4, HBD1, HBD2, IL1β) in the mucous membranes of palatine tonsils in 
children with palatine tonsillitis before and after treatment. 

We conducted a study of 78 patients divided into three independent groups. The 1st group (comparison) 
included 20 somatically healthy children. The 2nd group included 28 children with grade 2 palatine tonsil 
hypertrophy who underwent local treatment. The 3rd group included 30 children with grade 3 hypertrophy 
of the palatine tonsils, who, by clinical indications, underwent bilateral tonsillotomy. Determination and 
evaluation of innate immunity indices was carried out both before starting the treatment, and one month later, 
using the real-time PCR method. 

In children with hypertrophy of palatine tonsils, the initial values of TLR4 gene expression and antimicrobial 
peptides differed from those of healthy children. A decreased expression of HBD1 and HBD2 genes, which 
provide immediate protection against pathogens, was revealed. The values of TLR4 gene expression differed in 
groups of children with varying degrees of palatine tonsillar hypertrophy. In patients with bilateral tonsillotomy, 
an increased expression of TLR4 gene and a decreased expression of antimicrobial peptide genes (HBD1, 
HBD2) were revealed, which may indicate a readiness for development of tonsillar inflammation in response to 
pathogens. One month after surgical treatment, the indices of innate immunity were comparable with those of 
healthy children thus confirming the validity of surgical treatment. In the 2nd group of patients, the TLR4 gene 
expression one month after conservative treatment remained reduced, the expression of β-defensin HBD1 gene 
increased and exceeded the indicators of the group of healthy children, the expression level of the IL-1β gene 
was reduced. 

The revealed imbalance between the TLR4, HBD1 and HBD2 expression levels confirms an important role 
of innate immunity mechanisms in pathogenesis of palatine tonsillitis. The assessment of innate immunity 
indices may be used as an additional criterion in administration of therapy for hypertrophy of palatine tonsils 
and evaluation of its efficiency.

Keywords: innate immunity, palatine tonsils, hypertrophy, tonsillotomy, bilateral, Toll-like receptors, antimicrobial peptides, IL1
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Введение
Гипертрофия небных миндалин (ГНМ) – это 

физиологическое увеличение миндалин при 
отсутствии воспаления. Наиболее подвержены 
ГНМ дети в возрасте 3-7 лет. Именно на этот 
возраст приходится формирование иммунной 
системы [1, 4]. 

Небные миндалины являются частью кольца 
Вальдейера–Пирогова и служат первой линией 
защиты организма от патогенов, таких как бакте-
рии и вирусы, обеспечивая тем самым мукозаль-
ный иммунитет [9]. 

Вопросы диагностики и лечения детей с ГНМ 
остаются дискутабельными [7,  14], так как от-
даленное влияние двусторонней тонзиллотомии 
все еще до конца не изучено [10]. Некоторые ис-
следования показали, что тонзиллотомия отри-
цательно влияет на иммунную систему с точки 
зрения формирования клеточного и гуморально-
го иммунитета [12]. Проведенные исследования, 
в основном, были сосредоточены на изучении 
адаптивного иммунитета [13], однако невозмож-
но его оценить без участия системы врожденного 
иммунитета (ВИ), которая обеспечивает первую 
линию защиты организма. 

В последние годы стало очевидно, что эпите-
лий слизистой оболочки ротоглотки, в том чис-
ле и небных миндалин, представляет не только 
физиологический барьер, через который в орга-
низм проникает большое количество патогенов, 
но и является полноправным участником муко-
зального иммунитета. Он выполняет ряд важ-
ных функций ВИ, в частности: 1) распознавание 
патогенов; 2) секреции противовоспалительных 
цитокинов, хемокинов, интерферонов, противо-
микробных пептидов; 3) активации адаптивного 
иммунитета.

Распознавание патогенов происходит за счет 
паттерн-распознающих рецепторов (PRR – pat-
tern recognition receptors), к которым относят-
ся семейства TLR, NLR, RLR и др. Взаимодей-
ствие рецепторов со своими лигандами PAMP 
(pathogen associated molecular patterns) приводит к 
увеличению экспрессии провоспалительных ци-
токинов, хемокинов и сборке инфламмосомного 
комплекса, что в свою очередь обуславливает раз-
витие воспалительной реакции, направленной на 
элиминацию патогена. В течение последних лет 
появились работы по исследованию роли меха-
низмов врожденного иммунитета при заболева-
ниях ЛОР-органов. Дефект на уровне экспрессии 
ПМП в глоточной миндалине показан при ал-
лергическом рините [11]. Гиперэкспрессия TLRs 
в воспалительном инфильтрате выявлена при по-
липозном риносинусите [2]. Выраженное сниже-
ние экспрессии генов TLR2, TLR4 и ПМП в сли-
зистой оболочке носа при различных ринитах [6]. 

Дисбаланс распознающих рецепторов и эффек-
торных молекул обнаружен при гипертрофии 
аденоидов [11]. Ограниченное число работ требу-
ют проведения комплексных исследований для 
получения данных об иммунопатогенезе ГНМ. 
Исследование механизмов ВИ позволит выявить 
новые подходы к прогнозу и разработать новые 
методы лечения ГНМ.

В связи с этим целью данного исследования яв-
ляется оценка экспрессии генов молекул врож-
денного иммунитета TLR4, HBD1, HBD2, IL1β в 
слизистых небных миндалин у детей с ГНМ до и 
после проведенного лечения.

Материалы и методы
Характеристика групп исследования
В исследование были включены 78 детей в 

возрасте от 3 до 7 лет.
Все пациенты находились на обследовании и 

лечении в ДГКБ им. З.А. Башляевой в оторино-
ларингологическом отделении. Родителями было 
подписано информированное добровольное со-
гласие на обследование и обработку данных.

В 1-ю группу (сравнения) было включено 20 
соматически здоровых детей, из которых 14 маль-
чиков (70%) и 6 девочек (30%). Средний возраст 
составил 5,1±1,5 года.

Во 2-ю группу было включено 28 детей с диа-
гнозом ГНМ 2-й степени, из которых 20 мальчи-
ков (71%) и 8 девочек (29%). Средний возраст со-
ставил 4,3±1,3 года. У пациентов данной группы 
миндалины выступают за пределы небных дужек 
на 1/2-2/3 расстояния от края передней небной 
дужки до середины язычка. При этом некото-
рые родители жалуются на незначительный храп 
детей во сне. Пациентам данной группы не тре-
бовалось оперативного лечения. Проводилось 
местное лечение небных миндалин растворами 
антисептиков 3 раза в день в течение 7 дней [3].

В 3-ю группу было включено 30 детей с диа-
гнозом ГНМ 3-й степени, из которых 17 маль-
чиков (56%) и 13 девочек (44%). Средний воз-
раст составил 4,8±1,4 года. У пациентов данной 
группы миндалины доходили до язычка и сопри-
касались друг с другом. При этом основные жа-
лобы родителей на постоянный храп, который не 
всегда проходил при смене позы ребенка во сне. 
Также отмечались симптомы синдрома обструк-
тивного апноэ сна (СОАС), дневную сонливость 
и снижение успеваемости ребенка. Пациентам 
данной группы по показаниям было проведено 
оперативного лечения.

Критерии включения пациентов в 1-ю группу 
(здоровых детей):

1) возраст от 3 до 7 лет;
2) отсутствие заболеваний ЛОР-органов, ост-

рых респираторных заболеваний;
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3) имеющие отрицательный стрептатест (от-
сутствие БГСА);

4) наличие подписанного информированно-
го согласия родителей или опекунов на участие в 
данном исследовании.

Критерии включения пациентов в 2-ю группу:
1) возраст от 3 до 7 лет;
2) наличие ГНМ 2-й степени, не требующей 

оперативного лечения;
3) имеющие отрицательный стрептатест (от-

сутствие БГСА);
4) наличие подписанного информированно-

го согласия родителей или опекунов на участие в 
данном исследовании.

Критерии включения пациентов во 3-ю груп-
пу:

1) возраст от 3 до 7 лет;
2) наличие ГНМ 3-й степени, требующей опе-

ративного лечения;
3) имеющие отрицательный стрептатест (от-

сутствие БГСА);
4) наличие подписанного информированно-

го согласия родителей или опекунов на участие в 
данном исследовании.

Критерии исключения пациентов из исследо-
вания:

1) возраст до 3 лет, больше 7 лет;
2) отсутствие ГНМ;
3) дети с тяжелыми соматическими заболева-

ниями;
4) имеющие положительный стрептатест (на-

личие БГСА);
5) отказ от подписания информированного 

согласия родителей или опекунов на участие в 
данном исследовании.

Для исследования ВИ у пациентов с ГНМ 
применялся метод полимеразной цепной реак-
ции в режиме реального времени, для определе-
ния уровня экспрессии генов TLR4, HBD1, HBD2, 
IL1β относительно β-актина.

Определение экспрессии генов молекул врож-
денного иммунитета

Получение биологического материала и оцен-
ка экспрессии генов молекул ВИ у каждого ре-
бенка исследуемых групп (2 и 3) проводилась 
дважды: до начала лечения и спустя 1 месяц после 
проведенного лечения. 

Взятие проб проводилось цитощеточкой тип 
D c поверхности небных миндалин. 

Выделение РНК из полученных образцов про-
водили с использованием набора «Рибо-сорб» 
(«ИнтерЛабСервис», Россия) согласно протоко-
лу производителя. Затем, для получения кДНК 
на основе выделенной РНК проводили реакцию 
обратной транскрипции, используя набор фирмы 
«Синтол» (Россия). кДНК использовали для про-
ведения полимеразной цепной реакции в режи-

ме реального времени (ПЦР-РВ) с применением 
набора реагентов «Синтол» (Россия). В качестве 
эндогенного контроля был использован ген «до-
машнего хозяйства», который представляет со-
бой конститутивно экспрессируемый ген, коди-
рующий β-актин). Экспрессию генов оценивали 
методом измерений по DDСt, получая резуль-
таты в виде относительных единиц, показываю-
щих во сколько раз больше или меньше экспрес-
сия исследуемого гена в образце по отношению 
к гену домашнего хозяйства. Расчет результатов 
производился по формуле: 

R = 2 – (ΔСt(исследуемого гена) – ΔСt(гена 
актина)), 

где Сt – порог насыщения реакции (cycle 
threshold), R – относительная экспрессия [5]. Для 
оценки значимости различий средних показа-
телей экспрессии генов ВИ среди пациентов из 
разных групп применялся непараметрический 
U-критерий Манна–Уитни для независимых вы-
борок. За уровень значимости (асимптотическая 
двусторонняя значимость) принималось значе-
ние р < 0,05. Для оценки значимости различий 
в уровне экспрессии генов ВИ среди пациентов 
из одной группы до и после проведенного лече-
ния применялся непараметрический Т-критерий 
Вилкоксона для зависимых выборок. За уровень 
значимости принималось значение р < 0,05.

Исследование проводилось в соответствии 
с Хельсинкской декларацией Всемирной ме-
дицинской ассоциации «Этические принципы 
проведения научных медицинских исследова-
ний с участием человека» (WMA Declaration of 
Helsinki – Ethical Principles for Medical Research 
Involving Human Subjects, 2013).

Результаты
Основные результаты экспрессии генов врож-

денного иммунитета (TLR4, HBD1, HBD2, IL1ββ) в 
слизистой оболочки небных миндалин

На первом этапе нами была проведена оценка 
уровня экспрессии генов TLR4 в слизистой обо-
лочке миндалин у пациентов с ГНМ до и после 
проведения консервативного лечения (2-я груп-
па), а также у детей до и после двусторонней тон-
зиллотомии (3-я группа). Получены неоднознач-
ные результаты по экспрессии гена TLR4 у детей 
II и III группы. В группе детей, которым была по-
казана двусторонняя тонзиллотомия, экспрессия 
гена TLR4 была выше в 3,48 раза (р = 0,0001) по 
сравнению с группой здоровых детей. В то вре-
мя как у детей II группы до местного примене-
ния раствора антисептиков выявлено снижение 
экспрессии гена TLR4 в 2,7 раза (р = 0,053) по 
сравнению с группой здоровых детей. После хи-
рургического лечения уровень экспрессии генов 
TLR4 у детей группы III снижался в 5,3 раза и был 
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сопоставим с аналогичным показателем группы 
сравнения (р = 0,00046). После местного приме-
нения раствора антисептиков у II группы уровень 
экспрессии TLR4 оставался сниженным в 3,1 раза 
(р = 0,00218) (рис.  1). 

Важнейшими эффекторными молекулами 
врож денного иммунитета являются противоми-
кробные пептиды (ПМП) – низкомолекуляр-
ные (~ 10 kDa) катионные пептиды. НBD-1 экс-
прессируется конститутивно, вне зависимости 
от действия патогенов. В большинстве случаев 
экспрессия β-дефенсинов в тканях индуцируется 
через активацию TLRs [8].

Уровень экспрессии гена HBD1 у пациентов 
с ГНМ обеих групп был достоверно ниже, чем в 
группе здоровых детей. Также нами было выяв-
лено снижение экспрессии гена HBD2 у детей с 
ГНМ по сравнению с показателем группы здоро-
вых детей в 4,5 раза (р = 0,014).

После консервативного лечения экспрессия 
гена HBD1 увеличивалась в 5 раз (р = 0,01) по 
сравнению с исходным показателем. При срав-
нении экспрессии гена HBD2 у пациентов до и 
после проведенного консервативного лечения 
статистически достоверной разницы не выявле-
но (рис. 2).

После хирургического лечения пациентов с 
ГНМ уровень экспрессии HBD1 возрастал в 8 раз 
(р = 0,008), уровень экспрессии HBD2 возрастал в 
2,1 раза (р = 0,015) (рис. 3).

Уровень экспрессии гена IL1β во II и III груп-
пах достоверно не отличался от показателей 
здоровых детей. После локального применения 
раствора антисептиков выявлено снижение экс-
прессии IL1β в 2,3 раза по сравнению с исходным 
показателем (р = 0,005). Достоверного измене-
ния экспрессии гена IL1β после двусторонней 
тонзиллотомии не выявлено (рис. 4).

Рисунок 1. Экспрессия гена TLR4 в группе здоровых детей и у пациентов с гипертрофией небных миндалин до 
и после проведенного лечения
Figure 1. TLR4 gene expression in a group of healthy children and in patients with hypertrophy of the palatine tonsils before and 
after treatment

Рисунок 2. Экспрессия генов HBD1 и HBD2 у пациентов с гипертрофией небных миндалин до и после проведенного 
консервативного лечения
Figure 2. Expression of HBD1 and HBD2 genes in patients with hypertrophy of the palatine tonsils before and after conservative 
treatment
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Рисунок 4. Экспрессия гена IL1ββ в группе здоровых детей и у пациентов с гипертрофией небных миндалин до 
и после проведенного лечения
Figure 4. IL1β gene expression in the group of healthy children and in patients with hypertrophy of the palatine tonsils before and 
after treatment

Рисунок 3. Экспрессия генов HBD1 и HBD2 у пациентов с гипертрофией небных миндалин до и после проведенного 
оперативного лечения
Figure 3. Expression of HBD1 and HBD2 genes in patients with palatine tonsil hypertrophy before and after surgical treatment

Обсуждение
В настоящее время известно, что эпителий 

слизистой оболочки небных миндалин представ-
ляет иммунологический барьер, выполняющий 
различные функции врожденного иммунитета, 
такие как: распознавание патогенов с помощью 
РRR (ТLRs и др.), секреции противомикробных 
пептидов и провоспалительных цитокинов, ак-
тивации адаптивного иммунитета, включая про-
лиферацию дифференцировку специфических 
клонов лимфоцитов в лимфоэпителиальных 
структурах кольца Вальдейера–Пирогова. 

ГНМ достаточно часто встречается в детской 
популяции, зачастую сочетается с гипертрофией 
аденоидов. ГНМ характеризуется проблемами 
носового дыхания во сне, такими как: навяз-
чивый храп, задержки дыхания во сне (СОАС), 
также может отмечаться снижение успеваемо-

сти и даже затруднение в проглатывании твердой 
пищи. При наличии жалоб, соответствующей 
клинической картины, детям с ГНМ требуется 
хирургическое лечение [4]. Однако до сих пор во-
прос о необходимости проведения тонзиллото-
мии остается дискутабельным, поскольку не до 
конца изучено влияние оперативного лечения на 
показатели ВИ слизистой оболочки небных мин-
далин. 

Нами был применен комплексный под-
ход оценки врожденного иммунитета на уровне 
слизистой оболочки небных миндалин, вклю-
чающий определение уровня экспрессии генов 
распознающего рецептора TLR4, противоми-
кробных пептидов (HBD1, HBD2) и IL1β. Эти по-
казатели оценивались до и после проведенного 
лечения. 

Исходные показатели врожденного иммуни-
тета у детей с ГНМ отличались от показателей 
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здоровых детей. Так, в эпителии слизистой обо-
лочки небных миндалин детей с ГНМ значитель-
но меньше экспрессировались гены противо-
микробных пептидов (НBD1 и HBD2). Уровень 
экспрессии гена TLR4 отличался в группах детей 
с ГНМ с разной степенью выраженности гипер-
трофии. У детей III группы, которым была по-
казана двусторонняя тонзиллотомия, исходный 
уровень экспрессии гена TLR4 был выше в 3,48 
раза по сравнению с группой здоровых детей. 
У детей II группы этот показатель был ниже, чем 
в группе здоровых детей. У пациентов III группы 
увеличение экспрессии гена TLR4 и снижение 
экспрессии генов ПМП может свидетельствовать 
о готовности развития воспаления в миндалинах 
в ответ на патогены. Снижение экспрессии гена 
TLR4 наблюдалось в группе пациентов с меньшей 
степенью ГНМ и отсутствии СОАС, что позволи-
ло применить консервативный метод лечения. 
Экспрессия гена провоспалительного цитокина 
IL1β у детей III группы незначительно превыша-
ла этот показатель у здоровых детей (p > 0,05), что 
свидетельствует об отсутствии воспаления в сли-
зистой миндалин на момент исследования. 

После хирургического лечения экспрессия 
гена TLR4 снижалась и приближалось к уровню 
показателя группы здоровых детей. В этой группе 
наблюдалось значительное увеличение экспрес-
сии генов НBD1 и HBD2, что свидетельствует о 
повышении противомикробной защиты слизи-
стой оболочки. Таким образом, обоснованность 
проведения хирургического лечения подтверж-

дена коррекцией показателей ВИ спустя месяц 
после операции. 

После консервативного лечения экспрессия 
гена TLR4 оставалась сниженной. Экспрессия 
генов β-дефенсина HBD1 при этом возрастала и 
превышала показатели группы здоровых детей, 
уровень экспрессии гена IL1β был снижен.

Заключение
Таким образом у детей с ГНМ (в обеих груп-

пах) выявлен дисбаланс механизмов врожден-
ного иммунитета на уровне слизистой оболочки 
небных миндалин, проявляющийся в изменении 
уровня экспрессии гена TLR4 и снижении экс-
прессии генов β-дефензинов (НBD1 и HBD2). Это 
подтверждает важную роль механизмов врожден-
ного иммунитета в патогенезе гипертрофии неб-
ных миндалин. Оценка показателей ВИ может 
быть использована как дополнительный крите-
рий в назначении проводимой терапии ГНМ и 
оценки ее эффективности. 
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ДИНАМИКА ПРОФИЛЯ ВРОЖДЕННОГО ИММУННОГО 
ОТВЕТА У ПАЦИЕНТОВ С ИШЕМИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНЬЮ 
СЕРДЦА В РАЗЛИЧНЫЕ СРОКИ ПОСЛЕ СТЕНТИРОВАНИЯ 
КОРОНАРНЫХ АРТЕРИЙ
Шлык И.Ф.1, Евсегнеева И.В.2, Беседина Д.Ю.1, Макарчук И.В.1
1 ФГБОУ ВО «Ростовский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Ростов-на-Дону, Россия  
2 ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» 
Министерства здравоохранения РФ (Сеченовский университет), Москва, Россия

Резюме. Атеросклероз сопровождается повреждением сосудистого эндотелия артерий, где разви-
вается воспалительный ответ и формируется атеросклеротическая бляшка. И важным компонентом 
здесь выступает врожденный иммунитет, являющийся ключевым и самым ранним неспецифическим 
механизмом. 

Цель исследования – комплексная оценка клеточного звена врожденного иммунитета и сопостав-
ление полученных результатов в различные сроки после коронарного стентирования. 

В исследовании приняли участие 50 пациентов с коронарным атеросклерозом (группа 1), кото-
рым показано выполнение стентирования коронарных артерий, и 20 добровольцев (группа 2), у ко-
торых нет признаков ишемической болезни сердца (ИБС). Исследование показателей иммунитета 
проводили до операции, через 4-5, 9-10 и 28-30 суток, что составило ранний послеоперационный 
период, а также через 6 и 12 месяцев после стентирования, т. е. в позднем послеоперационном перио-
де. Фенотипирование моноцитов и лимфоцитов периферической крови проводили методом проточ-
ной цитофлюориметрии с использованием моноклональных антител производства Beckman Coulter 
(США). Внутриклеточное содержание Гранзима В проводили на проточном лазерном цитофлюори-
метре FC500. Метаболическую активность нейтрофилов оценивали в НСТ-тесте. Альфа-дефензин 
(Hycult Biotech, США) определяли в плазме крови методом ИФА. Статистический анализ результатов 
исследования проводили с применением программы Statistica 12.0 (StatSoft, США). Статистическая 
значимость считалась достоверной при р ≤ 0,05.

У пациентов с коронарным атеросклерозом повышается количество натуральных киллеров и их 
активность, моноцитов. Отмечается угнетение процессов презентации антигенов, дисбаланс в микро-
бицидной активности нейтрофилов с преобладанием секреции антимикробных пептидов. В раннем 
периоде значимые изменения коснулись лишь снижения содержания внутриклеточного гранзима В 
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на 4-5-е сутки, экспрессии TLR4 и HLA-DR – на 4-5-е и 9-10-е сутки. В позднем послеоперационном 
периоде, у пациентов с ИБС наблюдается значимое снижение содержания лимфоцитов: CD3+CD16+, 
CD16+Gr+, моноцитов: CD14+CD282+, CD14+CD284+, CD14+CD289+, активности НСТ-теста и содер-
жания α-дефензина, а количество моноцитов, экспрессирующих HLA-DR, увеличивается.

У пациентов с ишемической болезнью сердца наблюдаются изменения в клеточном звене врож-
денного иммунитета, свидетельствующие о персистирующем воспалении. Динамика выявленных из-
менений в результате проведенного стентирования отражает лабильность оцениваемых показателей в 
большей степени в позднем послеоперационном периоде, что может служить основой прогнозирова-
ния исхода коронарного стентирования. 

Ключевые слова: врожденный иммунитет, коронарный атеросклероз, стентирование коронарных артерий, Toll-подобные 
рецепторы, гранзим В, НСТ-тест

DYNAMICS OF THE INNATE IMMUNE RESPONSE PROFILE IN 
PATIENTS WITH CORONARY HEART DISEASE AT DIFFERENT 
TERMS AFTER CORONARY ARTERY STENTING
Shlyk I.F.a, Evsegneeva I.V.b, Besedina D.Yu.a, Makarchuk I.V.a
a Rostov State Medical University, Rostov-on-Don, Russian Federation  
b I. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, Russian Federation

Abstract. Atherosclerosis is accompanied by damage to the vascular endothelium of arteries followed by 
development of inflammatory response and formation of atherosclerotic plaques. Innate immunity is an 
important component of this response being the earliest non-specific key mechanism. Our objective was 
to perform a comprehensive assessment of the cellular link of innate immunity, and to compare the results 
obtained at various terms after coronary stenting. 

The study involved 50 patients with coronary atherosclerosis (Group 1), who had clinical indications for 
stenting of coronary arteries, and 20 volunteers (Group 2), who have no signs of coronary artery disease. 
The study of immune parameters was carried out before surgery, at 4-5, 9-10 and 28-30 days after operation 
(during early postoperative period), as well as 6 and 12 months after stenting, i.e. over the late post-surgical 
period. Phenotyping of peripheral blood monocytes and lymphocytes was performed by flow cytometry using 
monoclonal antibodies (Beckman Coulter, USA). Intracellular content of Granzyme B was carried out with 
an FC500 flow laser cytofluorimeter. Metabolic activity of neutrophils was assessed by the NBT test. Alpha 
defensin was determined in blood plasma by ELISA technique (Hycult Biotech, USA). Statistical analysis was 
performed using the Statistica 12.0 program (StatSoft, USA). Statistical significance was considered significant 
at p ≤ 0.05. 

The numbers of natural killer cells and their activity, as well as those of monocytes, were increased in patients 
with coronary atherosclerosis. We have also shown a suppression of antigen presentation processes, an imbalance 
in microbicidal activity of neutrophils, with predominant secretion of antimicrobial peptides. Over the early 
post-surgical period, significant changes included only decreased content of intracellular Granzyme B on days 
4-5, and expression of TLR4 and HLA-DR on days 4-5 and 9-10. During the late period, the patients with 
coronary artery disease exhibited a significant decrease in the content of some lymphocyte subsets: CD3+CD16+, 
CD16+Gr+ as well as amounts of monocytes: CD14+CD282+, CD14+CD284+, CD14+CD289+, along with 
HBT-test activity and α-defensin contents, and increased numbers of HLA-DR-expressing monocytes.

There are changes in cellular component of innate immunity, indicating persistent inflammation in patients 
with coronary heart disease. The dynamics of revealed changes following coronary artery stenting may reflect 
a lability of assessed indicators mostly over the late postoperative period, thus serving a basis for predicting the 
outcome of coronary stenting.

Keywords: innate immunity, coronary atherosclerosis, coronary artery stenting, Toll-like receptors, granzyme B, NBT test
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Введение
Ишемическая болезнь сердца (ИБС), зача-

стую являясь проявлением коронарного атеро-
склероза, выступает ведущей причиной смерт-
ности среди болезней сердечно-сосудистой 
системы, которые в общей структуре смертности 
занимают более 46% [17]. И, несмотря на внедре-
ние высокотехнологичной медицинской помощи 
в лечении ИБС, таких как стентирование и шун-
тирование коронарных артерий, этот показатель 
стабильно остается на высоком уровне [2]. Из-
вестно, что атеросклероз – это мультифакторное 
заболевание, сопровождающееся повреждением 
сосудистого эндотелия артерий эластического и 
мышечно-эластического типов разного калибра 
с развитием воспалительного иммунного ответа 
и формированием атеросклеротической бляш-
ки [18]. Предполагается, что атеросклероз мо-
жет развиваться вследствие дислипидемии, где 
повреждающим агентом выступают липопроте-
иды низкой плотности, а также наличия других 
факторов риска, таких как артериальная гипер-
тензия, ожирение, сахарный диабет, вредные 
привычки и др. Однако объединяющим звеном 
здесь является повреждение эндотелия и иници-
ация воспалительного ответа [18]. Врожденный 
иммунный ответ является ключевым и самым 
ранним неспецифическим механизмом в защите 
организма человека от экзогенных и эндогенных 
патогенов. Согласно современным представле-
ниям, в роли эндогенных патогенов при атеро-
склерозе выступают окисленные липопротеиды 
низкой плотности, которые распознаются клет-
ками врожденного иммунитета. В процессе рас-
познавания происходит активация транскрип-
ционного фактора NF-κB, который повышает 
экспрессию генов различных классов цитокинов, 
посредством чего происходит запуск специфи-
ческого адаптивного иммунитета [19]. В насто-
ящее время в литературных источниках приво-
дятся единичные данные, которые затрудняют 
комплексную оценку различных компонентов 
врожденного иммунитета, особенно клеточно-
го, у пациентов с коронарным атеросклерозом до 
проведения коронарного стентирования (КС) и 
после. В связи с этим целью настоящего исследо-
вания является комплексная оценка клеточного 
звена врожденного иммунного ответа и сопостав-
ление полученных результатов в различные сроки 
после проведения коронарного стентирования. 

Материалы и методы
Данное исследование проведено в ФГБОУ ВО 

«Ростовский государственный медицинский 
университет» Минздрава России в 2018-2019 

году. В исследование были включены пациенты 
кардиохирургического отделения, лабораторная 
диагностика выполнялась в НИИ Иммунологии 
и аллергологии ФГБОУ ВО «Ростовский государ-
ственный медицинский университет» Минздра-
ва России. Протокол исследования был одобрен 
локальным независимым этическим комитетом. 
В исследовании приняли участие 50 пациентов 
с коронарным атеросклерозом (группа 1), кото-
рым показано выполнение стентирования ко-
ронарных артерий (КС) согласно клиническим 
рекомендациям по ведению стабильной ише-
мической болезни сердца на основании данных 
прямой коронароангиографии. С целью оцен-
ки состояния врожденного иммунного ответа, 
нами обследованы 20 добровольцев (группа 2), 
у которых нет клинических и инструментальных 
признаков ИБС. Обе группы составили паци-
енты мужского пола, сопоставимые по возрасту 
(58,01±1,5 и 55,9±1,1 соответственно, р = 0,22). 
Критерием исключения для группы ИБС было 
наличие как активных инфекционных процес-
сов, так и в анамнезе. Не допускались к участию 
в исследовании лица, имеющие сахарный диа-
бет, ревматологические и болезни соединитель-
ной ткани, онкопатологию, пациенты, имеющие 
вредные привычки. Исследование показателей 
иммунитета проводили до операции через 4-5, 
9-10 и 28-30 суток, что составило ранний после-
операционный период, а также через 6 и 12 ме-
сяцев после стентирования, т. е. в позднем по-
слеоперационном периоде. Фенотипирование 
моноцитов CD14+CD282+ (TLR2), CD14+CD284+ 
(TLR4), CD14+CD289+ (TLR9), CD14+HLA-DR+ 
и лимфоцитов CD3+CD16+ и CD16+Gr+ перифе-
рической крови, проводили методом проточной 
цитофлюориметрии с использованием монокло-
нальных антител производства Beckman Coulter 
(США). Внутриклеточное содержание Гранзима 
В проводили на проточном лазерном цитофлю-
ориметре FC500. Кислородзависимую метабо-
лическую активность нейтрофилов оценивали 
в НСТ-тесте. Альфа-дефензин (Hycult Biotech, 
США) определяли в плазме крови методом ИФА. 
Для проведения статистического анализа ис-
пользовали базовую версию компьютерной про-
граммы Statistica 12.0 (StatSoft, США). Резуль-
таты исследования представляли выборочным 
средним (М) вариационного ряда и стандартной 
ошибкой средней величины (m). Соответствие 
распределения вариантов изучаемых показате-
лей нормальному закону проверяли по критерию 
Шапиро–Уилка. Для проверки статистической 
гипотезы о различии средних использовали кри-
терий Манна–Уитни для независимых величин и 
критерий Вилкоксона в случае зависимых вели-
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чин. Заданный параметр доверительной вероят-
ности составил 0,05. 

Результаты
Анализ полученных данных по субпопуля-

ционному составу врожденного иммунитета у 
пациентов группы 1 в сопоставлении с группой 
здоровых обнаружил не только повышенное со-
держание CD3+CD16+ лимфоцитов, но и значи-
мое усиление их цитотоксической активности 
по внутриклеточному содержанию Гранзима В 

(CD16+Gr+). Особое внимание нацелено на по-
вышение на моноцитах CD282+ и CD284+, увели-
чение в несколько раз внутриклеточной экспрес-
сии CD289+, которые участвуют в распознавании 
различных видов патогенов, в том числе ассоци-
ированных с повреждением собственных тканей 
(DAMPs). Показатель относительного содержа-
ния моноцитов –  HLA-DR+, презентирующих 
антигены, был значительно ниже, чем в группе 
здоровых респондентов. Неоднозначные данные 
получены и в оценке НСТ-теста, где в группе па-
циентов с ИБС отражено повышение спонтан-

ТАБЛИЦА 1. СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПОКАЗАТЕЛЕЙ ВРОЖДЕННОГО ИММУННОГО ОТВЕТА 
И ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ НЕЙТРОФИЛОВ У ПАЦИЕНТОВ С ИБС И ЗДОРОВЫХ ЛИЦ, М±m

TABLE 1. COMPARATIVE CHARACTERISTICS OF INNATE IMMUNE RESPONSE AND FUNCTIONAL ACTIVITY OF 
NEUTROPHILS IN PATIENTS WITH CORONARY ARTERY DISEASE AND HEALTHY INDIVIDUALS, М±m

Показатель
Indicator

Группа 1
I group

Группа 2
II group р

CD3+CD16+, % 18,6±1,4 13,2±08,0 0,007

CD16+, 109/л 
CD16+, 109/L 0,32±0,04 0,23±0,02 0,01

CD16+Gr+, % 13,9±1,3 6,80±0,85 0,04

CD16+Gr+, 109/л 
CD16+Gr+, 109/L 0,16±0,03 0,09±0,02 0,05

CD14+CD282+, % 77,8±1,6 60,10±1,68 0,0001

CD14+CD282+, 109/л 
CD14+CD282+, 109/L 0,39±0,04 0,38±0,03 0,78

CD14+CD284+,% 34,0±2,2 18,3±0,6 0,02

CD14+CD284+, 109/л 
CD14+CD284+, 109/L 0,11±0,02 0,12±0,01 0,06

CD14+CD289+, % 79,90±2,27 8,60±0,75 0,0001

CD14+CD289+, 109/л
CD14+CD289+, 109/L 0,36±0,04 0,14±0,02 0,0001

CD14+HLA-DR+, % 65,2±1,5 86,80±0,32 0,0001

CD14+HLA-DR+, 109/л 
CD14+HLA-DR+, 109/L 0,31±0,02 0,69±0,01 0,05

НСТ сп., у. е.
NBT sp., c. u. 96,80±2,24 89,2±2,1 0,01

НСТ ст., у. е. 
NBT st., c. u. 158,00±3,59 188,0±2,3 0,001

Кст. НСТ 
Kst. NBT 1,73±0,02 2,09±0,02 0,02

α-дефензин, пг/мл 
α-defensin, pg/mL 2527,0±145,0 198,6±13,1 0,00001

Примечание. Уровень статистической значимости принимался при значении р ≤ 0,05.

Note. The level of statistical significance was taken at p ≤ 0.05.
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ТАБЛИЦА 2. ДИНАМИКА ПОКАЗАТЕЛЕЙ ВРОЖДЕННОГО ИММУННОГО ОТВЕТА И ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ 
НЕЙТРОФИЛОВ У ПАЦИЕНТОВ С ИБС В РАННЕМ ПОСЛЕОПЕРАЦИОННОМ ПЕРИОДЕ, М±m

TABLE 2. DYNAMICS OF INNATE IMMUNE RESPONSE AND FUNCTIONAL ACTIVITY OF NEUTROPHILS IN PATIENTS WITH 
CORONARY ARTERY DISEASE IN THE EARLY POSTOPERATIVE PERIOD, М±m

Показатель
Indicator

Исходные 
данные

Initial data

4-5-е сутки
4th-5th days

9-10-е сутки
9th-10th days

28-30-е 
сутки

28th-30th days
р

CD3+CD16+, % 18,6±1,4 16,6±1,0 19,9±1,8 21,2±1,6 1 – 0,3; 2 – 0,6; 3 – 0,2

CD16+, 109/л
CD16+, 109/L 0,32±0,04 0,28±0,03 0,40±0,06 0,39±0,04 1 – 0,4; 2 – 0,3; 3 – 0,2

CD16+Gr+, % 13,9±1,3 6,0±0,9 13,2±1,7 13,8±1,5 1 – 0,001; 2 – 0,7; 3 – 0,9

CD16+Gr+, 109/л 
CD16+Gr+, 109/L 0,19±0,03 0,95±0,13 0,20±0,03 0,25±0,03 1 – 0,5; 2 – 0,4; 3 – 0,06

CD14+CD282+, % 77,8±1,6 78,6±1,7 82,3±1,2 78,0±1,3 1 – 0,7; 2 – 0,1; 3 – 0,9

CD14+CD282+, 109/л 
CD14+CD282+, 109/L 0,39±0,04 0,40±0,04 0,43±0,06 0,35±0,04 1 – 0,8; 2 – 0,5; 3 – 0,4

CD14+CD284+, % 34,0±2,2 22,0±4,5 20,5±2,9 27,6±2,9 1 – 0,01; 2 – 0,02; 3 – 0,09

CD14+CD284+, 109/л 
CD14+CD284+, 109/L 0,11±0,02 0,10±0,04 0,09±0,05 0,13±0,12 1 – 0,8; 2 – 0,5; 3 – 0,9

CD14+CD289+, % 79,90±2,27 75,30±3,32 75,30±2,03 84,10±2,14 1 – 0,2; 2 – 0,2; 3 – 0,2

CD14+CD289+, 109/л
CD14+CD289+, 109/L 0,36±0,04 0,27±0,05 0,40±0,05 0,29±0,03 1 – 0,1; 2 – 0,6; 3 – 0,2

CD14+HLA DR+, % 65,2±1,5 54,8±1,8 55,2±1,4 59,0±1,4 1 – 0,01; 2 – 0,03; 3 – 0,4

CD14+HLA-DR+, 109/л
CD14+HLA-DR+, 109/L 0,31±0,02 0,20±0,05 0,30±0,02 0,30±0,01 1 – 0,08; 2 – 0,09; 3 – 0,1

НСТ сп., у. е. 
NBT sp., c. u. 96,80±2,24 97,20±1,83 103,00±3,58 98,10±2,54 1 – 0,7; 2 – 0,1; 3 – 0,5

НСТ ст., у. е. 
NBT st., c. u. 158,00±3,59 165,00±4,51 167,00±3,24 162,00±3,61 1 – 0,2; 2 – 0,2; 3 – 0,5

Кст. НСТ
Kst. NBT 1,73±0,02 1,69±0,02 1,62±0,03 1,66±0,02 1 – 0,2; 2 – 0,4; 3 – 0,9

α-дефензин, пг/мл
α-defensin, pg/mL 2527,0±145,0 3427,0±371,0 2751,0±491,0 1806,0±187,0 1 – 0,08; 2 – 0,7; 3 – 0,07

Примечание. Уровень статистической значимости принимался при значении р ≤ 0,05. 1 – сравнение показателя до 
операции и через 4-5 суток; 2 – сравнение показателя до операции и через 9-10 суток; 3 – сравнение показателя до 
операции и через 28-30 суток. 

Note. The level of statistical significance was taken at p ≤ 0.05. 1, comparison of the indicator before the operation and after 4-5 
days; 2, comparison of the indicator before the operation and after 9-10 days; 3, comparison of the indicator before the operation 
and after 28-30 days.

ной нейтрофильной активности при снижении 
стимулированной и меньшие значения коэффи-
циента стимуляции. Стоит отметить, что плаз-
менный уровень α-дефензина на порядок превы-
шает контрольные значения (табл. 1).

Таким образом, у пациентов с ишемической 
болезнью сердца наблюдается повышение ко-
личества натуральных киллеров и их функцио-

нальной активности, моноцитов участвующих в 
распознавании патогенов, угнетение процессов 
презентации антигенов, дисбаланс в микроби-
цидной активности нейтрофилов с преобладани-
ем секреции антимикробных пептидов. 

После проведения коронарного стентирова-
ния в динамике наблюдения существенного из-
менения количества NK-клеток не выявлено, 
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однако обращает внимание значимое транзи-
торное снижение содержания внутриклеточного 
Гранзима В на 4-5-е сутки после вмешательства. 
Отсутствовала статистически значимая динамика 
в экспрессии TLR2 и TLR9, в то время как содер-
жание моноцитов, несущих на своей мембране 
CD284+ и HLA-DR+, значимо снижалось, начи-
ная с 4-5-х суток, и, сохраняя данную тенденцию, 
на 28-30-е сутки не отличалось от исходных дан-
ных. Микробицидная активность нейтрофилов 

значимо, в динамике наблюдения, не отличалась. 
В содержании плазменного α-дефензина хоть и 
намечалась тенденция к повышению, но не до-
стигала уровня значимости с возвратом к исход-
ным значениям к 9-10-м суткам (табл. 2).

Таким образом, в раннем послеоперационном 
периоде значимые изменения субпопуляционно-
го состава и функциональной активности клеток 
врожденного иммунитета коснулись лишь зна-
чимого снижения содержания внутриклеточного 

ТАБЛИЦА 3. ДИНАМИКА ПОКАЗАТЕЛЕЙ ВРОЖДЕННОГО ИММУННОГО ОТВЕТА И ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ 
НЕЙТРОФИЛОВ У ПАЦИЕНТОВ С ИБС В ПОЗДНЕМ ПОСЛЕОПЕРАЦИОННОМ ПЕРИОДЕ, М±m

TABLE 3. DYNAMICS OF INNATE IMMUNE RESPONSE AND FUNCTIONAL ACTIVITY OF NEUTROPHILS IN PATIENTS WITH 
CORONARY ARTERY DISEASE IN THE LATE POSTOPERATIVE PERIOD, M±m

Показатель
Indicator

Исходные данные
Initial data

Через 6 месяцев
In 6 months

Через 12 месяцев
In 12 months р

CD3+CD16+, % 18,6±1,4 17,8±1,4 15,6±0,9 1 – 0,1; 2 – 0,05

CD16+, 109/л 
CD16+, 109/L 0,32±0,04 0,31±0,04 0,32±0,08 1 – 0,5; 2 – 0,5

CD16+Gr+, % 13,9±1,3 10,8±0,8 8,3±0,7 1 – 0,4; 2 – 0,04

CD16+Gr+, 109/л
CD16+Gr+, 109/L 0,16±0,03 0,30±0,01 0,20±0,04 1 – 0,1; 2 – 0,4

CD14+CD282+, % 77,8±1,6 72,0±1,3 67,5±1,5 1 – 0,05; 2 – 0,001

CD14+CD282+, 109/л
CD14+CD282+, 109/L 0,39±0,04 0,40±0,03 0,30±0,02 1 – 0,04; 2 – 0,3

CD14+CD284+, % 34,0±2,2 18,8±1,8 18,2±1,5 1 – 0,02; 2 – 0,04

CD14+CD284+, 109/л 
CD14+CD284+, 109/L 0,11±0,02 0,10±0,02 0,20±0,04 1 – 0,3; 2 – 0,09

CD14+CD289+, % 79,90±2,27 43,5±1,4 39,8±2,1 1 – 0,05; 2 – 0,04

CD14+CD289+, 109/л 
CD14+CD289+, 109/L 0,36±0,04 0,30±0,04 0,20±0,03 1 – 0,9; 2 – 0,4

CD14+HLA-DR+, % 65,2±1,5 75,8±2,4 80,1±1,8 1 – 0,009; 2 – 0,002

CD14+HLA-DR+, 109/л
CD14+HLA-DR+, 109/L 0,31±0,02 0,50±0,02 0,60±0,01 1 – 0,01; 2 – 0,003

НСТ сп., у. е. 
NBT sp., c. u. 96,80±2,24 95,2±2,2 90,6±2,4 1 – 0,4; 2 – 0,03

НСТ ст., у. е. 
NBT st., c. u. 158,00±3,59 160,8±3,4 149,9±3,8 1 – 0,9; 2 – 0,04

Кст. НСТ
Kst. NBT 1,73±0,02 1,60±0,01 1,60±0,02 1 – 0,1; 2 – 0,4

α-дефензин, пг/мл
α-defensin, pg/mL 2527,0±145,0 1433,0±138,8 1571,0±178,0 1 – 0,002; 2 – 0,05

Примечание. Уровень статистической значимости принимался при значении р ≤ 0,05. 1 – сравнение показателя до 
операции и через 6 мес.; 2 – сравнение показателя до операции и через 1 год. 

Note. The level of statistical significance was taken at p ≤ 0.05. 1, comparison of the indicator before surgery and after 6 months; 2, 
comparison of the indicator before the operation and after 1 year. 
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Гранзима В на 4-5-е сутки, экспрессии TLR4 и 
HLA-DR – на 4-5-е и 9-10-е сутки.

У пациентов с ИБС в позднем послеопераци-
онном периоде через 1 год после КС отмечает-
ся значимое снижение содержания CD3+CD16+ 
лимфоцитов и их цитолитической активности. 
Более того, отмечено постоянство в содержании 
CD16+ лимфоцитов и их цитотоксической актив-
ности, а также значимой динамикой экспрессии 
Toll-подобных рецепторов. Относительно оцен-
ки паттерн-распознающих рецепторов, отмече-
но достоверное снижение моноцитов эскпрес-
сирующих на своей мембране и внутриклеточно 
CD282+, CD284+, CD289+ начиная с 6 месяцев 
наблюдения. Противоположная картина наблю-
дается в экспрессии HLA-DR, где количество 
моноцитов с данным рецептором повышалось 
как через полгода, так и через 12 месяцев. В ней-
трофильном звене через год после стентирова-
ния выявлено подавление кислородзависимой 
способности нейтрофилов, отражающееся в 
уменьшении значений НСТ сп. и НСТ ст. теста. 
Обращает внимание, супрессия антимикробной 
активности за счет значительного уменьшения 
продукции α-дефензина через полгода и 12 меся-
цев после КС (табл. 3).

На основании динамики показателей в позд-
нем послеоперационном периоде, можно за-
ключить, что у пациентов, перенесших КС, 
наблюдается значимое снижение содержания 
лимфоцитов: CD3+CD16+, CD16+Gr+, моноцитов: 
CD14+CD282+, CD14+CD284+, CD14+CD289+, ак-
тивности НСТ-теста и содержания α-дефензина 
в плазме крове. В динамике количества моноци-
тов экспрессирующих HLA-DR, отмечается их 
увеличение. 

Обсуждение
В нашей работе, говоря об атерогенной этио-

логии ИБС, не вызывает сомнений дисрегуляция 
врожденного иммунного ответа. При исследова-
нии CD16+ лимфоцитов выявлено повышение их 
цитолитической функции, оцененной по Гран-
зиму В. В ранее проведенных исследованиях, где 
отмечается повышение циркулирующих CD16+ 
лимфоцитов и их гранзимз-ависимой цитоток-
сической активности у пациентов со стабильной 
стенокардией [1, 5] выявлено их снижение у па-
циентов с инфарктом миокарда, что предполо-
жительно связано с привлечением CD3+CD16+ в 
зону нестабильной атеросклеротической бляш-
ки [6,  13]. При взаимодействии с NKG2-D (ин-
тегральный мембранный белок), который в боль-
шом количестве экспрессируется макрофагами, 
инициируется активация CD16+ лимфоцитов 
у пациентов с атеросклерозом, при их взаимо-

действии с окисленными ЛПНП, что позволяет 
реализовать цитолитический потенциал по пер-
форин-гранзимному типу как в кровотоке, так и 
непосредственно в атеросклеротической бляш-
ке [22]. 

Увеличение количественного показателя мо-
ноцитов периферической крови, экспрессиру-
ющих PRR (паттернраспознающие рецепторы), 
является свидетельством изменений на этапе 
первичного распознавания образов системой, за 
счет повышения межклеточного контакта через 
CD14+CD282+, CD14+CD284+, CD14+CD289+. 
При гипоксии происходит высвобождение про-
теина, родственного белку теплового шока 70 
(HSC70), который выступает в роли патогена, ас-
социированного с опасностью, и усиливает пере-
дачу сигналов через Toll-подобные рецепторы. 
В результате данного взаимодействия, усилива-
ется выработка провоспалительных цитокинов, 
запускающих воспалительный процесс [4]. Из-
вестно, что повышение CD14+CD289+ связано с 
активацией сосудистого и тромбоцитарного зве-
ньев гемостаза, где, как и CD14+CD282+, так и 
CD14+CD284+ являются функционально актив-
ными рецепторами тромбоцитов [4, 14]. Однако 
в настоящий момент появляются данные о взаи-
мосвязи этого процесса с повышенным уровнем 
окисленных ЛПНП [14].

При анализе нейтрофильного звена, нами 
выявлена дискоординация секреторной способ-
ности нейтрофилов. Эта субпопуляция клеток, 
выстраивающая первичную защиту, активно 
участвует на всех этапах атерогенеза. Первона-
чально, на этапе формирования бляшек, они ми-
грируют в зону поражения. Целенаправленное 
привлечение нейтрофилов осуществляется за 
счет высвобождения биологически активных 
веществ – хемокинов, которые могут образовы-
ваться при нарушении функции эндотелия [20]. 
Нейтрофилы индуцируют перекисное окисление 
липидов, в результате которого АФК окисляют 
ЛПНП, активируя в дальнейшем фагоцитарный 
компонент иммунитета. Результаты, полученные 
в ходе данного исследования, констатируют воз-
растание степени активации О2-зависимой анти-
микробной активности нейтрофилов, при умень-
шении функциональных возможностей этой 
активности и согласуется с результатами ранее 
проведенных исследований [20]. По отношению 
к уровню α-дефензина в плазме крови, в разы по-
вышенного по сравнению с группой контроля, 
можно высказать предположение, основанное на 
некоторых результатах исследователей, что это 
связано с длительностью существования атеро-
склероза [8].
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Стентирование артерий коронарного русла 
является миниинвазивной процедурой, и ос-
новная роль отводится локальному воспалению, 
которое может развиваться в результате имплан-
тации стента, на образующие его компоненты, в 
том числе и антипролиферативный субстрат [3, 
10]. Когда происходит расширение (раздувание) 
баллона, возможно нанесение баротравмы ин-
тимальной стенке сосуда, где можно ожидать в 
последствие неоинтимальную гиперплазию, а 
также геморрагии в стенку артерии и атероскле-
ротическую бляшку, острое эндотелиальное по-
вреждение и манифестацию воспаления в зоне 
установки коронарного стента [15].

В связи с этим не менее интересным являет-
ся изменение содержания CD16+ лимфоцитов и 
их цитотоксической активности, показывающая 
одном оментное снижение субпопуляции нату-
ральных киллеров и содержания в них гранзима 
В через 12 месяцев после КС. Транзиторное сни-
жение внутриклеточного гранзима В на 9-10-е 
сутки, возможно, связано с иммуносупрессив-
ным влиянием цитотостатика. Снижение CD16+ 
лимфоцитов и их функции в позднем периоде, 
возможно, могут быть ассоциированы с пере-
мещением данных клеток в место имплантации 
коронарного стента, при наблюдаемом умень-
шении в общем кровотоке [21]. По данным 
проведенной работы, содержание моноцитов с 
рецепторами CD282+, CD289+ на своей мембра-
не и внутриклеточно оставались на достаточно 
высоком уровне в течение первого месяца после 
КС. Данный факт предположительно связан с 
оксиленными ЛПНП и экзогенными (полимер 
коронарного стента) молекулами, что и приво-
дит к активации экспрессии рецепторов первич-
ного распознавания антигенов. Временное сни-
жение TLR4 на 4-5-е и 9-10-е сутки и значимым 
уменьшением моноцитов, экспрессирующих 
TLR2, TLR4 и TLR9 в поздние сроки, возмож-
но, связано с липидкоррекцией, подавляющей 
различные функции моноцитов [7]. Обращает 

внимание еще одна функция моноцитов, обу-
словленная рецептором HLA-DR, которая была 
снижена исходно, а также в раннем и позднем 
периоде по СК. По данным литературы, этот 
факт обусловлен эффектом постоперационной 
иммуносупрессии [11]. При проведении КС 
в месте установки стента идентифицируются 
комплексы из нейтрофилов и тромбоцитов и, 
как оказывается, являются стимуляторами вы-
свобождения α-дефензина из азурофильных 
гранул нейтрофилов. Для α-дефензина выяв-
лены агонистичные свойства, по отношению 
к тромбоцитам, заключающиеся в индукции 
связывания фибриногена и тромбоспондина 
1, дегрануляции секреторных гранул и апопто-
зе тромбоцитов [12]. Нами установлено, что у 
пациентов с ИБС исходно определен высокий 
уровень α-дефензина не только до КС, но и в 
раннем послеоперационном периоде, что, воз-
можно, отражает более значимое нейтрофиль-
ное воспаление в ответ на КС. Через полгода и 
год наблюдается отчетливая динамика в сни-
жении α-дефензина, что, возможно, является 
результатом назначения двойной антитромбо-
цитарной терапии, т. к. α-дефензин является 
индуктором АДФ-ассоциированной агрегации 
тромбоцитов и является маркером угнетения 
нейтрофильного воспаления [9]. 

Заключение
Таким образом, у пациентов с ишемической 

болезнью сердца наблюдаются изменения в по-
пуляционном составе клеточного иммунитета, 
свидетельствующие о персистирующем воспале-
нии. Динамика выявленных изменений в резуль-
тате проведенного стентирования отражает ла-
бильность оцениваемых показателей в большей 
степени в позднем послеоперационном периоде, 
что может лечь в основу прогнозирования исхода 
коронарного стентирования. 
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ИММУНОГЕНЕТИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА 
ДОНОРОВ ГЕМОПОЭТИЧЕСКИХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК, 
ЯВЛЯЮЩИХСЯ ПРЕДСТАВИТЕЛЯМИ НАИБОЛЕЕ 
МНОГОЧИСЛЕННЫХ ЭТНИЧЕСКИХ ГРУПП РОССИИ
Кузьмич Е.В.1, Павлова И.Е.1, Беляева Е.В.1, Бубнова Л.Н.1, 2

1 ФГБУ «Российский научно-исследовательский институт гематологии и трансфузиологии Федерального 
медико-биологического агентства», Санкт-Петербург, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Формирование критериев подбора оптимального донора на основе анализа результатов 
алло-ТГСК, использование методов высокоразрешающего HLA-типирования для обследования до-
нора и реципиента способствовали снижению частоты развития иммунологических осложнений, 
прежде всего острой реакции «трансплантат против хозяина» тяжелой степени. Однако вследствие 
выраженного аллельного полиморфизма генов главного комплекса гистосовместимости для ряда 
пациентов поиск оптимального донора оказывается неэффективным. Для повышения шансов под-
бора донора пациентам с редкими HLA-генотипами регистры доноров гемопоэтических стволовых 
клеток привлекают в свой состав представителей разных национальностей. Увеличение числа доно-
ров из различных этнических групп способствует большему иммуногенетическому разнообразию до-
норской когорты. В настоящее время в регистре доноров гемопоэтических стволовых клеток ФГБУ 
РосНИИГТ ФМБА России представители 49 национальностей, большинство из которых, согласно 
самоопределению, относят себя к русским. Третьей по численности этнической группой регистра яв-
ляются татары. Цель настоящего исследования – сравнительный анализ иммуногенетических харак-
теристик потенциальных доноров гемопоэтических стволовых клеток регистра, самоопределившихся 
как русские и татары. В результате исследования значимые различия частот групп HLA-аллелей в 
сравниваемых группах не установлены, отмечена тенденция к большей частоте группы HLA-B*27 у об-
следованных представителей татарской национальности. Однако в распределении HLA-гаплотипов 
у русских и татар установлены значимые различия. Наиболее распространенным HLA-гаплотипом 
у татар являлся A*02-B*44-DRB1*07, значительно реже встречающийся у русских (4,61% против 
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0,55%, р = 0,002). HLA-гаплотип A*03-B*13-DRB1*07, принадлежащий к числу десяти наиболее рас-
пространенных у татар, достоверно реже определялся у русских (1,62% против 0,08%, р = 0,026).  
HLA-гаплотип A*03-B*08-DRB1*03 также значительно чаще встречался у татар по сравнению с рус-
скими (1,42% против 0,06%, р = 0,026). HLA-гаплотипы A*02-B*18-DRB1*11, A*02-B*15-DRB1*04, 
A*02-B*15-DRB1*13, представленные у русских с частотой более 1%, не были определены у обследо-
ванных татар. HLA-гаплотипы A*31-B*58-DRB1*04, A*24-B*44-DRB1*01, представленные у татар с 
частотой более 1%, не были выявлены у русских. Результаты выполненного исследования свидетель-
ствуют о целесообразности привлечения в состав регистра большего числа представителей этниче-
ской группы татар, что повысит иммуногенетическое разнообразие донорского пула и, как следствие, 
увеличит шансы на подбор совместимого неродственного донора для пациентов с HLA-гаплотипами, 
которые в настоящее время не представлены достаточно широко в нашем регистре. 

Ключевые слова: гемопоэтические стволовые клетки, потенциальный донор, регистр доноров, русские, татары,  
HLA-гаплотипы, HLA-гены

IMMUNOGENETIC CHARACTERISTICS OF HEMATOPOIETIC 
STEM CELL DONORS REPRESENTING THE MOST NUMEROUS 
ETHNIC GROUPS IN RUSSIA
Kuzmich E.V.a, Pavlova I.E.a, Belyaeva E.V.a, Bubnova L.N.a, b

a Russian Research Institute of Haematology and Transfusiology, St. Petersburg, Russian Federation  
b First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Development of criteria for the optimal donor selection based on the analysis of the allo-
HSCT results, high-resolution HLA typing for the donor and recipient resulted in decreased incidence of 
immunological complications, primarily an acute «graft-versus-host reaction». However, due to the pronounced 
allelic polymorphism of the main histocompatibility complex (MHC) genes, the search for an optimal donor 
is ineffective in a number of patients. To increase the chances of selecting a donor for patients with rare HLA 
genotypes, the hematopoietic stem cell donor registries recruit the persons of various nationalities. An increased 
number of donors from different ethnic groups provide a broader immunogenetic diversity of the donor cohort. 
Currently, the registry of hematopoietic stem cell donors at the Russian Research Institute of Hematology and 
Transfusiology includes representatives of 49 nationalities, most of which, are considered themselves Russians. 
The third largest ethnic group in the registry comprises Tatars. The purpose of this study is a comparative 
analysis of immunogenetic characteristics of potential hematopoietic stem cells donors in the registry, who 
have self-identified as Russians and Tatars. As a result of the study, we have not found significant differences in 
frequencies of HLA allelic groups in the compared cohorts, a trend for higher frequency of the HLA-B*27 group 
was noted in Tatars. However, significant differences have been revealed for the distribution of HLA haplotypes 
in Russians and Tatars. The most common HLA haplotype among Tatars was A*02-B*44-DRB1*07, being 
much less common in Russians (4.61% vs 0.55%, p = 0.002). HLA haplotype A*03-B*13-DRB1*07, belonging 
to the ten most common among Tatars, was significantly less frequently detected in Russians (1.62% vs 0.08%, 
p = 0.026). HLA haplotype A*03-B*08-DRB1*03 was also significantly more common in Tatars compared 
to Russians (1.42% vs 0.06%, p = 0.026). HLA haplotypes A*02-B*18-DRB1*11, A*02-B*15-DRB1*04,  
A*02-B*15-DRB1*13, presented in Russians at a frequency of > 1%, were not determined among the tested 
Tatars. HLA haplotypes A*31-B*58-DRB1*04, A*24-B*44-DRB1*01, presented in Tatars at a frequency of 
> 1%, were not detectable in Russians. The results of our study indicate a need for recruiting more representatives 
of the Tatar ethnicity to the registry, thus increasing immunogenetic diversity of the donor pool and resulting 
into increased chances of compatible unrelated donor selection for the patients with HLA haplotypes, which 
are now underrepresented in our registry.

Keywords: hematopoietic stem cells, potential donor, donors register, Russians, Tatars, HLA haplotypes, HLA genes 
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Введение
Риск развития иммунологических осложне-

ний, прежде всего острой реакции «трансплан-
тат против хозяина» тяжелой степени, остается 
основным барьером для проведения аллогенной 
трансплантации гемопоэтических стволовых 
клеток (алло-ТГСК) [9]. Формирование критери-
ев подбора оптимального донора на основе ана-
лиза исходов алло-ТГСК, использование методов 
высокоразрешающего HLA-типирования для об-
следования донора и реципиента способствовали 
снижению частоты развития осложнений [12]. 
Тем не менее вследствие выраженного аллель-
ного полиморфизма генов главного комплекса 
гистосовместимости, для ряда пациентов, ко-
торым необходимо проведение алло-ТГСК, по-
иск оптимального донора ГСК оказывается не-
эффективным. Для повышения шансов подбора 
донора пациентам с нераспространенными HLA-
генотипами регистры доноров гемопоэтических 
стволовых клеток привлекают в свой состав 
представителей различных этнических групп, что 
способствует расширению иммуногенетическо-
го разнообразия донорского пула. Это особенно 
важно для Российской Федерации, являющейся 
многонациональным государством, объединяю-
щим около 147 миллионов жителей более чем 180 
национальностей [2]. 

В настоящее время в состав регистра доноров 
гемопоэтических стволовых клеток ФГБУ Рос-
НИИГТ ФМБА России привлечены представи-
тели 49 национальностей, большинство из кото-
рых, согласно самоопределению, относят себя к 
русским. Татары являются третьей по численно-
сти этнической группой регистра. 

Татары – крупный тюркоязычный этнос, 
второй по численности народ Российской Фе-
дерации после русских (5,3 млн человек, 3,87% 
населения страны) [2]. Основными этнотеррито-
риальными группами российских татар являют-
ся волго-уральская, астраханская и сибирская. 
Исторически более 80% российских татар на-
селяют Волго-Уральский регион [1]. В Санкт-
Петербурге татары являются четвертой по чис-
ленности этнической группой (около 31 тыс. 
человек, 0,73% населения города) [4]. 

Целью нашего исследования являлся сравни-
тельный анализ иммуногенетических характери-
стик потенциальных доноров гемопоэтических 
стволовых клеток регистра ФГБУ РосНИИГТ 
ФМБА России, самоопределившихся как рус-
ские и татары.

Материалы и методы
Группа потенциальных доноров ГСК, самоо-

пределившихся как русские, включала 1000 чело-

век в возрасте от 20 до 57 лет (медиана – 34 года). 
Количество доноров женского пола – 503 челове-
ка (50,3%), мужского пола – 497 человек (49,7%). 
Регион проживания – г. Санкт-Петербург. 

Группа доноров, самоидентифицировавшихся 
как татары, насчитывала 106 человек в возрасте 
от 21 года до 59 лет (медиана – 33 года). Коли-
чество индивидуумов мужского пола – 57 чело-
век (53,8%), женского пола – 49 человек (46,2%). 
Регион проживания: г. Санкт-Петербург – 60 че-
ловек, Республика Башкортостан – 35 человек, 
г. Самара – 5 человек, г. Нижний Новгород – 3 
человека, г. Первоуральск – 1 человек, г. Томск – 
1 человек, г. Улан-Удэ – 1 человек. 

Образцы периферической крови и согласие 
потенциальных доноров на проведение иммуно-
генетического обследования (HLA-типирование) 
были получены на этапе вступления в регистр. 

Первичное иммуногенетическое обследова-
ние потенциальных доноров выполнено с помо-
щью методов полимеразной цепной реакции с 
использованием сиквенс-специфичных прайме-
ров (наборы производства Protrans, Германия) и 
полимеразной цепной реакции с использовани-
ем сиквенс-специфичных олигонуклеотидных 
проб (наборы производства BAG Health Care, 
Германия). 

Статистическая обработка данных: частоты 
групп HLA-аллелей и HLA-гаплотипов установ-
лены методом максимального правдоподобия c 
применением алгоритма максимизации ожида-
ния с помощью программы Arlequin 3.5 [7]. Для 
оценки различий частот групп HLA-аллелей и 
HLA-гаплотипов использованы непараметриче-
ские статистические методы, программное обе-
спечение Epi Info 7.2 [8]. Статистически значи-
мыми считали различия при p < 0,05.

Результаты
Сравнительный анализ частот групп аллелей 

HLA-генов 
В процессе исследования у доноров, само-

определившихся как русские, выявлены 18 групп 
аллелей гена HLA-A из 21-й, открытой к насто-
ящему времени. У доноров, самоидентифици-
ровавшихся как татары, определены 15 групп 
аллелей этого гена. Группы A*36, A*66 и A*69, 
установленные у русских, не были выявлены у та-
тар. С наибольшей частотой как у русских, так и у 
татар определялись группы A*02, A*03, A*01, A*24 
(табл.  1). 

У обследованных русских установлено 27, у 
татар – 25 групп аллелей гена HLA-В из 36 из-
вестных. Группы В*45, В*47, В*53, выявленные у 
русских, не были определены у татар. Напротив, 
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ТАБЛИЦА 1. ЧАСТОТЫ ГРУПП АЛЛЕЛЕЙ ГЕНА HLA-А У РУССКИХ И ТАТАР, ЯВЛЯЮЩИХСЯ ПОТЕНЦИАЛЬНЫМИ 
ДОНОРАМИ ГСК РЕГИСТРА ФГБУ РОСНИИГТ ФМБА РОССИИ
TABLE 1. FREQUENCIES OF HLA-A  ALLELE GROUPS IN RUSSIANS AND TATARS WHO ARE THE POTENTIAL HSC DONORS 
OF THE REGISTER OF RUSSIAN RESEARCH INSTITUTE OF HAEMATOLOGY AND TRANSFUSIOLOGY 

Группа 
аллелей

Allele groups

Русские
Russians

Татары
Tatars

p
Частота 

Frequency SD** Частота 
Frequency SD**

01 0,1155 0,0069 0,1085 0,0208 1,00

02 0,3170 0,0105 0,2736 0,0336 0,38

03 0,1615 0,0074 0,1462 0,0254 0,68

11 0,0610 0,0052 0,0613 0,0160 1,00

23 0,0200 0,0031 0,0377 0,0105 0,28

24 0,1060 0,0077 0,1132 0,0225 0,87

25 0,0430 0,0043 0,0283 0,0102 0,61

26 0,0390 0,0048 0,0613 0,0180 0,43

29 0,0090 0,0021 0,0047 0,0042 1,00

30 0,0185 0,0030 0,0377 0,0148 0,28

31 0,0220 0,0035 0,0377 0,0122 0,30

32 0,0235 0,0033 0,0283 0,0119 0,74

33 0,0165 0,0030 0,0142 0,0073 0,70

36 0,0005 0,0005 0,0000 0,0000 –

66 0,0060 0,0016 0,0000 0,0000 –

68 0,0395 0,0046 0,0425 0,0113 0,61

69 0,0005 0,0005 0,0000 0,0000 –

74 0,0010 0,0007 0,0047 0,0043 1,00

Примечание. ** – стандартное отклонение (SD). 

Note. **, standard deviation (SD).

группа В*73 установлена у татар, но не выявлена 

у обследованных русских. Наиболее распростра-

ненными группами у русских являлись В*07, 

В*35, В*44; у татар – В*44, В*35, В*27 (табл. 2).

У русских и татар определены все известные к 

настоящему времени группы аллелей гена HLA-

DRB1. Наиболее распространенной группой у 

русских являлись DRВ1*15, у татар – DRВ1*07. 

Также с высокой частотой, как у русских, так и 

у татар определялись группы DRВ1*01, DRВ1*11, 

DRВ1*13 (табл. 3).

Распределение HLA-генов, установленное в 

результате обследования доноров, самоопреде-

лившихся как русские, было проверено на со-

ответствие закону Харди–Вайнберга. Данные, 

представленные в таблице 4, подтверждают од-

нородность значений эмпирически обнаружен-

ной и ожидаемой гетерозиготности (р > 0,05), что 
подтверждает соответствие указанному закону.

У доноров, самоидентифицировавшихся как 
татары, распределение генов HLA-A, HLA-B со-
ответствовало закону Харди–Вайнберга, р > 0,05 
(табл. 5). В случае гена HLA-DRB1 достоверность 
различий эмпирически обнаруженной и ожи-
даемой гетерозиготности (р) составила 0,05, что 
может объясняться присутствием представителей 
разных этнотерриториальных групп татар среди 
обследованных доноров. 

Сравнительный анализ частот HLA-гаплотипов 
У доноров, самоидентифицировавшихся как 

русские, установлен 601 HLA-A-B-DRB1 гапло-
тип. HLA-гаплотипы, определявшиеся с часто-
той более 1%, представлены в таблице 6. 

Как показывают данные, представленные 
в таблице 6, частота первых четырех HLA-гап-
лотипов превышала 2% (диапазон от 2,45% до 
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ТАБЛИЦА 2. ЧАСТОТЫ ГРУПП АЛЛЕЛЕЙ ГЕНА HLA-B У РУССКИХ И ТАТАР, ЯВЛЯЮЩИХСЯ ПОТЕНЦИАЛЬНЫМИ 
ДОНОРАМИ ГСК РЕГИСТРА ФГБУ РОСНИИГТ ФМБА РОССИИ
TABLE 2. FREQUENCIES OF HLA-B  ALLELE GROUPS IN RUSSIANS AND TATARS WHO ARE THE POTENTIAL HSC DONORS 
OF THE REGISTER OF RUSSIAN RESEARCH INSTITUTE OF HAEMATOLOGY AND TRANSFUSIOLOGY 

Группа аллелей
Allele 

groups

Русские
Russians

Татары
Tatars

p
Частота 

Frequency SD Частота 
Frequency SD

07 0,1245 0,0076 0,0755 0,0158 0,16

08 0,0600 0,0051 0,0566 0,0168 1,00

13 0,0640 0,0053 0,0755 0,0168 0,68

14 0,0210 0,0031 0,0142 0,0070 1,00

15 0,0700 0,0062 0,0236 0,0097 0,15

18 0,0770 0,0061 0,0425 0,0146 0,33

27 0,0490 0,0051 0,0943 0,0189 0,06

35 0,1235 0,0064 0,1274 0,0215 0,75

37 0,0130 0,0025 0,0094 0,0065 1,00

38 0,0365 0,0043 0,0425 0,0126 0,59

39 0,0200 0,0035 0,0094 0,0063 0,71

40 0,0515 0,0046 0,0613 0,0173 0,81

41 0,0220 0,0032 0,0189 0,0104 1,00

44 0,1050 0,0063 0,1321 0,0216 0,40

45 0,0015 0,0009 0,0000 0,0000 –

47 0,0020 0,0010 0,0000 0,0000 –

48 0,0050 0,0016 0,0189 0,0097 0,14

49 0,0150 0,0025 0,0094 0,0065 1,00

50 0,0120 0,0025 0,0283 0,0116 0,17

51 0,0545 0,0049 0,0566 0,0176 0,83

52 0,0170 0,0031 0,0236 0,0090 0,43

53 0,0010 0,0007 0,0000 0,0000 –

54 0,0005 0,0005 0,0047 0,0051 1,00

55 0,0085 0,0019 0,0047 0,0047 1,00

56 0,0120 0,0027 0,0189 0,0095 0,63

57 0,0280 0,0037 0,0283 0,0118 1,00

58 0,0060 0,0017 0,0189 0,0080 0,17

73 0,0000 0,0000 0,0047 0,0039 –

3,92%). Восемь последующих HLA-гаплотипов 
определялись с частотой от 1,01% до 1,89%.

У обследованных татар определены 138 HLA-
A-B-DRB1 гаплотипов. В таблице 7 представле-
ны HLA-гаплотипы, определявшиеся с частотой 
более 1%.

Как демонстрируют данные, представлен-
ные в таблице 7, частота первых четырех HLA-
гаплотипов превышала 2% (диапазон от 2,36% 
до 4,61%). Двенадцать последующих HLA-гап-
лотипов определялись с частотой от 1,42% до 
1,89%. 
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ТАБЛИЦА 5. ОЦЕНКА СООТВЕТСТВИЯ РАСПРЕДЕЛЕНИЯ HLA-ГЕНОВ ЗАКОНУ ХАРДИ–ВАЙНБЕРГА У ДОНОРОВ, 
САМООПРЕДЕЛИВШИХСЯ КАК ТАТАРЫ
TABLE 5. ASSESSMENT OF COMPLIANCE OF HLA GENES DISTRIBUTION WITH THE HARDY–WEINBERG LAW IN DONORS 
WHO HAVE SELF-IDENTIFIED AS TATARS 

HLA-ген
HLA gene

Количество 
образцов

Number of samples

Обнаруженная 
гетерозиготность

Detected
heterozygosity

Ожидаемая 
гетерозиготность

Expected 
heterozygosity

p

HLA-A 106 0,7830 0,8678 0,10
HLA-B 106 0,9151 0,9320 0,28
HLA-DRB1 106 0,9057 0,8889 0,05

ТАБЛИЦА 3. ЧАСТОТЫ ГРУПП АЛЛЕЛЕЙ ГЕНА HLA-DRB1 У РУССКИХ И ТАТАР, ЯВЛЯЮЩИХСЯ ПОТЕНЦИАЛЬНЫМИ 
ДОНОРАМИ ГСК РЕГИСТРА ФГБУ РОСНИИГТ ФМБА РОССИИ
TABLE 3. FREQUENCIES OF HLA-DRB1  ALLELE GROUPS IN RUSSIANS AND TATARS WHO ARE THE POTENTIAL HSC 
DONORS OF THE REGISTER OF RUSSIAN RESEARCH INSTITUTE OF HAEMATOLOGY AND TRANSFUSIOLOGY 

Группа 
аллелей

Allele groups

Русские
Russians

Татары
Tatars

p
Частота 

Frequency SD Частота 
Frequency SD 

01 0,1320 0,0081 0,1415 0,0220 0,76

03 0,0700 0,0062 0,0660 0,0155 1,00

04 0,1060 0,0069 0,0943 0,0220 0,87

07 0,1380 0,0077 0,1981 0,0257 0,11

08 0,0345 0,0044 0,0377 0,0147 0,78

09 0,0100 0,0020 0,0236 0,0106 0,12

10 0,0075 0,0020 0,0047 0,0049 1,00

11 0,1320 0,0067 0,1038 0,0197 0,54

12 0,0245 0,0035 0,0330 0,0116 0,75

13 0,1315 0,0080 0,1179 0,0219 0,65

14 0,0200 0,0034 0,0283 0,0120 0,48

15 0,1515 0,0065 0,1132 0,0226 0,32

16 0,0425 0,0045 0,0377 0,0139 1,00

ТАБЛИЦА 4. ОЦЕНКА СООТВЕТСТВИЯ РАСПРЕДЕЛЕНИЯ HLA-ГЕНОВ ЗАКОНУ ХАРДИ–ВАЙНБЕРГА У ДОНОРОВ, 
САМООПРЕДЕЛИВШИХСЯ КАК РУССКИЕ
TABLE 4. ASSESSMENT OF COMPLIANCE OF HLA GENES DISTRIBUTION WITH THE HARDY–WEINBERG LAW IN DONORS 
WHO HAVE SELF-IDENTIFIED AS RUSSIANS

HLA-ген
HLA gene 

Количество 
образцов

Number of samples

Обнаруженная 
гетерозиготность

Detected
heterozygosity

Ожидаемая 
гетерозиготность

Expected 
heterozygosity

p

HLA-A 1000 0,8440 0,8385 0,51
HLA-B 1000 0,9200 0,9275 0,89
HLA-DRB1 1000 0,8760 0,8860 0,86
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ТАБЛИЦА 6. ЧАСТОТА HLA-А-B-DRB1-ГАПЛОТИПОВ У РУССКИХ, ЯВЛЯЮЩИХСЯ ПОТЕНЦИАЛЬНЫМИ ДОНОРАМИ 
ГСК РЕГИСТРА ФГБУ РОСНИИГТ ФМБА РОССИИ
TABLE 6. FREQUENCY OF HLA-A-B-DRB1 HAPLOTYPES IN RUSSIANS WHO ARE THE POTENTIAL HSC DONORS OF 
THE REGISTER OF RUSSIAN RESEARCH INSTITUTE OF HAEMATOLOGY AND TRANSFUSIOLOGY 

№
No.

HLA-гаплотип
HLA haplotypes

Частота 
Frequency SD

1 A*01-B*08-DRB1*03 0,0392 0,0045

2 A*03-B*07-DRB1*15 0,0349 0,0042

3 A*02-B*13-DRB1*07 0,0283 0,0045

4 A*03-B*35-DRB1*01 0,0245 0,0039

5 A*02-B*07-DRB1*15 0,0188 0,0037

6 A*02-B*27-DRB1*01 0,0147 0,0030

7 A*02-B*18-DRB1*11 0,0146 0,0029

8 A*25-B*18-DRB1*15 0,0140 0,0030

9 A*02-B*15-DRB1*04 0,0125 0,0028

10 A*02-B*15-DRB1*13 0,0117 0,0035

11 A*01-B*57-DRB1*07 0,0111 0,0023

12 A*02-B*51-DRB1*11 0,0101 0,0025

ТАБЛИЦА 7. ЧАСТОТА HLA-А-B-DRB1-ГАПЛОТИПОВ У ТАТАР, ЯВЛЯЮЩИХСЯ ПОТЕНЦИАЛЬНЫМИ ДОНОРАМИ ГСК 
РЕГИСТРА ФГБУ РОСНИИГТ ФМБА РОССИИ
TABLE 7. FREQUENCY OF HLA-A-B-DRB1 HAPLOTYPES IN TATARS, WHO ARE THE POTENTIAL HSC DONORS OF 
THE REGISTER OF RUSSIAN RESEARCH INSTITUTE OF HAEMATOLOGY AND TRANSFUSIOLOGY

№
No.

HLA-гаплотип
HLA haplotype

Частота
Frequency SD

1 A*02-B*44-DRB1*07 0,0461 0,0161

2 A*03-B*35-DRB1*01 0,0425 0,0144

3 A*01-B*08-DRB1*03 0,0236 0,0115

4 A*30-B*13-DRB1*07 0,0236 0,0108

5 A*02-B*27-DRB1*01 0,0189 0,0104

6 A*02-B*38-DRB1*13 0,0189 0,0103

7 A*25-B*18-DRB1*15 0,0189 0,0093

8 A*03-B*07-DRB1*15 0,0168 0,0105

9 A*03-B*13-DRB1*07 0,0162 0,0100

10 A*02-B*51-DRB1*11 0,0142 0,0103

11 A*24-B*35-DRB1*11 0,0142 0,0096

12 A*24-B*44-DRB1*01 0,0142 0,0091

13 A*31-B*58-DRB1*04 0,0142 0,0089

14 A*02-B*40-DRB1*04 0,0142 0,0088

15 A*03-B*08-DRB1*03 0,0142 0,0083

16 A*01-B*57-DRB1*07 0,0142 0,0076
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Обсуждение
Согласно результатам нашего исследования, 

количество групп аллелей генов HLA-A и HLA-B, 
определенных у русских, несколько превышало 
их число у татар (18 против 15, 27 против 25 соот-
ветственно). У обследованных татар не были вы-
явлены группы A*36, A*66, A*69, В*45, В*47, В*53, 
установленные у русских. Группа В*73, выявлен-
ная у татар, не встречалась у обследованных рус-
ских. Опубликованные данные свидетельствуют 
о том, что В*73 является достаточно редкой груп-
пой аллелей у русских [10]. Следует отметить, что 
меньшее количество групп аллелей генов HLA-A 
и HLA-B, выявленное у татар, может быть обу-
словлено более низкой численностью группы по 
сравнению с русскими. С наибольшей частотой у 
русских и татар определялись одинаковые груп-
пы аллелей гена HLA-A: A*02, A*03, A*01, A*24. 
Наиболее распространенными группами аллелей 
гена HLA-B у русских являлись В*07, В*35, В*44; 
у татар – В*44, В*35, В*27. У доноров обеих этни-
ческих групп определены все известные группы 
аллелей гена HLA-DRB1. Наиболее распростра-
ненная аллельная группа у русских – DRВ1*15, 
у татар – DRВ1*07. Также с высокой частотой у 
представителей обеих этнических групп опреде-
лялись DRВ1*01, DRВ1*11, DRВ1*13.

Статистически достоверные различия частот 
групп HLA-аллелей у обследованных русских и 
татар не установлены. Наблюдалась тенденция 
к большей распространенности группы В*27 
у татар по сравнению с русскими (9,43% про-
тив 4,90%, р = 0,06). Так как в составе обследо-
ванной нами группы татар преобладали жители 
Санкт-Петербурга (60 человек, 56,6%) и Баш-
кортостана (35 человек, 33,0%), было интерес-
ным оценить частоту В*27 у представителей этих 
регионов. Частота В*27 у татар, проживающих в 
Санкт-Петербурге, составила 7,5%, в Республи-
ке Башкортостан – 12,9%. Татары Башкортоста-
на являлись жителями двух городов – Салават 
и Ишимбай, носителями В*27 являлись жители 
Салавата. Результаты, полученные другими ис-
следователями, свидетельствуют о вариабельно-
сти частоты группы В*27 у татар, проживающих 
в различных регионах Российской Федерации: в 
Республике Татарстан – от 5,3% [11] до 7,0% [3], 
в Кировской области – 3,0% [3], на Южном Ура-
ле – 4,8% [10]. Следует отметить немногочислен-
ность большинства обследованных групп, что 
может быть одной из причин наблюдающихся 
отличий. 

В результате сравнительного анализа распреде-
ления HLA-гаплотипов в группах русских и татар 

выявлены более значимые отличия. В частности, 
показано, что у обследованных татар наиболее 
распространен гаплотип A*02-B*44-DRB1*07,  
тогда как у русских наблюдалась значительно бо-
лее низкая частота этого гаплотипа (4,61% про-
тив 0,55%, р = 0,002). Интересно, что у татар, 
проживающих в Санкт-Петербурге, гаплотип 
A*02-B*44-DRB1*07 был представлен с меньшей 
частотой (3,33%), а максимально распростра-
ненным являлся гаплотип A*03-B*35-DRB1*01 
(5,00%). Показано, что у татар Челябинской об-
ласти гаплотип A*03-B*35-DRB1*01 также явля-
ется максимально распространенным (4,40%), а 
гаплотип A*02-B*44-DRB1*07 (2,60%) был вто-
рым по частоте [5]. 

В группе обследованных нами русских наи-
более высокочастотным был общеевропейский 
гаплотип A*01-B*08-DRB1*03 (частота – 3,92%), 
у татар этот гаплотип являлся третьим по часто-
те (2,36%). Согласно опубликованным данным, 
гаплотип A*01-B*08-С*07-DRB1*03 является 
наиболее частым у татар, проживающих в Респу-
блике Татарстан (частота – 2,11%), а у татар Че-
лябинской области гаплотип A*01-B*08-DRB1*03 
встречается реже (частота – 1,50%) [5, 10]. 

HLA-гаплотип A*03-B*13-DRB1*07 занимал 
4-е место по ранжиру у обследованных нами та-
тар (частота – 1,62%). Подобная встречаемость 
(1,4%) этого гаплотипа установлена у татар Юж-
ного Урала, в то время как у доноров-татар ре-
гистра ФГБУ «НМИЦ гематологии» Минздра-
ва России этот гаплотип встречался с большей 
частотой (2,85%) и был самым распространен-
ным [6,  10]. У обследованных нами русских га-
плотип A*03-B*13-DRB1*07 определялся досто-
верно реже по сравнению с группой татар (0,08% 
против 1,62%, р = 0,03). 

Гаплотип A*03-B*08-DRB1*03 также достовер-
но чаще встречался у татар по сравнению с рус-
скими (1,42% против 0,06%, р = 0,03). Согласно 
данным популяционных исследований, этот га-
плотип с близкой частотой определяется у нагай-
баков Южного Урала и иракских курдов [10]. 

Достаточно распространенные (более 1%) 
у обследованных нами татар, HLA-гаплотипы  
A*31-B*58-DRB1*04 и A*24-B*44-DRB1*01, не бы ли 
выявлены у обследованных русских. HLA-гап ло-
типы A*02-B*18-DRB1*11, A*02-B*15-DRB1*04,  
A*02-B*15-DRB1*13, встречающиеся у русских с 
частотой более 1%, не были определены у обсле-
дованных татар. 

HLA-гаплотипы A*03-B*07-DRB1*15, A*03-B*35- 
DRB1*01, A*02-B*27-DRB1*01, A*25-B*18-DRB1*15,  
A*01-B*57-DRB1*07, A*02-B*51-DRB1*11 опре-
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делялись с частотой более 1,0% как у русских, так 
и у татар. 

Заключение
Таким образом, анализ иммуногенетических 

характеристик потенциальных доноров гемо-
поэтических стволовых клеток регистра ФГБУ 
РосНИИГТ ФМБА России, самоопределивших-
ся как русские и татары, позволил установить 
HLA-гаплотипы, характерные для каждой из об-
следованных групп. Полученные результаты сви-

детельствуют о целесообразности привлечения в 
состав регистра большего числа представителей 
этнической группы татар, что повысит имму-
ногенетическое разнообразие донорского пула. 
Увеличение числа доноров с разнообразными, 
характерными для татар HLA-гаплотипами по-
зволит повысить шансы на подбор совместимого 
донора для пациентов этой этнической группы, 
являющейся одной из наиболее распространен-
ных как среди населения Российской Федера-
ции, так и в Санкт-Петербурге.
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МУЛЬТИЛОКУСНЫЕ HLA-ГАПЛОТИПЫ (A-B-C-DRB1-
DRB3/DRB4/DRB5-DQA1-DQB1-DPA1-DPB1) В СЕМЬЯХ 
БОЛЬНЫХ С НАЗНАЧЕНИЕМ К ТРАНСПЛАНТАЦИИ 
АЛЛОГЕННЫХ ГЕМОПОЭТИЧЕСКИХ СТВОЛОВЫХ КЛЕТОК
Хамаганова Е.Г., Хижинский С.П., Абдрахимова А.Р., Кузьминова Е.П., 
Леонов Е.А., Покровская О.С., Кузьмина Л.А., Паровичникова Е.Н.
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр гематологии» Министерства 
здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. HLA-гаплотип – совокупность HLA-генов, лежащих на одной хромосоме. Высокополи-
морфные HLA-гены демонстрируют выраженное неравновесное сцепление между собой, что при-
водит к формированию мультилокусных HLA-гаплотипов. Оценка разнообразия HLA-гаплотипов 
в популяции важна при трансплантации аллогенных гемопоэтических стволовых клеток. Золотым 
стандартом для изучения HLA-гаплотипов являются семейные исследования. HLA-гаплотипы, полу-
ченные на основе наблюдений за сегрегацией HLA-аллелей в пределах семьи, реально существуют в 
человеческой популяции. Цель работы – установление частот HLA-A-B-C-DRB1-DRB3/DRB4/DRB5-
DQA1-DQB1-DPA1-DPB1-гаплотипов в семьях больных с назначением к HLA-типированию для про-
ведения трансплантации аллогенных гемопоэтических стволовых клеток. Исследование включало 109 
семей больных с заболеваниями системы крови, в которых больным и членам их семей было назначе-
но HLA-типирование для поиска донора аллогенных гемопоэтических стволовых клеток. Больные и 
члены семей были типированы методом NGS в лаборатории тканевого типирования ФГБУ «НМИЦ 
гематологии» Минздрава России по 11 HLA-генам – A, B, C, DRB1, DRB3, DRB4, DRB5, DQA1, DQB1, 
DPA1 и DPB1 методом секвенирования следующего поколения с помощью AllType FastPlex NGS 
Amplification Kits (One Lambda, США). Полученные последовательности анализировались при помо-
щи компьютерной программы TypeStream Visual Software (TSV) и базы данных IPD-IMGT/HLA 3.44. 
В исследованных семьях было установлено 360 копий HLA-гаплотипов. Частоты HLA-гаплотипов 
определялись прямым подсчетом. Наиболее распространенным 7-локусным гаплотипом являлся 
A*01:01-B*08:01-C*07:01-DRB1*03:01-DRB3*01:01-DQA1*05:01-DQB1*02:01/163N, наиболее распро-
страненным 9-локусным гаплотипом – A*03:01-B*07:02-*07:02-DRB1*15:01-DRB5*01:01-DQA1*01:02-
DQB1*06:02-DPA1*01:03-DPB1*04:01P. Эти HLA-гаплотипы в варианте A-B-C-DRB1-DQB1 являются 
первым и вторым по распространенности HLA-гаплотипами в большинстве российских регистров 
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доноров костного мозга. Несмотря на некоторые отличия, распределение HLA-гаплотипов в семьях 
больных и в российских регистрах обладает схожестью, поэтому вероятность найти совместимого до-
нора для больных с распространенными HLA-гаплотипами в российских регистрах достаточно велика. 
Из-за горячей точки рекомбинации большинство 7-локусных гаплотипов соединяются в 9-локусных 
гаплотипах с различными аллелями генов локуса HLA-DP, однако проведенное исследование выявило 
существование сильного неравновесного сцепления между HLA-аллелями DRB1*03:01 и DPB1*01:01P 
(D` = 0,579), DRB1*07:01 и DPB1*17:01 (D` = 0,808), DRB1*09:01 и DPB1*04:02P (D` = 0,502). Получен-
ные знания о реальных 7- и 9-локусных HLA-гаплотипах, существующих в семьях больных с назна-
чением к трансплантации аллогенных гемопоэтических стволовых клеток, могут быть использованы 
в клинической практике в качестве референсных для анализа результатов HLA-типирования и пред-
сказания ожидаемых HLA-гаплотипов. Показано, что, несмотря на существование горячей точки 
рекомбинации между локусом HLA-DP и остальным комплексом HLA-генов, наблюдается сильное 
неравновесное сцепление между некоторыми аллелями генов DRB1 и DPB1.

Ключевые слова: HLA-гаплотип, семьи, неравновесное сцепление, HLA-DPB1, трансплантация, секвенирование 
следующего поколения 

MULTILOCUS HLA HAPLOTYPES (A-B-C-DRB1-DRB3/DRB4/
DRB5-DQA1-DQB1-DPA1-DPB1) IN FAMILIES OF PATIENTS 
SCHEDULED FOR ALLOGENEIC HEMATOPOIETIC STEM CELL 
TRANSPLANTATION
Khamaganova E.G., Khizhinskiy S.P., Abdrakhimova A.R., 
Kuzminova E.P., Leonov E.A., Pokrovskaya O.S., Kuzmina L.A., 
Parovichnikova E.N.
National Medical Research Center for Hematology, Moscow, Russian Federation

Abstract. HLA haplotype is a block of HLA genes located on the same chromosome. Highly polymorphic 
HLA genes display strong linkage disequilibrium, which results in conserved multilocus HLA haplotypes. 
Assessment of HLA haplotypic diversity of a specific population is important, particularly for allogeneic 
hematopoietic stem cell transplantation. Family pedigrees remain the gold standard for studying HLA 
haplotype segregation. HLA haplotypes, obtained by observations of the segregation of HLA alleles within 
the family, really exist in the human population. The aim of this work has been to establish the frequencies 
of HLA haplotypes A-B-C-DRB1-DRB3/DRB4/DRB5-DQA1-DQB1-DPA1-DPB1 in families of patients with 
assignment to HLA-typing for allogeneic hematopoietic stem cell transplantation. The study included 109 
families of patients, in which patients and their potential relative donors of allogeneic hematopoietic stem 
cell were subjected to HLA-typing. Patients and members of their families were typed by the NGS method 
in the Laboratory of Tissue Typing at the National Medical Research Center for Hematology for 11 HLA 
genes – A, B, C, DRB1, DRB3, DRB4, DRB5, DQA1, DQB1, DPA1 and DPB1. The genotyping was performed 
by the NGS method using the AllType NGS 11 Loci Amplification Kits (One Lambda, USA) on the MiSeq 
sequencing platform (Illumina, USA). The sequences were analyzed using the TypeStream Visual Software 
(TSV) (One Lambda, USA) and the IPD-IMGT/HLA database 3.44. 360 copies of HLA-haplotypes were 
found in the studied families. The frequencies of HLA haplotypes were determined by direct counting. The 
most common 7-locus haplotype was A*01:01-B*08:01-C*07:01-DRB1*03:01-(DRB3*01:01-DQA1*05:01)-
DQB1*02:01/163N, the most common 9-locus haplotype was A*03:01-B*07:02-C*07:02-DRB1*15:01-
DRB5*01:01-DQA1*01:02-DQB1*06:02-DPA1*01:03-DPB1*04:01P. These HLA haplotypes (in brief, A-B-
C-DRB1-DQB1) are the first and second most common HLA haplotypes in most Russian registries of bone 
marrow donors. Despite several differences, the distribution of HLA haplotypes in families of the patients 
and in donor registries is similar, and the probability of finding a compatible donor for patients with common 
HLA-haplotypes in Russian registries is quite high. Most of 7-locus haplotypes are associated with different 
alleles of the HLA-DP locus in the 9-locus haplotypes, due to presence of a recombination hot spot. The study 
revealed strong linkage disequilibrium between the HLA alleles DRB1*03:01 and DPB1*01:01P (D’ = 0.579), 
DRB1*07:01, and DPB1*17:01 (D’ = 0.808), DRB1*09:01 and DPB1*04:02P (D’ = 0.502). The information 
obtained about real 7- and 9-locus HLA-haplotypes in families may be used in clinical practice as a reference 
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for analyzing the results of HLA-typing and predicting the expected HLA-haplotypes. It has been shown that, 
despite recombination hot spot between the HLA-DP locus and the rest of the HLA complex, there is strong 
linkage disequilibrium between some alleles of the DRB1 and DPB1 genes.

Keywords: HLA haplotype, families, linkage disequilibrium, HLA-DPB1, transplantation, next-generation sequencing

Введение
HLA-гаплотип – совокупность HLA-генов, 

лежащих на одной хромосоме. Высокополи-
морфные HLA-гены демонстрируют выраженное 
неравновесное сцепление (linkage disequilibrium), 
что приводит к формированию мультилокусных 
гаплотипов [28,  29]. Неравновесное сцепление 
между аллелями различных генов сохраняется 
через поколения [20]. Гены B ~ C и DRB1 ~ DQB1 
находятся в тесной ассоциации [6], другие имеют 
более слабую связь (A с другими HLA-генами) или 
ее отсутствие (DPB1 и остальной HLA-комплекс) 
из-за более отдаленного местоположения и/или 
горячих точек рекомбинации [8,  16]. Частоты 
HLA-аллелей и HLA-гаплотипов стабильны в 
конкретной этнической группе, но различаются 
между расами и этносами [30, 35]. Оценка разно-
образия HLA-гаплотипов в популяции особенно 
важна при трансплантации аллогенных гемопо-
этических стволовых клеток (алло-ТГСК). Кли-
нические специалисты используют сведения о 
HLA-гаплотипах в качестве справочных для про-
верки результатов HLA-типирования и предска-
зания ожидаемых HLA-гаплотипов [31]. 

Семейные исследования являются золотым 
стандартом для изучения HLA-гаплотипов. HLA-
гаплотипы, полученные на основе наблюдений 
за сегрегацией HLA-аллелей в семье, реально су-
ществуют в человеческой популяции. Такие HLA-
гаплотипы являются наблюдаемыми гаплотипа-
ми [5]. У неродственных лиц (доноров регистра) 
HLA-гаплотипы могут быть оценены с исполь-
зованием алгоритма максимизации ожиданий 
(EM-алгоритма) [11, 17, 19, 25, 26]. Частоты HLA-
гаплотипов следуют распределению с длинным 
хвостом из редких гаплотипов во всех изученных 
популяциях [27], что приводит к трудностям в 
точном прогнозировании низкочастотных гапло-
типов с помощью ЭМ-алгоритма, и переоценке 
частоты высокочастотных гаплотипов [9, 11, 22].

Секвенирование следующего поколения (next 
generation sequencing – NGS), сделало возмож-
ным полное (или почти полное) типирование 
всех 11 классических полиморфных HLA-генов – 
A, B, C, DRB1, DRB3, DRB4, DRB5, DQA1, DQB1, 
DPA1 и DPB1 с высоким разрешением. Точные 
частоты гаплотипов HLA-генов, типированных с 
высоким разрешением, необходимы для прогно-
зирования совпадения больных и доноров гемо-
поэтических стволовых клеток (ГСК) и облегча-
ют идентификацию доноров, соответствующих 
больному с показаниями к алло-ТГСК как по 
HLA-аллелям, так и HLA-гаплотипам [9, 12]. Со-

впадение больного и донора по HLA-гаплотипам 
коррелирует со значительным улучшением кли-
нических исходов [24].

Цель работы – установление частот HLA-
A-B-C-DRB1-DRB3/DRB4/DRB5-DQA1-DQB1-
DPA1-DPB1-гаплотипов в семьях больных с на-
значением к HLA-типированию для проведения 
трансплантации аллогенных гемопоэтических 
стволовых клеток.

Материалы и методы
Исследование включало 109 семей больных с 

заболеваниями системы крови, в которых боль-
ным и членам их семей было назначено HLA-
типирование для поиска донора алло-ГСК. Все 
больные и члены семей были типированы мето-
дом NGS в лаборатории тканевого типирования 
ФГБУ «НМИЦ гематологии» Минздрава России 
в 2021-2022 гг. по 11 HLA-генам – A, B, C, DRB1, 
DRB3, DRB4, DRB5, DQA1, DQB1, DPA1 и DPB1. 

ДНК выделяли с помощью наборов QIAamp 
DNA Blood Mini Kit (Qiagen, ФРГ) и автомати-
зированной системы выделения ДНК QIAcube 
(Qiagen, ФРГ) в соответствии с рекомендациями 
производителя. HLA-типирование проводили 
методом NGS. Библиотеки готовили с помощью 
набора AllType FastPlex NGS Amplification Kits 
(One Lambda, США), как описано ранее [4]. На 
этапе таргетного обогащения с помощью полиме-
разной цепной реакцией (ПЦР) были полностью 
амплифицированы гены класса I (HLA-A, HLA-B, 
HLA-C) и гены DQA1 и DPA1 класса II (от 5›UTR 
до 3›UTR), а также ключевые области других ге-
нов класса II, а именно DRB1/3/4/5, DQB1 и DPB1 
(от экзона 2 до 3’UTR). Готовые библиотеки пу-
лировали для секвенирования. С использовани-
ем набора реагентов для секвенирования MiSeq 
Reagent Kit v2 (300 циклов) (Illumina, Сингапур) 
проводили секвенирование на платформе MiSeq 
(Illumina, США). Полученные последовательно-
сти анализировали при помощи компьютерной 
программы TypeStream Visual Software (TSV) (One 
Lambda, США) и базы данных IPD-IMGT/HLA 
3.44. Варианты HLA-генов класса I (A, B, C) были 
установлены в большинстве случаев на уровне 
отдельного аллеля (4 полей) [21], генов класса II 
(DRB1, DRB3, DRB4, DRB5, DQA1, DQB1, DPA1) 
с разрешением от 2-го поля (аллели с одинако-
вой аминокислотной последовательностью) до 
4-го поля (аллели с одинаковой нуклеотидной 
последовательностью) и варианты гена DPB1 
были установлены или на уровне 2-го поля, или 
Р-группы (аллели с одинаковой аминокислотной 
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Рисунок 1. Наследование HLA-гаплотипов в семьях больных с назначением к HLA-типированию
Примечание. a, b, c, d, e, f – HLA-гаплотипы. 
Figure 1. Inheritance of HLA-haplotypes in families of patients with assignment to HLA-typing 
Note. a, b, c, d, e, f – HLA haplotypes. 

ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКИ СЕМЕЙ БОЛЬНЫХ, ВКЛЮЧЕННЫЕ В ИССЛЕДОВАНИЕ 
TABLE 1. CHARACTERISTICS OF PATIENTS FAMILIES INCLUDED IN THE STUDY

Группы
Groups

Члены семьи больного
Patient family members

Число HLA-гапло-
типов в семье
Number of HLA 

haplotypes in the 
family

Число 
семей 

Number of 
families

Число членов 
семей 

Number of 
family members

Число 
наблюдаемых 

HLA-гаплотипов 
Number of observed 

HLA haplotypes

1a Оба родителя + сиблинг
Both parents + sibling 4 (a, b, c, d) 8 25 32

1b
Один родитель 

и сиблинги 
Single parent and siblings

4 (a, b, c, d) 6 19 24

2a Сиблинги без родителей
Siblings without parents 4 (a, b, c, d) 12 42 48

2b Дети
Children 4 (a, c, e, f) 2 7 8

3a
Один родитель + 

сиблинг
Single parent + sibling

3 (a, b, c или a, c, d) 20 43 60

3b Сиблинги без родителей
Siblings without parents 3 (a, c, d) 44 102 132

3c Дети
Children 3 (a, c, e) 12 26 36

4 Сиблинги и дети
Siblings and children 4 (a, c, d и e) 5 17 20

Итого
Total 109 281 360

последовательностью пептидсвязывающего сай-
та) [21]. 

Наследование HLA-гаплотипов в семьях боль-
ных представлено на рисунке 1.

Семьи были разделены на несколько групп в 
зависимости от числа членов в семье больного и 
установленных в семье HLA-гаплотипов (табл. 1). 
В группах 1a и 1b четыре HLA-гаплотипа (a, b, 

Отец
Father
(ab)

Мать
Mother

(cd)

Сиблинг 1
Sibling 1

(ad)

Сиблинг 2
Sibling 2

(bc)

Сиблинг 3
Sibling 3

(bd)

Больной (-ая)
Patient

(ас)

Предполагаемый
(ая) супруг (-а) 

Inferred spouse (ef)

Ребенок 1
Child 1

(ае)

Ребенок 3
Child 3

(cе)

Ребенок 2
Child 2

(аf)

Ребенок 4
Child 4

(cf)
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c, d) были идентифицированы или при непосред-
ственном HLA-типировании обоих родителей и 
больного, или при одном родителе и выведении 
HLA-гаплотипов второго родителя по сиблин-
гам (родным братьям/сестрам больного). Во 2-й 
группе были выведены четыре HLA-гаплотипа на 
основе гаплотипов больного и сиблингов боль-
ного (2a) или гаплотипов больного и детей (2b). 
В группе 3 были выведены по три HLA-гаплотипа. 
В группе 4 HLA-гаплотипы были выведены на 
основе гаплотипов больного, сиблингов и детей 
больного. Из исследования исключались семьи, 
в которых не было возможности провести разде-
ление на гаплотипы по всем включенным в ис-
следование HLA-генам.

Частоты HLA-гаплотипов определяли пря-
мым подсчетом. Для подсчета HLA-гаплотипов 
варианты всех HLA-генов были приведены к 
уровню 2-го поля (ген DPB1 в некоторых случаях 
был определен на уровне Р-группы). Программа 
Arlequin 3.5 [10] была использована для определе-
ния стандартизованного значения неравновесно-
го сцепления генов (D`) на основе классического 
коэффициента, измеряющего отклонение часто-
ты наблюдаемого гаплотипа от случайного соче-
тания аллелей разных локусов (D). 

Результаты
В исследованных 109 семьях больных с назна-

чением к алло-ТГСК установлено 360 копий HLA-
гаплотипов. HLA-гаплотипы включали 9 или 8 
генов, так как наличие одного из генов DRB3/4/5 
исключает присутствие двух других, также гены 
DRB3/4/5 не входят в HLA-гаплотипы, в которых 
имеются гены DRB1*01, DRB1*08, DRB1*10 [31]. 

Было выявлено 292 различных HLA-гаплотипа 
A-B-C-DRB1-DRB3/4/5/-DQA1-DQB1. Между ло-
кусом DP и остальным комплексом HLA-генов 
имеется горячая точка рекомбинации [13, 15], 
что ведет к отсутствию между ними выражен-
ного неравновесного сцепления, поэтому в та-
блице 2 представлены 7 (или 6)-локусные HLA-
гаплотипы A-B-C-DRB1-DRB3/4/5/-DQA1-DQB1, 
которые были определены 3 и более раз и их со-
четания с аллелями DPA1-DPB1 – 9(8)-локусные 
HLA-гаплотипы. 

Наиболее распространенным 7-локусным 
HLA-гаплотипом являлся A*01:01-B*08:01-
C*07:01-DRB1*03:01-DRB3*01:01-DQA1*05:01-
DQB1*02:01/163N, который был определен 10 
раз (2,8%). Этот гаплотип встречался с пятью 
различными сочетаниями DPA1-DPB1 аллелей, 
из которых наиболее частыми были гаплоти-
пы – DPA1*01:03-DPB1*04:01P и DPA1*02:01-
DPB1*01:01P (определены по три раза каждый, 
0,8%). Следующими по распространенности 
среди 7-локусных HLA-гаплотипов являлись 
HLA-A*02:01-B*13:02-C*06:02-DRB1*07:01-
DRB4*01:03-DQA1*02:01-DQB1*02:02/156 и  

HLA-A*03:01-B*07:02-C*07:02-DRB1*15:01-
DRB5*01:01-DQA1*01:02-DQB1*06:02, которые  
были определены по шесть раз (1,7%). Из них са-
мым распространенным 9-локусным гаплотипом 
был HLA-A*03:01-B*07:02-C*07:02-DRB1*15:01-
D R B 5 * 0 1 : 0 1 - D QA 1 * 0 1 : 0 2 - D Q B 1 * 0 6 : 0 2 -
DPA1*01:03-DPB1*04:01P, который был опреде-
лен 5 раз (1,4%). Этот HLA-гаплотип был самым 
распространенным среди всех выявленных 9-ло-
кусных гаплотипов.

Четвертыми/пятыми по распространен-
ности 7-локусными HLA-гаплотипами были 
A*02:01-B*07:02-C*07:02-DRB1*15:01-DRB5* 
01:01-DQA1*01:02-DQB1*06:02 и A*24:02-B*13:02- 
C*06:02-DRB1*07:01-DRB4*01:03-DQA1*02:01-
DQB1*02:02/156, каждый из которых был установлен 
по 5 раз (1,4%). Оба HLA-гаплотипа определя-
лись с четырьмя различными сочетаниями DPA1-
DPB1 аллелей. Далее следовали HLA-гаплотипы 
A* 0 1 : 0 1 - B * 5 2 : 0 1 - C * 1 2 : 0 2 - D R B 1 * 1 5 : 0 2 P -
D R B 5 * 0 1 : 0 2 - D QA 1 * 0 1 : 0 3 - D Q B 1 * 0 6 : 0 1 , 
A* 0 3 : 0 1 - B * 3 5 : 0 1 - C * 0 4 : 0 1 - D R B 1 * 0 1 : 0 1 -
DQA1*01:01-DQB1*05:01/263 и A*25:01-B*18:01-
C*12:03-DRB1*15:01-DRB5*01:01-DQA1*01:02-
DQB1*06:02, которые были определены по 4 раза 
(1,1%). В отличие от всех других HLA-гаплотипов 
A* 0 3 : 0 1 - B * 3 5 : 0 1 - C * 0 4 : 0 1 - D R B 1 * 0 1 : 0 1 -
DQA1*01:01-DQB1*05:01/263 в нашем исследова-
нии встречался только в сочетании с DPA1*01:03-
DPB1*04:01P, и этот HLA-гаплотип был вторым 
по распространенности среди HLA-A-B-C-DRB1-
DRB3/DRB4/DRB5-DQA1-DQB1-DPA1-DPB1-
гаплотипов.

Еще восемь 7-локусных гаплотипов были 
установлены по три раза с частотой 0,8%, каждый 
из них сочетался с 2-3 различными DPA1-DPB1-
гаплотипами. Семнадцать 7-локусных гапло-
типов были установлены по два раза. 259 HLA-
гаплотипов были определены только по одному 
разу.

Итак, наиболее распространенный HLA- 
гаплотип, который включает все возможные 
9 HLA-генов из 11 классических полиморф-
ных, – A*03:01-B*07:02-C*07:02-DRB1*15:01-
D R B 5 * 0 1 : 0 1 - D QA 1 * 0 1 : 0 2 - D Q B 1 * 0 6 : 0 2 -
DPA1*01:03-DPB1*04:01P (1,4%). Второй по 
распространенности HLA-гаплотип – A*03:01-
B*35:01-C*04:01-DRB1*01:01-DQA1*01:01-
DQB1*05:01/263-DPA1*01:03-DPB1*04:01P 
(1,1%).  Следующие 9-локусные HLA-
гапло типы – A*01:01-B*08:01-C*07:01-DRB1* 
0 3 : 0 1 - D R B 3 * 0 1 : 0 1 - D Q A 1 * 0 5 : 0 1 -
DQB1*02:01/163N-DPA1*01:03-DPB1*04:01P и 
A*01:01-B*08:01-C*07:01-DRB1*03:01-DRB3* 
0 1 : 0 1 - D QA 1 * 0 5 : 0 1 - D Q B 1 * 0 2 : 0 1 / 1 6 3 N -
DPA1*02:01-DPB1*01:01P (по 0,8%).

Несмотря на горячую точку рекомбинации 
между локусами DP и DQ [8, 15, 16], данные о су-
ществовании неравновесного сцепления между 
локусом DP и остальным комплексом HLA-генов 
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ТАБЛИЦА 2. ЧАСТОТЫ HLA-ГАПЛОТИПОВ, УСТАНОВЛЕННЫХ ПО ТРИ РАЗА И БОЛЕЕ
TABLE 2. FREQUENCIES OF HLA HAPLOTYPES DEFINED THREE TIMES OR MORE

Частота 
7(6)-локусных 

HLA-гаплотипов
Frequency of 

7(6)-locus HLA 
haplotypes

n (%)

HLA-гаплотипы A-B-C-DRB1-
DRB3/4/5/-DQA1-DQB1 

HLA haplotypes A-B-C-DRB1-
DRB3/4/5/-DQA1-DQB1

DPA1-DPB1 аллели
DPA1-DPB1 alleles 

Частота 
9(8)-локусных 

HLA-гаплотипов
Frequency of 

9(8)-locus HLA 
haplotypes

n (%)

10 (2,8)
A*01:01-B*08:01-C*07:01-

DRB1*03:01-DRB3*01:01-DQA-
1*05:01-DQB1*02:01/ 163N

DPA1*01:03-DPB1*04:01P 
DPA1*02:01-DPB1*01:01P
DPA1*01:03-DPB1*04:02P
DPA1*01:03-DPB1*01:01P
DPA1*01:03-DPB1*02:01

3 (0,8)
3 (0,8)
2 (0,6)
1 (0,3) 
1 (0,3)

6 (1,7)
A*02:01-B*13:02-C*06:02-

DRB1*07:01-DRB4*01:03-DQA-
1*02:01-DQB1*02:02/156

DPA1*02:01-DPB1*17:01
DPA1*01:03-DPB1*04:01P
DPA1*01:03-DPB1*04:02P
DPA1*01:03-DPB1*23:01P
DPA1*02:01-DPB1*14:01P

2 (0,6)
1 (0,3)
1 (0,3)
1 (0,3)
1 (0,3)

6 (1,7)
A*03:01-B*07:02-C*07:02-

DRB1*15:01-DRB5*01:01-DQA-
1*01:02-DQB1*06:02

DPA1*01:03-DPB1*04:01P
DPA1*02:01-DPB1*14:01P

5 (1,4) 
1 (0,3)

5 (1,4)
A*02:01-B*07:02-C*07:02-

DRB1*15:01-DRB5*01:01-DQA-
1*01:02-DQB1*06:02

DPA1*01:03-DPB1*04:01P
DPA1*01:03-DPB1*03:01P
DPA1*01:03-DPB1*04:02P
DPA1*02:01-DPB1*13:01P

2 (0,6)
1 (0,3)
1 (0,3)
1 (0,3)

5 (1,4)
A*24:02-B*13:02-C*06:02-

DRB1*07:01-DRB4*01:03-DQA-
1*02:01-DQB1*02:02/156

DPA1*01:03-DPB1*04:02P
DPA1*01:03-DPB1*23:01P 
DPA1*02:01-DPB1*02:01 
DPA1*02:01-DPB1*11:01

2 (0,6)
1 (0,3)
1 (0,3)
1 (0,3)

4 (1,1)
A*01:01-B*52:01-C*12:02-

DRB1*15:02P-DRB5*01:02-DQA-
1*01:03-DQB1*06:01

DPA1*01:03-DPB1*04:01P
DPA1*01:03-DPB1*04:02P
DPA1*02:01-DPB1*13:01P
DPA1*02:07-DPB1*04:01P

1 (0,3)
1 (0,3)
1 (0,3)
1 (0,3)

4 (1,1)
A*03:01-B*35:01-C*04:01-
DRB1*01:01-DQA1*01:01-

DQB1*05:01/263
DPA1*01:03-DPB1*04:01P 4 (1,1)

4 (1,1)
A*25:01-B*18:01-C*12:03-

DRB1*15:01-DRB5*01:01-DQA-
1*01:02-DQB1*06:02

DPA1*01:03-DPB1*01:01P 
DPA1*01:03-DPB1*02:01

DPA1*01:03-DPB1*03:01P
DPA1*01:03-DPB1*23:01P

1 (0,3)
1 (0,3)
1 (0,3)
1 (0,3)

3 (0,8)
A*01:01-B*57:01-C*06:02-

DRB1*07:01-DRB4*01:03N-DQA-
1*02:01-DQB1*03:03

DPA1*01:03-DPB1*04:01P
DPA1*02:01-DPB1*09:01P

2 (0,6)
1 (0,3)

3 (0,8)
A*02:01-B*38:01-C*12:03-

DRB1*13:01-DRB3*01:01-DQA-
1*01:03-DQB1*06:03

DPA1*01:03-DPB1*03:01P
DPA1*01:03-DPB1*04:01P
DPA1*01:03-DPB1*13:01P

1 (0,3)
1 (0,3)
1 (0,3

3 (0,8)
A*02:01-B*57:01-C*06:02-

DRB1*07:01-DRB4*01:03N-DQA-
1*02:01-DQB1*03:03

DPA1*01:03 -DPB1*02:01 
DPA1*01:03-DPB1*03:01P
DPA1*01:03-DPB1*04:01P

1 (0,3)
1 (0,3)
1 (0,3)

3 (0,8)
A*03:01-B*07:02-C*07:02-

DRB1*11:01-DRB3*02:02-DQA-
1*05:05-DQB1*03:01/ 276N

DPA1*01:03-DPB1*06:01P 
DPA1*01:03-DPB1*02:01

2 (0,6)
1 (0,3)
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Частота 
7(6)-локусных 

HLA-гаплотипов
Frequency of 

7(6)-locus HLA 
haplotypes

n (%)

HLA-гаплотипы A-B-C-DRB1-
DRB3/4/5/-DQA1-DQB1 

HLA haplotypes A-B-C-DRB1-
DRB3/4/5/-DQA1-DQB1

DPA1-DPB1 аллели
DPA1-DPB1 alleles 

Частота 
9(8)-локусных 

HLA-гаплотипов
Frequency of 

9(8)-locus HLA 
haplotypes

n (%)

3 (0,8)
A*24:02-B*07:02-C*07:02-

DRB1*15:01-DRB5*01:01-DQA-
1*01:02-DQB1*06:02

DPA1*01:03-DPB1*03:01P 
DPA1*01:03-DPB1*04:01P
DPA1*02:01-DPB1*13:01P

1 (0,3)
1 (0,3)
1 (0,3

3 (0,8)
A*24:02-B*35:02-C*04:01-

DRB1*11:04-DRB3*02:02-DQA-
1*05:05-DQB1*03:01/276N

DPA1*01:03-DPB1*04:01P
DPA1*01:03-DPB1*02:01

2 (0,6)
1 (0,3)

3 (0,8)
A*25:01-B*18:01-C*12:03-

DRB1*04:01-DRB4*01:03-DQA-
1*03:01-DQB1*03:02

DPA1*01:03-DPB1*02:01
DPA1*01:03-DPB1*04:01P

2 (0,6)
1 (0,3)

3 (0,8)
A*25:01-B*18:01-C*12:03-

DRB1*13:01-DRB3*01:01-DQA-
1*01:03-DQB1*06:03

DPA1*01:03-DPB1*04:01P
DPA1*02:01-DPB1*01:01P

2 (0,6)
1 (0,3)

Таблица 2 (окончание)
Table 2 (continued)

довольно противоречивы. Выраженное сцепле-
ние между отдельными DPB1 и DRB1-аллелями 
отмечено для некоторых популяций [13, 18]. 
В связи с этим нами было проведено изучение не-
равновесного сцепления (D`) между геном DPB1 
и наиболее полиморфным HLA-геном класса 
II DRB1. В таблице 3 представлены частоты и 
D` для первых 16 по распространенности HLA-
гаплотипов DRB1-DPB1. 

Для большинства HLA-гаплотипов DRB1-
DPB1 в таблице 3 значения D` были близки к 0, 
что указывает на отсутствие между ними нерав-
новесного сцепления. Четыре гаплотипа харак-
теризовались отрицательными значениями D`, 
т. е. эти аллели в этих гаплотипах встречались 
реже, чем должны были быть при случайном со-
четании, «отталкивались» друг от друга. Сильное 
сцепление аллелей (D`>0,5) имел только один 
гаплотип DRB1*03:01-DPB1*01:01P (D` = 0,579). 
Из непредставленных в таблице 3 гаплотипов 
выраженным неравновесным сцеплением между 
аллелями характеризовались еще два гаплотипа. 
Это DRB1*07:01-DPB1*17:01 (D` = 0,808). Аллель 
DPB1*17:01 был определен 6 раз, из которых пять 
раз в гаплотипе с DRB1*07:01. Второй гаплотип – 
DRB1*09:01-DPB1*04:02P (D` = 0,502). Аллель 
DRB1*09:01 был определен 7 раз, из которых че-
тыре раза в гаплотипе с DPB1*04:02P.

Так как по расположению на хромосоме 
наиболее близко к локусу DP расположен ген 
DQB1 [31], был исследовано неравновесное сце-
пление (D`) между аллелями этих генов, но ана-
лиз показал его отсутствие (для всех сочетаний 
аллелей DQB1 и DPB1 D` < 0,3). 

NGS позволяет проводить полногенное сек-
венирование HLA-аллелей класса I и типиро-
вать их на уровне отдельного аллеля, учитывая 
синонимичные замены в экзонах (уровень 3-го 
поля) и некодирующих областях (уровень 4-го 
поля). В таблице 4 представлены частоты HLA-
гаплотипов, определенных 3 раза и более, с ал-
лельным уровнем разрешения для генов класса I 
и максимально возможным для генов класса II. 
Наиболее распространенным 7-локусным HLA-
гаплотипом являлся A*03:01:01:01-B*07:02:01:01-
C * 0 7 : 0 2 : 0 1 : 0 3 - D R B 1 * 1 5 : 0 1 : 0 1 : 0 3 / 0 7 / 1 1 -
DRB5*01:01:01:01-DQA1*01:02:01:01-DQB1*06:02, 
определенный четыре раза, в трех из кото-
рых данный гаплотип встречался с аллелями 
DPA1*01:03:01-DPB1*04:01P. Все остальные 9-ло-
кусные гаплотипы были установлены только по 
одному разу. 

Обсуждение
Проведенное исследование установило ре-

альные 7- и 9-локусные HLA-гаплотипы в се-
мьях больных с заболеваниями системы крови, 
в которых больным и членам их семей было на-
значено HLA-типирование для поиска донора 
алло-ГСК. Публикации, посвященные наследо-
ванию HLA-гаплотипов в семьях, в доступной 
литературе в России отсутствуют. Однако именно 
HLA-гаплотипы, установленные в семейных ис-
следованиях, действительно существуют в чело-
веческой популяции и могут быть использованы 
в клинической практике в качестве референсных 
для анализа результатов HLA-типирования и 
предсказания ожидаемых HLA-гаплотипов. Зна-
ния о реальных HLA-гаплотипах стали особенно 
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ТАБЛИЦА 3. НЕРАВНОВЕСНОЕ СЦЕПЛЕНИЕ В HLA-ГАПЛОТИПАХ DRB1-DPB1
TABLE 3. LINKAGE DISEQUILIBRIUM IN HLA HAPLOTYPES DRB1-DPB1

HLA-гаплотипы 
HLA haplotypes

Частота гаплотипов
Frequency of haplotypes

n (%)
D`

1 DRB1*15:01-DPB1*04:01P 19 (5,3) 0,034

2 DRB1*01:01-DPB1*04:01P 16 (4,4) 0,108

3 DRB1*07:01-DPB1*04:01P 16 (4,4) -0,194

4 DRB1*11:01-DPB1*04:01P 15 (4,2) 0,135

5 DRB1*03:01-DPB1*04:01P 12 (3,3) -0,083

6 DRB1*13:01-DPB1*04:01P 11 (3,1) -0,035

7 DRB1*04:01-DPB1*04:01P 9 (2,5) 0,382

8 DRB1*16:01-DPB1*04:01P 9 (2,5) 0,135

9 DRB1*03:01-DPB1*01:01P 8 (2,2) 0,579

10 DRB1*01:01-DPB1*04:02P 7 (1,9) 0,085

11 DRB1*07:01-DPB1*03:01P 6 (1,7) 0,031

12 DRB1*07:01-DPB1*04:02P 6 (1,7) -0,081

13 DRB1*11:04-DPB1*04:01P 6 (1,7) 0,011

14 DRB1*11:04-DPB1*04:02P 6 (1,7) 0,336

15 DRB1*15:01-DPB1*03:01P 6 (1,7) 0,044

16 DRB1*15:02P-DPB1*04:01P 6 (1,7) 0,213

ТАБЛИЦА 4. ЧАСТОТЫ HLA-ГАПЛОТИПОВ (АЛЛЕЛЬНОЕ РАЗРЕШЕНИЕ ДЛЯ HLA-ГЕНОВ КЛАССА 1), ОПРЕДЕЛЕННЫХ 
3 РАЗА И БОЛЕЕ 
TABLE 4. HLA HAPLOTYPE FREQUENCIES (ALLELIC RESOLUTION FOR HLA CLASS 1 GENES) DEFINED 3 TIMES OR MORE

Частота 
7(6)-локусных 

HLA-гаплотипов
Frequency of 

7(6)-locus HLA 
haplotypes

n (%)

HLA-гаплотипы A-B-C-DRB1-DRB3/4/5/-
DQA1-DQB1 

HLA haplotypes A-B-C-DRB1-DRB3/4/5/-
DQA1-DQB1

DPA1-DPB1 аллели
DPA1-DPB1 alleles 

Частота 
9(8)-локусных 

HLA-гаплотипов
Frequency of 

9(8)-locus HLA 
haplotypes

n (%)

4 (1,1)
A*03:01:01:01-B*07:02:01:01-C*07:02:01:03-
DRB1*15:01:01:03/07/11-DRB5*01:01:01:01-

DQA1*01:02:01:01-DQB1*06:02

DPA1*01:03:01-DP-
B1*04:01P 

DPA1*02:01:01:02-DP-
B1*14:01P

3 (0,8)
1 (0,3)

3 (0,8)

A*01:01:01:01-B*08:01:01:01-
C*07:01:01:01/16-DRB1*03:01:0-

DRB3*01:01:02:01/06-DQA1*05:01:01:02-
DQB1*02:01:01:01/02:163N

DPA1*01:03:01-DP-
B1*01:01P 

DPA1*01:03:01-
DPB1*02:01:02D-
PA1*01:03:01-DP-

B1*04:01P

1 (0,3)
1 (0,3)
1 (0,3)

3 (0,8)
A*02:01:01:01-B*13:02:01:01-C*06:02:01:01-

DRB1*07:01:01:01-DRB4*01:03:01-
DQA1*02:01:01:01/03 DQB1*02:02/156

DPA1*01:03:01-DP-
B1*23:01P 

DPA1*02:01:01:02-DP-
B1*14:01P

DPA1*02:01:01:03-
DPB1*17:01:01

1 (0,3)
1 (0,3)
1 (0,3)
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актуальными в последнее время, когда наблюда-
ется постоянный рост числа трансплантаций ал-
логенных гемопоэтических стволовых клеток, в 
первую очередь – HLA-гаплоидентичных транс-
плантаций [23].

В последние годы в России достаточно под-
робно изучалось распределение HLA-гаплотипов  
в регистрах доноров костного мозга/гемопоэти-
ческих стволовых клеток [1, 2, 3, 4]. При этом у 
доноров регистров HLA-гаплотипы оценивались 
при помощи EM-алгоритма, однако известно, 
что при его использовании наблюдается завыше-
ние частоты высокочастотных HLA-гаплотипов 
и занижение частоты низкочастотных [22]. 
HLA-гаплотипы, установленные в нашем иссле-
довании, и HLA-гаплотипы, ранее определен-
ные для доноров из регистров неродственных 
доноров алло-ГСК, обладают как значитель-
ной схожестью в распределении и частоте, так 
и некоторые отличиями. Так, в укороченном 
5-локусном варианте (A-B-C)-DRB1-DQB1) га-
плотипы A*01:01-B*08:01-C*07:01-DRB1*03:01- 
(DRB3*01:01-DQA1*05:01)-DQB1*02:01/163N, и  
A*03:01-B*07:02-C*07:02-DRB1*15:01-(DRB5* 
01:01-DQA1*01:02)-DQB1*06:02 являются пер-
вым и вторым по распространенности HLA-
гаплотипами в большинстве российских реги-
стров. Частоты этих гаплотипов для доноров 
регистров колеблются от 3% до 4% для первого и 
от 2,3% до 3% для второго [1, 2, 3, 4]. В семьях 
больных с показаниями к алло-ТГСК их частоты 
несколько ниже, что объясняется несколькими 
причинами: применением EM-алгоритма для 
подсчета частот HLA-гаплотипов у доноров реги-
стров, разным числом типированных HLA-генов 
и разным уровнем разрешения, а также тем, что в 
ФГБУ «НМИЦ гематологии» Минздрава России 
лечатся больные с различным этническим проис-
хождением из всех Федеральных округов России, 
а в регистрах доноров в основном преобладают 
русские. HLA-гаплотип A*03:01-B*35:01-C*04:01-
DRB1*01:01-DQA1*01:01-DQB1*05:01/263 в се-
мьях больных занимал только 6-7-е место с 
частотой 1,1% и определялся только с генами 
DPA1*01:03-DPB1*04:01P, при этом в нашем ис-
следовании не отмечено сильного неравновесно-
го сцепления между DRB1*01:01 и DPB1*04:01P. 
Этот HLA-гаплотип (без DPA1-DPB1) является 
первым по распространенности у финнов с ча-
стотой 8,3% [18] и выявляется у них в основном 
с аллелем DPB1*04:02. У доноров регистров с 
преобладанием русских A*03:01-B*35:01-C*04:01-
DRB1*01:01-(DQA1*01:01)-DQB1*05:01/263 обыч-
но занимает третье место по распространен-
ности с частотой 2,4 % [1, 3, 4], являясь первым 
по распространенности среди доноров регистра 
ФГБУН КНИИГиПК ФМБА России с частотой 
3,2% [2]. 

Следовательно, в приведенных публикациях 
по распределению HLA-гаплотипов в россий-

ских регистрах достаточно объективно отража-
ется реальное распределение HLA-гаплотипов в 
нашей популяции, и для больных с распростра-
ненными HLA-гаплотипами вероятность найти 
совместимого донора в российских регистрах до-
статочно велика. 

Наше исследование является первой в Рос-
сии работой, в которой изучены мультилокусные 
HLA-гаплотипы A-B-C-DRB1-DRB3/4/5/-DQA1-
DQB1-DPA1-DPB1 на основании типирования 
11 HLA-генов. Хотя минимальные требования 
при подборе неродственного донора для алло-
ГСК предписывают HLA-типировать донора и 
реципиента по четырем HLA-генам -A, -B, -C, 
-DRB1 [9], определение гена DPB1, в дополнении 
к генам A, -B, -C, -DRB1 с использованием мето-
дов, основанных на секвенировании, настоятель-
но рекомендуется для всех источников доноров 
в США [32, 34]. Также рекомендуется прово-
дить типирование HLA-генов DRB3/4/5, -DQA1, 
-DQB1 и -DPA1 (характеризуются более низкой 
экспрессией) на уровне высокого разрешения 
для выбора донора наибольшего соответствия и 
минимизации риска развития донор-специфиче-
ских анти-HLA антител [34]. 

Неравновесное сцепление между локусом 
HLA-DP и другими HLA-генами в большин-
стве популяций выражено слабо (D’ ~ 0,3) [7]. 
Как показало наше исследование, из-за горячей 
точки рекомбинации большинство 7-локусных 
гаплотипов соединяются в 9-локусных гаплоти-
пах с различными аллелями генов локуса HLA-
DP. Однако мы также выявили существование 
достаточно сильного неравновесного сцепле-
ния между некоторыми аллелями генов DRB1 и 
DPB1. Неравновесное сцепление между опре-
деленными аллелями DPB1 и другими HLA-
генами наблюдается в некоторых популяциях, 
например у финнов, популяция которых была 
относительно изолирована и проходила несколь-
ко раз через «бутылочное горло» [18]. Для не-
скольких европейских популяций [13, 18], как и 
для исследованных нами семей больных, было 
отмечено достаточно сильное неравновесное 
сцепление аллелей DRB1*03:01-DPB1*01:01P, 
входящих в HLA-гаплотип A*01:01-B*08:01-
C*07:01-DRB1*03:01-DRB3*01:01-DQA1*05:01-
DQB1*02:01/163N-DPA1*02:01-DPB1*01:01P. 
Также мы установили сильное неравновес-
ное сцепление между аллелями DRB1*07:01-
DPB1*17:01 и DRB1*09:01-DPB1*04:02P. HLA-
гаплотип DRB1*07:01-DPB1*17:01 распространен 
среди китайцев [14] и монголов [33], DRB1*09:01-
DPB1*04:02P встречается у монголов [33], однако 
сведений о неравновесном сцеплении аллелей в 
данных гаплотипах в этих популяциях нет. 

Существование нескольких HLA-гаплотипов 
с сильным неравновесным сцеплением между 
аллелями HLA-DPB1 и HLA-DRB1 повышает ве-
роятность нахождения полностью совместимого 
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неродственного донора для больного-носителя 
таких гаплотипов даже в тех случаях, когда типи-
рование гена HLA-DPB1 не проводится. Однако 
такие HLA-гаплотипы весьма немногочисленны, 
большая часть HLA-гаплотипов характеризует-
ся слабым сцеплением с локусом HLA-HLA-DP. 
Наблюдение о выраженном неравновесном сце-
плении между некоторыми аллелями HLA-DPB1 
и HLA-DRB1, конечно, требует подтверждения на 
более многочисленной когорте исследований. 

Итак, установлены реальные 7- и 9-локусные 
HLA-гаплотипы, существующие в семьях боль-
ных с назначением к HLA-типированию для 
проведения трансплантации аллогенных гемо-
поэтических стволовых клеток, которые могут 
быть использованы в клинической практике в 
качестве референсных для анализа результатов 
HLA-типирования и предсказания ожидаемых 
HLA-гаплотипов.

Показано, что, несмотря на существование 
горячей точки рекомбинации между локусом 
HLA-DP и остальным комплексом HLA-генов, 
наблюдается сильное неравновесное сцепление 
между некоторыми аллелями генов HLA-DPB1 и 
HLA-DRB1.

Заключение
Итак, установлены реальные 7- и 9-локусные 

HLA-гаплотипы, существующие в семьях боль-
ных с назначением к HLA-типированию для 
проведения трансплантации аллогенных гемо-
поэтических стволовых клеток, которые могут 
быть использованы в клинической практике в 
качестве референсных для анализа результатов 
HLA-типирования и предсказания ожидаемых 
HLA-гаплотипов.

Показано, что, несмотря на существование 
горячей точки рекомбинации между локусом 
HLA-DP и остальным комплексом HLA-генов, 
наблюдается сильное неравновесное сцепление 
между некоторыми аллелями генов HLA-DPB1 и 
HLA-DRB1.
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ПОЛИМОРФИЗМ ГЕНОВ ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ 
ИНЕРЛЕЙКИНОВ ПРИ ПЕРВИЧНОЙ ОТКРЫТОУГОЛЬНОЙ 
ГЛАУКОМЕ
Барычева Л.Ю., Какулия Д.М., Минасян М.М., Кузнецова В.В., 
Козьмова Н.А.
ФГБОУ ВО «Ставропольский государственный медицинский университет» Министерства 
здравоохранения РФ, г. Ставрополь, Россия

Резюме. Глаукома – дегенеративное заболевание зрительного нерва, сопровождающееся гибелью 
ганглиозных клеток сетчатки (ГКС) и потерей зрения. Важную роль в патогенезе глаукомы играет 
активированная микроглия, продуцирующая провоспалительные интерлейкины и инициирующая 
апоптоз ГКС. Установлено, что однонуклеотидные полиморфизмы генов интерлейкинов модифи-
цируют развитие нейровоспаления, однако их влияние на риск развития глаукомы до конца не уста-
новлено. 

Цель – определить патогенетическую роль полиморфизмов генов TNFα и IL1β в развитии первич-
ной открытоугольной глаукомы.

Обследованы 56 пациентов русской национальности Юга России с первичной открытоугольной 
глаукомой (ПОУГ), 28 пациентов с I стадией, 16 – со II стадией, 12 – с III стадией ПОУГ. Исследова-
ли однонуклеотидные полиморфизмы TNFα 308G>A (rs1800629) и IL1β -31 Т>С (rs1143627) методом 
рестрикции продуктов амплификации. Уровень провоспалительных цитокинов в слезной жидкости 
TNFα и IL1β у пациентов с ПОУГ исследовали посредством твердофазного иммуноферментного ана-
лиза (тест-системы АО «Вектор-Бест»). Оптическая когерентная томография выполнялась на аппара-
те "Торсоn" 3D ОСТ 1000 c определением толщины слоя нервных волокон сетчатки (СНВС), объема 
и площади нейроретинального пояска.

У пациентов с ПОУГ чаще встречались аллели TNFα 308А (OR = 5,21, p = 0,001) и IL1β  -31Т 
(OR = 1,99, p = 0,04). Увеличение риска развития ПОУГ установлено у носителей генотипов 308А/А 
(OR = 6,30, p = 0,049), 308G/А (OR = 3,60, p = 0,049) и -31T/T (OR = 2,67, p = 0,04). Наиболее вы-
сокие показатели TNFα определялись в группе 308А/А (190 (153,0-220,0) пкг/мл), IL1β – в группе 
(-31) Т/Т – 6,50 (4,10-7,00) пкг/мл. Уменьшение толщины нервных волокон сетчатки установлено у 
обладателей генотипов TNFα G308A – 59,5 (40,0-78,0), p = 0,03 и TNFα А308A – 79,0 (65,0-80,0) мкм, 
p = 0,001. 

Полиморфизмы генов цитокинов TNFα 308 G/A (rs1800629), IL1β -31Т/C (rs1143627); IL-10 512С/A 
(rs1800872) взаимосвязаны с развитием первичной открытоугольной глаукомы. Факторами риска 
ПОУГ России являются аллели TNFα 308A, IL1β -31Т, а также генотипы 308G/A, 308A/A и -31Т/Т. 
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Высокое содержание TNFα в слезной жидкости выявлено у резидентов генотипа 308А/А, IL1β – ге-
нотипа -31Т/Т. Наименьшая толщина слоя нервных волокон сетчатки определялась у обладателей 
генотипов TNFα А308А и TNFα G308A.

Ключевые слова: первичная открытоугольная глаукома, генный полиморфизм

POLYMORPHISM OF PRO-INFLAMMATORY INERLEUKIN 
GENES IN PRIMARY OPEN-ANGLE GLAUCOMA
Barycheva L.Yu., Kakulia D.M., Minasyan M.M., Kuznetsova V.V., 
Kozmova N.A.
Stavropol State Medical University, Stavropol, Russian Federation

Abstract. Glaucoma is a degenerative disease of the optic nerve, accompanied by the death of retinal ganglion 
cells (RGCs) and loss of vision. An important role in the pathogenesis of glaucoma is ascribed to activated 
microglia, which produce pro-inflammatory interleukins and initiate GCS apoptosis. It has been established 
that single nucleotide polymorphisms of interleukin genes modify the development of neuroinflammation, 
but their effect on the risk of developing glaucoma is not yet fully established. Our aim was to determine the 
pathogenetic role of gene polymorphisms in TNFα and IL1β in the development of primary open-angle 
glaucoma. 

We have observed 56 patients of Russian nationality from the South of Russia with primary open-angle 
glaucoma (POAG), 28 patients with stage I, 16 with stage II, 12 with stage III POAG. The single nucleotide 
polymorphisms TNFα 308G>A (rs1800629) and IL1β -31 Т>С (rs1143627) were studied by restriction fragment 
analysis of PCR products. The level of pro-inflammatory cytokines (TNFα and IL1β) in the lacrimal fluid of 
patients with POAG was evaluated by enzyme-linked immunosorbent assay (Vector-Best test system). To 
perform optical coherence tomography by analysing the thickness of retinal nerve fiber layer (RNFL) with 
volume and area of the neuroretinal rim using Torson 3D OST 1000 apparatus. 

Results: in patients with POAG, we have found more common incidence of TNFα 308A (OR = 5.21, 
p = 0.001), and IL1β-31 T alleles (OR = 1.99, p = 0.04). An increased risk of developing POAG was found in 
carriers of genotypes 308A/A (OR = 6.30, p = 0.049), 308G/A (OR = 3.60, p = 0.049) and -31T/T (OR = 2.67, 
p = 0.04). The highest levels of TNFα were determined in the 308A/A group (190 (153.0-220.0) pg/mL), 
IL1β were in the group (-31) T/T – 6.50 (4.10-7.00) pg/mL. A decreased thickness of the retinal nerve fibers 
was observed in the patients with TNFα G308A genotype (59.5; 40.0 to 78.0 µm, p = 0.03), and in TNFα A308A 
carriers (79.0; 65.0 to 80.0 µm, p =  0.001). 

The TNFα 308 G/A (rs1800629), along with IL1β, -31Т/C (rs1143627) cytokine gene polymorphisms are 
associated with development of primary open-angle glaucoma. TNFα 308A, IL1β -31T alleles, as well as the 
308G/A, 308A/A and -31T/T genotypes seem to be the risk factors for POAG in Russian population. High 
content of TNFα in the lacrimal fluid was found in the carriers of 308A/A genotype and -31T/T IL1β genotype. 
The lowest thickness of the retinal nerve fiber layer was observed in the carriers of tTNFα A308A and TNFα 
G308A genotypes.

Keywords: primary open-angle glaucoma, TNFα, IL1β, gene polymorphism

Список сокращений и терминов
ВГД – внутриглазное давление; ДНК – де-

зоксирибонуклеиновая кислота; НРП – ней-
роретинальный поясок; ОСТ – оптическая 
когерентная томография; ПОУГ – первичная от-
крытоугольная глаукома; СНВС – слой нервных 
волокон сетчатки; CI – доверительный интер-
вал; IL-1β, IL-2, IL-6, IL-12 – интерлейкины 1β, 
2, 6, 12; OR (Oddis ratio) – анализ шансов; RFLP 
analysis – анализ полиморфизма длин рестрик-
ционных фрагментов; SNP – Single Nucleotide 

Polymorphism, полиморфизм одиночных нуклео-
тидов; TNFα – фактор некроза опухолей-альфа.

Введение
Первичная открытоугольная глаукома (ПОУГ) 

является одной их ведущих причин слепоты во 
всем мире и характеризуется отсроченной диа-
гностикой и неутешительным прогнозом [9, 15]. 
Показано, что нейровоспаление является од-
ним из ключевых механизмов, способствующих 



305

Генетические маркеры ПОУГ
Genetic markers of primary open-angle glaucoma2024, Vol. 26,  2

2024, Т. 26, № 2

формированию глаукоматозной нейропатии [9]. 
Развитие воспалительного ответа, связанного с 
увеличением внутриглазного давления, приводит 
к активации различных типов клеток, таких как 
астроциты, микроглия, периферические лим-
фоциты в зрительном нерве и/или сетчатке, что 
сопровождается повышенной продукцией ста-
реющими клетками воспалительных цитокинов 
и глаукоматозной дегенерацией [7,  19,  23,  27]. 
В настоящее время возрастает число исследова-
ний, посвященных влиянию полиморфизма ге-
нов цитокинов на предрасположенность к разви-
тию первичной открытоугольной глаукомы [13]. 
Установлено, что отдельные полиморфизмы спо-
собствуют увеличению TNFα и IL1β в стекловид-
ном теле, сетчатке и зрительном нерве, повышая 
риск развития и прогрессирования ПОУГ [6,  8]. 
Учитывая широкую доступность ингибиторов 
провоспалительных интерлейкинов, одобренных 
для клинического применения, дальнейшие ис-
следования полиморфизма генов TNFα и IL1β и 
профиля их экспрессии в различных этнических 
группах при глаукоме представляют интерес. 

Цель – определить патогенетическую роль по-
лиморфизма генов TNFα и IL1β в развитии пер-
вичной открытоугольной глаукомы.

При выполнении исследования нами были 
поставлены вопросы:

1. Зависит ли развитие заболевания от гено-
типов TNFα и IL1β?

2. Влияет ли генный полиморфизм TNFα и 
IL1β на их уровень в слезной жидкости и пока-
затели оптической когерентной томографии у 
пациентов с первичной открытоугольной глауко-
мой? 

Материалы и методы
Работа выполнена в дизайне продольного 

когортного нерандомизированного исследова-
ния случай-контроль. Исследование одобрено 
Локальным Этическим комитетом ФГБОУ ВО 
«Ставропольский государственный медицин-
ский университет» Минздрава России (протокол 
№ 81 от 27.03.2019 г.). 

В исследование включены 56 пациентов (32 
женщины, 24 мужчины) русской национально-
сти, проживающие в Ставропольском крае, в воз-
расте от 50 до 75 лет с установленным диагнозом 
«первичная открытогольная глаукома», имеющие 
уровень ВГД > 21 мм рт. ст., cтeпень открытия 
углa пeрeдней камеры – 3-4, толщину СНВС бо-
лее 60, но менее 85 µm, подписавшие доброволь-
ное информированное согласие на включение в 
исследование. 

Из исследования исключали пациентов с 
воспалительными или аллергическими заболе-
ваниями переднего отрезка глаза, помутнени-

ем оптических сред, травмами глаза, наличием 
диабетической ретинопатии, макулярной деге-
нерации, а также больных, получавших иммуно-
супрессивные, цитостатические или генно-ин-
женерные биологические препараты. 

В группу сравнения вошли 30 пациентов (18 
женщин, 12 мужчин) в возрасте от 50 до 75 лет 
русской национальности с миопией слабой сте-
пени, уровнем ВГД < 21 мм рт. ст., cтeпенью от-
крытия угла пeрeдней камеры – 3-4, толщиной 
слоя нервных волокон > 90 µm, отсутствием 
системных аутоиммунных, опухолевых заболе-
ваний, сахарного диабета, подписавших добро-
вольное информированное согласие на включе-
ние в исследование. 

Исследование проводилось на базе офтальмо-
логического отделения ГБУЗ СК «Ставрополь-
ская краевая клиническая больница». Диагноз 
устанавливали с помощью стандартных методов 
исследования, включая визометрию, автореф-
рактометрию, биомикроскопию, гониоскопию, 
аппланационную тонометрию, пахиметрию, оп-
тическую когерентную томографию (ОСТ) [2]. 

Для определения полиморфизма генов TNFα 
и IL1β использовалась венозная кровь, получен-
ная путем пункции периферических вен (1-2 мл), 
собранная в одноразовые пластиковые пробирки 
с раствором 0,5% ЭДТА. 

Сбор слезной жидкости для определения со-
держания TNFα и IL1β проводился из нижнего 
слезного мениска. В течение 14 дней до выпол-
нения исследования пациенты не применяли 
глазные капли, содержащие топические проста-
гландины и глюкокортикостероиды. Слезную 
жидкость собирали из нижнего конъюнктиваль-
ного свода с помощью стерильной микропипет-
ки и переносили в пробирки типа «Эппендорф». 
Образцы центрифугировали при 10 000 g для уда-
ления слизи и клеточного детрита и хранили при 
температуре -20° до проведения исследования. 

При выполнении работы были отобраны два 
гена-кандидата с учетом их непосредственного 
участия в патогенезе нейровоспаления при глау-
коме, имеющие частоту минорного аллеля более 
5% в популяции. Исследовались функциональ-
ные полиморфизмы TNFα 308G>A (rs1800629) и 
IL1β -31 Т>С (rs1143627) в лейкоцитах перифери-
ческой крови 56 пациентов с первичной открыто-
угольной глаукомой. Изучался характер влияния 
генного полиморфизма TNFα G308A и IL1β Т31С 
на содержание TNFα и IL1β в 107 образцах слез-
ной жидкости пациентов с ПОУГ. 

Определялись показатели оптической коге-
рентной томографии у больных с первичной от-
крытоугольной глаукомой в зависимости от гено-
типов TNFα 308G>A и IL1β -31 Т>С.
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Оптическая когерентная томография выпол-
нялась на аппарате Торсоn 3D ОСТ 1000 c опреде-
лением толщины слоя нервных волокон сетчатки 
(СНВС), объема и площади нейроретинального 
пояска. Применялись стандарные протoколы 
RNFLThickness (число А – скaнов 512, диаметр 
прицельного круга 3,4 мм).

Для молекулярно-генетических исследований 
выделяли ДНК из лейкоцитов периферической 
крови, взятой в пробирки с 0,5% ЭДТА с при-
менением набора реагентов «ДНК-ЭКСПРЕСС-
КРОВЬ» («ЛИТЕХ», Россия). Полученные су-
пернатанты ДНК хранили в морозильной камере 
при температуре -20°.

Генотипирование SNPs 308G>A (rs1800629) и 
IL1β -31 Т>С (rs1143627) осуществляли методом 
Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP 
analysis) с помощью многоканального ампли-
фикатора «Терцик» (ООО «ДНК-Технология», 
Россия) и диагностических тест-систем «SNP-
экспресс» ООО НПФ «ЛИТЕХ» (Москва). Раз-
деление продуктов амплификации проводили 
в 3% агарозном геле методом горизонтального 
электрофореза с последующей электрофорети-
ческой детекцией (Bio-Rad Laboratories, США). 
Для визуализации результатов электрофореза 
применяли 1%-ный раствор бромистого этидия, 
фрагменты ДНК определялись в виде оранжевых 
и/или красных полос. 

Уровень провоспалительных цитокинов в 
слезной жидкости TNFα и IL-1β у пациентов с 
ПОУГ исследовали посредством твердофазно-
го иммуноферментного анализа (тест-системы 
АО «Вектор-Бест»). Средние показатели TNFα 
и IL- 1β определяли с учетом всех образцов, в том 
числе отрицательных. 

Статистическую обработку данных выполня-
ли с помощью лицензионных программ Statistica 
SPSS и Primer of Biostat 4,0. Количественные 
значения представляли в виде медианы и ин-
терквантильного (25 и 75 процентили) разма-
ха (Me (Q0,25-Q0,75)). Для оценки межгрупповых 
различий применяли критерии Манна–Уитни, 
Ньюмена–Кейлса, Данна, χ2. Статистическую 
значимость различий в частотах аллельных вари-
антов и генотипов оценивалась с помощью кри-
терия χ2 Пирсона, 

Результаты
Средний возраст пациентов составил 71,3±1,98 

года. В 28 случаях верифицирована развитая, в 
16 – далекозашедшая, 12 – терминальная стадии 
первичной открытоугольной глаукомы.

Возрастная и гендерная структура пациен-
тов с ПОУГ не отличалась от группы сравнения. 
В группе ПОУГ установлено увеличение средних 
показателей внутриглазного давления, уменьше-

ние толщины слоя нервных волокон сетчатки 
(табл.  1). 

У пациентов с первичной открытоугольной 
глаукомой чаще, чем в группе сравнения вы-
являлся мутантный аллель 308А (32,1% и 8,3%, 
p = 0,001), вероятность развития заболевания у 
обладателей которого возрастала более, чем в 5 
раз, показатель отношения шансов составил 5,21 
(95% CI: 1,92-14,1, p = 0,001) (табл. 2). 

Распространенный в популяции гомозигот-
ный по доминантному аллелю генотип G308G у 
пациентов с ПОУГ встречался реже, чем в груп-
пе сравнения (53,5% и 86,7% соответственно, 
p = 0,003). Увеличение риска развития ПОУГ 
отмечалось у резидентов гомозиготного по ред-
кому аллелю генотипа А308А – 6,30 (95% CI: 
0,77-51,9, p = 0,049), у гетерозигот G308А – 3,60 
(95% CI: 0,96-13,6, p = 0,049) и в объединенной 
группе больных, носителей мутантного аллеля А 
(АА+GA – 5,85 (95% CI: 1,81-18,9, p = 0,003)).

При изучении генного полиморфизма IL1β 
(-31 Т>С) у больных с ПОУГ чаще, чем в груп-
пе сравнения найден распространенный в по-
пуляции аллель -31Т (72,3% и 56,7%, p = 0,04) с 
увеличением показателей отношения шансов до 
1,99 (1,04-3,86). Носительство редкого аллеля 
-31С имело протективный эффект (ОШ 0,50; 95% 
ДИ 0,26-0,97; p = 0,04). При анализе гаплотипов 
IL1β (-31 Т>С) у пациентов с ПОУГ преоблада-
ющим был гомозиготный по распространенному 
аллелю генотип -31Т/Т (57,1% и 33,3%, p = 0,04) 
с увеличением риска заболевания (OR = 2,67 
(1,06-6,72)). Распространенность гомозиготно-
го по редкому аллелю (31С/С) и гетерозиготно-
го (-31Т/  С) генотипов была ниже, чем в группе 
сравнения, однако различия не были статистиче-
ски значимы. 

Для оценки влияния полиморфизмов генов 
TNFα и IL1β на их уровень в слезной жидкости 
исследовано 107 образцов слезной жидкости па-
циентов с ПОУГ (с развитой стадией – 56 проб, 
далекозашедшей – 30, терминальной – 21). TNFα 
определялся в 95,4% образцов слезной жидкости 
у пациентов с ПОУГ, что было чаще, чем в группе 
сравнения – 85,7%, p = 0,01. Выявлено статисти-
чески значимое увеличение содержания TNFα до 
94 (45-165) пкг/мл у пациентов с ПОУГ по отно-
шению к группе сравнения – 32 (14-66) пкг/мл, 
p = 0,001. Установлено влияние полиморфизма 
гена TNFα (308) G>A на его содержание в слез-
ной жидкости при первичной открытоугольной 
глаукоме. У респондентов редкого аллеля 308A и 
обладателей генотипов 308G/A +308A/А отмечено 
увеличение содержания TNFα в слезной жидко-
сти – 49 (14,0-90,0) пкг/мл по сравнению с паци-
ентами, имеющими генотип 308G/G (165 (112,5-
193,5) пкг/мл), p = 0,001) (рис. 1). 
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ТАБЛИЦА 2. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ЧАСТОТ АЛЛЕЛЕЙ И ГЕНОТИПОВ TNFαα (308) G>A И IL1ββ (-31) Т>С У БОЛЬНЫХ 
С ПЕРВИЧНОЙ ОТКРЫТОУГОЛЬНОЙ ГЛАУКОМОЙ
TABLE 2. FREQUENCY DISTRIBUTION OF ALLELES AND GENOTYPES OF TNFα (308) G>A AND IL1β (-31) T>C IN PATIENTS 
WITH PRIMARY OPEN-ANGLE GLAUCOMA

Аллели / генотип
Alleles / genotype

ПОУГ 
POAG

(n = 56)

Группа сравнения 
Comparison group

(n = 30)
χ2 OR (95% CI)

TNFαα (308) G>A

G 76/112 (67,9%) 55/60 (91,7%) p = 0,001 0,19 (0,07-0,52)

A 36/112 (32,1%) 5/60 (8,3%) p = 0,001 5,21 (1,92-14,10)

GG 30/56 (53,5%) 26/30 (86,7%) p = 0,003 0,13 (0,04-0,41)

GA 16/56 (28,6%) 3/30 (10%) p = 0,049 3,60 (0,96-13,60)

AA 10/56 (17,8%) 1/30 (3,3%) p = 0,049 6,30 (0,77-51,90)

AA+GA 26/56 (46,4%) 4/30 (13,3%) p = 0,003 5,85 (1,81-18,90)

IL1ββ (-31) Т>С

T 81/112 (72,3%) 34/60 (56,7%) p = 0,04 1,99 (1,04-3,86)

C 31/112 (27,7%) 26/60 (43,3%) p = 0,04 0,50 (0,26-0,97)

TT 32/56 (57,1%) 10/30 (33,3%) p = 0,04 2,67 (1,06-6,72)

TC 17/56 (30,4%) 14/30 (46,7%) p = 0,13 0,50 (0,19-1,25)

CC 7/56 (12,5%) 6/30 (20,0%) p = 0,36 0,61 (0,17-1,89)

TT+TC 49/56 (87,5%) 24/30 (80,0%) p = 0,36 1,75 (0,53-5,78)

Примечание. ПОУГ – первичная открытоугольная глаукома, p – статистическая значимость различий по сравнению 
с группой сравнения (критерий χχ2 Пирсона), OR – отношение шансов, CI – 95%-ный доверительный интервал.

Note. POAG, primary open-angle glaucoma; p, statistical significance of differences compared with the comparison group 
(Pearson’s χ2 test); OR, odds ratio; CI, 95% confidence interval

ТАБЛИЦА 1. ДЕМОГРАФИЧЕСКИЕ И КЛИНИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ СУБЪЕКТОВ ИССЛЕДОВАНИЯ 

TABLE 1. DEMOGRAPHIC AND CLINICAL FEATURES OF STUDY SUBJECTS

ПОУГ 
POAG

(n = 56)

Группа сравнения 
Comparison group

(n = 30)
p

Пол (м/ж), %
Sex (m/w) 42,9/57,1 40,0/60,0 p = 0,79

Возраст (M±m), лет 
Mean age, years 70,10±0,75 70,30±0,96 p = 0,41

ВГД, мм рт.ст. 
Intraocular pressure, mmHg 24 (20,0-27,5) 19 (17-20) p = 0,001

Толщина СНВС, мкм
RNFL thickness, mkm 79 (61-87) 106,5 (99-119) p = 0,001

Объем НРП, мм3

Volume neuroretinal rim, mm3 0,31 (0,21-0,52) 0,33 (0,30-0,39) p = 0,34

Площадь НРП, мм2

Area neuroretinal rim, mm2 0,31 (0,21-0,52) 2,12 (1,70-1,23) p = 0,50

Примечание. ПОУГ – первичная открытоугольная глаукома, ВГД – внутриглазное давление, СНВС – слой нервных 
волокон сетчатки, НРП – нейроретинальный поясок, p – статистическая значимость различий по сравнению с группой 
сравнения (критерий χχ2, Манна–Уитни).

Note. POAG, primary open-angle glaucoma; RNFL, retinal nerve fiber layer; p, statistical significance of differences compared with 
the comparison group (χ2 test, Mann–Whitney).
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Показатели TNFα были значительно выше 
в группе 308А/А (190 (153,0-220,0) пкг/мл), 
статистически значимые различия опреде-
лялись по сравнению с генотипами 308G/А 
(132 (98,0- 180,0) пкг/мл), p = 0,01 и 308G/G 
(49 (14,0-90,0) пкг/мл), p = 0,001 (рис. 1).

Частота выявления IL-1β в слезной жидкости 
у пациентов с первичной открытоугольной гла-

укомой составила 94,4%, в группе сравнения – 
73,8%, p < 0,001. Средние показатели у паци-
ентов с ПОУГ равнялись 4,30 (1,85-6,70) пкг/л, 
что было выше, чем в группе сравнения – 2,15 
(0,0- 3,70) пкг/л, p = 0,001. 

Выявлена взаимосвязь носительства аллеля 
-31Т и содержания IL-1β в слезной жидкости при 
ПОУГ. У обладателей генотипов Т/Т+С/Т пока-

Рисунок 1. Влияние полиморфизма гена TNFαα (308) G>A на уровень TNFαα в слезной жидкости у пациентов 
с первичной открытоугольной глаукомой
Примечание: * – p < 0,05, статистическая значимость различий по сравнению с группой GG (критерий Манна–Уитни»);  
** – p < 0,05, статистическая значимость различий по сравнению с группой АА (критерий Ньюмена–Кейлса, Данна).
Figure 1. Effect of TNFα (308) G>A gene polymorphism on the level of TNFα in lacrimal fluid in patients with primary open-angle 
glaucoma
Note. *, p < 0.05, statistical significance of differences compared to the GG group (Mann–Whitney test); **, p < 0.05, statistical significance 
of differences compared to the AA group (Newman–Keuls, Dunn test).

Рисунок 2. Влияние полиморфизма гена IL1ββ Т>С на уровень IL1ββ в слезной жидкости у пациентов с первичной 
открытоугольной глаукомой
Примечание. * – p < 0,05, статистическая значимость различий по сравнению с группой СС (критерий Манна–Уитни»);  
** – p < 0,05, статистическая значимость различий по сравнению с группой TT (критерий Ньюмена–Кейлса, Данна).
Figure 2. Effect of T>C IL1β gene polymorphism on the level of IL1β in lacrimal fluid in patients with primary open-angle glaucoma
Note. *, p < 0.05, statistical significance of differences compared to the SS group (Mann–Whitney test); **, p < 0.05, statistical significance 
of differences compared to the TT group (Newman–Keuls, Dunn test).
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затели IL1β составили 4,90 (2,006,70) пкг/ мл, 
что было существенно выше, чем у респон-
дентов рецессивного генотипа -31 С/С – 2,15 
(0,90- 3,30)  пкг/ мл, p  =  0,02 (рис.  2). Макси-
мальные значения определялись у гомозигот 
по распространенному аллелю (-31) Т/Т – 6,50 
(4,10- 7,00)  пкг/ мл. Статистически значимые 
различия получены при сравнении с генотипом 
Т/С 2,10 (0,70-4,20) пкг/ мл, p = 0,001 и С/С 2,15 
(0,90- 3,30) пкг/ мл, p = 0,001 (рис.  2).

У респондентов аллеля TNFα 308A и облада-
телей генотипов GA+АA показатели СНВС со-
ставили 67 (43,0-80,0) мкм и были существен-
но ниже, чем у носителей генотипа GG – 96 
(81,0- 101,0) мкм, p = 0,001.

Статистически значимые различия по сравне-
нию с генотипом GG установлены для генотипа 
G308A – 59,5 (40,0-78,0), p = 0,03 и А308A – 79,0 
(65,0-80,0) мкм, p = 0,001. 

Толщина слоя нервных волокон у облада-
телей аллеля IL1β  -31Т (ТТ+ТС) составила 80 
(65,0- 96,0) мкм, у носителей СС (rs1143627) – 
90,5 (46,0-99,0) мкм, однако различия не были 
статистически значимы.

Обсуждение
У пациентов с первичной открытоугольной 

глаукомой русской национальности выявлено 
преобладание редкого аллеля TNFα 308A и гено-
типов G308A и А308A, а также распространенного 
аллеля IL1β  -31Т и генотипа -31 Т/Т. Наиболее 
высокие показатели TNFα определялись у па-
циентов с генотипом 308А/А, IL1β – -31Т/Т. 

В современных исследованиях показана 
ключевая роль TNFα в иммунопатологических 
процессах, связанных с ишемией сетчатки, по-
вреждением нейронов, увеличением уровня 
внутриглазного давления и регенерацией тка-
ней [23]. Установлено увеличение TNFα в сте-
кловидном теле, сетчатке и зрительном нерве 
при глаукоме, способное индуцировать апоптоз 
ганглиозных клеток посредством нескольких ме-
ханизмов, включая митохондриальную дисфунк-
цию, окислительный стресс и рецептор-опосре-
дованную активацию каспаз [17, 23]. 

Увеличение уровня TNFα во внутриглазной 
жидкости, слезах, сыворотке крови позволяет 
считать его потенциальным биомаркером глау-
комы и критерием ее тяжести [11, 14, 18, 24]. 

Ранее сообщалось о том, что SNP 308G>A 
(rs1800629) выше промоторного сайта вызывает 
увеличение экспрессии TNFα и положительно 
коррелирует с развитием первичной открытоу-
гольной глаукомы в популяциях Турции, Египта 
и Ирана [12, 16, 22].

В исследовании Е. Тикуновой и соавт. на ко-
горте пациентов Центральной России связь по-

лиморфизма G308A (rs1800629) с ПОУГ не была 
подтверждена [25]. В метаанализе Yu Q.Q. и со-
авт. показано, что полиморфизмы TNF-308G/A 
в отличие от -238G/A, -863C/A и -857C/T в зна-
чительной степени связаны с развитием первич-
ной открытоугольной глаукомы высокого дав-
ления [29]. По данным Шевченко А.В. и соавт., 
частота минорного генотипа TNF-308*AA была 
достоверно выше у больных с ПОУГ европеоид-
ного происхождения, проживающих в Западной 
Сибири [5], что согласуется с полученными нам 
данными.

Интерлейкин-1β является ключевым фак-
тором прогрессирования глаукомы, способным 
инициировать продукцию других цитокинов, а 
также матриксных металлопротеиназ и молекул 
адгезии [7, 28]. Высокие показатели экспрессии 
IL1β обнаружены в слезах, внутриглазной жид-
кости [1, 3, 4, 11], что совпадает с полученны-
ми в настоящем исследовании данными. Ранее 
установлено, что SNP IL1β -31Т/С локализован в 
промоторной области и нуклеотидная замена на 
аллель -31Т приводит к алллель-специфическому 
изменению экспрессии гена в связи с высоким 
связыванием ядерных белков [10, 21, 28]. Отме-
чена высокая продукция IL1β в присутствии ал-
леля -31Т [28]. 

Полученные нами результаты совпадают с 
данными других исследований, свидетельствую-
щих о том, что генный полиморфизм IL1β -31Т/С 
увеличивает риск развития первичной открытоу-
гольной глаукомы [21]. 

К ограничениям настоящего исследования 
следует отнести небольшой объем выборки па-
циентов, а также необходимость подтверждения 
полученных результатов в других этнических 
группах. Кроме того, мы изучали небольшое 
число полиморфизмов провоспалительных ин-
терлейкинов TNFα и IL-1β и не учитывали ак-
тивность других молекул, способных взаимодей-
ствовать с промоторной областью генов TNFα и 
IL1β. 

Заключение
Высокая реактивность глиальных клеток при 

глаукоме характеризуется повышенной продук-
цией провоспалительных интерлейкинов, таких 
как TNFα, IL-1β, IL-6, IL-12, IL-2 и хемокинов, 
действующих в качестве эффекторов воспали-
тельной нейротоксичности [26]. Установлено, 
что генетически детерминированные различия 
продукции интерлейкинов могут влиять на пред-
расположенность к развитию нейровоспаления и 
глаукоматозной нейропатии [6, 8, 20]. В настоя-
щем исследовании показано, что полиморфиз-
мы генов TNFα 308G/A (rs1800629) и IL1β -31Т/C 
(rs1143627) взаимосвязаны с развитием первич-
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ной открытоугольной глаукомы. Факторами ри-
ска ПОУГ у пациентов русской национальности 
Юга России являются аллели TNFα 308A, IL1β 
-31Т, а также генотипы 308G/A, 308A/A и -31Т/Т. 
Высокая продукция TNFα в слезной жидкости 
при первичной открытоугольной глаукоме вы-
является у пациентов с генотипом 308А/А, IL1β – 
обладателей -31Т/Т. 
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ЦИТОКИНОВЫЙ ПРОФИЛЬ ПАЦИЕНТОВ С СОЧЕТАННОЙ 
КАРДИО- И ОФТАЛЬМОПАТОЛОГИЕЙ 
Фабрикантов О.Л.1, Шурыгин С.Н.2, Липатова Т.Е.3, Судаков О.В.4, 
Потапов В.Н.5, Чернов А.В.4, Шавкута Г.В.6, Голиков А.В.7, 
Якунченко Т.И.8, Аксёнов В.В.9 
1 Тамбовский филиал МНТК «Микрохирургия глаза имени академика С.Н. Федорова» Министерства 
здравоохранения РФ, г. Тамбов, Россия  
2 ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов имени Патриса Лумумбы», Москва, Россия  
3 ФГБОУ ВО «Саратовский государственный медицинский университет имени В.И. Разумовского» 
Министерства здравоохранения РФ, г. Саратов, Россия  
4 ФГБОУ ВО «Воронежский государственный медицинский университет имени Н.Н. Бурденко», г. Воронеж, 
Россия  
5 ФГБОУ ДПО «Российская медицинская академия непрерывного образования» Министерства здравоохранения 
РФ, Москва, Россия  
6 ФГБОУ ВО «Ростовский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Ростов-на-Дону, Россия  
7 ФГБОУ ВО «Курский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Курск, Россия  
8 ФГАОУ ВО «Белгородский государственный национальный исследовательский университет», г. Белгород, 
Россия  
9 ФГБОУ ВО «Юго-Западный государственный университет», г. Курск, Россия

Резюме. Сочетанная кардиологическая и офтальмологическая патология имеет высокую рас-
пространенность в старших возрастных группах населения и общие патогенетические механизмы, 
к числу которых, безусловно, относится нарушение цитокинового профиля. Однако цитокиновый 
профиль крови практически не анализировался у пациентов пожилого возраста с сочетанной ишеми-
ческой болезнью сердца с глаукомой. Цель исследования – изучение цитокинового профиля у паци-
ентов с сочетанной кардио- и офтальмопатологией. Исследование выполнено в Тамбовском филиале 
МНТК «Микрохирургия глаза имени академика С.Н. Федорова» в двух группах: пациенты с сочетан-
ной ишемической болезнью сердца с глаукомой (n = 58 человек) и пациенты с ишемической болез-
нью сердца (n = 49 человек), имеющих в обоих случаях одинаковый возраст 60-74 лет. Диагностика 
глаукомы проведена в соответствии с критериями «Национального руководства по глаукоме». Для 
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диагностики ишемической болезни сердца выполнялись электрокардиографические, эхокардиогра-
фические, рентгенографические, энзимные исследования. Определение цитокинов в плазме крови 
проводилось на аппарате Becton Dickinson FACS Canto 2 (США) с помощью специального набора 
CBA (BD Biosciences, США). Среди пациентов сравниваемых групп одинакового возраста выявлены 
достоверные различия по большинству цитокинов, а именно преимущественное повышение у паци-
ентов с сочетанной кардио- и офтальмопатологией относительно группы с ишемической болезнью 
сердца. Повысилось в плазме крови пациентов с ишемической болезнью сердца, сочетанной с глау-
комой, содержание IL-5, IL-12, IFNγ, TNFα c достоверным различием по сравнению с пациентами 
с ишемической болезнью сердца. Однако наивысшее увеличение среди рассматриваемых цитокинов 
характерно для IL-6 и IL-17, составившее у пациентов с сочетанной кардио- и офтальмопатологи-
ей 23,8±1,1 пг/ мл и 20,2±1,7 пг/мл против 6,3±0,3 пг/мл и 7,9±0,5 пг/мл соответственно у пациен-
тов с ишемической болезнью сердца. Вместе с тем существенно снизился уровень IL-4 и IL-10 до 
2,2±0,2 пг/мл и 6,4±0,4 пг/мл против 4,8±0,3 пг/мл и 11,9±0,6 пг/мл. Использование логистической 
регрессии позволило определить величины относительного риска изученных цитокинов крови и раз-
работать нескорректированные и скорректированные модели, согласно которым наиболее тесная ас-
социация с риском развития сочетанной ишемической болезни сердца с глаукомой установлена для 
IL-6 и IL-17, с величинами относительного риска в нескорректированной модели 2,87 и 2,71 соот-
ветственно (p < 0,001). Однако в скорректированной модели ассоциация IL-6 с сочетанной ишемиче-
ской болезнью сердца с глаукомой повысилась до 2,92 (ДИ 2,80-3,27, р = 0,004), а IL-17 уменьшилось 
до 2,64 (ДИ 2,51-2,85, р = 0,003). Установлена также достоверная ассоциация IL-4, IL-5, IL-12, IFNγ 
и TNFα с сочетанной ишемической болезнью сердца с глаукомой. Исследование продемонстрирова-
ло новые ассоциации системных цитокинов с риском развития сочетанной ишемической болезнью 
сердца с глаукомой. 

Ключевые слова: цитокины, ишемическая болезнь сердца, глаукома, сочетанная кардиопатология, сочетанная 
офтальмопатология, логистическая регрессия 

CYTOKINE PROFILE IN THE PATIENTS WITH COMBINED 
CARDIO- AND OPHTALMOPATHIES 
Fabrikantov O.L.a, Shurygin S.N.b, Lipatova T.E.c, Sudakov O.V.d, 
Potapov V.N.e, Chernov A.V.d, Shavkuta G.V.f, Golikov A.V.g, 
Yakunchenko T.I.h, Aksenov V.V.i
a S. Fedorov National Medical Research Center “MNTK Eye Microsurgery”, Tambov, Russian Federation  
b P. Lumumba Peoples’ Friendship University of Russia, Moscow, Russian Federation  
c V. Razumovsky Saratov State Medical University, Saratov, Russian Federation  
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h Belgorod State National Research University, Belgorod, Russian Federation  
i Southwestern State University, Kursk, Russian Federation

Abstract. Combined cardiological and ophthalmological pathology has a high prevalence in older age groups 
of the population and common pathogenetic mechanisms, among which, of course, is a violation of the cytokine 
profile. However, the cytokine profile of the blood was practically not analyzed in elderly patients with combined 
ischemic heart disease with glaucoma. The aim of the study was to study the cytokine profile in patients with 
combined cardio- and ophthalmopathology. The study was performed at the S.N. Fedorov National Medical 
Research Center “MNTK Eye Microsurgery”, in two groups: patients with combined coronary heart disease 
with glaucoma (n = 58 people), and patients with coronary heart disease (n = 49 people), who in both cases 
have the same age of 60-74 years. The diagnosis of glaucoma was carried out in accordance with the criteria of 
the “National Glaucoma Guidelines”. Electrocardiographic, echocardiographic, radiographic, and enzyme 
studies were performed to diagnose coronary heart disease. The determination of cytokines in blood plasma was 



315

Цитокины и кардио- и офтальмопатология
Cytokines in combined cardio- and ophtalmopathies2024, Vol. 26,  2

2024, Т. 26, № 2

carried out on the device “Becton Dickinson FACS Canto 2 (USA)” using a special set of CBA (BD Biosciences, 
USA). Among the patients of the compared groups of the same age, significant differences in most cytokines were 
revealed, namely, a predominant increase in patients with combined cardio- and ophthalmopathology relative 
to the group with coronary heart disease. The content of IL-5, IL-12, IFNγ, TNFα in the blood plasma of 
patients with coronary heart disease combined with glaucoma increased with a significant difference compared 
to patients with coronary heart disease. However, the highest increase among the cytokines under consideration 
is characteristic of IL-6 and IL-17, which amounted to 23.8±1.1  pg/mL and 20.2±1.7 pg/mL in patients with 
combined cardio- and ophthalmopathology versus 6.3±0.3 pg/mL and 7.9±0.5 pg/mL, respectively, in patients 
with coronary heart disease. At the same time, the level of IL-4 and IL- 10 decreased significantly to 2.2±0.2 
pg/mL and 6.4±0.4 pg/mL versus 4.8±0.3 pg/ mL and 11.9±0.6 pg/ mL. The use of logistic regression made 
it possible to determine the relative risk values of the studied blood cytokines and to develop uncorrected and 
adjusted models, according to which the closest association with the risk of developing combined coronary 
heart disease with glaucoma was established for IL-6 and IL-17, with the relative risk values in the uncorrected 
model of 2.87 and 2.71, respectively (p < 0.001). However, in the adjusted model, the association of IL-6 
with combined coronary heart disease with glaucoma increased to 2.92 (CI 2.80-3.27, p = 0.004), and IL-17 
decreased to 2.64 (CI 2.51-2.85, p = 0.003). There was also a significant association of IL-4, IL-5, IL-12, IFNγ 
and TNFα with combined coronary heart disease with glaucoma. The study demonstrated new associations 
of systemic cytokines with the risk of developing combined coronary heart disease associated with glaucoma.

Keywords: cytokines, ischemic heart disease, glaucoma, cardiopathology, ophtalmopathology, combined, logistic regression 

Введение
Многие офтальмологические заболевания, 

в том числе глаукома, являются возрастассо-
циированной патологией и развиваются пре-
имущественно в пожилом и старческом возрасте. 
Именно в данных возрастных группах глаукома 
считается лидирующей нозологией, приводящей 
к снижению остроты зрения и часто к слепоте. 
В настоящее время, по оценкам различных ис-
следователей, в мире насчитывается от 60 до 70 
миллионов больных глаукомой [11, 13].

В развитии глаукомы показана важная роль 
сердечно-сосудистых нарушений [2, 15] и, в част-
ности, артериальной гипертензии, ишемической 
болезни сердца (ИБС), представляющих систем-
ные факторы риска глаукомы. ИБС – глобально 
распространенная кардиопатология с высоким 
доминированием, как и глаукомы, среди стар-
ших возрастных групп населения, насчитываю-
щая в последние годы более 150 миллионов че-
ловек [12].

Интегрирующим звеном ИБС и глаукомы 
считаются иммунологические нарушения в ци-
токиновом профиле [9]. Однако изменения цито-
кинов в крови изучаются, как правило, раздель-
но среди пациентов с ИБС и среди пациентов с 
глаукомой. Показано увеличение ряда цитоки-
нов – IL-1β и IL-10 [6], IL-5, IL-6, IL-6R, TNFα, 
IFNγ [9], IL-25 и IL-27 [18, 19] в качестве факто-
ров риска ИБС. Сообщается также об участии 
интерлейкинов крови в патогенезе глаукомы [3, 
4]. Однако такое раздельное изучение цитокинов 
у пациентов с ИБС и глаукомой не позволяет на 
уровне целостного организма установить их зна-

чение в формировании сочетанной офтальмо- и 
кардиопатологии, увеличение которой интен-
сивно происходит в последние годы.

Цель исследования – изучение цитокинового 
профиля у пациентов с сочетанной кардио- и оф-
тальмопатологией.

Материалы и методы
Настоящее исследование проведено в клини-

ческих условиях Тамбовского филиала МНТК 
«Микрохирургия глаза имени академика С.Н. Фе-
дорова» среди 49 пациентов в возрасте 60- 74 лет с 
ИБС и 58 пациентов в возрасте 60-74 лет с соче-
танной ИБС с глаукомой. Диагностика первич-
ной глаукомы осуществлялась в соответствии с 
критериями и рекомендациями «Национально-
го руководства по глаукоме» [1]. Диагноз «ИБС» 
устанавливался на основании комплексного об-
следования пациентов, включающего эхокардио-
графию, электрокардиографию, тест 6-минутной 
ходьбы, рентгенографию органов грудной клет-
ки с верификацией признаков венозного застоя 
в легких. Критериями определения ИБС высту-
пали также подтвержденный диагноз «инфаркт 
миокарда» на основе стандартных электрокарди-
ографических и энзимных показателей, случаи 
острого коронарного синдрома или стабильной 
стенокардии.

Содержание цитикинов определяли в плазме 
крови, взятой в утренние часы, посредством про-
точной цитометрии на аппарате Becton Dickinson 
FACS Canto 2 (США) с помощью специального 
набора CBA (BD Biosciences, США). 

Исследование выполнялось с соблюдением 
этических норм и принципов в соответствии со 
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стандартами надлежащей клинической практи-
ки – Good Clinical Practice.

При статистической обработке с применени-
ем программы Statistica 10.0 определялись сред-
ние величины и их ошибки. Для выявления ассо-
циации рассматриваемых цитокинов у пациентов 
с сочетанной ИБС с глаукомой проведен логи-
стический регрессионный анализ с разработкой 
нескорректированной и скорректированной по 
полу и возрасту модели. Достоверность различий 
определялась по критерию χ2, которая считалась 
значимой при p < 0,05.

Результаты
Содержание большинства изученных цитоки-

нов крови среди пациентов с сочетанной ИБС с 
глаукомой относительно пациентов такого же 
возраста с изолированной ИБС статистически 
значимо различается (табл.  1). Так, среди паци-
ентов с сочетанной ИБС с глаукомой репрезен-
тативно выше содержание IL-1β на системном 
уровне по непараметрическому критерию χ2. 
Редко используемый в оценке иммунологических 
реакций среди пациентов с кардиопатологией, в 
том числе с ИБС, IL-5 оказался повышенным у 
пациентов с сочетанной ИБС и глаукомой по 
сравнению с группой, представленной только 
ИБС. При этом увеличение данного цитокина у 
пациентов с сочетанной ИБС и глаукомой более 
существенно, чем уровень предыдущего IL-1β, 
содержание которых возросло относительно па-
циентов аналогичного возраста с ИБС в 1,46 раза 
и 1,34 раза соответственно.

Сравниваемые группы существенно различа-
лись и по содержанию в крови IL-12, который 
был статистически значимо повышен у пациен-
тов с сочетанной ИБС и глаукомой. Более вы-
раженные различия в уровне рассматриваемых 
системных цитокинов у пациентов с сочетанной 
ИБС с глаукомой и ИБС характерны для TNFα 
и IFNγ. Как уровень TNFα, так IFNγ достовер-
но повышены у пациентов с сочетанной ИБС и 
глаукомой, причем в большей степени увеличе-
ние среди вышеуказанных цитокинов крови от-
носится к IFNγ с превышением более чем в 2 раза 
по отношению к пациентами с ИБС.

Сочетанная ИБС с глаукомой сопровождает-
ся среди провоспалительных цитокинов макси-
мальным подъемом в плазме крови IL-6 и IL-17, 
содержание которых превышало таковые пара-
метры пациентов с монокардиопатологией в 3,77 
раза и 2,56 раза.

Противовоспалительные цитокины, рассма-
триваемые в настоящем исследовании – IL-4 и 
IL-10, в отличие от провоспалительных цитоки-
нов статистически значимо снизились в крови 
пациентов с ИБС, сочетанной с глаукомой. Со-

держание IL-4 и IL-10 в крови пациентов с ИБС 
соответственно оказались выше.

Среди сравниваемых пациентов с сочетанной 
ИБС и глаукомой не имели достоверных разли-
чий по отношению к группе пациентов с ИБС 
цитокин крови IL-1α, уровень которого имел 
тенденцию к повышению, но не достиг значимых 
изменений, и IL-18, содержание которого имело 
тенденцию к снижению (p > 0,05).

Использование логистического регрессион-
ного анализа позволило установить в нескоррек-
тированной модели ассоциацию многих систем-
ных цитокинов с развитием ИБС, сочетанной с 
глаукомой (табл. 2). Потенциально риск обсужда-
емой сочетанной кардио- и офтальмопатологии 
возрастает достоверно с увеличением в плазме 
крови содержания провоспалительных цитоки-
нов – IL-5, IL-12 в диапазоне от 1,31 до 1,67 с до-
стоверными доверительными интервалами. Вли-
яние указанных цитокинов крови сохраняется и в 
скорректированной на возраст и пол модели, но 
этот эффект незначительно понизился с сохране-
нием статистической значимости.

Более тесная ассоциация среди изученных 
цитокинов с сочетанной ИБС и глаукомой уста-
новлена для TNFα и IFNγ как в нескорректи-
рованной, так и в скорректированной модели с 
поправкой на возраст и пол. Увеличение данных 
цитокинов в плазме крови повышает риск соче-
танной ИБС с глаукомой более чем в 2 раза. При 
этом в скорректированной модели при сохране-
нии статистической значимости средних величин 
относительного риска и доверительных интерва-
лов влияние IFNγ возросло, а TNFα – снизилось.

В группе провоспалительных цитокинов наи-
высшей оказалась ассоциация сочетанной ИБС 
с глаукомой с IL-6 и IL-17, повышение уровня 
которых достоверно увеличивало риск развития 
анализируемой кардио- и офтальмопатологии 
практически в 3 раза. В нескорректированной 
модели более значимым было влияние повы-
шенного уровня в плазме крови IL-6, чем IL-17. 
В  скорректированной модели возросла связь 
высокого риска сочетанной ИБС с глаукомой с 
уровнем IL-6, а с уровнем IL-17 в крови незначи-
тельно снизилась.

Вместе с тем среди рассматриваемых провос-
палительных цитокинов не установлено досто-
верной ассоциации сочетанной ИБС с глаукомой 
с IL-1α, IL-1β и IL-18. Отсутствие ассоциации не 
наблюдалось как в нескорректированной, так и 
скорректированной модели.

Согласно величине относительного риска и 
доверительных интервалов с сочетанной ИБС с 
глаукомой тесно связаны противовоспалитель-
ные цитокины – IL-4 и IL-10. Значимое влияние 
наблюдалось для обоих цитокинов в нескоррек-
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ТАБЛИЦА 1. СОДЕРЖАНИЕ СИСТЕМНЫХ ЦИТОКИНОВ У ПАЦИЕНТОВ С СОЧЕТАННОЙ ИШЕМИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНЬЮ 
СЕРДЦА С ГЛАУКОМОЙ (M±m, пг/мл)
TABLE 1. CONTENT OF SYSTEMIC CYTOKINES IN PATIENTS WITH COMBINED ISCHEMIC HEART DISEASE WITH 
GLAUCOMA (M±m, pg/mL)

Наименование цитокина
Name of cytokine

Пациенты с 
ишемической болезнью 

сердца и глаукомой
Patients with coronary heart 

disease and glaucoma

Пациенты с 
ишемической болезнью 

сердца
Patients with coronary heart 

disease

Величина χχ2 и p 
Value χ2 и p

IL-1αα 31,8±1,3 27,6±1,2 χ2 = 1,08
p > 0,05

IL-1ββ 85,4±2,2 63,5±1,9 χ2 = 4,27
p < 0,001

IL-4 2,2±0,2 4,8±0,3 χ2 = 5,19
p < 0,01

IL-5 12,3±0,6 8,4±0,4 χ2 = 7,84
p < 0,01

IL-6 23,8±1,1 6,3±0,3 χ2 = 13,28
p < 0,001

IL-10 6,4±0,4 11,9±0,6 χ2 = 9,14
p < 0,001

IL-12 14,6±0,8 9,5±0,4 χ2 = 6,29
p < 0,01

IL-17 20,2±1,7 7,9±0,5 χ2 = 18,25
p < 0,001

IL-18 80,4±2,6 82,7±2,1 χ2 = 0,63
p > 0,05

IFNγγ 51,7±2,3 24,3±1,8 χ2 = 21,43
p < 0,001

TNFαα 102,5±3,1 54,6±2,7 χ2 = 19,84
p < 0,001

ТАБЛИЦА 2. АССОЦИАЦИЯ СИСТЕМНЫХ ЦИТОКИНОВ С СОЧЕТАННОЙ ИШЕМИЧЕСКОЙ БОЛЕЗНЬЮ СЕРДЦА 
С ГЛАУКОМОЙ 
TABLE 2. ASSOCIATION OF SYSTEMIC CYTOKINES WITH COMBINED ISCHEMIC HEART DISEASE WITH GLAUCOMA

Наименование 
цитокина

Name of cytokine

Нескорректированная модель
Uncorrected model

Скорректированная модель
Adjusted model

ОР
OR

95% ДИ
95% CI p ОР

OR
95% ДИ
95% CI p

IL-1αα 0,62 0,38-0,74 0,431 0,59 0,48-0,71 0,627

IL-1ββ 1,15 0,89-1,21 0,159 1,11 0,92-1,20 0,248

IL-4 2,39 2,24-2,62 0,002 2,28 2,09-2,51 0,013

IL-5 1,31 1,18-1,55 0,013 1,25 1,12-1,42 0,024

IL-6 2,87 2,73-3,11 0,002 2,92 2,80-3,27 0,004

IL-10 2,08 1,94-2,26 0,001 2,11 2,01-2,32 0,003

IL-12 1,67 1,53-1,78 0,011 1,62 1,57-1,84 0,012

IL-17 2,71 2,55-2,90 0,001 2,64 2,51-2,85 0,003

IL-18 0,22 0,13-0,29 0,756 0,24 0,15-0,35 0,708

IFNγγ 2,25 2,11-2,49 0,010 2,38 2,24-2,53 0,002

TNFαα 2,47 2,34-2,68 0,012 2,13 2,02-2,29 0,021
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тированной модели и сохранилось с небольшими 
колебаниями в скорректированной по возрасту и 
полу модели.

Обсуждение
Настоящее исследование продемонстрирова-

ло новые и достоверные ассоциации ряда про-
воспалительных и противовоспалительных ци-
токинов с риском сочетанной ИБС с глаукомой. 
Особенно высокой для данной сочетанной па-
тологии оказалась связь с IL-6 и IL-17 как в не-
скорректированной, так и скорректированной 
модели. Содержание в крови этих цитокинов у 
пациентов с сочетанной ИБС и глаукомой было 
существенно выше по сравнению с пациентами 
аналогичного возраста только с ИБС (p < 0,001). 
Среди пациентов с ИБС, сочетанной с артери-
альной гипертензией, установлено увеличение 
уровня IL-6, IL-17 и IL-23, которое авторы [17] 
связывают либо с повышенными значениями 
артериального давления, либо с повреждением 
органов-мишеней. Более того, отмечается, что 
некоторые цитокины (в частности IL-6), по-
видимому, определяют гипертензивный ответ, 
независимо от величин артериального давления.

Повышенные уровни IL-6, по мнению мно-
гих исследователей [8, 9, 10, 16], повышают риск 
развития ИБС. Так, при названной монокарди-
опатологии без глаукомы выявлено увеличение 
содержания в плазме крови IL-6 почти в 2 раза 
по сравнению со здоровыми людьми, а величи-
на относительного риска для этого цитокина со-
ставляла 2,53 (p < 0,001) [9]. Однако в указанной 
работе, как и в других, изучена ассоциация IL-6 и 
других системных цитокинов с ИБС без сочета-
ния с глаукомой, имеющих, как известно общие 
патогенетические механизмы [7].

Считается, что IL-6 более, чем другой цито-
кин, тесно связан с риском ИБС [16] и согласу-
ется с результатами мета-анализа 17 проспек-
тивных исследований, в которых сообщалось об 
относительном риске IL-6 для ИБС в 1,61 (95% 
ДИ 1,42-1,83) [10]. В связи с этим высокие уровни 
IL-6 могут служить ценным неинвазивным био-
маркером пациентов с высоким риском ИБС [8].

Другим важным биомаркером ИБС без соче-
тания с глауомой называется IL-17 [20]. Нами же 
показана ассоциация увеличения IL-17 в плазме 

крови с высоким риском развития сочетанной 
ИБС с глаукомой, что расширяет представления 
о роли провоспалительных цитокинов в форми-
ровании сочетанной кардиоофтальмопатологии. 
Изменения других провоспалительных цитоки-
нов (IL-1β, IL-1, IL-2, IL-12, IL-16, IL-18) у па-
циентов с ИБС характеризуются неоднозначной 
реакцией [20], но достоверное повышение при 
ИБС установлено для IL-1β, IL-1, IL-12, IL-18, а 
роль IL-16 в риске ИБС требует дальнейшего из-
лучения.

Показано также, что уровень IL-12 в крови при 
сочетанной ИБС с метаболическим синдромом 
коррелирует с IL-6, TNFα и IL-10 [8]. В нашем 
исследовании для пациентов с сочетанной ИБС с 
глаукомой доказана значимая ассоциация TNFα 
и IFNγ. Вместе с тем не установлено связи уровня 
TNFα в крови с риском ИБС, хотя для IFNγ он 
составлял 1,46 (ДИ 1,09-1,95) [9]. Более же высо-
кие уровни IL-10 у пациентов с сочетанной ИБС 
и метаболическим синдромом связаны с низкой 
частотой тяжелой ИБС, что свидетельствует о за-
щитном эффекте IL-10 [8]. Нами же установлено 
более высокое содержание IL-10, как и другого 
противовоспалительного цитокина – IL-4 у паци-
ентов с ИБС, чем у пациентов с сочетанной ИБС 
и глаукомой. При сочетании ИБС с артериальной 
гипертензией диагностировано увеличение IL-10 
до 49,7±2,8 пг/мл против 10,2±3,0 пг/ мл в группе 
соматических здоровых лиц зрелого возраста [6]. 
Сообщается также о важной роли в возникнове-
нии и развитии ИБС IL-27 [18], IL-23, IL-35 [17], 
IL-34 [14], но сочетание ИБС с глаукомой не рас-
сматривается, что определяет значимость насто-
ящего исследования.

Заключение
Цитокиновый профиль пациентов с сочетан-

ной ИБС с глаукомой статистически значимо от-
личается от пациентов аналогичного возраста с 
ИБС повышением содержания в крови большин-
ства изученных провоспалительных цитокинов, 
и особенно IL-6, IL-17, и снижением противо-
воспалительного IL-4, которые ассоциируются с 
высоким риском развития вышеназванной соче-
танной кардио- и офтальмопатологии.
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ЦИТОКИНОВЫЙ ПРОФИЛЬ У ПАЦИЕНТОВ 
С ВИБРАЦИОННОЙ БОЛЕЗНЬЮ, ОТЯГОЩЕННОЙ 
АРТЕРИАЛЬНОЙ ГИПЕРТЕНЗИЕЙ И ОЖИРЕНИЕМ
Чистова Н.П., Бодиенкова Г.М.
ФГБНУ «Восточно-Сибирский институт медико-экологических исследований», г. Ангарск, Иркутская обл., 
Россия

Резюме. Известно, что сочетанное течение артериальной гипертензии (АГ), сопровождающей из-
быточную массу тела, и вибрационной болезни (ВБ) способствует взаимному отягощению профес-
сиональной и сердечно-сосудистой патологии. Несмотря на результаты многочисленных исследова-
ний, свидетельствующих о том, что при воздействии вибрации наблюдаются изменения в иммунной 
системе, вклад цитокинов в коморбидное течение вибрационной болезни изучен недостаточно. Цель 
работы – оценить роль медиаторов воспаления в развитии артериальной гипертензии и ожирения 
при вибрационной болезни. 

Показатели цитокинового профиля определяли методом твердофазного иммуноферментного ана-
лиза с помощью тест-систем АО «Вектор-Бест». 

Установлены однонаправленные изменения сывороточных концентраций цитокинов у пациен-
тов с ВБ, отягощенной АГ, и лиц с ВБ без АГ, характеризующиеся возрастанием провоспалительных 
IL- 1β, TNFα, IL-17, антивоспалительного IL-4 и IFNγ, снижением многофункционального IL-2 от-
носительно группы сравнения. Различия между группами, в зависимости от наличия или отсутствия 
АГ, заключались в компенсаторном нарастании антивоспалительного IL-10 у последних. При этом 
все пациенты с ВБ и АГ имели избыточную массу тела, в половине случаев – ожирение 1-й степе-
ни, что статистически значимо отличалось от лиц с ВБ без АГ. Показано, что IL-1β, IL-2, IL-4, IL-8, 
TNFα, по-видимому, играют роль в процессе развития ожирения, наибольший вклад вносит IL-1β, 
о чем свидетельствуют установленные с помощью логистического регрессионного анализа количе-
ственные взаимосвязи индекса массы тела с их концентрациями. 

Ограничением данного исследования может служить небольшой объем выборки.
Таким образом, установлено, что у пациентов с ВБ, отягощенной АГ и у пациентов с ВБ, неотя-

гощенной АГ, выявлены однонаправленные изменения цитокинов относительно группы сравнения. 
У лиц с ВБ и АГ эти изменения были более выражены, что может свидетельствовать о том, что АГ яв-
ляется отягощающим фактором. Установленная зависимость между отдельными цитокинами (IL-1β, 
IL-2, IL-4, IL-8, TNFα) и ИМТ свидетельствует об участии их в развитии ожирения. Все вышепере-
численное может служить основанием для разработки профилактических и лечебных мероприятий, 
снижающих риск развития артериальной гипертензии и ожирения у лиц, работающих в условиях ви-
брационного воздействия.

Ключевые слова: цитокины, вибрационная болезнь, коморбидность, ожирение, индекс массы тела, артериальная 
гипертензия
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CYTOKINE PROFILE IN PATIENTS WITH VIBRATION DISEASE, 
AGGRAVATED BY HYPERTENSION AND OBESITY
Chistova N.P., Bodienkova G.M.
Eastern Siberia Institute of Medical and Ecological Studies, Angarsk, Irkutsk Region, Russian Federation

Abstract. Comorbid diseases which include arterial hypertension (AH) accompanied by overweight, and 
vibration disease (VD) are known to contribute to the mutual aggravation of occupational and cardiovascular 
pathology. Despite numerous studies indicating that some changes of immune system are observed when 
exposed to vibration, the contribution of cytokines to the comorbid course of vibration disease has not been 
sufficiently studied. The aim of the work is to evaluate the role of inflammatory mediators in development of 
hypertension and obesity in vibration disease. 

The cytokine profile parameters were determined by ELISA immunoassay using “Vector-Best” test systems. 
Some unidirectional changes in serum cytokine concentrations were found in patients with VD complicated 

by AH, and those with VD without AH, being characterized by increase in pro-inflammatory IL-1β, TNFα, 
IL-17, anti-inflammatory IL-4 and IFNγ, and a decrease in multifunctional IL-2 cytokinem, relative to the 
comparison group. The groups with versus without AH differed in compensatory increase of anti-inflammatory 
IL-10 in the latter group. At the same time, all patients with combined VD and AH had excessive body weight, 
with grade 1 obesity in half of the cases, thus being significantly different from those with VD without AH. It is 
shown that IL-1β, IL-2, IL-4, IL-8, TNFα play an apparent role in the development of obesity. The greatest 
contribution is observed for IL-1β, as evidenced by the quantitative relationship of body mass index with its 
concentrations as assessed by logistic regression analysis. The limitation of this study may be a small sample 
size.

It was found that the unidirectional changes in cytokines when compared to the comparison group were 
revealed in patients with VD complicated by AH, and in patients with VD without AH. In the subjects with 
VD and AH, these changes were more pronounced, which may suggest the hypertension is an aggravating 
factor. The established relationship between individual cytokines (IL-1β, IL-2, IL-4, IL-8, TNFα) and BMI 
indicates their participation in development of obesity. All these findings may provide a basis for development 
of preventive and therapeutic measures that reduce the risk of hypertension and obesity in the people working 
under permanent exposure of vibration.

Keywords: cytokines, vibration disease, comorbidity, obesity, body mass index, arterial hypertension

Введение
Многочисленные исследования свидетель-

ствуют, что вибрация вызывает изменения на мо-
лекулярном, клеточном и субклеточном уровнях. 
Так, предыдущими исследованиями установле-
но, что при воздействии вибрации наблюдаются 
изменения в иммунной системе, характеризу-
ющиеся дисбалансом цитокинов, фенотипиче-
ского спектра лимфоцитов и др. [11]. Выявлена 
взаимосвязь между изменением иммунологиче-
ских и нейрофизиологических показателей, ха-
рактеризующих состояние центральной и пери-
ферической нервной систем [7]. Роль медиаторов 
воспаления в развитии АГ при ВБ в настоящее 
время исследована недостаточно. Имеются не-
многочисленные противоречивые сообщения, 
свидетельствующие о взаимосвязи цитокинов 
и ожирения [5]. Вместе с тем роль механизмов 
цитокиновой регуляции, иммунного ответа при 
коморбидном течении ВБ, остается недоста-

точно исследованной проблемой. В настоящее 
время представляет интерес изучение взаимно-
го влияния АГ и ожирения между собой. Так, в 
исследованиях Аметова А.С. и соавт. показана 
связь избыточной массы тела с АГ. Установле-
но, что при превышении массы тела на каждые 
5  кг систолическое давление увеличивается на 
4,4 мм рт. ст. [1]. В работе Атаманчук А.А. и соавт. 
в подгруппе пациентов с возрастом 50-59 лет от-
мечались более высокие значения индекса массы 
тела (ИМТ) у лиц с ВБ и АГ (27,0 кг/м2) по срав-
нению с обследованными без АГ (24,6 кг/м2). При 
этом у лиц, экспонированных умеренными уров-
нями вибрации, по сравнению с рабочими, под-
вергавшимися воздействию высоких уровней ви-
брации, наблюдались более высокие показатели 
ИМТ (27,2 кг/м2 и 25,4 кг/м2 соответственно) [3]. 
Таким образом, можно предположить, что ожи-
рение является фактором риска формирования 
АГ, в том числе у лиц с ВБ.
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По данным Государственного доклада, в по-
следние годы вибрационная болезнь (ВБ) не-
изменно занимает в структуре профессиональ-
ной патологии второе место (47%). При этом в 
2021 году количество впервые выявленных случа-
ев ВБ увеличилось, по сравнению с 2020 годом, 
на 30% [12]. В работе Паначевой Л.А. у пациен-
тов с ВБ от воздействия локальной вибрации ар-
териальная гипертензия (АГ) выявлялась у 94% 
лиц [14]. Сочетанное течение АГ и ВБ способ-
ствует взаимному отягощению профессиональ-
ной и сердечно-сосудистой патологии [2]. По 
данным современных эпидемиологических ис-
следований, АГ увеличивает риск смерти от ише-
мической болезни сердца в 3 раза, а от инсульта 
в 6 раз [4]. Таким образом, изучение иммунных 
нарушений при коморбидном течении ВБ, АГ и 
ожирения является важной медико-социальной 
задачей иммунологии.

Цель исследования заключалась в оценке роли 
медиаторов воспаления в развитии артериальной 
гипертензии и ожирения при вибрационной бо-
лезни. 

Материалы и методы
В клинике института было проведено обследо-

вание 28 мужчин с ВБ, отягощенной АГ, в возрас-
те 53,7±0,68 года и стажем работы 22,5±0,85 года. 
В качестве групп сравнения были обследованы 
15 мужчин с ВБ, у которых не были выявлены 
АГ и ожирение (возраст – 47,8±1,1 года, стаж – 
19,9±6,8 года), а также 34 «условно здоровых» 
мужчины, сопоставимые по возрасту и не экспо-
нированные вибрацией. Объем выборки был рас-
считан на основе предыдущих исследований. По-
становка диагноза проводилась в соответствии с 
Международной классификацией болезней 11-го 
пересмотра (МКБ-11). Обследование пациентов 
проводилось в соответствии с этическими стан-
дартами Хельсинкской декларации Всемирной 
медицинской ассоциации и «Правилами клини-
ческой практики в Российской Федерации», ут-
вержденными Приказом Минздрава РФ. Всеми 
пациентами было подписано информированное 
согласие на участие в исследовании.

Кровь для исследований забирали в утренние 
часы натощак, используя пробирки Vacutainer. 
Далее их центрифугировали при 2000 об/мин в 
течение 15 минут для получения сыворотки. По-
казатели цитокинового профиля (IL-1β, IL-2, 
IL- 4, IL-8, IL-10, IL-17, TNFα, IFNγ) определяли 
в сыворотке крови методом твердофазного имму-
ноферментного анализа с помощью тест-систем 
(АО «Вектор-Бест», Новосибирск).

У всех пациентов с ВБ был рассчитан индекс 
массы тела (ИМТ) по формуле:

ИМТ (кг/м2) = Вес (кг) / (Рост (м))2. 

Нормальный ИМТ для мужчин определяли 
в границах 23-25 кг/м2, избыточная масса тела 
(предожирение) регистрировалась при значени-
ях 25-30 кг/м2, ожирение 1-й степени – при 30-
35 кг/ м2. У всех лиц, включенных в контрольную 
группу, ИМТ принимал значения, характерные 
для нормы.

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили с помощью пакета приклад-
ных программ STATISTICA 10. Для проверки 
на нормальность применяли критерий Шапи-
ро–Уилка. Возраст обследованных представлен 
в виде средней (М) и ее ошибки (m). Для описа-
ния остальных данных выполняли вычисление 
медианы (Me), верхнего и нижнего квартиля 
(Q0,25-Q0,75). Сравнение групп проводили с помо-
щью непараметрических критериев ANOVA Кра-
скела–Уоллиса и Манна–Уитни. Уровень значи-
мости с поправкой Бонферрони был принят как 
р < 0,017. Для установления количественных за-
висимостей между содержанием цитокинов и ин-
дексом массы тела использовался логистический 
регрессионный анализ.

Результаты
В предыдущих исследованиях нами показано, 

что течение ВБ сопровождается выраженными 
изменениями в иммунной системе, характери-
зующимися нарушением аутоиммунной регуля-
ции, цитокинового баланса и фенотипического 
спектра лимфоцитов [6]. Учитывая, что при ВБ 
высока доля пациентов, имеющих АГ (78,4%), 
представляла определенный интерес провести 
сопоставление изменений цитокинового профи-
ля в зависимости от наличия или отсутствия АГ 
(табл. 1). Результаты проведенного исследования 
показали, что у пациентов с ВБ, ассоциирован-
ной с АГ, и у лиц с ВБ, неотягощенной АГ, при 
сопоставлении с группой сравнения наблюда-
лись однонаправленные изменения. Установлено 
возрастание провоспалительных IL-1β (р = 0,001 
и р = 0,001 соответственно), TNFα (p = 0,002, 
р = 0,01), IL-17 (р = 0,001, р = 0,01), противо-
воспалительного IL-4 (p = 0,001, р = 0,001), 
IFNγ (р = 0,01, р = 0,01), а также снижение IL-2 
(p = 0,001, р = 0,001). Обращает на себя внима-
ние тот факт, что различия между пациентами с 
ВБ, отягощенной АГ, и ВБ без АГ, статистически 
значимые изменения были обнаружены только 
для IL-10. У пациентов с ВБ, неотягощенной АГ, 
было зарегистрировано его статистически значи-
мое нарастание (p = 0,003). 

На следующем этапе наших исследований 
представляло определенный интерес выявить 
зависимость изменений сывороточных концен-
траций цитокинов от наличия или отсутствия 
ожирения. Сравнительный анализ индекса мас-
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ТАБЛИЦА 1. ЗНАЧЕНИЯ ПОКАЗАТЕЛЕЙ ЦИТОКИНОВОГО ПРОФИЛЯ У ОБСЛЕДОВАННЫХ, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. VALUES OF CYTOKINE PROFILE INDICATORS IN THE EXAMINED PATIENTS, Me (Q0.25-Q0.75)

Показатель,  
ед. изм.
Indicator,  

units of measure

Группа 1
Вибрационная 

болезнь 
c артериальной 

гипертензией
Group 1

Vibration disease with 
arterial hypertension

n = 28

Группа 2
Вибрационная 

болезнь без 
артериальной 
гипертензии

Group 2
Vibration disease 

without arterial 
hypertension

n = 15

Контрольная
группа
Control 
group
n = 34

p по Краскелу–
Уоллису

p according to 
Kruskal–Wallis

IL-1ββ, пг/мл
IL-1β, pg/mL

12,81
(8,41-53,69)*

10,10 
(8,13-29,23)¤

3,37
(1,21-6,19) 0,0001

IL-2, пг/мл
IL-2, pg/mL

0,1
(0,01-4,22)*

0,01
(0,01-2,73)¤

4,22
(2,68-6,33) 0,0011

IL-4, пг/мл
IL-4, pg/mL

4,27
(3,08-8,21)*

4,63
(2,61-6,73)¤

0,01
(0,01-0,32) 0,0001

IL-8, пг/мл
IL-8, pg/mL

7,59
(6,21-18,85)

7,66
(6,42-18,20)

6,24
(2,22-18,76) 0,8

IL-10, пг/мл
IL-10, pg/mL

0,01
(0,01-0,01)

1,37
(0,01-3,10)^

0,01
(0,01-1,55) 0,05

IL-17, пг/мл
IL-17, pg/mL

15,07 
(8,42-33,79)*

13,06
(6,04-45,34)¤

0,01
(0,01-11,14) 0,013

TNFαα, пг/мл
TNFα, pg/mL

2,17
(1,58-4,36)*

2,21
(1,32-3,47)¤

0,73
(0,01-1,48) 0,0028

IFNγγ, пг/мл
IFNγ, pg/mL

1,38
(0,25-8,92)*

1,87
(0,57-4,21)¤

0,02
(0,01-1,16) 0,004

Примечание. * – различия между 1-й и 3-й группами статистически значимы, р < 0,017; ¤ – различия между 2-й и 3-й 
группами статистически значимы, р < 0,017; ^ – различия между 1-й и 2-й группами статистически значимы, р < 0,017.

Note. *, differences between groups 1 and 3 are statistically significant, p < 0.017; ¤, differences between groups 2 and 3 are 
statistically significant, p < 0.017; ^, differences between groups 1 and 2 are statistically significant, p < 0.017.

ТАБЛИЦА 2. ПЕРЕМЕННЫЕ ЛОГИСТИЧЕСКОЙ РЕГРЕССИИ, ОКАЗЫВАЮЩИЕ ВЛИЯНИЕ НА ИМТ У ЛИЦ 
С ВИБРАЦИОННОЙ БОЛЕЗНЬЮ
TABLE 2. LOGISTIC REGRESSION VARIABLES INFLUENCING THE FORMATION OF OBESITY IN INDIVIDUALS WITH 
VIBRATION DISEASE

Переменная
Variable

Свобод. член
Free term p Скорр. r2

Corrected r2 F Станд. ошибка
Standard error

IL-1ββ 2,3 0,001 0,19 7,7 0,19

IL-2 2,01 0,001 -0,01 0,8 0,9

IL-4 1,9 0,001 -0,03 0,17 0,3

IL-8 2,2 0,001 0,02 1,6 0,2

TNFαα 2,3 0,001 0,03 1,8 0,3

сы тела показал избыточную массу тела у всех об-
следованных пациентов с ВБ в сочетании с АГ. У 
них зарегистрирован статистически значимо вы-
сокий ИМТ (29,6 (26,6-32,4) кг/м2, p = 0,001) при 
сопоставлении с пациентами с ВБ, не отягощен-
ной АГ (25,2 (23,4-27,1) кг/м2). При этом у 50% 

ИМТ превышал значение 30 кг/м2, что соответ-
ствовало ожирению.

Для проведения логистического регрессион-
ного анализа обследованные были распределе-
ны на 3 подгруппы. В подгруппу с кодом 1 были 
включены пациенты с избыточной массой тела 



325

Цитокиновый профиль у лиц с вибрационной болезнью
Cytokine profile in vibration disease2024, Vol. 26,  2

2024, Т. 26, № 2

(ИМТ 25-29 кг/м2), подгруппу с кодом 2 состав-
ляли лица с ожирением (ИМТ ≥ 30 кг/м2), под-
группу с кодом 3 представляли пациенты с ВБ 
без ожирения и избыточной массы тела (ИМТ 
< 24,9 кг/м2). В качестве зависимой переменной 
использовали кодированные группы, незави-
симые переменные – указанные выше уровни 
цитокинов. Анализ полученных результатов по-
зволил установить количественные взаимосвязи 
ИМТ с уровнями IL-1β, IL-2, IL-4, IL-8, TNFα 
(табл.  2). Наибольший вклад в развитие ожире-
ния внес IL- 1β (r2 = 0,19, р = 0,001).

Таким образом, результаты проведенного ис-
следования и данные литературы позволили 
обозначить цитокины, отягощающие течение и 
играющие важную роль в развитии ожирения.

Обсуждение 
Анализ показателей иммунного статуса позво-

лил выявить изменения в гуморальном звене им-
мунной системы. Согласно полученным резуль-
татам, в группах ВБ с АГ и ВБ, неотягощенной 
АГ, отмечались однонаправленные изменения 
IL-1β, IL-4, IL-17, TNFα, IFNγ и IL-2, по срав-
нению с группой сравнения, что было больше 
выражено в группе с ВБ и АГ. По данным других 
исследований, в том числе проведенных нами 
ранее, у лиц с ВБ отмечалось изменение концен-
траций IL-1β, IL-2, IL-4, TNFα, IFNγ, по сравне-
нию с контрольной группой [6, 9, 11]. Результаты 
регрессионного анализа показали зависимость 
индекса массы тела от содержания цитокинов 
IL-1β, IL-2, IL-4, IL-8, TNFα, при этом для IL-1β 
был отмечен наибольший вклад в формирование 
ожирения у лиц с ВБ. Отмечено, что IL-1, IL-2, 
IL-8, TNFα и IFNγ относятся к провоспалитель-
ным цитокинам (IL-4 – к противовоспалитель-
ным), которые вовлечены в патогенез ожирения 
и сопутствующих заболеваний, таких как арте-
риальная гипертензия и сахарный диабет 2-го 
типа [15]. 

Известно, что действие IL-1β в жировой тка-
ни направлено на уменьшение ее гиперплазии, 
активацию липолиза и ингибирование диффе-
ренцировки преадипоцитов, что в целом должно 
приводить к снижению способности жировой 
ткани накапливать триглицериды. Исследова-
ние E. Maculewich показало ассоциацию повы-
шенного ИМТ и высокого содержания жировой 
массы тела с мутантными аллелями генов IL-1β и 
IL- 1Ra (антагонист рецептора к IL-1) [24]. Уста-
новлено, что продукция IL-1β увеличивается в 
ответ на образование окисленных липопротеи-
нов низкой плотности при атеросклерозе [16]. 
При модифицированном атеросклерозе у живот-
ных также наблюдалось увеличение концентра-

ции этого цитокина и уменьшение экспрессии 
его рецептора [25].

Для лиц с ВБ и ожирением были характер-
ны высокие уровни IL-4. Известно, что IL-4 
представляет собой противовоспалительное со-
единение, которое вызывает пролиферацию 
B-лимфоцитов и регулирует секрецию иммуно-
глобулинов. Внутрибрюшинные инфузии IL-4 
тучным мышам дикого типа, получавших диету с 
высоким содержанием жиров, уменьшали воспа-
лительную активность в жировой ткани и системе 
кровообращения [26]. Результаты данного иссле-
дования показали, что макрофаги, подвергавши-
еся воздействию IL-4, приобретали противовос-
палительный фенотип, при этом увеличивалась 
их липофагия и митохондриальная активность.

В исследовании Бабанова С.А., так же как и в 
нашей работе, было показано статистически зна-
чимое повышение концентрации TNFα у лиц с 
ВБ независимо от вида воздействующей вибра-
ции [6]. TNFα – внеклеточный белок, много-
функциональный провоспалительный цитокин, 
образуется как адипоцитами, так и инфильтриру-
ющими ткань макрофагами и лимфоцитами [21]. 
Он играет важную роль в метаболизме и функ-
ционировании жировых клеток, а именно, ин-
гибирует липопротеиновую липазу и экспрессию 
ядерного рецептора пролифератора пероксисом, 
что может приводить к накоплению триглицери-
дов и увеличению объема висцеральной жировой 
ткани – концентрация TNFα коррелирует с ее 
массой. Культуры макрофагов и адипоцитов, вы-
деленные из жировой ткани при ожирении, со-
держат в повышенных концентрациях такие ци-
токины, как TNFα и IL-6, при этом разграничить 
источники цитокинов жировой ткани практиче-
ски невозможно [28].

Еще один важный цитокин, высокие уровни 
которого отмечены в нашей работе, IFNγ, про-
дуцируется Т-клетками, макрофагами, гладко-
мышечными клетками сосудов и имеет ключевое 
значение в патогенезе атеросклероза. Установ-
лено, что его воздействие изменяет экспрессию 
генов, отвечающих за метаболизм липидов, вос-
палительные реакции и образование хемоки-
нов [23]. Повышенной продукцией хемокинов и 
хемокиновых рецепторов характеризуются сти-
мулированные IFNγ адипоциты [17]. Этот цито-
кин способствует образованию TNFα и IL-6 и 
действует синергично с ними. При этом он спо-
собствует формированию атеросклеротической 
бляшки через атерогенную модификацию липи-
дов [27].

У лиц с ВБ было отмечено повышение уров-
ня IL-17, более выраженное у пациентов с ВБ и 
АГ. По литературным данным уровень IL-17 воз-
растает как у людей с избыточной массой тела, 
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так и при выраженном морбидном ожирении, а 
также может являться одним из диагностических 
показателей развития и течения профессиональ-
ного заболевания [8, 13]. В исследовании Бодро-
вой Е.А. и соавт. были установлены достоверные 
умеренные прямые корреляционные связи меж-
ду содержанием IL-17, IL-1, IL-6, TNFα и ИМТ, а 
также с ультразвуковыми показателями, отража-
ющими геометрию ЛЖ и сосудистое ремоделиро-
вание [10]. IL-17 продуцируется Т-хелперными 
лимфоцитами, его функция заключается в сти-
муляции образования IL-6 и IL-8. Подтверждена 
роль IL-17 в иммунопатогенезе нейротоксикации 
парами ртути [8].

В наших исследованиях зарегистрировано 
снижение IL-2, который является многофункци-
ональным цитокином и участвует в развитии хро-
нического слабовыраженного воспаления у лиц с 
ожирением, следовательно, он может представ-
лять собой маркер метаболического воспаления 
и резистентности к инсулину [22]. Отмечено, что 
диета с высоким содержанием жиров у мышей 
подавляла синтез IL-2 [19]. В работе Godoy G.J. 
и соавт. было показано, что IL-2 имеет важное 
значение в поддержании нормального функцио-
нирования Т-клеток, а при его дефиците наблю-
даются аутоиммунные реакции [20].

Особенностью группы ВБ без АГ было уве-
личение концентрации IL-10. Он используется 
иммунными клетками для подавления воспале-
ния. По данным литературы этот цитокин может 
порождать инсулинорезистентность и подавлять 
расход энергии адипоцитами, способствуя раз-
витию ожирения [18]. Можно предположить, что 

повышенное содержание IL-10 у лиц без АГ но-
сило компенсаторный характер.

Данные нашего исследования показали отсут-
ствие статистически значимых различий в содер-
жании IL-8. IL-8 – один из основных провоспа-
лительных цитокинов, в основном секретируется 
макрофагами, его основная функция – привле-
чение нейтрофилов, эти клетки оказываются за-
действованными на начальных стадиях воспале-
ния. Равные уровни IL-8 во всех группах можно 
объяснить тем, что в группе с ВБ и АГ воспаление 
носит хронический характер и патогенетические 
механизмы, связанные с IL-8, оказались незадей-
ствованными в данном случае.

Ограничением нашего исследования может 
служить небольшой объем выборки.

Заключение
Таким образом, установлено, что у пациен-

тов с ВБ, отягощенной АГ, и у пациентов с ВБ, 
неотягощенной АГ, выявлены однонаправлен-
ные изменения цитокинов относительно группы 
сравнения. У лиц с ВБ и АГ эти изменения были 
более выражены, что может свидетельствовать о 
том, что АГ является отягощающим фактором. 
Установленная зависимость между отдельными 
цитокинами (IL-1β, IL-2, IL-4, IL-8, TNFα) и 
ИМТ свидетельствует об участии их в развитии 
ожирения. Все вышеперечисленное может слу-
жить основанием для разработки профилактиче-
ских и лечебных мероприятий, снижающих риск 
развития артериальной гипертензии и ожирения 
у лиц, работающих в условиях вибрационного 
воздействия.
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ЦИТОКИНОВЫЙ ПРОФИЛЬ БОЛЬНЫХ ХРОНИЧЕСКИМ 
МИЕЛОЛЕЙКОЗОМ
Александрова Т.Н.1, Мулина И.И.2, Лямкина А.С.1, 
Студеникина А.А.1, 3, Вараксин Н.А.4, Михайлова Е.С.1, 3, 
Поспелова Т.И.1, Аутеншлюс А.И.1, 3

1 ФГБОУ ВО «Новосибирский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Новосибирск, Россия  
2 ГАУ РС(Я) «Республиканская больница № 1 – Национальный центр медицины», г. Якутск, Россия  
3 Научно-исследовательский институт молекулярной биологии и биофизики ФГБНУ «Федеральный 
исследовательский центр фундаментальной и трансляционной медицины», г. Новосибирск, Россия  
4 АО «Вектор-Бест», г. Новосибирск, Россия

Резюме. Развитие резистентности к ингибиторам тирозинкиназ (ИТК) в настоящее время явля-
ется важной клинической проблемой в лечении больных хроническим миелолейкозом (ХМЛ). Ис-
следования последних лет свидетельствуют о том, что одним из BCR/ABL-независимых факторов ре-
зистентности может являться аберрантная секреция цитокинов, способствующая персистированию 
лейкемических стволовых клеток на фоне непрерывной таргетной терапии. 

Цель исследования – изучение концентрации цитокинов в сыворотке крови у больных ХМЛ в за-
висимости от эффективности лечения. 

Определение концентрации цитокинов TNFα, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IL-18, IFNα 
и VEGF-А в сыворотке крови больных ХМЛ в хронической фазе (n = 84) и условно здоровых лиц 
(n = 30) проводили с помощью иммуноферментного анализа (ИФА). Больные ХМЛ в зависимости от 
длительности терапии были разделены на 3 группы: группа I – впервые выявленные больные (n = 10), 
группа II – больные, получающие терапию менее 12 месяцев (n = 10), и группа III – больные, полу-
чающие терапию более 12 месяцев – (n = 64). 

Результаты исследования показали, что концентрация цитокинов среди больных ХМЛ статисти-
чески значимо различалась в зависимости от длительности терапии. Достоверно более высокая кон-
центрация цитокинов IL-17, IL-6, IL-1β, IL-10, IL-18, IL-2 и TNFα была характерна для I группы 
больных по сравнению с контрольной группой. II группа больных также характеризовалась достовер-
но более высокими концентрациями TNFα, IL-6, IL-10, IL-18 и IFNα по сравнению с контрольной, 
а также IFNα по сравнению с группами I и III. У III группы больных концентрации IL-17, IL-1β, 
TNFα, IL-6, IL-10, IL-18 были статистически значимо выше по сравнению с контрольной группой. 
При сравнении показателей больных III группы с больными I группы установлено, что концентра-
ции IL-1β, IL-2 и IL-18 были статистически значимо ниже. Выявлена прямая корреляционная связь 
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между уровнем экспрессии химерного гена BCR/ABL – маркера ХМЛ и концентрацией IL-1β и IL-17. 
Результаты ROC-анализа показали высокое качество моделей, характеризующее достижение боль-
шого молекулярного ответа (БМО) при низких концентрациях в сыворотке крови IL-1β, IL-6, IL-17 
и VEFG. 

Таким образом, результаты исследования показали, что определение концентрации IL-1β, IL-6, 
IL-17 и VEGF может являться прогностическим маркером для оценки эффективности терапии и ве-
роятности достижения БМО у больных ХМЛ.

Ключевые слова: хронический миелолейкоз, цитокины, сыворотка крови, ингибиторы тирозинкиназ, большой 
молекулярный ответ, резистентность
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Abstract. Resistance to tyrosine kinase inhibitors (TKIs) is currently an important clinical problem in 
the management of patients with chronic myeloid leukemia (CML). Recent studies suggested that aberrant 
cytokine secretion may be among the BCR/ABL-independent mechanisms of resistance, thus contributing 
to the persistence of leukemic stem cells in spite of continuous targeted therapy. The aim of the study was to 
evaluate concentration of cytokines in the serum of patients with CML depending on the efficiency of therapy. 

Quantitative determination of the cytokines (TNFα, IL-1β, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, IL-18, IFNα 
and VEGF) in blood serum of patients with chronic-phase CML (n = 84) and healthy subjects (n = 30) was 
performed using enzyme immunoassay (ELISA). The patients with CML were divided into 3 groups depending 
on the duration of therapy: group I, newly diagnosed patients (n = 10); group II, patients receiving therapy 
for < 12 months (n = 10); group III included patients receiving therapy for more than 12 months (n = 64). 

The results of our study showed that cytokine concentration among CML patients significantly differed, 
depending on the duration of therapy. Significantly higher concentration of IL-17, IL-6, IL-1β, IL-10, IL- 18, 
IL-2 and TNFα was found in group I compared with control group. Group II patients also demonstrated 
significantly higher concentrations of TNFα, IL-6, IL-10, IL-18 and IFNα by comparison with control group, 
as well as higher concentration of IFNα compared with in groups I and III. In group III, concentrations of 
IL-17, IL-1β, TNFα, IL-6, IL-10, IL-18 were significantly higher than in control group. When compared 
with group I, it was found that concentrations of IL-1β, IL-2 and IL-18 were significantly lower. A direct 
correlation was found between expression levels of chimeric BCR/ABL gene, (a marker of CML malignancy), 
and concentrations of IL-1β and IL-17. ROC-analysis demonstrated high-quality models which showed an 
association between achievement of major molecular response (MMR) and low serum concentrations of 
IL- 1β, IL-6 and IL-17. 

Hence, the results of our study have shown that determination of IL-1β, IL-6 and IL-17 concentrations 
may be a prognostic marker for assessing the efficiency of therapy and probability of achieving MMR in CML.

Keywords: chronic myeloid leukemia, cytokines, blood serum, tyrosine kinase inhibitors, major molecular response, resistance

Введение
При хроническом миелолейкозе (ХМЛ) в на-

стоящее время стандартом терапии являются 
ингибиторы тирозинкиназ (ИТК), внедрение 
которых в клиническую практику кардинально 
изменило прогноз заболевания. Однако нако-

пленный опыт продемонстрировал, что у 20-30% 
больных наблюдается развитие первичной или 
вторичной резистентности к ИТК, что является 
важной клинической проблемой [7].

В основе развития резистентности к таргет-
ному воздействию лежат различные биологиче-
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ские механизмы, которые традиционно делят на 
BCR/ ABL-зависимые и независимые. Предпо-
лагается, что нарушение взаимодействия между 
популяцией опухолевых клеток и их микроокру-
жением, опосредованное цитокиновым дисба-
лансом, может являться одним из факторов раз-
вития резистентности к терапии. Так, цитокины 
способствуют ускользанию злокачественного 
клона от таргетного воздействия и позволяют 
лейкемическим стволовым клеткам (ЛСК) пер-
систировать даже на фоне непрерывной много-
летней терапии ИТК, что ведет к развитию ре-
зистентности и рецидива заболевания [17,  20]. 
Кроме того, результаты исследований свиде-
тельствуют о том, что аберрантная секреция ци-
токинов сопряжена с клиническим фенотипом 
миелопролиферативных неоплазий, а также ока-
зывает влияние на исход заболевания [4,  11]. Та-
ким образом, изучение особенностей экспрессии 
цитокинов при ХМЛ является перспективным 
направлением в улучшении понимания молеку-
лярных механизмов резистентности к ИТК.

Цель работы – изучение концентрации цито-
кинов в сыворотке крови у больных ХМЛ в зави-
симости от эффективности лечения. 

Материалы и методы
В исследование включено 84 больных ХМЛ в 

хронической фазе заболевания, наблюдающих-
ся в ГАУ Республика Саха (Якутия) «Республи-
канской больнице №  1 – Национальный центр 
медицины», г.  Якутск и ГБУЗ НСО «Городская 
клиническая больница №  2, г. Новосибирск». 
Средний возраст больных ХМЛ составил 54±14 
лет (95% ДИ 51-57), соотношение мужчин и 
женщин: 29 (34,5%) и 55 (65,5%). Всем больным 
в момент включения в исследование выполня-
лось клиническое обследование в соответствии 
с Российскими клиническими рекомендациями, 
2020 [1]. Определение фазы заболевания и глу-
бины ответа проводилось согласно критериям 
European Leukemia Net, 2020 [7].

Группу контроля составили 30 клинически 
здоровых доноров Новосибирского клиническо-
го центра крови. Средний возраст доноров со-
ставил 32±7 лет; распределение по полу: 15 (50%) 
женщин и 15 (50%) мужчин. 

Согласно рекомендациям European Leukemia 
Net, 2020 [7], в течение ХМЛ принято выделять 
три фазы, отражающие степень прогрессирова-
ния заболевания: хроническую, фазу акселера-
ции и бластного криза. Поскольку в настоящее 
исследование включены больные с различным 
сроком терапии и уровнем противоопухолевого 
ответа, для идентификации особенностей цито-
кинового профиля условно было выделено три 
группы: впервые выявленные больные (10/11,9%) 

(группа I), больные со сроком терапии менее 12 
месяцев (10/11,9%) (группа II) и больные со сро-
ком терапии более 12 месяцев (64/76,2%) (группа 
III). Медиана времени наблюдения составила 4 
года (1-9).

На момент включения в исследование первич-
но-сдерживающая терапия гидроксикарбамидом 
проводилась 10 (11,9%) впервые диагностиро-
ванным больным, терапия ИТК 1-го поколения 
(иматиниб) – 48 (57,1%), ИТК 2-го поколения – 
26 (31,0%) больным. Среди ИТК 2-го поколения 
во вторую и последующие линии в 11 (13,1%) 
случаях назначены нилотиниб, в 11 (13,1%) – да-
затиниб и в 4 (4,8%) случаях – бозутиниб. Про-
водимая терапия позволила 50 (59,5%) больным 
достичь большого молекулярного ответа (БМО), 
из них 44 (52,4%) больным – глубокого молеку-
лярного ответа (ГМО). Достижение БМО конста-
тировали при уровне BCR/ABL ≤ 0,1%. ГМО рас-
ценивали как МО4.0 при уровне BCR/ABL ≤ 0,01%, 
МО4.5 при уровне BCR/ABL ≤ 0,032%, МО5.0 при 
уровне BCR/ ABL ≤ 0,001% [1, 7].

Больным и лицам контрольной группы 
проведено количественное определение кон-
центрации цитокинов TNFα, IL-1β, IL-2, IL- 4, 
IL-6, IL-10, IL-17, IL-18, IFNα и VEGF-А в 
сыворотке крови с помощью иммуноферментного 
анализа (ИФА) и использованием набора 
реагентов «ИФА-БЕСТ» АО «Вектор-Бест» 
(Россия). Исследование проведено на базе Цен-
тральной научно-исследовательской лабо ра то-
рии Новосибирского государственного ме ди-
цинского университета Минздрава России.

Статистический анализ проводился с исполь-
зованием программы StatTech v. 3.0.6 (разработ-
чик ООО «Статтех», Россия). Количественные 
показатели оценивались на предмет соответ-
ствия нормальному распределению с помощью 
критерия Колмогорова–Смирнова. Поскольку 
распределение количественных показателей от-
личалось от нормального, сравнение двух групп 
по количественному показателю выполнялось 
с помощью U-критерия Манна–Уитни. Срав-
нение трех и более групп по количественному 
показателю выполнялось с помощью критерия 
Краскела–Уоллиса, апостериорные сравнения – 
с помощью критерия Данна с поправкой Холма. 
Корреляционный анализ между двумя количе-
ственными показателями проводился с помощью 
коэффициента ранговой корреляции Спирмена. 
Для оценки диагностической значимости коли-
чественных признаков при прогнозировании ве-
роятности достижения БМО, применялся метод 
анализа ROC-кривых. Разделяющее значение ко-
личественного признака в точке cut-off определя-
лось по наивысшему значению индекса Юдена.
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Результаты
Результаты исследования показали, что у па-

циентов I группы (впервые диагностированные 
пациенты) концентрации IL-17, IL-6, IL-1β, 
IL- 10, IL-18, IL-2 и TNFα были статистически 
значимо выше по сравнению c контрольной 
(табл.  1). При сравнении пациентов II группы (с 
длительностью терапии менее 12 месяцев) с кон-
трольной установлены статистически значимые 
различия концентраций следующих цитокинов – 
TNFα, IL-6, IL-10, IL-18 и IFNα. Кроме того, об-
ращает на себя внимание достоверно более высо-

кая концентрация IFNα среди больных группы II 
по сравнению с больными групп I и III.

У III группы больных, получающих длитель-
ную терапию ИТК (более 12 месяцев), концен-
трации IL-17, IL-1β, TNFα, IL-6, IL-10, IL-18 
также были статистически значимо выше по 
сравнению контрольной группой. Однако при 
сравнении с больными I группы выявлено, что 
концентрации IL-1β, IL-2 и IL-18 были статисти-
чески значимо ниже. 

С целью выявления взаимосвязи между пока-
зателями цитокинового профиля больных ХМЛ 
и эффективностью терапии проведен корреляци-

ТАБЛИЦА 1. КОНЦЕНТРАЦИИ ЦИТОКИНОВ В РАЗЛИЧНЫХ ГРУППАХ БОЛЬНЫХ ХМЛ ПО СРАВНЕНИЮ С КОНТРОЛЕМ 
(пг/мл), Ме (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. CONCENTRATION OF CYTOKINES IN DIFFERENT GROUPS OF PATIENTS WITH CML AND CONTROL GROUP 
(pg/ mL), Ме (Q0.25-Q0.75)

Цитокин
Cytokine

Контрольная 
группа

Control group

I группа
Group I 

II группа
Group II 

III группа
Group III p

TNFαα 1,00 
(0,43-1,35)

1,80 
(1,73-2,05)

2,10 
(1,60-3,25)

2,05 
(1,20-4,62)

< 0,001*
рконтроль-I = 0,019**
рконтроль-II = 0,007**
рконтроль-III < 0,001**

IL-2 0,78 
(0,78-2,00)

2,00 
(2,00-2,00)

0,78
(0,78-0,78)

0,78 
(0,78-0,78)

0,001*
рIII-I = 0,003**

рконтроль-I = 0,040**

IL-1ββ 0,88 
(0,88-2,19)

6,90 
(5,83-8,00)

1,82 
(0,88-5,25)

1,35 
(0,88-3,00)

< 0,001*
рIII-I = 0,002**

рконтроль-I = 0,001**

IL-6 0,75 
(0,60-1,00)

9,70 
(5,55-16,30)

4,15 
(2,65-15,18)

3,10 
(2,00-5,12)

< 0,001*
рконтроль-I < 0,001**
рконтроль-II < 0,001**
рконтроль-III < 0,001**

IL-18 149,80 
(96,80-98,90)

526,00
(479,78-611,32)

294,25 
(265,45-345,38)

289,80 
(184,90-379,40)

< 0,001*
PIII-I = 0,016**

рконтроль-I < 0,001**
рконтроль-II = 0,001**
рконтроль-III < 0,001**

IL-10 0,95 
(0,95-1,58)

6,00 
(5,20-9,53)

4,70 
(2,95-6,33)

3,65 
(1,90-6,10)

< 0,001*
рконтроль-I < 0,001**
рконтроль-II < 0,001**
рконтроль-III < 0,001**

IFNαα 5,00 
(4,00-5,60)

5,00 
(5,00-5,45)

7,10 
(5,00-8,60)

5,60 
(4,00-11,00) 0,044*

IL-17 0,10 
(0,10-0,78)

7,60 
(6,30-10,80)

1,10 
(0,50-4,90)

2,30 
(0,60-5,00)

< 0,001*
рконтроль-I < 0,001**

рконтроль-III < 0,001**

Примечание. I группа – впервые диагностированные больные, II группа – больные с длительностью терапии менее 
12 месяцев, III группа – больные с длительностью терапии более 12 месяцев; * – критерий Краскела–Уоллиса 
(различия показателей статистически значимы, р < 0,05); ** – апостериорные сравнения (критерий Данна с поправкой 
Холма) (различия показателей статистически значимы, р < 0,05). 

Note. Group I, newly diagnosed patients; group II, patients receiving therapy for less than 12 months; group III, patients receiving 
therapy for more than 12 months; *, Kruskal–Wallis criteria (differences are statistically significant, p < 0.05); **, Dunn’s multiple 
comparison (differences are statistically significant, p < 0.05).
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ТАБЛИЦА 2. КОНЦЕНТРАЦИЯ ЦИТОКИНОВ СРЕДИ БОЛЬНЫХ ХМЛ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ МОЛЕКУЛЯРНОГО ОТВЕТА 
(пг/мл), Ме (Q0,25-Q0,75)

TABLE 2. CONCENTRATION OF CYTOKINES DEPENDING ON MOLECULAR RESPONSE (pg/mL), Ме (Q0.25-Q0.75)

Цитокин
Cytokine

Больные без БМО
Patients without MMR

Больные с БМО
Patients with MMR р

IL-1ββ 5,45 (2,75-7,80) 0,88 (0,88-2,10) < 0,001

IL-6 5,30 (4,05-17,68) 2,80 (1,75-4,28) < 0,001

IL-17 5,70 (3,48-7,50) 0,70 (0,30-2,00) < 0,001

VEGF 295,25 (201,35-449,57) 81,80 (45,20-265,40) 0,002

Примечание. Значения концентраций цитокинов указаны только при p < 0,05.

Note. The concentration values of cytokines are indicated only at p < 0.05.

ТАБЛИЦА 3. ПОРОГОВЫЕ ЗНАЧЕНИЯ КОНЦЕНТРАЦИИ ЦИТОКИНОВ IL-17, IL-1ββ, IL-6, VEGF-А И ИХ 
ДИАГНОСТИЧЕСКАЯ ЦЕННОСТЬ. РЕЗУЛЬТАТЫ ROC-АНАЛИЗА

TABLE 3. CUT-OFF VALUE OF CONCENTRATIONS OF CYTOKINES IL-17, IL-1β, IL-6, VEGF-А AND THEIR DIAGNOSTICS 
SIGNIFICANCE. RESULTS OF ROC-ANALYSIS

Цитокин
Cytokine

Площадь под  
ROC-кривой 

Area under curve 
р Точка cut-off

“Cut-off” value 
Чувстительность, %

Sensitivity, %
Специфичность, %

Specificity, %

IL-1ββ 0,870 < 0,001 2,5 86,0 80,6

IL-6 0,757 < 0,001 4,2 72,0 75

IL-17 0,916 < 0,001 2,6 94,1 76,7

VEGF-А 0,758 0,002 140,0 62,2 88,9

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. 

онный анализ между уровнем экспрессии химер-
ного гена BCR/ABL и концентрацией цитокинов. 
Выявлено, что уровень экспрессии BCR/ABL пря-
мо коррелирует с концентрацией IL-17 (r = 0,748, 
p < 0,001) и IL-1β (r = 0,559, p < 0,001). Был про-
веден сравнительный анализ концентрации ци-
токинов между больными ХМЛ, достигшими 
БМО (n = 50) и больными без БМО (n = 34). Так, 
у больных, не достигших БМО, концентрации 
IL-1β, IL-6, IL-17 и VEGF-А были статистически 
значимо выше по сравнению с больными, до-
стигшими БМО (табл. 2). 

По результатам ROC-анализа выявлены по-
роговые значения концентрации цитокинов, 
позволяющие прогнозировать достижение БМО 
(табл. 3). Так, пороговое значение концентра-
ции IL-1β в точке cut-off, которому соответ-
ствовало наивысшее значение индекса Юдена, 
составило 2,5  пг/ мл (чувствительность и спец-
ифичность модели – 86% и 80,6%, соответствен-

но), IL-6 – 4,2 пг/ мл (чувствительность – 72%, 
специфичность – 76%), IL-17 – 2,6 пг/мл (чув-
ствительность 94,1%, специфичность – 76,7%), а 
VEGF-А – 140 пг/мл (чувствительность – 62,2%, 
специфичность – 88,9%). Достижение БМО 
можно прогнозировать при концентрациях ниже 
указанных величин. На основании полученных 
значений площади под ROC-кривой можно сде-
лать вывод о том, что прогностическая модель для 
IL-17 обладает отличным качеством, для IL- 1β 
очень хорошим, а для IL-6 и VEGF – хорошим. 
Все модели являлись статистически значимыми 
(р < 0,001).

Обсуждение
Таким образом, исследование показало, что 

для больных ХМЛ характерно повышение секре-
ции как провоспалительных, так и противовос-
палительных цитокинов, что подтверждается ли-
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тературными данными, свидетельствующими об 
аберрантной секреции цитокинов при миелопро-
лиферативных неоплазиях, в том числе ХМЛ [15, 
17, 20].

В дебюте заболевания отмечалась наиболее 
интенсивная продукция IL-17, IL-6, IL-1β, IL-18, 
IL-2, TNFα и IL-10, что связано с высвобожде-
нием большого количества биологически актив-
ных молекул, в том числе цитокинов, в ответ на 
опухолевую трансформацию. Было доказано, что 
лейкемические стволовые клетки способны про-
дуцировать IL-1, IL-6, TNFα, G-CSF, которые 
способствуют поддержанию собственного про-
лиферативного потенциала на начальном этапе 
лейкемогенеза [10, 17, 19]. Также известно, что 
гиперпродукция TNFα активирует сигнальный 
путь NF-κB, стимулирующий каскадную реак-
цию синтеза других провоспалительных цито-
кинов, и создает условия для преимущественной 
пролиферации злокачественного клона [6,  15, 
19]. Повышение концентрации противовос-
палительного цитокина IL-10 у больных ХМЛ 
свидетельствует о его проонкогенных свойствах, 
которые способствуют ускользанию опухолевых 
клеток от иммунного надзора и прогрессирова-
нию злокачественного процесса [16]. 

Необходимо отметить, что в дебюте ХМЛ в 
наибольшей степени повышена секреция IL-17. 
Принимая во внимание способность цитокина 
мобилизировать миелоидные клетки-предше-
ственники и нейтрофилы, можно предположить, 
что IL-17 способствует пролиферации и экспан-
сии опухолевого клона [21]. 

Известно, что на фоне ИТК наблюдается ре-
дукция пула опухолевых клеток. Это позволя-
ет к 3 и 6 месяцам терапии достичь снижения 
экспрессии BCR/ABL ≤ 10% у 60-80% больных. 
К 12 месяцам терапии от 20% до 59% больных 
способны достичь БМО, при котором показате-
ли выживаемости близятся к 100% [7]. Однако, 
несмотря на уменьшение опухолевой нагрузки, 
сохраняется достоверно более высокая концен-
трация некоторых цитокинов. Данный феномен, 
вероятно, обусловлен перепрограммированием 
клеток кроветворной ниши в опухолевое микро-
окружение, которое способствует выживаемости 
злокачественных клеток даже на фоне непрерыв-
ной таргетной терапии [5, 9, 17]. 

Отличительной чертой цитокинового про-
филя больных II группы являлась статистически 
значимо высокая концентрация IFNα по сравне-
нию с больными в дебюте заболевания и получа-
ющими терапию ИТК более 12 месяцев. Извест-
но, что интерфероны в канцерогенезе проявляют 
антипролиферативную активность, а IFNα до 
эры тирозинкиназ являлся золотым стандартом 
терапии ХМЛ, впервые позволившим достичь 

полного цитогенетического ответа [2,  7]. Мож-
но предположить, что усиление секреции IFNα 
в первые месяцы терапии обусловлено адаптив-
ными механизмами иммунной системы, кото-
рые способствуют элиминации опухолевых кле-
ток [2]. Кроме того, обращают на себя внимание 
достоверно более низкие концентрации IL-1β, 
IL-2 и IL-18 в III группе больных по сравнению с 
впервые выявленными больными, что свидетель-
ствует об уменьшении секреции провоспалитель-
ных цитокинов при длительной терапии ИТК.

Результаты нашего исследования показали 
неблагоприятную прогностическую роль IL-1β, 
IL- 6, IL-17 и VEGF-А, подтвержденную данными 
ROC-анализа. На экспериментальных моделях 
было показано, что IL-6 способствует дифферен-
цировке мультипотентных клеток-предшествен-
ников по миелоидной линии, блокируя их про-
В-потенциал, а ингибирование сигнального пути 
цитокина замедляет прогрессирование ХМЛ [14]. 
Работы других исследовательских групп также 
свидетельствуют о том, что высокий уровень IL-6 
ассоциируется с неблагоприятным прогнозом, 
коррелирующим с риском недостижения ран-
него и глубокого молекулярного ответа, а также 
трансформации в бластный криз [13, 18], а IL-1-
опосредованные сигналы к клеткам опухолевого 
микроокружения способствуют развитию рези-
стентности к ИТК [3]. 

В противоположность IL-1 и IL-6, роль IL-17 
при ХМЛ менее изучена. Моделирование про-
гностической способности цитокинов показы-
вает, что IL-17 обладает наибольшей чувстви-
тельностью (94,1%), хотя специфичность была 
относительно низкой (74,1%), что обусловлено 
широким спектром его биологических эффектов. 
Имеются данные о том, что при солидных опухо-
лях IL-17 принимает участие в процессах ангио-
генеза опухолей и фиброзирования окружающих 
их тканей [12, 21]. На основании этого предпо-
ложено, что IL-17 активирует деятельность фи-
бробластов и таким образом ремоделирует ар-
хитектонику опухолевого микроокружения, что 
способствуют прогрессированию опухоли и раз-
витию резистентности к лечению [21]. 

Для больных, не достигших БМО, также был 
характерен статистически значимо более высо-
кий уровень VEGF-А по сравнению с больными с 
БМО, что, вероятно, косвенно свидетельствует о 
большей степени васкуляризации костного мозга 
и диссеминации опухолевых клеток в экстраме-
дуллярные очаги. Результаты работ других иссле-
довательских групп подтверждают, что BCR/ABL 
способствует повышению экспрессии гена VEGF, 
а достижение БМО приводит к нормализации 
плотности микроваскулярной сети [8].
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Заключение
Достижение стойкого молекулярного ответа 

является краеугольным камнем лечения больных 
ХМЛ. Результаты настоящего исследования про-
демонстрировали, что концентрация цитокинов 
в сыворотке больных ХМЛ зависит от продол-
жительности терапии и уровня молекулярного 
ответа, что, вероятно свидетельствует об их роли 
в патогенезе заболевания. Выявлено, что повы-

шение концентрации IL-1β, IL-6, IL-17 и VEGF 
ассоциировано с неблагоприятным прогнозом, 
коррелирующим с риском недостижения БМО. 
Таким образом, изучение особенностей цитоки-
нового профиля больных ХМЛ может являться 
перспективным направлением в поиске прогно-
стических маркеров для раннего выявления лиц 
с неудачей терапии и подбора оптимальной так-
тики терапии.
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НЕЛИНЕЙНЫЕ ГЛАВНЫЕ КОМПОНЕНТЫ ЦИТОКИНОВОГО 
ПРОФИЛЯ У ДЕТЕЙ С ВНЕБОЛЬНИЧНОЙ ПНЕВМОНИЕЙ
Изюрова Н.В.1, Нохрин Д.Ю.2, Савочкина А.Ю.1, Узунова А.Н.1 
1 ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Челябинск, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Челябинский государственный университет», г. Челябинск, Россия

Резюме. Цитокины являются важнейшими медиаторами, которые контролируют и регулируют 
иммунные и воспалительные реакции через сложные сети и служат биомаркерами многих заболева-
ний. Количественное определение цитокинов помогает в определении иммунного статуса пациента и 
корректировке терапии при различных воспалительных заболеваниях, таких как сепсис, пневмония. 
Поскольку внебольничная пневмония остается распространенной причиной детской заболеваемости 
и смертности, прогноз тяжести заболевания у детей являются актуальной проблемой на современном 
этапе. Целью исследования было выявление ассоциаций между цитокинами у здоровых детей и у де-
тей с внебольничной пневмонией (ВП) в зависимости от возраста пациентов и тяжести патологиче-
ского процесса. Работа проведена на кафедре микробиологии, вирусологии и иммунологии, кафедре 
пропедевтики детских болезней и педиатрии и в НИИ иммунологии ФГБОУ ВО «Южно-Уральский 
государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения Российской Федера-
ции. В исследование вошли 117 детей в возрасте от 1 года до 18 лет с рентгенологически подтвержден-
ным диагнозом внебольничной пневмонии тяжелой и нетяжелой. Группа сравнения сформирована 
из 28 здоровых детей, не имеющих на момент обследования внебольничной пневмонии, а также дру-
гих признаков острой респираторной вирусной инфекции и не состоящих на диспансерном наблюде-
нии по поводу какой-либо хронической патологии. Были определены уровни IL-1β, IFNγ, IL-6, IL-4, 
IL-10, IL-2, TNFα, IFNλ2 (IL-28A), IFNλ3 (IL-28B), IL-8, MCP-1, IL-17AF, GM-CSF в сыворотке 
крови с помощью тест-систем, основанных на «сэндвич»-методе твердофазного ИФА с применением 
пероксидазы в качестве индикаторного фермента. Для статистического анализа использовали много-
мерный метод – нелинейный анализ главных компонент по алгоритму CATPCA. Проведенное ис-
следование позволило обнаружить согласованное увеличение в сыворотке крови у детей с ВП IL-1β, 
IL-4, IL-10, IL-2, TNFα, IFNλ2 (IL-28A), IFNλ3 (IL-28B), IL-8, MCP-1, IL-17AF, GM-CSF, причем 
наибольшую корреляцию с тяжестью показали IFNλ2 (IL-28A), IFNλ3 (IL-28B) и MCP-1, которые 
могут рассматриваться дополнительными биомаркерами тяжести внебольничной пневмонии. Также 
была обнаружена существенная вариабельность цитокинового профиля у здоровых детей и ее суще-
ственное сужение при пневмониях, особенно тяжелой.

Ключевые слова: внебольничная пневмония, дети, цитокиновый профиль, тяжелая внебольничная пневмония, метод 
CATPCA, биомаркеры пневмонии
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NONLINEAR MAIN COMPONENTS OF THE CYTOKINE PROFILE 
IN CHILDREN WITH COMMUNITY-ACQUIRED PNEUMONIA
Iziurova N.V.a, Nokhrin D.Yu.b, Savochkina A.Yu.a, Uzunova A.N.a
a South Ural Medical State University, Chelyabinsk, Russian Federation  
b Chelyabinsk State University, Chelyabinsk, Russian Federation 

Abstract. Cytokines are the key mediators which control and regulate immune and inflammatory responses via 
complex networks and serve as biomarkers of many diseases. Quantitative determination of cytokines is helpful in 
assessing immune status and adjusting therapy for various inflammatory diseases, such as sepsis and pneumonia. 
Since community-acquired pneumonia remains a common cause of childhood morbidity and mortality. At the 
present stage, prognosis of the disease severity in children is an urgent problem. The aim of our study was to identify 
associations between cytokine levels in healthy children and in children with community-acquired pneumonia 
(CAP), depending on the age of patients and severity of the pathological process. The work was carried out at the 
Department of Microbiology, Virology and Immunology, Department of Propaedeutics of Childhood Diseases and 
Pediatrics, and at the Research Institute of Immunology at the South Ural State Medical University. The study 
included 117 children aged 1 to 18 years with radiologically confirmed diagnosis of CAP, either severe or mild degree. 
The comparison group was composed from 28 healthy children who did not have community-acquired pneumonia, 
as well as other signs of acute respiratory viral infection at the time of examination, being observed for any chronic 
disorders. The levels of IL-1β, IFNγ, IL-6, IL-4, IL-10, IL-2, TNFα, IFNλ2 (IL-28A), IFNλ3 (IL-28B), IL- 8, 
MCP-1, IL-17AF, GM-CSF were determined in blood serum by means of ELISA test systems (a “sandwich” 
technique with peroxidase as an indicator enzyme). For statistical analysis, a multidimensional method was used, 
i.e., non-linear analysis of the principal components using the CATPCA algorithm. Among the children with CAP, 
our study revealed a consistent increase of IL-1ε, IL-4, IL-10, IL-2, TNFα, IFNλ2 (IL-28A), IFNλ3 (IL-28B), 
IL-8, MCP-1, IL-17AF, GM-CSF in blood serum. The highest correlation with severity was shown for IFNλ2 
(IL-28A), IFNλ3 (IL-28B) and MCP-1, which may be considered additional biomarkers of the CAP severity. There 
was also a significant variability of the cytokine profile in healthy children and its significant skewing in pneumonia, 
especially in severe cases.

Keywords: community-acquired pneumonia, children, cytokine profile, severe community-acquired pneumonia, CATPCA method, 
biomarkers of pneumonia

Введение
Растущие знания о реакции цитокиновой сети 

привели к лучшему пониманию механизмов при 
различных патологических состояниях и разра-
ботке новых методов лечения с использованием 
биологических препаратов, способных блоки-
ровать специфические молекулы иммунного от-
вета. Поскольку иммунная система и ее реакция 
меняют свои свойства в связи с развитием и в за-
висимости от периода детства, следует учитывать 
различия в возрасте пациентов как с физиологи-
ческой точки зрения, так и при различных забо-
леваниях [11, 20].

Воспалительная реакция при различных па-
тологических состояниях обусловлена сложной 
сетью медиаторов и сигнальных путей. Среди 
медиаторов воспаления важную роль играют ци-
токины, регулирующие воспалительную реак-
цию, включая интерлейкины, которые отвечают 
за связь между лейкоцитами, хемокины, которые 
способствуют хемотаксису, и интерфероны, ко-
торые оказывают противовирусное действие. Бо-
лее того, эти молекулы участвуют в становлении 

как врожденного, так и адаптивного иммуните-
та, играя значительную физиологическую роль 
в онтогенезе лимфоидной ткани, органогенезе, 
васкулогенезе и восстановлении тканей. Когда 
экспрессия этих молекул длительно изменяется, 
может возникать различная патология [11,  20]. 
Следует отметить, что возникновение патологии 
у детей и взрослых часто имеет схожие клиниче-
ские проявления, но в отношении физиологиче-
ских параметров существуют специфические для 
детей проблемы, которые необходимо учитывать 
в случае определенного заболевания, чтобы обе-
спечить раннюю диагностику и соответствующее 
медицинское лечение [1, 11].

Несмотря на успехи, достигнутые в диагно-
стике и лечении органов дыхания, заболевае-
мость пневмонией у детей и подростков остается 
высокой, особенно в возрасте до 5 лет. Незрелая 
иммунная система предрасполагает выраженную 
восприимчивость к инфекциям у детей раннего 
возраста [3,  9, 12]. Иммунопатология внеболь-
ничной пневмонии (ВП) характеризуется вос-
палительной реакцией в нижних дыхательных 
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путях, которая регулируется цитокинами, перво-
начально высвобождаемыми в дыхательных пу-
тях, с последующим усилением иммунного ответа 
в кровотоке [26]. В последние годы в ряде иссле-
дований была выявлена значимость различных 
цитокинов в патогенезе ВП. В частности, опре-
делена роль IL-6, IL-1β, IL-17, GM-CSF, IFNλ, 
MCP-1 как факторов, отражающих тяжесть пнев-
монии [9, 19, 23, 26]. В ранее проведенном нами 
исследовании по изучению врожденного имму-
нитета было выявлено значительное повышение 
уровня IL-6, IL17A/F, MCP-1, IFNλ2 (IL-28A), 
IFNλ3 (IL-28B), GM-CSF в сыворотке крови у 
детей с тяжелой формой внебольничной пневмо-
нии. Кроме того, изменялся уровень IL-6, IFNλ2 
(IL-28A), IFNλ3 (IL-28B), GM-CSF в зависимо-
сти от возраста пациентов [2]. 

Более глубокое понимание взаимосвязи им-
мунных реакций при внебольничной пневмонии 
может способствовать улучшению оценки тяже-
сти заболевания, эффективности диагностики и, 
в конечном счете, благоприятному клиническому 
исходу у пациентов с ВП. Учитывая, что цитоки-
ны оказывают совместное действие, может быть 
недостаточно оценить только несколько из этих 
медиаторов для оценки тяжести воспаления [23].

Целью исследования было выявление ассоциа-
ций между цитокинами у здоровых детей и у де-
тей с ВП в зависимости от возраста пациентов и 
тяжести патологического процесса.

Материалы и методы
Работа проведена на кафедре микробиоло-

гии, вирусологии и иммунологии, кафедре про-
педевтики детских болезней и педиатрии и в 
НИИ иммунологии ФГБОУ ВО «Южно-Ураль-
ский государственный медицинский универси-
тет» Министерства здравоохранения Российской 
Федерации. В исследование вошли 117 детей 
в возрасте от 1 года до 18 лет с рентгенологиче-
ски подтвержденным диагнозом внебольничной 
пневмонии тяжелой и нетяжелой, госпитализи-
рованные в отделения респираторных инфекций 
МБУЗ ДГКБ № 7 и МАУЗ ДГКБ № 8 в г. Челя-
бинска. Для оценки тяжести пациентов с ВП ис-
пользованы критерии степени тяжести у детей с 
внебольничной пневмонией, представленные в 
клинических рекомендациях 2022 года [3]. Группа 
сравнения сформирована из 28 здоровых детей, 
не имеющих на момент обследования внеболь-
ничной пневмонии, а также других признаков 
острой респираторной вирусной инфекции и не 
состоящих на диспансерном наблюдении по по-
воду какой-либо хронической патологии. Все 
дети были сопоставимы по полу и возрасту. 

Для определения уровня IL-1β, IFNγ, IL-6, 
IL-4, IL-2, IL-10, TNFα, IL-8, MCP-1 использо-

ваны тест-системы АО «Вектор-Бест» (г. Новоси-
бирск), IL-17AF, GM-CSF применялась система 
ELISA Kit Bender MedSystems (GmbH Campus 
Vienna Biocenter 2, Wien, Австрия). Для опреде-
ления уровня IFNλ2 (IL-28A), IFNλ3 (IL-28B) 
использована тест-система OmniKine™ ELISA 
Kit (Assay Biotechnology Company, Inc. Fremont, 
США). Исследование проводилось по методи-
кам, приложенным к тест-системам. Эти тест-
системы основаны на «сэндвич»-методе твер-
дофазного ИФА с применением пероксидазы в 
качестве индикаторного фермента. Учет резуль-
татов проводили на ИФА анализаторе. Результа-
ты выражались в пг/мл.

В ходе статистического анализа полученных 
данных использовали многомерный метод – не-
линейный анализ главных компонент по алго-
ритму CATPCA [14]. Наряду с 13 иммунологиче-
скими показателями в него также были включены 
возраст, пол пациентов, а здоровые дети, дети с 
тяжелой и нетяжелой ВП были промаркирова-
ны соответствующей меткой (1–3), которая была 
включена в анализ в качестве дополнительной 
переменной: она отслеживалась в ходе ордина-
ции, однако не влияла на результаты. Пол и метки 
групповой принадлежности обрабатывались как 
номинальные категории (nominal), а все количе-
ственные показатели – как сглаженные сплайном 
порядковые переменные (spline ordinal) с после-
дующим ранжированием в качестве способа дис-
кретизации данных. Для минимизации потерь 
объясненной дисперсии количество внутренних 
узлов для сплайнов устанавливали в максималь-
но возможное число, которое зависело от числа 
уникальных значений для переменной и опре-
делялось программой автоматически; в нашем 
случае оно варьировало от 26 для GM-CSF до 139 
для возраста. При выборе числа главных компо-
нент, необходимых и достаточных для редукции 
данных с обобщением, руководствовались крите-
риями Кэттелла и Кайзера. Расчеты выполнены в 
пакете IBM® SPSS® Statistics (v. 23), графические 
построения – в пакетах PAST (version 4.11) [7].

Результаты
Нелинейный анализ главных компонент
Классический анализ главных компонент 

(Principal component analysis, PCA) основан на 
корреляции Пирсона и требует многомерного 
нормального распределения показателей, а так-
же линейности их связей друг с другом. В то же 
время известно, что иммунологические показа-
тели имеют обычно асимметричные распреде-
ления и распределены скорее логарифмически 
нормально [16, 22]. Также связи между биологи-
ческими показателями редко бывают линейны-
ми. Поэтому нами был использован нелинейный 
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вариант РСА, называемый также оптимальным 
шкалированием, который был проведен по алго-
ритму CATPCA – Categorical Principal Component 
Analysis [14]. Поскольку этот вариант анализа не 
является распространенным в медицине, опи-
шем его подробнее. 

Алгоритм CATPCA позволяет задействовать 
в анализе одновременно качественные (номи-
нальные, порядковые) и количественные по-
казатели и состоит из нескольких этапов. На 
первом этапе задаются способы обработки ис-
ходных данных, которые включают возможность 
их сглаживания сплайнами, а также выбор спо-
соба дискретизации: умножение, ранжирование 
или группировка. На втором этапе проводится 
многомерное преобразование данных по Джи-
фи, которое оцифровывает качественные но-
минальные и порядковые показатели, а также 
преобразует количественные показатели таким 
образом, чтобы связи между всеми показателями 
в наборе стали максимально взаимно линейны-
ми [6, 17]. В результате присутствующие в дан-
ных нелинейности связи, во-первых, не уходят 
в ошибку анализа, а во-вторых, появляется до-
полнительная возможность их изучения путем 
сопоставления исходных и оцифрованных зна-
чений. На третьем этапе на подготовленных та-
ким образом данных проводится обычный PCA, 
результаты которого либо интерпретируют сразу, 
либо чаще используют только для выбора числа 
главных компонент, необходимых и достаточных 
для объяснения большей части дисперсии набора 

Рисунок 1. Выделение латентных переменных на 
графике «каменистой осыпи» Кэттелла
Примечание. Пунктир – критерий Кайзера.
Figure 1. Finding of latent variables on Cattell’s scree plot
Note. Dotted line is Kaiser criterion.

признаков. В последнем случае проводится еще 
один – окончательный – анализ с сохранением 
настроек предыдущего, но с заданием выбранно-
го числа главных компонент (как в эксплоратор-
ном факторном анализе). В ходе него часть дис-
персии остаточных компонент переносится на 
несколько выбранных первых, что увеличивает 
долю объясненной дисперсии в анализируемом 
наборе данных. В результате сочетания описан-
ных настроек метода возможно получение ре-
зультатов, аналогичных классическому анализу 
главных компонент (используются исходные ко-
личественные данные с умножением в качестве 
способа дискретизации), анализу соответствий 
(используются исходные качественные данные 
с группировкой в качестве способа дискретиза-
ции), а также различных промежуточных вари-
антов. Использованные нами настройки метода, 
описанные в методическом разделе, позволяют 
отнести проведенный PCA к непараметрической 
основанной на рангах порядковой технике.

Как видно из рисунка 1, согласно критерию 
Кэттелла имело смысл выделять 1 или 4 главные 
компоненты (ГК), а согласно критерию Кайзе-
ра – 6. Однако 5 и 6 ГК имели собственные числа, 
близкие к 1, т. е. несли количество информации 
на уровне 1 признака, и, следовательно, обладали 
слабыми обобщающими свойствами. Поэтому на 
этапе 3 было выбрано решение из 4 ГК, объясня-
ющих в сумме 49,3% общей дисперсии данных, 
которое на последнем этапе усилилось до 63,5%. 
Его основные результаты представлены в табли-
це 1 и на рисунке 2 (см. 3-ю стр. обложки).

Первая главная компонента объясняла 28,2% 
общей изменчивости (количественно – диспер-
сии) в наборе данных. В нее с высокими нагруз-
ками вошли все цитокины за исключением IL-6 
и IFNγ, а с максимальными – IL-28A, IL-28B и 
MCP-1. Также ГК 1 сильно положительно кор-
релировала с меткой тяжести ВП, а нагрузки для 
возраста и пола были близки к нулю. 

На рисунке 2 представлена разновидность ор-
динационной диаграммы – сдвоенный график 
(биплот), на котором в пространстве двух первых 
ГК одновременно приведены как векторы при-
знаков, так и метки детей трех групп. Из него 
видно, что метки здоровых детей расположились 
преимущественно в левой отрицательной части 
графика вдоль оси ГК 1, а группы детей с ВП – 
в правой положительной, в которую направлены 
векторы всех кроме IL-6 и IFNγ цитокинов. Та-
ким образом, ГК 1 следует интерпретировать как 
независимое от возраста и пола увеличение кон-
центрации большинства цитокинов в сыворотке 
крови детей с ВП, особенно тяжелой.

Вторая ГК объясняла 16,1% общей дисперсии. 
С максимальными положительными нагрузками 
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в нее вошли IL-6 и IFNγ, менее выраженно – IL-2 
и IL-10, т. е. как провоспалительные, так и про-
тивовоспалительные цитокины. Для понимания 
процессов, описываемых ГК 2, необходимо под-
робнее рассмотреть группы.

Из рисунка 2 видно, что группа здоровых де-
тей характеризовалась очень высокой изменчи-
востью, которую отражают размеры выпуклого 
многоугольника, описанного около факторных 
меток крайних вариантов на графике. В действи-
тельности она даже больше, чем на рисунке, по-
скольку в целях повышения читаемости графика 
на обеих его осях были установлены разрывы. Без 
последних площади выпуклых многоугольников, 
описанных около групповых меток детей здоро-
вых, с нетяжелой ВП и тяжелой ВП, относились 
соответственно как 3,7:3,1:1. Это означает, что 
вариабельность иммунологических показателей 
в группе здоровых детей была более чем в 3 раза 
выше, чем у детей с ВП, а сама эта группа была 
неоднородна и в пространстве двух первых ГК 
представляла собой 4 кластера (пронумерованы 
курсивом). Рассмотрим их более подробно.

Кластер 1 состоял из 6 детей в возрасте 4-5 
лет (в результате близости факторных меток они 
видны на рисунке 2 как два наблюдения); он на-
ходился в максимально отрицательной зоне вдоль 
ГК 1. Соответственно, эти дети имели минималь-
ные концентрации практически всех цитокинов 
и особенно тех, проекции векторов которых рас-
положены в максимально положительной зоне 
и свойственны детям с ВП (IL-28A, MCP-1 и 
IL- 28A). Кластер 2 состоял из 4 детей 6-7 лет, ко-
торые имели более высокие уровни цитокинов, 
но особенно тех, проекции векторов которых 
находились в максимально положительной зоне 
вдоль ГК 2 (IFNγ и IL-6). Кластер 4 был представ-
лен 7 детьми 9-15 лет с наиболее высокими кон-
центрациями всех цитокинов, за исключением 
IFNγ и IL-6, которые обнаруживались в следовых 
количествах (соответственно около 1 и 0,1 пг/ мл). 
Кластер 3 здоровых детей состоял из 11 человек 
1-3 лет и 16-17 лет, которые имели промежуточ-
ные значения как вдоль ГК 1, так и ГК 2. 

Третья ГК объясняла 10,8% изменчивости и 
отражала возрастные изменения ряда цитокинов. 
С положительными нагрузками в нее вошли GM-
CSF и IL-1β, с отрицательными – IL-8, IL-17A/F, 
IFNγ. ГК 4 характеризовала взаимодействие меж-
ду возрастом и полом детей и объясняла лишь 
8,5% общей изменчивости. С положительной на-
грузкой пол и возраст был связан с IFNγ и IL-6, 
отрицательно – IL-2 и IL-10.

Обсуждение
По данным проведенного исследования, уров-

ни в сыворотке крови IL-1β, IL-4, IL-10, IL- 2, 

TNFα, IFNλ2 (IL-28A), IFNλ3 (IL-28B), IL-8, 
MCP-1, IL-17AF, GM-CSF достоверно коррели-
ровали с тяжестью внебольничной пневмонией. 
Эти данные согласуются с некоторыми иссле-
дованиями, проведенными при ВП как у детей, 
так и у взрослых, поскольку цитокины являются 
важными растворимыми медиаторами врожден-
ного и приобретенного иммунного ответа. Диф-
ференцировка клеток, хемотаксис, активаторы 
или регуляторы воспалительных и противовос-
палительных процессов являются одними из не-
которых основных функций цитокинов в ответ 
на патоген [2, 9, 19, 21, 23, 26]. На ранних стадиях 
внебольничной пневмонии выработка цитоки-
нов и других медиаторов воспаления регулиру-
ется посредством сложной сети взаимодействий 
между врожденными иммунными клетками, «не-
иммунными» клетками (например, эпителиаль-
ными клетками, эндотелиальными клетками и 
фибробластами) и вторгающимися возбудителя-
ми [23].

Наиболее выраженную корреляцию с тяже-
стью ВП имели IFNλ2 (IL-28A), IFNλ3 (IL-28B) 
и MCP-1, которые имели более высокие показа-
тели в сыворотке крови по сравнению с другими 
цитокинами.

Интерфероны III типа вырабатываются эпи-
телиальными клетками дыхательных путей и 
имеют важное значение в их защите, обеспечивая 
противовирусный ответ, а также путем регуляции 
самого эпителия, контроля и поддержания адап-
тивных иммунных реакций и целостности эпите-
лиального барьера. Важная растущая концепция 
в области интерферонов III типа заключается в 
том, что этот цитокин не только имеет решающее 
значение для контроля, очистки и предотвраще-
ния патогенной инфекции на уровне эпителия, 
но также играет роль в обеспечении долгосроч-
ного иммунитета путем стимулирования адап-
тивного иммунитета [25]. Учитывая тот факт, 
что пневмония является инфекционным забо-
леванием, этиология которого у детей является 
вирусно-бактериальной, доказанная роль IFNλ 
при SARS-CoV-2 имеет значение и при пневмо-
нии. В исследовании, проведенном у пациентов 
с COVID-19, было показано, что высокая вирус-
ная нагрузка SARS-CoV-2 индуцирует эффек-
тивную выработку IFN-III не только в верхних 
дыхательных путях у более молодых пациентов 
или пациентов с легкой степенью тяжести, но и 
то, что тяжелые пациенты характеризуются са-
мыми высокими уровнями IFNλ в нижних ды-
хательных путях [24]. В экспериментальном ис-
следовании 2022 года Zhenlu Chong и соавт. при 
назальном введении IFNλ мышам, зараженных 
вирусом SARS-CoV-2, ограничивалось пораже-
ние верхних и нижних дыхательных путей, не вы-
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зывая чрезмерного воспаления. Примечательно, 
что эквивалентные дозы IFNλ2, доставляемые 
назальным, но не системным путем, ограничива-
ли инфекцию SARS-CoV-2 [5]. В сравнительном 
исследовании 2023 года у детей и взрослых, зара-
женных вирусом SARS-CoV-2, уровни IFNλ2/3 
в сыворотке крови были значительно выше в 
группе детей с нетяжелым течением, чем в груп-
пах взрослых с нетяжелым и тяжелым течением, 
что, возможно, отражает особенности выработки 
IFNλ у детей в отличие от взрослых [10].

MCP-1, показавший в нашем анализе корре-
ляцию с тяжестью ВП у детей, относится к се-
мейству хемокинов и может продуцироваться 
различными клетками, включая моноциты, ма-
крофаги, лимфоциты и эпителиальные клетки 
дыхательных путей, однако моноциты/макрофа-

ги являются его основным источником. Во время 
воспалительного процесса моноциты/макрофаги 
фагоцитируют и удаляют патогенные микроор-
ганизмы из пораженной ткани. Таким образом, 
MCP-1 играет важную роль в рутинном иммун-
ном надзоре и модуляции, а также в устранении 
острой бактериальной нагрузки [13, 18]. У взрос-
лых пациентов с COVID-19 было выявлено, что 
уровень MCP-1 в сыворотке крови был значи-
тельно выше, чем у пациентов без инфекции и 
гораздо выше у пациентов отделения интенсив-
ной терапии, что может рассматриваться незави-
симым предиктором тяжести заболевания [4,  15]. 
В исследовании Yia-Ting Li и соавт. 2019 года 
у взрослых пациентов с пневмонией MCP-1 
в плазме крови был значительно повышен на 
острой стадии, при этом концентрация MCP-1 в 

ТАБЛИЦА 1. НАГРУЗКИ ПОКАЗАТЕЛЕЙ НА НЕЛИНЕЙНЫЕ ГЛАВНЫЕ КОМПОНЕНТЫ В АНАЛИЗЕ ГРУПП ЗДОРОВЫХ 
ДЕТЕЙ И ДЕТЕЙ С ВНЕБОЛЬНИЧНОЙ ПНЕВМОНИЕЙ

TABLE 1. LOADINGS OF VARIABLES ON NONLINEAR PRINCIPAL COMPONENTS IN THE HEALTHY CHILDREN AND 
CHILDREN WITH COMMUNITY-ACQUIRED PNEUMONIA GROUPS’ANALYSIS

Показатели
Variables

Главная компонента
Principal component

1 2 3 4
Группа
Group 0,671 0,284 -0,206 0,170

Возраст
Age -0,057 -0,220 0,571 0,566

Пол
Gender 0,075 -0,194 -0,081 0,382

IL-1β 0,381 -0,092 0,525 0,240

IL-2 0,480 0,539 0,165 -0,372

IL-4 0,516 0,405 0,114 0,109

IL-6 -0,003 0,781 -0,109 0,444

IL-8 0,632 -0,336 -0,463 -0,032

IL-10 0,388 0,528 0,270 -0,329

IL-17A/F 0,545 -0,344 -0,353 0,343

IL-28A 0,849 -0,096 -0,117 0,022

IL-28B 0,823 -0,128 0,076 0,056

TNFα 0,617 0,287 -0,039 -0,034

GM-CSF 0,479 -0,141 0,625 -0,002

IFNγ -0,091 0,777 -0,303 0,424

MCP-1 0,842 -0,101 -0,219 -0,008

Объясненная дисперсия, %
Explained variance, % 28,2 16,1 10,8 8,5

Примечание. Выделены нагрузки > |0,3|.

Note. Loadings > |0.3| are highlighted in bold.
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плазме крови положительно коррелировала с по-
казателями легочной и органной дисфункции и 
концентрация MCP-1 в плазме была биомарке-
ром полиорганной недостаточности и потенци-
ально могла предсказать неблагоприятный исход 
у пациентов с пневмонией [13]. В 2016 году в ис-
следовании Yong K.K. и соавт. была также под-
тверждена корреляция уровня MCP-1 в плазме 
крови с тяжестью внебольничной пневмонии у 
взрослых [27], что подтверждается и проведен-
ным нами исследованием у детей.

Таким образом, IFNλ2 (IL-28A), IFNλ3 (IL- 28B) 
и MCP-1 могут рассматриваться независимыми 
биомаркерами тяжести внебольничной пневмо-
нии. 

При анализе уровня цитокинов в зависимости 
от возраста детей была отмечена тенденция к по-
вышению в сыворотке крови GM-CSF, IL-1β с 
возрастом, тогда как уровни IL-8, IL-17A/F, IFNγ 
снижались, что, возможно, связано с возрастны-
ми периодами развития иммунной системы [11]. 

Анализ уровня цитокинов в сыворотке крови у 
здоровых детей показал высокую вариабельность 
в различные возрастные периоды, что согласует-
ся с некоторыми исследованиями, при которых 
определялись уровни цитокинов в сыворотке 

крови у здоровых детей [11]. Так, в нашем иссле-
довании в возрастной группе 9-15 лет все цитоки-
ны, кроме IFNγ и IL-6, были значительно повы-
шены, что вероятно, вызвано физиологическими 
изменениями, происходящими в подростковом 
возрасте. Напротив, дети в возрасте 4-5 лет имели 
минимальные концентрации исследованных ци-
токинов, что, возможно, связано с изменениями 
в иммунной системе в данной возрастной груп-
пе [1, 8, 11].

Выводы
Таким образом, проведенный анализ позво-

лил обнаружить согласованное увеличение в сы-
воротке крови у детей с ВП IL-1β, IL-4, IL-10, 
IL- 2, TNFα, IFNλ2 (IL-28A), IFNλ3 (IL- 28B), 
IL- 8, MCP-1, IL-17AF, GM-CSF, причем наи-
большую корреляцию с тяжестью показали 
IFNλ2 (IL- 28A), IFNλ3 (IL-28B) и MCP-1, ко-
торые могут рассматриваться дополнительными 
биомаркерами тяжести внебольничной пневмо-
нии. Также была обнаружена существенная ва-
риабельность цитокинового профиля у здоровых 
детей и ее существенное сужение при пневмони-
ях, особенно тяжелой.
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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА КЛЕТОЧНОГО 
ИММУННОГО ОТВЕТА НА SARS-CoV-2 ПРИ ИНФЕКЦИИ 
И ВАКЦИНАЦИИ
Клюева С.Н., Бугоркова С.А., Кравцов А.Л., Каштанова Т.Н., 
Кожевников В.А.
ФКУН «Российский противочумный институт “Микроб” Роспотребнадзора», г. Саратов, Россия

Резюме. Важной областью исследований является мониторинг параметров иммунного ответа на 
инфекцию SARS-CoV-2 и их анализ в сравнении с характеристиками вакцинно-опосредованной им-
мунной защиты с целью определения детерминант клеточного ответа. Цель работы – сравнить по 
ряду характеристик состояние клеточного иммунного ответа у пациентов, перенесших COVID-19, 
и у лиц, привитых препаратом пептидной вакцины. В исследовании приняли участие добровольцы, 
перенесшие COVID-19 различной степени тяжести (30 человек), а также лица, прошедшие полный 
курс вакцинации препаратом пептидной вакцины (27 человек). Для сравнения использовали кровь 
добровольцев, взятую перед вакцинацией. Иммунофенотипирование лейкоцитов проводили с помо-
щью процедуры Lyse/No-Wash (BD Bioscience, США) и реагентов моноклональных антител Cyto-Stat 
(CD45-FITC, CD4-PE, CD8-ECD, CD3-PC5), CD45RA-PC7, CD45RO-РЕ (Beckman Coulter, США) 
и анализировали на проточном цитометре DakoCytomation (Дания). Определение внутриклеточного 
IFNγ (CD4+IFNγ+) проводили согласно стандартной методике. Продукцию цитокинов определяли с 
помощью наборов для выявления IFNγ, TNFα, IL-4, IL-8, IL-10 (АО «Вектор-Бест», Россия) на авто-
матическом иммуноферментном анализаторе LAZURIT (Dynex Technologies, США). По результатам 
исследования показано, что после вакцинации и перенесенной инфекции COVID-19 формируется 
клеточный иммунитет. Однако наиболее выраженный иммунный ответ регистрировали у переболев-
ших COVID-19, при котором в более 60% случаев наблюдали увеличение количества CD4+Т-хелперов 
памяти (8,7 (0,5-12,1) % против 0,3 (0,1-0,5) % в группе сравнения, p < 0,05) и доли CD4+IFNγ+Т-
лимфоцитов (4,2 (1,8-4,3) % против 0,4 (0-0,8) % в группе сравнения, p < 0,05), а также повышался 
функциональный резерв клеток по продукции цитокинов TNFα, IL-8, IL-10. У привитых пептидной 
вакциной добровольцев через месяц после вакцинации в общем пуле Т-лимфоцитов памяти преоб-
ладали, по-видимому, CD8+Т-клетки памяти (CD45+CD8+CD45RA-СD45RО+). Общим для перебо-
левших и вакцинированных лиц являлось значимое повышение (в среднем в 8,2 раза) CD4+IFNγ+ ак-
тивированных клеток, а также значений КонА-индуцированной продукции IL-4 (3,3 (1,1-4,5) пг/ мл и 
2,8 (1,7-3,9) пг/мл соответственно против 1,3 (0,1-2,4) пг/мл в группе сравнения, p < 0,05). Получен-
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ные данные дополняют имеющиеся в литературе сведения относительно формирования реакций кле-
точного иммунного ответа на SARS-CoV-2, формирующегося в результате перенесенного заболева-
ния или проведения мероприятий по специфической профилактике COVID-19. Дальнейший поиск 
клеточных коррелятов защиты от новой коронавирусной инфекции позволит пересмотреть текущую 
стратегию вакцинации и выработать оптимальный подход к профилактике COVID-19. 

Ключевые слова: SARS-CoV-2, COVID-19, S белок SARS-CoV-2, пептидная вакцина, Т-клетки памяти, цитокины 

COMPARATIVE CHARACTERISTICS OF THE CELLULAR 
IMMUNE RESPONSE TO SARS-CoV-2 DURING INFECTION 
AND POST-VACCINATION
Klyueva S.N., Bugorkova S.A., Kravtsov A.L., Kashtanova T.N., 
Kozhevnikov V.A.
Russian Anti-Plague Institute “Microbe”, Saratov, Russian Federation

Abstract. An important area of research concerns monitoring of immune response features in patients 
with SARS-CoV-2 infection as well as their analysis, as compared with characteristics of vaccine-mediated 
protection, in order to specify the determinants of cellular immune response. The aim of our work was to 
compare the state of cellular immune response in patients who underwent COVID-19, and in persons 
vaccinated with a peptide vaccine preparation. The study involved volunteers who suffered with COVID-19 
of varying severity (n = 30), as well as persons who completed the full course of vaccination with the peptide 
vaccine (n = 27). For comparison, we took blood specimens from the volunteers before vaccination. 
Immunophenotyping of leukocytes was performed by the Lyse/No-Wash procedure (BD Bioscience, USA), 
and Cyto-Stat monoclonal antibodies (CD45-FITC, CD4-PE, CD8-ECD, CD3-PC5), CD45RA-PC7, 
CD45RO-PE (Beckman Coulter, USA), and analyzed with a DakoCytomation flow cytometer (Denmark). 
Determination of intracellular IFNγ (CD4+IFNγ+) was performed with the standard technique. Cytokine 
production was determined using reagent kits for detection of IFNγ, TNFα, IL-4, IL-8, IL-10 (Vector-
Best JSC, Russia) with automatic enzyme immunoassay analyzer LAZURIT (Dynex Technologies, USA). 
As based on the results obtained, we have shown that cellular immunity was developed after vaccination and 
infection with COVID-19. However, the most pronounced immune response was recorded in the COVID-19 
reconvalescents, i.e., more than 60% of these patients showed an increased number of CD4+T-memory helper 
cells (8.7 (0.5-12.1) % versus 0.3 (0.1- 0.5) % in the comparison group, p < 0.05) as well as proportion of 
CD4+IFNγ+T lymphocytes (4.2 (1.8- 4.3) % versus 0.4 (0-0.8) % in the comparison group, p < 0.05). Moreover, 
we revealed an increased functional reserve of cells in terms of TNFα, IL-8, IL-10 production. One month 
after vaccination of volunteers with the peptide-based preparation, the total pool of memory T lymphocytes 
was apparently dominated by CD8+T memory cells (CD45+CD8+CD45RA-CD45RO+). A significant increase 
was found in the average levels of CD4+IFNγ+ activated cells (8.2-fold), as well as in values of ConA-induced 
IL-4 production (3.3 (1.1-4.5) pg/mL, and 2.8 (1.7-3.9) pg/mL, respectively versus 1.3 (0.1-2.4) pg/mL in 
the control group, p < 0.05). The data obtained are in accordance with information available in the literature 
concerning development of cellular immune responses to SARS-CoV-2, which results from a past illness, or 
measures for the specific prevention of COVID-19. Further search for cellular correlates of protection against 
a new coronavirus infection will allow us to revise the current vaccination strategy and develop an optimal 
approach to COVID-19 prevention.

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, S protein, peptide vaccine, memory T cells, cytokines 

Введение
Пандемия, вызванная SARS-CoV-2, сохра-

няет статус чрезвычайной ситуации в области 
общественного здравоохранения, имеющей 
международное значение [21]. Только за первые 
2 месяца текущего года в мире зарегистрирова-

но более 6,7 миллионов новых случаев зараже-
ния SARS- CoV- 2 и более 64 000 смертей от 
COVID-19 [24]. Одной из эффективных мер про-
тиводействия этой инфекции стала вакцинация, 
но остается открытым вопрос относительно про-
должительности защиты после прививки. Зная 
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особенности формирования иммунного ответа 
на инфекцию, можно предположить насколько 
эффективной будет реакция на вакцину. С одной 
стороны, многочисленные исследования свиде-
тельствуют, что титры специфических антител 
коррелируют с защитой от COVID-19 на попу-
ляционном уровне, но в то же время защитные 
титры на индивидуальном уровне так и не уста-
новлены. Тем не менее снижение риска последу-
ющей симптоматической инфекции SARS- CoV-2 
прямо связано с более высокими титрами анти-
тел [8, 9]. 

Известно, что для предотвращения зараже-
ния SARS-CoV-2 и ограничения риска развития 
тяжелого течения COVID-19 важны и другие им-
мунные механизмы, хотя прямая их корреляция 
с защитой от новой коронавирусной инфекции 
до конца не установлена. Так, на модели макак-
резусов адаптивный перенос плазмы с высокими 
титрами нейтрализующих антител обеспечивал 
защиту после заражения SARS-CoV-2 толь-
ко в условиях адекватного функционирования 
CD8+Т-клеток [14]. Дальнейший анализ гумо-
рального ответа и реакции В- и Т-клеток у остро 
инфицированных и выздоравливающих людей 
показал, что защита зависит от координации всех 
трех компонентов иммунного ответа [20].

Специфические для SARS-CoV-2 B- и T-клет-
ки памяти регистрируют уже в течение перво-
го месяца после перенесенного заболевания [7] 
на фоне практически 90%-ной сероконверсии, 
а Т-клетки с фенотипом CD8+ (IFNγ+) и CD4+ 
(IL-2+ IFNγ или IL-2+ IFNγ-) выявляют в тече-
ние 12 месяцев после выздоровления [15]. При 
вакцинации защитный эффект иммунитета под-
держивается более долгосрочными компонента-
ми гуморального ответа – В-клетками памяти и 
CD4+ и CD8+Т-клетками, которые остаются на 
относительно стабильном уровне до 6-8 месяцев 
после прививки [6]. Исследования реакции В- и 
Т-клеточного ответа макроорганизма в основном 
касались изучения реакции на мРНК и векторные 
вакцины [11, 16, 19], в то время как в проспек-
тивных исследованиях по оценке эффективности 
пептидной вакцины, применяемой для специфи-
ческой профилактики COVID-19 в Российской 
Федерации, оценивался преимущественно спец-
ифический гуморальный иммунный ответ [4], а 
также роль В-клеток в формировании иммуно-
логической памяти в ответ на пептидную вакци-
ну «ЭпиВакКорона» лицам, ранее перенесшим 
COVID-19 [5], а вот состояние Т-лимфоцитов па-
мяти и изменение уровня секреции ими цитоки-
нов в ответ на этот препарат ранее не оценивали.

Цель представленной работы – сравнить по ряду 
характеристик состояние клеточного иммунного 

ответа у пациентов, перенесших COVID-19, и у 
лиц, привитых препаратом пептидной вакцины.

Материалы и методы
Анализ проведен по результатам наблю-

дательного исследования, проводимого на 
базе отдела иммунологии ФКУН «Россий-
ский противочумный институт “Микроб” 
Рос потреб надзора». Протокол исследования 
одобрен Этическим комитетом ФКУН «Россий-
ский противочумный институт “Микроб” Ро-
спотребнадзора» (протокол № 9 от 21.10.2020). 
В исследовании приняли участие 57 доброволь-
цев (39 женщин и 18 мужчин) в возрасте от 25 
до 65 лет, согласившиеся на участие в исследо-
вании на основании подписанного доброволь-
ного информированного согласия. В исследова-
нии приняли участие добровольцы, перенесшие 
COVID-19 различной степени тяжести, а также 
лица, прошедшие полный курс вакцинации пре-
паратом пептидной вакцины для профилакти-
ки новой коронавирусной инфекции (препарат 
«ЭпиВакКорона», производства ФБУН «Госу-
дарственный научный центр вирусологии и био-
технологии “Вектор” Роспотребнадзора», серия 
№ КО7-11.20). Факт перенесенного COVID-19 
у добровольцев (I группа, 30 человек) был под-
твержден медицинской документацией и выде-
лением РНК вируса SARS-CoV-2 в биологиче-
ском материале из носоглотки методом ПЦР при 
поступлении в стационар и обращении в меди-
цинскую организацию. Тяжесть перенесенной 
инфекции оценивалась на основании критериев 
тяжести и терапии, согласно Временным мето-
дическим рекомендациям «Профилактика, диа-
гностика и лечение новой коронавирусной ин-
фекции COVID-19» [1]. Добровольцы II группы 
(27 человек) получили полный курс вакцинации 
препаратом пептидной вакцины. Для сравнения 
использовали кровь добровольцев, взятую перед 
прививкой (III группа). Биологический матери-
ал (кровь) забирали из локтевой вены в утренние 
часы через 1 месяц после окончания полного 
курса вакцинации или выздоровления в пробир-
ки с гепарином. 

Иммунофенотипирование лейкоцитов про-
водили в микрообъемах цельной крови с помо-
щью процедуры Lyse/No-Wash (BD Bioscience, 
США) [3] и реагентов меченых моноклональ-
ных антител Cyto-Stat (CD45-FITC, CD4-PE, 
CD8- ECD, CD3-PC5), CD45RA-PC7, CD45RO-
РЕ (Beckman Coulter, США). 

Выделение мононуклеаров периферической 
крови (МПК) проводили в стерильных усло-
виях на градиенте плотности (ρ = 1,077; ООО 
«ПанЭко», РФ). Определение внутриклеточно-
го IFNγ (CD4+IFNγ+) выполняли по методике 
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Yang L.- T. [25]: МПК стимулировали рекомби-
нантным SARS-CoV-2 белком S1 (2019-nCoV) 
(AtaGenix Laboratories, Китай) в концентрации 1 
мкг/мл в присутствии моноклональных антител 
СD28 и СD49d (BD FastImmune, США). Клетки 
инкубировали в течение 1 часа при 37  °C в 5% 
CO2, затем вносили брефелдин A (BD Biosciences, 
США) и продолжали инкубацию еще в течение 5 
часов. После этого клетки промывали, фиксиро-
вали, пермеабилизировали, окрашивали антите-
лами CD4-FITC, анти-IFNγ РЕ (Beckman Coulter, 
США) и анализировали на проточном цитометре 
DakoCytomation (Дания) с программным обеспе-
чением Summit v.4.3 Built 2445.

Для определения продукции цитокинов ве-
нозную кровь с гепарином разводили в соот-
ношении 1:5 средой RPMI 1640 («ПанЭко», 
Россия), содержащей 100 мкг/мл гентамицина 
(ОАО «Мосхимфармпрепараты» им. Н.А. Се-
машко). Функциональный потенциал клеток 
оценивали по изменению уровня спонтанной, 
индуцированной продукции цитокинов и коэф-
фициенту стимуляции (КС) по формуле: 

КС = (И–С)/И × 100%, 
где И – значение концентрации цитокина 

в КонА-индуцированной пробе, С – значение 
концентрации цитокина в спонтанной пробе [2]. 
В качестве индуктора использовали стандартный 
Т-клеточный митоген конканавалин А (КонА) 
(«ПанЭко», Россия) в концентрации 15 мкг. Про-
дукцию цитокинов определяли методом твердо-
фазного иммуноферментного анализа с помо-
щью коммерческих наборов для выявления IFNγ, 
TNFα, IL-4, IL-8, IL-10 (АО «Вектор-Бест», Рос-
сия) на автоматическом иммуноферментном ана-
лизаторе LAZURIT (Dynex Technologies, США). 

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили с использованием стан-
дартного пакета программ Microsoft Office Excel 
2016, Statistica 10.0 (StatSoft Inc., 2010). Получен-
ные данные представляли в виде медианы (Me) 
и квартильных отклонений (Q0,25-Q0,75). Для рас-
чета межгрупповых ассоциаций использовали 
U-критерий Манна–Уитни. Ранговый корре-
ляционный анализ по Пирсону применяли для 
оценки степени корреляции между исследуемы-
ми параметрами.

Результаты 
По экспрессии на клеточной поверхности раз-

личных изоформ молекулы CD45 выделяли три суб-
популяции Т-лимфоцитов-хелперов CD45+CD4+: 

наивные CD45+CD4+CD45RA+СD45RО-, ак-
тивированные CD45+CD4+CD45RA+СD45RО+  
и Т-хелперы памяти CD45+CD4+CD45RA-СD45RО+ 

(рис.  1). В результате цитометрического анали-

за установлено (табл. 1), что через 1 месяц после 
перенесенной инфекции COVID-19 значимо по-
вышался уровень содержания Т-хелперов памя-
ти (CD45+CD4+CD45RA-СD45RО+) относитель-
но показателей у вакцинированных лиц и лиц 
группы сравнения (p < 0,05). Следует отметить, 
что на долю Т-хелперов памяти у перенесших 
COVID-19 приходилось значительное большин-
ство в общем пуле лимфоцитов с фенотипом 
CD45RA-СD45RО+ (рис. 1С, Е; табл.  1). Наобо-
рот, у вакцинированных лиц доля Т-хелперов па-
мяти составляла меньшую часть от общего пула 
лимфоцитов с фенотипом CD45RA-СD45RО+ 

(табл.  1). Выявлено увеличение относитель-
ного содержания цитотоксических Т-клеток 
(СD45+СD3+CD8+) у вакцинированных лиц от-
носительно группы сравнения (p < 0,05). 

С помощью метода внутриклеточного окра-
шивания цитокинов и проточной цитометрии 
оценивали процент стимулированных S-белком 
IFNγ-продуцирующих CD4+Т-лимфоцитов. 
Анализ показал наличие CD4+IFNγ+ активиро-
ванных клеток в 55,5% случаев у вакцинирован-
ных и в 63,2% случаев у переболевших COVID-19, 
в среднем в 8,2 раза превышающих диапазон в 
группе сравнения (p < 0,05). При этом количе-
ство S-активированных CD4+IFNγ+ лимфоцитов 
у переболевших в 2 раза было выше, чем у вакци-
нированных (p < 0,05) (табл. 1). 

Далее методом ИФА оценивали продукцию 
цитокинов МПК в ответ на специфическую сти-
муляцию S-белком (табл.  2). В группах вакци-
нированных (44,4%) и переболевших COVID-19 
(65,1%) лиц выявлено существенное повышение 
S1-индуцированной продукции IFNγ и TNFα 
относительно группы сравнения (p < 0,05). Так-
же значимо повышался (p < 0,05) уровень IL-4 
в S1-индуцированных пробах переболевших 
COVID-19 относительно группы сравнения. 

Результаты анализа IFNγ методом ИФА под-
тверждают данные проточной цитометрии, о чем 
свидетельствует наличие прямой высокой кор-
реляционной связи между количеством клеток 
с внутриклеточной формой IFNγ (CD4+IFNγ+) 
и S1-индуцированной продукцией IFNγ МПК в 
группах вакцинированных (r = 0,94; р = 0,04) и 
переболевших COVID-19 лиц (r = 0,86; р = 0,04). 

При сравнительном анализе иммунофермент-
ного определения цитокинов в супернатантах 
крови (табл.  3) установлено повышение уровня 
КонА-индуцированной продукции IL-8 и IL-10 
у переболевших COVID-19 пг/мл относительно 
вакцинированных лиц и лиц группы сравнения 
(p < 0,05). Кроме того, у переболевших COVID-19 
зарегистрировано существенное повышение 
уров ня КонА-индуцированной продукции 
TNFα по сравнению с привитыми добро-



349

Характеристика клеточного иммунного ответа
Cellular immune response to SARS-CoV-22024, Vol. 26,  2

2024, Т. 26, № 2

вольцами (p < 0,05). В группах переболевших и 
вакцинированных лиц значения КонА-индуци-
рованной продукции IL-4 значимо превосходи-
ли аналогичный показатель в группе сравнения 
(p < 0,05).

Для характеристики функциональной ак-
тивности клеток, продуцирующих исследуемые 
цитокины, рассчитывали КС. Зарегистрирова-
но достоверное повышение КС для IL-10, как 
для привитых, так и переболевших COVID-19 

добровольцев (80,1 (76,4-86,3 и 92,5 (90,2-94,7) 
соответственно) относительно группы сравне-
ния (67,9 (66,7-69,1), p < 0,05). Однако в группе 
вакцинированных лиц существенно снижал-
ся КС для IL-4 (57,1 (50,3-63,6) по сравнению с 
аналогичным показателем для лиц, перенесших 
COVID-19 (94,9 (90,6-97,2), p < 0,05), что, кос-
венно свидетельствует о более выраженной ре-
акции со стороны клеточного иммунного ответа 
на SARS-CoV-2, заключающейся в активации ре-

Рисунок 1. Протокол поэтапного гейтирования, применявшийся для выявления Т-клеток памяти в крови 
переболевшего COVID-19 добровольца
Примечание. На цитограмме А: по оси абсцисс – плотность экспрессии на поверхности клеток общего лейкоцитарного 
антигена CD45; по оси ординат – степень клеточной гранулярности (интенсивность бокового светорассеяния – SS), по которой 
лимфоциты крови отделялись от моноцитов и гранулоцитов. R1 – область цитограммы А, за пределами которой учитывались 
сигналы от разрушенных лейкоцитов (клеточный дебрис). Путем гейтирования по R1 (G1:R1) из анализа исключался дебрис 
для выделения на цитограмме Б, соответствующей лимфоцитам области R2. Во фракции лимфоцитов (в гейте G2:R1&R2) 
идентифицировали по интенсивности флуоресценции CD4+Т-хелперы (в регионе R7 на гистограмме Г), а также определяли 
Т-хелперы памяти CD45+CD4+CD45RA-СD45RО+ (10,78% клеток в регионе R11 на цитограмме Д) после гейтирования G3:R1&R2&R7. 
Общее число лимфоцитов с фенотипом Т-клеток памяти (18,18% клеток в регионе R6 на гистограмме В) определяли в гейте G2, 
без гейтирования по R7. 
Figure 1. Stepwise gating protocol used to detect memory T cells in the blood of a volunteer who has recovered from COVID-19
Note. On the cytogram A: along the abscissa, the density of expression on the cell surface of the common leukocyte antigen CD45; along 
the y-axis, the degree of cellular granularity (side scatter intensity – SS), along which blood lymphocytes were separated from monocytes and 
granulocytes. R1 is the area of cytogram A, beyond which signals from destroyed leukocytes (cell debris) were taken into account. Debris 
was excluded from the analysis by gating at R1 (G1:R1) for isolation on the cytogram B of the R2 region corresponding to lymphocytes. In the 
lymphocyte fraction (in gate G2:R1&R2), CD4+T helpers were identified by fluorescence intensity (in the R7 region on histogram D), and 
memory T helpers CD45+CD4+CD45RA-CD45RO+ (10.78% of cells in region R11 in cytogram E) after gated G3:R1&R2&R7. The total number 
of lymphocytes with the memory T cell phenotype (18.18% of cells in the R6 region in histogram C) was determined in the G2 gate, without gated 
in R7.

А (А)

Г (D)

Б (B)

Д (E)В (C)
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ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ КЛЕТОЧНОГО ИММУНИТЕТА В ПОСТВАКЦИНАЛЬНЫЙ И ПОСТИНФЕКЦИОННЫЙ ПЕРИОД 
COVID-19, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. INDICATORS OF CELLULAR IMMUNITY IN THE POST-VACCINATION AND POST-INFECTION PERIOD OF COVID-19, 
Me (Q0.25-Q0.75)

Группы
Groups

I
n = 30

II
n = 27

III
n = 27

T-хелперы (СD45+СD3+CD4+), %
T helpers (СD45+СD3+CD4+), %

47,8 (41,5-50,0) 45 (34,2-49,7) 43,9 (40,0-54,5)

Цитотоксические Т-клетки (СD45+СD3+CD8+), %
Cytotoxic T cells (СD45+СD3+CD8+), %

22 (17,3-24,0) 23,7 (18,2-26,2) ⃰ 19,2 (15,1-21,0)

Общее количество лимфоцитов памяти с фенотипом CD45RA-СD45RО+, %
Total number of memory lymphocytes with CD45RA-CD45RO+ phenotype, %

14,8 (5,0-22,3)* 4,6 (2,0-6,3) 3,8 (2,1-4,2)

T-хелперы памяти CD45+CD4+CD45RA-СD45RО+, %
Memory T helpers CD45+CD4+CD45RA-CD45RO+, %

8,7 (0,5-12,1)** 0,5 (0,1-0,8) 0,3 (0,1-0,5)

CD4+Т-лимфоциты, синтезирующие IFNγγ (CD4+ IFNγγ+) после стимуляции S-белком, %
CD4+T lymphocytes synthesizing IFNγ (CD4+IFNγ+) after stimulation with S protein, %

4,2 (1,8-4,3)** 1,9 (0,8-3,7)* 0,4 (0,0-0,8)

Примечание.* – p < 0,05 различия с группой III; ** – p < 0,05 различия с группой II.

Note.*, p < 0.05 differences with group III; **, p < 0.05 differences with group II.

ТАБЛИЦА 2. ИНДУЦИРОВАННАЯ S-БЕЛКОМ SARS-CoV-2 ПРОДУКЦИЯ ЦИТОКИНОВ В ПОСТВАКЦИНАЛЬНЫЙ 
И ПОСТИНФЕКЦИОННЫЙ ПЕРИОД COVID-19, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 2. CYTOKINE PRODUCTION INDUCED BY SARS-CoV-2 S PROTEIN IN THE POST-VACCINATION AND POST-
INFECTION PERIOD OF COVID-19, Me (Q0.25-Q0.75)

Цитокин
Cytokine

Группы
Groups

I II III

IFNγ, пг/мл
IFNγ, pg/mL

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

6,7
(4,3-8,0)*

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

TNFα, пг/мл
TNFα, pg/mL

259,1
(157,8-382,6)*

176,4
(68,8-250,1)*

114,5
(96,7-132,3)

IL-4, пг/мл
IL-4, pg/mL

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

2,5
(2,1-2,9)

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

Примечание.* – p < 0,05 различия с группой III.

Note.*, p < 0.05 differences with group III.
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зервных функциональных возможностей клеток 
иммунной системы.

Обсуждение 
Подобно инфекции, вакцины приводят к 

ранней выработке сывороточных IgA, IgM и IgG 
антител, а также индуцируют долговременные 
ответы B- и T-клеток памяти [13, 23]. Установле-
но, что выявление более высоких титров антител 
коррелирует со снижением риска развития по-
следующей симптоматической инфекции SARS-
CoV-2. Другие иммунные механизмы также важ-
ны для предотвращения заражения SARS-CoV-2 
и ограничения тяжести заболевания COVID-19, 
хотя их прямая корреляция с защитой в насто-
ящее время менее определена. Как и в случае с 
инфекцией, защитный эффект иммунитета, вы-
званного вакциной, также поддерживается более 

долгосрочными компонентами гуморального от-
вета, включая В-клетки памяти [22], индуциро-
ванные вакциной CD4+ и CD8+Т-клетки оста-
ются относительно стабильными до 6-8 месяцев 
после вакцинации [6]. Наши данные свидетель-
ствуют о формировании пула вирус-специфиче-
ских Th1-клеток памяти на повторный контакт с 
антигеном (S белок) у переболевших и вакцини-
рованных COVID-19, что согласуется с литера-
турными данными [10, 17].

Несмотря на то, что инфекция, как и вак-
цинация, вызывают устойчивые врожденные 
и адаптивные иммунные реакции, в результате 
проведенного исследования установлен ряд ка-
чественных различий в изменении оцениваемых 
показателей. Наиболее выраженный клеточный 
иммунный ответ выявлен у лиц, перенесших в 
анамнезе COVID-19, так через месяц после пере-
несенного заболевания в более чем 60% случаев 

ТАБЛИЦА 3. ПРОДУКЦИЯ ЦИТОКИНОВ В ПОСТВАКЦИНАЛЬНЫЙ И ПОСТИНФЕКЦИОННЫЙ ПЕРИОД COVID-19, 
Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 3. PRODUCTION OF CYTOKINES IN THE POST-VACCINATION AND POST-INFECTION PERIOD OF COVID-19, 
Me (Q0.25-Q0.75)

Цитокин
Cytokine

Продукция
спонтанная / 

индуцированная
Products

spontaneous / induced

Группы
Groups

I II III

IFNγ, пг/мл
IFNγ, pg/mL

спонтанная
spontaneous

1,3 
(0,7-6,1)*

1,2 
(0,3-3,5)*

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

индуцированная
induced

480,2 
(311,5-1102,3)

364,1
(208,9-630,4)

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

TNFα, пг/мл
TNFα, pg/mL

спонтанная
spontaneous

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

2,6 
(1,9-3,9)*

0
(0-0)

индуцированная
induced

291,4
(253,0-374,5)**

171,3 
(67,53-273,20)

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

IL-4, пг/мл
IL-4, pg/mL

спонтанная
spontaneous

0,2
(0,01-0,60)

1,2 
(0,8-1,5)

0
(0,00-0,14)

индуцированная
induced

3,3
(1,1-4,5)*

2,8
(1,7-3,9)*

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

IL-8, пг/мл
IL-8, pg/mL

спонтанная
spontaneous

796,9
(374,2-1203,0)

77,8
(56,8-201,8)

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

индуцированная
induced

9296,4
(5474,6-11015,0)**

5829,4
(3625,4-7105,4)

4863
(3001-8367)

IL-10, пг/мл
IL-10, pg/mL

спонтанная
spontaneous

8,5
(3,7-29,1)

1,9 
(0,94-6,40)

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

индуцированная
induced

38,8
 (22,7-87,8)**

19,1
(12,7-34,8)

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

Примечание.* – p < 0,05 различия с группой III; ** – p < 0,05 различия с группой II.

Note.*, p < 0.05 differences with group III; **, p < 0.05 differences with group II.
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регистрировали увеличение количества CD4+Т-
хелперов памяти и CD4+IFNγ+Т-лимфоцитов, 
а также повышение функционального резерва 
клеток по продукции TNFα, IL-8, IL-10. Повы-
шение уровня IL-4 может являться косвенным 
показателем активации гуморального ответа, 
и, следовательно, нарастания титров антител к 
SARS-CoV-2, так как известно, что у большин-
ства реконвалесцентов с тяжелым течением 
COVID-19 титры специфических антител, вклю-
чая вируснейтрализующие антитела остаются 
высокими в течение длительного времени (до 1 
года) [13]. Кроме того, полученные данные согла-
суются с ранее установленным фактом выражен-
ного усиления интерферонового ответа у пациен-
тов с COVID-19, который в значительной степени 
ниже у привитых мРНК-вакциной [18]. Следова-
тельно, повышенная передача сигналов интер-
ферона, вероятно, способствует резкой активи-
зации цитотоксических генов в периферических 
Т-клетках и врожденных лимфоцитах у больных, 
перенесших COVID-19, но не у иммунизирован-
ных лиц. Хотя в нашем случае у привитых пеп-
тидной вакциной добровольцев через месяц 
после вакцинации в общем пуле Т-лимфоци-
тов памяти преобладали, по-видимому, CD8+Т-

клетки памяти (CD45+CD8+CD45RA-СD45RО+). 
В пользу данного предположения свидетель-
ствует увеличение относительного содержания 
цитотоксических Т-клеток (СD45+СD3+CD8+) у 
вакцинированных лиц. Накопленный опыт ана-
лиза репертуара рецепторов В- и Т-клеток сви-
детельствует, что, хотя большинство клональных 
В- и Т-клеток у пациентов с COVID-19 является 
эффекторными клетками, у вакцинированных 
лиц клональный репертуар клеток представлен в 
значительной степени циркулирующими клетка-
ми памяти [12].

Заключение
Полученные данные дополняют имеющие-

ся в литературе сведения относительно форми-
рования реакций клеточного иммунного ответа 
на SARS-CoV-2, формирующегося в результа-
те перенесенного заболевания или проведения 
мероприятий по специфической профилактике 
COVID-19. Дальнейший поиск клеточных корре-
лятов защиты от новой коронавирусной инфек-
ции позволит пересмотреть текущую стратегию 
вакцинации и выработать оптимальный подход к 
профилактике COVID-19.
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Резюме. Клеточный иммунитет играет важную роль в контроле над SARS-CoV-2. Лимфопения и 
снижение функциональной активности клеток может быть одной из основных причин ухудшения 
клинических исходов заболевания у пациентов. Применение бактериальной терапевтической вак-
цины «Иммуновак-ВП-4» в фазе активного воспаления может иметь перспективное значение для 
иммуномодуляции клеточного звена иммунитета. Целью исследования явилось изучение динами-
ки субпопуляционной структуры лимфоцитов у госпитализированных пациентов с COVID-19 при 
комбинации базисной терапии с иммунотропным препаратом из антигенов условно-патогенных 
бактерий. В исследование вошли 45 пациентов (18-70 лет), находившиеся в стационаре с подтверж-
денным диагнозом «коронавирусная инфекция, вызванная вирусом COVID-19», среднетяжелой/тя-
желой степени тяжести. Из них 33 человека дополнительно к базисной терапии получали препарат 
«Иммуновак-ВП-4» комбинированным назально-пероральным методом. Субпопуляционную струк-
туру лимфоцитов периферической крови у пациентов в динамике (исходно, на 14-й и 30-й день после 
госпитализации) исследовали методом проточной цитофлуориметрии на приборе FC-500 (Beckman 
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Coulter, США) с использованием моноклональных антител (мАТ) (Immunotech, Франция). В группе 
получавших только стандартную терапию относительно исходных параметров при поступлении от-
мечалось нарастание количества Т-лимфоцитов (на 14-й день – 79,9 (75,5-81,6)) (p = 0,00252), на 30-й 
день от начала лечения 78,4 (74,25-79,2) (p = 0,03662)) и снижение В-лимфоцитов (на 14-й день – 10,6 
(7,78-11,63) (p = 0,03236), на 30-й день – 7,85 (6,25-11,1) (p = 0,01352)). В группе «Иммуновак-ВП-4» 
выявлены более выраженные изменения показателей клеточного звена иммунитета относительно ис-
ходных параметров при поступлении – рост численности Т-лимфоцитов (на 14-й (80,1 (73,8-84,2)) 
(p = 0,00018) и 30-й день от начала лечения (80,2 (76-81,9)), Т-хелперов (через 14-й дней после ле-
чения (50,2 (43-57)) (p = 0,00694)), цитотоксических Т-клеток (на 30-й день терапии 26,35 (24-29,4) 
(p = 0,0114)), снижение В-лимфоцитов (на 14-й день – 13,1 (8,2-16,9) (p = 0,00158), на 30-й день от 
начала лечения – 8,2 (7,6-9,7) p < 0,00001)) и транзиторное снижение NK-клеток на 14-й день (3,7 
(2,1-6,3) (p = 0,00308) с их восстановлением на 30-й день наблюдения 8,6 (6-12,5). Показатели 14-го 
и 30-го дня достоверно различались между собой (p = 0,00022)). Модуляция клеточного иммунитета 
может иметь важное значение для элиминации вируса. 

Ключевые слова: клеточный иммунитет, COVID-19, бактериальная терапевтическая вакцина, иммунный статус, 
лимфопения, иммуномодулятор

CORRECTION OF IMMUNE STATUS FROM HOSPITALIZED 
COVID-19-PATIENTS WITH IMMUNOTROPIC DRUG ADDED 
TO THE BASIC TREATMENT
Khromova E.A.a, Kostinov M.P.a, b, Skhodova S.A.a, Osiptsov V.N.c, 
Bisheva I.V.a, Pachomov D.V.a, Kurbatova E.A.a, Khasanova A.A.d, 
Kryukova N.O.e, Shatokhin M.N.f
a I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation  
b I. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, Russian Federation  
c Main Military Clinical Hospital of the Russian National Guard, Balashikha, Russian Federation  
d Ulyanovsk State University, Ulyanovsk, Russian Federation  
e N. Pirogov Russian National Medical University, Moscow, Russian Federation 
f Russian Medical Academy of Continuous Professional Education, Moscow, Russian Federation

Abstract. Cellular immunity plays an important role in the control of SARS-CoV-2. Lymphopenia and a 
decrease in the functional activity of cells may be among the main reasons for deterioration of clinical outcomes 
of the disease. Usage of the bacterial therapeutic vaccine Immunovac-VP-4 during the inflammation phase 
may be promising for immunomodulation of the cellular immunity. The aim of our study was to evaluate the 
dynamics of lymphocyte subpopulations in hospitalized patients with COVID-19 upon combining the basic 
therapy with immunotropic drug based on the antigens from opportunistic pathogens. The study included 
45 patients (18-70 years old) admitted with a confirmed diagnosis of moderate/severe infection caused by 
the COVID-19 virus. In addition to basic therapy, 33 persons of this group received Immunovac-VP-4 by a 
combined nasal-oral method. Subpopulation activity of peripheral blood lymphocytes in patients over time 
(at baseline, on the 14th and 30th day after hospitalization) was studied by flow cytometry by means of FC-
500 Cytomics (Beckman Coulter, USA) using monoclonal antibodies (mAb) (Immunotech, France). In the 
group receiving only standard therapy, an increased number of T lymphocytes was detected on day 14 (79.9 
(75.5- 81.6), p = 0.00252), on day 30 from the start of treatment (78.4 (74.25-79. 2), p = 0.03662), and a decrease 
in B lymphocytes on day 14 (10.6 (7.78-11.63), p = 0.03236), on day 30 (7.85 (6.25-11.1), p = 0.01352) relative 
to baseline parameters upon admission. We revealed more pronounced changes in the parameters of cellular 
immunity relative to the initial parameters, i.e., an increased proportion of T lymphocytes on the 14th day (80.1 
(73.8-84.2), p = 0.00018), and 30th day from starting the treatment (80.2 (76-81.9)), T helpers at 14 days after 
treatment (50.2 (43-57), p = 0.00694), cytotoxic T cells by 30th day of therapy (26.35 (24-29.4), p = 0.0114), 
decrease in B lymphocytes on day 14 (13.1 (8.2-16.9), p = 0 00158), on the 30th day from the start of treatment 
(8.2 (7.6-9.7), p <0.00001), and a transient decrease in NK cells on the 14th day (3.7 (2,1-6.3), p = 0.00308), 
with their recovery on the 30th day of observation to 8.6 (6-12.5) in the Immunovac-VP-4 group. Modulation of 
cellular immunity may be important for the virus clearance.

Keywords: cellular immunity, COVID-19, bacterial therapeutic vaccine, immune status, lymphopenia, immunomodulator
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Введение
Накопленные до настоящего времени знания 

о патогенезе COVID-19 не оставляют сомнений, 
что тяжесть течения этого заболевания опреде-
ляется состоянием иммунной системы организ-
ма [23, 34, 39, 59].

Для большинства пациентов с COVID-19 ха-
рактерно легкое течение заболевания (нетяжелые 
симптомы с минимальными неспецифическими 
проявлениями) или средней степени тяжести, од-
нако в 5-10% случаев отмечают тяжелое и крайне 
тяжелое течение заболевания с диффузным по-
ражением легочной ткани, приводящим к фор-
мированию острой дыхательной и полиорганной 
недостаточности [1, 24, 27, 34, 54].

Также у некоторых пациентов процесс может 
перейти в хроническое системное воспаление 
низкой интенсивности, при этом не исключено 
проявления скрытых признаков аутоиммунного 
процесса [31].

Вероятность последнего процесса увеличи-
вается с возрастом, особенно у лиц с метаболи-
ческим синдромом, сахарным диабетом 2 типа и 
некоторыми другими тяжелыми хроническими 
заболеваниями [19, 21, 28, 30, 33].

Величина исходной вирусной нагрузки [46], 
эффективность врожденного иммунного отве-
та, особенно опосредованного интерферонами 
типа I [16, 32], имеют важное значение для акти-
вации адаптивного иммунитета, что отражается на 
клиническом результате течения вирусной инфек-
ции. 

Эффективный клинический контроль первич-
ной инфекции SARS-CoV-2 связан с ранним и силь-
ным выбросом интерферонов и активным включе-
нием адаптивного иммунитета [14, 36, 44, 62]. 

Известно, что неблагоприятные клинические 
исходы заболевания характеризуются медлен-
ным снижением вирусной нагрузки, ранним и 
устойчивым воспалением с повышенным уров-
нем интерферонов (IFNα, IFNγ) и фактора не-
кроза опухоли (TNF) [42].

Отсроченный, неадекватный и вялотекущий 
выброс интерферонов, по-видимому, связан с за-
медленной активацией дендритных клеток лим-
фоидного ряда и отсроченным вовлечением в 
иммунный процесс клеток адаптивного иммуни-
тета [14, 36, 44, 58].

Накопленные к настоящему времени данные 
указывают, что клеточный иммунитет играет ре-
шающую роль в защите от SARS-CoV-2. 

Выявлена связь сниженного содержания лим-
фоцитов крови с тяжестью заболевания [22, 44, 
47, 57, 60].

Снижение содержания лимфоцитов и избы-
точное высвобождение цитокинов приводит к 

воспалению и повреждению тканей у пациентов 
с коронавирусной инфекцией [49, 64]. 

В крови пациентов отмечают снижение аб-
солютного и относительного количества Т- и 
В-лимфоцитов [26, 32, 60].

Снижение содержания лимфоцитов также 
связано с истощением их функциональной ак-
тивности [26, 65]. Выявлена обратная корреля-
ционная связь с сывороточной концентрацией 
IL- 6, IL-10, TNF [26, 32].

От слаженности работы иммунной системы 
зависит успех исхода коронавирусной инфекции. 
Применение иммуномодулирующих агентов в 
фазе активного воспаления, когда SARS-CoV-2 
начинает системно распространяться, может 
иметь перспективное значение, регулируя им-
мунные реакции и направляя активацию иммун-
ной системы в нужное русло. 

Важное место в регуляции работы иммунной 
системы занимают терапевтические бактери-
альные вакцины, содержащие в своем составе 
антигены условно патогенных микроорганизмов. 
Терапевтические вакцины активируют врожден-
ный и адаптивный иммунитет, индуцируя об-
разование антител к бактериальным антигенам, 
входящим в их состав, обладая при этом выра-
женным иммуномодулирующим действием. Им-
муномодулирующий эффект терапевтических 
бактериальных вакцин проявляется в усилении 
иммунного ответа при его недостаточности и по-
давлении иммунных реакций при их избыточно-
сти [5]. 

Российская бактериальная терапевтическая 
поликомпонентная вакцина «Иммуновак-ВП-4» 
содержит в своем составе патогенассоцииро-
ванные образы (PAMPs – pathogen-associated-
molecular-patterns), представленные липопо-
лисахаридом, пептидогликаном, тейхоевой 
кислотой и белками наружной мембраны четы-
рех видов условно патогенных микроорганиз-
мов (Staphylococcus aureus, Кlebsiella pneumoniae, 
Proteus vulgaris, Escherichia coli). При введении 
антигенов вакцины в организм человека проис-
ходит распознавание PAMPs сигнальными Toll-
подобными рецепторами клеток системы врож-
денного иммунитета, что приводит к выработке 
провоспалительных цитокинов и запуску началь-
ных этапов иммунного ответа. Показано, что 
«Иммуновак-ВП-4» активирует TLR1/2, TLR4, 
TLR5, TLR9 [4, 13], направляет дифференци-
ровку Т-лимфоцитов по Th1-типу [9], восста-
навливает фагоцитарную активность моноцитов 
и нейтрофилов крови [10], а также нормализу-
ет количество лимфоцитов с маркерами CD3+, 
CD4+, CD8+, CD72+, CD16+ [3, 6, 9]. Доказан 
высокий терапевтический эффект применения 
«Иммуновак-ВП-4» при различных инфекцион-
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ных [2, 10, 12] и неинфекционных [3, 8] заболе-
ваний человека. 

Таким образом, целью настоящего исследова-
ния стало изучение динамики субпопуляционной 
структуры лимфоцитов у госпитализированных 
пациентов с COVID-19 при проведении иммуно-
терапии «Иммуновак-ВП-4» на фоне базисной 
терапии.

Материалы и методы
В группу исследования вошли 45 пациентов 

(18-70 лет), находившихся в стационаре с под-
твержденным диагнозом «коронавирусная ин-
фекция, вызванная вирусом SARS-CoV-2», про-
текающим в среднетяжелой/тяжелой степени 
тяжести. Пациенты соответствовали критериям 
включения и исключения. 

Критерии включения: госпитализированные 
пациенты с подтвержденным диагнозом «ко-
ронавирусная инфекция, вызванная вирусом 
SARS-CoV-2» (мазок на РНК вируса SARS-
CoV-2 из верхних дыхательных путей методом 
ПЦР и/или клинико-рентгенологически – нали-
чие характерной клинической картины и харак-
терных признаков вирусного поражения легких); 
температура тела в начале заболевания > 38 °C, 
изменения по данным КТ легких, типичные для 
вирусного поражения (КТ 2-й степени, объем по-
ражения средней тяжести (25-50%); наличие да-
тированного подписанного информированного 
согласия.

Критерии невключения: гнойные заболевания 
легких, декомпенсированных хронические забо-
левания, онкологические заболевания в стадии 
ремиссии менее 5 лет, ИДС, ВИЧ, гепатит В и С, 
пациенты, перенесшие трасфузию крови и СЗП, 
аутоиммунные заболевания соединительной тка-
ни, беременность, лактация, наличие вакцина-
ции против новой коронавирусной инфекции.

Больные получали базисную терапию со-
гласно тяжести течения заболевания, указанной 
во «Временных методических рекомендациях – 
профилактика, диагностика и лечение новой 
коронавирусной инфекции (COVID-19)» в РФ: 
противовирусные, антикоагулянты, глюкокорти-
костероидные препараты, препараты ГИБП.

33 пациента получали помимо базисной те-
рапии дополнительно иммуностимулирующий 
препарат бактериального происхождения – вак-
цина «Иммуновак-ВП-4» комбинированным 
способом – интраназально и per os.

Исследуемый препарат и схема его введения
Поликомпонентная вакцина «Иммуновак-

ВП-4» имеет в своем составе антигены условно-
патогенных микроорганизмов (смесь водорас-
творимых антигенов микробных клеток S. aureus, 

K. pneumoniae, P. vulgaris, E. coli). Препарат раз-
решен к применению для подкожного введе-
ния (регистрационное удостоверение МЗ РФ 
номер ЛСР-001294/10 от 24.02.2010) и назаль-
но-перорального введения (ЛСР-001293/10 от 
24.02.2010). Производство вакцины ФГУП «НПО 
«Микроген» (г. Уфа).

Препарат вводят по комбинированной схе-
ме: интраназально по 1  мг (2 кап), затем внутрь 
(per os) по 20 мг (2 мл) с 1-го по 10-й день нахож-
дения в стационаре.

Взятие биоматериала
У пациентов забор биоматериала (кровь в про-

бирку) осуществляли в 1-й день исследования до 
начала терапии, на 14-й день исследования перед 
выпиской из стационара и через 30 дней от на-
чала терапии.

Иммунофенотипирование лимфоцитов пе-
риферической крови у пациентов проводили 
методом проточной цитофлуориметрии (при-
бор FC-500 Beckman Coulter, США) с исполь-
зованием моноклональных антител (мАТ) к 
CD3-FITC/CD8-PE, HLA-DR-FITC/CD8-PE, 
CD3-FITC/CD16/56-PE, CD3-FITC/CD20-PE,  
CD45-FITC/CD3-PE/CD4-PC5, CD45-FITC/
CD3-PE/CD8-PC5, CD45-FITC/CD3-PE/HLA-
DR-PC5, CD45FITC/CD3-PE/CD25-ECD/CD4-
PC5, CD45-FITC/CD3-PE/CD25ECD/СD4PC5/
CD20-PC7, Foxp3-FITC/CD25-ECD/CD4-PC5 
(Immunotech, Франция) в лицензированной ла-
боратории ФГБНУ «НИИ вакцин и сывороток 
им. И.И. Мечникова».

Статистика
Анализ данных проведен с использовани-

ем пакета прикладных программ Statistica for 
Windows, ver. 7.0 (StatSoft, Inc). Для определения 
статистической значимости различий количе-
ственных признаков при межгрупповом срав-
нении и в динамике применяли U-критерий 
Манна–Уитни. Средние выборочные значения 
количественных признаков приведены в тексте 
в виде Ме (Q0,25-Q0,75), где Ме – медиана, Q0,25 – 
нижний квартиль, Q0,75 – верхний квартиль. Во 
всех процедурах статистического анализа уро-
вень значимости р принимался равным < 0,05.

Юридические и этические аспекты исследова-
ния

Протокол исследования утвержден 26 ноября 
2020 г. локальным Этическим комитетом ФГБНУ 
«НИИ вакцин и сывороток им. И.И. Мечнико-
ва» (Россия). Работу проводили в соответствии с 
Хельсинкской декларацией, Руководством Меж-
дународного совета по гармонизации для надле-
жащей клинической практики и Российскими 
нормативными требованиями. Письменное ин-
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формированное согласие получено от пациентов 
до зачисления их в исследование.

Результаты
Анализ проведенных исследований показал, 

что на момент поступления в стационар паци-
енты из обеих групп имели исходные показатели 
по численности Т-лимфоцитов (CD45/СD3+) в 
пределах нормальных значений (60-76) и не раз-
личались между собой статистически (p = 0,5552) 
(табл.  1). 

В группе дополнительно получавших имму-
номодулирующую терапию было выявлено на-
растание процента Т-лимфоцитов на 14-й (80,1 
(73,8-84,2)) (p = 0,00018) и 30-й день от начала 
лечения (80,2 (76-81,9)) (p = 0,00001) в сравнении 
исходными показателями (71,2 (61-76,6)). 

В группе сравнения (базисная терапия) был 
также отмечен рост численности Т-лимфоцитов 
(CD45/СD3+) на 14-й день (79,9 (75,5-81,6)) 
(p = 0,00252) и на 30-й день от начала лечения 
78,4 (74,25-79,2) (p = 0,03662) в сравнении исход-
ными параметрами 71,7 (67,85-71,7). 

В группе «Иммуновак-ВП-4» изначально % 
В-лимфоцитов был повышен, а в группе контро-
ля в пределах нормальных значений (норма 11-
16). Между группами достоверных различий не 
было (p = 0,18684).

Содержание В-клеток (CD45/CD20+) у па-
циентов из группы «Иммуновак-ВП-4» через 14 
дней – 13,1 (8,2-16,9) и через 30 дней от начала 
лечения – 8,2 (7,6-9,7) уменьшалось относи-
тельно изначального их уровня 20,4 (12,5-24,3) 
(p = 0,00158; p<0,00001, соответственно). Разли-
чие параметров 2-го и 3-го визитов между собой 
достоверны (p = 0,01314).

Снижение процента содержания В-лим-
фоцитов относительно исходных параметров 
отмечали и в группе контроля: на втором 10,6 
(7,78-11,63) (p = 0,03236) и на третьем визите 7,85 
(6,25-11,1) (p = 0,01352) относительно исходных 
параметров 14,1 (12,05-20,3). 

Исходно в обеих группах выявлен нормальный 
процент (норма 38-46) содержания Т-хелперных 
клеток, различия между группами не достоверны 
(p = 0,4777).

Анализ выявил разницу распределения про-
цента Т-хелперных клеток в группе «Иммуновак-
ВП-4» через 14 дней после лечения (50,2 (43-57)) 
против исходных показателей 44,2 (37,9-49,8) 
(p = 0,00694).

При поступлении в обеих группах отмечалось 
снижение % содержания цитотоксических кле-
ток (норма 31-40%), различий между группами 
не было (p = 0,05876).

В группе получавших препарат на основе бак-
териальных лигандов выявлены статистически 
значимые различия в проценте содержания ци-
тотоксических клеток (CD45+CD3+CD8+) отно-
сительно исходных параметров 22,8 (17,8-26,4) 
на 30-й день терапии 26,35 (24-29,4) (p = 0,0114). 

В группе контроля изначально показатель % 
NK-клеток был в пределах нормальных значений 
(10-19) и статистически выше параметров группы 
«Иммуновак-ВП-4» (p = 0,0088). 

В группе получавших дополнительно имму-
номодулирующий препарат отмечено снижение 
численности NK-клеток на втором визите 3,7 
(2,1-6,3) (p = 0,00308) относительно исходных 
показателей 7,2 (4,5-15,1) с их восстановлением 
на 30-й день наблюдения 8,6 (6-12,5). Показатели 
2-го и 3-го визитов достоверно различались меж-
ду собой (p = 0,00022).

В группе контроля достоверных изменений в 
динамике показателей Т-хелперных, цитотокси-
ческих и NK-клеток выявлено не было.

Обсуждение
При нормальной работе иммунной системы 

альвеолярные макрофаги с помощью механиз-
ма опсонофагоцитоза распознают и элиминиру-
ют комплексы вирус-антитело, а также клетки, 
подвергшиеся апоптозу. Вирус-специфические 
Т-лимфоциты также поступают в очаг воспале-
ния в самом начале инфекционного процесса, 
препятствуя диссеминации вируса в организме. 
В этом случае элиминация вируса происходит 
при минимальном повреждении легких, а вос-
палительный процесс ограничивается первой 
или второй фазой течения COVID-19 (легкая или 
средняя степень тяжести), завершаясь полным 
выздоровлением [52, 56]. 

При исходно нарушенном иммунном отве-
те коронавирусная инфекция быстро переходит 
в третью фазу, сопровождаясь «цитокиновым 
штормом». При этом клетки иммунной систе-
мы продолжают поступать в легкие, приводя к 
повреждению легочной ткани. Гиперпродукция 
провоспалительных цитокинов приводит к поли-
органной недостаточности [39, 52, 56]. 

Для третьей фазы COVID-19 характерно сни-
жение количества и функциональной активности 
Т-лимфоцитов, что является главной движущей 
силой большинства синдромов «цитокинового 
шторма» [17, 20, 24].

В литературе обсуждают несколько воз-
можных причин снижения уровня и функцио-
нальной активности Т-лимфоцитов при коро-
навирусной инфекции. Наиболее вероятным 
сценарием является прямое инфицирование 
Т-лимфоцитов SARS-CoV-2, которое вызывает 
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ТАБЛИЦА 1. СУБПОПУЛЯЦИОННАЯ СТРУКТУРА ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ПАЦИЕНТОВ, 
ПОЛУЧАВШИХ СТАНДАРТНУЮ ТЕРАПИЮ + ИММУНОМОДУЛИРУЮЩИЙ ПРЕПАРАТ (ГРУППА «ИММУНОВАК-ВП-4») / 
ПАЦИЕНТОВ, ПОЛУЧАВШИХ СТАНДАРТНУЮ ТЕРАПИЮ (КОНТРОЛЬНАЯ ГРУППА) В ДИНАМИКЕ

TABLE 1. DISTRIBUTION PATTERN OF PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES SUBPOPULATIONS IN PATIENTS RECEIVING 
STANDARD THERAPY + IMMUNOMODULATORY DRUG (IMMUNOVAC-VP-4 GROUP) / PATIENTS RECEIVING STANDARD 
THERAPY (CONTROL GROUP) IN DYNAMYC 

Субпопуляции 
лимфоцитов
Lymphocyte 

subpopulations

Содержание клеток в группах сравнения, % Me (Q0,25-Q0,75)
% in comparison groups – Me (Q0.25-Q0.75)

группа «Иммуновак-ВП-4»
group Immunovac-VP-4

контрольная группа
control group

1-й визит 
Visit 1  

(n = 33)

2-й визит 
Visit 2  

(n = 27)

3-й визит 
Visit 3  

(n = 24)

1-й визит 
Visit 1  
(n= 12)

2-й визит 
Visit 2  

(n = 10)

3-й визит 
Visit 3  
(n = 8)

Т-лимфоциты 
(CD45/СD3+)
T lymphocytes 
(CD45/СD3+)

71,2
(61,0-76,5)

80,1*
(73,8-84,2)

80,2*
(76,0-81,9)

71,7
(66,7-74,2)

79,9*
(75,5-81,6)

78,4*
(74,2-79,2)

Т-хелперы  
(CD45/CD3/СD4+)
Helper T cells 
(CD45/CD3/СD4+)

44,2
(37,9-49,9)

50,2*
(43-57)

49,6
(43,6-52,9)

39,1
(34,1-48,2)

44,6
(39,1-51,7)

39,6
(35,0-44,9)

Цитотоксические 
Т-лимфоциты, 
CTL  
(CD45/CD3/СD8+)
Cytotoxic T 
lymphocytes, CTL 
(CD45/CD3/СD8+)

22,8
(17,8-26,4)

24,2
(21,0-30,9)

26,3*
(24,0-29,4)

27,5
(24,3-31,0)

30,9
(21,9-37,4)

33
(27,9-36,4)

Естественные 
киллеры,  
NK-клетки
(CD3-CD16/56+)
Natural killer cells, 
NK cells  
(CD3-CD16/56+)

7,2^
(4,5-15,1)

3,7*
(2,1-6,3)

8,6* #

(6,0-12,5)
14,6^

(10,3-18,2)
10,7

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

(7,7-17,3)

Естественные 
киллерные
Т-лимфоциты, 
NKT  
(CD3/CD16/56+)
Natural killer 
T cells, NKT  
(CD3/CD16/56+)

0,7
(0,6-1,2)

0,9
(0,38-1,20)

0,7
(0,4-1,7)

1,4
(0,7-1,6)

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

1
(0,3-1,2)

В-клетки  
(CD45/CD20+)
B lymphocytes 
(CD45/CD20+)

20,4
(12,5-24,3)

13,1*
(8,2-16,9)

8,2* #

(7,6-9,7)
14,1

(12,05-20,30)
10,6*

(7,8-11,6)
7,8*

(6,2-11,1)

ИРИ (CD4/CD8)
Immunoregulatory 
index, IRI
(CD4/CD8)

1,91
(1,40-2,46)

1,86
(1,52-2,35)

1,89
(1,50-2,21)

1,41
(1,10-1,94)

1,46
(1,05-2,67)

1,47
(1,0-1,6)

Примечание. Me – медиана значений; Q0,25-Q0,75 – нижний и верхний квартили; N – объем выборки; * – достоверные 
различия (p ≤ 0,05) c 1 визитом в своей группе; # – достоверные различия (p ≤ 0,05) с 2 визитом в своей группе; ^ – 
достоверные различия (p ≤ 0,05) между группой «Иммуновак-ВП-4» и контрольной группой. 

Note. Me, median of values; Q0.25-Q0.75, lower and upper quartiles; N, sample size; *, significant differences (p ≤ 0.05) with 1 visit 
in their group; #, significant differences (p ≤ 0.05) with 2 visit in their group; ^, significant differences (p ≤ 0.05) between the 
Immunovac-VP-4 group and the control group.
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цитопатический эффект, приводящий к апоптозу 
Т-лимфоцитов [55, 63]. 

Наряду с этим рассматривают вариант гипер-
продукции провоспалительных цитокинов (TNF) 
инфицированными легочными макрофагами или 
эпителиальными клетками, которые приводят к 
апоптозу Т-клеток, блокируется их пролифера-
ция (IL-10) и рециркуляция (IFN-I) [26, 36, 43]. 

Еще один механизм развития лимфопении – 
подавление костномозгового кроветворения при 
«цитокиновом шторме» и секвестрация лимфо-
цитов в легких [14]. 

В нашем исследовании наблюдалось нараста-
ние численности Т-клеток как в группе контроля 
(базисная терапия), так и в группе дополнительно 
получавших иммуномодулирующий препарат че-
рез 14 и 30 дней от начала наблюдения, что может 
характеризовать стабилизацию инфекционного 
процесса и отражать положительную динамику 
заболевания. И действительно, все пациенты, 
включенные в исследование, имели благоприят-
ный исход. 

Было отмечено снижение процента содержа-
ния В-лимфоцитов относительно исходных па-
раметров как в группе контроля, так и в группе с 
добавлением в терапию препарата «Иммуновак-
ВП-4». Это может отражать вовлеченность 
В-лимфоцитов в иммунный процесс, их истоще-
ние после активной продукции вируснейтрализу-
ющих антител. 

Есть данные, что тяжелая инфекция SARS-
CoV-2 связана с повышенным уровнем антител и 
ответом В-клеток памяти по сравнению с более 
легкой формой течения инфекции [25, 38, 41]. 
Это может быть объяснено тем фактом, что у тя-
желобольных индивидуумов возникает сильный 
внефолликулярный В-клеточный ответ, который 
коррелирует с увеличением уровней провоспа-
лительных цитокинов и титров нейтрализующих 
антител [61]. 

Процент Т-хелперных клеток в группе полу-
чавших препарат на основе бактериальных ли-
гандов через 14 дней после лечения увеличился 
относительно исходных значений. Исходя из 
знаний о действии вакцины «Иммуновак-ВП-4», 
предполагается усиление программирование 
дифференцировки Т-лимфоцитов по Th1-типу, 
что можно расценивать как положительный эф-
фект. Известно, что эффективный вирусный 
контроль связан с фенотипом CD4+ типа 1, а про-

филь типа 2 часто наблюдается у пациентов с тя-
желым течением заболевания [21, 35, 45]. 

Известно, NK-клетки отвечают за непосред-
ственное уничтожение инфицированных виру-
сом клеток посредством дегрануляции и через 
рецепторы апоптоза, а также они участвуют в ре-
гуляции врожденного и приобретенного иммун-
ных ответов [15, 48].

Обратное развитие и разрешение воспали-
тельного процесса также зависит от элимина-
ции активированных лимфоцитов натуральными 
киллерными клетками [1]. 

В группе «Иммуновак-ВП-4» было отмечено 
транзиторное снижение численности NK-клеток 
на 14-й день от начала исследования, что, вероят-
но, можно объяснить их ролью в нейтрализации 
вируса COVID-19 с восстановлением их процента 
к 30-му дню от начала исследования, достоверно 
не отличавшимся от исходных параметров. 

Есть данные, что вакцина «Иммуновак-ВП-4» 
усиливает пролиферацию и цитотоксическое 
действие NK-клеток [7].

В группе с иммуномодулирующим препара-
том было отмечено статистически значимое на-
растание процента содержания цитотоксических 
клеток. 

Состояние иммунодефицита у пациентов 
с COVID-19 возникает не только вследствие 
снижения количества лимфоцитов, а также из-
за дефектов цитолитической функции нату-
ральных киллерных клеток и цитотоксических 
T-лимфоцитов, которые теряют способность 
уничтожать пораженные вирусом клетки-мише-
ни [37, 40, 50, 51, 53]. 

Включение в терапию дополнительно имму-
номодулирующего препарата может усилить не 
только количественный прирост численности 
цитотоксических и NK-клеток, но и их функцио-
нальную активность.

Заключение
В группе пациентов с включением в тера-

пию иммуномодулирующего препарата выяв-
лены более явные достоверные динамические 
изменения показателей клеточного иммуните-
та, а именно рост численности Т-лимфоцитов, 
Т-хелперов, цитотоксических Т-клеток, сниже-
ние В-лимфоцитов и транзиторное снижение 
NK-клеток с восстановлением их количества к 
30-му дню, что может иметь важное значение для 
элиминации вируса.
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ВОЗМОЖНОСТИ КОРРЕКЦИИ ЛОКАЛЬНОГО 
ИММУННОГО СТАТУСА У ПАЦИЕНТОК С ХРОНИЧЕСКИМ 
ЭНДОМЕТРИТОМ
Боровиков И.О., Кравцова Е.И., Булгакова В.П., Боровикова О.И., 
Бирюкова М.И.
ФГБОУ ВО «Кубанский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Краснодар, Россия

Резюме. Наиболее частой причиной повторных неудач имплантации при проведении экстракорпо-
рального оплодотворения является хронический эндометрит с нарушением рецептивности эпители-
ального слоя полости матки – «тонким» эндометрием. Хроническое воспаление, сопровождающееся 
аутоиммунными реакциями слизистой, может приводить к извращению иммунного ответа лимфо-
цитарных клеток с изменением каскада цитокиновых реакций, что препятствует результативности 
проведения деконтаминационной терапии и в дальнейшем способствует невозможности реализации 
репродуктивной функции пациенток. В статье рассмотрен опыт комплексной предимплантационной 
подготовки пациенток с повторными неудачами имплантации обусловленными хроническим эндо-
метритом на фоне внутриматочного введения кавитированного раствора рекомбинантного интерлей-
кина-2 (rIL-2). 

Цель исследования – оценка изменений локального иммунного статуса у пациенток с хрониче-
ским эндометритом и повторными неудачами имплантации при комплексной подготовке к протоко-
лу экстракорпорального оплодотворения с применением кавитированного раствора rIL-2. 

Проведено исследование изменений иммунного статуса полости матки пациенток с повторными 
неудачами имплантации на фоне хронического эндометрита при комплексной подготовке к экстра-
корпоральному оплодотворению размороженными эмбрионами (n = 82) – контрольная группа жен-
щины с бесплодием с нормальной толщиной эндометрия (М-эхо более 7 мм), которым был исключен 
диагноз «хронический эндометрит» (n = 30). Проводимая комплексная терапия: деконтаминацион-
ная и контаминационная; заместительная гормональная терапия; внутриматочная ультразвуковая ка-
витация раствора rIL-2. Проведена динамическая оценка локального иммунитета биоптата эндоме-
трия с анализом основных фракций иммунокомпетентных лимфоидных клеток, морфологического 
состава, фагоцитарных реакций и цитокинового статуса. 

Анализ показателей статуса иммунокомпетентных клеток и цитокинового профиля эндометрия 
пациенток с хроническим эндометритом свидетельствует о возможной Th2-девиации локального им-
мунного ответа, с изменением соотношения цитокинов, приводящих к нарушениям молекулярных, 
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субклеточных и клеточных структур, что в совокупности с колебаниями активности других компо-
нентов гомеостаза полости матки и определяет рецидивирующее течение заболевания с нарушением 
морфологии эндометрия. Предимплантационная подготовка с внутриматочным орошением кавити-
рованным раствором rIL-2 у пациенток с повторными неудачами имплантации на фоне хронического 
эндометрита, способствует улучшению показателей локального иммунного статуса, более эффектив-
но (в среднем в 2 раза) по сравнению с группой классической подготовки к экстракорпоральному 
оплодотворению размороженными эмбрионами, воздействуя на пролиферативные процессы в эпи-
телии полости матки, способствуя увеличению имплантационного потенциала эндометрия и насту-
плению клинической беременности. 

Ключевые слова: хронический эндометрит, повторные неудачи имплантации, локальный иммунный статус, 
предимплантационная подготовка, rIL-2, внутриматочная кавитация

OPTIONS FOR CORRECTION OF LOCAL IMMUNE STATUS 
IN PATIENTS WITH CHRONIC ENDOMETRITIS
Borovikov I.O., Kravtsova E.I., Bulgakova V.P., Borovikova O.I., 
Biryukova M.I.
Kuban State Medical University, Krasnodar, Russian Federation

Abstract. Chronic endometritis with impaired receptivity of uterine cavity epithelium (the “thin” 
endometrium) is considered the most common cause of recurrent implantation failures during in vitro 
fertilization (IVF). Chronic inflammation, accompanied by autoimmune mucosal reactions, may lead to a 
perverse immune response of lymphocytic cells with altered cascade of cytokine reactions, thus preventing 
efficiency of decontamination therapy, followed by potential inability to perform reproductive function in 
the patients. The article concerns our experience of complex preimplantation preparation of patients with 
recurrent implantation failures caused by chronic endometritis during a course of intrauterine administration 
of cavitated solution of recombinant interleukin 2 (rIL-2). Our aim was to assess some changes in local immune 
status in the patients with chronic endometritis and repeated implantation failures during complex preparation 
for the IVF procedure, using a cavitated solution of rIL-2. 

A study of the local immune changes of uterine cavity in the patients with recurrent implantation failures 
suffering with chronic endometritis was carried out under complex preparation for IVF with thawed embryos 
(n = 82). A control group included the infertile women with normal endometrial thickness (> 7 mm at M-echo), 
with excluded diagnosis of chronic endometritis (n = 30). Complex therapy included decontamination and 
contamination; hormone replacement therapy; intrauterine ultrasonic cavitation of rIL-2 solution. Dynamic 
assessment of the local immunity was tested in the endometrial biopsies. We performed analysis of the main 
subpopulations of immune lymphoid cells, morphological composition, phagocytic responses and cytokine 
status. 

he state of immunocompetent cells and cytokine profile of endometrial samples in the patients with chronic 
endometritis indicates a possible Th2 shift of the local immune response, with changing ratio of cytokines 
leading to impaired molecular, subcellular and cellular structures, which, along with fluctuating activity of 
other components of uterine cavity homeostasis, may determine a recurrent course of the disease with impaired 
endometrial morphology. Preimplantation preparation with intrauterine irrigation with a cavitated solution of 
rIL-2 in patients with recurrent implantation failures accomplished by chronic endometritis helps to improve 
the indices of local immunity, being more effective (an average of twofold), compared with the group of 
conventional preparation for IVF with thawed embryos. The treatment may promote the proliferative processes 
in epithelium of the uterine cavity thus contributing to increased potential of endometrium for implantation 
and occurence of clinical pregnancy.

Keywords: chronic endometritis, repeated implantation failures, local immune status, pre-implantation preparation, rIL-2, 
intrauterine cavitation
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Введение
Рецидивирующая имплантационная недоста-

точность, или так называемые «повторные неуда-
чи имплантации» (RIF), является одним из наи-
более важных факторов неудач вспомогательных 
репродуктивных технологий (ВРТ) и характери-
зуется отсутствием имплантации после переноса 
полноценных эмбрионов в эндометрий по мень-
шей мере тремя циклами экстракорпорального 
оплодотворения (ЭКО). После того, как боль-
шинство барьеров супружеской инфертильности 
были преодолены, именно RIF становится основ-
ным препятствием к реализации репродуктивной 
функции, вызывая стресс и разочарование [1]. 
Тем более актуальным становится поиск причин, 
способствующих имплантационным неудачам, 
среди которых наиболее важным считается вос-
палительный фактор, связанный с длительным 
персистированием микрофлоры в полости мат-
ки [1, 2]. 

Хронический эндометрит (ХЭ) характери-
зуется длительным инфекционным поврежде-
нием эпителия полости матки со структурными 
и функциональными изменениями, способству-
ющими нарушению его циклической трансфор-
мации и рецептивности [3, 4]. Эпидемиология 
распространенности ХЭ в популяции до сих 
пор не определена, что связано с трудностями 
диагностики, латентным течением и скрытой 
клинической картиной – основным проявлени-
ем ХЭ в большинстве случаев является инфер-
тильность [5]. В РФ ХЭ регистрируется также в 
широких пределах – от 0,2% до 66,3% случаев 
гинекологической патологии среди женщин фер-
тильного возраста [5, 6]. 

В последние годы значительное внимание 
уделяется расширению понимания роли про- и 
противовоспалительных факторов в процессах 
нарушения имплантационных свойств эндоме-
трия [7, 8, 9]. Иммунные аномалии, гиперкоагу-
ляция и нарушения синтеза половых гормонов на 
фоне хронической воспалительной реакции слу-
жат потенциальными причинами имплантаци-
онных неудач [1, 10]. При этом локальные ауто-
иммунные девиации с изменением соотношения 
Th1/Th2 регуляторных лимфоцитарных клеток и, 
тем самым способствуя дисбалансу естественных 
клеток-киллеров и макрофагов маточного эпите-
лия, изменения в клетках оксидативных и цито-
биохимических процессов, могут напрямую вли-
ять на успешность имплантации [9, 10, 11].

Лечение ХЭ, как и любого инфекционно-вос-
палительного процесса, основывается на декон-
таминационной антибактериальной терапии, 
которая, по появившимся в последнее время 
публикациям, малоэффективна при проведении 
предимплантационной подготовки пациенток 

с неудачами имплантации [2, 4, 12]. Поиск но-
вых методов патогенетического воздействия на 
эпителий эндометрия, таких как ХГЧ, высокие 
дозы эстрадиола, антиоксидантная, витаминоте-
рапия, попытки улучшения кровоснабжения эн-
дометрия, скрэтчинг, введение гранулоцитарного 
колониестимулирующего фактора и стволовых 
клеток давали неоднозначный эффект [12, 13, 14, 
15]. В связи с чем перспективным представляется 
исследование изменений локального иммунного 
статуса у пациенток с ХЭ и RIF, а также изучение 
фармакотерапевтического топического воздей-
ствия на него рекомбинантного интерлейкина-2 
(rIL-2).

Цель исследования – оценить изменения ло-
кального иммунного статуса у пациенток с хро-
ническим эндометритом и повторными неудача-
ми имплантации при комплексной подготовке к 
протоколу экстракорпорального оплодотворения 
с применением кавитированного раствора rIL-2.

Материалы и методы
Дизайн исследования
Проспективное рандомизированное исследо-

вание с участием пациенток с хроническим эн-
дометритом и повторными неудачами импланта-
ции, включенными в протокол ЭКО с переносом 
размороженного эмбриона (РЭ) (n = 82) (средний 
возраст – 33,2±4,9 лет; средний возраст менар-
хе – 11,5±1,3 года, полового дебюта – 17,4±1,4 
года; интервал от менархе до сексуального де-
бюта – 3,5±1,5 года) выполнено на клинических 
базах кафедры акушерства, гинекологии и пери-
натологии Кубанского государственного меди-
цинского университета (КубГМУ) (заведующая 
кафедрой – д.м.н., профессор Куценко И.И.): 
(время проведения: 07.2020 – 08.2022 гг.). Обсле-
дование пациенток проводили согласно приказу 
Министерства здравоохранения РФ № 803н от 
31.07.2020 г. Критерии включения: 1) диагности-
рованный ХЭ с 2 и более неудачными попытка-
ми ЭКО в анамнезе; 2) толщина эндометрия < 7 
мм; 3) возраст ≤ 35 лет на момент включения 
в исследование; 4) отсутствие противопоказа-
ний для проведения программы ЭКО (Приказ 
МЗ РФ № 803н); 5) согласие на проведение ис-
следования. Критерии исключения: внутрима-
точные синехии, аденомиоз и туберкулез эндо-
метрия, пороки развития матки. Контрольную 
группу (иммунологический контроль) состави-
ли женщины (n = 30) с формами бесплодия, не 
связанными с маточным фактором, нормальной 
толщиной эндометрия (М-эхо > 7 мм) и исклю-
ченным диагнозом «хронический эндометрит». 
Критерии постановки диагноза «хронический 
эндометрит»: анамнестические данные (беспло-
дие, RIF), гистероскопия (визуализация участков 
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гипертрофированной отечной слизистой матки 
и воспалительных инфильтратов), морфология и 
иммуногистохимическое исследование – обна-
ружение в биоптате эндометрия плазматических 
клеток (CD138+ ≥  3).

Методом слепой выборки получено две репре-
зентативные группы: I группа (n = 42) – подго-
товка к ЭКО-РЭ – деконтаминационная/конта-
минационная терапия: перорально доксициклин 
(100 мг, 2 раза/день, 12 дней), секнидазол (200 мг 
однократно) и миконазол (200 мг интравагиналь-
но, 1 раз/день, 7 дней); контаминация – проби-
отик, с культурой Lactobacillus casei rhamnosus 
Doderleini (интравагинально 14 дней); II груп-
па (n = 40) – подготовка, аналогичная I группе, 
с внутриматочным ультразвуковым орошени-
ем полости матки кавитированным раствором 
rIL-2 – аппарат «Фотек АК101» (стабильность 
rIL-2 под воздействием УЗ-колебаний при ка-
витации определялась на базе медицинского 
центра «МедЛаб», СПб): 1000000 МЕ rIL-2 на 10 
мл 0,9%-ного раствора NaCL – концентрация 
0,10 мг/мл (100000  МЕ/ мл), затем небулайзером 
получали мелкодисперсную аэрозольную взвесь 
для орошения полости матки (3 раза через день). 
Заместительная гормональная терапия: гестаген-
ная поддержка – препараты микронизирован-
ного прогестерона вагинально со дня переноса 
эмбриона; эстрогенная поддержка – препарат 
17β-эстрадиола (со 2-3-го дня менструального 
цикла).

Исследование состояния местных параме-
тров иммунной системы эндометрия включало: 
цитохимические показатели клеток мононукле-
арно-фагоцитарной системы – цитохимическим 
методом выявляли активность миелопероксида-
зы (МПО), кислой фосфатазы (КФ) и неспеци-
фической эстеразы (НЭ) макрофагов (клетки по 
степени активности фермента делили на 4 груп-
пы с вычислением среднего цитохимического 
показателя (СЦП)); субпопуляционный состав 
лимфоидных клеток с идентификацией кластер-
ной принадлежности (реакции прямой и не-
прямой иммунофлуоресценции с регистрацией 
результатов на проточном цитофлуориметре) – 
CD3+ – все Т-лимфоциты; CD4+ – Т-лимфоциты 
хелперы-индукторы, CD8+ – Т-лимфоциты 
цитотоксические, CD19+ – все В-лимфоциты, 
CD16+CD56+ – естественные клетки киллеры 
(NK-клетки), CD25+ – лимфоциты, несущие ре-
цепторы к IL-2; HLA-DR+ – активационный ре-
цептор, CD20+ – В-лимфоциты, CD138+ – плаз-
моциты; концентрацию цитокинов IL-1β, IL-8, 
TNFα, IFNγ, IL-4, IL-6, IL-10, TGF-β в биоптате 
эндометрия определяли при проведении гисте-
роскопии (5-7-й ДМЦ) и при биопсии (после 
окончания терапии) твердофазным иммунофер-

ментным методом (ТИФА) с использованием на-
боров (Caltag Laboratories, США) и расчетом про-
тивоспалительного индекса (ПВИ) – отношение 
IL-6/IL-10.

Исследования проводились в соответствии с 
принципами предъявляемыми Хельсинкской де-
кларацией ВМА (Fortaleza, Brazil, 2013), законом 
«Об обращении лекарственных средств» (№  61, 
2010) и принципами «Надлежащей клинической 
практики» (Good Clinical Practice (GCP), Astana, 
2016) и правилами клинической практики в Рос-
сийской Федерации (Приказ МЗ РФ №  200н, 
2016). Участники исследования были ознакомле-
ны с целями, дизайном и основными положения-
ми исследования и подписали письменно оформ-
ленное информированное согласие на участие, 
публикацию его результатов в открытой печати. 
План исследования был одобрен этическим ко-
митетом КубГМУ (выписка из протокола локаль-
ного этического комитета № 18 от 12.09.2020 г.).

Статистический анализ данных проводился с 
помощью программного обеспечения SPSS 24.0 
(IBM Corp., США). Непрерывные переменные 
были представлены как SD – среднее квадратич-
ное отклонение: качественные в виде абсолют-
ных (n) и относительных (%) величин. Критерий 
Пирсона (χ2) для сопоставления нескольких эм-
пирических распределений одного и того же при-
знака использовался для сравнения категориаль-
ных данных; переменные, не соответствующие 
критериям Пирсона, сравнивались критериями 
Фишера (F) (p < 0,05 был признан статистически 
значимым).

Результаты
Базовые характеристики пациенток были 

сходными в группах (табл. 1). Длительность бес-
плодия в основной группе в среднем составила 
5,0±1,75 года (95% ДИ 2,0; 9,0), в контрольной – 
4,6±1,6 года (95% ДИ 2,0; 7,0), первичное беспло-
дие было у 35,4% (29/82) пациенток основной и 
35,0% (11/30) контрольной группы.

Морфология биоптатов эндометрия, получен-
ных в «окно имплантации» естественного цикла, 
зарегистрировало преобладание поздней стадии 
фазы секреторной трансформации в основной 
группе с количеством зрелых пиноподий в по-
верхностном эпителии менее 20% у 75,9±2,1% 
пациенток (в группе контроля большинство жен-
щин (86,7%) имели более 40% зрелых пинопо-
дий) (χ2 = 139,607; p < 0,01) (рис.  1). 

Сравнительная оценка клеточного состава 
аспирата эндометрия пациенток с ХЭ и RIF вы-
явила значимые отличия: у пациенток основной 
группы зарегистрировано снижение количества 
Т-лимфоцитов (CD3+) за счет относительной 
и, в особенности, абсолютной концентрации 
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Рисунок 1. Биоптаты со зрелыми пиноподиями
Figure 1. Biopsy specimens with mature pinopodies

ТАБЛИЦА 1. АНАМНЕСТИЧЕСКИЕ ДАННЫЕ ПАЦИЕНТОК 
TABLE 1. ANAMNESTIC DATA OF PATIENTS

Характеристики 
Characteristics

I группа
Group 

(n = 42)

II группа
Group 

(n = 40)

Контроль
Control 
(n = 30) χχ2

M ±SD M ±SD M ±SD
Возраст (лет)
Age (years) 34,2 5,8 32,9 5,6 33,4 4,2 0,026

ИМТ (кг/см2)
BMI (kg/cm2) 26,3 3,9 25,9 2,6 26,1 2,4 0,004

Репродуктивный анамнез 
Reproductive history

Средний возраст менархе
Average age of menarche 11,9 1,3 11,8 1,2 11,8 1,2 0,000

Возраст полового дебюта
Age of sexual debut 17,2 1,7 16,9 1,4 17,4 1,6 0,249

Длительность бесплодия (лет)
Duration of infertility (years) 5,1 1,7 4,9 1,8 4,6 1,6 0,081

Количество неудачных ВРТ
Number of unsuccessful ART 3,4 1,1 3,5 1,1 1,2 0,2 12,518**

Толщина эндометрия (мм)
Endometrial thickness (mm) 6,7 0,4 6,7 0,4 8,1 1,0 1,142

Бесплодие
Infertility n % n % n %

Первичное
Primary 15 35,7 14 35,0 11 36,7

0, 064
Вторичное
Secondary 27 64,3 26 65,0 19 63,3

Примечание. ** – статистическая значимость различий показателя p < 0,01.
Note. **, statistical significance of differences in p < 0.01.

Т-хелперов (CD4+) при 3-4-кратном повыше-
нии цитотоксических Т- (CD8+) и В-лимфоци-
тов (CD19+), и, соответственно, соотношения 
CD4+/ CD8+, которое у пациенток с ХЭ было до-
стоверно (в 4 раза – p < 0,01) более низким по 
сравнению с контрольной группой (табл. 2). 

Кроме этого, в основной группе отмечено сни-
жение доли субпопуляции T-regs (регуляторных 
лимфоцитов, несущих одновременно поверх-

ностные антигены CD4+, CD25+ и FoxP3, кон-
тролирующей иммунный ответ с торможением 
активации цитокинов и медиаторов воспаления, 
поддерживающей толерантность к имплантиру-
ющейся бластоцисте) в общей популяции CD4+, 
и лимфоцитов, несущих мембранный рецептор 
к IL-2 (CD25+) – в 3 раза, на фоне повышения 
(в 2,0 раза) количества HLA-DR-положительных 
лимфоцитов, которые отражают активационные 

86,7

4,8 4,9
21,4 17,1 13,3

73,8 78

0

> 40 20-40 < 20

%

I группа / Group I (n = 42)

II группа / Group II (n = 40)

Контроль / Control (n = 30)
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ТАБЛИЦА 2. СОСТАВ ЛИМФОИДНЫХ КЛЕТОК ЭНДОМЕТРИЯ
TABLE 2. COMPOSITION OF ENDOMETRIAL LYMPHOID CELLS 

Группы / Показатели
Groups / Indicators

Основная
Main 

(n = 82)

Контроль
Control 
(n = 30)

χχ2

M s M s p

CD3+

% 26,8 9,5 53,2 10,1
8,064**абс. × 109/л

abs. × 109/L 0,49 0,09 1,24 0,03

CD4+

% 29,8 6,5 39,6 5,2
1,116абс. × 109/л

abs. × 109/L 0,44 0,05 1,45 0,2

CD8+

% 56,4 3,4 18,8 4,9
17,814**абс. × 109/л

abs. × 109/L 0,55 0,05 1,74 0,04

CD4+/CD8+ 0,53 0,1 2,11 0,1 93,368**

CD25+

% 4,9 1,4 14,7 2,4
3,952*абс. × 109/л

abs. × 109/L 0,07 0,003 0,32 0,02

CD16+CD56+

% 10,3 1,1 15,6 0,3
0,714абс. × 109/л

abs. × 109/L 0,13 0,08 0,37 0,01

CD19+

% 32,6 4,6 10,2 0,9
10,7**абс. × 109/л

abs. × 109/L 0,83 0,10 0,36 0,01

HLA-DR+

% 9,2 1,5 4,7 0,2
0,88абс. × 109/л

abs. × 109/L 0,19 0,05 0,10 0,01

Примечание. % – доля CD+ клеток от общего числа лимфоцитов. * – статистическая значимость различий показателя 
p < 0,05; ** – p < 0,01.

Note. %, the proportion of CD+ cells in the total number of lymphocytes. *, statistical significance of differences in p < 0.05;  
**, p < 0.01.

потенции соответствующих лимфоцитарных 
пулов – снижения с преимущественной Тh1-
потенцией и активацией Тh2-поляризованных 
лимфоцитов. Данные изменения состава лим-
фоидных клеток потенциально могут провоци-
ровать аутоиммунные реакции, препятствующие 
успешной имплантации. Также в основной груп-
пе отмечено снижение (недостоверное – p > 0,05) 
концентрации NK-клеток (CD16+CD56+) и ней-
трофильных лейкоцитов (CD68+) (достоверно – 
p < 0,05), что говорит о низкой цитотоксической 
активности эпителия полости матки, хотя счита-
ется, что для обеспечения нормального процесса 
имплантации количество этих клеток в первую 
фазу менструального цикла должно повышаться. 

Фагоцитарные реакции в эндометрии пациен-
ток с ХЭ характеризуются статистически значи-
мым увеличением доли макрофагов (в абсолют-
ном количестве среднее увеличение составило 
5,9 раза) (χ2 = 5150,916; p < 0,01) с нарушением их 

поглотительной способности, что характерно для 
изменений, связанных с воздействием эндоток-
синов (антифагоцитарных факторов) анаэробной 
микрофлоры и образованием хронических форм 
(табл. 3).

По количеству пероксидазоположительных 
макрофагов можно опосредовано судить о за-
щитной активности эндометрия – активность 
миелопероксидазы (МПО) у пациенток основ-
ной группы была в 3,5 раза ниже группы кон-
троля (χ2 = 60,278; p < 0,01). Активность кислой 
фосфатазы (КФ), также отвечающей за бакте-
рицидный ответ макрофагов, в основной группе 
достоверно не отличалась от контроля (χ2 = 2,81; 
p > 0,05), а неспецифическая эстераза (НЭ), об-
ладающая субактивациоными свойствами для 
макрофагов, в основной группе находилась на 
достоверно более низком уровне (уменьшение в 
3,1 раза) (χ2 = 32,826; p < 0,01) (табл. 4).
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ТАБЛИЦА 3. ФАГОЦИТАРНАЯ ЗАЩИТА ЭНДОМЕТРИЯ 
TABLE 3. PHAGOCYTIC PROTECTION OF THE ENDOMETRIUM

Группы / Показатели
Groups / Indicators

Основная
Main 

(n = 82)

Контроль
Control 
(n = 30) χχ2

M s M s
Фагоциты
Phagocytes 6118,1 49,4 17041,2 409,4 5150,916**

Нейтрофилы
Neutrophils 

абс.
abs. 5486,2 91,7 15283,9 311,5 4620,426**

% 95,1 2,9 84,8 2,8 0,48
Фагоцитарное число
Phagocytic number 0,8 0,1 0,4 0,1 12,676**

Фагоцитарный индекс
Phagocytic index 1,7 0,24 1,7 0,9 0,0

Макрофаги
Macrophages

абс.
abs. 389,4 78,1 2301,1 403,7 1357,592**

% 6,4 1,9 14,2 2,5 2,244
Фагоцитарное число
Phagocytic number 0,6 0,1 0,2 0,1 19,012**

Фагоцитарный индекс
Phagocytic index 1,8 0,4 1,0 0,4 1,75

Примечание. ** – статистическая значимость различий показателя p < 0,01.

Note. **, statistical significance of differences in p < 0.01.

ТАБЛИЦА 4. АКТИВНОСТЬ ФЕРМЕНТОВ МАКРОФАГОВ ЭНДОМЕТРИЯ (СЦП)
TABLE 4. ACTIVITY OF ENDOMETRIAL MACROPHAGE ENZYMES (MCI)

Группы / Показатели
Groups / Indicators

Основная
Main 

(n = 82)

Контроль
Control 
(n = 30) χχ2

M s M s
Миелопероксидаза
Myeloperoxidase 152,4 12,1 42,9 4,3 60,278**

Кислая фосфатаза
Acid phosphatase 131,7 5,9 97,5 10,1 2,81

Неспецифическая эстераза 
Non-specific esterase 98,6 8,1 32,1 4,3 32,826**

Примечание. ** – статистическая значимость различий показателя p < 0,01.

Note. **, statistical significance of differences in p < 0.01.

Анализ локального цитокинового статуса эн-
дометрия у пациенток с ХЭ показал, что концен-
трация основного макрофагального цитокина 
(IL-1β) была почти в 3 раза ниже, чем в группе 
контроля (разница между группами статисти-
чески значимая – χ2 = 12,054; p < 0,01). Регуля-
торный полифункциональный цитокин IL-6, 
оказывающий, в определенных условиях, бло-
кирующее действие на синтез IL-1β и TNFα, 
был значимо выше группы контроля (χ2 = 6,638; 
p < 0,01). Концентрация TNFα в основной груп-

пе имела тенденцию к повышению (χ2 = 19,134; 
p < 0,01), а IFNγ – в 2 раза ниже (χ2 = 21,93; 
p < 0,01), как и IL-4, одного из основных про-
тивовоспалительных цитокинов, влияющего на 
активацию В-лимфоцитов и блокирующего син-
тез провоспалительных цитокинов – в 1,5 раза 
ниже – недостоверно (χ2 = 1,55; p > 0,05). Не-
смотря на то, что концентрация IL-10 в аспирате 
эндометрия пациенток с ХЭ характеризовалась 
высокой вариабельностью значений (коэффици-
енты вариации достигали 25%), она была значи-
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ТАБЛИЦА 5. АКТИВНОСТЬ ОСНОВНЫХ КЛАССОВ ЦИТОКИНОВ СЕКРЕТА ПОЛОСТИ МАТКИ 
TABLE 5. ACTIVITY OF THE MAIN CLASSES OF CYTOKINES OF THE SECRETION OF THE UTERINE CAVITY

Показатели (пг/мл)
Indicators (pg/mL)

Основная
Main 

(n = 82)

Контроль
Control 
(n = 30) χχ2

M s M s (95% ДИ)
s (95% CI)

IL-1ββ 13,4 5,3 39,7 5,4 (15,14-45,90) 12,054**

IL-2 31,4 4,1 26,1 4,9 (11,9-29,1) 0,322

IL-6 119,1 5,9 81,6 9,8 (81,0-98,1) 6,638**

TNFαα 64,4 7,3 22,6 6,4 (13,8-34,3) 19,134**

IFNγγ 31,5 4,4 82,5 4,0 (16,1-30,3) 21,93**

IL-4 17,1 2,6 26,3 3,8 (19,1-32,5) 1,55

IL-10 34,6 10,1 95,1 14,1 (25,6-109,1) 27,296**

TGF-ββ 61,7 6,3 141,9 18,2 (116,2-159,4) 30,808**

Примечание. ** – статистическая значимость различий показателя p < 0,01.

Note. **, statistical significance of differences in p < 0.01.

мо (χ2 = 27,296; p < 0,01) ниже, чем в группе кон-
троля, что отразилось на противовоспалительном 
индексе (ПВИ – соотношение IL-6/IL-10), кото-
рый составил 3,4 в основной против 0,9 в группе 
контроля (р < 0,05). IL-2, продуцируемый акти-
вированными Т-клетками, у пациенток с ХЭ хоть 
и был выше, чем в группе контроля, но эта разни-
ца не была статистически значимой (χ2 = 0,322; 
р > 0,05). При этом стимулирующий преимуще-
ственно гуморальное звено TGF-β у пациенток с 
ХЭ более чем в два раза снижен по сравнению с 
контролем (χ2 = 30,808; p < 0,01) (табл. 5).

Анализ иммунологических показателей эн-
дометрия при RIF и ХЭ свидетельствует о воз-
можной Th2-девиации локального иммунного 
ответа, с изменением соотношения про- и про-
тивовоспалительных цитокинов, приводящих к 
нарушениям молекулярных, субклеточных и кле-
точных структур, что в совокупности с колебани-
ями активности других компонентов гомеостаза 
полости матки и определяет, с одной стороны, 
рецидивирующее течение заболевания, а с дру-
гой – нарушение морфологии эндометрия с по-
следующей инфертильностью и имплантацион-
ной недостаточностью.

Оценка эффективности терапии
Для улучшения рецептивности эндометрия у 

женщин RIF и ХЭ, наряду с деконтаминацион-
ной/контаминационной терапией, нами пред-
ложено внутриматочное введение кавитирован-
ного раствора rIL-2 (II группа) – в следующий 
менструальный цикл (МЦ) после терапии у 
пациенток этой группы зафиксировано повы-

шение концентрации IL- 1β – 141,5±9,9 пкг/мл 
соответственно (p < 0,01), превысив значения 
контроля более чем в 3 раза (p < 0,05). Это мож-
но объяснить способностью IL-2 воздействовать 
на функционально-метаболическую активность 
фагоцитарных клеток, прежде всего, моноцитов/
макрофагов, нейтрофилов, NK-клеток, а также 
стимуляцией синтеза эндогенных IFNα и IFNγ, 
способствующей ускоренному созреванию анти-
генспецифических лимфоцитов с активацией ма-
крофагов и повышением синтеза IL-1β. Концен-
трация TNFα в эндометрии, которая до лечения 
была достоверно выше, чем в группе контроля 
после лечения снизилась в обеих группах прак-
тически достигая значений контроля (в среднем 
26,8±5,2 пг/мл) (р < 0,05). IL-6 значимо увели-
ченный у пациенток с ХЭ, после окончания ле-
чения снизился практически до контрольных 
значений в обеих группах, при этом во II группе 
его концентрация достоверно (р < 0,01) снизи-
лась как по сравнению с исходными значениями, 
так и по сравнению со значениями контроля, что, 
скорее всего, объясняется активацией макрофа-
гальных иммунных реакций и сменой направлен-
ности воздействий этого регуляторного цитокина 
(табл. 6). 

После лечения концентрация IL-10 (регуля-
торного цитокина, участвующего в регенерации 
эпителиальных тканей) в группах в среднем со-
ставила 161,4±6,8 пкг/мл (с наибольшим повы-
шением во II группе – 199,2±6,5 пг/мл), и ПВИ, 
соответственно, снизился (при этом если во 
II группе он был 0,2 (р < 0,01), то в I – 0,7). Воз-
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можно, это объясняется, в том числе, и способ-
ностью тромбоцитов активировать мононукле-
арные клетки (PBMC), с высвобождением IL-10. 

TGF-β является одним из наиболее важных 
факторов роста, выделяемым тромбоцитами во 
время заживления, и способствует пролиферации 
фибробластов и стволовых клеток. Локальная 
цитокинотерапия rIL-2, возможно, способствует 
стимулированию и регенерации эндометрия, с 
уменьшением доли фиброза в нем. В нашем ис-
следовании после лечения наблюдалось значи-
тельное (в 9 раз) повышение TGF-β во II груп-
пе, что на фоне высоких концентраций других 
факторов роста и цитокинов способствует сти-
муляции митогенеза и пролиферации стволовых 
клеток эндометрия с улучшением его рецептив-
ности. 

Таким образом, локальное применение кави-
тированного раствора rIL-2 на фоне комплекс-
ной деконтаминационной и контаминационной 
терапии у пациенток с повторными неудачами 
имплантации и хроническим эндометритом спо-
собствует улучшению показателей локального 
иммунного статуса, воздействуя на пролифера-
тивные процессы в эпителии полости матки, что 
увеличивает шансы на успех в программах экс-
тракорпорального оплодотворения.

Ультразвуковое исследование состояния эн-
дометрия, проведенное через один МЦ, показало 

достижение М-эхо ≥7 мм (возможность провести 
имплантацию эмбрионов) у пациенток I группы 
в 42,8% (18/42), во II – 82,5% (33/40) – почти в 
2 раза выше. Таким образом, для ЭКО была под-
готовлена 51 пациентка. Последующие беремен-
ности зарегистрированы у 38,9% (7/18) женщин I 
(биохимическая – 22,2% (4/18), клиническая – 
77,8% (14/18)) и 45,4% (15/33) II группы (биохи-
мическая – 18,1% (7/33), клиническая – 78,8% 
(26/33)) (рис. 2). 

Самопроизвольный выкидыш случился у 
16,7% (3/18) пациенток I и 15,1% (5/33) – II груп-
пы; родоразрешены в сроке гестации 22-36 не-
дель 11,1% (2/18) беременных I и 12,1% (4/33) 
II группы. Показатель живорождения (процент 
от всех наступивших беременностей) в I группе 
составил 55,5% (10/18), во II – 60,6% (20/33).

Обсуждение
Неудовлетворительная результативность ле-

чения ХЭ, ведущая к неудачам протоколов ЭКО, 
однозначно указывает на то, что нынешним ва-
риантам терапии не хватает желаемой эффек-
тивности. Поиск оптимальной терапии ХЭ про-
должается на различных уровнях: от способа 
введения, компонентов и дозы антибактериаль-
ных препаратов до продолжительности лечения 
и метода оценки эффективности. А добавление 

ТАБЛИЦА 6. ДИНАМИКА КОНЦЕНТРАЦИИ ЦИТОКИНОВ В МЕТРОАСПИРАТЕ (М±s) (пг/мл)
TABLE 6. DYNAMICS OF CYTOKINE CONCENTRATION IN METROASPIRATE (M±s) (pg/mL)

Контроль
Control 
(n = 30)

IL-1ββ IL-2 IL-6 TNFαα TGF-ββ IL-4 IL-10

39,7±5,4 26,1±4,9 81,6±9,8 22,8±6,4 141,9±18,2 26,3±3,8 95,1±14,1

Д
о 

ле
че

ни
я 

Be
fo

re
 tr

ea
tm

en
t I гр.

Gr. I
(n = 42)

12,9±4,6 32,1±3,9 139,1±9,4
**

58,1±8,1
*

29,8±3,2
*

19,4±3,0
*

39,2±11,3
**

II гр. 
Gr. II

(n = 40)
13,7±3,5 31,4±4,1 124,1±8,6

**
44,6±5,5

*
30,7±2,2

*
16,5±2,2

*
29,9±8,6

*

П
ос

ле
 л

еч
ен

ия
 

Af
te

r t
re

at
m

en
t I гр.

Gr. I 
(n = 42)

48,8±4,1
*

24,4±5,4 99,1±4,3 28,5±4,9
*

71,3±4,2
*

26,8±3,1
*

123,6±7,1
*

II гр.
Gr. II 

(n = 40)
141,5±9,9

**
123,4±13,3

*
63,7±5,2

*
25,1±5,5

*
286,2±4,5

**
28,4±2,9

*
199,2±6,5

**

Примечание. * – статистическая значимость различий показателя p < 0,05; ** – p < 0,01.

Note. *, statistical significance of differences in p < 0.05; **, p < 0.01.
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бесплодия и неудач ЭКО в это и так достаточно 
сложное уравнение добавляет еще один уровень 
и еще более подчеркивает необходимость дости-
жения оптимальных результатов, так как в этом 
случае еще и существуют темпоральные рамки, 
в которые необходимо решить проблему семей-
ной инфертильности [4, 5, 6, 7, 8, 16]. Девиации 
в лимфоцитарных субпопуляциях и аномальная 
микробиота полости матки приводят к аутоим-
мунным механизмам воспалительных реакций, 
что во многом и определяет нарушение рецеп-
тивности эндометрия [17]. Точный механизм им-
мунных реакций, возникающий в эндометрии, 
подверженном длительной персистенции услов-
но-патогенной микрофлоры до сих пор полно-
стью расшифрован, однако уже известно, что из-
менения микробиоценоза полости матки может 
являться пусковым механизмом запуска каскада 
иммунных реакций, приводящих к аутоимму-
низации, постоянной циркуляции В-клеток, 
нейтрофилов, Th2-девиации иммунного ответа, 
ведущей к гиперсекреции хемокинов и цитоки-
нов, стойкой воспалительной реакции с последу-
ющим нарушением морфологии эпителиальных 
клеток [15, 16, 17]. 

Одной из проблем терапии женщин с ХЭ явля-
ется отсутствие точки приложения воздействия 
лекарственных средств [5,  17]. Иммуномодуля-
торы, широко применяющиеся в терапии ХЭ, 
часто бывают малоэффективными – отсутствует 
топическое воздействие на маточный эпителий, 
что стимулирует поиск путей доставки препара-
тов непосредственно в зону воспаления. С этой 
точки зрения, наиболее интересным можно счи-

тать применение ультразвуковой кавитации [16]. 
Терапия рекомбинантной формой IL-2 – до-
статочно новый и еще малоизученный метод 
лечения ХЭ, обладающий плейотропной имму-
номодулирующей активностью, способствую-
щей восстановлению субпопуляций Т-хелперов, 
активацией NK-клеток и CD25-лимфоцитов, а 
УЗ-кавитация его раствора решает одну из ос-
новных проблем – homing-эффект данного пре-
парата с быстрой его инактивацией в кровяном 
русле [17,  18]. Все вышеперечисленное, а также 
выявленные изменения локального иммунного 
статуса при ХЭ, и послужили патогенетическим 
обоснованием для применения кавитированным 
раствором rIL-2 на фоне деконтаминационной/
контаминационной и заместительной гормо-
нальной терапии у пациенток с повторными не-
удачами имплантации на фоне хронического эн-
дометрита.

Заключение 
Оценка активности иммунокомпетентных кле-

ток и цитокинового профиля эпителия полости 
матки у пациенток с повторными неудачами им-
плантации, обусловленными хроническим эн-
дометритом, показала изменения, характерные 
для Th2-девиации локального иммунного ответа, 
с изменением соотношения про- и противовос-
палительных цитокинов. Предимплантационная 
подготовка с использованием топической вну-
триматочной цитокинотерапии кавитированным 
раствором rIL-2 на фоне деконтаминационной/
контаминационной и заместительной эстроген/
гестагенной терапии показала более эффектив-

Рисунок 2. Эффективность предимплантационной подготовки
Figure 2. Effectiveness of preimplantation preparation
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ное, по сравнению с группой классической под-
готовки к оплодотворению размороженными 
эмбрионами, с увеличением имплантационного 
потенциала эндометрия с наступлением кли-
нической беременности и живорождением – в 
среднем в 2 раза. По-видимому, высокая эф-

фективность предлагаемой терапии обусловлена 
комплексным воздействием на очаг хрониче-
ского аутоиммунного воспаления эндометрия с 
нормализацией его трофики, устранением Th2-
девиации локального иммунного ответа и синер-
гизмом с антибактериальной терапией.
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ВЛИЯНИЕ ТОПИЧЕСКИХ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ 
НА ЛОКАЛЬНЫЕ КОНЦЕНТРАЦИИ IL-5 И МОМЕТАЗОНА 
ФУРОАТА ПРИ ХРОНИЧЕСКОМ ПОЛИПОЗНОМ 
РИНОСИНУСИТЕ
Афлитонов М.А.1, 4, Стрельникова Е.Г.2, Безрукова Е.В.2, 
Артюшкин С.А.2, Варюшина Е.А.3, Моисеева Е.А.1, 4

1 ФГАОУ ВО «Балтийский федеральный университет имени Иммануила Канта», г. Калининград, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Северо-Западный государственный медицинский университет имени И.И. Мечникова», Санкт-
Петербург, Россия  
3 ФГБУ «Научно-исследовательский институт гриппа имени А.А. Смородинцева» Министерства 
здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия  
4 ГБУЗ «Областная клиническая больница Калининградской области», г. Калининград, Россия

Резюме. Длительное персистирующее воспаление является основным фактором патогенеза при 
хроническом полипозном риносинусите (ХПРС). Перспективным вопросом современной клини-
ческой оториноларингологии является модификация лекарственных средств, содержащих топиче-
ские глюкокортикостероиды, для повышения локальной биодоступности, уменьшения концентра-
ции глюкокортикостероидов, снижения локального воспалительного ответа. Целью работы являлась 
оценка влияния мочевины, сульфата магния, маннита на концентрации мометазона фуроата и IL-5 в 
полипозной ткани пациентов с ХПРС. В исследование включены 146 пациентов с ХПРС в возрасте 
от 18 до 62 лет. Биопсии полипозной ткани забирали в процессе полипотомии. В жидкостях, полу-
ченных методом микродиализа тканей полипов, определяли концентрации мометазона методом вы-
сокоэффективной жидкостной хроматографии. Концентрации цитокинов IL-3, IL-4, IL-5 и IL-10 в 
сыворотке крови и микродиализатах полипозной ткани IL-5 измеряли методом твердофазного имму-
ноферментного анализа (ELISA). Средний возраст пациентов с ХПРС составил 42,9±7,2 г., среди них 
93 мужчины (63,69%), 53 женщины (36,30%). Клинические показатели тяжести заболевания по шкале 
SNOT-22 у пациентов с ХПРС значительно превышали таковые в контрольной группе (p ≤ 0,05). Ре-
зультаты биохимического анализа микродиализатов полипозной ткани показали повышение содер-
жания ионов Na+ при резистентной форме ХПРС по сравнению с чувствительной и зависимой фор-
мами (p < 0,05). Кривые с уровнем мометазона фуроата получили во всех исследуемых пробах. Было 
обнаружено, что добавление раствора сульфата магния к мометазону увеличивает Cmax мометазона 
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до 154 нг/мл в биологических жидкостях после микродиализа. При добавлении раствора мочевины к 
мометазону Cmax возрастает до 198 нг/мл. В нативном диализате полипозной ткани носа уровни IL-5 
составляли 89±2,01 пг/мл. Через 2 часа после добавления мометазона фуората происходило сниже-
ние концентраций IL-5 до 61±3,5 пг/мл, после добавления мочевины до 69±2,98 пг/мл (p ≤ 0,01, по 
сравнению с контролем без добавления ЛС). Анализ уровней цитокинов в сыворотке крови показал, 
что у пациентов с ХГРС концентрации IL-5 значительно превышали таковые в контрольной группе 
(p ≤ 0,05). При ХПРС наблюдалась тенденция к повышению уровней IL-3 и IL-4 в среднем в два раза и 
к снижению содержания IL-10 (более чем в 1,5 раза) в сыворотках крови по сравнению с контрольной 
группой. Полученные результаты помогут разработать новые клинические подходы для повышения 
биодоступности тГКС, что позволит повысить эффективность базовой терапии ХПРС и разработать 
методику профилактики резистентных форм полипоза.

Ключевые слова: хронический полипозный риносинусит, IL-5, топические глюкокортикостероиды, резистентность 
к мометазону, высокоэффективная жидкостная хроматография, локальное воспаление

EFFECT OF TOPICAL DRUGS ON THE LOCAL 
CONCENTRATIONS OF IL-5 AND MOMETASONE FUROATE 
IN CHRONIC POLYPOUS RHINOSINUSITIS
Aflitonov M.A.a, b, Strelnikova E.G.b, Bezrukova E.V.b, Artyushkin S.A.b, 
Moiseeva E.A.a, d

a I. Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russian Federation  
b I. Mechnikov North-Western State Medical University, St. Petersburg, Russian Federation  
c A. Smorodintsev Research Institute of Influenza, St. Petersburg, Russian Federation  
d Regional Clinical Hospital of the Kaliningrad Region, Kaliningrad, Russian Federation

Abstract. Long-term persistence of inflammation is the main factor of pathogenesis in chronic polypous 
rhinosinusitis (CRSwNP). Prospectives of current clinical otorhinolaryngology include modification of drugs 
containing topical glucocorticosteroids in order to increase local bioavailability, reduce the concentration of 
glucocorticosteroids, and alleviate the local inflammatory response. The aim of our work was to evaluate the 
effect of urea, magnesium sulfate, and mannitol on the concentrations of mometasone furoate and IL-5 in the 
polypous tissue of patients with CRSwNP. The study included 146 patients with CRSwNP aged 18 to 62 years. 
Biopsies of polypous tissue were taken during polypotomy. In the fluid samples obtained by microdialysis of 
polypous tissues, mometasone concentrations were determined by high-performance liquid chromatography. 
Concentrations of IL-3, IL-4, IL-5 and IL-10 cytokines in blood serum, and IL-5 in microdialysates of polypous 
tissue were measured by ELISA technique. The average age of patients with CRSwNP was 42.9±7.2 years, with 
prevalence of male patients (n = 93, 63.7%) over females (n = 53, 36.3%). Severity parameters of the disease by 
the SNOT-22 scale were significantly higher in CRSwNP patients than in control group (p ≤ 0.05). The results 
of biochemical analysis of microdialysates from polypous tissue showed increased content of Na+ ions in the 
resistant clinical cases of CRSwNP compared with the sensitive and dependent clinical forms (p < 0.05). Curves 
with the level of mometasone furoate were obtained in all the studied samples. It was found that the addition 
of magnesium sulfate solution to mometasone increases the Cmax of mometasone to 154 ng/ mL in biological 
fluids after microdialysis. When urea solution is added to mometasone, Cmax increases to 198 ng/ mL. In 
the native nasal polypous tissue dialysate, IL-5 levels were 89±2.01 pg/mL. Two hours after the addition of 
mometasone furoate, IL-5 concentrations decreased to 61±3.5 pg/mL, upon addition of urea, it changed to to 
69±2.98 pg/mL (p ≤ 0.01, compared with the control without the addition of drugs). Analysis of serum cytokine 
levels showed that IL-5 concentrations in the patients with CRSwNP significantly exceeded (> 3-fold) those in 
the control group (p ≤ 0.05). There was a trend for increase of IL-3 and IL-4 (2-fold) and to decreased IL-10 
levels in blood sera (> 1.5-fold) in patients with CRSwNP compared with controls. These results may be helpful 
for development of novel clinical approaches, in order to increase bioavailability of topically administered 
glucocorticosteroids, thus allowing to promote the effectiveness of basic therapy of CRSwNP and to develop 
therapy for the prevention of resistant forms of polyposis.

Keywords: chronic rhinosinusitis, nasal polyps, topical glucocorticosteroids, mometasone, IL-5, furoate resistance, high-performance 
liquid chromatography, local inflammation
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Список сокращений 
ЛС – лекарственное средство; КТ – компью-

терная томография; ОНП – околоносовые пазу-
хи; тГКС – топические глюкокортикостероиды; 
Cmax – максимальная (пиковая) концентрация 
ЛС, которая достигается в определенном ком-
партменте; GM-CSF – гранулоцитарно-макро-
фагальный колониестимулирующий фактор; 
IL-5 – интерлейкин-5; IL-5Rα – рецептор ин-
терлейкина-5; IL-3 – интерлейкин-3; IL-4 – ин-
терлейкин-4; IL-10 – интерлейкин-10; Th2 – 
Т-хелперы 2-го типа. 

Введение
Топические глюкокортикостероиды (тГКС) 

широко используются оториноларингологами 
для лечения различных воспалительных заболе-
ваний околоносовых пазух (ОНП). Эмпириче-
ски тГКС классифицируются на слабые, средней 
силы, сильные и очень сильные. Врачам зача-
стую приходится на основе клинической оценки 
подбирать наиболее подходящий тГКС, чтобы 
вызвать ремиссию заболевания. В 29% случаев 
достигнуть этого не удается, что объясняется ре-
зистентностью воспаленных тканей, тяжестью 
заболевания и коморбидным фоном пациен-
та [20]. Длительное персистирующее воспаление 
является основным фактором патогенеза при 
хроническом полипозном риносинусите (ХПРС). 
Согласно рекомендациям EPOS ХПРС разделя-
ют по характеру доминирующего эндотипа на 
Th2- и не-Th2-опосредованные типы иммунного 
ответа [10]. Th2-тип иммунного ответа при ХПРС 
характеризуется эозинофильным воспалением, 
повышением продукции Th2-цитокинов (IL-5, 
IL-13), гистамина, а также иммуноглобулина Е 
(IgE) [13, 17]. Для оценки эффективности лече-
ния дифференцируют контролируемую, частич-
но контролируемую и неконтролируемую формы 
течения ХПРС [4]. При неконтролируемой фор-
ме течения ХПРС наблюдается резистентность к 
терапии тГКС, точные причины развития рези-
стентности и неэффективности терапии остают-
ся к настоящему времени невыясненными.

В клинической практике отсутствуют дан-
ные о влиянии локального воспаления на кон-
центрацию тГКС, достигших клеток-мишеней. 
Группы тГКС значительно различаются по своим 
«липофильным» свойствам, а следовательно, по 
абсорбции слизистой оболочкой и по способно-
сти вызывать локальные клинические эффекты. 
Низкая эффективность может быть связана как 
с проблемами при доставке, так и при кинетике 
лекарственного средства (ЛС). Различные факто-
ры, такие как носитель ЛС, усилители проницае-
мости, липофильность, разведение раствора, до-
бавки и вспомогательные вещества также влияют 
на местную активность тГКС и уровень цитоки-

нов. Методика микродиализа нативных тканей 
является оптимальным методом получения ло-
кальных биологических жидкостей, содержащих 
тГКС и цитокины [1]. Использование данного 
метода позволяет получить достоверную инфор-
мацию о концентрации действующего вещества, 
в частности мометазона фуроата и IL-5, в поли-
позной ткани пациента. Рядом авторов показа-
на стабильность значений концентрации тГКС 
и цитокинов, исследованных методом микро-
диализа нативных тканей. Идеальный тГКС для 
локального применения должен обладать дли-
тельной экспозицией на поверхности слизистой, 
обеспечивать пролонгированный клинический 
эффект, характеризоваться высокой концентра-
цией в интерстициальном пространстве при ми-
нимальной дозировке и снижать уровни провос-
палительных цитокинов [6]. Интерес вызывает 
влияние различных добавок, модифицирующих 
ЛС в целях улучшения биодоступности тГКС и 
снижения уровня локального воспалительного 
профиля. Перспективным вопросом современ-
ной клинической оториноларингологии явля-
ется модификация ЛС, содержащих тГКС, для 
повышения локальной биодоступности, умень-
шения концентрации тГКС, снижения местно-
го воспалительного ответа [2,  3,  18]. Локальные 
концентрации ЛС и цитокинов могут изменяться 
при применении тГКС в комбинации с усилите-
лями проницаемости и осмотическими средства-
ми. В связи с этим целью нашего исследования 
являлась оценка влияния мочевины, сульфата 
магния, маннита на концентрации мометазона 
фуроата и IL-5 в полипозной ткани пациентов с 
ХПРС.

Материалы и методы
Исследования проведены у 146 пациентов с 

диагнозом ХПРС в возрасте от 18 до 62 лет. Кон-
трольную группу составили 17 человек без ХПРС. 
Клиническое обследование пациентов с ХПРС 
включало в себя проведение компьютерной то-
мографии (КТ) (баллы по шкале Lund-Mackay) 
пазух носа и оценку тяжести течения ХПРС в 
баллах по шкале SNOT-22. Для исследований 
у участников исследования получали венозную 
кровь и фрагменты полипозной ткани. Концен-
трации цитокинов в сыворотке крови и локальных 
уровней IL-5 в биологических жидкостях после 
микродиализа измеряли методом твердофазного 
иммуноферментного анализа (ELISA) с приме-
нением соответствующих тест-систем в соответ-
ствии с инструкциями фирм-производителей: 
IL-5 (ELH-IL5-1 RayBiotech, США); IL-3 (D3000 
R@D Systems); IL-4 (ELH-IL4-1 RayBiotech, 
США); IL- 10 (RT IL-10 SIMPLEX, Thermo Fisher 
Scientific, США). До аналитического этапа сыво-
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ротку хранили в низкотемпературном холодиль-
нике -70 °C в пробирках Eppendorf. 

Фрагменты полипозной ткани (операционный 
материал) из полости носа пациентов с ХПРС 
получали в процессе полипотомии. В качестве 
контроля использовали фрагменты размерами 
до 22 мм нижних носовых раковин, полученных 
в процессе задней конхотомии у участников без 
ХПРС. Определение концентраций мометазона 
фуроата и IL-5 в полипозной ткани проводили в 
тестах in vitro. Для этого получали биологические 
жидкости, содержащие мометазон, согласно ме-
тодике микродиализа тканей [1]. Концентрации 
мометазона определяли методом высокоэффек-
тивной жидкостной хроматографии. Для оценки 
воздействия различных лекарственных средств 
на кинетику мометазона в первой группе произ-
водилась инсталляция на площадку обмена мо-
метазона фуроата; во второй группе – мочевины 
и мометазона фуроата; в третьей группе – суль-
фата магния и мометазона фуроата и в четвер-
той – маннита и мометазона фуроата. Диализат 
получали посредством пропускания перфузата 
сквозь зонды диаметром 0,55  мм и площадками 
обмена длиной 5 мм. Перфузат пропускали с по-
мощью перистальтического насоса через натив-
ные образцы до получения 1 мл диализата. Полу-
ченные пробы (20 мкл) хранили в холодильнике 
при -40 °C в центрифужных пробирках Eppendorf 
до аналитического этапа. Хроматографический 
анализ выполняли на жидкостном хроматографе 
AgilentTechnologies 1260 Infinityс диодно-матрич-
ным детектором. Условия проведения анализа: 

колонка PhenomenexLuna C18  (2), 150 × 2,00  мм, 
5 мкм при температуре 28 °C и предколонка Eclipse 
XDB-C18 4,6 × 12,5  мм, 5  мкм. В качестве подвиж-
ной фазы в режиме градиентного элюирования 
использовали смесь ацетонитрила в бидистил-
лированной воде (от 25% до 80% ацетонитрила). 
Скорость потока подвижной фазы – 0,3 мл/ мин. 
Объем вводимой пробы – 20  мкл. Время хромато-
графирования: 15 мин. УФ-детектирование про-
водили при длине волны 254±1,2 нм. 

Статистическая обработка результатов иссле-
дования проводилась с использованием программ 
Microsoft Excel 2010, StatSoft Statistica 10.0. При 
сравнении групп для выборок с нормальным рас-
пределением использовался t-критерий Стьюден-
та, для непараметрических выборок – U-критерий 
Манна–Уитни, W-критерий Вилкоксона исполь-
зовался для сравнения парных связанных групп, 
если распределение показателей хотя бы в одной 
группе отличалось от нормального. Оценка нор-
мальности распределения проводилась с помо-
щью теста Колмогорова–Смирнова, для оценки 
корреляции использовался коэффициент ранго-
вой корреляции Спирмена.

Результаты
Клиническая оценка течения ХПРС по шкале 

Lund-Mackay и SNOT-22
Средний возраст пациентов с ХПРС соста-

вил 42,9±7,2 г. (от 18 до 62 лет). Среди 146 паци-
ентов было 93 мужчины (63,69%), 53 женщины 
(36,30%). Результаты клинического обследования 
пациентов представлены на рисунке 1. В левой 

Рисунок 1. Показатели шкал (баллы) Lund-Mackay и SNOT-22 у пациентов с ХПРС 
Примечание. * – различия между группами достоверны, p ≤ 0,05. 
Figure 1. Lund-Mackay, SNOT-22 scores data in patients with CrwNP
Note. *, differences between groups are significant, p ≤ 0.05.
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ТАБЛИЦА 1. БИОХИМИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ МЕТАБОЛИЗМА ПОЛИПОЗНОЙ ТКАНИ ПРИ РАЗЛИЧНЫХ ФОРМАХ 
ХПРС, M±m

TABLE 1. BIOCHEMICAL PARAMETERS OF THE METABOLISM OF POLYPOUS TISSUE IN VARIOUS TYPES CRSwNP, M±m

Показатель, ммоль/л 
Parameters, mmol/L

Формы ХПРС
Types of CRSwNP

Чувствительная
Sensitive

Зависимая
Dependent

Резистентная
Resistant

Na+ 139,00±2,43 140,00±1,93 148,00±1,87*

К+ 4,70±0,23 4,70±0,43 4,70±0,15

Са2+ 2,50±0,12 2,50±0,32 2,50±0,54

Mg2+ 0,50±0,23 0,50±0,23 0,50±0,23

Сl- 115,00±0,32 115,00±0,13 115,00±0,17

HCO3- 30,00±1,14 30,00±1,13 30,00±1,23

SO42- 1,20±0,42 1,20±0,16 1,20±0,23

PO42- 1,00±0,14 1,00±0,11 1,00±0,18

Общий белок, г/л
Total protein, g/L 30,00±2,65 30,00±3,54 30,00±0,65

Альбумин
Albumin 0,188±0,570 0,188±0,250 0,188±0,430

pH 7,64±0,21 7,64±0,11 7,64±0,13

Глюкоза
Glucose 6,05±2,54 6,05±2,15 6,05±0,79

Органическая кислота
Organic acid 5,60±0,26 5,60±0,54 5,60±0,78

Примечание. * – различия достоверны между резистентной и чувствительной формами; между резистентной 
и зависимой формами ХПРС (p < 0,05).

Note. *, differences are significant between resistant and sensitive types; between resistant and dependent types of CRSwNP 
(p < 0.05).

части гистограммы приведены баллы по шкале 
Lund-Mackay, полученные на основании данных 
компьютерной томографии (КТ). В правой ча-
сти гистограммы отображены результаты оценки 
тяжести течения ХПРС по шкале SNOT-22. Как 
следует из приведенных данных, показатели тя-
жести заболевания по шкале SNOT-22 у пациен-
тов с ХПРС значительно превышали таковые в 
контрольной группе (p ≤ 0,05).

Биохимические показатели микродиализатов 
ткани полипов 

Для оценки метаболизма полипозной ткани 
при разных формах ХПРС были проанализиро-
ваны 13 биохимических показателей. Результаты 
анализа представлены в таблице  1. Как следует 
из полученных данных, наибольшие различия 
между группами были обнаружены по содержа-
нию Na+ в микродиализатах ткани полипов. Было 

показано повышение содержания ионов Na+ при 
резистентной форме ХПРС по сравнению с чув-
ствительной и зависимой формами (p < 0,05). Не 
было выявлено статистически значимых разли-
чий между подгруппами по остальным изучен-
ным показателям. 

Оценка влияния ЛС на кинетику мометазона 
Для изучения воздействия различных ЛС на 

содержание мометазона в диализатах полипоз-
ной ткани оценивали кинетику мометазона без 
добавления ЛС и в сочетании с мочевиной, суль-
фатом магния и маннитом. Учитывались объек-
тивные данные на изолированных фрагментах 
полипозной ткани, которые были получены в те-
чении 6,5±0,56 часа. Кривые с уровнем мометазо-
на фуроата получили во всех исследуемых пробах. 
Профиль мометазона с мочевиной показал Cmax 
(198 нг/мл); профиль мометазона с сульфатом 
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Рисунок 2. Экстраполированные фармакокинетические профили кривых мометазона фуроата и мометазона 
фуроата в сочетании с мочевиной, сульфатом магния и маннитом (построенные на основании объективных 
концентраций мометазона)
Примечание. Cmax – максимальная (пиковая) концентрация ЛС, которая достигается в определенном компартменте.
Figure 2. Extrapolated pharmacokinetic profiles of mometasone furoate curves and mometasone furoate in combination with urea; 
magnesium sulfate; mannitol (based on objective mometasone concentrations)
Note. Cmax, the maximum (peak) concentration of drugs, which is achieved in a certain compartment.

магния Cmax (154 нг/мл), профиль мометазона 
с маннитом Cmax (102 нг/мл), профиль чистого 
мометазона Cmax (120 нг/мл). Экстраполирован-
ные фармакокинетические профили мометазона 
фуроата представлены на рисунке 2.

Анализ влияния мометазона фуората и ЛС на 
концентрацию IL-5 

В нативном диализате полипозной ткани 
носа уровни IL-5 составляли 89±2,01 пг/мл. Че-
рез 2 часа после добавления мометазона фуора-
та происходило снижение концентраций IL-5 до 
61±3,5 пг/мл, после добавления мочевины – до 
69±2,98 пг/мл. Данные изменения были стати-
стически достоверными по сравнению с пробами 
без добавления ЛС с высоким уровнем значимо-
сти (p ≤ 0,01). После внесения сульфата магния 
и маннита наблюдали незначительное умень-
шение концентрации IL-5 до 78±3,37 пг/мл и 
85±1,93 пг/мл соответственно, при этом разли-
чия не достигали статистически достоверных 
уровней. Концентрации IL-5 в диализате поли-

позной ткани после инсталляции различных ЛС 
представлены на рисунке 3.

Концентрации провоспалительных цитокинов в 
сыворотке крови 

У пациентов с ХПРС и в контрольной груп-
пе была проведена оценка содержания цитоки-
нов IL-3, IL-4, IL-5 и IL-10 в сыворотке крови 
(рис.  4). Как следует из представленных результа-
тов, у пациентов ХГРС концентрации IL-5 зна-
чительно превышали (в среднем более чем в три 
раза) таковые в контрольной группе, при этом 
выявленные различия являлись статистически 
достоверными (p ≤ 0,05). Уровни IL-3 и IL-4 при 
ХПРС были повышены по сравнению с таковы-
ми в контрольной группе в среднем в два раза, но 
данные изменения не были статистически значи-
мыми. У пациентов ХГРС наблюдалась выражен-
ная тенденция к снижению содержания IL-10 в 
сыворотках крови (более чем в 1,5 раза) по срав-
нению с контролем, однако различия не достигли 
статистически значимых величин. 
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Обсуждение
Клиническое обследование пациентов с 

ХПРС, участвовавших в настоящем исследова-
нии, включало в себя проведение компьютерной 
томографии (КТ) пазух носа и оценку тяжести 

течения ХПРС. По данным КТ (по шкале Lund-
Mackay) и данным тяжести течения ХПРС (по 
шкале SNOT-22) у пациентов был выявлен высо-
кий уровень поражения придаточных пазух носа 
и среднетяжелый уровень снижения качества 
жизни. Прогрессирующее снижение показателей 

Рисунок 3. Концентрации IL-5 в диализате через 2 часа после инсталляции различных ЛС
Примечание. ** – различия между группами достоверны, p ≤ 0,01. 
Figure 3. Concentrations of IL-5 in dialyzing fluid 2 hours after installation of various medicines
Note. **, differences between groups are significant, p ≤ 0.01.

Рисунок 4. Концентрации цитокинов в сыворотках крови пациентов с ХПРС
Примечание. * – различия с контрольной группой достоверны, p ≤ 0,05.
Figure 4. Cytokine concentrations in sera of patients with CrwNP
Note. *, differences with control group are significant, p ≤ 0.05.
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качества жизни у пациентов с ХПРС отмечают и 
другие исследователи [16, 18]. Результаты биохи-
мической оценки микродиализата полипозной 
ткани свидетельствуют о формировании класси-
ческого интерстициальный отека (сочетание по-
вышенного давления в микрососудах, повыше-
ния проницаемости микрососудов, увеличения 
скорости микрососудистой фильтрации в интер-
стициальное пространство) при чувствительной, 
зависимой и резистентной формах ХПРС. Вы-
сокие уровни натрия в интерстициальном про-
странстве и нарушение второго пути удаления 
интерстициальной жидкости при ХПРС (сероз-
ной транссудации) приводит к значительной за-
держке жидкости внутри интерстиция и умень-
шению объема слизистого отделяемого в полости 
носа. 

С использованием разработанной ранее мето-
дики микродиализа полипозной ткани в данной 
работе были получены локальные биологические 
жидкости, в которых определяли концентрации 
мометазона фуроата и IL-5. Во всех изученных 
образцах полипозной ткани было выявлено со-
держание мометазона, что подтвердило полу-
ченные ранее результаты [1]. Объективные дан-
ные на изолированных фрагментах полипозной 
ткани получали в течении 6,5±0,56 часов. На бо-
лее поздних сроках наблюдалось резкое падение 
концентрации мометазона фуроата, показателей 
метаболизма и концентрации IL-5, и данные, по-
лученные после этой временной точки, расцени-
вались как неинформативные. Данный эффект, 
скорее всего, был связан с прогрессирующим на-
рушением жизнеспособности тканей [7]. 

Анализ содержания цитокинов показал, что 
у пациентов с ХПРС наблюдается повышенная 
продукция IL-5 как на системном, так и на мест-
ном уровне. Так, при ХПРС в сыворотках крови 
концентрации IL-5 составили 15,32±3,87 пг/ мл, 
в нативном диализате полипозной ткани – 
89±2,01 пг/мл носа. Полученные данные под-
тверждаются описанными в литературе иссле-
дованиями, указывающими на преобладание 
гипериммунного ответа 2-го типа и повышение 
уровней IL-5 как в периферической крови, так 
и в тканях полипов носа при ХПРС [9, 15] Из-
вестно, что ХПРС обычно ассоциируется с эо-
зинофильной инфильтрацией ткани, связанной 
с Th2-опосредованным иммунным ответом, и 
характеризуется повышенным уровнем IL-5 и 
других медиаторов воспаления 2-го типа. Эози-
нофилы и IL-5 играют важную роль в воспалении 
при ХПРС. Эозинофилы секретируют многочис-
ленные медиаторы воспаления 2-го типа, вклю-
чая гранулярные белки, ферменты, цитокины, 
хемокины, факторы роста, липиды и продукты 
окисления. IL-5 – гомодимерный гликопротеин 
с молекулярной массой 40-50 кДа, гемопоэтиче-

ский цитокин, который имеет решающее значе-
ние для пролиферации, созревании, миграции 
и выживания эозинофилов, а также участвует в 
биологических функциях тучных клеток, базофи-
лов, врожденных лимфоидных клеток, В-клеток 
и эпителиальных клеток [11]. Эозинофильная 
инфильтрация и IL-5 могут служить в качестве 
биомаркеров рецидива полипов при диагностике 
и оценке тяжести ХПРС. Результаты исследова-
ний показали, что блокирование пути IL-5/ IL-5R 
приводит к снижению роста полипов у пациен-
тов с исходно высокими локальными уровнями 
IL-5 [12]. Таким образом, основываясь на текущих 
опубликованных данных, можно заключить, что 
IL-5 представляет собой подходящую и эффек-
тивную мишень для лечения пациентов с ХПРС. 

В нашей работе было изучено влияние до-
бавления ЛС к тГКС (мометазону) на уровни 
IL-5 в полипозной ткани. Значительное сниже-
ние содержания IL-5 выявлено при добавлении 
мочевины, что свидетельствует об уменьшении 
локального воспалительного ответа. Одновре-
менно получен высокий профиль локальной 
концентрации мометазона при использовании 
мометазона с мочевиной Cmax (198 нг/мл). Это 
указывает на возможность использования моче-
вины в качестве усилителя проницаемости при 
терапии ХПРС [14]. В роли осмотического сред-
ства (увеличивающего осмотический градиент на 
границе слизистой) может выступать профиль с 
сульфатом магния Cmax (154 нг/мл). Очевидно, 
концентрация мометазона зависит от активности 
локального воспаления, что подтверждается свя-
зью IL-5 и Cmax мометазона. Связь может быть 
обусловлена чувствительностью эозинофилов к 
IL-5. Данная связь зависит от относительной экс-
прессии IL-5Rα, что, в свою очередь, зависит от 
состояния активации эозинофилов, их созрева-
ния и локализации. Отмечается, что экспрессия 
IL-5Rα в тканях повышена у пациентов с ХПРС 
и астмой [5]. 

Характерные паттерны Th2-опосредованного 
иммунного ответа отмечены у всех пациентов [8]. 
По данным анализа сыворотки крови гиперим-
мунный вариант цитокинового ответа домини-
рует при ХПРС. Пропорциональное увеличение 
провоспалительных цитокинов IL-5, IL-3 выяв-
лено у всех пациентов выборки. Как известно, 
основными цитокинами Th2-опосредованного 
иммунного ответа являются IL-4, IL-5 и IL-13. 
Цитокины IL-3, IL-5 и гранулоцитарно-макро-
фагальный колониестимулирующий фактор 
(GM-CSF) играют ключевую роль в дифферен-
цировке и активации эозинофилов и формиро-
вании назальных полипов. У пациентов с ХПРС 
наблюдали снижение продукции IL-10 на си-
стемном уровне. Ранее было показано важное 
значение IL-10 в патогенезе ХПРС, нарушение 
регуляции противовоспалительного цитокина 
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Заключение
Полученные результаты помогут разработать но-

вые клинические подходы для повышения био-

доступности тГКС, что позволит повысить 
эффективность базовой терапии ХПРС и раз-
работать методику профилактики резистентных 
форм полипоза. Проведенный анализ позволит 
обосновать создание комплекса реабилитацион-
ных мероприятий для пациентов с хроническими 
формами риносинуситов.
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РОЛЬ ИЗМЕНЕНИЙ ЦИТОКИНОВОГО СТАТУСА 
ОКОЛОПЛОДНЫХ ВОД В ПАТОГЕНЕЗЕ ФОРМИРОВАНИЯ 
НЕСОСТОЯТЕЛЬНОСТИ ПЛОДНЫХ ОБОЛОЧЕК
Дятлова Л.И., Глухова Т.Н.
ЧУОО ВО «Медицинский университет «РЕАВИЗ», г. Саратов, Россия

Резюме. Определение основных звеньев патогенеза формирования несостоятельности плодных 
оболочек при недоношенной беременности позволит расширить возможности прогнозирования до-
родового излития околоплодных вод и усовершенствовать выжидательную тактику ведения гестации 
при преждевременном разрыве плодных мембран. Клиническая значимость изучения данной аку-
шерской проблемы неоспорима ввиду высокого риска осложнений и перинатальных потерь, обу-
словленных преждевременными родами. Данная научная работа посвящена исследованию измене-
ния цитокинового профиля околоплодных вод при дородовом излитии околоплодных вод в сроках 
гестации 22-34 недели. Проведено определение показателей провоспалительных (TNFα, IL-6, IL-1β, 
IL-2, IL-6, IL-8) и противовоспалительных (IL-4, IL-10) цитокинов в околоплодных водах у 30 па-
циенток, недоношенная беременность которых осложнилась преждевременным разрывом плодных 
оболочек. С целью контроля исследован уровень указанных цитокинов в амниотической жидкости у 
25 беременных с физиологическим течением беременности в доношенные сроки гестации. Приме-
нили твердофазный иммуноферментный метод (тест-система производства АО «Вектор-Бест». Ис-
следование проведено на базе ГУЗ «Перинатальный центр Саратовской области». Установлено, что 
преждевременному разрыву плодных оболочек предшествует нарастание уровня провоспалительных 
цитокинов в амниотической жидкости. Последнее свидетельствует о значимых процессах альтерации 
в фетоплацентарном комплексе, являющихся пусковым моментом не только для повреждения плод-
ных мембран, но и для развития родовой деятельности. 

Ключевые слова: цитокины, дородовое излитие околоплодных вод, преждевременные роды

ROLE OF ALTERED AMNIOTIC FLUID CYTOKINE PROFILE 
IN DEVELOPMENT OF FETAL MEMBRANE INSUFFICIENCY 
Dyatlova L.I., Glukhova T.N. 
Reaviz Medical University, Saratov, Russian Federation

Abstract. Studies on pathogenesis of fetal membrane insufficiency in preterm pregnancy should expand the 
opportunities of predicting prenatal rupture of amniotic fluid and improve the strategy of anticipant gestation 
management in cases of premature rupture of the fetal membranes. The clinical significance of studying this 
obstetric problem is unquestionable due to the high risk of complications and perinatal losses caused by preterm 
birth. This research is devoted to studying the changes in cytokine profile of amniotic fluid during prenatal 
rupture of amniotic fluid at 22 to 34 weeks of gestation. The levels of pro-inflammatory (TNFα, IL-6, IL-1β, 
IL-2, IL-6, IL-8) and anti-inflammatory (IL-4, IL-10) cytokines in amniotic fluid were determined in 30 
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patients, whose premature pregnancy was complicated by early rupture of the membranes. For reference, the 
level of these cytokines in the amniotic fluid was studied in 25 pregnant women with a physiological course of 
pregnancy at full-term gestation. The ELISA technique was used with a test system produced by JSC Vector-
Best. The study was carried out on the basis of the Perinatal Center of the Saratov Region. We have found that 
premature rupture of the membranes is preceded by increased levels of pro-inflammatory cytokines in amniotic 
fluid. The latter result suggests a significant alteration in feto-placental complex, which may be the starting 
point both for damage to the fetal membranes, as well as for development of labor activity.

Keywords: cytokines, fetal membranes, premature rupture, preterm labor

Введение
В настоящее время одной из наиболее акту-

альных проблем акушерства являются преждев-
ременные роды. По данным многоцентрового 
исследования, опубликованного в журнале The 
Lancet Global Health [7], в 25% случаев причиной 
рождения недоношенного ребенка служит пре-
ждевременный разрыв плодных мембран.

По современным представлениям разрыв 
плодных оболочек является уникальным генети-
чески запрограммированным процессом в соче-
тании с рядом провоцирующих факторов, таких 
как сократительная деятельность матки, пере-
растяжение миометрия при многоплодной бе-
ременности и многоводии, хориоамнионит, на-
следственно обусловленное нарушение синтеза 
коллагена, активация металлопротеиназ, приво-
дящая к повреждению экстрацеллюлярного ма-
трикса фетальных мембран и т. д. 

На основании многочисленных исследо-
ваний утвердилось мнение, что наиболее зна-
чимой причиной преждевременного разрыва 
околоплодных мембран является восходящее 
инфицирование, на что указывает идентичность 
штаммов патогенов, выделенных у плодов и из 
мочеполовых путей беременных. Бактериальные 
агенты опосредованно стимулируют выработку 
простагландинов, повышающих сократительную 
деятельность матки, одновременно эндотоксины 
и микробные протеазы активируют экспрессию 
металлопротеиназ и провоспалительных цито-
кинов с последующим локальным разрушением 
коллагена плодных оболочек. 

Касаясь биологической значимости цитоки-
нов, следует отметить, что цитокины представ-
ляют собой биологически активные вещества-
медиаторы короткодистантного межклеточного 
взаимодействия, в ряде случаев участвующие в 
системных эффектах при физиологических и ти-
повых патологических процессах в ответ на вне-
дрение в организм патогенов.

Следует отметить, что представления о дина-
мике изменений цитокинового профиля крови 
и околоплодных вод при физиологических и па-
тологических процессах, в том числе при пре-
ждевременном разрыве плодных оболочек при 
недоношенной гестации, находятся на стадии 
исследований.

Исходя из вышеизложенного представляет на-
учный и практический интерес определение со-
стояния цитокинового статуса околоплодных вод 
при недоношенной беременности, осложненной 
дородовым излитием околоплодных вод. 

Цель исследования – изучить реактогенные 
изменения цитокинового статуса околоплодных 

вод, инициирующие развитие реакций клеточ-
ного и гуморального звеньев иммунитета при не-
доношенной беременности, осложненной пре-
ждевременным разрывом плодных оболочек.

Материалы и методы
Исследование проведено на базе ГУЗ «Пе-

ринатальный центр Саратовской области». Ос-
новную группу составили 30 пациенток, бе-
ременность которых осложнилось дородовым 
излитием околоплодных вод при сроках гестации 
22-34 недели. Диагноз преждевременного из-
лития околоплодных вод устанавливали на ос-
новании клинических и лабораторных данных, 
включающих в том числе микроскопическое ис-
следование, определение наличия во влагалище 
ПАМГ-1 (AmniSure® ROM Test), оценку индекса 
амниотической жидкости (УЗИ). Для определе-
ния содержания в амниотической жидкости про- 
и противоспалительных цитокинов (IL-6, IL-8, 
IL-1β, TNFα, IL-2, IL-4, IL-10) использовали 
твердофазный иммуноферментный метод (тест-
система производства АО «Вектор-Бест» (Ново-
сибирская обл.).

С целью сравнения аналогичные исследова-
ния околоплодных вод проведены у 25 рожениц 
при условии физиологического течения беремен-
ности и родов в срок. 

Статистическая обработка полученных ре-
зультатов проведена параметрическим методом 
на персональном компьютере с использованием 
программы Statistica 6.0.

Результаты и обсуждение
Как известно, цитокины обладают широким 

биологическим действием. Прежде всего обе-
спечивают коротко- и длиннодистантные взаи-
модействия клеток и участвуют не только в спец-
ифических иммунных реакциях, но и являются 
пусковым триггером в формировании типовых 
патологических реакций, таких как воспале-
ние. Установлена неоспоримая роль цитоки-
нов в процессах имплантации, эмбриогенеза, в 
формировании экстраэмбриональных структур. 
В настоящее время существует мнение, что вы-
сокая экспрессия провоспалительных цитокинов 
(TNF, IL-6, IL-1) является необходимым услови-
ем для успешной нидации бластоцисты [1]. В по-
следующем многокомпонентные сдвиги гормо-
нальных, гуморальных, нервных взаимодействий 
в сочетании с изменением вектора продукции в 
фетоплацентарном комплексе в сторону проти-
вовоспалительных цитокинов (IL-4, IL-10) обе-
спечивают физиологическое течение беременно-
сти [6]. В связи с вышеизложенным представляло 



391

Цитокины и несостоятельность плодных оболочек
Cytokines and fetal membrane insufficiency2024, Vol. 26,  2

2024, Т. 26, № 2

интерес изучить, как изменяется цитокиновый 
профиль непосредственно в фетоплацентарном 
комплексе при преждевременном излитии око-
лоплодных вод в 22-34 недели гестации. С этой 
целью исследованы околоплодные воды у паци-
енток с изучаемой патологией беременности. 

Изучения профиля провоспалительных 
(TNFα, IL-6, IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8) и противо-
воспалительных (IL-4, IL-10) цитокинов позво-
лило установить определенные сдвиги при ука-
занной патологии гестации. 

Как оказалось, при дородовом излитии око-
лоплодных вод при сроках гестации 22-34 недели 
возрастает уровень продукции IL-8, что, как пра-
вило, ассоциировано с развитием хронического и 
острого воспалительного ответа (табл. 1). 

В настоящее время достаточно большое вни-
мание уделяется IL-6, как наиболее значимому 
маркеру воспалительного ответа при различных 
видах патологии инфекционно-воспалительных 
характера (табл.  1). Установлено резкое повыше-
ние содержания данного цитокина в околоплод-
ных водах при указанной патологии беременно-
сти. Касаясь значимости IL-6 при беременности, 
следует отметить его системное влияние на орга-
низм матери и фетоплацентарный комплекс, обе-
спечивающее активацию гуморального иммуни-
тета, продукцию острофазных белков, гемопоэз. 
В то же время IL-6 стимулирует синтез IL-2 [4].

Таким образом, повышение продукции IL-8 и 
IL-6, с одной стороны, свидетельствует о воспа-
лительном ответе инфекционно-аллергического 
характера в системе «мать-плацента-плод», а с 
другой стороны – о развитии целого ряда спец-
ифических и неспецифических механизмов за-
щитно-приспособительных реакций. 

Среди цитокинов TNFα занимает особое место, 
так как он принимает участие в развитии коагуля-
ционных и микрогемодинамических расстройств 
прежде всего за счет его вазодилятирующего эф-
фекта. Одновременное возрастание уровня содер-
жания в околоплодных водах TNFα и IL-1β при 
изучаемой патологии гестации свидетельствует о 

потенциальной возможности развития бактери-
ально-токсического шока (табл.  1). В то же время 
увеличение продукции IL-6 и IL-1 повышает чув-
ствительность миометрия к окситоцину, что явля-
ется триггером развития родовой деятельности. 

Продуцируемый синцитиотрофобластом, мо-
ноцитарно-макрофагальной системой и лимфо-
идной тканью IL-2 опосредованно через другие 
провоспалительные цитокины также способству-
ет сократительной активности миоцитов матки. 
Как известно, IL-2 является Т-клеточным фак-
тором роста, обеспечивающим пролиферацию 
и дифференцировку Т-лимфоцитов, тем самым 
стимулирует клеточно-опосредованный имму-
нитет. Таким образом, выявленное увеличение 
продукции IL-2 свидетельствует об ассоцииро-
ванном Тh1 иммунном ответе организма на ин-
фекционные агенты и предвещает развитие родо-
вой деятельности (табл.  1) [2].

Далее наши исследования были посвящены 
значимости противовоспалительных цитокинов 
в формировании несостоятельности плодных 
оболочек. По данным литературы IL-4 отно-
сится к В-клеточному фактору роста, продуци-
руемому Тh2 лимфоцитами, тучными клетками, 
макрофагами и клетками стромы. Как извест-
но, В-клеточный фактор роста оказывает сти-
мулирующее действие на пролиферацию Т- и 
В-лимфоцитов, NK-клеток, продукцию имму-
ноглобулинов, тем самым обеспечивает противо-
воспалительный эффект [5]. При изучении ко-
личественного содержания IL-4 в околоплодных 
водах при преждевременном разрыве плодных 
оболочек при недоношенной беременности уста-
новлено снижение его показателей по отноше-
нию к группе сравнения (табл.  1).

Аналогичные тенденции снижения уровня 
противовоспалительных цитокинов определены 
при исследовании содержания IL-10 в амниоти-
ческой жидкости при изучаемой патологии геста-
ции. Как известно, IL-2 обладает иммуномоду-
лирующим действием, так как, с одной стороны, 
стимулирует пролиферацию В-лимфоцитов, про-

ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ СОДЕРЖАНИЯ ЦИТОКИНОВ В ОКОЛОПЛОДНЫХ ВОДАХ У БЕРЕМЕННЫХ 
С ПРЕЖДЕВРЕМЕННЫМ РАЗРЫВОМ ОКОЛОПЛОДНЫХ МЕМБРАН ПРИ СРОКАХ ГЕСТАЦИИ 22-34 НЕДЕЛИ
TABLE 1. INDICATORS OF THE CONTENT OF CYTOKINES IN AMNIOTIC FLUID IN PREGNANT WOMEN WITH PREMATURE 
RUPTURE OF AMNIOTIC MEMBRANES AT GESTATION PERIODS OF 22-34 WEEKS

Показатели уровня 
цитокинов, пг/мл

Cytokine levels, pg/mL

Группы наблюдения / Observation groups

pГруппа сравнения
Comparison group

Беременные с ПРПО
Pregnant women with PROM

n M±m n M±m
TNFαα 25 0,050±0,002 30 1,26±0,08 < 0,001
IL-1ββ 25 – 30 0,18±0,01 –
IL-2 25 0,09±0,02 30 1,51±0,02 < 0,001
IL-4 25 5,04±0,29 30 4,60±0,11 < 0,05
IL-6 25 0,30±0,01 30 1,30±0,06 < 0,001
IL-8 25 6,65±0,50 30 58,1±4,3 < 0,001
IL-10 25 6,31±0,29 30 4,8±0,2 < 0,001

Примечание. Показатель р рассчитан по отношению к показателям группы сравнения.
Note. The p indicator is calculated in relation to the indicators of the comparison group.
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дукцию ряда иммуноглобулинов (IgE, IgM, IgA), 
а другой стороны, тормозит секрецию IL- 1β, 
TNFα, IL-6. Снижение уровня IL-10 в около-
плодных водах в основной группе исследования 
свидетельствовало о дисрегуляции в моноцитар-
но-макрофагальной и лимфоидной системе фе-
то-плацентарного комплекса при сформировав-
щейся несостоятельности плодных оболочек. 

Заключение 
Несостоятельность плодных оболочек при не-

доношенной беременности закономерно сочета-

ется с дисбалансом цитокинового профиля около-
плодных вод, характеризующимся возрастанием 
секреции провоспалительных цитокинов TNFα, 
IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8 с одновременным снижени-
ем содержания противовоспалительных цитоки-
нов IL-10, IL-4, свидетельствующим о патогене-
тической взаимосвязи деструктивных процессов в 
плодных мембранах на фоне индуцибельного син-
теза провоспалительных цитокинов. Последнее 
обусловлено, вероятно, антигенной стимуляцией 
моноцитарно-макрофагальной и лимфоидных си-
стем на фоне активации медиаторов воспаления 
гуморального или клеточного происхождения [3]. 
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АНТИТЕЛА К ЦИКЛИЧЕСКОМУ ЦИТРУЛЛИНИРОВАННОМУ 
ПЕПТИДУ И АНГИОПОЭТИНОПОДОБНЫЙ БЕЛОК 
4-ГО ТИПА КАК МАРКЕРЫ ИММУННОГО ВОСПАЛЕНИЯ 
И ОСТЕОПОРОТИЧЕСКИХ ПРОЦЕССОВ У БОЛЬНЫХ 
РЕВМАТОИДНЫМ АРТРИТОМ
Османова Г.Я.1, 2, Александров В.А.1, 2, Александров А.В.1, 2, 
Шилова Л.Н.1, Черкесова Е.Г.1, Александрова Н.В.2, Зборовская И.А.2
1 ФГБОУ ВО «Волгоградский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Волгоград, Россия  
2 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт клинической и экспериментальной ревматологии 
имени А.Б. Зборовского», г. Волгоград, Россия

Резюме. Низкоэнергетические переломы при ревматоидном артрите (РА) чаще встречаются у па-
циентов с высокой активностью и большой длительностью заболевания, а также с высокими титрами 
антицитруллинированных антител (ACPA). При воспалительных артритах также отмечено повыше-
ние экспрессии ангиопоэтиноподобного белка 4-го типа (ANGPTL4) в костной ткани. Целью ис-
следования был анализ влияния ACPA и ANGPTL4 на системную минеральную плотность кости у 
пациентов с установленным РA. Антитела к ACPA и содержание ANGPTL4 были протестированы в 
сыворотке крови 96 больных РА (женщин 91,7%) с помощью иммуноферментного метода. Минераль-
ную плотность поясничных позвонков (BMDL1–L4), шейки бедра и бедренной кости в целом (BMDtotal) 
измеряли методом двухэнергетической рентгеновской абсорбциометрии (DXA). В исследуемой груп-
пе ACPA и ANGPTL4 были положительными у 61,5% и 41,7% пациентов соответственно. ACPA от-
рицательно коррелировал с BMDtotal, а ANGPTL4 – с BMDL1-L4 (р < 0,05). Разделение пациентов на 
группы с низкой (n = 34) и высокой (n = 62) активностью по DAS28 продемонстрировало значимое 
повышение ACPA с ростом активности РА (р = 0,042). Показатели ACPA и ANGPTL4 также были зна-
чительно выше в группе больных РА с остеопорозом (ОП) (n = 45) по сравнению с таковыми в группе 
РА без ОП (n = 51) (р = 0,002 и р = 0,028 соответственно). В общей группе больных РА возраст, ин-
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декс массы тела (ИМТ), длительность и активность заболевания не оказывали значимого влияние на 
ACPA. Но в группе больных РА с ОП зависимость между АСРА и DAS28 стала достоверной (β = 0,31, 
р = 0,039). Для ANGPTL4 в общей группе больных РА из всех представленных переменных значи-
мой была только длительность заболевания (β = 0,31, р = 0,039). В регрессионной модели показатель 
BMDtotal в равной степени зависел от возраста пациентов (β = -0,28), ИМТ (β = 0,25) и уровня ACPA 
(β = -0,26). Поиск связи BMDL1-L4 с различными характеристиками РА продемонстрировал сильное 
влияние только ANGPTL4 (β = -0,74; R2 = 0,57). Обнаруженная зависимость ANGPTL4 и снижения 
BMD именно в губчатом слое кости позволяет выделить группу пациентов РА с высоким содержани-
ем ANGPTL4 в качестве группы риска именно по переломам позвоночника, и рассмотреть ANGPTL4 
в качестве потенциальной мишени для лечения остеопоротических нарушений.

Ключевые слова: ревматоидный артрит, ангиопоэтин-подобный белок 4-го типа, антитела против циклического 
цитруллинового пептида, минеральная плотность кости, остеопороз, низкотравматичные переломы

ANTIBODIES TO CYCLIC CITRULLINATED PEPTIDE AND 
ANGIOPOIETIN-LIKE PROTEIN TYPE 4 AS MARKERS OF 
IMMUNE INFLAMMATION AND OSTEOPOROTIC PROCESSES 
IN RHEUMATOID ARTHRITIS PATIENTS
Osmanova G.Ya.a, b, Aleksandrov V.A.a, b, Aleksandrov A.V.a, b, 
Shilova L.N.a, Cherkesova E.G.a, Aleksandrova N.V.b, Zborovskaya I.A.b 

 a Volgograd State Medical University, Volgograd, Russian Federation  
b А. Zborovsky Research Institute of Clinical and Experimental Rheumatology, Volgograd, Russian Federation

Abstract. Low-energy fractures in rheumatoid arthritis (RA) are more common in patients with high activity 
and long duration of disease, and with high titers of anti-citrullinated antibodies (ACPA). Increased expression 
of angiopoietin-like protein type 4 (ANGPTL4) in bone tissue has also been noted in inflammatory arthritis. 
The purpose of the present study was to analyze the effect of ACPA and ANGPTL4 on systemic bone mineral 
density in RA patients. Antibodies to ACPA and ANGPTL4 content were detected in blood serum of 96 RA 
patients (women, 91.7%) by enzyme immunoassay. Mineral density of the lumbar vertebrae (BMDL1-L4), hip 
neck, and entire femur (BMDtotal) was measured by dual-energy X-ray absorptiometry (DXA). In study group, 
the ACPA and ANGPTL4 tests were positive in 61.5% and 41.7% of patients, respectively. Negative correlations 
were shown between ACPA and BMDtotal, and of ANGPTL4 with BMDL1-L4 (p < 0.05). Separation of the patients 
into groups with low (n = 34) and high (n = 62) DAS28 activity demonstrated a significant increase in ACPA 
with increasing RA activity (p = 0.042). ACPA and ANGPTL4 scores were also significantly higher in the group 
of 45 RA patients with osteoporosis (OP) compared to the RA group without OP (n = 51) showing significant 
difference at p = 0.002 and p = 0.028, respectively. Patients’ age, body mass index (BMI), duration and activity 
of the disease had no significant effect on ACPA in the general group of RA patients. However, the correlation 
between ACPA and DAS28 proved to be significant in the group of RA patients with OP (β = 0.31, p = 0.039). 
Among all presented variables, the disease duration was the only significant factor for ANGPTL4 in the total 
group of RA patients (β = 0.31, p = 0.039). In the regression model, BMDtotal showed similar correlations 
with patients’ age (β = -0.28), BMI (β = 0.25), and ACPA level (β = -0.26). A search for association between 
BMDL1-L4 and various RA characteristics demonstrated a strong correlation with ANGPTL4 only (β = -0.74; 
R2 = 0.57). The revealed correlation between ANGPTL4 and decreased BMD specifically in the spongy layer 
of bone allows us to identify the RA patients with high ANGPTL4 levels as a risk group specifically for spinal 
fractures thus considering ANGPTL4 as a potential target for treatment of osteoporotic disorders.

Keywords: rheumatoid arthritis, angiopoietin-like protein type 4, anti-citrullinated protein antibodies, bone mineral density, 
osteoporosis, fragility fractures
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Introduction
Rheumatoid arthritis (RA) is the most common 

joint disease of inflammatory genesis and it is 
characterized by a symmetrical pattern of arthritis and 
the appearance of systemic symptoms. Osteoporosis 
(OP) is a frequent concomitant pathological con-
dition in RA characterized by low bone mass and 
disruption of bone microarchitectonics [7]. It leads 
to an increased risk of spontaneous fractures resulting 
from minimal or even no trauma.

Bone remodeling disorders in RA lead to an 
imbalance between bone formation and bone re-
sorption, partially due to the effects of chronic in-
flammation. With the years, osteopenia can progress 
to OP with increased bone fragility, increased risk of 
fracture, decreased quality of life, and a poor prognosis, 
especially in patients on long-term glucocorticoids. 
It was noted that low-traumatic fractures in RA are 
more common in patients with high pathological 
process activity and long duration of the disease, as 
well as with high titers of anti-citrullinated protein 
antibodies (ACPA).

Numerous cells, cytokines, molecules and signa-
ling pathways (RANK/RANKL/OPG – receptor 
activator of nuclear factor (NF)-kB/and its ligand/
osteoprotegerin; Wnt/DKK1/Scl – Wnt, drosophila 
segment polarity gene wingless and integrated or int-
1 of the vertebrate homolog/Dickkopf-1/Sclerostin) 
are involved in the disbalanced bone remodeling 
process in RA and directly depend on the interaction 
between inflammatory and immune systems. In-
flam matory cytokines (such as TNFα, IL- 6, IL- 1) 
sti mulate osteoclastogenesis while disrupting osteo-
blastogenesis [5]. Autoantibodies are also involved in 
the pathogenesis of bone resorption in RA. ACPA can 
have a direct and independent effect on osteoclasts, 
becoming a significant factor in the loss of bone 
mass. Vimentin protein is an important target in the 
pathogenesis of RA, and antibodies to citrullinated 
vimentin are probably capable of playing an initial 
role in the progression of systemic osteoporosis [9].

ACPA, rheumatoid factor (RF), and C-reactive 
protein (CRP) ≥ 0.3 mg/dL predict progression of 
bone erosion and cartilage destruction in RA [1]. A 
recent study showed that seropositivity for RF and/ or 
ACPA influences systemic bone loss in patients with 
RA, with different effects of ACPA and/or RF on 
osteoclastogenesis in cortical and cancellous bone 
regions [14]. However, longitudinal assessments 
of changes in bone mineral density (BMD) in RA 
patients are inconsistent and involve multiple factors 
(inflammation, disease activity, use of glucocorticoids, 
etc.).

The existing methods of determining markers 
of bone synthesis and resorption are not sufficiently 
informative to determine the correlation between 
immune inflammation and osteoporotic processes 
in bone in RA. A number of cytokines (IL-6, IL-8, 
IL-11, IL-15, RANKL) and adipokines (chime rin, 
nesfatin, angiopoietin-like proteins) have been 
proposed as potential markers of bone and articular 
cartilage destruction. Angiopoietin-like protein 4 
(ANGPTL4) belongs to the family of circulating 
angiopoietin-like proteins that are active in various 
body cells and are thought to be involved in repairing 
and remodeling damaged tissue. The C-terminal 
fibrinogen-like domain of ANGPTL4 is able to 
interact with extracellular matrix receptors through 
the N-linked glycan chain, selectively preventing 
the activation of the cytokine cascade in endothelial 
cells and inhibiting the process of neovascularization. 
ANGPTL4 supports cartilage matrix degradation 
through increased secretion of inflammatory 
factors and matrix metalloproteinase [8]. Increased 
ANGPTL4 expression in bone tissue (in both 
osteoclasts and osteoblasts) has been noted in 
inflammatory arthritis, especially in hypoxia [10]. Our 
earlier preliminary study of the role of ANGPTL4 in 
increasing bone resorption and the development of 
osteopenia in patients with RA showed a negative 
correlation between ANGPTL4 and bone mineral 
density in the spine [3].

The purpose of this study was to analyze the effect 
of ACPA and ANGPTL4 on systemic bone mineral 
density in patients with established RA.

Materials and methods
All patients included in the study met the criteria 

of the 2010 ACR/EULAR diagnostic classification 
of RA. Exclusion criteria were: the presence of other 
autoimmune diseases, hyperthyroidism, diabetes 
mellitus and malignant neoplasm of any localization; 
severe liver and kidney dysfunction; long-term use 
of drugs that affect bone metabolism; pregnant or 
lactating women; the presence of signs of acute 
bacterial and viral infection at the time of the study.

A total of 96 patients with RA (91.7% women and 
8.3% men) aged 29 to 75 years old were examined. 
Clinical and laboratory characteristics of RA patients 
are presented in Table 1.

Physical examination of patients included anthro-
pometry with determination of body mass index 
(BMI), collection of medical history, and assessment 
of disease activity according to DAS index28. Blood 
samples were collected in the morning after an overnight 
fast (at least 12 hours) in order to minimize daily 
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fluctuations in the determined values, and were stored 
at -80 °C until analysis. Erythrocyte sedimentation 
rate (ESR, mm/h) by Westergren method, C-reactive 
protein (mg/L) and rheumatoid factor (IU/mL) were 
evaluated by standard laboratory procedures. Serum 
analysis included required tests for antibodies to 
cyclic citrullinated peptide (Anti-CCP hs; Orgentec 
Diagnostika, Germany) and angiopoietin-like protein 
type 4 (RayBio Human ANGPTL4 ELISA Kit, 
RayBiotech, USA), which were quantified by ELISA 
according to kit manufacturer instructions.

The mineral density of the lumbar vertebrae at the 
level of L1-L4 (BMDL1-L4), femoral neck, and femur 
(BMDtotal) in general was measured by dual-energy 
X-ray absorptiometry (DXA) on a Lunar Prodigy 
(GE, USA). Each patient’s BMD was compared 
with the average BMD of healthy young adults of the 
same sex. The default diagnostic threshold for OP was 
T-criterion: T points ≥ -1 were considered normal 
bone density, T points between < -1 and > -2.5 as 
osteopenia, and T points ≤ -2.5 as OP.

Statistical analysis was performed using 
STATISTICA 10.0 software (StatSoft Inc., USA) 
and Microsoft Office Excel (Microsoft Corp., USA). 
The studied indicators were preliminarily checked for 
normal distribution. The data are presented as mean 
± standard deviation (M±SD) or median (Quartile 1, 
Quartile  3) (Me (Q0.25-Q0.75), as appropriate. Data 
for categorical variables were expressed as absolute 

numbers and percentages. Spearman’s correlation 
coefficient (r) was used to determine the correlations 
between the variables. The comparison of proportions 
between the study groups was analyzed using the 
chi-square test (χ2). Mann–Whitney U test (U test) 
and Kruskal–Wallis ANOVA test (H test) were used 
to compare data groups. We used univariate analysis 
followed by multivariate logistic regression analysis of 
variables with p < 0.1 to analyze influencing factors. 
The data with a probability value less than 0.05 
(p < 0.05) were considered statistically significant.

Results and Discussion
The average serum ACPA concentration of RA 

patients was 64.7 (8.4-778) ng/mL, ANGPTL4 was 
1.82 (0.56-10.7) ng/mL. In the studied group of RA 
patients ACPA and RF-IgM were positive in 61.5% 
and 69.8% of patients, respectively. The upper limit of 
normal (M+3SD) equal to 3.17 ng/mL was established 
after determination of ANGPTL4 in serum of 48 
practically healthy persons comparable by sex and age 
with the studied group of RA patients. 41.7% of RA 
patients were found positive for ANGPTL4.

No correlation between ACPA and ANGPTL4 
was observed neither in the general group of RA 
patients (p > 0.1), nor in individual patient groups 
depending on sex, age (< and > 50 years), duration 
of disease, presence of erosions, and RF-IgM 

TABLE 1. CLINICAL AND LABORATORY CHARACTERISTICS OF RA PATIENTS

Studied indicator Value %

Age, years 55.4±10.7

Patients under the age of 50 33.3

Duration of RA, years 9.0 (3.0-15.5)

Patients with RA duration < 5 years 30.2

RA activity by DAS28-ESR, points 3.48±1.12

Patients with moderate RA activity (3.2 < DAS28 ≤ 5.1) 57.3

Seropositivity for RF and/or ACPA 76.0

Presence of erosions 77.1

Body mass index, points 28.50±6.07

Smoked at the time of the study 7.29

Treatment with biological anti-rheumatic drugs 4.17

Treatment with glucocorticoids > 3 months 61.5

Note. Values are presented as mean ± standard deviation (M±SD) for parametric variables, median and quartiles 1 and 3 
(Me (Q0.25-Q0.75) for nonparametric continuous variables; as percentage of total sample (%) for categorical variables.
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seropositivity (p > 0.05). ACPA was positively cor-
related with RF (r = 0.3), DAS28 (r = 0.22) and 
negatively with BMDtotal (r = -0.26); for all measures 
p < 0.05. ANGPTL4 was positively correlated with RF 
(p = 0.32), disease duration (p = 0.23) and negatively 
with BMDL1-L4 (r = -0.69); for all measures p < 0.05.

When comparing groups of patients with different 
RA activity no significant differences in ACPA 
con tent (H  test = 6.1, p = 0.11) and ANGPTL4 
(H test = 2.9, p = 0.41) were obtained. This is probably 
associated with significant prevalence of patients with 
moderate disease activity. The separation of patients 
into groups with low (DAS28 ≤ 3.2, n = 34) and high 
(DAS28 > 3.2, n = 62) RA activity demonstrated a 
significant increase in ACPA with increasing activity 
of the pathological process (U test = 2.03, p = 0.042). 
No significant changes were found for ANGPTL4 
(U test = 1.68, p = 0.093).

Patients were divided into two groups according 
to BMD of the lumbar or bilateral hip joint and the 
presence of a history of low-energy fractures: group I – 
RA without OP (RA/OP-; n = 51); group II – RA with OP 
(RA/OP+; n = 45). Patients did not differ by gender 
(p = 0.11), DAS28 index (p = 0.39), BMI (p = 0.07), 
presence of erosions (p = 0.88) and seropositivity for 
RF (p = 0.35), but the second group included older 
patients (p = 0.018), with greater duration of disease 
(p  =  0.03) and inflammatory indices (CRP and 
ESR, p < 0.05). ACPA and ANGPTL4 scores were 
significantly higher in the RA/OP+ group compared 
with those in the RA/OP- group (U test: Z = 3.08, 
p = 0.002 and Z = 2.2, p = 0.028, respectively) 
(Table 2).

ACPA-positivity can be considered as a specific risk 
factor for systemic bone mass loss, and potentiation 
of ACPA effects on osteoclastogenesis is observed in 
the presence of RF [4]. This probably results from 
the generation of immune complexes with ACPA and 
the resulting stimulation of osteoclast activation and 
cytokine production in macrophages. Osteoclast-
mediated bone destruction in RA is regulated by 
immune cells and their cytokines as well as ACPA [6] 
and possibly ANGPTL.

Next, a regression analysis was performed using the 
new characteristics of the studied factors (the linear 
character of the correlation between the variables was 
ensured). Factors influencing ACPA and ANGPTL4 
with p < 0.1 were included in a multivariate logistic 
regression analysis.

In the general group of RA patients, age, BMI, 
duration and activity of the disease had no significant 
effect on ACPA. But in the RA/OP+ group, the 
correlation between ACPA and DAS28 became 
significant (β = 0.31, p = 0.039).Of all the variables 
presented, only disease duration was significant 
for ANGPTL4 content in the overall group of RA 
patients (β = 0.31, p = 0.039). The effect of this factor 
on ANGPTL4 was more pronounced in the RA/OP- 
group (β = 0.35, p = 0.012), but not in the RA/OP+ 
group (p = 0.79).

ACPA is known as a risk factor not only for joint 
destruction in patients with RA, but also for bone 
mass loss, especially in the proximal femur [12]. This 
relationship was also confirmed in our study. In the 
regression model, femoral BMD was almost equally 
dependent on patient age (β = -0.28), BMI (β = 0.25), 
and ACPA level (β = -0.26). The square of the multiple 
correlation coefficient (R2) in this model was 0.22. The 
search for associations between BMDL1-L4 and other 
RA characteristics (age, disease duration and activity, 
BMI, RF level, CRP, ANGPTL4 and ACPA) showed 
a strong influence only of ANGPTL4 (β = -0.74), 
with an R2 value for the whole model equal to 0.57.

In a review by D’Onofrio B. et al. the main specific 
risk factors for osteoporotic fractures in RA are activity 
and duration of the disease, presence of disability and 
use of glucocorticoids, but not the presence of any 
autoantibodies [4]. Reduced BMD correlated with the 
presence of autoantibodies is only one possible link 
in the multifactorial process of osteoporotic fracture 
and cannot fully explain the relationship between 
autoantibodies and low-energy vertebral fractures in 
RA [13].

ANGPTL4 actively promotes lipid metabolism 
by inhibiting lipoprotein lipase and hepatic lipase 
activity, in addition to regulating inflammation and 

TABLE 2. ACPA AND ANGPTL4 LEVELS IN RA PATIENTS DEPENDING ON THE PRESENCE OF SECONDARY 
OSTEOPOROSIS

Indicator Group I Group II 

ACPA, units/mL 15.5 (7.05-139.00) 252 (25.8-1028.0)** 

ANGPTL4, ng/mL 0.98 (0.46-3.47) 3.53 (0.68-12.10)*

Note. ACPA, antibodies against cyclic citrullinated peptide; ANGPTL4, angiopoietin-like protein type 4; intergroup differences:  
*, p < 0.05; **, p < 0.01.
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participating in metabolic processes. Whole-genome 
association studies have shown an association of 
ANGPTL4 with triglyceride, triglyceride-rich lipo-
protein cholesterol, and low-density lipoprotein 
cholesterol levels. Plasma ANGPTL4 is negatively 
correlated with high-density lipoprotein cholesterol 
(HDL-C) [11]. In addition, HDL-C, after adjusting 
for sex, age, and BMI, was a predictor of the 
development of OP in RA patients [15]. A detailed 
evaluation of the potential importance of ANGPTL4 
for the prevention and treatment of patients with 
spinal OP remains to be performed.

At the final stage of the study, we evaluated the 
coefficients of nonlinear dependence equations of 
immune inflammation markers and osteoporotic pro-
cesses (Table 3).

Both coefficients were highly significant in 
describing the power equation (y = axb) for the 
relationship between BMDtotal and ACPA, as well as for  
BMDL1-L4 and ANGPTL4. ACPA levels can reliably  
predict BMDtotal: BMDtotal  = 0,936х[ACPA]-0,015, 
and serum ANGPTL4 levels predict – BMDL1-L4:  
BMDL1-L4 = 1,06х[ANGPTL4]-0,076.

Along with the opinion that RA patients are parti-
cularly prone to cortical bone layer OP (especially 
the femoral neck) and that they have a greater 
predisposition to periarticular bone loss having 
elevated levels of ACPA [2], many studies present 
conflicting results (depending on the patient groups 
analyzed, fracture rates vary from 8 to 49%) in 
reducing BMD and vertebral fracture rates [4]. The 
dependence of ANGPTL4 and reduction of BMD in 
the cancellous bone layer allow us to identify a group 
of RA patients with high ANGPTL4 content as a risk 
group specifically for spinal fractures, and to consider 
ANGPTL4 as a potential target for the treatment of 
osteoporotic disorders.

Biomarkers remain powerful tools to predict BMD 
changes, targeting each skeletal anatomical region 
individually to help prevent low-energy fractures 
in patients with RA. However, the detection of the 

dependence of various biomarkers and quantitative 
indicators of bone tissue (mass or bone density) does 
not allow us to judge with the same confidence the 
changes in qualitative characteristics of bone (such as 
bone strength), which the new technologies are aimed 
at assessing.

Despite a number of limitations of this study 
(single-center cross-sectional study; no data on the 
postmenopausal status of patients; no consideration 
of the effects of the drugs used on immune cells and 
bone metabolism), gaining new knowledge about any 
possible mechanisms of secondary osteoporosis in RA 
will help make decisions about intervention early in 
the primary disease and prevent serious complications 
associated with osteoporotic fractures.

Conclusion
Apparently, in order to track systemic bone loss 

in RA even before the clinical debut of the disease, 
initial OP screening using DXA and calculation of 
the estimated 10-year risk of osteoporotic fractures 
by FRAX should be performed with special attention 
not only in ACPA-positive patients [2], but also in 
RA patients with high serum ANGPTL4 values. To 
prevent loss of systemic bone mass (especially in the 
femur) in ACPA-positive patients the focus should 
be on reducing disease activity, and in ANGPTL4-
positive patients on timely prescription of anti-
osteoporotic medications.
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TABLE 3. CORRELATION COEFFICIENTS BETWEEN ACPA, ANGPTL4 AND BMD VALUES IN DIFFERENT BONE SECTIONS

Indicator
ACPA ANGPTL4

Coefficient р Coefficient p

BMDtotal
a = 0.9365
b = -0.015

< 0.001
0.048

a = 0.8858
b = -0.012

< 0.001
0.234

BMDL1-L4
a = 1.0223
b = -0.003

< 0.001
0.729

a = 1.0596
b = -0.076

< 0.001
< 0.001

Note. ACPA, antibodies against cyclic citrullinated peptide; ANGPTL4, angiopoietin-like protein type 4; BMDtotal, femoral bone 
mineral density; BMDL1-L4, spinal bone mineral density at L1-L4 level; a, b, nonlinear relationship equation factors.
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ВЛИЯНИЕ ПРОИЗВОДНОГО ПИРИМИДИНА НА УРОВЕНЬ 
ЦИТОКИНОВ В УСЛОВИЯХ СТРЕПТОКОККОВОЙ РАНЕВОЙ 
ИНФЕКЦИИ
Цибизова А.А.1, Ясенявская А.Л.1, Тюренков И.Н.2, Озеров А.А.2, 
Самотруева М.А.1
1 ФГБОУ ВО «Астраханский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Астрахань, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Волгоградский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Волгоград, Россия

Резюме. Заболевания, вызванные Streptococcus pyogenes, являются одной из значимых проблем прак-
тического здравоохранения, в связи со способностью данного патогена вызывать заболеваемость во 
всех возрастных группах населения с развитием различных осложнений. Отмечено, что стрептокок-
ковая инфекция сопровождается наряду с инфекционно-воспалительными симптомами, выражен-
ным иммунным ответом на Streptococcus pyogenes, что опосредовано функциональной активностью 
моноцитов и дендритных клеток, отвечающих за продукцию про- и противовоспалительных цитоки-
нов, регулирующих взаимодействие, пролиферацию и функциональную активность всех участников 
клеточного и гуморального звеньев иммунитета. Разработка новых противомикробных средств, об-
ладающих, наряду с антибактериальной активностью, иммунотропным действием, является актуаль-
ной задачей. Цель данного исследования является изучение влияния пиримидинового производного 
на уровень про- (IL-1β, IL-6, IL-8) и противовоспалительных интерлейкинов (IL-4, IL-10) в условиях 
экспериментальной стрептококковой раневой инфекции. Изучение влияния производного пирими-
дина 3-[2-[(4,6-диметилпиримидин-2-ил)амино]-2-оксоэтил]хиназолин-4(3Н)-он (VMA-13-14) про-
водилась в условиях in vivo на модели стрептококковой раневой инфекции. Эксперименты проводили 
на мышах линии СВА 3-месячного возраста (20-22 г). Животные были разделены на группы: кон-
троль I – здоровые животные, которым вводили воду для инъекций; контроль II – инфицированные 
нелеченые животные; опыт I – животные, которым в качестве лечения вводили внутрибрюшинно 
производное пиримидина в дозе 36 мг/кг в течение 7 дней, начиная с первого дня заражения; опыт 
II – животные, которым в качестве лечения вводили внутрибрюшинно препарат сравнения цефепим 
в средней терапевтической дозе 50 мг/кг в том же режиме, что и исследуемое соединение. После вы-
ведения мышей из эксперимента определяли уровни про- и противовоспалительных интерлейкинов 
в сыворотке крови методом иммуноферментного анализа. В исследовании было установлено, что 
пиримидиновое производное 3-[2-[(4,6-диметилпиримидин-2-ил)амино]-2-оксоэтил]хиназолин-
4(3Н)-он в условиях стрептококковой раневой инфекции оказывает иммунорегуляторное действие, 
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проявляющееся в снижении провоспалительных и увеличении противовоспалительных интерлейки-
нов. Следует отметить, что выраженное воздействие производного пиримидина относительно пре-
парата сравнения (Цефепим) на уровни интерлейкинов может быть связано с бактериостатическим 
действием исследуемого соединения, так как усиление интоксикации при быстрой гибели микроор-
ганизмов в результате воздействия бактерицидных средств может усугублять течение инфекционно-
воспалительного процесса. 

Ключевые слова: Streptococcus pyogenes, экспериментальная стрептококковая инфекция, противомикробная активность, 
иммунотропное действие, интерлейкины, производное пиримидина

EFFECT OF A PYRIMIDINE DERIVATIVE ON THE LEVEL OF 
CYTOKINES IN CONDITIONS OF STREPTOCOCCAL WOUND 
INFECTION
Tsybizova A.A.a, Yasenyavskaya A.L.a, Tyurenkov I.N.b, Ozerov A.A.b, 
Samotrueva M.A.a
a Astrakhan State Medical University, Astrakhan, Russian Federation  
b Volgograd State Medical University, Volgograd, Russian Federation 

Abstract. Diseases caused by Streptococcus pyogenes are one of the significant problems of practical health care, 
due to the ability of this pathogen to cause morbidity in all age groups of the population with the development of 
different complications. The streptococcal infection is accompanied, along with infectious and inflammatory 
symptoms, by a pronounced immune response to Streptococcus pyogenes, which is mediated by the functional 
activity of monocytes and dendritic cells responsible for the production of pro- and anti-inflammatory cytokines 
that regulate the interaction, proliferation and functional activity of all participants in the cellular and humoral 
links of immunity. The purpose is to study the effect of a pyrimidine derivative on the level of pro- (IL-1β, 
IL- 6, IL-8) and anti-inflammatory interleukins (IL-4, IL-10) in conditions of experimental streptococcal 
wound infection. The study of the effect of the pyrimidine derivative 3-[2-[(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)
amino]-2-oxoethyl]quinazolin-4(3H)-one was carried out in vivo on the model streptococcal wound infection. 
The experiments were carried out on CBA mice 3 months old (20-22 g). Animals were divided into groups: 
control I – healthy animals, which were injected with water for injection; control II – infected untreated animals; 
experience I – animals that were treated intraperitoneally with a pyrimidine derivative at a dose of 36 mg/kg 
for 7 days, starting from the first day of infection; experiment II – animals that were treated intraperitoneally 
with the reference drug cefepime at an average therapeutic dose of 50 mg/kg in the same regimen as the test 
compound. The levels of pro- and anti-inflammatory interleukins in blood serum were determined by enzyme 
immunoassay. The study found that the pyrimidine derivative 3-[2-[(4,6-dimethylpyrimidin-2-yl)amino]-2-
oxoethyl]quinazolin-4(3H)-one under conditions of streptococcal wound infection has an immunoregulatory 
effect, manifested in a decrease in pro-inflammatory and an increase in anti-inflammatory interleukins. 

Keywords: Streptococcus pyogenes, experimental streptococcal infection, antimicrobial activity, immunotropic action, interleukins, 
pyrimidine derivative

Работа выполнена в рамках государственного 
задания Министерства здравоохранения Россий-
ской Федерации в части проведения НИР по теме 
«Поиск и разработка перспективных соединений 
с антибактериальной активностью среди произ-
водных пиримидина для создания лекарственных 
препаратов» 48.2-2021.

Введение
Заболевания, вызванные Streptococcus pyogenes, 

являются одной из значимых проблем практи-
ческого здравоохранения, в связи со способно-

стью данного патогена вызывать заболеваемость 
во всех возрастных группах населения с разви-
тием таких осложнений, как системное воспа-
лительное заболевание соединительной ткани, 
воспалительное заболевание почек, септицемии 
и синдрома токсического шока, а также с вы-
сокой неэффективностью антибактериальной 
терапии [11]. Отмечено, что стрептококковая 
инфекция сопровождается наряду с инфекцион-
но-воспалительными симптомами, выраженным 
иммунным ответом на Streptococcus pyogenes, что 
опосредовано функциональной активностью 
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моноцитов и дендритных клеток, отвечающих 
за продукцию про- и противовоспалительных 
цитокинов, регулирующих взаимодействие, про-
лиферацию и функциональную активность всех 
участников клеточного и гуморального звеньев 
иммунитета [4, 10]. Сложность патогенеза инфек-
ции, возбудителем которой является S. pyogenes, 
связана с наличием у него большого количества 
факторов патогенности. Установлено, что кле-
точно-ассоциированные факторы (М-белок, Fc-
связывающие белки и др.) обеспечивают анти-
фагоцитарные свойства стрептококка, в то время 
как экстрацеллюлярные факторы (стрептолизи-
ны, пирогенные экзотоксины и др.) – вызыва-
ют продукцию провоспалительных цитокинов, 
таких как TNFα, IL-1β, IL-6 и др., усугубляя ин-
фекционно-воспалительный процесс [1,  6,  14]. 
Исследования факторов патогенности, и регу-
ляторных механизмов являются важной задачей 
научного поиска, направленного на понимание 
сложной функциональной организации возбуди-
теля в условиях взаимодействия с макроорганиз-
мом [2].

Принимая во внимание вышеописанное, раз-
работка новых противомикробных средств, об-
ладающих, наряду с антибактериальной актив-
ностью, иммунотропным действием, является 
актуальной задачей. В качестве таких средств мо-
гут быть предложены пиримидиновые произво-
дные. Установлено, что соединения, содержащие 
в своей химической формуле пиримидиновое 
кольцо, обладают широким спектром фармако-
логической активности, оказывая психотропное, 
гипотензивное, антиоксидантное, метаболиче-
ское, противовоспалительное, регенераторное, 
иммунотропное, а также противомикробное дей-
ствие [5, 8, 9]. Отмечено, что пиримидиновые со-
единения оказывают влияние на уровень про- и 
противовоспалительных цитокинов в условиях 
генерализованной инфекции [7]. Одним из таких 
соединений является пиримидиновое произво-
дное, синтезированное учеными Волгоградского 
государственного медицинского университета, 
3-[2-[(4,6-диметилпиримидин-2-ил)амино]-2-
оксоэтил]хиназолин-4(3Н)-он. 

Цель – изучить влияние пиримидинового 
производного на уровень про- (IL-1β, IL-6, IL-8) 
и противовоспалительных интерлейкинов (IL-4, 
IL-10) в условиях экспериментальной стрепто-
кокковой раневой инфекции.

Материалы и методы
Изучение влияния производного пиримидина 

3-[2-[(4,6-диметилпиримидин-2-ил)амино]-2-
оксоэтил]хиназолин-4(3Н)-он (VMA-13-14) про-
водилась в условиях in vivo на модели стрептокок-
ковой раневой инфекции. S. pyogenes получен от 
пациентов с инфекционной патологией кожных 

покровов, получавших лечение в хирургическом 
отделении ГБУЗ АО «ГКБ №3», г. Астрахань. 
Идентификацию S. pyogenes и подсчет колоний 
осуществляли с помощью микробиологического 
анализатора BIOMIC V3 (Giles Scientific, США).

Эксперименты в условиях in vivo проводи-
ли на мышах линии СВА 3-месячного возраста 
(20- 22  г), моделируя стрептококковую раневую 
инфекцию. Все манипуляции проводили соглас-
но международной и отечественной норматив-
ной документации, регламентирующей работу 
с экспериментальными животными. Перед ин-
фицированием на левом боку животного была 
выстрижена шерсть площадью 1,5 × 1,5 см. За-
тем путем подкожного введения суспензии 
S.  pyogenes в физиологическом растворе в дозе 
× 108 микробных тел в три точки подготовленной 
области по 0,1 мл. Животные были разделены на 
группы: контроль I – здоровые животные, кото-
рым вводили воду для инъекций; контроль II – 
инфицированные нелеченые животные; опыт I – 
животные, которым в качестве лечения вводили 
внутрибрюшинно производное пиримидина в 
дозе 36 мг/кг в течение 7 дней, начиная с первого 
дня заражения (доза, что составило 1/10 от моле-
кулярной массы, определена в ходе эксперимен-
тальных исследований по оценке токсичности и 
подтверждена с помощью программного обеспе-
чения GUSAR); опыт II – животные, которым в 
качестве лечения вводили внутрибрюшинно пре-
парат сравнения цефепим (цефепим дигидрох-
лорид моногидрат; порошок для приготовления 
раствора для внутривенного и внутримышечного 
введения; ПАО «Красфарма»; Россия) в средней 
терапевтической дозе 50 мг/кг в том же режиме, 
что и исследуемое соединение. Противомикроб-
ную эффективность пиримидинового соедине-
ния 3-[2-[(4,6-диметилпиримидин-2-ил)амино]-
2-оксоэтил]хиназолин-4(3Н)-он (VMA-13-14), 
устанавливали путем оценки общего состояния 
животного, аппетита, массы тела, динамики из-
менения раневой поверхности. После выведения 
мышей из эксперимента методом быстрой дека-
питации определяли уровни про- и противовос-
палительных интерлейкинов IL-1β, IL-4, IL-6, 
IL-8, IL-10 в сыворотке крови методом иммуно-
ферментного анализа с использованием наборов 
реагентов ELISA Kit for Interleukin IL-1β, IL-4, 
IL-6, IL-8, IL-10 (Cloud-Clone Corp., Китай).

Полученные результаты были статистически 
обработаны, вычисляя среднее арифметическое 
(М) и среднюю ошибку среднего арифметиче-
ского (m). Данные представлены в виде M±m. 
Статистическую обработку полученных резуль-
татов проводили с помощью программного обе-
спечения BIOSTAT (AnalystSoft Inc., Канада) с 
учетом критерия Манна–Уитни. Различия счита-
ли значимыми при p ≤ 0,05.
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Результаты и обсуждение
Развитие стрептококковой раневой инфекции 

сопровождалось снижением аппетита, угнетен-
ного состояния у животных, снижением массы 
тела, а также появлением папул на вторые сутки 
после инфицирования на местах введения пато-
гена с последующим развитием гнойного и не-
кротического процесса. 

Результаты оценки влияния производного пи-
римидина 3-[2-[(4,6-диметилпиримидин-2-ил)
амино]-2-оксоэтил]хиназолин-4(3Н)-он на уро-
вень провоспалительных интерлейкинов в усло-
виях стрептококковой раневой инфекции пока-
зано в таблице 1.

Развитие стрептококковой инфекции способ-
ствовало повышению уровней провоспалитель-
ных интерлейкинов по сравнению со здоровыми 
животными: IL-1β – 37% (р < 0,05), IL-6 – прак-
тически на 50% (р < 0,05), IL-8 – на 41% (р < 0,05).

В условиях введения пиримидинового соеди-
нения в качестве лечения наблюдалось снижение 
уровней исследуемых интерлейкинов в сравне-
нии с группой нелеченых животных: IL-1β – на 
17% (р < 0,05), IL-6 – на 8% (р > 0,05), IL-8 – на 
15% (р > 0,05). Введение цефепима также привело 
к снижению данных показателей соответственно 
на 14% (р > 0,05), 9% (р > 0,05) и 21% (р < 0,05) по 
отношению к контролю II. 

Результаты оценки влияния производного пи-
римидина 3-[2-[(4,6-диметилпиримидин-2-ил)
амино]-2-оксоэтил]хиназолин-4(3Н)-он на уро-
вень противовоспалительных интерлейкинов в 
условиях стрептококковой раневой инфекции 
показано в таблице 2.

При развитии раневой инфекции в экспе-
рименте наблюдалось снижение уровней IL-4 
и IL- 10 по сравнению с контролем I на 10% 
(р > 0,05) и 26% (р < 0,05) соответственно. Вве-
дение пиримидинового соединения и препарата 

ТАБЛИЦА 1. ВЛИЯНИЕ ПРОИЗВОДНОГО ПИРИМИДИНА 3-[2-[(4,6-ДИМЕТИЛПИРИМИДИН-2-ИЛ)АМИНО]-2-ОКСОЭТИЛ]
ХИНАЗОЛИН-4(3Н)-ОН НА УРОВЕНЬ ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ИНТЕРЛЕЙКИНОВ В УСЛОВИЯХ СТРЕПТОКОККОВОЙ 
РАНЕВОЙ ИНФЕКЦИИ
TABLE 1. EFFECT OF THE PYRIMIDINE DERIVATIVE 3-[2-[(4,6-DIMETHYLPYRIMIDIN-2-YL)AMINO]-2-OXOETHYL]
QUINAZOLIN-4(3H)-ONE ON THE LEVEL OF PRO-INFLAMMATORY INTERLEUKINS IN CONDITIONS OF STREPTOCOCCAL 
WOUND INFECTION

Показатели, пг/мл
Indicators, pg/mL

(M±m)

Экспериментальные группы
Experimental groups 

(n = 10)
Контроль I

Control I
Контроль II

Control II
VMA-13-14 (36 мг/кг)
VMA-13-14 (36 mg/kg)

Цефепим (50 мг/кг)
Cefepime (50 mg/kg)

IL-1ββ 94,56±6,75 129,42±8,56* 108,24±6,59# 111,54±9,18
IL-6 82,47±5,45 123,29±11,52* 113,82±8,53 112,59±7,57
IL-8 48,25±3,65 68,37±5,29* 57,78±3,61 53,93±4,26#

Примечание. Сравнение с группой «контроль I»: * – p < 0,05; сравнение с группой «контроль II»: # – p < 0,05.
Note. Comparison with the “control I” group: *, p < 0.05; comparison with the group “control II”: #, p < 0.05.

ТАБЛИЦА 2. ВЛИЯНИЕ ПРОИЗВОДНОГО ПИРИМИДИНА 3-[2-[(4,6-ДИМЕТИЛПИРИМИДИН-2-ИЛ)АМИНО]-2-
ОКСОЭТИЛ]ХИНАЗОЛИН-4(3Н)-ОН НА УРОВЕНЬ ПРОТИВОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ИНТЕРЛЕЙКИНОВ В УСЛОВИЯХ 
СТРЕПТОКОККОВОЙ РАНЕВОЙ ИНФЕКЦИИ

TABLE 2. EFFECT OF THE PYRIMIDINE DERIVATIVE 3-[2-[(4,6-DIMETHYLPYRIMIDIN-2-YL)AMINO]-2-OXOETHYL]
QUINAZOLIN-4(3H)-ONE ON THE LEVEL OF ANTI-INFLAMMATORY INTERLEUKINS IN CONDITIONS OF STREPTOCOCCAL 
WOUND INFECTION

Показатели, пг/мл
Indicators, pg/mL

(M±m)

Экспериментальные группы
Experimental groups 

(n = 10)
Контроль I

Control I
Контроль II

Control II
VMA-13-14 (36 мг/кг)
VMA-13-14 (36 mg/kg)

Цефепим (50 мг/кг)
Cefepime (50 mg/kg)

IL-4 3,15±0,42 2,86±0,24 2,89±0,31 2,98±0,25
IL-10 37,22±3,20 27,48±1,91* 41,73±3,45## 32,67±2,97#

Примечание. Сравнение с группой «контроль I»: * – p < 0,05; сравнение с группой «контроль II»: # – p < 0,05; ## – p < 0,01.
Note. Comparison with the “control I” group: *, p < 0.05; comparison with the group “control II”: #, p < 0.05; ##, p < 0.01.



405

Влияние пиримидина на цитокины при инфекции
Effect of pyrimidine on the cytokines in infection2024, Vol. 26,  2

2024, Т. 26, № 2

сравнения способствовало повышению уровня 
IL-4, однако статистической значимости данные 
изменения не имели. Исследуемое производное 
пиримидина привело к повышению IL-10 на 52% 
(р < 0,01); препарат сравнения вызвал увеличе-
ние уровня данного интерлейкина практически 
на 20% (р < 0,05) по отношению к нелеченому 
контролю.

Таким образом, в исследовании было уста-
новлено, что пиримидиновое производное 
3-[2-[(4,6-диметилпиримидин-2-ил)амино]-2-
оксоэтил]хиназолин-4(3Н)-он в условиях стреп-
тококковой раневой инфекции оказывает им-
мунорегуляторное действие, проявляющееся в 
снижении провоспалительных и увеличении про-
тивовоспалительных интерлейкинов. Результаты, 
полученные в ходе данного исследования, под-
тверждаются работами по изучению влияния ну-
клеотидных производных на уровень цитокинов. 
В исследованиях показано, что пиримидиновые 
производные оказывают иммунорегуляторное 
воздействие на процесс перераспределения и со-
отношения про- и противововспалительных ци-

токинов, играющих ключевую роль в иммунном 
ответе и активации иммуноцитов [3,  8,  12,  13]. 
Следует отметить, что выраженное воздействие 
производного пиримидина относительно препа-
рата сравнения на уровни интерлейкинов может 
быть связано с бактериостатическим действием 
исследуемого соединения, так как усиление ин-
токсикации при быстрой гибели микроорганиз-
мов в результате воздействия бактерицидных 
средств может усугублять течение инфекционно-
воспалительного процесса [15, 16]. 

Заключение
Таким образом изучение влияния производ-

ного пиримидина 3-[2-[(4,6-диметилпиримидин- 
2-ил)амино]-2-оксоэтил]хиназолин-4(3Н)-он на 
уровень про- (IL-1β, IL-6, IL-8) и противовоспа-
лительных интерлейкинов (IL-4, IL-10) в услови-
ях экспериментальной стрептококковой раневой 
инфекции показало, что исследуемое соединение 
оказывает иммунорегуляторное воздействие на 
цитокиновый профиль сыворотки крови лабора-
торных животных.
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ОПЫТ ПРИМЕНЕНИЯ ЦИТОКИНОТЕРАПИИ В ЛЕЧЕНИИ 
РЕЦИДИВНОГО РАКА ШЕЙКИ МАТКИ
Быкова Е.А.1, Фалалеева Н.А.1, Мялина С.А.1, Шегай П.В.2, 
Гривцова Л.Ю.1
1 Медицинский радиологический научный центр имени А.Ф. Цыба – филиал ФГБУ «Национальный 
медицинский исследовательский центр радиологии» Министерства здравоохранения РФ, г. Обнинск, Россия  
2 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр радиологии», Москва, Россия

Резюме. Рак шейки матки (РШМ) представляет собой наиболее частую злокачественную опухоль 
женских половых органов. В целом прогноз у пациенток с распространенным РШМ неблагоприят-
ный. Вариантом выбора при IVВ стадии заболевания и рецидивах является системная платиносодер-
жащая химиотерапия. Ее эффективность составляет около 20-26%, продолжительность жизни – 12-13 
месяцев. Несомненно поиск и разработка новых методов лечения данного заболевания представляют 
собой крайне актуальную задачу. Иммуноонкология возникла как потенциальная новая стратегия для 
улучшения результатов лечения пациентов со злокачественными новообразованиями. Большое ис-
следовательское внимание сосредоточено на возможности использования для иммунотерапии опу-
холей интерлейкина-2, фактора некроза опухоли (TNF) и интерферона-гамма (IFNγ), поскольку эти 
цитокины играют особенно важную роль в противоопухолевой защите организма. Благодаря актив-
ному поиску новых гибридных молекул на основе TNFα в современную практику онкологов входят 
специально разработанные отечественные рекомбинантные генно-инженерные противоопухолевые 
препараты, в частности препараты «Рефнот» (TNFα-тимозин-α1) и «Ингарон» (IFNγ). Нами проана-
лизирован результат комбинированного лечения (стандартная ПХТ 1 линии с добавлением цитоки-
нотерапии в режиме «Рефнот + Ингарон») 1 больной рецидивным РШМ. По данным контрольного 
обследования по завершении курса ПХТ зарегистрирован полный ответ опухоли согласно крите риям 
Recist 1.1., пациентке было продолжено проведение терапии цитокинами в монорежиме в качестве 
поддержки. В настоящее время по данным контрольных обследований каждые 3 мес. сохраняется 
полный регресс рецидивной опухоли, время наблюдения от окончания ПХТ составляет 28 мес. Хо-
чется отметить, что при мониторинге состояния иммунной системы в ходе проведения терапии пре-
паратами «Рефнот» и «Ингарон» отмечено увеличение абсолютного и относительного количества 
Т-лимфоцитов до нормального уровня, повышение цитотоксического и противоопухолевого потен-
циала NK-клеток без увеличения их количества. Пациентка имеет хорошую переносимость терапии, 
наблюдается улучшение качества жизни, клинически значимых побочных эффектов не отмечено. Та-
ким образом, в данном клиническом примере терапия препаратами «Рефнот» (TNFα-тимозин-α1) и 
«Ингарон» (IFNγ) является безопасным методом поддерживающей терапии с положительным лечеб-
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ным эффектом, позволяющим эффективно контролировать рецидивный рак шейки матки на про-
тяжении более 2 лет, а также значительно улучшить качество жизни пациентки. Данный вид терапии 
может быть рекомендован для применения в клинической онкологии.

Ключевые слова: рак шейки матки, иммуноонкология, цитокины, TNFα, TNFα-тимозин-α1, IFNγ

EXPERIENCE OF CYTOKINE THERAPY IN THE TREATMENT 
OF RECURRENT CERVICAL CANCER
Bykova E.A.a, Falaleeva N.A.a, Myalina S.A.a, Shegai P.V.b,  
Grivtsova L.Yu.a
a A. Tsyb Medical Radiological Research Center, a Branch of the National Medical Research Radiological Center, 
Obninsk, Russian Federation  
b National Medical Research Radiological Center, Moscow, Russian Federation

Abstract. Cervical cancer is the most common malignant tumor of the female genital organs. In general, 
the prognosis in patients with advanced cervical cancer is unfavorable. The option of choice for stage IV of 
the disease and relapses is systemic platinum-containing chemotherapy. Its effectiveness is about 20-26%, life 
expectancy is 12 to 13 months. Undoubtedly, the search and development of new methods of treating this 
disease is an extremely urgent task. Immuno-oncology has emerged as a potential new strategy to improve 
the treatment outcomes of patients with malignant neoplasms. Much attention in research is focused on the 
opportunity of using interleukin-2, tumor necrosis factor (TNF) and interferon-gamma (IFNγ) for tumor 
immunotherapy, since these cytokines play a special role in antitumor protection. Due to the active search 
for new hybrid molecules based on TNFα, some domestically developed recombinant antitumor drugs are 
implicated into modern practice of clinical oncologists, in particular, “Refnot” (TNFα-thymosin-α1) and 
“Ingaron” (IFNγ preparation). We analyzed the result of combined treatment (standard polychemotherapy at 
the 1st line augmented with cytokinotherapy including Refnot + Ingaron therapy) in one patient with recurrent 
cervical cancer. According to the control examination, upon completion of the polychemotherapy course, a 
complete tumor response was registered according to the Recist 1.1 criteria. The patient continued to receive 
cytokines as supporting therapy. Currently, according to control quarterly examinations, a complete regression 
of recurrent tumor persists from the end of polychemotherapy to 28 months of observation. One should note that 
when monitoring the state of the immune system during therapy with Refnot and Ingaron, we noted an increase 
in absolute and relative numbers of T cells to normal levels along with higher cytotoxic and antitumor potential 
of NK cells without increasing their number. The patient well tolerates the therapy, improved quality of life is 
documented, and there are no clinically significant side effects. Hence, the therapy with “Refnot” (TNFα-
thymosin-α1) and “Ingaron” (IFNγ) in this clinical case proved to be a safe method of maintenance therapy 
with a positive therapeutic effect thus allowing effective control of recurrent cervical cancer for more than 2 
years, as well as significantly improve quality of life of the patient. This type of therapy may be recommended 
for usage in clinical oncology.

Keywords: cervical cancer, immuno-oncology, cytokines, TNFα, TNFα-тимозин-α1, IFNγ

Введение
Рак шейки матки (РШМ) – наиболее частое 

злокачественное новообразование женских по-
ловых органов – оно составляет 9% от всех зло-
качественных опухолей у женщин. Основной 
причиной развития РШМ является генитальная 
папилломавирусная инфекция. Гистологически 
чаще всего наблюдается плоскоклеточный рак 
(около 90%), а также аденокарцинома (около 
10%). Крайне редко в биоптатах опухоли РШМ 
встречается аденоплоскоклеточный и мелкокле-
точный рак. При начальных стадиях заболевания 

(карцинома in  situ, IA стадия) возможно огра-
ничиться хирургическим лечением в различных 
вариантах. При стадиях заболевания IB1 и IIA1 
возможно и только проведение хирургического 
лечения, и только лучевой/химиолучевой тера-
пии. Лечение IB2 и IIA2 стадий является самым 
дискутабельным – возможны варианты хирурги-
ческого лечения в самостоятельном виде и с не-
оадъювантной химиотерапией, а также химио-
лучевая терапия в самостоятельном варианте. 
Стандартом лечения РШМ IIB-IVA является про-
ведение химиолучевой терапии с еженедельным 
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введением цисплатина [4]. В целом прогноз у па-
циенток с распространенным РШМ неблагопри-
ятный. При местнораспространенных формах 
заболевания, требующих либо хирургического, 
либо химиолучевого лечения, пятилетняя общая 
выживаемость составляет 75-85% [13,  14,  18]. 
При метастатическом и рецидивирующем РШМ 
данный показатель не превышает 15%. При IVВ 
стадии и рецидивах заболевания рекомендова-
но системное противоопухолевое лечение – хи-
миотерапия с включением препаратов платины, 
эффективность которой колеблется в пределах 
20- 26% при продолжительности жизни паци-
енток в 12-13 месяцев [12, 13, 14, 17, 18, 22, 26, 
27]. В исследовании GOG 240 рекомбинантое 
гуманизированное моноклональное антитело к 
рецепторам сосудистого эндотелиального фак-
тора роста бевацизумаб, добавленный к хими-
отерапии первой линии при рецидивирующем 
или метастатическом РШМ, продемонстрировал 
36-48% эффективность. На фоне применения 
бевацизумаба общая выживаемость пациенток 
выросла до 17 месяцев [23]. Хотя результаты про-
ведения второй линии химиотерапии у данной 
когорты пациенток также остаются неудовлетво-
рительными. Несомненно, разработка новых ме-
тодов терапии РШМ представляют собой крайне 
актуальную задачу в настоящее время. 

Иммуноонкология – новый способ лечения 
злокачественных новообразований. Последние 
десятилетия изучения состояния иммунной си-
стемы пациентов с опухолями подтвердили связь 
нарушений функционирования иммунной си-
стемы с развитием злокачественных новообра-
зований и зависимость выраженности угнетения 
специфического противоопухолевого иммунно-
го ответа от объема опухолевого образования, 
что обосновало применение иммунотерапии 
и средств, меняющих биологический ответ орга-
низма на опухолевые клетки, – модификаторов 
биологических реакций – при комплексном под-
ходе к лечению онкологических больных. Такими 
препаратами являются цитокины (интерлейкины 
(IL), интерфероны (IFN), фактор некроза опухо-
лей (TNF), колониестимулирующие факторы), 
таргетные модуляторы иммунного ответа, имму-
ноконъюгаты и неспецифические иммуномоду-
ляторы [4].

Цитокины – это малые растворимые белко-
вые молекулы, секретируемые лимфоцитами, а 
также макрофагами, гранулоцитами, дендрит-
ными и некоторыми другими клетками в экстра-
целлюлярное пространство. Они являются мощ-
ными и важнейшими медиаторами нормального 
функционирования иммунной системы. Выде-
ляют 2 вида цитокинов: тип 1 – они оказывают 
иммуностимулирующее действие на Т-клетки, и 

тип 2 – в значительной степени иммуносупрес-
сивны. IL-2 и IFNγ являются прототипическими 
цитокинами 1-го типа, тогда как IL-10 считает-
ся важным цитокином 2-го типа [21]. Регуляция 
гемопоэза, ангиогенеза, эмбриогенеза, апоптоза, 
хемотаксиса, воспаления и других иммунных ре-
акций – основные функции цитокинов. Развитие 
многих патологий опосредовано этими белковы-
ми молекулами, что ставит резонный вопрос о 
применении цитокинов в медицинской практи-
ке, в том числе в онкологическом секторе [4].

Терапевтическое использование рекомбинант-
ных человеческих цитокинов представляло со-
бой принципиальное доказательство в области 
иммунотерапии рака и умеренно успешную про-
тивоопухолевую стратегию в течение многих лет, 
особенно с HD-IL-2 (терапия высокими дозами 
IL-2), который считался с 1990-х годов примерно 
до 2010 года единственной одобренной FDA тера-
пией с лечебным потенциалом для прогрессиру-
ющей меланомы и почечно-клеточного рака [21].

В настоящее время большой исследователь-
ский интерес сосредоточен на возможности при-
менения для иммунотерапии опухолей IL-2, TNF 
и IFNγ, поскольку именно эти цитокины играют 
важную роль в противоопухолевой защите ор-
ганизма. В исследованиях in vitro и in vivo были 
обнаружены множественные биологические эф-
фекты данных цитокинов, что позволяет расце-
нивать их действие как противоопухолевое [1, 5, 
9]. IL-2 является одним из ключевых медиаторов 
иммунного ответа, а также проявляет противо-
опухолевые эффекты как в самостоятельном ва-
рианте при воздействии на организм опухолено-
сителей, так и в сочетании с противоопухолевой 
лекарственной терапией [2, 7, 8]. 

Интересен тот факт, что в онкологии тера-
певтическая эффективность цитокиновых ле-
карственных препаратов активно изучалась ещё 
в конце прошлого столетия, но широкого меди-
цинского внедрения методы не получили в свя-
зи с неприемлемым профилем безопасности [19, 
20].

TNFα был впервые обнаружен в 1975 г. в сыво-
ротке мышей, инфицированных БЦЖ, и инъеци-
рованных липополисахаридом (LPS), как глико-
протеин, способный вызывать геморрагический 
некроз сарком, трансплантированных мышам 
подкожно [11]. В 1984 г. после клонирования ДНК 
TNF был создан рекомбинантный человеческий 
фактор некроза опухолей [15]. TNF способен ин-
дуцировать апоптоз, некроз и аутофагию опухо-
левых клеток различного происхождения. При 
определенных же условиях TNF также может вы-
зывать избирательное разрушение кровеносных 
сосудов в опухоли, что играет большую роль в его 
противоопухолевом эффекте [16,  28,  29]. В усло-
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виях in vitro TNF усиливает цитотоксическое и 
апоптотическое действие химиопрепаратов в от-
ношении клеток злокачественных опухолей [6]. 
Этот цитокин синтезируется главным образом 
клетками иммунной системы (макрофагами, ден-
дритными клетками, лимфоцитами) и оказывает 
значительное влияние, как на врожденный, так и 
на адаптивный иммунитет. Он способен активи-
ровать Т-клетки и дендритные клетки, что при-
водит к усилению противоопухолевого адаптив-
ного иммунного ответа [28]. Таким образом, TNF 
является основным регулятором иммунного и 
воспалительного ответа на опухоль, обладает вы-
раженным цитотоксическим, цитостатическим и 
иммуномодулирующим эффектами [10].

Однако было показано, что рекомбинантный 
TNF высокотоксичен для человека при систем-
ном введении, что в свою очередь не позволяет 
достичь необходимых терапевтических доз. Ис-
ходя из этого, применение TNF в медицине ока-
залось ограничено его побочными эффектами и 
было временно прекращено.

Тем не менее, благодаря активной непрекра-
щающейся разработке инновационных гибрид-
ных молекул, в основу которых положен TNFα, 
в современную практику онкологов постепенно 
входят созданные генно-инженерными методами 
отечественные рекомбинантные противоопухо-
левые препараты, в частности такие препараты, 
как «Рефнот» (TNFα-тимозин-α1) и «Ингарон» 
(IFNγ) [3].

Препарат «Рефнот» прошел все фазы ре-
гистрационных клинических исследований в 
ведущих онкологических исследовательских 
центрах и в 2009 г. получил регистрационное 
удостоверение лекарственного средства, выдан-
ное Министерством здравоохранения РФ, для 
применения в онкологии [24, 25, 30]. «Рефнот» 
является оригинальной молекулой, содержащей 
два биологически активных соединения: TNFα и 
тимозин-α1. Важной отличительной чертой пре-
парата «Рефнот» является его низкая системная 
токсичность при сохранении противоопухолевых 
эффектов, характерных для TNF. Препарат обла-
дает специфическим прямым действием на опу-
холевую клетку через TNF-рецепторы, запуская 
процесс запрограммированной клеточной смер-
ти (апоптоз), в результате чего клетка-мишень 
погибает [24, 25, 30]. 

В настоящее время наиболее эффективное 
действие препарата «Рефнот» продемонстриро-
вано в сочетании с препаратом «Ингарон» [24, 
25, 30]. «Ингарон» также прошел весь цикл не-
обходимых клинических исследований и с 2005 г. 
разрешен к медицинскому применению на тер-
ритории РФ.

Ингарон – IFNγ выполняет значимую функ-
цию в регуляции иммунной системы, балансе 
клеточного и гуморального ответов, смещая ре-
активность в сторону первого, функционально 
связывая между собой лимфоциты с макрофага-
ми, усиливая выработку цитокинов IL-1 и IL-12 
макрофагами, стимулируя презентацию анти-
генов на поверхности измененных клеток и их 
последующий апоптоз, что подтверждено в экс-
периментах in vitro и in vivo и обеспечивает пря-
мой антипрофилеративный эффект. Повышение 
цитотоксичности Т-лимфоцитов и активация 
естественных киллеров (NK-клеток) также игра-
ет немаловажную роль в повышении противо-
опухолевой активности комплексного воздей-
ствия IFNγ. Помимо прочего, препарат обладает 
способностью блокировать ангиогенез. Особен-
ностью действия препарата «Ингарон», как ре-
комбинантного иммунного IFNγ человека, явля-
ется его потенцирующее действие по активации 
рецепторов на поверхности опухолевых клеток, с 
которыми соединяется «Рефнот» [24, 25, 30].

Таким образом, при комбинации этих двух ци-
токиновых препаратов («Рефнот» и «Ингарон») 
достигается двойной терапевтический эффект: 
иммунномодуляция на уровне макроорганизма и 
прямое противоопухолевое действие, – что гово-
рит о целесообразности их сочетания [24, 25, 30].

Материалы и методы
Проанализирован результат комбинирован-

ного лечения (стандартная ПХТ с добавлением 
цитокинотерапии в режиме «Рефнот + Ингарон») 
1 больной рецидивным раком шейки матки. 

Описание клинического случая
Пациентка А. 1981 г.р. (37 лет) в сентябре 2018 го-

да обратилась за медицинской помощью с жало-
бами на появление кровянистых выделений из 
половых путей. При дообследовании по месту 
жительства был установлен диагноз: рак шейки 
матки сТ2bN1M0, IIIb ст. Диагноз был установ-
лен на основании анамнеза, проведенного обсле-
дования и гистологического заключения (пло-
скоклеточный рак с признаками ороговения). 
С 21.09.2018 по 22.10.2018 г. проведен 1-й этап 
химиолучевого лечения: конформная ДЛТ на об-
ласть малого таза, регионарного лимфоотока на 
ЛУЭ Halcyon Varian, с применением технологии 
ротационной лучевой терапии с модуляцией ин-
тенсивности пучка излучения (VMAT) и ежеднев-
ным контролем укладки пациента (CBCT) РОД 
2 Гр, СОД 46 Гр на фоне еженедельного введения 
цисплатина 40 мг/м2 (СД 294 мг) в/в. С 29.10.2018 
по 17.11.2018 г. – проведен курс Брахитерапии 
на аппарате «Гаммед» (HDR, Ir192) РОД 7 Гр ДО 
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СОД 28 Гр. СКТ-топометрия, планирование па-
раметров лечения.

Далее пациентка находилась под активным 
динамическим наблюдением у онколога по месту 
жительства. В августе 2019 года пациентка отме-
тила появление отечности правой нижней конеч-
ности, примесь крови в моче эпизодически раз-
личной интенсивности. В октябре обратилась за 
медицинской помощью, при обследовании уста-
новлен диагноз «лучевой цистит 3-й ст., постлу-
чевой ректит, постлучевая язва мочевого пузы-
ря» и выявлен тромбоз подвздошных вен справа 
с переходом на начальный отдел нижней полой 
вены. Консультирована сосудистым хирургом – 
назначена терапия антикоагулянтами. По дан-
ным МРТ органов малого таза от 03.10.2019 г. за-
регистрировано прогрессирование заболевания в 
виде появления опухолевого инфильтрата вдоль 
наружных подвздошных сосудов справа. 

Пациентка обратилась в МРНЦ им. А.Ф. Цыба. 
На консилиуме с учетом прогрессирования забо-
левания, иммунофенотипа опухоли, характера 
предшествующего лечения и отмеченной ранее 
в анамнезе у пациентки истинной аллергической 
реакции на паклитаксел рекомендовано начать 
проведение ПХТ в режиме «Цисплатин» 50 мг/м2 
в 1-й день + «Гемцитабин» 1000 мг/м2» в 1-й, 8-й 
дни с интервалом 3 недели (без таргетного пре-
парата «Бевацизумаб» в связи с высоким риском 
развития кровотечения). С 01.11.2019 г. начато 
проведение вышеназванной ПХТ. По результа-
там контрольного обследования от 10.01.2020 г. 
после 3 циклов ПХТ согласно критериям Recist 
1.1 у пациентки зарегистрирована стабилизация 
заболевания. Анализ состояния иммунной систе-
мы пациентки показал наличие лимфоцитопе-

нии, повышение процента В-лимфоцитов, сни-
жение абсолютного и относительного количества 
Т-лимфоцитов, а также снижение количества 
NK-клеток и повышение процента регуляторных 
Т-клеток.

Пациентке было продолжено проведение 
стандартной ПХТ с добавлением цитокинотера-
пии в режиме «Рефнот» по 100 000 ЕД ежеднев-
но п/к в живот или в плечо + «Ингарон» через 
день в/м в ягодичную область или п/к в живот по 
500 000 МЕ» (согласно методическим рекомен-
дациям по применению препаратов «Рефнот» и 
«Ингарон»). По данным контрольного обследо-
вания от 23.03.2020 г. после суммарно 6 циклов 
ПХТ в комбинации с цитокинотерапией зареги-
стрирован полный ответ опухоли согласно крите-
риям Recist 1.1. 

Результаты
Хочется отметить тот факт, что с 03.2020 г. и 

по настоящее время пациентка продолжает по-
лучать вышеописанную терапию цитокинами в 
монорежиме в качестве поддержки, по данным 
контрольных обследований каждые 3 мес. со-
храняется полный регресс рецидивной опухоли 
(рис.  1,  2,  3). При мониторинге состояния им-
мунной системы в ходе проведения терапии пре-
паратами «Рефнот» и «Ингарон» отмечено увели-
чение абсолютного и относительного количества 
Т-лимфоцитов до нормального уровня, повыше-
ние цитотоксического и противоопухолевого по-
тенциала NK-клеток без увеличения их количе-
ства. Пациентка имеет хорошую переносимость 
терапии, наблюдается улучшение качества жиз-
ни, клинически значимых побочных эффектов 
не отмечено.

Рисунок 1. МР-изображение пациентки А. до начала лечения (03.10.2019), Т2-ВИ, ax (А) и DWI (Б) с построением ADC-
карты (В)
Примечание. По ходу наружных подвздошных сосудов (НПС) справа определяется конгломерат увеличенных лимфатических 
узлов, размерами около 2,7 ×× 2 ×× 4,2 см (А – стрелка) с признаками высокого сигнала на ДВИ (Б) и низкого сигнала на ADC-
картах (В – стрелка).
Figure 1. MRI image of patient A. before treatment (October 3, 2019), T2-WI, ax (A) and DWI (B) with ADC card connection (C)
Note. Along the course of the external iliac vessels (IJV), a conglomerate of enlarged lymph nodes measuring about 2.7 ×× 2 ×× 4.2 cm (А, arrow) 
with signs of a high signal on DWI (B) and a low signal on ADC cards (C, arrow) are determined on right.

А (А) Б (B) В (C)
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Обсуждение
В данном клиническом примере терапия пре-

паратами «Рефнот» (TNFα-тимозин-α1) и «Ин-
гарон» (IFNγ) является безопасным методом 
поддерживающей терапии с положительным ле-
чебным эффектом, позволяющим эффективно 

контролировать рецидивный рак шейки матки 
на протяжении более 2 лет, а также значительно 
улучшить качество жизни пациентки. Данный 
вид терапии может быть рекомендован для при-
менения в клинической онкологии. 

Финансирование
Работа выполнена без спонсорской поддержки. 

Рисунок 2. МР-изображение через 3 курса ПХТ (10.01.2020), Т2-ВИ, ax (А) и DWI (Б) с построением ADC-карты (В)
Примечание. На месте определявшегося конгломерата по ходу НПС визуализируется участок уплотнения размерами около 
2,1 ×× 0,6 ×× 3,1 см (А – стрелка), без достоверных признаков ограничения диффузии (Б, В – стрелка).
Figure 2. MR image after 3 courses of PCT (January 10, 2020), T2-WI, ax (A) and DWI (B) with the construction of an ADC map (C)
Note. In the place of the identified conglomerate along the LSL, a compaction area is visualized with dimensions of about 2.1 ×× 0.6 ×× 3.1 cm (А, 
arrow), without reliable signs of diffusion limitation (B, C, arrow).

Рисунок 3. МР-изображение пациентки через 28 мес. после окончания ПХТ (15.03.2022), Т2-ВИ, ax (А) и DWI (Б) 
с построением ADC-карты (В)
Примечание. В проекции ранее определявшегося конгломерата визуализируется зона фиброзно-рубцовых изменений (А) без 
признаков ограничения диффузии (Б, В – стрелка).
Figure 3. MR image of the patient after 28 months. after the end of PCT (March 15, 2022), T2-WI, ax (A) and DWI (B) with the 
construction of an ADC-map (C)
Note. In the projection of the previously determined conglomerate, a zone of fibrous-cicatricial changes is visualized (А) without signs of diffusion 
limitation (B, C, arrow).

А (А) Б (B) В (C)

А (А) Б (B) В (C)
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Рисунок 2. Здоровые дети и дети с внебольничной пневмонией (ВП) в пространстве двух первых нелинейных главных 
компонент
Figure 2. Healthy children and children with community-acquired pneumonia (CAP) in the space of the first two nonlinear principal components

Рисунок. 2. Схема гейтирования дендритных клеток (репрезентативный пример)
Примечание. A – выделение гейта по параметрам прямого (FS) и бокового (SS) светорассеяния. Б и В – исключение дуплетов по FS и SS 
соответственно. Г – исключение погибших клеток после окрашивания Zombie Aqua. Д – выделение популяции CD11c+ клеток (бирюзовый 
цвет – изотипический контроль). Анализ событий осуществляется последовательно, для каждого очередного гейтирования используется 
материал из предыдущего гейта.
Figure 2. Gating of dendritic cells (representative example)
Note. A, gating by forward (FS) and side scatter (SS). B and C, exclusion of doublets by FS and SS, respectively. D, exclusion of dead cell after Zombie Aqua 
staining. E, isolation of CD11c+ cells (turquoise color – isotype). Analysis of events was done sequentially, the material from previous gate was used for next gating.
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