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Рисунок 1. Характеристика получения TAMs in vitro
Примечание. А – схема эксперимента. Б – изменения относительной экспрессии мРНК Arg1 и Mrc1 в LCCM-BMDM по сравнению  
с M-CSF-BMDM после дифференцировки, перед ассоциацией с опухолевой средой. Данные qPCR. Уровень экспрессии был нормализован 
относительно уровня Actb. Контроль: M-CSF-BMDM. В качестве положительного контроля M2 поляризации к макрофагам добавляли IL-4.  
В – уровень секреции IL-6 и TNF в M-CSF-BMDM и LCCM-BMDM после дифференцировки, пг/мл.  
Г – содержание цитокинов в LCCM, по верхней оси – средние значения в пг/мл, по нижней – соответствующие цитокины. Статистический 
анализ проведен при помощи t-критерия Стьюдента, **** – p < 0,0001.
Figure 1. Characterization of the production of TAMs in vitro
Note. A, scheme of the experiment. B, changes in relative mRNA expression of Arg1 and Mrc1 in LCCM-BMDM compared to M-CSF-BMDM after differentiation, 
prior to association with tumor environment. qPCR data. Expression levels were normalized relative to Actb levels. Control: M-CSF-BMDM. IL-4 was added to 
macrophages as a positive control for M2 polarization. C, IL-6 and TNF secretion levels in M-CSF-BMDM and LCCM-BMDM after differentiation, pg/mL.  
D, cytokine content in LCCM, upper axis means values in pg/mL, lower axis corresponding cytokines.  
****, p < 0.0001 (Student’s t-test, was used).
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РАСТВОРИМЫЕ ФАКТОРЫ МАКРОФАГОВ  
ЧЕЛОВЕКА СПОСОБНЫ ИНГИБИРОВАТЬ  
TGF-ββ-ИНДУЦИРОВАННУЮ ДИФФЕРЕНЦИРОВКУ 
ФИБРОБЛАСТОВ ЛЕГКИХ
Максимова А.А., Шевела Е.Я., Сахно Л.В.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия

Резюме. Макрофаги являются ключевыми клетками-регуляторами фиброгенеза и благодаря сво-
ей пластичности и гетерогенности способны оказывать как про-, так и антифиброгенное действие. 
В некоторых работах был продемонстрирован антифиброгенный потенциал макрофагов в отноше-
нии фибробластов дермы, однако влияние макрофагов на функции фибробластов легких остается не-
исследованным. Таким образом, целью данного исследования являлось изучение влияния кондици-
онных сред макрофагов человека, дифференцированных M-CSF/GM-CSF и далее поляризованных 
дексаметазоном/неполяризованных на TGF-β-индуцированную дифференцировку фибробластов 
легких. Макрофаги генерировали из моноцитов периферической крови условно здоровых доноров 
в присутствии M-CSF или GM-CSF в течение 7 дней. На 5-й день добавляли дексаметазон с целью 
получения поляризованных макрофагов M-M(Dex) и GM-M(Dex), которые сравнивали с неполяри-
зованными M-M0 и GM-M0, к которым не добавляли дексаметазон. Далее собирали кондиционную 
среду макрофагов указанных подтипов, которую тестировали по способности ингибировать диф-
ференцировку фибробластов легких (клеточная линия HLF210). Для этого к культурам фибробла-
стов одномоментно добавляли TGF-β (индуцирующий фактор дифференцировки) и кондиционную 
среду макрофагов. Дифференцировку оценивали по уровню экспрессии маркера миофибробластов 
α-гладкомышечного актина (α-SMA) и продукции белка внеклеточного матрикса – коллагена I типа. 
Анализ α-SMA был выполнен при помощи проточной цитометрии. Содержание коллагена I типа 
определяли иммуноферментным методом. Оценку экспрессии α-SMA проводили с использованием 
3D-культур фибробластов, поскольку полученные нами данные демонстрируют, что при стандартном 
культивировании происходит спонтанная активация фибробластов, тогда как в 3D-культурах коли-
чество α-SMA-позитивных клеток значительно меньше, что свидетельствует о более физиологичном 
росте клеток. Кондиционные среды дексаметазон-поляризованных макрофагов, независимо от диф-
ференцировочного стимула, не влияли значимо на экспрессию α-SMA, а также уровень продукции 
коллагена I типа клетками HLF210. Напротив, растворимые факторы М-М0 оказывали выраженный 
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ингибирующий эффект, приводя к снижению количества фибробластов, экспрессирующих маркер 
миофибробластов, а также к снижению содержания коллагена I типа в исследуемых культурах фибро-
бластов. При этом GM-M0 не обладали таковым эффектом и, подобно поляризованным макрофагам, 
не ингибировали дифференцировку фибробластов легких. В целом, полученные результаты свиде-
тельствуют о возможном антифиброгенном потенциале М-М0 макрофагов. При этом отсутствие та-
кового эффекта в GM-M0 макрофагах свидетельствует о важном вкладе дифференцировочного фак-
тора в формирование антифиброгенного фенотипа макрофагов.

Ключевые слова: макрофаги, фибробласты, кондиционные среды, антифиброгенная активность, коллаген, 
α-гладкомышечный актин

SOLUBLE HUMAN MACROPHAGE FACTORS ARE ABLE 
TO INHIBIT TGF-ββ-INDUCED DIFFERENTIATION OF LUNG 
FIBROBLASTS
Maksimova A.A., Shevela E.Ya., Sakhno L.V.
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. Macrophages are key regulatory cells of fibrogenesis. They can have pro- or antifibrotic activity 
due to their plasticity and heterogeneity. Some studies have shown the antifibrotic effect of macrophages 
on dermal fibroblasts, but the effect of macrophages on the lung fibroblast functions remains unexplored. 
Therefore, the purpose of this study was to examine the influence of conditioned media of human macrophage 
differentiated by M-CSF/GM-CSF and further dexamethasone polarized/unpolarized on the TGF-β-induced 
lung fibroblast differentiation. Macrophages were derived from peripheral blood monocytes of healthy donors. 
Monocytes were differentiated by M-CSF or GM-CSF for 7 days. On day 5, dexamethasone was added to 
generation of polarized macrophages M-M(Dex) and GM-M(Dex). Polarized macrophages were compared 
with non-polarized M-M0 and GM-M0, to which dexamethasone was not added. Next, the conditioned 
medium of these macrophage subtypes was collected and tested for inhibition the lung fibroblast differentiation 
(HLF210 cell line). To do this, TGF-β (inducing differentiation factor) and conditioned macrophage medium 
were added to fibroblast cultures. Effectiveness of differentiation was estimated by the expression of the 
myofibroblast marker, α-smooth muscle actin (α-SMA), and the production of extracellular matrix protein, 
collagen I. The expression of α-SMA was determined using flow cytometry. The concentration of collagen 
I was measured by ELISA. Since our data indicates that spontaneous activation of fibroblasts occurs during 
standard cultivation, the α-SMA expression was investigated in 3D culture of fibroblasts. Notably, the content 
of α-SMA-positive cells in 3D cultures was significantly reduced, indicating more physiological growth cells. 
Regardless of the differentiation stimulus, the conditioned media of dexamethasone-polarized macrophages 
do not affect the level of collagen I production or the α-SMA expression. On the contrary, M-M0 showed 
a strong inhibitory effect that reduced the amount of collagen I in the fibroblast cultures and the expression 
of marker myofibroblasts by fibroblasts. Interesting, GM-M0 had no such effect and did not prevent lung 
fibroblast differentiation like polarized cells. Taken together, the findings suggest that M-M0 macrophages 
may have antifibrotic properties. Furthermore, the lack of this effect in GM-M0 macrophages indicates that 
the differentiation factor plays a significant role in the development of the antifibrotic macrophage phenotype.

Keywords: macrophages, fibroblasts, conditioned media, antifibrotic activity, collagen, α-smooth actin

Работа выполнена в рамках гранта РНФ  
№ 23-25-00349, https://rscf.ru/project/23-25-00349.

Введение
Легочный фиброз представляет собой полиэ-

тиологическую патологию, характеризующуюся 
разрастанием соединительной ткани в легких. 

Долгое время считалось, что фиброз необратим, 
но некоторые эксперименты in vivo и известные 
случаи регрессии фиброза легких у людей [3, 4, 
8] доказывают, что это не так. Тем не менее эф-
фективного лекарства, которое могло бы помочь 
обратить процесс вспять, на данный момент не 
существует, а известные антифибротические пре-
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параты, такие как пирфенидон и нинтеданиб, 
замедляют прогрессирование фиброза, а не спо-
собствуют его разрешению. Поэтому поиск те-
рапевтических методов, которые позволили бы 
предотвратить развитие фиброза и восстановить 
нормальную структуру легочной ткани, является 
актуальным. Определенные надежды связывают 
с развитием клеточной терапии, направленной 
на перепрограммирование макрофагов или ис-
пользование макрофагов с антифиброгенными 
свойствами [11].

Макрофаги являются гетерогенной и высоко-
пластичной популяцией клеток. В рамках кон-
цепции влияния на процесс воспаления выделя-
ют М1- и М2-макрофаги с провоспалительными 
и противовоспалительными свойствами соответ-
ственно. Кроме того, в настоящий момент извест-
но, что подмножества М1- и М2-макрофагов ге-
терогенны и в зависимости от стимулов, которые 
формируют функциональный фенотип макрофа-
гов, могут проявлять различную активность. Так, 
например, в отношении фибротического про-
цесса М2-макрофаги, поляризованные IL-4 (так 
называемые М2а) и/или IL-13, обладают профи-
брогенным действием, стимулируя активность 
фибробластов кожи, тогда как М2-макрофаги, 
поляризованные IL-10 (М2с), проявляют анти-
фиброгенные свойства [10]. Однако влияние ма-
крофагов человека на дифференцировку легоч-
ных фибробластов остается неизученным. 

Данное исследование нацелено на изучение 
влияния кондиционных сред макрофагов чело-
века на способность фибробластов легких акти-
вироваться под влиянием профиброгенных сти-
мулов, что in vitro модулирует раннюю стадию 
формирования фиброза. Миофибробласты, обра-
зующиеся из фибробластов в результате их диф-
ференцировки, являются ключевыми клетками 
в фиброзном процессе [1]. Они характеризуются 
активной продукцией внеклеточного матрик-
са (ВКМ), в первую очередь – коллагена, экс-
прессией α-гладкомышечного актина (α-SMA) 
и виментина, а также способностью к сократи-
мости [1]. Основным фактором, индуцирующим 
дифференцировку фибробластов в миофибро-
бласты, является TGF-β [7]. Таким образом, для 
того, чтобы оценить способность макрофагов 
ингибировать дифференцировку фибробластов, 
в культуры фибробластов, наряду с TGF-β, до-
бавляли кондиционные среды различно активи-
рованных макрофагов. 

Согласно полученным нами ранее данным, 
макрофаги, поляризованные дексаметазоном 
М(Dex), характеризуются низкой TGF-β-
продуцирующей активностью, что в совокупно-
сти с активной продукцией ММР и низким уров-
нем TIMP-1, а также минимальным влиянием на 

дифференцировку и коллаген-продуцирующую 
активность фибробластов дермы, может указы-
вать на их антифиброгенный потенциал. Кроме 
того, в некоторых исследованиях было показано, 
что неполяризованные макрофаги (М0) также 
могут обладать антифиброгенными свойства-
ми [2, 14]. Таким образом, данное исследование 
было сосредоточено на макрофагах человека, 
дифференцированных в присутствии M-CSF и 
GM-CSF, и далее поляризованных дексаметазо-
ном/неполяризованных, как клетках с потенци-
альной антифиброгенной активностью.

Материалы и методы
Макрофаги генерировали из моноцитов пе-

риферической крови. Моноциты выделяли с по-
мощью RosetteSep Human Monocyte Enrichment 
Cocktail (STEMCELL technologies, Канада) в со-
ответствии с инструкцией производителя. Кра-
тко, к 15 мл цельной крови здоровых доноров 
добавляли ЭДТА до конечной концентрации 
1  мМ, а также RosetteSep Cocktail в концентра-
ции 50 мкл/ мл, и инкубировали при комнатной 
температуре 20 минут. После этого кровь раз-
бавляли эквивалентным объемом забуференного 
фосфатами физиологического раствора (ЗФР) и 
центрифугировали в градиенте плотности фи-
колла-верографина. Интерфазу, обогащенную 
моноцитами, собирали и двукратно отмывали 
с помощью ЗФР. Далее клеточную взвесь, обо-
гащенную моноцитами, помещали в 12-тилу-
ночные планшеты (TPP, Швейцария) в среде 
RPMI-1640 (ООО «БиолоТ», Россия), дополнен-
ной 0,05 мМ 2-меркаптоэтанола, 2 мМ пирувата 
натрия, 0,3 мг/мл L-глутамина, 1% незамени-
мых аминокислот (все реагенты Sigma-Aldrich, 
США), 10% FBS (Gibco, Великобритания) и 
50 нг/мл рекомбинантного M-CSF или GM-CSF 
(все производства Sigma-Aldrich, США) и культи-
вировали в течение 7 дней при 37 °С, 5% СО2, 95% 
влажности. На 5-й день в среду добавляли декса-
метазон в концентрации 50 нг/мл (KRKA, Сло-
вения); полученные макрофаги были обозначены 
как M-M(Dex) и GM-M(Dex) в соответствии с 
дифференцировочным фактором. Неполяризо-
ванные клетки (M-M0 и GM-M0) генерировали 
без добавления дексаметазона. По окончании 
срока культивирования макрофаги получали 
при помощи механической диссоциации, под-
считывали количество клеток и определяли их 
жизнеспособность (по исключению трипанового 
синего). Супернатанты собирали, центрифуги-
ровали, подвергали стерилизующей фильтрации, 
криоконсервировали и хранили при температуре 
-80 °С.

Источником фибробластов служила линия 
легочных фибробластов взрослого HLF210, кото-
рая была любезно предоставлена Институтом ре-
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Стандартное культивирование фибробластов 
(2D) осуществляли в 24-луночном планшете 
(TPP, Швейцария) в количестве 150 × 103 кле-
ток/ лунку в среде DMEM/F12 (ООО «БиолоТ», 
Россия) и 5% FBS (Gibco, США) или кондицион-
ной среде макрофагов в течение 5 дней. 

3D-культивирование фибробластов произво-
дили в коллагеновом геле плотностью 2 мг/мл 
(Институт Цитологии, Россия), используя ана-
логичную концентрацию клеток, в 24-луночном 
планшете (TPP, Швейцария) в среде DMEM/F12 
(ООО «БиолоТ», Россия) и 5% FBS (Gibco, США) 
или кондиционной среде макрофагов. 

Дифференцировку фибробластов в 2D/3D-
культурах индуцировали с помощью 20 нг/мл 
TGF-β (PeproTech, Великобритания), который 
вносили в 1-й день культивирования одновре-
менно с кондиционной средой макрофагов/
стандартной средой; в качестве контроля исполь-
зовали культуры фибробластов без TGF-β. Вну-
триклеточную экспрессию α-гладкомышечного 
актина (α-SMA) в 3D-культурах оценивали после 
расщепления коллагеновой матрицы с помощью 
коллагеназы (Sigma-Aldrich, США), используя 
APC-конъюгированные антитела к α-SMA (R&D 
Systems, США). Уровень экспрессии α-SMA ана-
лизировали методом проточной цитофлуориме-
трии (FACS Calibur, Becton Dickinson, США) с 
использованием ПО Cell Quest (Becton Dickinson, 
США).

Уровень продукции коллагена I типа клетка-
ми линии HLF210 определяли с помощью Human 
Collagen Type I Alpha 1 ELISA Kit (Wuhan Fine 
Biotech Co., Китай) в соответствии с инструкци-
ей производителя.

Статистическую обработку полученных 
результатов производили с помощью программного 
обеспечения STATISTICA 8.0 (StatSoft Inc., США). 
Данные представлены в виде индивидуальных 
значений и медиан с указанием интерквартильных 
диапазонов – Ме (Q0,25-Q0,75). Значимость разли-
чий сравниваемых групп оценивали с помощью 
критерия Вилкоксона для связанных выборок; 
различия считались значимыми при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
Настоящее исследование было направлено 

на изучение влияния кондиционных сред ма-
крофагов на дифференцировку фибробластов 
легких. Первой задачей являлась оценка уров-
ня экспрессии фибробластами легких α-SMA, 
важного маркера, отражающего переход клеток 
к миофибробластному фенотипу. Учитывая из-
вестные ранее данные о частичной активации 
фибробластов сердца при взаимодействии с 

пластиком [5], нами было решено сравнить экс-
прессию α-SMA фибробластами легких HLF210 
в 2D- и 3D-культурах. Как видно из рисунка 1Г 
и Д, содержание α-SMA-экспрессирующих кле-
ток при культивировании фибробластов в виде 
3D-структур было значительно ниже по сравне-
нию с 2D-культурами (20-35% vs 60-65%). Более 
того, в двухмерных культурах фибробласты были 
более отростчатыми (рис. 1А), что характерно для 
активированных клеток, тогда как в коллагено-
вом геле клетки имели более естественную вере-
теновидную форму (рис. 1Б). Однако под влияни-
ем TGF-β клетки HLF210 в трехмерных культурах 
приобретали характерный миофибробластный 
фенотип (рис. 1Д и Е). Данные результаты согла-
суются с наблюдением Machahua C. и соавт., ко-
торые показали, что 3D-культивирование фибро-
бластов легких может являться удобной моделью 
для изучения фиброза легких [6]. Таким образом, 
по-видимому, культивирование фибробластов в 
трехмерных культурах более физиологически ре-
левантно по отношению к ситуации in vivo, поэ-
тому анализ влияния макрофагов на экспрессию 
α-SMA был проведен в 3D-культурах фибробла-
стов.

Рисунок 2 демонстрирует влияние конди-
ционных сред исследуемых макрофагов на экс-
прессию α-SMA. Видно, что добавление TGF-β 
стимулировало экспрессию α-SMA фибробла-
стами легких, что отражено в значительном уве-
личении доли α-SMA-экспрессирующих кле-
ток (с 20% в контрольных культурах до 70-80% 
в присутствии TGF-β). При добавлении TGF-β 
вместе с кондиционными средами макрофа-
гов, поляризованных дексаметазоном, уровень 
α-SMA+ клеток не отличался от такового при 
добавлении одного только TGF-β. Содержание 
α-SMA-экспрессирующих клеток в присутствии 
кондиционных сред M-М(Dex) и GM-M(Dex) 
составляло, соответственно, 76,2 (73-77) % и 73 
(63,5-80) % по сравнению с 77,5 (72,5-81) % в при-
сутствии TGF-β. Напротив, кондиционные среды 
М-М0 продемонстрировали способность к пода-
влению интенсивности TGF-β-индуцированной 
дифференцировки фибробластов, о чем свиде-
тельствовало практически двукратное снижение 
процента α-SMA-позитивных клеток (pW < 0,05 
по сравнению с TGF-β-индуцированным кон-
тролем). Более того, хотя медианное значение и 
не достигало уровня нестимулированного кон-
троля (20 (18-34) %), значимых различий содер-
жания α-SMA+ клеток в присутствии кондицион-
ных сред М-М0 обнаружено не было (pW > 0,05). 
Интересно, что GM-M0 в отличие от M-M0 не 
демонстрировали ингибирующий эффект. Доля 
α-SMA-экспрессирующих (мио)фибробластов 
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Рисунок 1. Сравнение культивирования клеток HLF210 в 2D- и 3D-культурах 
Примечание. А, В, Д – морфологическая картина культуры HLF210 при стандартном культивировании в виде 2D-монослоя и в 
виде 3D-структур в коллагеновом геле без/с добавлением в среду TGF-ββ. Б, Г, Е – данные проточной цитометрии по экспрессии 
αα-SMA клетками HLF210 в 2D- и 3D-культурах без/с добавлением в среду TGF-ββ (репрезентативный эксперимент); серым 
обозначен эксперимент, черной линией – внутренний контроль (автофлуоресценция).
Figure 1. 2D and 3D cultures of HLF210 cells comparison
Note. A, B, C, HLF210 culture morphology in standard 2D monolayer and in the 3D structures in a collagen gel with or without TGF-β addition. 
D, E, F, flow cytometry data of the α-SMA expression by HLF210 cells in 2D and 3D cultures with or without TGF-β addition (representative 
experiment); the gray histogram indicates the experiment; the black line indicates the internal control (autofluorescence).

составляла 66,5 (58-79) %, что не отличалось зна-
чимо от TGF-β-индуцированных культур.

Функциональная активность миофибробла-
стов определяется их способностью активно 
продуцировать компоненты внеклеточного ма-
трикса [1], поэтому следующей задачей иссле-
дования являлась оценка продукции коллагена 
I типа клетками HLF210. Поскольку извлечение 
фибробластов из коллагеновой матрицы вклю-

чает этап обработки коллагеназой, что могло по-
влиять на содержание коллагена в супернатантах, 
анализ продукции коллагена проводился только 
в двухмерных культурах фибробластов. Подобно 
тому, как это было показано ранее в отношении 
α-SMA, TGF-β-индуцированная продукция кол-
лагена клетками HLF210 в присутствии конди-
ционных сред М-М0 была ниже по сравнению 
с TGF-β-индуцированным контролем (54 (41,2-
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Рисунок 3. Влияние кондиционных сред макрофагов на 
TGF-ββ-индуцированную продукцию коллагена клетками 
HLF210, n = 5-7
Примечание. * – статистически значимые различия с 
контролем (pW < 0,05), # – различия с TGF-ββ-индуцированным 
контролем на уровне тренда (pW = 0,07). 
Figure 3. Effect of macrophage conditioned media on TGF-β-
induced collagen production by HLF210 cells, n = 5-7
Note. *, statistically significant difference compared to control 
(pW < 0.05); #, difference compared to TGF-β-induced cultures at the 
trend level (pW = 0.07). 

Рисунок 2. Эффект влияния кондиционных сред макрофагов на экспрессию αα-SMA клетками HLF210
Примечание. А – доля αα-SMA-экспрессирующих клеток в культурах фибробластов (в %), n = 5-6; Б – значение средней 
интенсивности флюоресценции αα-SMA, n = 5-6; * – статистически значимые различия с контролем (pW < 0,05); # – статистически 
значимые различия с TGF-ββ-индуцированным контролем (pW < 0,05).
Figure 2. Effect of macrophage conditioned media on the α-SMA expression by HLF210 cells
Note. A, the content of α-SMA-expressing cells in fibroblast cultures (%), n = 5-6; B, the mean fluorescence intensity of α-SMA, n = 5-6; *, 
statistically significant difference compared to control (pW < 0.05); #, statistically significant difference compared to TGF-β-induced cultures 
(pW < 0.05).

ционных сред GM-M0, M-M(Dex) и GM-M(Dex) 
соответственно).

Таким образом, в совокупности получен-
ные данные указывают на то, что растворимые 
факторы M-М0 макрофагов, в отличие от дру-
гих исследуемых подтипов, способны подавлять 
TGF- β-индуцированную дифференцировку ле-
гочных фибробластов. 

В литературе имеются единичные работы, 
характеризующие влияние макрофагов, генери-
руемых из моноцитов, на фибробласты легких. 
Так, Song и соавт. продемонстрировали, что раз-
лично активированные макрофаги способны 
оказывать разнонаправленное влияние на функ-
циональную активность фибробластов [12]. Ав-
торы показали, что макрофаги, поляризованные 
дексаметазоном, стимулируют пролиферацию 
и продукцию коллагена недифференцирован-
ными легочными фибробластами. Наше иссле-
дование дополняет эти данные, демонстрируя, 
что дексаметазон-поляризованные макрофаги, 
независимо от дифференцировочного стимула 
(M-CSF или GM-CSF), не способны ингибиро-
вать TGF- β-индуцированную дифференцировку 
фибробластов легких.

Ранее было показано, что макрофаги с М2с-
фенотипом обладают антифиброгенными свой-
ствами в отношении фибробластов дермы, по 
крайней мере, клетки, индуцированные IL- 10 [10]. 
При этом М2с фенотип может быть также инду-
цирован глюкокортикоидами или TGF-β. Однако 
согласно полученным нами результатам, декса-
метазон не направляет макрофаги в клетки с вы-
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87,6) нг/мл vs 63,8 (54,8-150) нг/мл) (pW = 0,07) 
(рис.  3). В присутствии других кондиционных 
сред макрофагов значимых различий с TGF-β-
индуцированными фибробластами не наблюда-
лось (70 (34,8-70,1) нг/мл, 71 (36-135,2) нг/мл и 
76,8 (49,6-105,6) нг/мл при добавлении конди-
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раженным антифиброгенным потенциалом. Это 
согласуется с идеей гетерогенности макрофагов, 
отраженной в руководстве Macrophage activation 
and polarization: nomenclature and experimental 
guidelines, в котором рекомендовано указывать 
поляризующий стимул генерируемых макрофа-
гов в скобках [9], а не использовать аббревиатуру 
М2а, М2b, M2c и т. д.

Заключение
Полученные в данном исследовании данные, 

демонстрирующие ингибирование дифференци-
ровки фибробластов растворимыми факторами 
макрофагов, дифференцированных в присут-
ствии M-CSF, но не GM-CSF, свидетельствует о 
важной роли дифференцировочного фактора в 

формировании функционального фенотипа ма-
крофагов с антифиброгенными свойствами. Дей-
ствительно, дифференцировочные факторы 
вносят значительный вклад в формирующийся 
фенотип макрофагов, что было отражено во мно-
гих исследованиях, сравнивающих макрофаги, 
генерируемые под влиянием M-CSF или GM-
CSF [13,  15]. Механизмы антифиброгенной ак-
тивности М-М0 макрофагов еще предстоит вы-
яснить.
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МЕМБРАННАЯ ЭКСПРЕССИЯ Hsp70  
НА ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТКАХ ПРИ ОБЪЕМНОМ 
КУЛЬТИВИРОВАНИИ В 3D-КУЛЬТУРАХ 
Костенко В.В.1, 2, Бойко А.А.1, Гречихина М.В.1, Овсяникова О.В.1, 2, 
Сапожников А.М.1
1 ФГБУН «Институт биоорганической химии имени академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова» 
Российской академии наук, Москва, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова», Москва, Россия

Резюме. Белки теплового шока семейства 70 кДа (HSP70) относятся к внутриклеточным шаперо-
нам, необходимым клетке для поддержания белкового гомеостаза. В цитозоле в нормальных услови-
ях эти белки помогают правильному сворачиванию белков, предотвращая их агрегацию, участвуют 
в транспорте белков, выживании клеток. Среди HSP70 выделяют пул стресс-индуцируемых белков 
Hsp70, который заметно увеличивается в ответ на ряд стресс-факторов и способствует восстановле-
нию клеток после стресса. Опухолевые клетки, в отличие от нормальных, характеризуются способ-
ностью представлять Hsp70 на поверхности клеточной мембраны. Мембраносвязанные Hsp70 могут 
выступать как сигналы опасности и способны усиливать или ингибировать иммунные реакции. Трех-
мерная модель клеточных культур в виде сфероидов в разной степени может имитировать структур-
ную организацию солидных опухолей. В культурах многоклеточных сфероидов (3D) формируется 
гипоксия внутри сфероидов, градиенты питательных веществ, что может влиять на транслокацию 
Hsp70 на мембрану клеток. Целью данной работы был сравнительный анализ экспрессии Hsp70 на 
опухолевых клетках различного происхождения при культивировании в монослойном состоянии 
(2D) и 3D-культурах. Анализ экспрессии провели на линиях рака молочной и поджелудочной же-
лез, карцином толстой кишки и простаты, лимфомах методами проточной цитометрии и конфокаль-
ной микроскопии. Культивирование в 3D-культурах проводили с использованием антиадгезивной 
подложки PolyHEMA. Показали, что карциномы различного происхождения не все экспрессируют 
Hsp70 как в 2D, так и в 3D-культурах. Для некоторых опухолевых линий характерна экспрессия Hsp70 
только в 3D-культурах. Экспрессия Hsp70 была выявлена на клетках рака молочных желез BT20; 
карциномы толстой кишки SW837; поджелудочной железы PANC1 и простаты PC-3. Анализ Hsp70-
положительных карцином различной локализации в 2D- и 3D-моделях может быть полезен для ис-
пользования антител против Hsp70 в качестве вектора для доставки противоопухолевых препаратов.

Ключевые слова: Hsp70, рак молочной железы, рак поджелудочной железы, карцинома толстой кишки, карцинома 
простаты, 2D-культуры, 3D-культуры, флуоресцентная визуализация, конфокальная микроскопия
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EXPRESSION OF MEMBRANE HSP70 ON TUMOR CELLS 
DURING CULTIVATION IN 3D CULTURES
Kostenko V.V.a, b, Boyko A.A.a, Grechikhina M.V.a, Ovsyanikova O.V.a, b, 
Sapozhnikov A.M.a
a Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Science, Moscow, Russian 
Federation  
b Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russian Federation

Abstract. Heat shock proteins of the 70 kDa family (HSP70) are intracellular chaperones necessary for 
the cell to maintain protein homeostasis. In the cytosol, under normal conditions, these proteins promote 
the correct folding of proteins, preventing their aggregation, and are involved in protein transport and cell 
survival. Among the HSP70, there is a pool of stress-inducible proteins Hsp70, which significantly increases in 
response to a number of stress factors and facilitates cell recovery after stress. Tumor cells, unlike normal, are 
characterized by the ability to present Hsp70 on the surface of the cell membrane. Membrane-bound Hsp70 
can be considered as a danger signal and enhance or inhibit immune responses. A three-dimensional model 
of cells in the spheroids in varying degrees simulates the structural organization of solid tumors. In cultures of 
multicellular spheroids (3D), hypoxia and nutrient gradients are formed within the spheroids, which can affect 
the translocation of Hsp70 to the cell membrane. The purpose of this work was a comparative analysis of Hsp70 
expression on tumor cells of various origins when cultivated in a monolayer state (2D) and 3D cultures. Analysis 
was carried out on breast and pancreatic tumor cell lines, colon and prostate carcinomas, and lymphomas using 
flow cytometry and confocal microscopy methods. Cultivation in 3D cultures was performed using the anti-
adhesive PolyHEMA substrate. The results showed that not all carcinomas from our panel express Hsp70 in 
both 2D and 3D cultures. Some tumor lines have membrane Hsp70 only in 3D cultures. Hsp70 expression was 
detected on: BT20 breast cancer cells; colon carcinoma SW837; pancreas PANC1; and prostate PC-3. Analysis 
of Hsp70-positive carcinomas of various localizations in 2D and 3D models may be useful for the application 
of antibodies against Hsp70 as a vector for the delivery of anticancer drugs.

Keywords: Hsp70, breast cancer, pancreatic cancer, colon carcinomas, prostate carcinomas, 2D cultures, 3D cultures, fluorescence 
imaging, confocal microscopy

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда (проект № 23-15-
00472).

Введение
Белки теплового шока (HSP) относятся к вну-

триклеточным шаперонам, необходимым клет-
ке для поддержания белкового гомеостаза: они 
способствуют поддержанию нормальной кон-
формации белков, предотвращают их агрегацию, 
они вовлечены в процессы транспорта и утили-
зации неправильно свернутых белков в нормаль-
ных условиях и при стрессе. Одну из групп HSP 
формирует семейство белков с молекулярной 
массой 70 кДа. Это семейство включает в себя 
конститутивно экспрессируемые белки (Hsc70, 
митохондриальный Hsp70), а также несколько 
стресс-индуцируемых белков (Hsp70), инициа-
ция накопления которых в клетке происходит в 
условиях гипертермии, окислительного стресса, 
токсического воздействия и др. [5]. Индуциру-

емые Hsp70, помимо внутриклеточной локали-
зации, экспрессируются на поверхности кле-
ток различных злокачественных опухолей, для 
нормальных/нетрансформированных клеток 
поверхностная экспрессия Hsp70 не характер-
на [7]. Такой локализации способствуют спец-
ифическими изменения в липидных компонен-
тах мембран опухолевых клеток, связанных с 
присутствием глоботриаозилцерамида (Gb3) и 
фосфатидил серина [4]. Появление мембрано-
ассоциированных Hsp70 на поверхности клетки 
можно рассматривать как сигнал опасности, сти-
мулирующего распознавание опухолевых клеток 
иммуннокомпетентными клетками [1, 2, 3, 10]. 
C другой стороны, показано, что повышенная 
экспрессия Hsp70 на мембране опухолевых кле-
ток ассоциирована с плохим прогнозом для па-
циентов [8]. Таким образом, опухоль-ассоцииро-
ванную мембранную экспрессию Hsp70 можно 
рассматривать как мишень для доставки терапев-
тических препаратов к опухолевым клеткам. 
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Материалы и методы
В работе использовали линии клеток рака 

молочных желез BT20, BT474, HCC1395, MDA-
MD-231; толстой кишки HCT116, HT29; аде-
нокарцинома прямой кишки SW837; карци-
номы поджелудочной железы PANC1, AsPC1, 
COLO357; простаты Du145, PC-3; а также лимфом 
Raji, Daudi и лейкемии K562 (все линии из кол-
лекции ИБХ РАН). Клетки инкубировали в среде 
DMEM/F12 с добавлением 10%-ной фетальной 
телячьей сыворотки (FCS), L-глютамина, анти-
биотиков (все от НПП «ПанЭко», России) в ин-
кубаторе с 5% CO2 при температуре 37 °C. Клетки 
пассировали путем трипсинизации с использова-
нием раствора трипсин/ЭДТА (НПП «ПанЭко», 
Россия) два раза в неделю. 

Для получения 3D-культур на дно стерильных 
12-луночных планшетов (Costar, США) вноси-
ли 700 мкл поли(2-гидроксиэтилметакрилата) 
(PolyHEMA) (5 мг/мл в 100% этаноле). Планше-
ты оставляли до полного испарения спирта. По-
сле промывки фосфатно-солевым буфером (ФБ) 
в лунки вносили клетки и оставляли инкубиро-
вать 24-36 ч. 

Для анализа методом проточной цитометрии 
клетки из 2D-культур снимали трипсином, отмы-
вали фосфатно-солевым буфером ФБ, переводи-
ли в ФБ с 1% бычьего альбумина и 0,05% азида 
натрия (ФБА). Клетки из 3D-культур разбивали 
на мелкие сфероиды интенсивным пипетирова-
нием и далее обрабатывали аналогично. Клет-
ки разносили по 96-луночным круглодонным 
планшетам, добавляли антитела к Hsp70 (клон 
REA349, Miltenyi Biotec, Германия), меченные 
FITC или фикоэритрином (РЕ), инкубировали 
планшеты при +4 °C 1-2 ч, отмывали в ФБА и ана-
лизировали на проточном цитометре FACsCalibur 
(BD, США). Результаты обработаны в программе 
FlowJo v.10 (BD, США). 

Для получения 2D-культур клетки высевали 
на стерильные покровные стекла, помещенные 
в 6-луночные планшеты (Costar, США) и инку-
бировали в течение ночи. Затем клетки промы-
вали в ФБ и инкубировали с антителом к Hsp70 
(клон REA349, HSP70-PE, Miltenyi Biotec, Гер-
мания), меченным FITC или РЕ. Для анализа 
клеток в 3D-культурах сфероиды переносили в 
лунки 96-луночных круглодонных планшетов и 
окрашивали антителами к Hsp70. Ядра клеток 
окрашивали Hoechst 33258 (Sigma-Aldrich, США) 
10-15 мин. Инкубацию проводили 1-2 ч, отмы-
вали ФБА, фиксировали 2%-ным параформаль-
дегидом и полимеризовали средой Mowiol 4.88 
(Calbiochem, Германия). Слайды анализировали 
с помощью конфокального микроскопа Eclipse 
TE2000 (Nikon, Япония). Для обработки резуль-
татов использовалось программное обеспечение 
EZ-C1 FreeViewer (Nikon, Япония).

Графики были созданы с использованием про-
граммного обеспечения MS Excel. Данные пред-
ставлены как среднее значение ± SEM, по край-
ней мере для трех независимых экспериментов 
или как один репрезентативный эксперимент из 
трех. Статистический анализ проводился с ис-
пользованием t-критерия Стьюдента. Уровни 
значимости p < 0,05 считались статистически до-
стоверными.

Результаты и обсуждение
Сравнительный анализ экспрессии Hsp70 ме-

тодом проточной цитометрии на поверхности 
опухолевых клеточных линий различного про-
исхождения после культивирования в стандарт-
ных условиях в монослое (2D-культуры) пока-
зал, что не все клетки экспрессируют этот белок 
(рис. 1, 2). Клетки линий рака молочной железы 
BT-20 и HCC1395 характеризовались наличием 
мембрано-ассоциированных Hsp70, тогда как 
MDA-MB-231 и BT474 были негативными (рис. 
1А). Среди анализируемых линий, выделенных 
из опухолей колоректального происхождения 
HCT116, SW837 и HT29 не было выявлено Hsp70-
позитивных (рис. 1Г). 

В условиях формирования сфероидов 
(3D-культуры) регистрировалось усиление пред-
ставленности на поверхности мембраны Hsp70 
для линии BT-20 (рис. 1А, стрелка); уровень экс-
прессии Hsp70 на мембранах HCC1395 не менял-
ся, а линии MDA-MB-231 и BT474 оставались не-
гативными в 3D-культурах, как в 2D-состоянии 
(рис. 1А). 

Среди линий колоректального рака клеток 
усиление экспрессии Hsp70 в 3D-культурах на-
блюдалось на линиях HT29 и SW837 (рис. 1Г). 
Мембранная экспрессия Hsp70 в клетках HCT116 
не появлялась в 3D-культурах (рис. 1Г). 

Анализ поверхностной экспрессии Hsp70 ме-
тодом конфокальной микроскопии показал, что 
усиление транслокации Hsp70 на мембрану кле-
ток линии ВТ-20 наблюдается по поверхности 
сфероидов (рис. 1Б), тогда как в центре сфероида 
красное свечение отсутствовало (рис. 1Б, стрел-
ка). Экспрессию Hsp70 на клетках MDA-MD-231 
не наблюдали в 3D-культуре (рис. 1В), что согла-
суется с данными проточной цитометрии. 

Аналогичные результаты были получены и 
на клетках колоректальных карцином. Экспрес-
сия Hsp70 на положительных линиях HT29 и 
SW837 локализовалась по поверхности сферо-
идов (рис. 1Д, Ж) и отсутствовала на сфероидах 
НСТ116 (рис. 1Е).

Данные анализа экспрессии Hsp70 на лини-
ях рака поджелудочной железы PANC1, AsPC1 и 
COLO357 приведены только для 3D-культур. По-
казали, что все линии, на которых проводилось 
тестирование, положительны по мембранной 
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Рисунок 1. Экспрессия Hsp70 на клетках рака молочной железы BT20, BT474, HCC1395, MDA-MD-231 (А) и рака 
толстой кишки HT29, HCT116, SW837 (Г), культивируемых в 2D- и 3D-культурах, оцененная методами проточной 
цитометрии. Экспрессия (Z-срезы) Hsp70 (красный) на сфероидах ВТ20 (Б), MDA-MD-231 (В), HT29 (Д), HCT116 (Е) 
и SW837 (Ж)
Примечание. Окраска мембран Cer-BODIPY (зеленый). Шкала 15-20 мкм. 
Figure 1. Expression of Hsp70 on breast cancer cells BT20, BT474, HCC1395, MDA-MD-231 (A) and colon cancer HT 29, HCT116, 
SW837 (D) cultured in 2D and 3D cultures assessed by flow cytometry. Expression of Hsp70 (red) on BT20 (B), MDA-MD-231 (C), 
HT29 (E), HCT116 (F) and SW837 (G) spheroids
Note. The membranes are stained with Cer-BODIPY (green). The scale bar 15-20 µm.

ТАБЛИЦА 1. ЭКСПРЕССИЯ Hsp70 НА КЛЕТКАХ ЭПИТЕЛИАЛЬНЫХ КАРЦИНОМ И ЛИМФОМАХ ПРИ КУЛЬТИВИРОВАНИИ 
КЛЕТОК В 2D- И 3D-УСЛОВИЯХ
TABLE 1. EXPRESSION OF Hsp70 ON EPITHELIAL CARCINOMA AND LYMPHOMA CELLS UNDER 2D AND 3D CONDITIONS

Линии клеток
Cell lines 2D 3D

Линии клеток
Cell lines 2D 3D

Карциномы поджелудочной железы
Pancreatic carcinomas

Карциномы молочных желез
Breast carcinomas PANC1 + +

BT20 + ++ AsPC1 − ±

BT474 − − COLO357 − ±

HCC1395 + + Карциномы простаты
Prostate carcinomas

MDA-MD-231 − − Du145 − −

PC-3 + ++
Карциномы толстой кишки
Colon carcinomas

Лимфомы, лейкемия
Lymphomas, leukemia

HT29 − + Raji − −

HCT116 − − Daudi − −

SW837 − + K562 − −
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экспрессии Hsp70 (рис. 2А); на клетках PANC1 
экспрессия была выше. На клетках карциномы 
простаты PC-3 экспрессия была очень высокой, 
а на клетках Du145 экспрессия отсутствовала или 
была очень низкой (рис. 2Б, В, Г, Д). Распреде-
ление повышенной экспрессии на линии РС-3 
также наблюдалось в верхних слоях клеток сфе-
роида (рис. 2Д). Нельзя исключить, что различия 
в представленности Hsp70 на мембране клеток 
линий простаты связаны с потенциалом их мета-
стазирования, поскольку прослежена связь меж-
ду выживаемостью и путями метастазирования 
среди пациентов с разным фенотипом мембрано-
ассоциированных Hsp70 на опухолях [9]. Извест-
но, что клетки PC-3 обладают высоким метаста-
тическим потенциалом по сравнению с клетками 
DU145, имеющими умеренный метастатический 
потенциал [6].

Суспензионные культуры лимфом и лейке-
мии также культивировали на антиадгезивной 
подложке. Клетки собирались в сферические 

культуры, легко разбиваемые пипетированием. 
На клетках линий Daudi и К562 в 3D-культурах 
экспрессия Hsp70 полностью отсутствовала, а на 
клетках Raji регистрировалась отдельная популя-
ция, возможно, апоптотических клеток (рис. 2В). 

Суммарные данные по экспрессии Hsp70 на 
опухолевых клетках различного происхождения, 
культивируемых в 2D- и 3D-условиях, приведены 
в таблице 1. 

Заключение
Таким образом, в модели многоклеточных 

сфероидов (3D-культуры), которая ближе вос-
производит функциональное состояние опухо-
левых клеток in vivo, показали, что в некоторых 
линиях стимулируется транслокация Hsp70, ко-
торая отсутствует в 2D-культурах. Маркирование 
опухолевых клеток Hsp70 можно использовать 
для направленной доставки противоопухолевых 
препаратов с помощью антител к Hsp70.

Рисунок 2. Экспрессия Hsp70 на клетках рака поджелудочной железы PANC1, AsPC1, COLO357 (А), карциномы 
простаты Du145, PC-3 (Б), лимфом Raji, Daudi и лейкемии K562 (В), культивируемых в 3D-культурах в проточной 
цитометрии. Конфокальная микроскопия экспрессии Hsp70 (зеленый) на сфероидах Du145 (Г) и PC-3 (Д)
Примечание. Ядра окрашены Hoechst 33258 (синий). Шкала 15-20 мкм. 
Figure 2. Expression of Hsp70 on pancreatic cancer cells PANC 1, AsPC1, COLO357 (A), prostate carcinoma Du145, PC-3 (B), 
Raji, Daudi, K562 lymphomas (C) cultured in 3D conditions by flow cytometry method. Confocal microscopy of Hsp70 expression 
(green) on Du145 (D) and PC-3 (E) spheroids
Note. The nuclei are stained with Hoechst 33258 (blue). The scale bar 15-20 µm.
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ТРАНСКРИПЦИОННАЯ АКТИВНОСТЬ ГЕНОВ  
TLR/RLR-РЕЦЕПТОРОВ В МАКРОФАГ-ПОДОБНЫХ 
КЛЕТКАХ ПРИ ДЕЙСТВИИ ПРЕПАРАТОВ  
НА ОСНОВЕ АКРИДОНУКСУСНОЙ КИСЛОТЫ 
Наровлянский А.Н.1, Полосков В.В.1, Мезенцева М.В.1, 
Суетина И.А.1, Цветнов А.В.1, Богданов Е.Ю.1, Федякина И.Т.1, 
Коваленко А.Л.2, Ершов Ф.И.1
1 ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии имени почетного академика 
Н.Ф. Гамалеи» Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия  
2 ФГБУ «Научно-консультативный центр токсикологии имени С.Н. Голикова Федерального медико-
биологического агентства», Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Активация Toll-подобных рецепторов (TLR) является одним из самых ранних показателей 
функционального включения врожденного иммунитета. Поэтому разработка препаратов-стимулято-
ров транскрипции TLR/RLR-генов и одновременно являющимися «мультитаргетными» препарата-
ми является одной из основных задач современной иммунофармакологии. В связи с этим большой 
интерес представляют противовирусные препараты, которые сочетают свойства интерфероногенов 
и иммуномодуляторов, к которым также принадлежит Циклоферон® и его аналоги. Цель настоя-
щего исследования заключалась в оценке экспрессии генов, определяющих сигнальные TLR/RLR-
реакции врожденного иммунитета при действии иммуномодулирующих противовирусных препара-
тов на основе акридонуксусной кислоты (Циклоферон® и Циклоферон L). Исследование проведено с 
использованием модели иммунокомпетентных клеток – THP-1, дифференцированных форболовым 
эфиром в макрофаг-подобные клетки. Анализ генной экспрессии выполнен с использованием по-
лимеразной цепной реакции в реальном времени. Изучен уровень экспрессии генов, кодирующих 
TLR2, TLR3, TLR4, TLR7, TLR8, TLR9 и RIG-I, при действии препаратов Циклоферон® и Циклофе-
рон L в трех концентрациях 156, 312 и 625 мкг/мл при трех сроках экспозиции – 1 час, 4 часа и 24 часа. 
Показано, что в культуре клеток макрофагов препарат Циклоферон® в концентрации 156 мкг/ мл, 
312 мкг/мл и 625 мкг/мл на 24 часа экспозиции в двух сериях экспериментов дозозависимо стимули-
ровал экспрессию генов рецепторов TLR2, TLR3, TLR4, TLR7, TLR8. Обнаружена стабильная сти-
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муляция экспрессии генов RIG1 рецепторов при экспозиции с препаратом во всех исследованных 
концентрациях на сроке 4 часа в двух сериях экспериментов. При изучении транскрипционной ак-
тивности генов TLR/RLR-рецепторов в культуре клеток макрофагов при действии препарата Цикло-
ферон L было впервые выявлено в двух сериях экспериментов стабильное возрастание экспрессии 
генов TLR2, TLR3, TLR4, TLR7, TLR8 только на сроке экспозиции 24 час при одной концентрации 
препарата Циклоферон L (312 мкг/мл). Обобщая данные, полученные при исследовании препаратов 
Циклоферон® и Циклоферон L, можно говорить об их способности стимулировать экспрессию генов 
TLR2, TLR3, TLR4, TLR7, TLR8 (и RIG1 для препарата Циклоферон), которые отвечают за синтез ре-
цепторов врожденного иммунитета. Таким образом, подтвержден факт, что Циклоферон® и аналоги 
являются регуляторами генной экспрессии TLR/RLR-рецепторов врожденного иммунитета.

Ключевые слова: экспрессия генов TLR/RLR, полимеразная цепная реакция в реальном времени, индукторы интерферона, 
Циклоферон, макрофаг-подобные клетки

TRANSCRIPTIONAL ACTIVITY OF TLR/RLR RECEPTOR GENES 
IN MACROPHAGE-LIKE CELLS UNDER THE INFLUENCE OF 
DRUGS BASED ON ACRIDONEACETIC ACID
Narovlyansky A.N.a, Poloskov V.V.a, Mezentseva M.V.a, Suetina I.A.a, 
Tsvetnov A.V.a, Bogdanov E.Yu.a, Fedyakina I.T.a, Kovalenko A.L.b, 
Ershov F.I.a
a N. Gamaleya National Research Centre for Epidemiology and Microbiology, Moscow, Russian Federation  
b S. Golikov Scientific Advisory Center of Toxicology, Federal Medical-Biological Agency of Russia, St. Petersburg, 
Russian Federation

Abstract. Activation of Toll-like receptors (TLRs) is one of the earliest indicators of functional activation of 
the innate immune system. Therefore, the development of drugs that stimulate the transcription of TLR/RLR 
genes and at the same time are “multi-target” drugs is an important task of modern immunopharmacology. 
In this regard, antiviral drugs that combine the properties of interferonogens and immunomodulators, which 
also include Cycloferon® and its analogues, are of great interest. The purpose of this study was to assess the 
expression of genes that determine the TLR/RLR signalling reactions of the innate immune system under the 
influence of immunomodulatory antiviral drugs based on acridoneacetic acid (Cycloferon® and Cycloferon L). 
The study was conducted using a model of immunocompetent cells: THP-1, differentiated by phorbol ester into 
macrophage-like cells. Gene expression analysis was performed using real-time polymerase chain reaction. The 
expression level of genes encoding TLR2, TLR3, TLR4, TLR7, TLR8, TLR9 and RIG-I was studied under 
the influence of the drugs Cycloferon® and Cycloferon L in three concentrations (156 µg/ mL, 312 µg/ mL 
and 625 µg/ mL) on 1 hour, 4 hours and 24 hours. It was shown that the drug Cycloferon® at concentrations of 
156, 312 and 625 µg/ mL at 24 hours of exposure dose-dependently stimulated the expression of TLR2, TLR3, 
TLR4, TLR7, TLR8 receptor genes. A stable stimulation of the expression of RIG1 receptor genes was found 
upon exposure 4 hours to the drug in all studied concentrations. For the first time, it was revealed that the drug 
Cycloferon L stimulated a stable increase in the expression of TLR2, TLR3, TLR4, TLR7, TLR8 genes at an 
exposure period of 24 hours. Hereby, it was shown that the drugs Cycloferon® and Cycloferon L stimulated 
the expression of the TLR2, TLR3, TLR4, TLR7, TLR8 genes (and RIG1 for the drug Cycloferon), which are 
responsible for the synthesis of innate immune receptors.

Keywords: TLR/RLR gene expression, real-time polymerase chain reaction, interferon inducers, Cycloferon, macrophage-like cells

Введение
Фармацевтические препараты, разработан-

ные на основе действующего вещества меглю-
мина акриданонацетата (Циклоферон) и лизина 
акридонацета (Циклоферон  L), как известно, 

являются производными акридонуксусной кис-
лоты и индукторами интерферона (IFN). Кроме 
того, они обладают противовирусной и иммуно-
модулирующей активностями [1,  11]. При кли-
ническом применении Циклоферона было вы-
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явлено, что его IFN-индуцирующая активность 
в организме человека в отличие от исследований 
на мышиных моделях была незначительной [6]. 
Были проведены многочисленные исследования, 
однако до сих пор молекулярные механизмы дей-
ствия препаратов Циклоферона нуждаются в из-
учении [14].

Активация Toll-подобных рецепторов (TLR) 
является одним из самых ранних показателей 
функционального включения врожденного им-
мунитета [8]. Fitzgerald and Kagan (2020) считают, 
что «фундаментальные особенности биологии 
TLR включают: (1) опосредованную патоген-ас-
социированными молекулярными паттернами 
(PAMP) димеризацию TLR, (2) опосредован-
ную димерами TLR сборку супрамолекулярных 
организующих центров (SMOC) и (3) SMOC-
опосредованную активацию киназ, которые 
управляют транскрипцией и гликолизом [9]. Все 
эти события приводят к активации массивных из-
менений в клеточной активности, которые вклю-
чают изменения в транскрипции генов, сплай-
синге, эффективности трансляции, аутофагии, 
гликолизе и окислительном фосфорилировании. 

Ранее Т.М. Соколова и соавт. показали, что 
Циклоферон в мононуклеарах периферической 
крови усиливает экспрессию генов TLR9, TLR3 и 
генов IFNβ1 и IFNγ [4, 5]. Также была обнаружена 
стимуляция экспрессии генов IFN-регулируемых 
факторов транскрипции (IRF) IRF3, IRF7, и ге-
нов IFN-зависимых ферментов [2, 5]. 

Цель настоящего исследования заключалась в 
оценке экспрессии генов TLR/RLR-рецепторов, 
свидетельствующих о запуске сигнальных ре-
акций врожденного иммунитета при действии 
иммуномодулирующих противовирусных препа-
ратов на основе акридонуксусной кислоты (Ци-
клоферон® и Циклоферон L). Были проведены 
исследования транскрипционной активности 
генов TLR/RLR-рецепторов (TLR2, TLR3, TLR4, 
TLR7, TLR8, TLR9 и RIG-I) в модели дифферен-
цированных форболовым эфиром моноцитарной 
линии клеток ТНР-1 при действии препаратов 
Циклоферон® и Циклоферон L.

Материалы и методы
Клеточная линия ТНР-1 (острый моноцитар-

ный лейкоз, АТСС catalog No TIB 202) получена 
из РОНЦ им. Н.Н. Блохина. Клетки культиви-
ровали в среде RPMI 1640 с глютамином и 10% 
ЭТС и антибиотиками. Получение ТНР-1 макро-
фагов (ТНР-РМА Мф) осуществляли с реаген-
том форбол 12-миристат 13-ацетат (РМА; Cat. 
No. S-79346-0,005, Sigma-Aldrich, США) соглас-
но известной процедуре РМА [7]. Для проведе-
ния экспериментов при определении цитоток-
сичности использовали 96-луночные планшеты, 

для определения генной экспрессии использова-
ли 6-луночные планшеты.

Препараты: лекарственные препараты Цикло-
ферон® (125 мг/мл; серия 010220) и Циклофе-
рон L (Поливиран) (125 мг/мл; серия В011021) 
были предоставлены ООО «НТФФ «Полисан». 
При проведении экспериментов в культуре 
клеток макрофагов ТНР-РМА Мф препара-
ты Циклоферон® и Циклоферон L использова-
ли в концентрациях – 156 мкг/мл, 312 мкг/мл и 
625 мкг/ мл. Время экспозиции клеток с препара-
тами составляло 1  час, 4 час и 24 час. Всего было 
проведено 2 серии экспериментов. 

Количественная оценка цитотоксичности пре-
паратов выполнялась с использованием МТТ 
(3-[4,5-диметилтиазол-2-ил]-2,5-дифенил-
тетразолия бромид) [13]. Жизнеспособность 
клеток, измеряя оптическую плотность при дли-
не волны 545 нм фотометра Immunochem 2100 
(США). Эксперименты проводились с тремя по-
вторами. Выживаемость клеток в присутствии 
исследуемого соединения рассчитывалась по 
формуле: ОП опытных лунок / ОП контр. лунок 
× 100%, где ОП – оптическая плотность. Концен-
трацию раствора соединения XXV, вызывающую 
уменьшение значения оптической плотности 
при длине волны 545 нм на 50% по сравнению с 
контролем клеток, принимали за 50% цитотокси-
ческую дозу (СС50).

Выделение РНК
Суммарную РНК выделяли c использованием 

HiPure Total RNA Plus Kit, Magen Cat. No. R411102 
(Китай), согласно прилагаемой инструкции к на-
бору.

Реакция обратной транскрипции (ОТ)
Реакцию ОТ ставили с универсальным прай-

мером random 6 на матрицах суммарной клеточ-
ной РНК согласно прилагаемой инструкции к 
«Набор реагенов для проведения обратной транс-
крипции (ОТ)», кат. № ОТ-01, ООО «НПФ Син-
тол» (Россия). Полученные кДНК хранили при 
-70 °С.

ПЦР в реальном времени (ОТ-ПЦР-РВ)
Проводили на амплификаторе CFX Opus 96 с 

готовой 2-кратной смесью SSoAdvanced Universal 
SYBR Green Supermix Cat. No. 1725271 (Bio-Rad, 
США) в микропробирках с оптически-прони-
цаемыми крышками на 0,2 мл (SSIbio, США). 
В ПЦР-боксе смешивали 2 мкл специфических 
пар праймеров (прямой и обратный) с 3 мкл 
кДНК (разведение 2-100 раз) и 5 мкл 2-крат-
ной смеси SSoAdvanced Universal SYBR Green 
Supermix. Каждая проба исследовалась в 2 по-
вторах. Программа ПЦР: 50 °С 2 мин (1  цикл), 
95 °С 10 мин (1 цикл), 95 °С 15 сек (1 цикл), да-
лее 45 циклов 95 °С 15 сек, 60 °С 30 сек, 72 °С 
30 сек. Программа плавления в конечной точке 
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65- 95  °С, шаг 0,5  °С 10 сек. На экране компьютера 
(в реальном времени) регистрировались уровни 
флюоресценции, интеркалирующего в ДНК кра-
сителя SYBR Green в виде кривых накопления 
ДНК-амплификатов. Количество оценивалось 
по пороговым циклам (Cq) начала логарифмиче-
ской фазы синтеза. Негативный контроль (проба, 
не содержащая кДНК) не давал специфических 
ПЦР-продуктов.

Олигонуклеотидные ПЦР-праймеры
Структуры олигонуклеотидных прайме-

ров, использованные работе, были взяты из 
PrimerBank. Синтез олигонуклеотидов осущест-
влен фирмой ЗАО «Евроген» (Россия).

Расчеты уровней экспрессии генов и статисти-
ческая обработка

Расчет значений 50% цитотоксической кон-
центрации (CC50) выполняли общепринятыми 
для биологических исследований методами при 
помощи пакета программ Microsoft Excel 5.0 и 
GraphPad Prism 6.01. За рабочую модель для ана-
лиза CC50 принимали 4-параметрическое урав-
нение логистической кривой (пункты меню «Не-
линейная регрессия» – Sigmoidal doseresponse 
(variable slope)).

Обработка данных амплификации выполнена 
в программе CFX Maestro (Bio-rad, США) в ав-
томатическом режиме. Определены стандартные 
отклонения величин Cq±SD логарифмической 
фазы и изменения уровней в опытных пробах 
(дельта Cq±SD). Ген 18S рибосомальная РНК 
использовался как стабильный референс-нор-
мализатор генной экспрессии. Cпецифичность 
ДНК-продуктов устанавливали по Т-плавления. 

Изменения активности генов (2deltaСq) в опыт-
ных образцах клеток определяли относительно 
контрольных, принятых равными 1.

Результаты и обсуждение
Оценка цитотоксичности препаратов Циклофе-

рон® и Циклоферон L
После обработки результатов исследования 

цитотоксического действия препаратов Ци-
клоферон® и Циклоферон L на культуру кле-
ток ТНР-РМА Мф с использованием красителя 
MTT с помощью программы GraphPad Prism 6.01 
была построена аналитическая кривая, из кото-
рой определено значение СС50. Концентрация, 
уменьшающая значение оптической плотности 
на 50% по сравнению с контролем, составила 
2,028 мг/мл для препарата Циклоферон® (рис. 1А) 
и 1,877 мг/мл для Циклоферона L (рис. 1Б).

Таким образом при проведении эксперимен-
тов в культуре клеток макрофагов ТНР-РМА Мф 
препараты Циклоферон® и Циклоферон L ис-
пользовали в нетоксичных концентрациях. 

Транскрипционная активность генов TLR/RLR-
рецепторов (TLR2, TLR3, TLR4, TLR7, TLR8, 
TLR9 и RIG-I) в культуре клеток макрофагов ТНР-
РМА Мф при действии препаратов Циклоферон® и 
Циклоферон L

Суммарные данные двух серий эксперимен-
тов, в которых изучалось влияние препаратов 
Циклоферон® и Циклоферон L на уровни генной 
экспрессии TLR/RLR-рецепторов (2deltaСq) в 
опытных образцах клеток относительно кон-
трольных значений, принятых равными 1, по-
зволили выявить следующие изменения актив-

Рисунок 1. Определение цитотоксического действия препарата Циклоферон® (А – СС50 = 2,028 мг/мл) 
и Циклоферон L (Б – СС50 = 1,877 мг/мл) через 48 ч после добавления к культуре клеток макрофагов ТНР-РМА Мф 
(c использованием красителя MTT)
Figure 1. Determination of the cytotoxic effect of the drug Cycloferon® (A, CC50 = 2.028 mg/mL) and Cycloferon L 
(B, CC50 = 1.877 mg/mL) 48 hours after adding THP-RMA Mf to the macrophage cell culture (using MTT dye)
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ности (в скобках представлены данные кратности 
максимальной стимуляции активности генов в 
двух сериях экспериментов). В культуре клеток 
макрофагов ТНР-РМА Мф препарат Циклофе-
рон® в концентрации 156 мкг/мл, 312 мкг/ мл 
и 625 мкг/ мл на 24 часа экспозиции в двух се-
риях экспериментов стабильно дозо-зависи-
мо стимулировал экспрессию генов рецепто-
ров TLR2 (59,08 и 18,9), TLR3 (381,63 и 950,22), 
TLR4 (165,74 и 78,14), TLR7 (110,19 и 13,11), 
TLR8 (18,51 и 88,72) (рис. 2). Обращает на себя 
внимание кратность стимуляции экспрессии 
генов TLR3 на сроке 24 часа, которая значи-
тельно возрастает (дозовая зависимость) с увели-
чением концентрации препарата Циклоферон® 
(156 мкг/ мл – 40,9 и 118,35; 312 мкг/мл – 164,11 
и 270,13; 625 мкг/мл – 381,63 и 950,22). Стимуля-
ция экспрессии TLR9 в 5,16 и 3,04 раз выявлена 
только в одном эксперименте на 1 и 24 часа со-
ответственно экспозиции с препаратом Цикло-
ферон® в концентрации 156 мкг/ мл. Обнаружена 
также стабильная стимуляция (максимально в 
8,7 раза) экспрессии генов RIG1 рецепторов при 
экспозиции с препаратом Циклоферон® практи-
чески почти во всех исследованных концентра-
циях на сроке 4 час в двух сериях экспериментов.

При изучении экспрессии генов TLR/RLR-
рецепторов в культуре клеток макрофагов ТНР-
РМА Мф при действии препарата Циклоферон L 
было выявлено в двух сериях экспериментов 
стабильное возрастание экспрессии генов TLR2 
(21,35 и 8,43), TLR3 (86,62 и 386,26), TLR4 (39,48 
и 21,55), TLR7 (54,50 и 6,21), TLR8 (7,94 и 34,73) 
только на сроке экспозиции 24 часа при од-
ной концентрации препарата Циклоферон L 
(312 мкг/ мл) (рис. 3). Экспрессия гена TLR9 
(кратность стимуляции 4,25) обнаружена только 
в одном эксперименте. Не обнаружено экспрес-
сии генов RIG1 при действии препарата Цикло-
ферон L.

Обобщая данные, полученные при исследова-
нии индукторов ИФН препаратов Циклоферон® 
и Циклоферон L, можно говорить об их способ-
ности стимулировать экспрессию генов TLR2, 
TLR3, TLR4, TLR7, TLR8 (и RIG1 для препарата 
Циклоферон®) и синтез мРНК этих рецепторов, 
которые и определяют синтез непосредственно 
рецепторов врожденного иммунитета. Наши ис-
следования в культуре макрофагов ТНР-РМА 
Мф подтвердили ранее полученные в клетках 
крови данные Т.М. Соколовой и соавт. [3,  4] об 
активации генной экспрессии TLR3 и TLR9 и до-
полнительно выявили экспрессию генов TLR2, 

Рисунок 2. Экспрессия генов TLRs при экспозиции 24 часа с Циклофероном® в концентрации 625 мкг/мл в культуре 
клеток макрофагов ТНР-РМА Мф
Примечание. По оси ординат – кратность стимуляции генной экспрессии. По оси абсцисс – название препарата и концентрация. 
В скобках обозначен номер эксперимента.
Figure 2. Expression of TLRs genes upon exposure for 24 hours to Cycloferon® at a concentration of 625 µg/mL in a culture 
of macrophage cells THP-RMA Mf
Note. The y-axis is the frequency of stimulation of gene expression. The x-axis is the drug name and concentration. The experiment number 
is indicated in parentheses.
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Рисунок 3. Экспрессия генов TLRs при экспозиции 24 часа с Циклофероном L в концентрации 312 мкг/мл в культуре 
клеток макрофагов ТНР-РМА Мф
Примечание. См. примечание к рисунку 2.
Figure 3. Expression of TLRs genes upon exposure for 24 hours to Cycloferon L at a concentration of 312 µg/mL in the THP-RMA 
Mf macrophage cell culture
Note. As for Figure 2.

TLR4, TLR7, TLR8 и RIG1 для препарата Цикло-
ферон®. 

Известно, что рецепторы TLR1, TLR2, TLR4, 
TLR5, TLR6 и IL1R, расположенные на клеточ-
ной плазматической мембране, запускают каскад 
сигналов через MyD88-регулируемый путь, кото-
рый не связан с индукцией генов IFN. Исключе-
ние составляет только рецептор TLR4, который 
задействует TRIF-зависимый механизм индукции 
синтеза IFN. Эндосомальные рецепторы TLR3, 
TLR7, TLR8 и TLR9 c использованием MyD88 
and TRIF адапторов также формируют сигналь-
ный механизм активации IFN-регулируемых 
факторов транскрипции IRF3, IRF5 и IRF7, ко-
торый приводит к индукции генов IFN [10, 12]. 
Интересно, что в клетках цельной крови Цикло-
ферон® также стимулировал экспрессию генов 
IRF3 и IRF7, IFNβ1 и IFNγ. [4, 5].

Заключение
Разработка препаратов, активирующих экс-

прессию TLR/RLR-генов, является важной за-
дачей иммунофармакологии [15]. Кроме того, 
такие препараты довольно часто одновременно 
являются «мультитаргетными» препаратами, что 
представляет исключительный интерес для со-
временного здравоохранения. В связи с этим 
обращают на себя внимание противовирусные 
препараты, которые сочетают свойства интер-
фероногенов и иммуномодуляторов, к которым 
также принадлежит Циклоферон® и его анало-
ги. Таким образом, Циклоферон® и его аналог 
Циклоферон L являются регуляторами генной 
экспрессии TLR/RLR-рецепторов врожденного 
иммунитета, и стимулируют экспрессию генов 
TLR2, TLR3, TLR4, TLR7, TLR8 и RIG1 в модели 
макрофаг-подобных клеток.
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РОЛЬ ОКИСЛИТЕЛЬНОЙ МОДИФИКАЦИИ  
БЕЛКОВ В РЕГУЛЯЦИИ И РЕАЛИЗАЦИИ  
КЛЕТОЧНОЙ ГИБЕЛИ ЛИМФОЦИТОВ КРОВИ  
В УСЛОВИЯХ БЛОКИРОВАНИЯ СИНТЕЗА  
ГЛУТАТИОНА ПРИ ОКИСЛИТЕЛЬНОМ СТРЕССЕ
Носарева О.Л., Степовая Е.А.
ФГБОУ ВО «Сибирский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Томск, Россия

Резюме. Лимфоциты являются одними из ключевых клеток воспаления. Реализация воспаления, 
сопровождающаяся развитием окислительного стресса, зависит от метаболических процессов, проте-
кающих в лимфоцитах крови. Экспериментальные исследования молекулярного управления редокс-
статусом и апоптотической гибелью лимфоцитов крови являются актуальными для изучения роли 
лимфоцитов в патогенезе воспаления. Ведущую роль в поддержании редокс-статуса и окислительной 
модификации белков лимфоцитов крови играет система глутатиона. Изучение молекулярных меха-
низмов участия окислительной модификации белков в условиях блокирования синтеза глутатиона 
лежит в основе таргетного управления апоптозом лимфоцитов. Одним из молекулярных подходов 
экспериментальной науки для изучения клеточного метаболизма является ингибиторный анализ, ко-
торый позволяет оказывать воздействие на определенные этапы биохимических процессов. Целью 
исследования явилось установление роли окислительной модификации белков в редокс-регуляции 
и реализации клеточной гибели лимфоцитов крови в условиях блокирования синтеза глутатиона при 
окислительном стрессе. В эксперименте изучен эффект воздействия ингибитора синтеза глутатиона 
de novo бутионинсульфоксимина в конечной концентрации 1 мМ на состояние системы глутатиона: 
содержание восстановленного и окисленного глутатиона, активность глутатионредуктазы и глутати-
онпероксидазы; на параметры окислительного стресса: концентрация гидроксильного радикала, ак-
тивных форм кислорода, свободных SH-групп белков; на обратимую и необратимую окислительную 
модификацию белков: содержание глутатиона, связанного с белками, карбонильных производных 
белков, окисленного триптофана и битирозина; на реализацию и регуляцию апоптотического типа 
гибели: количество аннексин V+ клеток и активность каспазы-3 в лимфоцитах крови. Блокирование 
синтеза глутатиона de novo в лимфоцитах крови сопровождалось формированием окислительного 
стресса, дисбалансом системы глутатиона, изменением окислительной модификации белков, сопря-
женным с активацией реализации и завершенности апоптоза. Полученные результаты свидетельству-
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ют об участии компонентов системы глутатиона в обратимой и необратимой окислительной моди-
фикации протеинов, редокс-регуляции и реализации апоптоза лимфоцитов крови. Таким образом, 
изменение редокс-гомеостаза с помощью глутатионилирования и карбонилирования белков клеток 
представляет собой один их персонифицированных механизмов управления апоптозом.

Ключевые слова: лимфоциты крови, редокс-статус клетки, апоптоз, система глутатиона, окислительная модификация 
белков, бутионинсульфоксимин

ROLE OF OXIDATIVE MODIFICATION OF PROTEINS IN 
THE REGULATION AND REALIZATION OF CELL DEATH 
OF BLOOD LYMPHOCYTES UNDER THE CONDITIONS OF 
BLOCKING GLUTATHIONE SYNTHESIS UNDER OXIDATIVE 
STRESS
Nosareva O.L., Stepovaya E.A.
Siberian State Medical University, Tomsk, Russian Federation

Abstract. Lymphocytes are key cells in inflammation. The realization of inflammation accompanied by the 
development of oxidative stress depends on metabolic processes occurring in blood lymphocytes. Experimental 
studies of molecular control of the redox status and apoptotic death of blood lymphocytes are relevant to study 
the role of lymphocytes in the pathogenesis of inflammation. The glutathione system plays a leading role in 
maintaining the redox status and oxidative modification of blood lymphocyte proteins. The study of molecular 
mechanisms of oxidative modification of proteins under the conditions of blocking glutathione synthesis is 
the basis for the targeting control of lymphocyte apoptosis. Inhibitory analysis is a molecular approach in 
experimental science used to study cellular metabolism by targeting specific stages of biochemical processes. 
The aim of the research was to determine the role of oxidative protein modification in redox regulation and cell 
death of blood lymphocytes when glutathione synthesis is inhibited during oxidative stress. The effect of exposure 
to the de novo glutathione synthesis inhibitor buthionine sulfoximine at a final concentration of 1 mM on the 
state of the glutathione system was studied in the experiment: content of reduced and oxidized glutathione, 
activity of glutathione reductase and glutathione peroxidase; on oxidative stress parameters: concentration of 
hydroxyl radical, reactive oxygen species, free SH-groups of proteins; on reversible and irreversible oxidative 
modification of proteins: content of glutathione bound to proteins, carbonyl derivatives of proteins, oxidized 
tryptophan and bityrosine; on realization and regulation of apoptotic death type: the number of annexin V+ cells 
and caspase-3 activity in blood lymphocytes. Blocking of de novo glutathione synthesis in blood lymphocytes 
was accompanied by the formation of oxidative stress, imbalance of glutathione system, changes in oxidative 
modification of proteins associated with the activation of apoptosis realization and completion. The obtained 
results indicate the participation of glutathione system components in reversible and irreversible oxidative 
modification of proteins, redox regulation and realization of apoptosis of blood lymphocytes. Therefore, 
modifying redox homeostasis through glutathionylation and carbonylation of cell proteins is a personalized 
apoptosis control mechanism.

Keywords: blood lymphocytes, cell redox-status, apoptosis, glutathione system, oxidative protein modification, buthionine sulfoximine

Введение
Лимфоциты крови являются ключевыми 

клетками в реализации срабатывания иммунной 
защиты и процессов воспаления в организме. 
Нарушение метаболизма иммунно-компетент-
ных клеток способствует не только снижению 
защитной функции всего организма, но и дизре-
гуляции процессов гибели клеток. Все это может 
приводить к формированию ряда заболеваний, 
например: онкологических, сердечно-сосуди-
стых, аутоиммунных, дегенеративных забо-

леваний нерв ной и соединительной ткани, со-
пряженных с развитием воспаления [12, 14, 15]. 
Важное значение в реализации функций лимфо-
цитов имеет редокс-статус клеток [3, 14]. Изме-
нение окислительно-восстановительного про-
филя белков лимфоцитов крови способствует их 
вовлечению в процесс инициации и реализации 
воспаления. Все большую актуальность приоб-
ретают исследования, посвященные участию 
окислительной модификации белков в реализа-
ции ключевых процессов в клетках, в том числе 
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апоптоза. Таким образом, целью исследования 
явилось установление роли окислительной мо-
дификации белков в редокс-регуляции и реа-
лизации клеточной гибели лимфоцитов крови в 
условиях блокирования синтеза глутатиона при 
окислительном стрессе.

Материалы и методы
Для постановки эксперимента использовали 

лимфоциты, выделенные из фракции монону-
клеарных лейкоцитов крови у здоровых лиц (11 
мужчин и 12 женщин в возрасте от 20 до 45 лет, 
исследование одобрено этическим комитетом 
ФГБОУ ВО СибГМУ Минздрава России про-
токол № 4267 от 21.09.2015 г.). Для процедуры 
взятия крови были использованы вакутейнеры 
Becton Dickinson Vacutainer™ (США) с антико-
агулянтом гепарином натрия (25 Ед/мл). Выде-
ление мононуклеарных лейкоцитов из венозной 
крови проводилось с соблюдением стерильных 
условий методом центрифугирования на гра-
диенте плотности Ficoll-Paque (Sigma-Aldrich, 
США) (ρ = 1,077 г/см3) с последующим отделени-
ем лимфоцитов на градиенте плотности Перкол-
ла (Sigma-Aldrich, США) (ρ = 1,130 г/см3). Для 
постановки эксперимента использовали клетки, 
среди которых было не менее 95% жизнеспо-
собных. Жизнеспособность лимфоцитов крови 
определяли с использованием красителя 0,4%-
ного раствора трипанового синего (Serva, США).

Для оценки влияния бутионинсульфоксими-
на на систему глутатиона, окислительную моди-
фикацию белков, регуляцию и реализацию кле-
точной гибели лимфоциты крови инкубировали 
в полной питательной среде, включающую: 90% 
RPMI-1640 (АО   «Вектор-Бест», Россия), 10% 
эмбриональной телячьей сыворотки (Invitrogen, 
США), подвергнутой инактивации в течении 30 
минут при температуре 56 °С, 2 мМ Hepes (Flow, 
Великобритания), гентамицина (100  мкг/ мл) 
(KRKA, Словения), L-глутамина (0,3 мг/мл) 
(АО «Вектор-Бест», Россия); в 5%-й влажной ат-
мосфере СО2 в течение 18 ч при 37 °С при добав-
лении ингибитора ключевого фермента синтеза 
глутатиона – γ-глутамилцистеинсинтетазы – бу-
тионинсульфоксимина (BSO) (Sigma-Aldrich, 
США) в конечной концентрации 1 мМ [9]. 

По окончании времени инкубации лимфо-
циты подвергали процедуре отмывания от сре-
ды инкубирования посредством 0,01 М раствора 
натрий-фосфатного буфера (рН = 7,4) (Amresco, 
США). Оценка состояния системы глутатио-
на, содержания свободных SH-групп белков и 
глутатиона, связанного с белками, проводилась 
после предварительной депротеинизации ли-
зата лимфоцитов с помощью 5%-ного раствора 
сульфосалициловой кислоты. Для определения 

содержания карбонильных производных белков, 
битирозина, окисленного триптофана и актив-
ности каспазы-3 лимфоциты лизировали с помо-
щью 1%-ного раствора тритона X-100 (PanReac, 
Испания) при 0 °С.

Методом проточной цитометрии (цитометр 
(FACS CantoTM II, Becton Dickinson, США) и 
программное обеспечение FACSDiva Version 6.1.3 
(Becton Dickinson, США)) определяли: содержа-
ние активных форм кислорода (АФК) по способ-
ности взаимодействия 2,7-дихлорфлюоресцеин-
диацетата (Sigma-Aldrich, США) с липидными 
пероксидами и Н2О2 [7]; число апоптозных лим-
фоцитов оценивали с использованием FITC-
меченного аннексина V и пропидия йодида 
(РI) согласно протоколу фирмы-производителя 
(ANNEXIN V FITC Kit, TREVIGEN, США).

Спектрофотометрическим методом (спек-
трофотометр СФ-2000-02 (ООО «ОКБ Спектр», 
Россия)) определяли: внутриклеточную кон-
центрацию ОН-радикала по его способности в 
опсонизированных клетках зимозаном (Sigma-
Aldrich, США) разрушать модельный субстрат – 
2-дезокси-D-рибозу (Sigma-Aldrich, США) [11]; 
содержание восстановленного (GSH) и окис-
ленного глутатиона (GSSG) – посредством ка-
талитической рециркуляции и блокирования 
SH-групп трипептида 2-винилпиридином (Wako, 
Япония) с последующим взаимодействием GSH 
с 5,5’-дитио-бис(2-нитробензойной) кисло-
той (Sigma-Aldrich, США) и образованием про-
дукта реакции с максимумом поглощения при 
412 нм [8], далее рассчитывали величину ре-
докс-статуса клетки путем вычисления отно-
шения GSH к GSSG; концентрацию свободных 
SH-групп белков – по способности их реагиро-
вания с 5,5’-дитио-бис(2-нитробензойной) кис-
лотой [4]; содержание глутатиона, связанного с 
протеинами – после предварительного его вы-
свобождения из соединения с белками с помо-
щью 1%-ного раствора NaBН4 (Sigma-Aldrich, 
США) [4]; активность глутатионредуктазы (EC 
1.8.1.7) – по НАДФН-зависимому восстановле-
нию GSSG (Sigma-Aldrich, США) и последую-
щем взаимодействием GSH с 5,5’-дитио-бис(2-
нитробензойной) кислотой [13]; активность 
глутатионпероксидазы (EC 1.11.1.9) – по способ-
ности взаимодействия субстрата GSH (Sigma-
Aldrich, США) с гидропероксидом трет-бутила 
(Sigma-Aldrich, США) [2].

Спектрофлюориметрическим методом (спек-
трофлюориметр СМ 2203 (ЗАО «СОЛАР», Бе-
ларусь)) определяли: содержание окисленного 
триптофана – при длине волны возбуждения 295 
нм и длине волны испускания 325 нм, а флюо-
ресценцию битирозина – при длине волны воз-
буждения 325 нм и длине волны испускания 415 
нм [1, 6]; активность каспазы-3 (EC 3.4.22.56) пу-
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ТАБЛИЦА 1. СОДЕРЖАНИЕ АКТИВНЫХ ФОРМ КИСЛОРОДА, ПАРАМЕТРЫ СИСТЕМЫ ГЛУТАТИОНА, 
ОКИСЛИТЕЛЬНОЙ МОДИФИКАЦИИ БЕЛКОВ И АПОПТОЗА В УСЛОВИЯХ БЛОКИРОВАНИЯ СИНТЕЗА ГЛУТАТИОНА 
БУТИОНИНСУЛЬФОКСИМИНОМ В ЛИМФОЦИТАХ КРОВИ, Ме (Q0,25-Q0,75)
TABLE 1. CONTENT OF REACTIVE OXYGEN FORMS, PARAMETERS OF GLUTATHIONE SYSTEM, OXIDATIVE MODIFICATION 
OF PROTEINS AND APOPTOSIS UNDER THE CONDITIONS OF BLOCKING GLUTATHIONE SYNTHESIS BY BUTHIONINE 
SULFOXIMINE IN BLOOD LYMPHOCYTES, Ме (Q0.25-Q0.75)

Показатели
Parameters

Условия инкубирования лимфоцитов крови
Conditions of incubation of blood lymphocytes

Лимфоциты интактные
Intact lymphocytes

Лимфоциты + BSO
Lymphocytes + BSO

ОН-радикал, нмоль/мг белка
OH-radical, nmol/mg protein 46,165 (36,305-55,040) 161,610 (148,720-184,620)

р < 0,000379
АФК, у. е.
ROS, c. u. 0,105 (0,099-0,122) 0,194 (0,167-0,203)

р < 0,003948
GSH, нмоль/мг белка
GSH, nmol/mg protein 0,747 (0,741-0,880) 0,238 (0,194-0,315)

р < 0,001946
GSSG, нмоль/мг белка
GSSG, nmol/mg protein 0,110 (0,099-0,114) 0,175 (0,069-0,223)

р = 0,438579

GSH/GSSG 7,165 (6,520-8,000) 1,645 (1,275-3,035)
р < 0,001946

Глутатионредуктаза,
нмоль/мин × мг белка
Glutathione reductase,
nmol/min × mg protein

312,80 (287,08-321,70) 76,30 (69,79-79,45)
р < 0,001745

Глутатионпероксидаза,
мкмоль/мин × мг белка
Glutathione peroxidase,
µmol/min × mg protein

5,680 (5,055-6,995) 5,585 (4,065-6,970)
р = 0,599511

Свободные SH-групп белков,
нмоль/мг белка
Free SH-group proteins,
nmol/mg protein

2,843 (1,792-2,940) 0,243 (0,197-0,365)
р < 0,003948

Глутатион, связанный с белками, 
нмоль/мг белка
Glutathione bound to proteins,
nmol/mg protein

0,050 (0,040-0,062) 0,075 (0,062-0,092)
р < 0,030640

Карбонилированные производные 
белков, нмоль/мг белка
Protein carbonyl derivatives, 
nmol/mg protein

0,149 (0,142-0,151) 0,326 (0,309-0,332)
р < 0,003948

Окисленный триптофан,
у. е./мг белка
Oxidized tryptophan
c. u./mg protein

2,307 (2,155-2,339) 1,823 (1,792-2,710)
р = 0,194852

Битирозин, у. е./мг белка
Bityrosine, c. u. /mg protein 0,132 (0,127-0,198) 0,152 (0,132-0,169)

р = 0,953011
Аннексин-V+ клетки, %
Annexin V+ cells, % 23,115 (21,900-24,500) 42,200 (29,600-45,000)

р < 0,006170
Каспаза-3, пмоль/мин × мг белка
Caspase-3, pmol/min × mg protein 108,440 (103,482-112,662) 133,870 (130,544-150,230)

р < 0,003948

Примечание. АФК – активные формы кислорода; GSH – восстановленный глутатион; GSSG – окисленный глутатион; 
BSO – бутионинсульфоксимин; р – уровень значимости различий по сравнению с группой «лимфоциты интактные».

Note. ROS, reactive oxygen species; GSH, Reduced glutathione; GSSG, Oxidized glutathione; BSO, buthionine sulfoximine;  
р, significance level of the differences as compared to the intact lymphocytes group.
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тем гидролиза субстрата N-ацетил-(Асп-Глу-Вал-
Асп)-7-амино-4-метилкумарина (Sigma-Aldrich, 
США) с образованием флюоресцирующего про-
дукта – амино-4-метилкумарина при длине вол-
ны возбуждения 380 нм и длине волны испуска-
ния 430-460 нм [5, 10].

Спектрофотометрически на микропланшет-
ном ридере Multiscan EX (Thermo LabSystems, 
Финляндия) при длине волны 450 нм определяли 
содержание карбонильных производных белков 
по реакции взаимодействия с 2,4-динитрофе-
нилгидразином методом иммунно-ферментного 
анализа согласно протоколу фирмы-производи-
теля (Immundiagnostik AG, Германия) набором 
Carbonyl Proteine ELISA Kit.

Полученные результаты подвергали стати-
стической обработке с помощью программы 
Statistica 13.0. Используя критерий Шапиро–
Уилка, проверяли нормальность распределения 
показателей. Полученные данные выражали в 
виде медианы (Ме), верхнего и нижнего квар-
тилей (Q0,25-Q0,75). Для оценки значимости раз-
личий независимых выборок использовали не-
параметрический критерий Манна–Уитни, для 
определения взаимосвязей между показателями 
вычисляли коэффициент ранговой корреляции 
Спирмена при значении р < 0,05.

Результаты и обсуждение
В лимфоцитах крови воздействие BSO сопрово-

ждалось значимым снижением содержания GSH в 
3,14 раза (р < 0,05) относительно показателя в ин-
тактных клетках (табл.  1). Снижение восстанов-
ленной формы тиола в лимфоцитах крови в усло-
виях воздействия ингибитора ключевого фермента 
синтеза GSH – γ-глутамилцистеинсинтетазы вы-
звало формирование окислительного стресса, ко-
торый характеризовался значимым увеличением 
концентрации ОН-радикала в 3,50 раза (р < 0,05), 
АФК в 1,85 раза (р < 0,05), а также снижением 
величины отношения GSH/GSSG в 4,34 раза 
(р < 0,05), на фоне сопоставимого значения содер-
жания GSSG относительно показателей в интакт-
ных клетках (табл. 1). При этом активность глу-
татионредуктазы в лимфоцитах крови в условиях 
воздействия BSO была значимо снижена в 4,10 
раза (р < 0,05) на фоне сопоставимой активности 
глутатионпероксидазы относительно результатов 
в интактных клетках (табл.  1). Таким образом, со 
стороны системы глутатиона в условиях блокиро-
вания синтеза GSH de novo возникал дисбаланс. 
Это, в свою очередь, способствовало повреждаю-
щему действию свободных радикалов кислорода 
на молекулы клеток, вызывая в том числе окисли-
тельную модификацию белков. В условиях про-
веденного эксперимента (блокирование синтеза 
GSH сопровождающееся сниженной активно-

стью глутатионредуктазы) содержание восстанов-
ленной формы тиола в клетке было недостаточ-
ным для выполнения функции антиоксидантной 
защиты. В этом случае зафиксированное нами 
значимое снижение концентрации свободных 
SH-групп протеинов в 11,87 раза (р < 0,05) от-
носительно показателя интактных клеток свиде-
тельствует об участии белковых остатков цисте-
ина в качестве акцепторов токсичных свободных 
радикалов кислорода (табл. 1). В этих условиях 
происходила активация как обратимой, так и не-
обратимой окислительной модификации белков, 
которая выражалась в значимом увеличении кон-
центрации глутатиона, связанного с белками, в 
1,6 раза (р < 0,05) и карбонилированных произ-
водных белков в 2,19 раза (р < 0,05) на фоне со-
поставимого значения содержания битирозина и 
окисленного триптофана относительно показате-
лей в интактных клетках (табл. 1). При оценке вы-
живаемости лимфоцитов крови в условиях блоки-
рования синтеза GSH de novo было установлено 
значимое увеличение числа аннексин V+ клеток в 
1,83 раза (р < 0,05) и активности каспазы-3 в 1,23 
раза (р < 0,05) по сравнению с показателями в ин-
тактных клетках (табл. 1).

Выполненный нами корреляционный анализ 
полученных результатов в лимфоцитах крови 
в условиях воздействия ингибитора ключевого 
фермента синтеза GSH позволил установить по-
ложительные взаимосвязи между концентраци-
ей АФК и активностью каспазы-3 (r = +0,829; 
р < 0,05), содержанием битирозина и числом 
аннексин V+ клеток (r = +0,900; р < 0,05), актив-
ностью глутатионредуктазы и содержанием АФК 
(r = +0,829; р < 0,05). Это указывает на вклад 
низкой активности глутатионредуктазы в фор-
мирование окислительного стресса, редокс-за-
висимую природу срабатывания эффекторной 
каспазы-3 и участие окислительно-модифициро-
ванных белков в реализации апоптоза лимфоци-
тов крови в условиях блокирования синтеза GSH 
de novo.

Заключение
Резюмируя вышеизложенное: окислительно-

модифицированные белки выступают потенци-
альными мишенями для молекулярного редокс-
управления клеточной гибелью лимфоцитов 
крови в условиях окислительного стресса, в том 
числе при развитии процесса воспаления. Ком-
поненты системы глутатиона представляют со-
бой молекулярные инструменты для управления 
процессом гибели лимфоцитов крови при фор-
мировании патологических процессов.
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ИЗМЕНЕНИЕ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ  
ЦИТОКИНОВОГО ОТВЕТА В ГИПОТАЛАМУСЕ  
ЖИВОТНЫХ ПОД ВЛИЯНИЕМ ХРОНИЧЕСКОГО 
СОЦИАЛЬНОГО СТРЕССА: ДАННЫЕ RNA-seq
Галямина А.Г.1, Коваленко И.Л.1, Смагин Д.А.1, Попова Н.А.1, 2 
1 ФИЦ «Институт цитологии и генетики Сибирского отделения Российской академии наук», г. Новосибирск, 
Россия  
2 ФГАОУ ВО «Новосибирский национальный исследовательский государственный университет», 
г. Новосибирск, Россия 

Резюме. Известно, что хронический социальный стресс приводит к нарушению иммунитета у че-
ловека и экспериментальных животных, например, он приводит к усилению роста и метастазирова-
ния опухолей у экспериментальных животных и снижает выживаемость. Кроме того, нами было по-
казано, что действие стресса проявляется также в изменении уровня экспрессии генов, вовлеченных 
в функционирование различных физиологических систем и, как нами показано, в головном мозге 
мышей, в частности в гипоталамусе. В частности было отмечено, что у стрессированных животных 
изменяют свою экспрессию гены, вовлеченные в процессы канцерогенеза и апоптоза, причем у жи-
вотных без признаков развития злокачественного процесса, но в условиях, способствующих росту 
опухоли. В связи с этим методом RNA-seq была исследована экспрессия генов цитокинового ответа 
в гипоталамусе животных, под влиянием хронического социального стресса, вызванного повторным 
опытом поражений в межсамцовых конфронтациях, по сравнению с контрольными особями. Было 
обнаружено разнонаправленное изменение экспрессии генов цитокинов, их рецепторов и генов, вы-
полняющих регуляторную функцию, при этом экспрессия генов IL17D, IL18, IL33, IL11ra1, IL2ra, 
IL5ra, Lifr, Jak2, TLR3 была снижена, в то время как экспрессия CsfrR, Csf2ra, IL13ra1, IL3ra, Cish, 
IL4i1, Irf1, Irf5, Irf9, Socs3, Stat3, Tgfb1 была повышена. В результате работы было показано, что нару-
шение цитокинового ответа в мозге под влиянием стресса происходит на уровне изменения экспрес-
сии генов. При этом следует говорить не об активации системы или снижении ее активности, а о на-
рушении ее функционирования. Был проведен анализ корреляций между уровнем экспрессии генов 
цитокиновой системы и основных генов канцерогенеза и апоптоза, исследованных нами ранее (Akt1, 
Bag6, FoxP4, Mapk3, Mapk8, Nol3, Pdcd10, Xiap). В результате были выделены гены Akt1, Jak2, Stat3, для 
которых было обнаружен максимальное количество корреляций, притом для Jak2 наиболее харак-
терны отрицательные корреляции, а для Stat3 и Akt1 – положительные. Были проанализированы бе-
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лок-белковые взаимодействия при помощи базы данных String, что тоже подтвердило ключевую роль 
указанных генов в развитии нарушения функционирования цитокинов в мозге, вызванных влиянием 
хронического социального стресса и обеспечивающих взаимодействие между генами канцерогенеза 
и апоптоза и генами цитокиновой системы. 

Ключевые слова: хронический социальный стресс, гипоталамус, цитокины, RNA-seq, экспрессия генов, канцерогенез, 
апоптоз, гены, мыши, Jak2, Stat3, Akt1

CHANGES IN THE CYTOKINE RESPONSE IN 
THE HYPOTHLAMUS OF ANIMALS UNDER THE INFLUENCE 
OF CHRONIC SOCIAL STRESS: RNA-seq DATA
Galyamina A.G.a, Kovalenko I.L.a, Smagin D.A.a, Popova N.A.a, b

a Institute of Cytology and Genetics, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russian Federation  
b Novosibirsk National Research State University, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. It is known that chronic social stress leads to immunity disorders in humans and experimental 
animals. It has been shown that the effect of stress is also manifested in changes in the level of expression of 
genes involved in the functioning of various physiological systems in the brain of mice, in particular, in the 
hypothalamus. It was noted that in stressed animals, genes involved in the processes of carcinogenesis and 
apoptosis change their expression, and in animals without signs of developing a malignant process, but under 
conditions conducive to tumor growth. In this regard, we used the RNA-seq method to study the expression of 
cytokine response genes in the hypothalamus of male mice under the influence of chronic social stress caused by 
repeated experience of defeats in intermale confrontations, compared with control individuals. Multidirectional 
changes in the expression of cytokine genes, their receptors and genes performing a regulatory function were 
detected (IL17d, IL18, IL33, Csf1r, Csf2ra, IL11ra1, IL13ra1, IL2ra, IL3ra, IL5ra, Lifr, Cish, IL4i1, Irf1, Irf5, 
Irf9, Jak2, Socs3, Stat3, Tgfb1, Tlr3). Thus, it has been shown that changes in the cytokine response in the 
brain under the influence of stress occur at the level of changes in gene expression. In this case, we should not 
talk about the activation of the system or a decrease in its activity, but about the disruption of its functioning. 
Next, we analyzed the correlations between the level of expression of genes of the cytokine system and the 
main genes of carcinogenesis and apoptosis that we studied earlier (Akt1, Bag6, Foxp4, Mapk3, Mapk8, Nol3, 
Pdcd10, Xiap). The Akt1, Jak2, Stat3 genes were identified, for which the maximum number of correlations was 
found, moreover, negative correlations were most characteristic of Jak2, and positive correlations were most 
characteristic of Stat3 and Akt1. In addition, protein-protein interactions between genes of carcinogenesis and 
apoptosis and genes of the cytokine system were analyzed using the String database in mice under chronic social 
stress. It was confirmed the key role of these genes in the development of dysfunction of cytokines in the brain.

Keywords: chronic social stress, hypothalamus, cytokines, RNA-seq, gene expression, carcinogenesis, apoptosis, genes, mice, Jak2, 
Stat3, Akt1

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда (грант № 22-75-
10095). 

Введение
Хорошо известно, что хронический социаль-

ный стресс вызывает многочисленные нарушения 
в организме на уровне поведения и соматических 
изменений у человека и лабораторных живот-
ных. Например, он приводит к усилению роста 
и метастазирования опухолей у эксперименталь-

ных животных и снижает их выживаемость [11]. 
Под действием социального стресса происходит 
изменение иммунного ответа, при этом иссле-
дователи обнаруживают, как правило, актива-
цию иммунитета и увеличение уровня провос-
палительных цитокинов [3]. Причем в сходных 
экспериментальных условиях под воздействием 
хронического социального стресса наблюдались 
как иммунные изменения, так и усиленный рост 
опухолей. Кроме того, показано, что нарушения 
иммунитета на фоне хронического социального 



679

Изменение экспрессии генов цитокинов
Changes in the expression of cytokine genes2024, Vol. 26,  4

2024, Т. 26, № 4

стресса могут сопровождаться не только изме-
нением общего тонуса иммунной системы, но и 
развитием воспалительных процессов в конкрет-
ных органах. Так, хронический стресс может вы-
зывать развитие нейровоспаления в мозге [13], 
что может в дальнейшем привести к серьезным 
поведенческим последствиям. Известно, что су-
щественную роль в развитии нейровоспаления и 
депрессии может играть повышение уровня про-
воспалительных цитокинов [7], являющихся сиг-
нальными белками, отвечающими за иммунный 
ответ в организме. 

Так как в основном процессы нейровоспале-
ния, развиваются в гипоталамусе, отделе мозга, 
участвующем в гуморальной и нервной регуля-
ции физиологических процессов, а также во-
влеченном в иммунные процессы, что делает 
актуальным изучение изменения цитокинового 
ответа именно в этом отделе. В наших предыду-
щих работах было показано, что под влиянием 
стресса в гипоталамусе изменяется экспрессия 
многих генов [4]. В частности, было отмечено, 
что у стрессированных животных изменяют свою 
экспрессию гены, вовлеченные в процессы кан-
церогенеза и апоптоза [1], причем у животных без 
признаков развития злокачественного процесса, 
но в условиях, способствующих росту опухо-
ли. Это может свидетельствовать о том, что вы-
званные стрессом нарушения физиологических 
процессов могут проявляться первоначально на 
уровне экспрессии генов в мозге, а не в перифе-
рических органах. Таким образом, возникал во-
прос, может ли данный феномен наблюдаться 
для генов цитокинового ответа.

В связи с этим целью нашего исследования было 
изучить изменение экспрессии генов цитоки-
нов в гипоталамусе самцов мышей под влиянием 
хронического социального стресса и установить 
взаимосвязь с генами белков, вовлеченных в про-
цессы канцерогенеза и апоптоза, которые были 
изучены ранее [1]. 

Материалы и методы
Животные
Эксперименты проводили на самцах мы-

шей линии С57BL/6 в возрасте 2,5 мес. и массой 
тела 26-28 г, полученных из Питомника лабора-
торных животных Института биоорганической 
химии РАН (Пущино, Московская область). 
Эксперимент проводили в конвенциональ-
ном виварии Института цитологии и генетики 
СО РАН. Все процедуры осуществляли в соот-
ветствии с международными правилами про-
ведения экспериментов с животными (Directive 
2010/63/ EU of the European Parliament and of the 
Council on the protection of animals used for sci-
entific purposes). Применяемые методики для 

изучения поведения у мышей были одобрены 
Научной комиссией № 9 Института цитологии и 
генетики СО РАН (Март, 24, 2010, № 613). 

Хронический социальный стресс
Хронический социальный стресс вызывал-

ся повторным опытом социальных поражений в 
ежедневных межсамцовых конфронтациях, как 
это подробно описано в наших предыдущих пу-
бликациях [10]. Животных попарно помещали 
в экспериментальные клетки, разделенные по-
полам прозрачной перегородкой с отверстиями. 
Ежедневно убирали перегородку на 10 минут, что 
приводило к агонистическим взаимодействиям. 
Во время первых 2-3 дней тестов выявляли побе-
дителей и особей, терпящих поражения при взаи-
модействии с одним и тем же партнером. В даль-
нейшем ежедневно после теста побежденного 
самца пересаживали в новую клетку к незнако-
мому агрессивному партнеру, сидящему за пере-
городкой. Подобные манипуляции продолжали в 
течение трех недель. 

Экспериментальные животные были декапи-
тированы на следующий день после последней 
конфронтации одновременно с контрольными 
особями. Гипоталамус извлекался одним иссле-
дователем в соответствии с анатомическим атла-
сом мозга (Allen Mouse Brain Atlas; http://mouse.
brainmap.org/static/atlas). Все образцы помеща-
лись в раствор RNAlater (Life Technologies, США) 
и хранились при температуре -70 °С до секвени-
рования. В эксперименте были исследованы две 
группы животных: 1) самцы, находившиеся под 
влиянием хронического социального стресса; 2) 
контрольные животные – особи без последова-
тельного опыта агонистических взаимодействий. 

Выбор генов для анализа
Мы выбрали для анализа гены, вовлеченные 

в работу цитокиновой системы и кодирующие 
цитокины, цитокиновые рецепторы и регулятор-
ные белки по результатам анализа базы данных 
Gene Card https://www.genecards.org. Кроме того, 
мы исследовали корреляционные взаимодей-
ствия между впервые исследованным уровнем 
экспрессии генов цитокиновой системы и генов, 
которые были выделены в качестве ключевых для 
развития процессов канцерогенеза и апоптоза 
под влиянием хронического стресса согласно [1] 
(табл. 1).

RNA-seq анализ
Анализ RNA-seq был выполнен в ООО «Гено-

аналитика» (http://genoanalytica.ru, Москва). Па-
кет программ Cufflinks/Cuffdiff был использован 
для оценки уровня экспрессии транскриптов в 
единицах FPKM (fragments per kilobase of transcript 
per million mapped reads) и выявления дифферен-
циально экспрессирующихся генов (ДЭГ), уро-
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ТАБЛИЦА 1. КОРРЕЛЯЦИИ МЕЖДУ ЭКСПРЕССИЕЙ ГЕНОВ ЦИТОКИНОВОГО ОТВЕТА И КЛЮЧЕВЫХ ГЕНОВ 
КАНЦЕРОГЕНЕЗА И АПОПТОЗА ПОД ВЛИЯНИЕМ ХРОНИЧЕСКОГО СОЦИАЛЬНОГО СТРЕССА

TABLE 1. CORRELATIONS BETWEEN THE EXPRESSION OF CYTOKINE RESPONSE GENES AND KEY GENES 
OF CARCINOGENESIS AND APOPTOSIS UNDER THE INFLUENCE OF CHRONIC SOCIAL STRESS

 Jak2 Stat3 Akt1 Bag6 Foxp4 Mapk3 Mapk8 Nol3 Pdcd10 Xiap
IL17d 0,65 -0,58 -0,41 -0,36 -0,37 -0,46 0,50 -0,41 0,38 0,61
IL18 0,65 -0,61 -0,48 -0,56 -0,54 -0,54 0,51 -0,60 0,57 0,51
IL33 -0,13 0,19 0,25 0,25 0,49 0,31 -0,47 0,50 -0,33 -0,47
Csf1r -0,74 0,76 0,81 0,72 0,66 0,73 -0,63 0,65 -0,65 -0,72
Csf2ra -0,82 0,88 0,89 0,93 0,90 0,93 -0,92 0,88 -0,96 -0,86
IL11ra1 -0,92 0,93 0,94 0,88 0,82 0,89 -0,78 0,82 -0,83 -0,86
IL13ra1 0,97 -0,98 -0,97 -0,97 -0,92 -0,97 0,88 -0,94 0,95 0,90
IL2ra 0,73 -0,67 -0,58 -0,57 -0,35 -0,53 0,33 -0,38 0,48 0,39
IL3ra -0,86 0,87 0,90 0,84 0,77 0,83 -0,70 0,78 -0,77 -0,78
IL5ra 0,92 -0,90 -0,85 -0,79 -0,65 -0,81 0,67 -0,65 0,73 0,75
Lifr 0,81 -0,85 -0,91 -0,86 -0,77 -0,87 0,78 -0,73 0,83 0,80
Cish -0,86 0,81 0,75 0,69 0,54 0,68 -0,49 0,57 -0,59 -0,61
IL4i1 -0,88 0,93 0,97 0,99 0,92 0,96 -0,87 0,91 -0,97 -0,84
Iif1 -0,81 0,80 0,79 0,79 0,77 0,76 -0,65 0,83 -0,73 -0,71
Irf5 -0,89 0,94 0,96 0,95 0,95 0,98 -0,97 0,92 -0,97 -0,96
Irf9 -0,87 0,92 0,98 0,95 0,90 0,94 -0,85 0,87 -0,92 -0,86
Jak2 1,00 -0,99 -0,94 -0,92 -0,85 -0,93 0,85 -0,87 0,88 0,90
Socs3 -0,84 0,86 0,82 0,82 0,75 0,86 -0,84 0,72 -0,84 -0,82
Stat3 -0,99 1,00 0,97 0,96 0,91 0,97 -0,90 0,91 -0,94 -0,94
Tgfb1 -0,74 0,82 0,85 0,87 0,90 0,91 -0,95 0,85 -0,93 -0,89
TLR3 0,92 -0,94 -0,95 -0,96 -0,93 -0,94 0,85 -0,95 0,92 0,87
Akt1 -0,94 0,97 1,00 0,99 0,94 0,99 -0,92 0,93 -0,97 -0,93
Bag6 -0,92 0,96 0,99 1,00 0,96 0,99 -0,93 0,96 -0,99 -0,91
Foxp4 -0,85 0,91 0,94 0,96 1,00 0,97 -0,97 0,99 -0,98 -0,95
Mapk3 -0,93 0,97 0,99 0,99 0,97 1,00 -0,96 0,96 -0,99 -0,96
Mapk8 0,85 -0,90 -0,92 -0,93 -0,97 -0,96 1,00 -0,96 0,97 0,98
Nol3 -0,87 0,91 0,93 0,96 0,99 0,96 -0,96 1,00 -0,97 -0,95
Pdcd10 0,88 -0,94 -0,97 -0,99 -0,98 -0,99 0,97 -0,97 1,00 0,94
Xiap 0,90 -0,94 -0,93 -0,91 -0,95 -0,96 0,98 -0,95 0,94 1,00

Примечание. Полужирным шрифтом выделены статистически значимые корреляции. Темно-серым выделены 
гены канцерогенеза и апоптоза. Светло-серым выделены гены с максимальным числом статистически значимых 
корреляций (более 20).

Note. Statistically significant correlations are highlighted in bold. Carcinogenesis and apoptosis genes are highlighted in dark gray. 
Genes with the maximum number of statistically significant correlations (more than 20) are highlighted in light gray. 

вень экспрессии которых статистически значимо 
различался у контрольных и депрессивных мы-
шей (p < 0,05). Достоверность корреляционных 
взаимодействий оценивали в программе XLStat 
с использованием критерия Пирсона. Для ис-
следования взаимодействия продуктов генов ис-
пользовали базу данных STRING (Search Tool for 
the Retrieval of Interacting Genes/Proteins.) 

Результаты и обсуждение
Было показано, что под влиянием хрониче-

ского социального стресса в гипоталамусе из-
менилась экспрессия 21 гена (рис.  1). Была по-
вышена экспрессия 12 генов: генов рецепторов 
цитокинов: Csf1r (p < 0,038), Csf2ra (p < 0,001), 
IL11ra1 (p < 0,020), IL3ra (p < 0,016), кодирую-
щих рецептор колониостимулирующего факто-
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ра -1, α-субъединицу колониестимулирующе-
го фактора-2, α-субъединицу рецептора IL-11, 
α-субъединицу рецептора IL-3 соответственно; 
генов регуляторов цитокинового ответа: Cish 
(p < 0,014), Irf1 (p < 0,026), Irf5 (p < 0,017), Irf9 
(p < 0,004), Socs3 (p < 0,001), кодирующих ци-
токин индуцируемый SH2-пептид, интерферон 
регулирующие факторы 1, 5 и 9 и супрессор ци-
токинового сигналинга 3, соответственно; ге-
нов белков, регулируемых цитокинами: IL4i1 
(p < 0,032), Stat3 (p < 0,001), Tgfb1 (p < 0,028), 
кодирующих интерлейкин индуцируемый бе-
лок-1, трансдуктор и активатор сигнала транс-
крипции 3, TGF-β1 соответственно. Снижена 

была экспрессия 9 генов: генов цитокинов IL17d 
(p < 0,021), IL18 (p < 0,000), IL33 (p < 0,017), ко-
дирующих IL-17D, IL-18 и IL-33 соответственно; 
генов рецепторов цитокинов IL13ra1 (p < 0,002), 
IL2ra (p < 0,003), IL5ra (p < 0,001), Lifr (p < 0,049), 
кодирующих α1 субъединицу рецептора IL-13, 
α-субъединицу рецептора IL-2, α-субъединицу 
рецептора IL-5, α-субъединицу рецептора фак-
тора ингибитора лейкемии соответственно; генов 
регуляторов цитокинового ответа Jak2 (p < 0,009) 
и TLR3 (p < 0,004), кодирующих JAK-киназу и 
toll-like рецептор 3 соответственно.

Далее мы исследовали корреляции между 
уровнем экспрессии генов цитокинов и генов 

Рисунок 1. Дифференциальная экспрессия генов цитокинового ответа у животных с депрессивноподобным 
состоянием
Примечание. Белые столбы – контроль, черные столбы – животные под влиянием хронического социального стресса. 
Достоверное отличие от контроля: * – p < 0,05; ** – p < 0,01; *** – p < 0,001 по сравнению с контролем. А – гены цитокинов; Б – 
гены цитокиновых рецепторов и гены регуляторных белков.
Figure 1. Differential expression of cytokine response genes in animals with a depressive-like state
Note. White columns, control; black columns, animals under the influence of chronic social stress. Significant difference from control: *, p < 0.05; 
**, p < 0.01; ***, p < 0.001 compared to control. A, cytokine genes; B, cytokine receptor genes and regulatory protein genes.

Б (B)

Cish

FRKM

IL4i1 Irf1 Irf5 Irf9 Jak2 Socs3 Stat3 Tgfb1 Tlr3

25

20

15

10

5

0

***

****** **

**
*

*

*

*

*
*

А (А)

IL17d

FRKM

IL18 IL33 Csf1r Csf2ra IL11ra1 IL13ra1 IL2ra IL3ra IL5ra Lifr

30

25

20

15

10

5

0

*

*
* *

*
* *

*****

***

**



682

Galyamina A.G. et al.
Галямина А.Г. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

наибольшее количество корреляций с экспрес-
сией других генов цитокинового ответа и канце-
рогенеза и апоптоза (более 20) обнаружено для 
генов Jak2, Stat3, а также для гена Akt1, вовлечен-
ного в процессы канцерогенеза и апоптоза. При 
этом для генов Stat3 и Akt1 преобладают поло-
жительные корреляции, в то время как для гена 
Jak2 – отрицательные (табл. 2). 

Далее при помощи инструмента STRING 
(https://string-db.org/) была построена генная 
сеть, отражающая взаимодействия ключевых 
генов канцерогенеза и апоптоза и отобранных 
нами цитокинов (рис. 2). Были выбраны гены, 
для продуктов которых показано максимальное 
число связей с белковыми продуктами других ге-
нов в базе STRING. Этот анализ также подтвер-
дил ключевую роль генов Stat3, Jak2, Akt1.

Мы обнаружили существенное изменение 
экспрессии многих генов, вовлеченных в иммун-
ные процессы в гипоталамусе животных под вли-
янием хронического социального стресса. Нами 
показано, что изменение цитокинового ответа 
в мозге обнаруживается на уровне изменения 
генной экспрессии. Однако нельзя однозначно 
говорить, что обнаруженные нами изменения 
свидетельствуют о развитии нейровоспаления. 
В частности, в нашем исследовании снижена 

Рисунок 2. Функциональные взаимосвязи ДЭГ цитокиновой системы и ключевых ДЭГ, связанных с процессами 
канцерогенеза и апоптоза, установленные согласно базе данных STRING (http://string-db.org/) у мышей, 
находившихся под влиянием хронического социального стресса (high confidence, score = 0,700)
Примечание. Каждый узел представляет все белки, продуцируемые одним геном, кодирующим белок. Линии представляют 
собой белок-белковые ассоциации. 
Figure 2. Functional relationships between DEGs of the cytokine system and key DEGs associated with the processes 
of carcinogenesis and apoptosis, established according to the STRING database (http://string-db.org/) in mice under the influence 
of chronic social stress (high confidence, score = 0.700) 
Note. Each node represents all proteins produced by a single protein-coding gene. The lines represent protein-protein associations.

ТАБЛИЦА 2. КОЛИЧЕСТВО ОТРИЦАТЕЛЬНЫХ 
И ПОЛОЖИТЕЛЬНЫХ КОРРЕЛЯЦИЙ ДЛЯ ГЕНОВ Jak2, 
Stat3, Akt1
TABLE 2. NUMBER OF NEGATIVE AND POSITIVE 
CORRELATIONS FOR THE GENES JAK2, STAT3, AKT1

 Всего
All «+» «-»

Jak2 21 6 15
Stat3 21 13 8
Akt1 22 14 8

канцерогенеза и апоптоза. Для анализа мы вы-
брали гены Akt1, Bag6, Mapk3, Mapk8, Foxp4, Nol3, 
Pdcd10, Xiap, которые были выделены в нашей 
предыдущей работе [1] (табл. 1, 2) как возможные 
ключевые гены, обеспечивающие скоординиро-
ванность патологических изменений в гипота-
ламусе под влиянием хронического социального 
стресса. Для их экспрессии был показан наибо-
лее высокий уровень корреляции с экспрессией 
других исследованных нами генов, вовлеченных 
в механизмы канцерогенеза и апоптоза, а также 
наибольшее количество белок-белковых взаи-
модействий согласно базе данных STRING [1]. 
В настоящем исследовании было показано, что 
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экспрессия генов IL17d, IL18, IL33, для продук-
тов которых – белков-интерлейкинов – показа-
на активация при воспалительных процессах в 
мозге [2]. Аналогичным образом снижена экс-
прессия не только цитокинов, но и цитокино-
вых рецепторов. Тем не менее экспрессия генов 
IL3ra, Сsf1r, Csf2ra, IL11ra у экспериментальных 
животных повышена. Это гены рецепторов ци-
токинов – колониестимулирующего фактора-1, 
колониестимулирующего фактора-2 и гены субъ-
единиц рецепторов IL-3 и IL-11. Существуют 
данные, свидетельствующие о том, что главные 
агонисты этих рецепторов – соответствующие 
интерлейкины и колониестимулирующие факто-
ры – участвуют в процессе затухания воспаления, 
препятствуют его переходу в хроническую фор-
му [8]. Таким образом, можно сделать вывод, что 
у наших животных под действием хронического 
стресса не происходит развития нейровоспале-
ния, но в то же время нельзя говорить и о сниже-
нии цитокинового ответа. Скорее следует гово-
рить о нарушении его работы, проявляющемся в 
разнонаправленном изменении активности раз-
ных его элементов. 

Также мы обнаружили изменение экспрессии 
некоторых генов, продукты которых являются 
регуляторами функции цитокинов. Была увели-
чена экспрессия генов регуляторов интерферона 
1, 5 и 9, для белков которых показан провоспали-
тельный эффект [15]. В то же время экспрессия 
гена супрессора передачи цитокинового сигнала 
3 Socs3, снижающего воспалительный ответ [6], 
возрастала. Разнонаправленное изменение экс-
прессии генов, продукты которых обладают как 
провоспалительным, так и противовоспалитель-
ным эффектом подтверждает высказанное нами 
предположение о нарушении функционирова-
ния цитокиновой системы.

Далее мы выделили гены Jak2, Stat3 и Akt1 в ка-
честве генов, которые потенциально могут играть 
ключевую роль в развитии нарушения функцио-
нирования цитокинов в мозге под влиянием хро-
нического социального стресса. При этом было 
обнаружено, что для Jak2 наиболее характерны 
отрицательные корреляции с экспрессией цито-
киновых генов и генов канцерогенеза и апоптоза. 
В то же время для Stat3 и Akt1 характерны наобо-
рот положительные корреляции. Кроме того, для 
этих последних генов выявлена положительная 
корреляция друг с другом и отрицательная c Jak2. 

Известно, что продукты генов Jak2 и Stat3 
являются ключевыми элементами JAK/STAT3 – 
сигнального пути, который участвует в разви-
тии злокачественного процесса и может так-
же взаимодействовать сPI3K/PTEN/AKT1/
mTOR-сигнальным путем [14]. В данном случае 
PTEN действует на фосфатидилинозитол-3,4,5-
трифосфат (PIP3), который является продуктом 
действия фосфатидилинозитол-3-киназы (PI3K). 

Ингибирование функции PTEN вызывает увели-
чение концентрации фосфатидилинозитола, ко-
торый активирует многие мишени, в частности 
AKT1, фосфорилирующие в дальнейшем белки и 
липиды, что в свою очередь усиливает клеточные 
деления и миграцию, участвуя таким образом в 
развитии злокачественного процесса [5]. Хотя 
неизвестны точные механизмы пересечения и 
взаимодействия этих сигнальных путей, можно 
предположить, что именно через продукты этих 
генов осуществляется взаимодействие между 
сигнальными системами, вовлеченными в им-
мунные и канцерогенные процессы. 

Ген Jak2 кодирует нерецепторную тирозин 
киназу, которая является активатором продукта 
гена Stat3, который в фософорилированном со-
стоянии является транскрипционным фактором, 
инициирующим транскрипцию многих генов, 
вовлеченных в иммунные и канцерогенные про-
цессы. Кроме того, показано вовлечение этого 
сигнального пути в развитие опухолей головного 
мозга – глиобластомы, в то время как ингибиро-
вание STAT3 может представлять из себя интерес 
для лечения этого заболевания [9]. Характерно, 
что в нашем исследовании изменение экспрес-
сии этих генов разнонаправлено. Можно пред-
положить, что это связано с истощением JAK2, 
активированного ранее, в то время как включа-
ющийся в работу позднее STAT3 не успевает до-
стигнуть максимальных значений. Косвенным 
подтверждением этого может служить снижение 
экспрессии гена IL17d, кодирующего одну из 
субъединиц IL-17, для которого показано усиле-
ние иммунного ответа и канцерогенеза через ак-
тивацию JAK/ STAT-пути [12]. Снижение его экс-
прессии может свидетельствовать об ослаблении 
реакции на вызывающий воспаление фактор, что 
приведет в дальнейшем и к снижению экспрес-
сии Stat3, но в исследованный нами момент па-
тологический процесс еще не достиг этой стадии.

Заключение
Таким образом, было показано, что под вли-

янием хронического социального стресса проис-
ходит разнонаправленное изменение экспрессии 
генов цитокинового ответа в гипоталамусе. Гены 
Jak2, Stat3, Akt1 выделены в качестве ключевых, 
обеспечивающих взаимодействие между генами 
цитокинов и генами, вовлечёнными в процессы 
канцерогенеза и апоптоза. Полученные данные 
могут быть полезны для более глубокого понима-
ния механизмов развития иммунных нарушений 
и злокачественных заболеваний на фоне хрони-
ческого стресса и могут в дальнейшем помочь 
при поиске потенциальных мишеней для фарма-
кологической коррекции рака и иммунных нару-
шений.
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ОСОБЕННОСТИ ПОЛЯРИЗАЦИИ  
МАКРОФАГОВ ГОЛОГО ЗЕМЛЕКОПА
Горшкова Е.А.1, 2, Пуртова С.К.1, Дворянинова Е.М.1,  
Высоких М.Ю.2, 3, Недоспасов С.А.1, 2, 4

1 ФГБУН «Институт молекулярной биологии имени В.А. Энгельгардта» Российской академии наук, Москва, 
Россия  
2 Научно-исследовательский институт физико-химической биологии имени А.Н. Белозерского ФГБОУ ВО 
«Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова», Москва, Россия  
3 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр акушерства, гинекологии и перинатологии 
имени академика В.И. Кулакова» Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия  
4 АНОО ВО «Научно-технологический университет “Сириус”», Федеральная территория «Сириус», 
Краснодарский край, Россия 

Резюме. Голый землекоп обладает множеством уникальных черт физиологии, самые известные из 
которых – высокая продолжительность жизни и устойчивость к развитию опухолей. Понимание мо-
лекулярных механизмов, предопределяющих эти особенности вида, важно для расширения теорети-
ческого знания о возникших в ходе эволюции способах контроля рака и процессов старения организ-
ма, что в дальнейшем может быть использовано в биомедицине.

На сегодняшний день не подвергается сомнению решающая роль иммунной системы в контроле 
опухолей у животных, однако иммунная система голого землекопа слабо изучена, и о противоопухо-
левом иммунном ответе этих животных ничего не известно. В иммунной системе этого удивительного 
вида наблюдается преобладание миелопоэза, в связи с чем можно предположить, что именно особен-
ности клеток врожденного иммунитета у голого землекопа влияют на успешный контроль возникно-
вения и роста опухолей.

В настоящем кратком сообщении представлен обзор продолжающихся исследований свойств ма-
крофагов голого землекопа. Ранее было показано, что перитонеальные макрофаги голого землекопа 
способны приобретать воспалительный фенотип (М1), но не отвечают на стандартный стимул, ис-
пользуемый для поляризации макрофагов в противовоспалительный фенотип (М2). Более глубокое 
исследование с применением методов секвенирования транскриптома и иммунометаболического 
профилирования в новой in vitro модели макрофагов костного мозга голого землекопа, предложенной 
нашей группой, обнаружило интересные особенности как М1, так и М2-фенотипа макрофагов голого 
землекопа, потенциально связанные с эволюционной адаптацией вида. Продолжение изучения раз-
личных условий поляризации макрофагов голого землекопа важно для определения видовых особен-
ностей противоопухолевого иммунитета.

Ключевые слова: голый землекоп, поляризация макрофагов, макрофаги костного мозга, NO-синтаза, аргиназа-1, IL-4
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NAKED MOLE-RAT MACROPHAGE POLARIZATION
Gorshkova E.A.a, b, Purtova S.K.a, Dvorianinova E.M.a,  
Vyssokikh M.Yu.b, с, Nedospasov S.A.a, b, d

a Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation  
b Belozersky Institute of Physico-Chemical Biology, Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russian Federation  
c V. Kulakov National Medical Research Center for Obstetrics, Gynecology and Perinatology, Moscow, Russian 
Federation  
d Sirius University of Science and Technology, Federal Territory Sirius, Krasnodar Region, Russian Federation

Abstract. The naked mole-rat (NMR) is a unique long-lived rodent with low cancer incidence. 
Understanding the molecular mechanisms that NMR evolved to control aging and tumorigenesis is 
important for biomedicine. It is commonly accepted that the immune system has essential functions 
in the tumor growth control in animals. In-depth study of the NMR immune system has recently begun, 
thus peculiarities of antitumor response in these animals remain undiscovered. However, it was shown that 
myelopoiesis predominates in NMR, therefore it can be assumed that the innate immune cells in the naked 
mole rat contribute to the successful control of the cancer incidence and tumor growth. This brief provides 
an overview of ongoing research into the properties of naked mole rat macrophages. Recent study shown 
that naked mole rat peritoneal macrophages are capable of acquiring an inflammatory phenotype (M1) but 
polarization into an anti-inflammatory phenotype (M2) under standard stimulus is limited. A more in-depth 
study using transcriptome sequencing and immunometabolic profiling in novel in vitro model of naked mole 
rat bone marrow macrophages suggested by our group revealed non-canonical features of M1 as well as M2 
phenotypes of naked mole rat macrophages, which can be associated with the evolutionary adaptation of the 
species. Continued study of the different polarization conditions of naked mole rat macrophages is important 
to determine unique adaptations in NMR antitumor immunity.

Keywords: naked mole-rat, macrophage, polarization, NO synthase, arginase, IL-4

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда (грант 22-24-
00708).

Введение
Голый землекоп – новая модель в иммуноло-

гии, и на сегодняшний день комплексного пред-
ставления о механизмах иммунной защиты у этих 
животных не сформировано. Для голого земле-
копа характерны физиологические особенности, 
связанные с адаптацией к подземной среде оби-
тания, отличающие их от других грызунов, а так-
же уникальные среди млекопитающих. Поиск и 
описание молекулярных механизмов, обуславли-
вающих низкую встречаемость злокачественных 
опухолей и высокую продолжительность жизни 
голых землекопов, остаются интригующими за-
дачами современной биологии.

 Представление о том, что иммунитет при-
нимает непосредственное участие в контро-
ле развития опухолей, в том числе в контексте 
старения организма, сформировано на основа-
нии исследований животных моделей и анализа 
клинических данных. Так, миелоидные клетки в 

опухолевом микроокружении могут способство-
вать как усилению естественного противоопухо-
левого ответа, так и его торможению. Считается, 
что воспалительные макрофаги (М1) опухоле-
вого микроокружения способны подавлять рост 
опухолей и привлекать активированные клетки 
адаптивного иммунитета, в свою очередь проти-
вовоспалительные макрофаги (М2) создают толе-
рогенное окружение, помогая опухоли уходить от 
иммунного надзора [5]. Недавно было показано, 
что для голых землекопов характерно преоблада-
ние миелоидной ветви кроветворения [3], в связи 
с чем можно предположить, что именно клетки 
врожденного иммунитета играют особую роль в 
защите от неоплазий у голого землекопа.

Способность приобретать провоспалитель-
ный или противовоспалительный фенотип ма-
крофагами может быть изучена в модели клас-
сической и альтернативной поляризации in vitro. 
Впервые такие исследования были проведены на 
клеточной линии перитонеальных макрофагов 
голого землекопа [6], а также на первичных куль-
турах макрофагов костного мозга голого землеко-
па в работе нашей группы [2]. Было показано, что 
как перитонеальные, так и макрофаги костного 
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мозга голого землекопа поддаются поляризации 
в сторону М1 в присутствии липополисахарида и 
рекомбинантного IFNγ, приобретая характерные 
экспрессионные и цитокиновые профили, при 
этом демонстрируя видоспецифичные особен-
ности в регуляции метаболизма азота, включая 
ограниченную продукцию оксида азота. С другой 
стороны, способность макрофагов голого зем-
лекопа поляризоваться в каноничный фенотип 
М2 in vitro не была достоверно показана. В на-
стоящем сообщении мы суммировали ранее об-
наруженные особенности поляризации, а также 
проверили дополнительные варианты условий 
альтернативной (М2) поляризации макрофагов 
голого землекопа. 

Материалы и методы
Получение макрофагов костного мозга
Для получения первичной культуры макро-

фагов голого землекопа костный мозг стерильно 
вымывали из костей конечностей. Клетки кост-
ного мозга затем подсчитывали и рассаживали в 
среде DMEM (DMEM c 4,5 г/л глюкозы, 2  ммоль 
L-глутамина и 1 ммоль пирувата натрия (Capricorn 
Scientific, Германия), а также смесью антибиоти-
ков (Pen Strep, Gibco, США), 10% FBS (Capricorn 
Scientific, Германия) в присутствии 40 нг/мл ре-
комбинантного M-CSF мыши (Miltenyi Biotec, 
Германия). Клетки костного мозга голого земле-
копа выращивали в СО2-инкубаторе в течение 21 
суток при температуре 32 °С с добавлением све-

жей среды на 8-й, 14-й и 18-й дни. Для получения 
макрофагов костного мозга мыши применялся 
аналогичный протокол, однако клетки выращи-
вали в течение семи суток при температуре 37 °С.

Поляризация в противовоспалительных усло-
виях

Макрофаги голого землекопа собирали на 
день 21 и рассаживали из расчета 5 × 105 кле-
ток/ мл в среде DMEM, 10% FBS, без добав-
ления фактора роста макрофагов. Макрофаги 
мыши рассаживали на день 7. Для индукции 
М2-поляризации были использованы различные 
условия: добавление 20 нг/мл рекомбинантного 
интерлейкина-4 мыши (mIL-4, Miltenyi Biotec, 
Германия), 20  нг/ мл рекомбинантного интерлей-
кина-4 человека (hIL-4, PeproTech, США), в среде 
DMEM со стандартным содержанием L-аргинина 
(0,4 ммоль), либо в среде с повышенным содержа-
нием L-арги нина (4 ммоль). В некоторых опытах 
для поляризации М2 был использован дибутирил 
цАМФ (0,5 мг/мл, N 6, 2′-о-дибутириладенозина 
3′, 5′-цикло-монофосфата натриевая соль, Sigma). 
Агенты М2-поляризации добавляли к клеткам на 
24 часа, после чего клетки гомогенизировали для 
выделения РНК.

Анализ экспрессии характеристических генов
РНК выделяли твердофазным методом при 

помощи набора EasyPure RNA Kit (Transgene, Ки-
тай), после чего синтезировали кДНК с помощью 
набора RevertAid First Strand (Thermo Scientific, 
США). Экспрессию характеристических генов, 

ТАБЛИЦА 1. ГЕНЫ ГОЛОГО ЗЕМЛЕКОПА И МЫШИ, ОТНОСИТЕЛЬНУЮ ЭКСПРЕССИЮ КОТОРЫХ ИССЛЕДОВАЛИ В 
НАСТОЯЩЕЙ РАБОТЕ, И ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ ПРАЙМЕРОВ, ИСПОЛЬЗОВАННЫХ ПРИ ПОСТАНОВКЕ qRT-PCR

TABLE 1. NAKED MOLE RAT AND MOUSE GENES, THE RELATIVE EXPRESSION OF WHICH WAS STUDIED IN THIS WORK, 
AND SEQUENCES OF PRIMERS USED IN qRT-PCR

Ген
Gene

Вид
Species

Последовательность (5'->3') F
F primer sequence

Последовательность (5'->3') R
R primer sequence

Actb

H.gl

GCGCTCTTTCAGCCTTCTTT TTGGCATAGAGGTCCTTGCG

Arg1 CATCGGAGCCCCTTTCTCAA ACCAGCATATCTCAACGCCG

Egr2 AATCTGCCCCCTTCTTTCGG CCACTCCGTTCATCTGGTCA

Mrc1 AGCTTTGACTGCCTCGACTG GTGGTCTTGTGTATTCACCTTTTGT

Actb

M.mu

CTCCTGAGCGCAAGTACTCTGTG TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCC

Arg1 TGAGGAAAGCTGGTCTGCTG GGCCAGAGATGCTTCCAACT

Egr2 ATCCTAGGCTCAGTTCAACC ATCATGCCATCTCCCGC

Mrc1 TACTTGGACGGATAGATGGAGG CATAGAAAGGAATCCACGCAG
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ассоциированных с M2-поляризацией, опреде-
ляли при помощи метода количественной ПЦР 
в реальном времени (qRT-PCR). Для этого ис-
пользовали готовую смесь для qPCR с интерка-
лирующим флуоресцентным красителем SYBR 
(qPCRmix-HS SYBR+LowROX, ЗАО «Евроген», 
Россия), 1  мкм смеси 10  мкмоль праймеров 
(табл. 1), 7 мкл воды (DEPC) и 4 мкл матрицы 
кДНК. ПЦР осуществляли на платформе Quant 
Studio 6 (Applied Biosystems, США). Расчет от-
носительной экспрессии генов проводили с ис-
пользованием метода 2-∆∆Ct. Параметр ∆∆Ct на-
ходили путем нормирования рассчитанного для 
опытных проб значения ∆Ct на среднее значение 
∆Ct контрольных образцов. Ct – цикл амплифи-
кации, на котором содержание в реакционной 
смеси продукта достигает порогового значения, 
∆Ct – разница между Ct референсного гена (Actb) 
и Ct гена интереса (табл. 1).

Результаты и обсуждение
В ходе работы с уникальной моделью долго-

живущего грызуна – голого землекопа, нами был 
предложен способ получения первичной культу-
ры макрофагов костного мозга. Отличительной 

чертой данного метода является длительное куль-
тивирование предшественников костного мозга 
в течение 21 суток при пониженной температуре 
(32 °С) – близкой к температуре тела, наблюдае-
мой у голых землекопов in vivo (рис. 1).

РНК-секвенирование макрофагов голого зем-
лекопа при поляризации в М1 под действием LPS 
и IFNγ показало повышение экспрессии сиг-
натурных генов, характерных для данного типа 
ответа у наиболее хорошо изученного в данной 
модели организма – мыши [1], таких как CD38, 
Acod1, Tnf [2]. Вместе с этим, были обнаружены 
отличные от мыши тенденции в дифференци-
альной экспрессии генов, ассоциированных с 
метаболизмом аргинина (табл.  2). Так, в транс-
криптомах М0-, М1- и М2-макрофагов голого 
землекопа не детектировались транскрипты гена 
Nos2, кодирующего индуцибельную NO-синтазу 
(iNOS), в то время как у мыши этот ген сверх-
экспрессирован в М1-макрофагах. Интересно, 
что у голых землекопов не изменялась экспрес-
сия гена Slc7a2, кодирующего переносчик арги-
нина CAT2. Аргинин является конкурентным 
субстратом для iNOS и аргиназы-1, в связи с 
чем достаточное присутствие внутриклеточного 
аргинина важно для поляризации [8]. У мышей 

Рисунок 1. Особенности дифференцировки и поляризации макрофагов голого землекопа
Figure 1. Naked mole-rat macrophage differentiation and polarization
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ТАБЛИЦА 2. ЗНАЧЕНИЯ ИЗМЕНЕНИЯ ЭКСПРЕССИИ (LogFC) НЕКОТОРЫХ ГЕНОВ, ВОВЛЕЧЕННЫХ В МЕТАБОЛИЗМ 
АРГИНИНА, В ПОЛЯРИЗОВАННЫХ МАКРОФАГАХ ГОЛОГО ЗЕМЛЕКОПА И МЫШИ

TABLE 2. RELATIVE EXPRESSION (LogFC) OF SOME GENES INVOLVED IN ARGININE METABOLISM IN POLARIZED 
MACROPHAGES OF NAKED MOLE-RAT AND MOUSE

H. glaber

M1 vs M0 M2 vs M0

LogFC FDR LogFC FDR

Nos2 n. d. n. d.

Arg1 -3,3 3,04281E-06 0,23 n. s.

Slc7a2 0,45 n. s. -0,16 n. s.

M. musculus

M1 vs M0 M2 vs M0

LogFC FDR LogFC FDR

Nos2 8,8 5,96803E-17 0,3 0,005

Arg1 n. d. 4,84 7,85267E-19

Slc7a2 7,56 1,66944E-29 3,10 3,13952E-17

Примечание. LogFC – логарифм кратного изменения, FDR – скорректированные значения p-value с поправкой на 
множественное сравнение при анализе дифференциальной экспрессии. N. d. – не было обнаружено транскриптов,  
n. s. – изменение не достоверно статистически.

Note. LogFC is the logarithm of the fold change of gene expression versus M0, FDR is the adjusted p-value corrected for multiple 
comparisons in differential expression analysis. N.d., no transcripts were detected; n.s., not significant.

Slc7a2 сверхэкспрессирован как в М1-, так и в 
М2-макрофагах (табл. 2). 

Неожиданным результатом РНК-профили-
рования макрофагов голого землекопа, активи-
рованных рекомбинантным IL-4 мыши, оказа-
лось отсутствие изменений в характеристических 
М2-ассоциированных генах, например, Arg1 
(табл.  2). Значимому изменению подвергалось 
лишь малое количество генов, включая гены хе-
мокинов Cxcl13, Ccl22, Ccl5, среди которых толь-
ко Ccl22 связывают с М2-ответом [2].

В ходе настоящей работы мы проверили дру-
гие условия противовоспалительной поляри-
зации, которые потенциально могут вызывать 
изменение экспрессии М2-характеристических 
генов в макрофагах голого землекопа – реком-
бинантный IL-4 человека, среды с добавле-
нием L-аргинина, а также неспецифичный М2-
активатор – цАМФ. Для сравнения аналогичные 
условия М2-поляризации были проверены на 
культурах макрофагов костного мозга мыши, по-

лученных в стандартных условиях (рис. 2А). Для 
анализа было выбрано несколько генов, ярко 
коррелирующих с приобретением М2-фенотипа 
макрофагами, – Arg1, а также Mrc1 (маннозный 
рецептор CD206), Egr2 (транскрипционный фак-
тор) [1, 4].

Попарное выравнивание белковой после-
довательности IL-4 голого землекопа показало 
сходство на уровне около 60% аминокислот как 
для IL-4 мыши (61,4%), так и человека (58,7%). 
В свою очередь, уровень сходства между орто-
логами IL-4 мыши и человека составляет 56,5% 
(рис. 2Б). Оказалось, что IL-4 человека не вызы-
вает изменения экспрессии Arg1, Mrc1 и Egr2 от-
носительно М0 в макрофагах голого землекопа 
(рис. 2В). Кроме того, М2-поляризация также не 
происходит в макрофагах мыши при добавлении 
IL-4 человека (рис. 2Г). Судя по всему, уровень 
различий в аминокислотном составе между до-
ступными рекомбинантными вариантами IL-4 
достаточен для того, чтобы данный цитокин не 
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Рисунок 2. Экспрессия М2-ассоциированных генов при различных условиях противовоспалительной поляризации 
макрофагов голого землекопа
Примечание. А – схема получения культур макрофагов костного мозга голого землекопа и мыши, условия активации зрелых 
макрофагов. Б – эволюционная дистанция белковых последовательностей IL-4 у некоторых видов (Mmu – Mus musculus, Hgl – 
Heterocephalus glaber, Hsa – Homo sapiens, Gga – Galus galus) и процент сходных аминокислот в них (% similarity) при попарном 
выравнивании с помощью алгоритма EMBOSS Needle. В – относительная экспрессия генов Arg1, Mrc1, Egr2 в макрофагах 
голого землекопа через 24 часа после добавления рекомбинантного IL-4 мыши (mIL-4), IL-4 человека (hIL-4), цАМФ (cAMP) в 
стандартной среде и в среде с повышенным содержанием аргинина (mIL4/hIL-4 L-arg). Г – относительная экспрессия генов Arg1, 
Mrc1, Egr2 в макрофагах мыши через 24 часа после добавления mIL-4 в стандартной среде и среде с повышенным содержанием 
аргинина (mIL4 L-arg), hIL-4 и цАМФ. Каждая точка внутри группы представляет собой индивидуальную культуру клеток, 
полученную из одного животного. Для сравнения параметров между группами использовали однофакторный дисперсионный 
анализ (ANOVA). * – p < 0,05; ** – p < 0,01; ns – не достоверно.
Figure 2. Expression of M2-associated genes under different polarizing conditions
Note. A, scheme for obtaining cultures of bone marrow-derived macrophages from the two species and different M2 polarization strategies.  
B, Evolutionary distance of IL-4 protein sequences in four species (Mmu, Mus musculus; Hgl, Heterocephalus glaber; Hsa, Homo sapiens; Gga, 
Galus galus used as outgroup) and the percentage of similar amino acids (% similarity) in pairwise alignment of IL-4 protein sequences using 
EMBOSS Needle. C, relative expression of Arg1, Mrc1, Egr2 genes in naked mole rat macrophages (NMR BMDM) 24 hours after the addition 
of recombinant mouse IL-4 (mIL-4), human IL-4 (hIL-4), cAMP, in standard medium and in medium with increased arginine content (mIL-4/hIL-4 
L-arg). D, relative expression of the genes Arg1, Mrc1, Egr2 in mouse macrophages 24 hours after the addition of mIL-4 in standard medium and 
medium with a high content of arginine (mIL-4 L-arg), hIL-4 and cAMP. One-way analysis of variance (ANOVA) was used to compare relative 
expression between groups. *, p < 0.05; **, p < 0.01; ns, not significant.
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имел кросс-видовой активности, что представ-
ляет собой явное ограничение модели, приме-
няемой в настоящем или в подобных ему иссле-
дованиях [6]. 

Исходя из данных об отсутствии изменения 
уровня экспрессии Slc7a2, как в условиях М1-, так 
и М2-поляризации, у голого землекопа (табл.  2), 
мы предположили, что клеткам может быть не-
обходимо большее количество L-аргинина в 
культуральной среде [6]. Однако увеличение кон-
центрации аргинина в среде в 10 раз не привело к 
изменениям экспрессии М2-генов у голого зем-
лекопа (рис. 2В). У мышей статистически зна-
чимых различий по экспрессии генов интереса в 
М2-макрофагах, активированных в стандартной 
среде и среде с повышенным аргинином – также 
не наблюдалось (рис. 2Г), по всей видимости, вы-
бранная нами концентрация аргинина не влияет 
на стпень выраженности М2-фенотипа макрофа-
гов.

Наконец, как альтернативный подход к про-
блеме полноценности взаимодействия IL-4 
мыши и человека с рецепторами голого земле-
копа в качестве неспецифичного активатора М2 
фенотипа был использован дибутирил цАМФ, 
способный проникать внутрь клеток [7]. В ма-
крофагах мышей экспрессия гена Arg1 повыша-
лась, как при активации IL-4, так и цАМФ, с дру-
гой стороны, цАМФ не изменял экспрессии Mrc1 
и Egr2 (рис. 2Г). При этом в макрофагах голого 

землекопа стимуляция цАМФ не приводила к 
повышению экспрессии Arg1 (рис. 2В). 

Заключение
Поляризация макрофагов костного мозга голо-

го землекопа несет видоспецифичные особенно-
сти. Так, отличительной чертой М1-макрофагов 
голого землекопа является отсутствие продукции 
оксида азота и реорганизация транскрипционной 
программы, ассоциированной с этим процессом. 
Макрофаги голого землекопа, активированные 
рекомбинантным IL-4, не приобретали харак-
терные для противовоспалительных макрофагов 
черты. В ходе работы были проверены дополни-
тельные условия М2-поляризации макрофагов 
голого землекопа, однако никакие из них также 
не привели к изменению экспрессии ожидаемых 
М2-ассоциированных генов. Мы предполагаем, 
что доступные варианты рекомбинантного IL-4 
могут иметь недостаточную степень консерва-
тивности для того, чтобы взаимодействовать с 
рецепторами на клетках голого землекопа. Одна-
ко вместе с этим отсутствие повышения экспрес-
сии Arg1, ключевого гена М2-ответа, в ответ на 
цАМФ в макрофагах голого землекопа, в отличие 
от клеток мыши, может указывать на то, что раз-
витие противовоспалительного фенотипа имеет 
видоспецифичные особенности. Полноценное 
доказательство этой гипотезы требует постанов-
ки опытов с нативным или рекомбинантным ци-
токином IL-4 голого землекопа.
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СРАВНЕНИЕ IN VITRO МОДЕЛЕЙ ДЛЯ  
ИССЛЕДОВАНИЯ СЕНЕСЦЕНТНЫХ ОПУХОЛЬ-
АССОЦИИРОВАННЫХ МАКРОФАГОВ
Пухальская Т.В.1, 2, 3, Юракова Т.Р.3, Михайловская В.C.1, 
Богданова Д.А.1, 2, Демидов О.Н.1, 2

1 АНОО ВО «Научно-технологический университет “Сириус”», Сириус, Россия  
2 Институт цитологии Российской академии наук, Санкт-Петербург, Россия  
3 ФГБУН «Институт молекулярной биологии имени В.А. Энгельгардта» Российской академии наук, Москва, 
Россия

Резюме. Опухоль-ассоциированные макрофаги (от англ. Tumor-associated macrophages – ТАМs) 
являются важной и наиболее представленной популяцией иммунных клеток в микроокружении 
опухоли. В значительной мере именно ТАМs могут определять направленность противоопухолевого 
иммунного ответа, они могут или дополнительно стимулировать его, или наоборот способствовать 
формированию иммуносупрессивного микроокружения. Одновременно под влиянием опухолевых 
клеток и противоопухолевой терапии многие клетки в микроокружении опухоли (от англ. tumor 
microenvironment, TME) могут развивать состояние сенесцентности. Последнее десятилетие особую 
популярность приобретает тема старения (сенесцентности, от англ. senescence) и поиска терапии, на-
правленной на удаление сенесцентных клеток. В поисках новых терапевтических стратегий для ле-
чения онкологических заболеваний стареющим клеткам иммунной системы в микроокружении опу-
холи уделяется особое внимание. Так как наличие сенесцентных ТАМs в опухоли ассоциировано с 
неблагоприятным прогнозом и плохим ответом на терапию. Учитывая актуальность изучения роли 
стареющих иммунных клеток в TME (в частности опухоль-ассоциированных макрофагов), мы про-
вели сравнительный анализ экспериментальных протоколов получения опухоль-ассоциированных 
макрофагов in vitro, чтобы определить наиболее релевантный подход.

Мы проверили два протокола получения макрофагов из костного мозга мыши: 1) путем добавле-
ния кондиционной среды от клеточной линии саркомы мыши L929 (LCCM) (LCCM-BMDM); 2) пу-
тем добавления рекомбинантного M-CSF мыши (M-CSF-BMDM). Нами было показано, что LCCM-
BMDM по сравнению с M-CSF-BMDM имеют повышенную экспрессию фермента аргиназы (Arg1), 
способного подавлять активность противоопухолевых цитотоксических лимфоцитов, путем истоще-
ния аргинина в микроокружении опухоли. Также LCCM-BMDM демонстрировали повышенную се-
крецию факторов, характерных для фенотипа, ассоциированного со старением (от англ. senescence-
associated secretory phenotype, SASP) – IL-6 и TNF. Как Arg1, так и IL-6 c TNF являются маркерами, 
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характерными для сенесцентных макрофагов. Таким образом использование LCCM для получения 
первичной культуры макрофагов ограничивает дальнейшие шаги в создании модели опухоль-ассоци-
ированных макрофагов, которая отражала бы специфичные характеристики фенотипического ответа 
макрофагов для различных типов опухолей. Мы считаем, что дифференцировка макрофагов в при-
сутствии M-CSF представляется более предпочтительным протоколом для изучения ТАМs и сенес-
центных TAMs с последующим тестированием новых терапевтических стратегий.

Ключевые слова: сенесцентные клетки, p21cip1, микроокружение опухоли, TAMs, SASP, in vitro

COMPARISON OF IN VITRO MODELS FOR THE STUDY 
OF SENESCENCE OF MACROPHAGES ASSOCIATED WITH 
A TUMOR
Pukhalskaia T.V.a, b, c, Yurakova T.R.c, Mikhailovskaya V.S.a,  
Bogdanova D.A.a, b, Demidov O.N.a, b

a Sirius University of Science and Technology, Federal Territory Sirius, Russian Federation  
b Institute of Cytology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russian Federation  
c Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation

Abstract. Tumor-associated macrophages (TAMs) are an important and most represented population of 
immune cells in the tumor microenvironment. To a great extent, TAMs can determine the direction of the 
antitumor immune response; they can either additionally stimulate it or on the contrary contribute to the 
formation of immunosuppressive microenvironment. At the same time, under the influence of tumor cells and 
antitumor therapy, many cells in the tumor microenvironment (TME) can develop a state of senescence. Over 
the last decade, the topic of senescence and the search for therapies aimed at removing senescent cells has 
gained popularity. In the search for new therapeutic strategies to treat cancer, senescent cells of the immune 
system in the tumor microenvironment have received special attention since the presence of senescent TAMs in 
tumors is associated with poor prognosis and poor response to therapy. Given the relevance of studying the role 
of senescent immune cells in TME (in particular tumor-associated macrophages), we performed a comparative 
analysis of experimental protocols to obtain tumor-associated macrophages in vitro to determine the most 
relevant approach. We tested two protocols for obtaining macrophages from mouse bone marrow: (1) by adding 
conditioned medium from the L929 mouse sarcoma cell line (LCCM) (LCCM-BMDM); and (2) by adding 
recombinant mouse M-CSF (M-CSF-BMDM). We showed that LCCM-BMDMs, compared to M-CSF-
BMDMs, have increased expression of the arginase enzyme (Arg1), which can inhibit the activity of anti-tumor 
cytotoxic lymphocytes by depleting arginine in the tumor microenvironment. LCCM-BMDMs also exhibited 
increased secretion of factors characteristic of the senescence-associated secretory phenotype (SASP): IL-6 and 
TNF. Both Arg1 and IL-6 and TNF are markers characteristic of senescence-associated macrophages. Thus, the 
use of LCCM to obtain primary macrophage culture limits further steps in creating a model of tumor-associated 
macrophages that reflects the specific characteristics of the macrophage phenotypic response for different 
tumor types aAnd also limits studies of senescence formation in tumor-associated macrophages in models of 
carcinogenesis other than sarcoma. We believe that differentiation of macrophages in the presence of M-CSF 
appears to be a more preferable protocol to study TAMs and senescent TAMs to test new therapeutic strategies.

Keywords: senescent cells, p21cip1, tumor microenvironment, TAMs, SASP, in vitro

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского Научного Фонда (грант РНФ 19-
75-30032). 

Введение
Несмотря на широкий спектр различных ле-

карственных средств, используемых в терапии 
рака, в данной области остается еще много не-

решенных вопросов, а поиск новых подходов, 
направленных на увеличение эффективности 
противоопухолевой терапии, не теряет своей 
актуальности. Стоит учитывать, что любая тера-
пия оказывает эффект не только на опухолевые 
клетки, но и на клетки микроокружения (от англ. 
tumor microenvironment, TME), в том числе и 
на клетки иммунной системы. Как опухолевые 
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клетки, так и клетки TME могут подвергаться 
«старению» (сенесенс), спонтанно или под воз-
действием противоопухолевой терапии [2]. Се-
несцентность характеризуется, необратимой 
остановкой клеточного цикла и устойчивостью 
к апоптотическим стимулам, что делает такие 
клетки устойчивыми и к дальнейшим вмешатель-
ствам. Кроме того, для большинства сенесцент-
ных клеток характерны повышенная активность 
лизосом, увеличение гликолиза, увеличение по-
вреждений ДНК, а также повышенная секреция 
хемокинов, цитокинов и факторов роста, объеди-
ненных под общим названием «секреторный фе-
нотип, ассоциированный со старением» (от англ. 
senescence-associated secretory phenotype, SASP). 
В свою очередь SASP, паракринно влияя на клет-
ки TME, способствует целому ряду патологиче-
ских процессов и резистентности к терапии [3]. 

Особый интерес в контексте сенесцент-
ности представляют макрофаги, ассоцииро-
ванные с опухолью (от англ. Tumor-associated 
macrophages – ТАМs). Макрофаги – чрезвычай-
но пластичные клетки. При физиологических и 
патологических процессах они имеют два про-
тивоположных фенотипа (поляризации): клас-
сически активированный подтип M1 и альтерна-
тивно активированный подтип M2. В ТМЕ чаще 
представлены так называемые М2 подобные 
макрофаги и супрессорные клетки миелоидного 
происхождения, которые формируют иммуносу-
прессивное микроокружение в опухоли [1]. На-
личие сенесцентных ТАМs в опухоли ассоции-
ровано с неблагоприятным прогнозом и плохим 
ответом на терапию. Суммируя данные, получен-
ные в различных моделях in vivo и in vitro, можно 
выделить некоторые общие черты, характерные 
для сенесцентных TAMs, такие как: совместное 
увеличение экспрессии ингибиторов циклин-за-
висимых киназ p16INK4 и/или p21cip1, Arg1, CD206, 
CXCR1, CD38; увеличенный метаболизм аргини-
на и гликолиз. SASP сенесцентных TAMs харак-
теризуется секрецией TGF-β, IL-10, IL-6, TNF, 
IL-1β, Mmp12, Timp2, Cxcl12, Cxcl13, Hgf [6].

Несмотря на то, что эталоном для изучения 
процессов старения и канцерогенеза является 
использование in vivo моделей, на этапах мас-
штабных скринингов препаратов также необхо-
димо иметь подходящие in vitro модели TAMs. 
Таким образом, задачей данного исследования 
было провести сравнительный анализ экспери-
ментальных протоколов получения TAMs in vitro, 
чтобы определить наиболее релевантный подход.

Материалы и методы
Мыши
В работе использовали мышей линии C57Bl/6 

в возрасте 6-8 недель, полученных из питом-

ника лабораторных животных «Пущино», фи-
лиала Института биоорганической химии им. 
М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН в г. 
Пущино. Животных содержали в автономном 
экспериментально-биологическом комплексе 
для временного размещения и исследования ге-
нетически модифицированных линий лабора-
торных мышей категории SPF. Эксперименты 
были одобрены Комиссией по биоэтике ИМБ 
РАН (Протокол №3 от 27.10.2023).

Выделение и дифференцировка первичных ма-
крофагов мыши

Макрофаги костного мозга (от англ. bone-
marrow-derived macrophage, BMDM) дифферен-
цировали из клеток костного мозга мыши С57В6j 
в соответствии с ранее опубликованными прото-
колами [9]. Костный мозг был выделен из боль-
шеберцовых и бедренных костей мышей дикого 
типа. 

Культивирование клеток
Клеточные линии колоректального рака 

мыши MC38 получены из Kerafast и фибробла-
сты L929 (ATCC CCL-1) были получены из ATCC 
(American Type Culture Collection, США) и куль-
тивировались в среде DMEM 4,5 г/л глюкозы 
(НПП «ПанЭко», Россия) с добавлением 10% 
FBS, 4 мМ L-глутамина и антибиотиков при 37 °C 
во влажной атмосфере с 5% содержанием CO2.

Модель получения опухоль-ассоциированных 
макрофагов

После окончания дифференцировки BMDM 
рассаживали в концентрации 1  ×  106 на лунку 
24-луночного планшета в объеме 500 мкл, давали 
прикрепиться клеткам в течении 3-4 часов, после 
чего добавляли 500 мкл 3-дневной кондиционной 
опухолевой среды от линии клеток МС38. В ка-
честве положительного контроля использовали 
LPS (10 нг/мл), IFNγ (10  нг/мл) и IL-4 (20 нг/мл) 
мыши для М1 и М2 поляризации соответственно. 

Выделение РНК и обратная транскрипция
Клетки из одной лунки 24-луночного планше-

та лизировали в ExtractRNA (ЗАО «Евроген», Рос-
сия). Суммарную мРНК выделяли в соответствии 
с инструкцией производителя. Обратную транс-
крипцию РНК, очищенной от геномной ДНК, 
проводили с использованием набора Thermo 
Scientific RevertAid RT Kit (Thermo Scientific, 
США) и проводили синтез в соответствии с ин-
струкцией производителя.

Анализ экспрессии генов методом количествен-
ной ПЦР в реальном времени

Для постановки количественной ПЦР ис-
пользовали готовый набор с SYBR (qPCRmix-HS 
SYBR+LowROX, ЗАО «Евроген», Россия), по-
сле довательности праймеров приведены в табли-
це 1. Синтез производился на амплификаторе 
MicroAmp Optical 96-Well Reaction Plate, Applied 
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Biosystems. Для каждого образца реакцию прово-
дили в трех технических повторах. Уровень экс-
прессии анализируемых генов был нормализован 
относительно уровня ACTB. Относительную экс-
прессию генов подсчитывали методом сравни-
тельной количественной оценки величины поро-
гового цикла (∆∆Ct) [10].

Иммуноферментный анализ (ИФА)
Содержание IL-6 и TNF в надклеточной сре-

де анализировали с помощью набора Invitrogen™ 
Mouse IL-6 Uncoated ELISA Kit (Thermo Scientific, 
США) и Invitrogen™ Mouse TNF Uncoated ELISA 
Kit (Thermo Scientific, США) в соответствии с ре-
комендациями производителя.

Мультиплексный анализ продукции цитокинов
Профиль продукции цитокинов в LCCM был 

исследован с помощью технологии мультиплекс-
ного анализа Luminex xMAP (Merck, Германия). 
В настоящей работе был использован набор 
MILLIPLEX MAP Mouse Cytokine / Chemokine 
Magnetic Bead Panel. Анализ был проведен в со-
ответствии с инструкциями производителя, об-
работку данных проводили в программе Analyst 
(Merck, Германия).

Статистический анализ
Статистическую обработку результатов про-

водили попарно при помощи t-критерия Стью-
дента в программе GraphPad Prism 10. Различия 
считали достоверными при *p < 0,05, **p < 0,01, 
***p < 0,001, ****p < 0,0001, ns (non-significant) – 
нет разницы.

Результаты и обсуждение
Для сравнения как дифференцировка макро-

фагов с помощью различных протоколов влияет 

на последующее моделирование TAMs была вы-
брана следующая схема эксперимента (рис.  1А, 
см. 2-ю стр. обложки). Согласно полученным ре-
зультатам, LCCM-BMDM демонстрируют повы-
шенную экспрессию Arg1 и Mrc1 по сравнению с 
M-CSF-BMDM (рис. 1Б, см. 2-ю стр. обложки). 
На основании полученных результатов и ранее 
опубликованных данных о повышенном базовом 
уровне экспрессии IL-10 [4] можно предполо-
жить, что LCCM-BMDM изначально демонстри-
руют предрасположенность к M2-подобному фе-
нотипу после дифференцировки по сравнению с 
M-CSF-BMDM. 

Макрофаги, полученные путем добавления 
LCCM, секретировали более высокие уровни 
IL-6 и TNF (рис. 1В, см. 2-ю стр. обложки). Дан-
ные изменения могут быть обусловлены наличи-
ем IL-6 в составе LCCM (рис. 1Г, см. 2-ю стр. об-
ложки). Это может способствовать проявлению 
более выраженного М2 фенотипа при активации 
макрофагов IL-4, увеличивая Arg1 и Мrc1 [7]. По-
мимо IL-6, LCCM также содержит фактор, ин-
гибирующий лейкемию, который может стиму-
лировать макрофаги к М2-подобному фенотипу 
через активацию STAT3 [11].

Несмотря на эти отличия между макрофага-
ми, полученными путем дифференцировки из 
клеток костного мозга в присутствии рекомби-
нантного M-CSF или LCCM в качестве основ-
ного источника M-CSF, LCCM-BMDM широко 
используются для изучения биологии макро-
фагов [12]. Тем не менее такой подход, на наш 
взгляд, является спорным в случае получения 
первичной культуры TAMs in vitro. Использо-
вание LCCM-BMDM для дальнейшей ассоци-
ации с опухолью может приводить к искажен-

ТАБЛИЦА 1. ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ ПРАЙМЕРОВ ДЛЯ ПРОВЕДЕНИЯ qPCR

TABLE 1. SEQUENCES OF PRIMERS FOR qPCR

Ген
Gene

Последовательности праймеров (5′→3′)
Primer sequences (5′→3′)

Прямой
Forward 

Обратный
Reverse

Actb CTCCTGAGCGCAAGTACTCTGTG TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCC

Tnf CAGCCTCTTCTCATTCCTGCTTGTC CTGGAAGACTCCTCCCAGGGTATAT

Fpr2 CGAAGAGTGTAAGAAGGAGAC AAGGAAGAAAGTGATGGAGAC

CD38 CTACAGGCCTGCCAGGTTTC GTTGCTTCTGAGCCCCTTCA

Arg1 TGAGGAAAGCTGGTCTGCTG GGCCAGAGATGCTTCCAACT

Egr2 ATCCTAGGCTCAGTTCAACC ATCATGCCATCTCCCGC

Mrc1 TACTTGGACGGATAGATGGAGG CATAGAAAGGAATCCACGCAG

P21 CAAAGTGTGCCGTTGTCTCT AGGAAGTACTGGGCCTCTTG



697

Сенесцентные TAMs in vitro
Senescent TAMs in vitro2024, Vol. 26,  4

2024, Т. 26, № 4

ным фенотипическим характеристикам TAMs 
(рис.  1Г, см. 2-ю стр. обложки). Кроме пластич-
ности для макрофагов характерна способность 
«запоминать» различные сигналы, с которыми 
они раньше встречались, посредством метабо-

лических и эпигенетических изменений. Данное 
явление получило название тренированный им-
мунитет [5]. Можно предположить, что подоб-
ный механизм может лежать в основе различий 
M-CSF- BMDM и LCCM-BMDM.

Рисунок 2. Изменения относительной экспрессии мРНК в LССM-BMDM и M-CSF-BMDM после 24 ч ассоциации 
с кондиционной средой от аденокарциномы толстой кишки мыши (MC38)
Примечание. А – изменения относительной экспрессии генов M2 поляризации (Arg1, Egr2, Mrc1 соответственно). Б – изменения 
относительной экспрессии генов M1 поляризации (Fpr2). В – изменения относительной экспрессии ингибитора клеточного 
цикла p21cip1. Данные qPCR. Уровень экспрессии был нормализован относительно уровня Actb. Значения представляют 
собой среднее ± стандартное отклонение среднего из двух независимых экспериментов. Контроль: M-CSF-BMDM или LССM-
BMDM, собранными сразу после окончания дифференцировки. В качестве положительного контроля M1/M2 поляризации 
использовались LPS/IFNγγ и IL-4 соответственно. Статистический анализ проведен при помощи t-критерия Стьюдента,  
* – p < 0,05, ** – p < 0,01, ns (non-significant) – нет разницы.
Figure 2. Changes in relative mRNA expression in LCCM-BMDM and M-CSF-BMDM after 24 h association with conditioned 
medium from mouse colon adenocarcinoma (MC38)
Note. A, сhanges in relative expression of M2 polarization genes (Arg1, Egr2, Mrc1, respectively). B, сhanges in relative expression of M1 
polarization genes (Fpr2). С, сhanges in the relative expression of the cell cycle inhibitor p21cip1. qPCR data. Expression levels were normalized 
relative to Actb levels. Values represent the mean ± standard deviation of the mean from two independent experiments. Control: M-CSF-BMDM 
or LCCM-BMDM harvested immediately after the end of differentiation. LPS/IFNγ and IL-4 were used as positive controls for M1/M2 polarisation, 
respectively. *, p < 0.05, **, p < 0.01, ns – non-significant (Student’s t-test, was used).
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Таким образом, переход макрофагов в фено-
тип, подразумеваемый конкретной моделью опу-
холевой ассоциации, может быть «смазан» или 
затруднен на фоне влияния, которое макрофаги 
уже получили в процессе дифференцировки от 
LCCM. Так, например, в полученных нами дан-
ных были показаны фенотипические различия 
LCCM-BMDM и M-CSF-BMDM после ассоци-
ации кондиционной средой от аденокарцино-
мы толстой кишки мыши (MC38). Ассоциация 
M-CSF-BMDM с MC38 вызывала увеличение 
экспрессии аргиназы Arg1 (рис.  2A). В то же 
время наблюдалось снижение экспрессии Egr2 
и Mrc1 относительно контроля (рис.  2А). При 
ассоциации LCCM-BMDM с MC38 наблюда-
лось увеличение экспрессии Fpr2, в отличие от 
M-CSF-BMDM, где экспрессия Fpr2 (рис. 2Б) не 
изменялась. Также в отличие от M-CSF-BMDM 
в LCCM BMDM не наблюдалось увеличения 
Arg1 (рис. 2А).

Тем не менее в отдельных случаях моделиро-
вание TAMs с использованием LCCM-BMDM 
может быть актуально – например, в моделях, в 
которых опухоли являются источником M-CSF. 
При гепатоцеллюлярной карциноме человека 
существует значительная связь между высокой 
экспрессией M-CSF и повышенной инфиль-
трацией макрофагов, что связано с плохой вы-
живаемостью пациентов [8]. Однако к TAMs, 
которые были получены с использованием 
LCCM-BMDM, стоит относиться осторожнее, 
принимая во внимание ограничения данной мо-
дели при изучении сенесцентных макрофагов в 
ТМЕ. В частности было продемонстрированно, 
что ассоциация LCCM-BMDM с МС38 in vitro 

приводит к значимому увеличению экспрессии 
p21cip1, в отличие от M-CSF-BMDM ассоцииро-
ванных с МС38 (рис.  2В).

Заключение
Наши результаты показывают, что в in vitro 

моделях TAMs использование рекомбинантно-
го M-CSF для дифференцировки является наи-
более подходящей методикой получения TAMs, 
которая ближе всего отражает дифференцировку 
ТAMs in vivo. Кондиционная среда от L929 из-
начально репрограммирует макрофаги в про-
межуточное состояние между M2-подобным 
фенотипом и фенотипом характерным для сенес-
центных клеток. Так, LCCM-BMDM изначально 
демонстрируют увеличенную экспрессию Arg1 и 
Mrc1 по сравнению с M-CSF-BMDM, а также се-
крецию факторов SASP – IL-6 и TNF. Таким об-
разом, необходимо тщательно выбирать модель 
получения ТАМs, что позволит избежать неже-
лательных аберраций при тестировании новых 
стратегий репрограммирования ТМЕ с целью 
повышения эффективности противоопухолевой 
терапии.
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ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА  
ПРОМОТОРОВ ГЕНОВ ПРОТИВОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ 
ЦИТОКИНОВ IL-10 И TGF-ββ В КЛЕТОЧНЫХ  
МОДЕЛЯХ В-ЛИМФОЦИТОВ
Уварова А.Н., Устюгова А.С., Жеремян Э.А., Стасевич Е.М., 
Корнеев К.В., Купраш Д.В.
ФГБУН «Институт молекулярной биологии имени В.А. Энгельгардта» Российской академии наук, Москва, 
Россия

Резюме. B-лимфоциты участвуют в развитии многих заболеваний, в том числе аутоиммунных, он-
кологических и инфекционных. В отличие от регуляторных Т-лимфоцитов, роль В-лимфоцитов в 
противовоспалительной регуляции иммунного ответа стала активно изучаться относительно недавно. 
Цитокины IL-10 и TGF-β являются одними из ключевых секретируемых факторов иммуносупрессии, 
поэтому изучение особенностей их транскрипционной регуляции в В-клетках представляется акту-
альной задачей.

Данная работа посвящена функциональной характеристике промоторных областей генов IL10 
и TGFB1 в иммортализованных В-клеточных линиях, соответствующих разным стадиям развития 
В-лимфоцитов – Reh и Raji. Для этого мы идентифицировали области потенциальных промоторов 
генов IL10 и TGFB1, ориентируясь на эпигенетические признаки функциональных регуляторных об-
ластей, определяемых биофинформатическими методами анализа данных ChIP-Seq хроматиновых 
меток в CD19+ лимфоцитах. Мы изучили активность выбранных промоторов с помощью репортер-
ного анализа в В-клетках. Дополнительно, мы функционально охарактеризовали однонуклеотидный 
полиморфизм rs1800469, который расположен в промоторе TGFB1 и ассоциирован с развитием коло-
ректального рака, хронической обструктивной болезнью легких и риском радиационного фиброза. 
Активность промоторов IL10 и TGFB1 возрастала в модели про-В-клеток Reh и модели более зрелых 
В-лимфоцитов Raji после стимуляции форболовым эфиром, причем активность обоих промоторов 
была ниже в клетках линии Raji. Присутствие минорного аллеля однонуклеотидного полиморфизма 
rs1800469(A) приводило к повышению активности промотора гена TGFB1 в стимулированной кле-
точной линии Reh. Более высокая активность промоторов IL10 и TGFB1 в клетках острого лимфо-
бластного лейкоза Reh может быть связана с характерным для этой патологии увеличением имму-
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носупрессии. Также возможно, что активация про-В-клеток Reh вызывает их дифференцировку в 
моноцитоподобные клетки, которые под аутокринным воздействием TGF-β и IL-10 могут поляри-
зоваться в М2-макрофаги, продуцирующие противовоспалительные цитокины. М2-макрофаги мо-
гут функционировать в качестве опухоль-ассоциированных макрофагов, которые являются важным 
компонентом опухолевого микроокружения и способствуют развитию колоректального рака. Кроме 
того, повышенный уровень TGF-β в тканях повышает риски возникновения фиброза и снижает уро-
вень воспаления при хронической обструктивной болезни легких.

Ключевые слова: регуляция транскрипции, иммуносупрессия, В-лимфоциты, IL-10, TGF-β, SNP

FUNCTIONAL CHARACTERISTICS OF THE GENE PROMOTERS 
OF ANTI-INFLAMMATORY CYTOKINES TGF-ββ AND IL-10 IN 
B LYMPHOCYTE CELL MODELS
Uvarova A.N., Ustiugova A.S., Zheremyan E.A., Stasevich E.M., 
Korneev K.V., Kuprash D.V.
Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation

Abstract. B cells play a crucial role in the pathogenesis of various diseases, such as autoimmune disorders, 
cancers, and infections. Unlike regulatory T cells, the anti-inflammatory capabilities of B cells have only 
recently garnered attention. Cytokines IL-10 and TGF-β are among the key secreted immunosuppressive 
factors, therefore studying the characteristics of their transcriptional regulation in B  cells appears to be 
a relevant task. This study focuses on characterizing the promoter regions of IL10 and TGFB1 genes in 
immortalized B cell lines representing different developmental stages – Reh and Raji. To achieve this, we 
identified potential promoter regions guided by the epigenetic features of functional regulatory regions 
determined by bioinformatics methods of ChIP-Seq data analysis of chromatin marks in CD19+ lymphocytes. 
We examined the activity of selected promoters using reporter analysis in B cells. Additionally, we studied the 
impact of a single nucleotide polymorphism rs1800469 in the TGFB1 promoter, which is associated with the 
development of colorectal cancer, chronic obstructive pulmonary disease, and the risk of radiation fibrosis. Our 
results showed increased promoter activity of IL10 and TGFB1 in the Reh pro-B cells compared to the Raji 
mature B cells upon stimulation. Interestingly, the presence of the minor allele of rs1800469 led to enhanced 
TGFB1 promoter activity in the Reh cells. Higher activity of IL10 and TGFB1 promoters in acute lymphoblastic 
leukemia Reh cells may be associated with the increased immunosuppression, which is characteristic of this 
pathology. It is also possible that activation of pro-B cells Reh induces their differentiation into monocyte-like 
cells, which can be polarized into alternatively activated (M2) macrophages by autocrine TGF-β and IL- 10. M2 
macrophages can function as tumor-associated macrophages and contribute to the development of colorectal 
cancer. Moreover, increased levels of TGF-β in tissues increase the risks of fibrosis and decrease inflammation 
levels in chronic obstructive pulmonary disease.

Keywords: transcription regulation, immunosupression, B cells, IL-10, TGF-β, SNP

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке Российского научного фонда: грант № 22-14-
00398 (изучение промотора IL-10), грант № 21-
74-00106 (изучение промотора TGF-β). 

Введение
B-лимфоциты играют важную роль в регу-

ляции иммунного ответа как в норме, так и при 
патологических состояниях [3]. Традиционно ос-
новной функцией B-клеток считается продукция 
антител в ответ на чужеродные антигены, однако 

также известны иммуносупрессорные свойства 
B-клеток [13]. Регуляторные B-лимфоциты осу-
ществляют свою иммуносупрессивную функцию 
за счет продукции провоспалительных цитоки-
нов IL-10, TGF-β, IL-35, гранзима В, а также 
экспрессии CD39, CD73 и PD-L1, которые инги-
бируют пролиферацию и продукцию цитокинов 
эффекторными T-клетками [14, 15]. В представ-
ленной работе мы сфокусировались на функци-
ональной характеристике промоторных областей 
генов TGFB1 и IL10 в В-клеточных линиях Reh и 
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Raji, в которых была показана экспрессия иссле-
дуемых генов, согласно базам данных FANTOM5 
human promoterome (https://fantom.gsc.riken.jp/
zenbu/) и Cancer Cell Line Encyclopedia (https://
sites.broadinstitute.org/ccle/). По своим характе-
ристикам происходящая из острого лимфобласт-
ного лейкоза линия Reh соответствует стадии 
про-В-клеток, а изолированные из пациента с 
лимфомой Беркитта клетки Raji представляют 
собой модель наивных В-лимфоцитов [7].

Материалы и методы 
Области промотора IL10 и TGFB1 определяли 

с использованием данных ENCODE, Roadmap 
визуализированным в геномном браузере UCSC 
Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/), на 
основании эпигенетических признаков регу-
ляторных областей: пиков ацетилирования ли-
зина 27 гистона H3 (H3K27Ac), моно- и триме-
тилирования лизина 4 гистона H3 (H3K4me1, 
H3K4me3), а также данных о чувствительности 
к ДНКазе I и наличию сайтов посадки транс-
крипционных факторов (ТФ). Оценка актив-
ности выбранных промоторов генов IL10 и 
TGFB1, содержащего альтернативные варианты 
rs1800469, проводилась с использованием двой-
ного люциферазного теста. Для этого потенци-
альные промоторные последовательности гена 
IL10 (chr1:206772847-206773555; GRCh37/hg19) и 
TGFB1 (chr19:41858947-41861101; GRCh37/hg19) 
были амплифицированы при помощи ПЦР с ге-
номной ДНК с использованием специфических 
праймеров, содержащих сайты рестрикции. За-
тем промоторные области были клонированы 
перед репортерным геном люциферазы Firefly 
в вектор pGL3-basic (Promega, США). Введе-
ние в последовательность промотора минорного 
А-аллеля rs1800469 осуществилось с использова-
нием ПЦР-направленного мутагенеза с перекры-
вающимися праймерами. Плазмиды выделяли с 
помощью набора Plasmid Midiprep (ЗАО «Евро-
ген», Россия) и верифицировали секвенировани-
ем по Сэнгеру (ЦКП «Геном», Россия) [12]. 

Клетки линий Raji и Reh культивировали в 
среде RPMI 1640 (НПП «ПанЭко», Россия) с 
добавле нием 10% FBS (Corning, США), 2 мМ 
L-глутамина, 1 мМ пирувата натрия, 100 ЕД/мл 
пенициллина и 100 мкг/мл стрептомицина (все 
НПП «ПанЭко», Россия), заменимых аминокис-
лот и 10 мМ HEPES (все Gibco, США). Стиму-
ляцию клеток осуществляли путем добавления 
в культуральную среду форбол-12-миристат-13-
ацетата (1 мкг/мл, PMA; Sigma-Aldrich, США) 
за 24 ч до трансфекции плазмидами, в качестве 
контроля активации добавляли фосфатно-соле-
вой буфер (PBS). Трансфекцию клеток проводи-
ли с использованием системы для электропора-

ции Neon Transfection System (Thermo Scientific, 
США). На одну точку брали 2,5 млн клеток, до-
бавляли к ним 5 мкг тестируемых плазмид в соче-
тании с 0,5 мкг контрольного вектора pRL-CMV 
(Promega, США), экспрессирующим люциферазу 
Renilla под сильным CMV-промотором. Клетки 
подвергали электропорации с параметрами: один 
импульс напряжением 1300 В и длительностью 30 
мс. Через 24 ч после трансфекции клетки лизи-
ровали с использованием набора Dual-Luciferase 
Reporter Assay System (Promega, США) и на лю-
минометре 20/20n (Turner BioSystems, США) из-
меряли сигнал от люцифераз Firefly и Renilla, со-
гласно протоколу производителя. 

Статистический анализ данных проводили с 
помощью программного обеспечения GraphPad 
Prism (версия 9.0.0. для Windows, GraphPad 
Software, США; www.graphpad.com). Для опре-
деления степени достоверности использовали 
непарный t-критерий Стьюдента. Данные были 
получены не менее чем в трех независимых экс-
периментах и представлены как среднее значение 
± стандартное отклонение (SD). Статистически 
значимое различие идентифицировали при зна-
чении p < 0,05.

Результаты и обсуждение
Мы изучили активность промоторов проти-

вовоспалительных цитокинов IL-10 и TGF-β 
(рис. 1А, Б) в иммортализованных В-клеточных 
линиях Reh и Raji без и при стандартной ак-
тивации лимфоцитов с использованием РМА. 
Для этого, репортерные конструкции с клони-
рованными промоторами IL10 или TGFB1 мы 
трансфицировали клетки Reh и Raji и измеряли 
активность репортерной люциферазы с помо-
щью двойного репортерного теста. В отсутствие 
активации выбранные нами промоторные по-
следовательности обладали достаточно низкой 
эффективностью во всех представленных клеточ-
ных линиях (рис. 1В,  Г). Активность промоторов 
IL10 и TGFB1 значительно возрастала в обеих 
PMA-стимулированных В-лимфоцитарных кле-
точных линиях, при этом активность промото-
ра была ниже в клетках линии Raji (рис.  1В,  Г). 
Дополнительно, мы провели функциональ-
ный анализ однонуклеотидного полиморфиз-
ма rs1800469(G/А), расположенного в промо-
торе гена TGFB1 (рис.  1Б). Минорный аллель 
rs1800469(A) встречается в Европейской популя-
ции с частотой 0,32, ассоциирован с повышен-
ным риском развития колоректального рака [11] 
и лучевого фиброза [6], но является протектив-
ным в случае хронической обструктивной болез-
ни легких [2]. Для функциональной аннотации 
полиморфизма rs1800469 мы протестировали ак-
тивность промотора гена TGFB1 в зависимости 
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Рисунок 1. Расположение промоторов генов IL10 (А) и TGFB1 (Б) относительно эпигенетических меток активного 
хроматина в первичных В-лимфоцитах согласно данным ENCODE и Roadmap (GRCh37/hg19)
Примечание. Серым обозначены границы промоторов, вертикальной линией – расположение полиморфизма rs1800469. 
H3K4me1 – пики монометилирования 4 лизина 3 гистона, H3K4me3 – пики триметилирования 4 лизина 3 гистона, H3K27Ac – 
пики ацетилирования 27 лизина 3 гистона. Прямоугольниками отмечены кластеры гиперчувствительности к ДНКазе I в и 
сайты связывания транскрипционных факторов. В – относительная активность промотора гена IL10 в составе люциферазных 
репортерных конструкций, трансфицированных в PMA-стимулированные B-клеточные линии Reh и Raji. Относительный 
сигнал светлячковой люциферазы нормирован на сигнал люциферазы Renilla, а также на сигнал из клеток Reh без активации. 
Данные представлены в виде средних значений ± SD, n ≥ 3, ** p < 0,005 – достоверная разница между активностью промотора 
в стимулированных и неактивированных клетках Raji, * p < 0,05 – достоверная разница между активностью промотора в 
стимулированных и неактивированных клетках Reh, # p < 0,05 – достоверная разница активности промотора между клеточными 
линиями (непарный критерий t-Стьюдента). Г – относительная активность промоторов TGFB1, содержащих альтернативные 
варианты rs1800469 в составе люциферазных репортерных конструкций, трансфицированных в Reh и Raji. Относительный 
сигнал светлячковой люциферазы нормирован на сигнал люциферазы Renilla. Данные представлены в виде средних значений 
± SD, n ≥ 3. # p < 0,05 – достоверная разница между вариантами промотора, содержащего альтернативные аллели rs1800469;  
* p < 0,05 – достоверная разница между активностью промотора в активированных клетках Reh и в остальных точках (непарный 
критерий t-Стьюдента).
Figure 1. Schematic representation of the IL10 (A) and TGFB1 (B) promoters relative to epigenetic marks of active chromatin 
in primary B-cells based on the ENCODE and Roadmap data (GRCh37/hg19)
Note. Gray marks the putative promoters, the vertical line shows the location of the rs1800469. Histograms indicate the location of histone 
modifications (H3K4 mono/tri-methylation, H3K27 acetylation). Rectangles mark regulatory elements positions according to ENCODE, DNase I 
hypersensitivity clusters (DNase I) and transcription factor ChIP-seq (TF clusters). C, relative luciferase activity in Reh and Raji cells transfected 
with constructs containing IL10 promoter. All data were normalized to Renilla luciferase internal reference and further normalized to the luciferase 
activity of Reh cells without activation. Data are presented as mean values ± SD, n ≥ 3, ** p < 0.005 – significant difference between promoter 
activity in Raji cells with and without activation, * p < 0.05 – significant difference between promoter activity in Reh cells with and without activation, 
# p < 0,05 – significant difference between promoter activity in Reh and Raji cells as calculated by unpaired Student’s t-test. D, relative activity 
of the TGFB1 promoters with alternative rs1800469 alleles in luciferase reporter constructs transfected into the Reh and Raji cells. All data were 
normalized to Renilla luciferase internal reference. Data are presented as mean values ± SD, n ≥ 3. # p < 0.05 – significant difference between 
variants of the promoter containing alternative alleles of rs1800469; * p < 0.05 – significant difference between promoter activity in activated and 
non-activated cells, as calculated by unpaired Student’s t-test.
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от представленного аллеля SNP в люциферазном 
тесте. Люциферазный тест проводился через 24 ч 
после активации клеток с использованием РМА. 
Согласно полученным результатам, минорный 
аллель полиморфизма rs1800469(A) увеличивает 
активность промотора гена TGFB1 в клеточной 
линии Reh (рис. 1Г). Часто аллель-специфиче-
ская разница активностей регуляторных элемен-
тов генов, содержащих альтернативные вариан-
ты SNP, связана с изменением силы связывания 
функционального транскрипционного фактора. 
Биоинформатическое приложение ANANASTRA 
(https://ananastra.autosome.ru/), содержащее об-
ширные данные об аллель-специфическом свя-
зывании ТФ с полиморфизмами в разных типах 
клеток, предсказывает более сильное связыва-
ние ТФ CTCF при наличии минорного аллеля 
rs1800469(A) в клетках поджелудочной железы, 
что косвенно может указывать на участие это-
го фактора в аллель-специфической активности 
промотора TGFB1.

Общий более высокий уровень активности 
промоторов IL10 и TGFB1 в клетках Reh может 
объясняться их происхождением из острого лим-
фобластного лейкоза, для которого характерно 
увеличение числа регуляторных В-лимфоцитов 
в крови, способствующих иммуносупрессии за 
счет секреции противовоспалительных факто-
ров [1]. Другим объяснением наблюдаемого фе-
нотипа может служить возможная дифферен-
цировка Reh в моноцитоподобные клетки при 
активации [10]. Это согласуется с известным 
фактом дифференцировки про-В-клеток в моно-
циты, которые под аутокринным воздействием 
TGF-β и IL-10 могут поляризоваться в альтер-
нативно-активированные макрофаги (M2), про-

дуцирующих еще большее количество противо-
воспалительных цитокинов [9]. М2-макрофаги 
могут функционировать в качестве опухоль-ас-
социированных макрофагов, которые являются 
важным компонентом опухолевого микроокру-
жения и способствуют развитию колоректаль-
ного рака [8]. Кроме того, повышенный уровень 
TGF-β в тканях повышает риски возникновения 
фиброза [5] и снижает уровень воспаления при 
хронической обструктивной болезни легких [4].

Заключение 
В настоящей работе показано, что активность 

промоторов IL10 и TGFB1 была значительно 
выше в стимулированных клетках линии Reh, 
что может объясняться их происхождением из 
острого лимфобластного лейкоза, для которо-
го характерно увеличение числа регуляторных 
В-лимфоцитов в крови, способствующих имму-
носупрессии за счет секреции противовоспали-
тельных факторов. С другой стороны, такой фе-
нотип может быть вызван их дифференцировкой 
в моноцитоподобные клетки. Это согласуется 
с известным фактом дифференцировки про-В-
клеток в моноциты, которые под аутокринным 
воздействием TGF-β и IL-10 могут поляризовать-
ся в альтернативно-активированные макрофаги, 
активно продуцирующие противовоспалитель-
ные цитокины. Присутствие минорного аллеля 
однонуклеотидного полиморфизма rs1800469(A), 
который ассоциирован с повышенным риском 
развития колоректального рака и лучевого фи-
броза и снижением воспаления при хронической 
обструктивной болезни легких, увеличивает ак-
тивность промотора гена TGFB1 в клеточной ли-
нии Reh.
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РОЛЬ ГЕНЕТИЧЕСКОГО ПОЛИМОРФИЗМА  
TAS2R38 В ПАТОГЕНЕЗЕ ЗАБОЛЕВАНИЙ ОРГАНОВ 
ДЫХАНИЯ
Нёма М.А., Муркина Р.Г., Минеев В.Н.
ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова», Санкт-Петербург, Россия

Резюме. В настоящее время все больше появляется данных об экстраоральных рецепторах к горь-
кому вкусу (TAS2R). В обзоре приводятся современные данные по полиморфизмам, особенностям 
экспрессии и функционирования 38-го подтипа TAS2R (TAS2R38), его молекулярных вариантах, 
различающихся степенью чувствительности к лигандам и их роли в патогенезе заболеваний орга-
нов дыхания. Показывается механизм трансдукции сигнала от вкусовых рецепторов, опосредован-
ный G-белком. Приводятся сведения об участии TAS2R38 в системе местной защиты в реснитчатом 
эпителии дыхательных путей, его активации молекулами системы “quorum sensing” и связи с ком-
понентами мукоцилиарного клиренса. Было показано, что действие лиганда на TAS2R38 приводит 
к активации NO-синтазы с последующей продукцией оксида азота (NO), запускающего ряд внутри-
клеточных реакций, ведущих к увеличению скорости биения ресничек мерцательного эпителия, а 
также оказывающего прямое антибактериальное действие. TAS2R38 также обнаруживается на лейко-
цитах, причем его экспрессия с возрастом снижается, что может рассматриваться в качестве компо-
нента общего старения иммунокомпетентных клеток организма. Известно, что активация TAS2R38, 
кроме того, способствует усилению фагоцитарной активности макрофагов, что также опосредовано 
действием G-белка и цГМФ. Рецепторы TAS2R рассматриваются и как структуры, ассоциированные 
с аллергическими заболеваниями, в частности с бронхиальной астмой. В ходе ряда исследований в 
группах детей с бронхиальной астмой было выявлено, что экспрессия большинства TAS2R выше у 
детей с тяжелой бронхиальной астмой. В других работах было показано, что у лиц с эозинофильным 
вариантом хронического риносинусита наблюдается более высокий уровень экспрессии TAS2R38 в 
верхних дыхательных путях в сравнении с таковым у лиц с хроническим риносинуситом без эозино-
филии. На сегодняшний день функциональная значимость экстраоральных рецепторов к горькому 
вкусу изучена не в полной мере. В дальнейшем еще предстоит выполнить большой объем исследо-
вательской работы для окончательного понимания роли TAS2R в патогенезе заболеваний органов 
дыхания. 

Ключевые слова: TAS2R, TAS2R38, полиморфизм, G-белок, система “quorum sensing”, бронхиальная астма
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ROLE OF TAS2R38 POLYMORPHISM IN RESPIRATORY 
DISEASES PATHOGENESIS
Nyoma M.A., Murkina R.G., Mineev V.N.
First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation 

Abstract. More and more new data, concerning extraoral bitter taste receptors (TAS2R), appear now. Current 
data on polymorphisms, expression patterns and form of TAS2R subtype 38 (TAS2R38), its molecular variants 
that differ in the degrees of sensitivity to ligands and their role in the pathogenesis of respiratory disorders are 
discussed in this review. The mechanism of signal transduction from taste receptors mediated by G-protein is 
shown. Participation of TAS2R38 in the local protective mechanisms in a ciliated epithelium of the respiratory 
tract and its activation by “quorum sensing” system molecules and its connection with the components of 
mucociliary clearance are presented. It has been shown that the action of the ligand on the TAS2R38 leads 
to the activation of NO synthase, followed by the production of nitric oxide (NO), which triggers a number 
of intracellular reactions leading to an increase in the rate of beating of the cilia of the ciliary epithelium, as 
well as having a direct antibacterial effect. TAS2R38 are also found on leukocytes, and its expression decreases 
with age, which can be considered as a component of the general aging of immunocompetent cells in the body. 
It is known that activation of TAS2R38 also enhances the phagocytic activity of macrophages, which is also 
mediated by the action of G-protein and cGMP. TAS2R receptors are also considered to be associated with 
allergic diseases, in particular – with bronchial asthma. A number of studies in groups of children with bronchial 
asthma revealed that the expression of most TAS2Rs was higher in children with severe bronchial asthma. Other 
studies have shown that patients with the eosinophilic variant of chronic rhinosinusitis have a higher levels 
of TAS2R38 expression in the upper respiratory tract compared to those with chronic rhinosinusitis without 
eosinophilia. To date, the functional significance of extraoral bitter taste receptors has not been fully studied. 
In the future, a large amount of research work remains to be done to finally understand the role of TAS2R in 
the pathogenesis of respiratory diseases.

Keywords: TAS2R, TAS2R38, polymorphism, G-protein, “quorum sensing” system, bronchial asthma

К настоящему времени описаны 25 под-
типов TAS2R [12], экспрессия которых пред-
ставляет собой ткане- и клеточноспецифичный 
процесс [6], предопределенный функциониро-
ванием данных рецепторов посредством G-белок-
ассоциированного пути внутриклеточной сиг-
нальной системы [5]. При этом каждый подтип 
TAS2R характеризуется собственным селектив-
ным сродством к веществам горького вкуса (вку-
совым лигандам) [12] и обладает определенным 
диапазоном чувствительности, обусловленным 
генетическим полиморфизмом. 

Ранее мы исследовали вклад однонукле-
отидных полиморфизмов (single nucleotide 
polymorphism – SNP) элементов сигнальной 
системы JAK-STAT в патогенез бронхиаль-
ной астмы [1, 2]. В сигнальных системах TAS2-
рецепторов наибольшей информативностью в 
рамках генетического полиморфизма в настоя-
щее время обладает рецептор TAS2R38. 

Известно, что ген, кодирующий TAS2R38, лока-
лизуется в участке 7q34 и содержит 1 экзон. Соответ-
ствующий ему рецептор имеет сродство к фенил-
тиокарбамиду (PTC) и 6-N-пропилтиоурацилу 
(PROP) [11]. Оба соединения являются произ-
водными тиомочевины и имеют в своем соста-
ве тиоцианатную химическую группу (N≡С-S-), 
благодаря которой обладают горьким вку-
сом. Несмотря на это, далеко не все способ-

ны ощущать горький вкус фенилтиокарбами-
да и 6-N-пропилтиоурацила, что объясняется 
существованием нескольких форм рецептора 
TAS2R38, различающихся по степени вкусовой 
чувствительности. 

Известны две наиболее распространенные мо-
лекулярные формы TAS2R38: PAV (пролин-ала-
нин-валин) и AVI (аланин-валин-изолейцин) [4], 
детерминированные тремя SNP гена TAS2R38. 
Так, SNP rs713598, rs1726866 и rs10246939 ве-
дут к замене пролина на аланин в положении 49 
(Pro49Ala), аланина на валин в положении 262 
(Ala262Val) и валина на изолейцин в положении 
296 (Val296Ile) соответственно [3]. Совместное 
наследование перечисленных вариантов, в свою 
очередь, приводит к образованию одного из ра-
нее упомянутых форм рецептора. При этом PAV 
является активной формой рецептора TAS2R38 
(предопределяет низкий порог чувствительно-
сти), а AVI – неактивной (предопределяет вы-
сокий порог чувствительности), что в пределах 
рецепторных клеток II типа языка и неба обу-
славливает высокую или низкую вкусовую чув-
ствительность соответственно. 

В пределах реснитчатого эпителия дыхатель-
ных путей представленные выше формы TAS2R38 
предопределяют степень выраженности местной 
протекции, основанной на механизме действия 
NO (усилении мукоцилиарного клиренса, пря-
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мом антибактериальном эффекте) [8], продукция 
которого осуществляется за счет активации ре-
цептора молекулами системы “quorum sensing”, 
выступающими в роли дополнительной группы 
его агонистов [10]. 

Взаимодействие TAS2R с лигандами, в том 
числе с молекулами системы “quorum sensing”, 
продуцируемыми Pseudomonas aeruginosa и дру-
гими грамотрицательными бактериями, запуска-
ет сигнальный каскад, включающий активацию 
G-белка с последующей его диссоциацией на G≡-
субъединицу гастдуцин и G≡3/G≡13-субъединицы, 
PLC≡2-опосредованное высвобождение Ca2+ из 
внутриклеточных депо, Ca2+-зависимую актива-
цию, предположительно, эндотелиальной NO-
синтазы (eNOS) с целью продукции оксида азота 
(NO) [8]. Синтезированный в таких условиях NO 
запускает ряд внутриклеточных реакций, веду-
щих к увеличению скорости биения ресничек 
мерцательного эпителия, а также оказывает пря-
мое антибактериальное действие при диффузии 
через апикальную мембрану.

Как отмечено ранее, эффективность TAS2R38-
опосредованной протекции зависит от вариан-
та (PAV или AVI) рецептора. Наилучший PTC-, 
3-oxo-C12-HSL- и C4-HSL-индуцированный 
ответ в виде повышения внутриклеточной кон-
центрации Ca2+, наибольший прирост скорости 
движения ресничек мерцательного эпителия и 
концентрации NO наблюдался при гомозигот-
ном гаплотипе PAV/PAV в сравнении с таковым 
при гаплотипах PAV/AVI и AVI/AVI [9]. Таким об-
разом, можно предположить, что лица с гомози-
готным гаплотипом PAV/PAV более устойчивы к 
респираторным инфекциям. 

Отдельное внимание обращает на себя факт 
обнаружения рецептора TAS2R38 на лейкоцитах 
(нейтрофилах, моноцитах, лимфоцитах) перифе-
рической крови человека [15]. Преимуществен-
но, TAS2R38 экспрессируется на нейтрофилах и 
моноцитах. В меньшей степени рецептор экспрес-
сируется на лимфоцитах [15]. При этом в пределах 
данной фракции лейкоцитов по выраженности 
экспрессии CD8+T-лимфоциты (цитотоксические 
T-лимфоциты) уступают CD4+T-лимфоцитам 
(T-хелперам) [15]. С возрастом количество экс-
прессируемых рецепторов TAS2R38 во всех фрак-
циях лейкоцитов значительно сокращается [15], 
что может рассматриваться в качестве компонен-
та общего старения иммунокомпетентных клеток 
организма, ведущего к снижению протективных 
возможностей иммунитета. 

Функциональная значимость TAS2R38, лока-
лизованного на лейкоцитах, изучена не в полной 
мере. Известно, что активация данного рецептора 
осуществляется, в частности, путем взаимодей-
ствия с ранее уже упоминаемой сигнальной мо-
лекулой 3-oxo-C12-HSL (N-(3-оксододеканоил)-
1-гомосерин лактон) и, предположительно, 
сопровождается Ca2+-опосредованной индукци-
ей иммунного ответа. 

Известно, что активация TAS2R38 также спо-
собствует усилению фагоцитарной активности 
макрофагов. Недавно проведенные исследова-
ния выявили в макрофагах Ca2+-зависимую ак-
тивацию эндотелиальной NO-синтазы (eNOS) 
и нейрональной NO-синтазы (nNOS) с после-
дующей продукций NO в ответ на стимуляцию 
TAS2R (в том числе TAS2R38), что ранее было 
продемонстрировано в пределах мерцательного 
эпителия дыхательных путей. Синтезированный 
в таких условиях NO, в свою очередь, запускает 
ряд внутриклеточных реакций, включающий об-
разование цГМФ и активацию протеинкиназы 
G, сопровождающуюся усилением фагоцитарной 
активности [7]. 

В настоящее время рецепторы TAS2R рас-
сматриваются не только в качестве компонентов 
врожденного иммунитета, но и как структуры, 
ассоциированные с аллергическими заболевани-
ями, в частности с бронхиальной астмой. В ходе 
ряда исследований в группах детей с бронхиаль-
ной астмой было выявлено, что экспрессия боль-
шинства TAS2R выше у детей с тяжелой бронхи-
альной астмой [13]. 

Данные, касающиеся оценки особенности 
экспрессии непосредственно TAS2R38 при забо-
леваниях аллергической природы, носят весьма 
ограниченный характер. Так, согласно некото-
рым исследованиям, у лиц с эозинофильным ва-
риантом хронического риносинусита наблюдает-
ся более высокий уровень экспрессии TAS2R38 в 
пределах верхних дыхательных путей в сравнении 
с таковым у лиц с хроническим риносинуситом 
без эозинофилии [14]. 

Проанализированы литературные источни-
ки, импакт-фактор которых составляет не менее 
0,4, с использованием базы данных PubMed и 
Medline.

В ходе анализа данных литературы установ-
лено, что полиморфизм TAS2R38 значим в па-
тогенезе заболеваний органов дыхания. В даль-
нейшем необходимо исследовать полиморфизм 
других молекул TAS2R, в том числе в отечествен-
ной популяции, для понимания патогенеза брон-
хообструкции.

Вклад экстраоральных TAS2R в бронходила-
тацию и реализацию механизмов местного им-
мунитета в слизистой бронхов позволяет рассма-
тривать их в качестве значимого звена патогенеза 
болезней органов дыхания, а их полиморфизмы – 
как фактор прогноза риска развития и тяжести 
течения заболеваний, эффективности терапии. 
Таким образом, отметим, что TAS2-рецепторы – 
это потенциально новая мишень для воздействия 
на патогенез респираторной патологии. Даль-
нейшие исследования экспрессии TAS2R, ее ре-
гуляции, полиморфизмов разных подтипов этих 
рецепторов должны предоставить новые факты о 
роли этих молекул в механизмах мукоцилиарного 
клиренса, бронходилатации и иммунитета. 



710

Nyoma M.A. et al.
Нёма М.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Список литературы / References
1. Минеев В.Н., Сорокина Л.Н., Нёма М.А. Полиморфизм гена белка STAT6 и бронхиальная астма (об-

зор литературы) // Казанский медицинский журнал, 2009. Т. 90, № 1. С. 102-109. [Mineev V.N., Sorokina L.N., 
Nema M.A. STAT6 protein polymorphism and bronchial asthma (review). Kazanskiy meditsinskiy zhurnal = Kazan 
Medical Journal, 2009, Vol. 90, no. 1, pp. 102-109. (In Russ.)]. 

2. Минеев В.Н., Сорокина Л.Н., Нёма М.А., Дубина М.В., Янчина Е.Д. Интронный полиморфизм 
rs324011 гена белка STAT6 у пациентов с различной тяжестью течения бронхиальной астмы // Казан-
ский медицинский журнал, 2010. Т. 91, № 1. С. 12-15. [ Mineev V.N., Sorokina L.N., Nema M.A., Dubina M.V., 
Yanchina E.D. Intron polymorphism of the rs324011 gene of STAT6 protein in patients with varying severity of 
bronchial asthma. Kazanskiy meditsinskiy zhurnal = Kazan Medical Journal, 2010, Vol. 91, no. 1, pp. 12-15. (In Russ.)]

3. Bachmanov A.A., Beauchamp G.K. Taste receptor genes. Annu. Rev. Nutr., 2007, Vol. 27, pp. 389-414. 
4. Campbell M.C., Ranciaro A., Froment A., Hirbo J., Omar S., Bodo J.M., Nyambo T., Lema G., Zinshteyn D., 

Drayna D., Breslin P.A., Tishkoff S.A. Evolution of functionally diverse alleles associated with PTC bitter taste 
sensitivity in Africa. Mol. Biol. Evol., 2012, Vol. 29, no. 4, pp. 1141-1153. 

5. Chandrashekar J., Mueller K.L., Hoon M.A., Adler E., Feng L., Guo W., Zuker C.S., Ryba N.J. T2Rs function 
as bitter taste receptors. Cell, 2000, Vol. 100, no. 6, pp. 703-711. 

6. Douglas J.E., Lin C., Mansfield C.J., Arayata C.J., Cowart B.J., Spielman A.I., Adappa N.D., Palmer J.N., 
Cohen N.A., Reed D.R. Tissue-dependent expression of bitter receptor TAS2R38 mRNA. Chem. Senses, 2019, 
Vol. 44, no. 1, pp. 33-40. 

7. Gopallawa I., Freund J.R., Lee R.J. Bitter taste receptors stimulate phagocytosis in human macrophages 
through calcium, nitric oxide, and cyclic-GMP signaling. Cell. Mol. Life Sci., 2021, Vol. 78,no. 1, pp. 271-286. 

8. Kawasumi T., Takeno S., Ishikawa C., Takahara D., Taruya T., Takemoto K., Hamamoto T., Ishino T., Ueda T. 
The Functional Diversity of Nitric Oxide Synthase Isoforms in Human Nose and Paranasal Sinuses: Contrasting 
Pathophysiological Aspects in Nasal Allergy and Chronic Rhinosinusitis. Int. J. Mol. Sci., 2021, Vol. 22, no. 14, 7561. 
doi: 10.3390/jms.22147561. 

9. Lee R.J., Xiong G., Kofonow J.M., Chen B., Lysenko A., Jiang P., Abraham V., Doghramji L., Adappa N.D., 
Palmer J.N., Kennedy D.W., Beauchamp G.K., Doulias P.T., Ischiropoulos H., Kreindler J.L., Reed D.R., Cohen N.A. 
T2R38 taste receptor polymorphisms underlie susceptibility to upper respiratory infection. J. Clin. Invest., 2012, 
Vol. 122, no. 11, 4145-4159. 

10. Maurer S., Wabnitz G.H., Kahle N.A., Stegmaier S., Prior B., Giese T., Gaida M.M., Samstag Y., Hänsch G.M. 
Tasting Pseudomonas aeruginosa Biofilms: Human Neutrophils Express the Bitter Receptor T2R38 as Sensor for 
the Quorum Sensing Molecule N-(3-Oxododecanoyl)-l-Homoserine Lactone. Front. Immunol., 2015, Vol. 6, 369.  
doi: 10.3389/fimmu.2015.00369. 

11. Meng T., Nielsen D.E. An Investigation of TAS2R38 Haplotypes, dietary intake, and risk factors 
for chronic disease in the canadian longitudinal study on aging. J. Nutr., 2023, Vol. 153, no. 11, 3270-3279.  
doi: 10.1016/j.tjnut.2023.09.010. 

12. Meyerhof W., Batram C., Kuhn C., Brockhoff A., Chudoba E., Bufe B., Appendino G., Behrens M. The 
molecular receptive ranges of human TAS2R bitter taste receptors. Chem. Senses, 2010, Vol. 35, no. 2, pp. 157-170. 

13. Orsmark-Pietras C., James A., Konradsen J.R., Nordlund B., Söderhäll C., Pulkkinen V., Pedroletti C., 
Daham  K., Kupczyk M., Dahlén B., Kere J., Dahlén S.E., Hedlin G., Melén E. Transcriptome analysis reveals 
upregulation of bitter taste receptors in severe asthmatics. Eur. Respir. J., 2013, Vol. 42, no. 1, pp. 65-78. 

14. Takemoto K., Lomude L.S., Takeno S., Kawasumi T., Okamoto Y., Hamamoto T., Ishino T., Ando 
Y., Ishikawa  C., Ueda T. Functional alteration and differential expression of the bitter taste receptor T2R38 
in human paranasal sinus in patients with chronic rhinosinusitis. Int. J. Mol. Sci., 2023, Vol. 24, no. 5, 4499.  
doi: 10.3390/ijms24054499. 

15. Tran H.T.T., Herz C., Ruf P., Stetter R., Lamy E. Human T2R38 bitter taste receptor expression in resting and 
activated lymphocytes. Front. Immunol., 2018, Vol. 9, 2949. doi: 10.3389/fimmu.2018.02949. 

Авторы:

Нёма М.А. – к.м.н., доцент кафедры госпитальной 
терапии имени академика М.В. Черноруцкого 
ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский 
государственный медицинский университет имени 
академика И.П. Павлова», Санкт-Петербург, Россия

Муркина Р.Г. – студентка 6-го курса ФГБОУ ВО 
«Первый Санкт-Петербургский государственный 
медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова», Санкт-Петербург, Россия

Минеев В.Н. – д.м.н., профессор кафедры госпитальной 
терапии имени академика М.В. Черноруцкого 
ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский 
государственный медицинский университет имени 
академика И.П. Павлова», Санкт-Петербург, Россия

Authors:

Nyoma M.A., PhD (Medicine), Associate Professor, 
M. Chernorutsky Hospital Therapy Department, First 
St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, 
St. Petersburg, Russian Federation 

Murkina R.G., 6th year Student, First St. Petersburg State 
I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian 
Federation 

Mineev V.N., PhD, MD (Medicine), Professor, 
M. Chernorutsky Hospital Therapy Department, First 
St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, 
St. Petersburg, Russian Federation

Поступила 03.04.2024
Отправлена на доработку 05.04.2024
Принята к печати 09.04.2024

Received 03.04.2024
Revision received 05.04.2024
Accepted 09.04.2024



711

Медицинская иммунология
2024, Т. 26, № 4,  
стр. 711-716

Medical Immunology (Russia)/ 
Meditsinskaya Immunologiya
2024, Vol. 26,  4, pp. 711-716

1 page

Адрес для переписки:

Лукьянова Светлана Олеговна
ФГАОУ ВО «Российский национальный исследовательский 
медицинский университет имени Н.И. Пирогова» 
Министерства здравоохранения РФ
117513, Россия, Москва, ул. Островитянова, 1.
Тел.: 8 (915) 182-37-62.
E-mail: lukyanovasv@mail.ru

Address for correspondence:

Svetlana O. Lukyanova
N. Pirogov Russian National Research Medical University
1 Ostrovityanov St
Moscow
117513 Russian Federation
Phone: +7 (915) 182-37-62.
E-mail: lukyanovasv@mail.ru

Образец цитирования: 

С.О. Лукьянова, О.В. Артемьева, Е.Д. Насаева, 
Л.В. Ганковская «Ассоциация полиморфизма гена TLR2 
Arg753Gln с уровнем его экспрессии у долгожителей 
с синдромом старческой астении» // Медицинская 
иммунология, 2024. Т. 26, № 4. С. 711-716. 
doi: 10.15789/1563-0625-AOT-16697

© Лукьянова С.О. и соавт., 2024 
Эта статья распространяется по лицензии 
Creative Commons Attribution 4.0

For citation: 

S.O. Lukyanova, O.V. Artemieva, E.D. Nasaeva, 
L.V. Gankovskaya “Association of TLR2 Arg753Gln gene 
polymorphism with its expression level in nonagenarians 
with frailty”, Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya 
Immunologiya, 2024, Vol. 26, no. 4, pp. 711-716.  
doi: 10.15789/1563-0625-AOT-16697

© Lukyanova S.O. et al., 2024 
The article can be used under the Creative 
Commons Attribution 4.0 License

DOI: 10.15789/1563-0625-AOT-16697

АССОЦИАЦИЯ ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНА  
TLR2 Arg753Gln С УРОВНЕМ ЕГО ЭКСПРЕССИИ 
У ДОЛГОЖИТЕЛЕЙ С СИНДРОМОМ СТАРЧЕСКОЙ 
АСТЕНИИ
Лукьянова С.О., Артемьева О.В., Насаева Е.Д., Ганковская Л.В.
ФГАОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова» 
Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Среди паттернраспознающих рецепторов TLR2 является исключительным из-за воз-
можности гетеродимеризации с различными типами TLR, что позволяет ему распознавать широкий 
спектр молекулярных структур на поверхности патогенов. Полиморфизмы в генах, участвующих в 
сигнальном каскаде TLRs, могут быть фактором восприимчивости хозяина к развитию воспаления, 
влиять на исход ряда инфекционных заболеваний и иммунных повреждений. Вариант Arg753Gln 
(rs5743708) в гене TLR2 – это наиболее охарактеризованная миссенс-мутация кодирующей области в 
домене TIR, которая включает замену аргинина на глутамин в позиции 753 аминокислотной после-
довательности белка. Эта функционально значимая замена ведет к измененной передаче сигналов и 
взаимосвязана с воспалительными реакциями. В работе проведено исследование ассоциации поли-
морфизма Arg753Gln (rs5743708) гена TLR2 с уровнем его экспрессии у долгожителей. В исследование 
включено 82 долгожителя, среди которых синдром старческой астении выявлен у 41 обследуемого 
на основании краткой батареи тестов физического функционирования, при регистрации ≤ 7 баллов. 
Было показано, что носительство аллеля Gln статистически значимо ассоциировано с повышенным 
риском развития синдрома старческой астении, у пациентов с генотипом Arg/Gln в 12,8 раза выше 
шанс развития этого гериатрического синдрома. Установлено, что аллель Arg и генотип Arg/Arg яв-
ляются протективными факторами развития синдрома старческой астении у долгожителей. При про-
ведении анализа экспрессии гена TLR2 у долгожителей было выявлено повышение его экспрессии в 
2,79 раза относительно доноров. Оценка уровня экспрессии гена TLR2 в группах долгожителей с на-
личием и отсутствием синдрома старческой астении показала повышение экспрессии гена TLR2 в 1,4 
раза у долгожителей с этим гериатрическим синдромом. У пациентов с генотипом Arg/Gln экспрес-
сия гена TLR2 была в 1,3 раза выше, чем в группе с генотипом Arg/Arg и в 1,6 раза выше, чем в группе с 
генотипом Gln/Gln. Повышение частоты встречаемости генотипа Arg/Gln полиморфизма Arg753Gln 
гена TLR2 у долгожителей с синдромом старческой астении может быть обусловлено повышением 
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экспрессии гена этого рецептора. Необходимы дальнейшие функциональные и молекулярно-генети-
ческие исследования, которые дополнят наше понимание механизмов регуляции и активации TLR2 
и его роли в развитии синдрома старческой астении.
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Abstract. TLR2 is an exceptional pattern-recognizing receptor because of its ability to heterodimerise with 
different types of TLRs, which allows it to recognize a wide range of molecular structures on the surface of 
pathogens. Polymorphisms in genes involved in the TLRs signaling cascade may be a factor in host susceptibility 
to the development of inflammation, affecting the outcome of a number of infectious diseases and immune 
diseases. The variant Arg753Gln (rs5743708) in the TLR2 gene is the most characterized missense mutation of 
the coding region in the TIR domain, which involves the substitution of arginine for glutamine at position 753 
of the protein sequence. This functionally significant substitution leads to altered signaling and is associated 
with inflammatory responses. In this study, we investigated the association of the Arg753Gln (rs5743708) 
polymorphism of the TLR2 gene with the level of its expression in nonagenarians. The study included 82 
nonagenarians. Frailty was detected in 41 subjects using a short physical performance battery, with registration 
in the test ≤ 7 points. It was shown that carriage of the Gln allele is statistically significantly associated with 
an increased risk of developing frailty; patients with the Arg/Gln genotype have a 12.8-fold higher chance of 
developing this geriatric syndrome. The Arg allele and the Arg/Arg genotype were found to be protective factors 
in the development of frailty in nonagenarians. Analysis of TLR2 gene expression in nonagenarians revealed a 
2.79-fold increase in TLR2 expression relative to donors. Evaluation of TLR2 gene expression level in groups 
of nonagenarians with the presence and absence of frailty showed a 1.4-fold increase in TLR2 gene expression 
in nonagenarians with this geriatric syndrome. In patients with the Arg/Gln genotype, TLR2 gene expression 
was 1.3 times higher than in the group with the Arg/Arg genotype and 1.6 times higher than in the group with 
the Gln/Gln genotype. The increased frequency of occurrence of the Arg/Gln genotype of the Arg753Gln 
polymorphism of the TLR2 gene in nonagenarians with frailty may be due to increased gene expression of this 
receptor. It is necessary to conduct further functional and molecular genetic studies.
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Введение
Известно, что дисрегуляция системы врож-

денного иммунитета при старении приводит к 
активации воспалительного ответа и развитию 
воспалительного старения (inflammaging) [5].

Toll-подобные рецепторы (TLR) являются од-
ними из наиболее изученных рецепторов распоз-
навания образов (PRR) врожденного иммуните-
та. TLR2 образует гетеродимеры с TLR1, TLR4, 
TLR6 и TLR10, что позволяет ему распознавать 

широкий спектр патоген-ассоциированных мо-
лекулярных паттернов (PAMP) и эндогенных мо-
лекулярных паттернов, связанных с повреждени-
ем (DAMP) [4].

В гене TLR2 идентифицировано 16 полимор-
физмов. Вариант Arg753Gln (rs5743708) в гене 
TLR2 – это наиболее охарактеризованная мис-
сенс-мутация кодирующей области в домене 
TIR, которая включает замену аргинина на глута-
мин в позиции 753 аминокислотной последова-
тельности белка. В ряде работ было показано, что 
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полиморфизм Arg753Gln функционально значим 
и связан с измененной передачей сигналов, ухуд-
шением активации NF-kB [8, 9, 11]. Для однону-
клеотидного полиморфизма (SNP) Arg753Gln в 
гене TLR2 человека были показаны ассоциации с 
повышенным риском развития туберкулеза, сеп-
тического шока в ходе грамположительной бак-
териальной инфекции, возрастной макулярой 
дистрофии, тяжелого течения COVID-19 с разви-
тием пневмонии [3, 6, 7, 9, 10].

Воспалительное старение ассоциировано с 
развитием возраст-ассоциированных заболева-
ний и гериатрических синдромов. Ключевым 
гериатрическим синдромом с высоким риском 
развития неблагоприятных исходов для здоровья 
является синдром старческой астении (ССА) [1]. 
Ранее нами было показано, что повышение экс-
прессии гена TLR2 ассоциировано с развитием 
ССА у долгожителей и может являться одним из 
факторов патологического старения [2].

Целью настоящего исследования явилась 
оценка ассоциации полиморфизма Arg753Gln 
(rs5743708) гена TLR2 с уровнем его экспрессии у 
долгожителей с ССА. 

Материалы и методы
В исследование было включено 82 долгожи-

теля (22 мужчин, 60 женщин, средний возраст 
91,4±2,18), находившихся на обследовании в Рос-
сийском геронтологическом научно-клиниче-
ском центре РНИМУ им. Н.И. Пирогова Минз-
драва России (директор – член-корреспондент 
РАН, д.м.н. Ткачева О.Н.). Оценка ССА была 
проведена на основании краткой батареи тестов 
физического функционирования (Short Physical 
Performance Battery, SPPB), критерием наличия 
ССА являлась регистрация ≤ 7 баллов. ССА был 
выявлен у 41 исследуемого долгожителя. Группу 
сравнения для оценки экспрессии гена TLR2 со-
ставили здоровые доноры (n = 24; средний воз-
раст 22,5; 16 женщин; 8 мужчин). 

Биологическим материалом для исследования 
служила периферическая кровь (ПК). В ходе ра-
боты определяли уровень экспрессии гена TLR2 
в лейкоцитах ПК методом полимеразной цепной 
реакции в режиме реального времени (ПЦР-РВ) 
согласно отработанному нами ранее протоко-
лу [2], анализ однонуклеотидного полиморфизма 
гена TLR2 Arg753Gln методом ПЦР проводился 
стандартным набором SNP-экспресс (НПФ «Ли-
тех», Россия).

Статистическая обработка результатов вы-
полнялась с использованием программного обе-
спечения Microsoft Excel 2016, GraphPad Prism 8 
и IBM SPSS Statistics 26. Для оценки различий 

между исследуемыми группами использовался 
критерий Манна–Уитни, различия считались 
статистически достоверными при p < 0,05. При 
сравнении частот аллелей и генотипов по каче-
ственному бинарному признаку пользовались 
критерием χ2. Степень риска развития событий 
оценивали по величине отношения шансов (odd 
ratio (OR)) с расчетом для него 95% доверитель-
ного интервала (CI).

Работа была одобрена локальным этическим 
комитетом РНИМУ им. Н.И. Пирогова (прото-
кол заседания № 213 от 13.12.2021) и проводилась 
в соответствии с правилами надлежащей клини-
ческой практики. Исследование выполнено при 
поддержке гранта Российского научного фонда 
№ 23-15-00137, http://rscf.ru/project/23-15-00137/.

Результаты и обсуждение
Среди всех известных паттернраспознающих 

рецепторов TLR2 является исключительным из-
за возможности гетеродимеризации с различны-
ми типами TLR, что расширяет спектр лигандов, 
а также возможности для про- и противовос-
палительного действия [4]. В исследовании на 
трансфектных 293Т-клетках было показано, что 
полиморфизм Arg753Gln снижает способность 
TLR2 реагировать на бактериальные пептиды 
in vitro [8].

В настоящем исследовании впервые был про-
веден анализ распределения аллелей и генотипов 
полиморфного маркера гена TLR2 Arg753Gln 
у долгожителей. Было показано, что среди 82 
долгожителей генотип Arg/Gln имеют 52,44% 
(n = 43), Arg/Arg 39,02% (n = 32), Gln/Gln 8,54% 
(n = 7) (χ2 = 2,0021, р = 0,1571). Наблюдаемое 
распределение частот аллелей и генотипов гена 
TLR2 среди обследованных соответствовало 
ожидаемому распределению Харди–Вайнберга 
(χ2 = 2,00, р = 0,157).

Затем была проведена оценка распределения 
аллелей и генотипов полиморфного маркера гена 
TLR2 Arg753Gln у долгожителей в зависимости 
от наличия ССА. У долгожителей с наличием 
ССА частота встречаемости аллеля Gln составила 
42,68%, в группе с отсутствием этого гериатриче-
ского синдрома – 26,83%. Частота генотипа Arg/
Gln в группе с ССА составила 80,49%, в груп-
пе долгожителей с отсутствием ССА – 24,39% 
(табл. 1).

Носительство аллеля Gln статистически зна-
чимо ассоциировано с повышенным риском 
развития ССА (OR = 2,031, 95% CI 1,054-3,913, 
χ2 = 4,544, р = 0,033). Показано, что у пациен-
тов с генотипом Arg/Gln в 12,8 раза выше шанс 
развития ССА (OR = 12,78, 95% CI 4,470-36,580, 
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ТАБЛИЦА 1. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ЧАСТОТ АЛЛЕЛЕЙ И ГЕНОТИПОВ ПОЛИМОРФНОГО МАРКЕРА Arg753Gln В ГЕНЕ TLR2 
В ИССЛЕДУЕМЫХ КЛИНИЧЕСКИХ ГРУППАХ

TABLE 1. FREQUENCY OF ALLELES AND GENOTYPES OF POLYMORPHIC MARKER Arg753Gln IN TLR2 GENE 
IN THE STUDIED CLINICAL GROUPS

Отсутствие ССА
No frailty (n = 41)

Наличие ССА
With frailty (n = 41) OR 95% CI χχ2 р

n % n %
Аллель Arg
Allele Arg 60 73,17 47 57,32 0,49 0,256-0,949 4,544 0,033

Аллель Gln
Allele Gln 22 26,83 35 42,68 2,031 1,054-3,913 4,544 0,033

Arg/Arg 25 60,98 7 17,07 0,132 0,047-0,368 16,605 < 0,001

Arg/Gln 10 24,39 33 80,49 12,788 4,470-36,580 25,866 < 0,001

Gln/Gln 6 14,63 1 2,44 0,1446 0,017-1,271 3,905 0,048

Рисунок 1. Экспрессия гена TLR2 в лейкоцитах периферической крови долгожителей и здоровых доноров (А), 
долгожителей с наличием и отсутствием ССА (Б), долгожителей с различными генотипами полиморфного маркера 
гена TLR2 Arg753Gln (В)
Figure 1. TLR2 gene expression in peripheral blood leukocytes of nonagenarians and healthy donors (A), nonagenarians with frailty 
and absence of frailty (B), nonagenarians with different genotypes of polymorphic marker of TLR2 gene Arg753Gln (C)

χ2 = 25,866, р = 0,000). Аллель Arg и генотип 
Arg/ Arg являются протективными факторами 
развития ССА (табл. 1).

При проведении анализа экспрессии гена 
TLR2  у долгожителей было выявлено повышение 
его экспрессии в 2,79 раза относительно доноров 
(p < 0,0001) (рис. 1А). Оценка уровня экспрессии 
гена TLR2 в группах долгожителей с наличием и 
отсутствием ССА показала повышение экспрес-
сии гена TLR2 в 1,4 раза у долгожителей с этим 
гериатрическим синдромом (p < 0,005) (рис. 1Б).

На рисунке 1В представлен уровень экспрес-
сии гена TLR2 в зависимости от генотипа поли-
морфного маркера гена TLR2 Arg753Gln. У паци-
ентов с генотипом Arg/Gln экспрессия гена TLR2 
в 1,3 раза выше чем в группе с генотипом Arg/Arg 
(p < 0,005) и в 1,6 раза выше чем в группе с гено-
типом Gln/Gln (p < 0,005) (рис. 1В).

Полиморфизмы в генах, участвующих в сиг-
нальном каскаде TLRs, могут быть фактором вос-
приимчивости хозяина к развитию воспаления, 
влиять на исход ряда инфекционных заболеваний 
и иммунных повреждений. Эта регуляция может 
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включать клеточные сигнальные события, ответ-
ственные за выработку цитокинов и хемокинов и 
их взаимодействие с адаптивным иммунным от-
ветом, обеспечивая тесную связь между иммуно-
старением и воспалением, продолжительностью 
жизни и успешностью старения. 

Заключение
Исследования по молекулярному моделиро-

ванию показали, что наличие замены в поли-
морфизме Arg753Gln приводит к изменениям во 
внутриклеточном домене TIR. Это нарушает ге-
теродимеризацию с TLR6, рекрутирование адап-
терных белков Mal и MyD88, фосфорилирование 
p38, активацию NF-kB, что коррелирует со сни-
жением воспалительной реакции [11]. Вероятно, 
этот механизм косвенно может быть связан с из-

менением экспрессии гена TLR2. У долгожите-
лей с генотипом Arg/Arg, который по результатам 
нашего исследования является протективным в 
отношении риска развития ССА, был выявлен 
средний уровень экспрессии TLR2, который, ве-
роятно, является наиболее благоприятным. 

В группе долгожителей была выявлена ассо-
циация гетерозиготного генотипа Arg/Gln по-
лиморфного варианта Arg753Gln гена TLR2 с 
развитием ССА. Носительство данного геноти-
па увеличивает шанс развития ССА в 12,8 раза 
(табл.  1), что позволяет рассматривать его в ка-
честве неблагоприятного маркера данного ге-
риатрического синдрома. Повышение частоты 
встречаемости генотипа Arg/Gln полиморфизма 
Arg753Gln гена TLR2 у долгожителей с ССА мо-
жет быть обусловлено повышением экспрессии 
гена этого рецептора. 
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СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ РЕЗУЛЬТАТОВ  
ТИПИРОВАНИЯ HLA-ГЕНОВ МЕТОДОМ NGS 
С ИСПОЛЬЗОВАНИЕМ РАЗЛИЧНЫХ ПЛАТФОРМ
Павлова И.Е.1, Кузьмич Е.В.1, Хамаганова Е.Г.2, Рудик Д.В.3, 
Кузьминова Е.П.2, Абдрахимова А.Р.2
1 ФГБУ «Российский научно-исследовательский институт гематологии и трансфузиологии Федерального 
медико-биологического агентства», Санкт-Петербург, Россия  
2 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр гематологии» Министерства здравоохранения 
РФ, Москва, Россия  
3 ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» 
Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Секвенирование нового поколения (next generation sequencing, NGS), позволяющее про-
водить массовое HLA-типирование на уровне от высокого до аллельного разрешения, быстро заво-
евало позицию наиболее распространенного и максимально информативного метода определения 
генов главного комплекса гистосовместимости (HLA-генов). Метод характеризуется сочетанием эко-
номической и технологической эффективности. HLA-типирование методом NGS выполняется с по-
мощью специальных платформ (генетических секвенаторов). Наиболее распространенной платфор-
мой является MiSeq (Illumina, США). В настоящее время техническое обслуживание этого прибора 
затруднено, что вызвало необходимость поиска аналогов, не уступающих по производительности и 
качеству HLA-типирования. Целью нашего исследования являлся сравнительный анализ результатов 
HLA-типирования методом NGS с использованием платформ MiSeq (Illumina, США) и FastaSeq 300 
(GeneMind, Китай). В исследование включены образцы ДНК, выделенные из ядросодержащих кле-
ток периферической крови доноров, вступивших в Федеральный регистр доноров гемопоэтических 
стволовых клеток (ГСК): 12 образцов получены и проанализированы в ФГБУ РосНИИГТ ФМБА 
России и 24 образца – в ФГБУ «НМИЦ гематологии» Минздрава России. HLA-типирование всех 
образцов выполнено дважды: с использованием секвенатора MiSeq и секвенатора FastaSeq 300. Ре-
зультаты HLA-типирования 12 образцов из ФГБУ РосНИИГТ ФМБА России, полученные на двух 
платформах, совпали. Аллель гена DRB1 одного из образцов представлен в виде группы P при при-
менении MiSeq, но группы G в случае FastaSeq 300. Результаты HLA-типирования 24 образцов из 
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ФГБУ «НМИЦ гематологии» Минздрава России, полученные на двух платформах, также совпали. 
Однако для 10 образцов наблюдались различия в уровне разрешения HLA-типирования. Более высо-
кий уровень разрешения при применении MiSeq получен для генов: B – 2 случая; С, DRB3, DRB4 – по 
3 случая. При использовании FastaSeq 300 более высокий уровень разрешения имел место несколько 
чаще и установлен для генов: DRB1 – 4, DQB1 – 7, DPA1 – 10 случаев. Различия в уровне разреше-
ния HLA-типирования некоторых образцов не являются критическими, так как в настоящее время 
для подбора пары донор-реципиент ГСК используются результаты высокоразрешающего типирова-
ния. Полученные данные свидетельствуют о возможности эффективного использования секвенатора 
FastaSeq 300 для HLA-типирования. Целесообразно провести аналогичный анализ на основе обсле-
дования пациентов с различными нозологическими формами заболеваний, лечение которых требует 
проведения аллогенной трансплантации ГСК.

Ключевые слова: аллели, генетический анализатор, гены, секвенирование нового поколения, HLA, HLA-типирование

COMPARATIVE ANALYSES OF THE RESULTS OF HLA GENES 
TYPING BY NGS METHOD USING DIFFERENT PLATFORMS 
Pavlova I.E.a, Kuzmich E.V.a, Khamaganova E.G.b, Rudik D.V.c, 
Kuzminova E.P.b, Abdrakhimova A.R.b
a Russian Research Institute of Haematology and Transfusiology, Federal Medical and Bilogical Agency, St. Petersburg, 
Russian Federation  
b National Medical Research Center for Hematology, Moscow, Russian Federation  
c I. Sechenov First Moscow State Medical University, Moscow, Russian Federation

Abstract. Next generation sequencing (NGS) allows high-resolution and allelic HLA-typing. The most 
common platform is MiSeq (Illumina, USA). Currently, the maintenance of this device is difficult, which has 
necessitated the search for analogues that are not inferior in capacity and quality of HLA-typing. The purpose 
of our study was a comparative analysis of the results of HLA-typing by NGS using the MiSeq (Illumina, USA) 
and FastaSeq 300 (Gene-Mind, China) platforms. The study included DNA samples of hematopoietic stem 
cell (HSC) donors: 12 samples were obtained and analyzed at the FSBI RosNIIGT FMBA of Russia and 24 
samples at the National Medical Research Center for Hematology of the Ministry of Health of the Russian 
Federation. HLA typing of all samples was performed twice: using a MiSeq sequencer and a FastaSeq 300 
sequencer. The results of HLA-typing of 12 samples from the FSBI RosNIIGT FMBA of Russia, obtained 
on two platforms, coincided. DRB1 allele of one sample was achieved as group P with MiSeq, but as group 
G with FastaSeq 300. The results of HLA-typing of 24 samples from the National Medical Research Center 
for Hematology of the Ministry of Health of the Russian Federation, obtained on two platforms, coincided. 
However, differences in the level of resolution of HLA-typing were observed for 10 samples. A higher level of 
resolution with using MiSeq was observed for genes: B – 2 cases; C, DRB3, DRB4 – 3 cases each. When using 
FastaSeq 300, a higher level of resolution was achieved a little more often and was established for the genes: 
DRB1 – 4, DQB1 – 7, DPA1 – 10 cases. Differences in the level of resolution of HLA-typing for some samples 
are not critical, since high-resolution typing results are currently used to select HSC donor-recipient pairs. Our 
study indicated the possibility of effectively using the FastaSeq 300 for HLA-typing. 

Keywords: alleles, genetic analyzer, genes, next generation sequencing, HLA, HLA-typing

Введение
Секвенирование нового поколения (next 

generation sequencing, NGS), позволяющее про-

водить массовое HLA-типирование на уровне от 

высокого до аллельного разрешения, быстро за-

воевало позицию наиболее распространенного 
и максимально информативного метода опреде-
ления генов главного комплекса гистосовмести-
мости [2, 3]. Метод характеризуется сочетанием 
экономической и технологической эффективно-
сти. 



719

NGS платформы в иммуногенетике
NGS platforms in immunogenetics2024, Vol. 26,  4

2024, Т. 26, № 4

Под HLA-типированием высокого уровня 
разрешения понимают определение принадлеж-
ности к подгруппе HLA-аллелей, кодирующих 
идентичную аминокислотную последователь-
ность в пределах антигенсвязывающего сайта. 
Для получения результата высокого уровня раз-
решения необходимо выполнить секвенирование 
(определение нуклеотидной последовательно-
сти) 2-го и 3-го экзонов для HLA-генов класса I, 
2-го экзона для HLA-генов класса II, исключить 
неоднозначности в пределах перечисленных эк-
зонов и нулевые аллели. Под HLA-типированием 
аллельного уровня понимают определение кон-
кретного HLA-аллеля, имеющего уникальное 
наименование, присвоенное Номенклатурным 
комитетом по факторам HLA-системы ВОЗ. Ре-
зультаты HLA-типирования также могут быть 
представлены в виде групп G или P. Группа G 
объединяет аллели, имеющие идентичную ну-
клеотидную последовательность в экзонах, коди-
рующих пептидсвязывающие домены (экзоны 2 
и 3 для HLA-аллелей класса I; экзон 2 для HLA-
аллелей класса II), и в ряде случаев может вклю-
чать нулевые аллели. Группа Р объединяет аллели, 
имеющие одинаковую протеиновую последова-
тельность пептидсвязывающих доменов, которая 
кодируется экзоном 2 и 3 HLA-аллелей класса I и 
экзоном 2 HLA-аллелей класса II. Представление 
результатов HLA-типирования в виде групп G и 
P наиболее часто используется в базах данных ре-
гистров доноров костного мозга [5].

Подбор доноров и реципиентов гемопоэти-
ческих стволовых клеток (ГСК) на основании 
результатов HLA-типирования высокого уров-
ня разрешения является обязательным условием 
проведения аллогенной неродственной транс-
плантации гемопоэтических стволовых клеток 
(ТГСК) [1]. 

Использование метода NGS приобрело осо-
бую значимость в связи с необходимостью раз-
вития Федерального регистра доноров костно-
го мозга и гемопоэтических стволовых клеток. 
Согласно Постановлению Правительства Рос-
сийской Федерации № 640 от 12.04.2022 «Об ут-
верждении Правил ведения Федерального реги-
стра доноров костного мозга и гемопоэтических 
стволовых клеток, донорского костного мозга и 
гемопоэтических стволовых клеток, реципиен-
тов костного мозга и гемопоэтических стволовых 
клеток» HLA-типирование доноров и реципиен-
тов ГСК должно выполняться именно методом 
секвенирования, а NGS позволяет справиться с 
этой задачей наиболее эффективно. Кроме того, 
этот метод позволяет открывать новые HLA-

аллели с максимально полной их характеристи-
кой [4]. 

HLA-типирование методом NGS выполняет-
ся с помощью специальных платформ (генетиче-
ских секвенаторов). Наиболее распространенной 
платформой является MiSeq (Illumina, США). 
В настоящее время техническое обслуживание 
этого прибора затруднено, что вызвало необхо-
димость поиска аналогов, не уступающих по про-
изводительности и качеству HLA-типирования. 
Целью нашей работы являлся анализ результатов 
HLA-типирования с использованием двух NGS 
платформ. 

Материалы и методы
В исследование включены образцы ДНК, вы-

деленные из ядросодержащих клеток перифери-
ческой крови доноров, вступивших в Федераль-
ный регистр доноров ГСК: 12 образцов получены 
и проанализированы в ФГБУ РосНИИГТ ФМБА 
России и 24 образца – в ФГБУ «НМИЦ гематоло-
гии» Минздрава России. HLA-типирование всех 
образцов выполнено дважды: с использованием 
секвенатора MiSeq (Illumina, США) и секвена-
тора FastaSeq 300 (GeneMind, Китай). Характе-
ристика платформ представлена в таблице 1. Для 
всех исследований применяли реагенты NGSgo 
(GenDx, Нидерланды) в соответствии с инструк-
цией производителя. В ФГБУ РосНИИГТ ФМБА 
России HLA-типирование выполнено по шести 
HLA-генам – A, B, C, DRB1, DQB1, DPB1, в ФГБУ 
«НМИЦ ГЕМАТОЛОГИИ» Минздрава России – 
по одиннадцати HLA-генам – A, B, C, DRB1, 
DRB3, DRB4, DRB5, DQA1, DQB1, DPA1, DPB1. 
Для анализа результатов использовали програм-
му NGSengine, уровень разрешения устанавлива-
ли оптимизированный – от аллельного до более 
низкого (без неоднозначностей).

Результаты и обсуждение
Результаты HLA-типирования 12 образцов 

из ФГБУ РосНИИГТ ФМБА России, получен-
ные на двух платформах, совпали. Для образца 
ID1 аллель гена DRB1 определен в виде группы 
P при применении MiSeq, но группы G в случае 
FastaSeq 300 (табл.  2). 

Результаты HLA-типирования 24 образцов из 
ФГБУ «НМИЦ ГЕМАТОЛОГИИ» Минздрава 
России, полученные на двух платформах, также 
совпали. Однако для 10 образцов, представлен-
ных в таблице 3, наблюдались различия в уровне 
разрешения. Более высокий уровень разрешения 
при применении MiSeq получен для генов: B – 2 
случая; С, DRB3, DRB4 – по 3 случая. При ис-
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ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА ПЛАТФОРМ MiSeq и FastaSeq 300

TABLE 1. CHARACTERISTICS OF MiSeq and FastaSeq 300 PLATFORMS

Характеристика
Characteristic MiSeq FastaSeq 300

Принцип
Principle 

Мостиковая ПЦР
Bridge PCR 

Мостиковая ПЦР
Bridge PCR 

Количество проточных ячеек
Number of flow cells 1 1

Загрузка HLA образцов (тип 
ячейки) 
Loading HLA samples (cell type)

10 (Нано), 40 (Микро), 
150 (Стандарт)

10 (Nano), 40 (Micro)
150 (Standard)

576 (FCM*), 1440 (FCH**)

Количество независимых 
дорожек на ячейке 
Number of independent tracks per 
cell

1 4

Длина прочтений
Read length

PE***25, PE75, PE150, PE250, 
PE300 SE****50, SE75, PE75, PE150

Количество прочтений на одну 
ячейку (млн) для разных типов 
ячеек 
Number of reads (millions) per 1 cell 
for different cell types

1/4/12/22 100/250

Продолжительность анализа 
(час)
Analysis duration (hour)

17-39 19,5-24

Качество секвенирования
Sequencing quality PE150: Q30***** > 80% PE150 Q30 > 85%

Примечание. * – проточная ячейка средняя (FCM); ** – проточная ячейка высокая (FCH); *** – парное прочтение 
(PE); **** – одноконцевое прочтение (SE); ***** – процент нуклеотидов, для которых вероятность быть ошибочно 
определенными меньше 0,001 (Q30).

Note. *, flow cell medium (FCM); **, flow cell high (FCH); ***, paired-end (PE); ****, single-end (SE); *****, percentage 
of nucleotides for which the probability of being incorrectly identified is less than 0.001 (Q30).

пользовании FastaSeq 300 более высокий уровень 

разрешения имел место несколько чаще и уста-

новлен для генов: DRB1 – 4, DQB1 – 7, DPA1 – 10 

случаев.

Таким образом, результаты определения 

HLA-генов, полученные с использованием плат-

форм MiSeq и FastaSeq 300, идентичны для всех 

36 образцов. Различия в уровне разрешения 

HLA-типирования некоторых образцов не явля-

ются критическими, так как в настоящее время 

для подбора пары донор-реципиент ГСК исполь-

зуются результаты высокоразрешающего типи-
рования. 

Заключение
Полученные данные свидетельствует о воз-

можности эффективного использования сек-
венатора FastaSeq 300 для HLA-типирования. 
Целесообразно провести аналогичный анализ 
на основе обследования пациентов с различны-
ми нозологическими формами заболеваний, ле-
чение которых требует проведения аллогенной 
ТГСК.



721

NGS платформы в иммуногенетике
NGS platforms in immunogenetics2024, Vol. 26,  4

2024, Т. 26, № 4

ТАБЛИЦА 2. РЕЗУЛЬТАТЫ HLA-ТИПИРОВАНИЯ 12 ОБРАЗЦОВ ИЗ ФГБУ РОСНИИГТ ФМБА РОССИИ

TABLE 2. RESULTS OF HLA-TYPING FOR 12 SAMPLES FROM FSBI ROSNIIGT FMBA OF RUSSIA

ID

MiSeq (Illumina, США)
MiSeq (Illumina, USA)

FastaSeq 300 (GeneMind, Китай)
FastaSeq 300 (GeneMind, China)

Аллель 1
Allele 1

Аллель 2
Allele 2

Аллель 1
Allele 1

Аллель 2
Allele 2

1

A*02:01:01 A*02:05:01:01 A*02:01:01 A*02:05:01:01

B*15:01:01 B*50:01:01:01 B*15:01:01 B*50:01:01:01

C*03:03:01 C*06:02:01:02 C*03:03:01 C*06:02:01:02

DRB1*11:04:01 DRB1*15:01P DRB1*11:04:01 DRB1*15:01:01G

DQB1*03:01:01G DQB1*06:02:01G DQB1*03:01:01G DQB1*06:02:01G

DPB1*04:02:01G – DPB1*04:02:01G –

2

A*01:01:01 A*02:01:01 A*01:01:01 A*02:01:01

B*41:02:01:01 B*51:01:01 B*41:02:01:01 B*51:01:01

C*14:02:01 C*17:03:01:01 C*14:02:01 C*17:03:01:01

DRB1*11:04:01 DRB1*13:03 DRB1*11:04:01 DRB1*13:03

DQB1*03:01:01G – DQB1*03:01:01G –

DPB1*04:01:01G DPB1*04:02:01G DPB1*04:01:01G DPB1*04:02:01G

3

A*02:12 A*02:30:01 A*02:12 A*02:30:01

B*38:01:01 B*52:01:01 B*38:01:01 B*52:01:01

C*12:02:02:01 C*12:03:01:01 C*12:02:02:01 C*12:03:01:01

DRB1*13:01:01G DRB1*15:02:01 DRB1*13:01:01G  DRB1*15:02:01

DQB1*06:01:01G DQB1*06:03:01G DQB1*06:01:01G DQB1*06:03:01G

DPB1*03:01:01 DPB1*04:01:01G DPB1*03:01:01 DPB1*04:01:01G

4

A*02:01:01 A*03:01:01 A*02:01:01 A*03:01:01

B*40:01:02 B*44:03:01 B*40:01:02 B*44:03:01

C*03:04:01 C*04:01:01 C*03:04:01 C*04:01:01

DRB1*03:01:01G DRB1*15:01:01G DRB1*03:01:01G DRB1*15:01:01G

DQB1*02:01:01G DQB1*06:02:01G DQB1*02:01:01G DQB1*06:02:01G

DPB1*03:01:01 DPB1*04:01:01G DPB1*03:01:01 DPB1*04:01:01G

5

A*24:02:01 A*68:01:02:02 A*24:02:01  A*68:01:02:02

B*18:01:01 B*44:02:01 B*18:01:01  B*44:02:01

C*07:01:01 C*07:04:01 C*07:01:01  C*07:04:01

DRB1*11:01:01G DRB1*11:04:01 DRB1*11:01:01G DRB1*11:04:01

DQB1*03:01:01G – DQB1*03:01:01G –

DPB1*04:02:01G DPB1*02:01:01G DPB1*04:02:01G DPB1*02:01:01G

6

A*03:01:01 – A*03:01:01 –

B*35:01:01 B*51:01:01 B*35:01:01 B*51:01:01

C*04:01:01 C*15:04:01:01 C*04:01:01 C*15:04:01:01

DRB1*01:01:01G DRB1*11:01:01G DRB1*01:01:01G DRB1*11:01:01G

DQB1*03:01:01G DQB1*05:01:01G DQB1*03:01:01G DQB1*05:01:01G

DPB1*04:02:01G DPB1*15:01:01G DPB1*04:02:01G DPB1*15:01:01G
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ID

MiSeq (Illumina, США)
MiSeq (Illumina, USA)

FastaSeq 300 (GeneMind, Китай)
FastaSeq 300 (GeneMind, China)

Аллель 1
Allele 1

Аллель 2
Allele 2

Аллель 1
Allele 1

Аллель 2
Allele 2

7

A*01:01:01 A*02:01:01 A*01:01:01 A*02:01:01

B*13:02:01 B*57:01:01:01 B*13:02:01  B*57:01:01:01

C*06:02:01 – C*06:02:01 –

DRB1*07:01:01G – DRB1*07:01:01G –

DQB1*02:01:01G DQB1*03:03:02 DQB1*02:01:01G DQB1*03:03:02

DPB1*04:01:01G DPB1*06:01:01 DPB1*04:01:01G DPB1*06:01:01

8

A*25:01:01:01 – A*25:01:01:01 –

C*12:03:01 C*12:301 C*12:03:01 C*12:301

DRB1*04:01:01G DRB1*15:01:01G DRB1*04:01:01G DRB1*15:01:01G

DQB1*03:01:01G DQB1*06:02:01G DQB1*03:01:01G DQB1*06:02:01G

DPB1*04:01:01G DPB1*23:01:01 DPB1*04:01:01G DPB1*23:01:01

9

A*01:01:01 – A*01:01:01 –

B*08:01:01 B*37:01:01:01 B*08:01:01 B*37:01:01:01

C*06:02:01 C*07:01:01 C*06:02:01 C*07:01:01

DRB1*01:01:01G DRB1*16:02:01G DRB1*01:01:01G DRB1*16:02:01G

DQB1*05:01:01G DQB1*05:02 DQB1*05:01:01G DQB1*05:02

DPB1*03:01:01 DPB1*14:01:01 DPB1*03:01:01 DPB1*14:01:01

10

A*03:01:01 A*11:01:01 A*03:01:01  A*11:01:01

B*07:02:01 B*35:03:01 B*07:02:01 B*35:03:01

C*04:01:01 C*07:02:01 C*04:01:01 C*07:02:01

DRB1*08:01:01G DRB1*13:03 DRB1*08:01:01G DRB1*13:03

DQB1*03:01:01G DQB1*04:02:01G DQB1*03:01:01G DQB1*04:02:01G

DPB1*04:01:01G – DPB1*04:01:01G –

11

A*02:01:01 – A*02:01:01 –

B*15:01:01:04 B*41:02:01:01 B*15:01:01:04 B*41:02:01:01

C*04:01:01 C*17:03:01:01 C*04:01:01 C*17:03:01:01

DRB1*01:01:01G DRB1*13:03 DRB1*01:01:01G DRB1*13:03

DQB1*03:01:01G DQB1*05:01:01G DQB1*03:01:01G DQB1*05:01:01G

DPB1*04:01:01G – DPB1*04:01:01G –

12

A*02:01:01 A*33:03:01 A*02:01:01 A*33:03:01

B*44:03:01 B*58:01:01 B*44:03:01 B*58:01:01

C*03:02:02 C*16:01:01:01 C*03:02:02 C*16:01:01:01

DRB1*13:02:01 DRB1*15:01:01G DRB1*13:02:01 DRB1*15:01:01G

DQB1*06:02:01G DQB1*06:09:01G DQB1*06:02:01G DQB1*06:09:01G

DPB1*03:01:01 DPB1*04:01:01G DPB1*03:01:01 DPB1*04:01:01G

Примечание. «–» – получен гомозиготный результат.

Note. –, homozygous result was obtained.

Таблица 2 (окончание)
Table 2 (continued)
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ТАБЛИЦА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ HLA-ТИПИРОВАНИЯ 24 ОБРАЗЦОВ ИЗ ФГБУ «НМИЦ ГЕМАТОЛОГИИ» МИНЗДРАВА 
РОССИИ
TABLE 3. RESULTS OF HLA-TYPING FOR 24 SAMPLES FROM NATIONAL MEDICAL RESEARCH CENTER FOR HEMATOLOGY 
OF THE MINISTRY OF HEALTH OF THE RUSSIAN FEDERATION

ID

MiSeq (Illumina, США)
MiSeq (Illumina, USA)

FastaSeq 300 (GeneMind, Китай)
FastaSeq 300 (GeneMind, China)

Аллель 1
Allele 1

Аллель 2
Allele 2

Аллель 1
Allele 1

Аллель 2
Allele 2

3

A*02:01:01 A*02:01:01 A*02:01:01 A*02:01:01

B*15:01:01 B*44:02:01 B*15:01:01G B*44:02:01G

C*03:03:01 C*05:01:01 C*03:03:01 C*05:01:01G

DRB1*08:01:01G DRB1*12:01:01G DRB1*08:01:01 DRB1*12:01:01G

DRB3*02:02:01:01 – DRB3*02:02:01G –
DQB1*03:01:01G DQB1*04:02:01G DQB1*03:01:01:01 DQB1*04:02:01:04

DQA1*04:01:01 DQA1*05:05:01 DQA1*04:01:01 DQA1*05:05:01

DPB1*04:02:01G DPB1*23:01:01G DPB1*04:02:01G DPB1*23:01:01G

DPA1*01:03:01G DPA1*01:03:01G DPA1*01:03:01:04 DPA1*01:03:01

4

A*29:02:01:01 A*32:01:01 A*29:02:01:01 A*32:01:01

B*08:01:01 B*44:03:01 B*08:01:01 B*44:03:01

C*07:01:01 C*16:01:01:01 C*07:01:01 C*16:01:01:01

DRB1*03:01:01G DRB1*07:01:01G DRB1*03:01:01G DRB1*07:01:01G

DRB3*01:01:02:01 – DRB3*01:01:02:01 –
DRB4*01:01:01:01 – DRB4*01:01:01:01 –
DQB1*02:01:01G DQB1*02:01:01G DQB1*02:01:01:01 DQB1*02:01:01G

DQA1*02:01:01 DQA1*05:01:01 DQA1*02:01:01 DQA1*05:01:01

DPB1*01:01:01 DPB1*04:01:01G DPB1*01:01:01 DPB1*04:01:01G

DPA1*01:03:01G DPA1*02:01:02G DPA1*01:03:01:01 DPA1*02:01:02:02

5

A*02:01:01 A*02:01:01 A*02:01:01 A*02:01:01

B*27:02:01:04 B*39:06:02:03 B*27:02:01:04 B*39:06:02:03

C*02:02:02G C*12:03:01G C*02:02:02G C*12:03:01G

DRB1*13:01:01G DRB1*16:01:01 DRB1*13:01:01 DRB1*16:01:01

DRB3*02:02:01:02 – DRB3*02:02:01 –
DRB5*02:02:01 – DRB5*02:02:01 –

DQB1*05:02 DQB1*06:03:01G DQB1*05:02:01:01 DQB1*06:03:01:01

DQA1*01:02:02:01 DQA1*01:03:01 DQA1*01:02:02:01 DQA1*01:03:01

DPB1*02:01:02G DPB1*04:01:01G DPB1*02:01:02G DPB1*04:01:01G

DPA1*01:03:01G DPA1*01:03:01G DPA1*01:03:01:01 DPA1*01:03:01:04

6

A*01:01:01 A*02:01:01 A*01:01:01 A*02:01:01

B*15:01:01 B*49:01:01 B*15:01:01 B*49:01:01

C*03:03:01 C*07:01:01 C*03:03:01 C*07:01:01

DRB1*04:01:01G DRB1*07:01:01G DRB1*04:01:01G DRB1*07:01:01:01

DRB4*01:03:01:01 – DRB4*01:03:01G –
DQB1*03:02:01G DQB1*03:03:02 DQB1*03:02:01:01 DQB1*03:03:02

DQA1*02:01:01 DQA1*03:01:01:01 DQA1*02:01:01 DQA1*03:01:01:01

DPB1*02:01:02G DPB1*04:01:01G DPB1*02:01:02G DPB1*04:01:01G

DPA1*01:03:01G DPA1*01:03:01G DPA1*01:03:01:01 DPA1*01:03:01
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ID

MiSeq (Illumina, США)
MiSeq (Illumina, USA)

FastaSeq 300 (GeneMind, Китай)
FastaSeq 300 (GeneMind, China)

Аллель 1
Allele 1

Аллель 2
Allele 2

Аллель 1
Allele 1

Аллель 2
Allele 2

7

A*02:01:01 A*26:01:01:01 A*02:01:01 A*26:01:01:01

B*15:01:01:04 B*35:02:01 B*15:01:01:04 B*35:02:01

C*04:01:01 C*06:02:01 C*04:01:01 C*06:02:01

DRB1*08:01:01G DRB1*11:04:01 DRB1*08:01:01:01 DRB1*11:04:01

DRB3*02:02:01:02 – DRB3*02:02:01 –

DQB1*03:01:01G DQB1*04:02:01G DQB1*03:01:01:02 DQB1*04:02:01:04

DQA1*04:01:01 DQA1*05:05:01 DQA1*04:01:01 DQA1*05:05:01

DPB1*03:01:01 DPB1*104:01:01 DPB1*03:01:01 DPB1*104:01:01

DPA1*01:03:01G DPA1*01:03:01G DPA1*01:03:01:01 DPA1*01:03:01

8

A*01:01:01 A*29:01:01:01 A*01:01:01 A*29:01:01:01

B*13:02:01 B*49:01:01 B*13:02:01 B*49:01:01

C*06:02:01 C*06:02:01 C*06:02:01 C*06:02:01

DRB1*07:01:01 DRB1*13:02:01 DRB1*07:01:01 DRB1*13:02:01

DRB3*03:01:01:01 – DRB3*03:01:01:01 –

DRB4*01:03:01:01 – DRB4*01:01:01G –

DQB1*02:02:01 DQB1*06:04:01:01 DQB1*02:02:01 DQB1*06:04:01:01

DQA1*01:02:01 DQA1*02:01:01 DQA1*01:02:01 DQA1*02:01:01

DPB1*04:01:01G DPB1*17:01:01 DPB1*04:01:01G DPB1*17:01:01

DPA1*01:03:01:04 DPA1*02:01:01:03 DPA1*01:03:01:04 DPA1*02:01:01:03

9

A*24:02:01 A*32:01:01 A*24:02:01 A*32:01:01

B*38:01:01 B*52:01:01 B*38:01:01 B*52:01:01

C*12:02:02:01 C*12:03:01:01 C*12:02:02:01 C*12:03:01:01

DRB1*13:01:01 DRB1*15:02:01 DRB1*13:01:01 DRB1*15:02:01

DRB3*02:02:01:02 – DRB3*02:02:01:02 –

DRB5*01:02:01 – DRB5*01:02:01 –

DQB1*06:01:01G DQB1*06:03:01:01 DQB1*06:01:01:01 DQB1*06:03:01:01

DQA1*01:03:01:01 DQA1*01:03:01 DQA1*01:03:01:01 DQA1*01:03:01

DPB1*04:01:01G DPB1*04:01:01G DPB1*04:01:01G DPB1*04:01:01G

DPA1*01:03:01:04 DPA1*01:03:01:04 DPA1*01:03:01:04 DPA1*01:03:01:04

12

A*02:01:01 A*25:01:01:01 A*02:01:01 A*25:01:01:01

B*07:02:01 B*18:01:01 B*07:02:01 B*18:01:01

C*07:02:01 C*12:03:01:01 C*07:02:01 C*12:03:01

DRB1*11:04:01G DRB1*15:01:01 DRB1*11:04:01G DRB1*15:01:01

DRB3*02:02:01 – DRB3*02:02:01 –

DRB5*01:01:01:01 – DRB5*01:01:01:01 –

DQB1*03:01:01 DQB1*06:02:01 DQB1*03:01:01 DQB1*06:02:01

DQA1*01:02:01 DQA1*05:05:01 DQA1*01:02:01 DQA1*05:05:01

DPB1*04:01:01G DPB1*04:02:01G DPB1*04:01:01G DPB1*04:02:01G

DPA1*01:03:01:04 DPA1*01:03:01 DPA1*01:03:01:04 DPA1*01:03:01

Таблица 3 (продолжение)
Table 3 (continued)
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ID

MiSeq (Illumina, США)
MiSeq (Illumina, USA)

FastaSeq 300 (GeneMind, Китай)
FastaSeq 300 (GeneMind, China)

Аллель 1
Allele 1

Аллель 2
Allele 2

Аллель 1
Allele 1

Аллель 2
Allele 2

15

A*02:01:01:79 A*33:03:01 A*02:01:01:79 A*33:03:01

B*13:02:01 B*58:01:01 B*13:02:01 B*58:01:01

C*03:02:02 C*06:02:01 C*03:02:02 C*06:02:01

DRB1*03:01:01G DRB1*07:01:01 DRB1*03:01:01G DRB1*07:01:01

DRB3*02:02:01:01 – DRB3*02:02:01:01 –

DRB4*01:03:01:01 – DRB4*01:01:01G –

DQB1*02:01:01 DQB1*02:02:01 DQB1*02:01:01 DQB1*02:02:01

DQA1*02:01:01 DQA1*05:01:01:03 DQA1*02:01:01 DQA1*05:01:01:03

DPB1*03:01:01G DPB1*04:02:01G DPB1*03:01:01G DPB1*04:02:01G

DPA1*01:03:01 DPA1*01:03:01 DPA1*01:03:01 DPA1*01:03:01

18

A*11:01:01 A*32:01:01 A*11:01:01 A*32:01:01

B*27:02:01:04 B*50:01:01:01 B*27:02:01:04 B*50:01:01:01

C*02:02:02 C*06:02:01:02 C*02:02:02 C*06:02:01G

DRB1*07:01:01 DRB1*15:02:01 DRB1*07:01:01 DRB1*15:02:01

DRB4*01:03:01:01 – DRB4*01:03:01:01 –

DRB5*01:03 – DRB5*01:03 –

DQB1*02:02:01 DQB1*05:02:01:01 DQB1*02:02:01 DQB1*05:02:01:01

DQA1*01:01:01:07 DQA1*02:01:01 DQA1*01:01:01:07 DQA1*02:01:01

DPB1*03:01:01G DPB1*04:02:01G DPB1*03:01:01G DPB1*04:02:01G

DPA1*01:03:01 DPA1*01:03:01 DPA1*01:03:01 DPA1*01:03:01

Таблица 3 (окончание)
Table 3 (continued)
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Смольникова М.В., Афоничева К.В., Марченко И.В., 
Терещенко С.Ю.
Научно-исследовательский институт медицинских проблем Севера – обособленное подразделение ФГБНУ 
«Федеральный исследовательский центр Красноярский научный центр Сибирского отделения Российской 
академии наук», г. Красноярск, Россия

Резюме. Бронхиальная астма (БА) представляет собой одно из самых распространенных хрони-
ческих заболеваний во всех возрастных группах. Астма имеет гетерогенные фенотипы с различной 
этиологией. В связи с этим для классификации БА используется множество параметров, например, 
степень тяжести и уровень контроля течения. Фенотип БА во многом зависит от состояния иммунной 
системы, а врожденный иммунитет играет важную роль в восприимчивости и патофизиологии астмы. 
Система комплемента (СК) является одним из компонентов гуморального иммунитета и состоит из 
комплекса защитных протеолитических ферментов (в том числе лектинов). Фиколин-2 (L-фиколин) 
является одной из основных опсонирующих молекул респираторного секрета и протеином лектино-
вого пути активации СК. Наличие полиморфизмов в гене L-фиколина влияют на уровень экспрес-
сии, нарушение его связывающей способности, что может быть ассоциировано с более высокой вос-
приимчивостью к инфекциям и вирусам, а также предрасположенностью к астме. 

Цель – изучить распространенность полиморфизмов rs17549193 и rs7851696 гена L-фиколина 
(FCN2) у детей больных бронхиальной астмой различной степени тяжести. 

Исследованы русские дети, направленные в детский аллергологический центр (Красноярск, Рос-
сия), в возрасте от 8 до 18 лет. Дети с БА были разделены на группы в зависимости от степени тяжести 
заболевания в соответствии с GINA-2023: легкая (n = 146) и тяжелая (включала персистирующую 
средней тяжести и тяжелую персистирующую, n = 254). В группу сравнения включены дети сопоста-
вимые по возрасту и полу без БА, аллергии и инфекций. Экстракция ДНК из венозной крови прове-
дена с использованием сорбентного метода. Генотипирование полиморфизмов rs17549193 и rs7851696 
гена FCN2 произведено методом полимеразной цепной реакции в реальном времени. 

Полученные результаты представляют информативные данные о частоте распределения поли-
морфных вариантов гена FCN2 в популяции здорового населения русской национальности и у детей с 
социально и экономически важным заболеванием – бронхиальной астмой. Распределение rs17549193 
и rs7851696 FCN2 соответствует мировым европеоидным популяциям. Статистически значимых отли-
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чий между больными астмой с разной степенью тяжести заболевания и здоровыми в исследованной 
выборке не выявлено. 

Результаты исследования указывают на расширение выборки и спектра исследуемых полиморф-
ных генов протеинов лектинового пути активации СК в связи с их важным значением для профилак-
тики тяжелых форм заболеваний, а также на их значимость в функционировании иммунной системы.

Ключевые слова: астма, степень тяжести, дети, фиколин, генетический полиморфизм

 
 

Smolnikova M.V., Afonicheva K.V., Marchenko I.V.,  
Tereshchenko S.Yu.
Research Institute of Medical Problems of the North, Krasnoyarsk Scientific Center, Siberian Branch, Russian Academy 
of Sciences, Krasnoyarsk, Russian Federation

Abstract. Asthma is one of the most common chronic diseases in all age groups. Asthma has heterogeneous 
phenotypes with different etiologies. Many parameters are used to classify asthma, for example, the severity 
and level of flow control. The asthma phenotype is dependent on the state of the immune system, and innate 
immunity plays an important role in the susceptibility and pathophysiology of asthma. The complement system 
(CS) consists of a complex of protective proteolytic enzymes (including lectins). Ficolin-2 (L-ficolin) is one of 
the main opsonizing molecules of respiratory secretions and a protein of the lectin pathway of CS activation. 
Polymorphisms in the L-ficolin gene affect the level of expression which may be associated with a higher 
susceptibility to infections and viruses, as well as a predisposition to asthma. 

Aim: To study the distribution of polymorphisms rs17549193 and rs7851696 of the L-ficolin (FCN2) gene in 
children with asthma of varying severity. 

Russian children from the Children’s Allergy Center (Krasnoyarsk, Russia), aged from 8 to 18 years, were 
studied. Children with asthma were divided into groups depending on the severity of the disease in accordance 
with GINA-2023: mild (n = 146) and severe (n = 254). The comparison group included children of comparable 
age and gender without asthma, allergies or infections. DNA extraction from blood was performed using the 
sorbent method. Genotyping of polymorphisms rs17549193 and rs7851696 FCN2 was performed by real-time 
polymerase chain reaction. 

The results obtained provide distribution of the polymorphic variants FCN2 gene in the population of 
healthy Russian children and in children with a socially and economically important disease, namely asthma. 
The distribution of rs17549193 and rs7851696 FCN2 corresponds to the global Caucasoid populations. There 
were no statistically significant differences between asthma patients with varying degrees of severity of the 
disease and healthy ones in the studied sample. 

The results indicate an expansion of the sample and range of studied polymorphic genes of proteins of the 
lectin pathway of CS activation due to their importance for the prevention of severe forms of diseases, as well as 
their significance in the functioning of the immune system.

Keywords: asthma, severity, children, ficolin, genetic polymorphism

Введение
Бронхиальная астма (БА) – неинфекцион-

ное гетерогенное заболевание мультифактори-
альной природы, развитие которого зависит от 
генетической предрасположенности и факторов 
окружающей среды. К пусковым механизмам 
окружающей среды, в результате которых про-

исходят обострения астмы, относятся различные 
аллергены, инфекции, некоторые заболевания. 
Всемирная организация здравоохранения (ВОЗ) 
принимает ряд мер для улучшения диагностики 
и лечения астмы. Данное заболевание включено 
в Глобальный план действий ВОЗ по профилак-
тике неинфекционных заболеваний и борьбе с 
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ними, а также в повестку дня в области устойчи-
вого развития до 2030 года, принятую Организа-
цией Объединенных Наций (ООН).

Доказано, что врожденный иммунитет играет 
важную роль в восприимчивости и патофизио-
логии бронхиальной астмы. Одним из факторов 
гуморального иммунитета является система ком-
племента (СК) – комплекс защитных протеоли-
тических ферментов, постоянно присутствующих 
в крови. Данная система обеспечивает связь меж-
ду врожденным и адаптивным иммунитетом. СК 
состоит из множества белков, разделяющихся на 
группы: компоненты классического пути актива-
ции комплемента); белки, принимающие участие 
в альтернативном пути активации комплемента, 
а также белки-регуляторы интенсивности ре-
акций. Функциями СК являются опсонизация 
патогенных организмов и усиление фагоцитоза, 
участие в стимулировании воспалительных реак-
ций, а также разрушение мембраны чужеродной 
клетки путем образования мембранотакующего 
комплекса [1]. 

Одним из трех основных путей активации СК, 
наряду с классическим и альтернативным путя-
ми, является лектиновый путь (ЛП). Во время ЛП 
включается взаимодействие протеинов (лекти-
нов), способных связываться с углеводами, с ми-
кроорганизмами или поврежденными клетками. 
В результате этого происходит инициирование 
каскада реакций и активация защитных функ-
ций СК. Основные лектины, избирательно рас-
познающие углеводы на поверхности микроорга-
низмов и обратимо с ними связывающиеся – это 
фиколины трех типов (H, L и M), маннозосвязы-
вающий лектин (MBL), MBL-ассоциированные 
сериновые протеазы 2 и 3 (MASP-2, MASP-3) [6]. 
Для нормального функционирования иммунной 
системы и для предотвращения риска развития 
заболеваний инфекционной и неинфекционной 
природы крайне необходима четкая работа участ-
ников ЛП активации СК.

Показано, что L-фиколин обладает анти-
микробной активностью и играет существенную 
роль в защите от вирусов и инфекций дыхатель-
ных путей. В частности, он может связываться 
и элиминировать респираторно-синцитиаль-
ный вирус и вирусы грипп [13]. Кроме этого, 
L-фиколин участвует в защите от бактериаль-
ных инфекций дыхательных путей, например 
пневмококковой инфекции, за счет связывания 
с бактерией и стимуляции иммунной системы. 
L-фиколин (или фиколин-2) способен связы-
ваться с микроорганизмами путем воздействия 
на ряд лигандов (липотейхоевые кислоты, по-
лисахариды, ДНК и эластин) через сайты свя-
зывания в своем домене (fibrinogen-like domain). 
Показано, что L-фиколин связывается с ком-

понентами поверхности мембран Mycobacterium 
tuberculosis, некапсулированнными формами 
Streptococcus pneumoniae, Aspergillus fumigatus. 
Salmonella typhimurium, Streptococcus pyogenes и 
Streptococcus agalactiae также входят в число пато-
генов, которые распознаются фиколином-2 [9].

Изменения в генетической структуре поли-
морфных генов лектиновых белков, ассоцииро-
ванных с уровнем продукции лектинов, влияют 
на работоспособность системы комплемента и, 
соответственно, элиминацию чужеродных аген-
тов. Описан ряд полиморфных участков в гене 
L-фиколина, которые ассоциированы с уров-
нем экспрессии и активностью белка, например, 
rs17549193 FCN2 [14]. Полиморфизмы FCN2 ас-
социированы с различным течением заболева-
ний и с более высоким риском подверженности 
к инфекционным заболеваниям, в том числе к 
COVID-19, а также с аутоиммунными заболева-
ниями и другими патологиями [12]. Показано, 
что полиморфизм rs17514136 FCN2 у детей ас-
социирован с риском развития инфекционных 
заболеваний, таких как гепатит В, лейшманиоз, 
шистосомоз, системная красная волчанка, а так-
же с риском развития бронхиальной астмы [7]. 
У лиц с ВИЧ-инфекцией полиморфизм rs3124952 
FCN2 связан с риском развития туберкулеза [11]. 

Таким образом, развитие бронхиальной аст-
мы, степень тяжести заболевания, различия в 
концентрации и функциональной активности 
белков системы комплемента обуславливаются 
в том числе генетической составляющей. Необ-
ходимо отметить, что частота встречаемости ва-
риантов полиморфизмов гена FCN2, в частности 
rs17549193 и rs7851696, варьируется зависимости 
от этнической принадлежности [2, 8]. 

В связи с вышеописанным актуальным явля-
ется выявление факторов риска развития фено-
типов астмы путем проведения сравнительного 
анализа генетических показателей в отдельно 
взятой популяции. Целью данной работы явля-
ется анализ распределения полиморфизмов гена 
L-фиколина (rs17549193 и rs7851696) у русских 
детей с бронхиальной астмой. 

Материалы и методы
В исследование были включены больные 

бронхиальной астмой с разной степенью тяжести 
дети в возрасте от 8 до 18 лет. Степень тяжести 
была определена с помощью анкетирования по 
системе GINA. В зависимости от степени тяже-
сти заболевания, определяемой в соответствии с 
рекомендациями рабочей группы GINA (Global 
Initiative for Asthma), были выделены группы: 
легкая (n = 146) и тяжелая (включала персисти-
рующую средней тяжести и тяжелую персисти-
рующую, n = 254). Группа сравнения включа-
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ла детей г. Красноярска (n = 229) без патологий 
бронхолегочной системы. Национальность де-
тей, согласно анкетным данным, определена как 
русские. Для всех обследованных было получено 
письменное информированное согласие на про-
ведение исследования от родителей.

Выделение ДНК из венозной крови было 
проведено с использованием набора реаген-
тов DIAtomTM DNA Prep 100 (ООО «Изоген», 
Москва). Определение вариантов rs17549193 и 
rs7851696 FCN2 было произведено с помощью 
метода полимеразной цепной реакции в реаль-
ном времени. Частоту встречаемости анализи-
руемых признаков выражали в абсолютных и 
относительных значениях. Статистически значи-
мыми считались различия на уровне значимости 
p < 0,05. Распределение генотипов по полиморф-
ным локусам проверяли на соответствие равнове-
сию Харди–Вайнберга (РХВ) с помощью крите-
рия χ2. Для выявления ассоциации генетических 
маркеров с различными вариантами течения аст-
мы рассчитывали отношение шансов (OR) с 95% 
доверительным интервалом (Cl). Исследования 
одобрены на заседании локального этического 
комитета Научно-исследовательского института 
медицинских проблем Севера (Протокол № 12 от 
10.12.2013 г.). 

Результаты и обсуждение
В результате сравнительного анализа частоты 

распределения аллельных вариантов rs17549193 
и rs7851696 FCN2 у детей из контрольной груп-
пы (русские) с популяциями европеоидов мира 
(по данным ресурса ensembl.org) показано, что 
частота диких и минорных аллелей rs17549193 
и rs7851696 у русских соотносятся с таковыми у 
европеоидов. Это говорит о том, что при отборе 

групп сравнения корректно определен славян-
ский состав, относящийся к европеоидам, а так-
же о гомогенности генетической структуры ис-
следованных групп.

В проведенном исследовании выявлено, что 
частота генотипа TT полиморфизма rs17549193 
гена FCN2 в исследованной выборке ниже как 
в группе здоровых, так и в группах больных БА 
по сравнению с другими генотипами (7,5% при 
легкой БА, 8,7% при тяжелой и 7,0% у здоровых 
детей, p > 0,05) (рис. 1). Генотип CТ чаще встре-
чается в группе детей без астмы по сравнению с 
больными астмой (43,7% против 38,8%, p > 0,05). 
Структурный полиморфизм rs17549193, локали-
зованный в экзоне 8 гена FCN2, ассоциирован с 
более высоким уровнем фиколина в плазме, ко-
торый обусловлен его низкой функциональной 
способностью к связыванию бактерий и, соот-
ветственно, меньшей способностью накапли-
ваться в очаге воспаления [3]. Ранее показано, 
что полиморфизм rs17549193 гена FCN2 связан 
с повышенным риском развития туберкулеза 
легких. В том же исследовании статистически 
значимой ассоциации с туберкулезом легких не 
было обнаружено для других полиморфизмов 
FCN2 (rs3124952, rs3811140  и rs3124953) [5].

При сравнении частот генотипов и аллелей 
полиморфизма rs7851696 гена FCN2 выявлены 
незначительные различия в частоте встречаемо-
сти гомозиготного генотипа GG среди больных 
БА и контрольной группой (76% у больных лег-
кой БА, 77% – у больных тяжелой БА и 73,8% 
у здоровых, p > 0,05) (рис. 2). Аллельный вари-
ант T чаще встречается в контрольной группе 
по сравнению с больными БА вне зависимости 
от тяжести заболевания (14,6% против 12,4%, 
p > 0,05). Наличие редкого аллеля полиморфизма 

Рисунок 1. Частота распределения генотипов 
полиморфизма rs7851696 гена FCN2
Figure 1. Distribution of genotypes of polymorphism rs7851696 
of FCN2

Рисунок 2. Частота распределения генотипов 
полиморфизма rs17549193 гена FCN2
Figure 2. Distribution of genotypes of polymorphism rs17549193 
of FCN2
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rs7851696 в 8 экзоне гена FCN2 приводит к ами-
нокислотной замене аланина на серин (p.A258S, 
+6424G > T) что повышает способность фико-
лина прикрепляться к углеводным компонентам 
бактерий [4]. В данной мутации гомозиготный 
вариант GG гена FCN2 ассоциирован с низ-
кой тканевой функциональной активностью. 
Ранее сообщалось, что аллельный вариант G 
rs7851696 FCN2, также как и rs17549193, ассоци-
ирован с повышенным риском развития тубер-
кулеза легких [15]. Кроме этого, установлено, что  
аллель Т ассоциирован с высоким сродством фи-
колина-2 к углеводным компонентам мембран 
патогенных микроорганизмов [10]. 

Заключение
По результатам данного исследования впервые 

получены данные по распределению полимор-
физмов rs17549193 и rs7851696 гена L-фиколина 
(FCN2) у детей с бронхиальной астмой различной 
степени тяжести и здоровых детей русской наци-
ональности. В исследованной выборке не были 
показаны статистически значимые отличия в ча-
стоте генетических вариантов между группами 
сравнения.

Данное исследование проведено на примере 
бронхиальной астмы ввиду ее широкого распро-
странения и важности как серьезной медицин-
ской и социальной проблемы. Один из основных 
факторов, способствующих обострениям и ухуд-
шению течения бронхиальной астмы, – вирусные 

и инфекционные агенты. Генетические варианты 
FCN2 могут нарушать способность L-фиколина 
связываться с патогенами, что может увеличить 
риск развития различных заболеваний, например 
инфекций дыхательных путей, сепсиса и других, 
связанных с нарушением работы иммунной си-
стемы.

В связи с вышесказанным, существует необхо-
димость проведения дальнейших исследований с 
участием больших выборок и расширенным спек-
тром изучаемых полиморфных участков в генах 
лектинов для понимания роли генетических ва-
риантов протеинов лектинового пути активации 
системы комплемента (в том числе маннозосвя-
зывающего лектина и MBL-ассоциированных 
сериновых протеаз) в развитии заболеваний у 
различных этнических групп для оценки функ-
ционирования иммунной защиты и разработки 
новых методов их профилактики.
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ТРАФИК IgE И IgG В-КЛЕТОК В НИЗКОДОЗОВОЙ  
МОДЕЛИ АЛЛЕРГИИ НА Gal d1, 2, 3
Фаттахова Г.В.1, Макарова А.О.1, 2, Коновалова М.В.1,  
Каширина Е.И.1, Коцарева О.Д.1, Окара П.С.3,  
Матушевская Е.В.4, Свирщевская Е.В.1
1 ФГБУН «Институт биоорганической химии имени академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова» 
Российской академии наук, Москва, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова», Москва, Россия  
3 ФГБОУ ВПО «Московский государственный университет тонких химических технологий имени 
М.В. Ломоносова», Москва, Россия  
4 ФГБОУ ДПО «Институт повышения квалификации Федерального медико-биологического агентства», 
Москва, Россия

Резюме. Аллергия I типа опосредуется образованием IgE-антител к белкам, выделяемым нерепли-
цирующимися микроорганизмами (пыльца растений, клещи домашней пыли и др.), попадающими 
на слизистые оболочки в очень низких концентрациях. Механизмы и локализация переключения 
наивных В-клеток на синтез IgE к аллергенам полностью не определены. Целью данной работы было 
определение места переключения В-клеток и трафик IgE-продуцирующих В-клеток у мышей, им-
мунизированных низкой дозой эквимолярной смеси белков куриных яиц Gal d1, Gal d2, Gal d3. Ал-
лергены в физиологическом растворе вводили в холку мышей 9-10 раз с интервалом в 2-3 дня; общая 
доза составила 2,7 мкг на мышь. Продукцию IgE к белкам Gal d в крови и В-клетками, выделенным 
из холки, дренирующих лимфоузлов, селезенки и костного мозга иммунных мышей анализировали в 
динамике после прекращения сенсибилизации. Как в крови, так и в культурах in vitro доминирование 
IgE менялось с распознавания низкомолекулярного белка Gal d2 в течение сенсибилизации мышей 
на высокомолекулярный аллерген Gal d3 после отмены сенсибилизации. Показали, что формировал-
ся IgG ответ памяти, который появлялся только через месяц после окончания сенсибилизации. IgG 
формировался только к Gal d3, но не к другим аллергенам. Культуры in vitro показали, что В-клетки 
переключались на выработку IgE локально в холке с низким трафиком в селезенку, но не в лимфо-
узлы. В сыворотке крови титры IgE ко всем белкам Gal d снижались после прекращения сенсиби-
лизации и сохранялись длительное время. В селезенке через месяц после отмены сенсибилизации 
появлялся пул В-клеток, продуцирующих IgE in vitro. Полученные результаты позволили сделать не-
сколько выводов. 1) В-клетки переключаются на синтез IgE локально в месте попадания аллергена 
(холка). 2) Наблюдается преимущественное распознавание IgE антителами белков из пула аллерге-
нов, причем ответ двухфазный: на раннем ответе распознается низкомолекулярный белок Gal d2; при 
ответе памяти распознается высокомолекулярный аллерген Gal d3. 3) В данной модели наблюдается 
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доминирование IgG ответа на высокомолекулярный белок Gal d3. Таким образом, показано, что при 
распознавании иммунной системой смеси белков, происходящих из аллергена, наблюдается домини-
рование белков, распознаваемых как IgE, так и IgG. Поскольку у больных аллергией чаще всего нет 
IgG-антител, то можно предположить, что в этом случае наблюдается поддерживаемый поступлением 
антигена ответ первой фазы, при котором распознаются низкомолекулярные белки IgE-антителами, 
но не формируется IgG ответ. 

Ключевые слова: аллергия на куриные яйца, IgE, Gal d, трафик В-клеток, мышиная модель аллергии, локальное 
переключение В-клеток
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Federation  
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Abstract. Type I allergy is mediated by the formation of IgE antibodies to proteins secreted by non-
replicating microorganisms (plant pollen, house dust mites, etc.) that enter the mucous membranes in very 
low concentrations. The mechanisms and localization of naive B cells’ switching to IgE production have not 
been fully determined. The aim of this work was to determine the switching site of B cells and the traffic of IgE-
producing B cells in mice immunized with a low dose of equimolar mixture of egg proteins Gal d1, Gal d2, 
and Gal d3. Allergens in saline solution were injected into the withers of mice 9-10 times with an interval of 
2-3 days; the total dose was 2.7 µg/mouse. The production of IgE to Gal d proteins in the blood and by B cells 
isolated from the withers, draining lymph nodes, spleen, and bone marrow of immune mice was analyzed in 
dynamics after cessation of sensitization. Both in blood and in in vitro cultures, the dominance of IgE changed 
from the recognition of the LMW Gal d2 during the sensitization of mice to the HMW Gal d3 after sensitization 
was discontinued. In this model, an IgG memory response appeared only a month after the end of sensitization 
and recognized only Gal d3. In vitro cultures showed that B cells switched to IgE production locally in the 
withers with low traffic to the spleen. In the blood serum, IgE titers for all Gal d proteins decreased after the 
cessation of sensitization and persisted for a long time. A month after the cancellation of the sensitization, a 
pool of B cells producing IgE in vitro appeared in the spleen. These B-cells died after 20-30 days as no in vitro 
IgE production was observed later than 85-90 days. The results obtained allowed us to draw several conclusions. 
B cells switch to IgE synthesis locally at the site of allergen injections. The response was two-phase: LMW 
Gal d2 was recognized in the early response, while HMW Gal d3 was recognized in the late phase. In this 
model, the IgG response to HMW Gal d3 was clearly dominant. In conclusion, it has been shown that when 
the immune system recognizes a mixture of proteins originating from some allergen, the dominance of proteins 
recognized by both IgE and IgG is observed. Since allergy patients most often do not have IgG antibodies, it 
can be assumed that in this case an acute phase response, supported by antigen intake, is observed, in which 
LMW allergens are recognized.

Keywords: allergy to chicken eggs, IgE, Gal d, B cell traffic, mouse model of allergy, local switching of B cells

Введение
Аллергены могут быть как корпускулярными 

(клещи домашней пыли, пыльца растений, спо-
ры грибов, фрагменты эпидермиса домашних 
животных и т. д.), так и растворимыми (пище-
вые аллергены, яд насекомых). Корпускулярные 
аллергены попадают в дыхательные пути, где 

задерживаются на поверхности слизистых обо-
лочек. Большинство из них вымывается секре-
том; меньшая часть захватывается резидентны-
ми фагоцитами и, как полагают, доставляется в 
дренирующие лимфатические узлы (ЛУ). Яды 
насекомых, по-видимому, попадают в кровоток 
и транспортируются в селезенку. Когда белко-
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вый антиген достигает вторичных лимфоидных 
органов, дальнейший иммунный ответ будет за-
висеть от количества и формы чужеродных бел-
ков, захваченных и представленных иммунным 
клеткам [8, 14, 22]. Известно, что длительное по-
ступление значительного количества антигена 
приводит к образованию специализированной 
ниши, специфичной для антигена и называемой 
зародышевым центром (ЗЦ) [9,  13]. Перед об-
разованием ЗЦ небольшие иммунные кластеры, 
называемые экстрафолликулярными фокусами 
(ЭФФ), появляются вокруг фолликулярных ден-
дритных клеток (ФДК), окруженных активиро-
ванными аллергеном В-клетками и небольшим 
количеством фолликулярных Т-клеток. Увели-
чивающееся количество нагруженных антигена-
ми В-клеток, накапливающихся в ЭФФ, инду-
цирует их созревание в ЗЦ. Скоординированное 
взаимодействие между ФДК, В- и Т-клетками в 
ЗЦ приводит к гипермутации В-клеток и отбору 
В-клеток, продуцирующих антитела к поступа-
ющему антигену. В случае ограниченного числа 
таких В-клеток зрелые ЗЦ, скорее всего, не будут 
образовываться. Показано, что В-клетки в ЭФФ 
могут гипермутировать, однако с низкой эффек-
тивностью [13]. Вероятно, это относится и к ре-
акции на аллергены. Количество белков аллер-
генов, проникающих через барьеры организма, 
очень низкое. Аллергены не содержат адъювант-
ных молекул, однако попадают через слизистые 
оболочки носа, легких (респираторные аллерге-
ны), полости рта и тонкого кишечника (пищевые 
аллергены), кожу (укусы членистоногих) в тече-
ние длительного времени. Соответственно, уро-
вень доставки антигена будет длительным, но в 
небольшом количестве.

В настоящее время имеется достаточное ко-
личество работ, показывающих возможность ло-
кального образования ЭФФ в тканях. Образова-
ние лимфоидных ЭФФ в ткани полипов носа и 
бронхов у пациентов с хроническим риносинуси-
том и пневмонией было показано многими груп-
пами [1,  7,  9,  11]. Подтверждением локальной 
выработки IgE стало выявление IgE в грудном 
молоке или слезах при отсутствии IgE в крови [10, 
12]. Пищевые аллергены предположительно про-
никают через тонкий кишечник. Нет данных, сви-
детельствующих об образовании ЭФФ в эпителии 
кишечника, однако более вероятно, что пищевая 
аллергия также инициируется не в кишечнике, а 
слизистой полости рта [2, 5, 6, 15].

Доля циркулирующего IgE в крови составляет 
менее 0,04% от концентрации IgG из-за высокого 
сродства к IgE рецептору типа I (FcεRI), экспрес-
сируемого тканевыми резидентными тучными 
клетками [19]. Это затрудняет обнаружение IgE 
в крови. Идентификация В-клеток, секретиру-
ющих IgE, также представляет проблему из-за 

экспрессии низкоаффинного рецептора FcεRII 
(CD23) многими иммунными клетками [13].

При моделировании аллергии часто исполь-
зуются адъюванты или высокомолекулярные 
носители для инициации первичного иммунно-
го ответа на аллергены [16, 21]. Такие протоколы 
приводят к образованию высоких титров анти-
тел IgG, препятствующих IgE-ответу. Ранее мы 
показали, что в большинстве случаев в крови 
пациентов с аллергией, не проходивших аллер-
ген-специфической терапии, отсутствуют IgG к 
аллергенам [20]. 

Участие ЗЦ в образовании IgE на мышиных 
моделях остается активной областью исследова-
ний. Было показано, что IgE+В-клетки подверга-
ются апоптозу внутри ЗЦ [18]. В целом до сих пор 
пути, регулирующие переключение В-клеток на 
синтез IgE in vivo и трафик IgE+В-клеток, изуче-
ны мало.

Аллергия характеризуется доминирующим 
распознаванием некоторых белков из аллерге-
нов, называемых «основными» аллергенами [17]. 
Продолжительная аллергия приводит к распоз-
наванию минорных белков аллергенов [3]. При 
этом нет данных, чем основные и минорные ал-
лергены отличаются. Работ по моделированию 
на животных аллергической реакции на смесь 
аллергенов нет.

Целью данной работы был анализ места фор-
мирования и трафик В-клеток, секретирующих 
IgE и IgG, в модели аллергии на низкие дозы сме-
си аллергенов яичного белка. Показана иерархия 
иммунного ответа на смесь антигенов Gal d1, 
Gal d2, Gal d3 и формирование IgG+ и IgE+В-
клеток памяти.

Материалы и методы
Материалы
Рекомбинантные аллергены Gal d-белки бы-

ли предоставлены Анной Долговой (Санкт-Пе-
тербургский институт Пастера, Санкт-Петер-
бург, Россия). Использован липополисахарид 
(ЛПС) (Merck KGaA, Дармштадт, Германия).

Мыши
Самки мышей BALB/c в возрасте 8-12 недель 

были получены из питомника «Столбовая» (Мо-
сковская область, Россия). Протокол одобрен 
Институциональным комитетом по уходу и ис-
пользованию животных (IACUC) Центра иссле-
дований животных ИБХ РАН (разрешение № 326 
от 16.08.2021).

Гель-электрофорез
Gal d1, Gal d2, Gal d3 (30 мкг/линия) денатури-

ровали при 95 °C в буфере для образцов Laemmli 
в течение 5 мин в восстановительных условиях 
(2-меркаптоэтанол). Белки разделяли в 10%-ном 
геле с использованием системы электрофореза 
Bio-Rad. Гели окрашивали PageBlue™ (Thermo 
Scientific, США), маркер молекулярной массы 
PageRuler™ (Thermo Scientific, США).
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Эксперименты in vivo
Антигены готовили в эквимолярном соот-

ношении Gal 1, Gal 2, Gal 3 в физрастворе (ФР) 
6 мкг/мл, чтобы получить 300 нг суммарного бел-
ка в 50 мкл. Смесь фильтровали через фильтры 
0,2 мкм, замораживали в аликвотах, достаточных 
для однократной иммунизации эксперименталь-
ных групп. Мышей (n = 30) иммунизировали 
подкожно в область холки в течение 3-4 недель 
2-3 раза в неделю. На 30-40-й день сенсибилиза-
цию прекращали (три эксперимента). Контроль-
ным мышам вводили только ФР. Кровь забирали 
из орбитального синуса глаза под анестезией изо-
флураном. Собранную сыворотку хранили при 
температуре -20 °C до использования.

Из каждой группы мышей умерщвляли цер-
викальной дислокацией на дни 33, 46, 55, 61, 67, 
76, 83 и 88 (рис. 1А). Холку, подмышечные ЛУ, 
селезенку и костный мозг собирали, гомогени-
зировали, трижды промывали физиологическим 
раствором и переносили в питательную среду. 
Клетки селезенки и костного мозга обрабатыва-
ли 0,86% буфером NH4Cl (рН 7,2) и промывали.

Культуры in vitro
ЛУ, спленоциты и клетки костного мозга от 

иммунных и интактных мышей высевали из 
расчета 5 × 106/лунку на 24-луночные планше-
ты (Costar, США). Суспензия холки содержа-
ла менее 0,2 × 106/мышь. Все собранные клетки 
холки, включая стромальные и жировые, вы-
севали в лунку. Клетки инкубировали в RPMI-
1640 с добавлением 10%-ной фетальной теля-
чьей сыворотки, пенициллина, стрептомицина и 
L-глютамина (НПП «ПанЭко», Россия) с добав-
лением 50 мкг/ мл ЛПС. Клетки инкубировали в 
течение 5 дней; надосадочные жидкости (НЖ) 
собирали, центрифугировали и замораживали до 
исследования.

Иммуноферментный анализ
Растворы белков Gal d1, Gal d2, Gal d3 на-

носили по 5 мкг/мл на 96-луночные планшеты 
(Corning, Merck KGaA, Дармштадт, Германия) на 
ночь при температуре +4 °C. Планшеты трижды 
промывали ФР с фосфатным буфером (ФБ), со-
держащим 0,05% Твин-20, между всеми инкуба-
циями. Для блокирования неспецифического 
связывания использовали ФБ с 2% бычьего аль-
бумина. Сыворотку добавляли в разных разведе-
ниях. Культуральные супернатанты добавляли в 
количестве 200 мкл/лунку без дополнительного 
блокирующего буфера. Планшеты инкубирова-
ли в течение 3 ч при комнатной температуре или 
ночь. Для выявления IgE и IgG использовали со-
ответствующие вторичные антитела, меченные 
пероксидазой хрена (Abcam, Великобритания), 
после промывки планшетов. Реакцию регистри-
ровали с использованием 3,3,5,5-тетраметилбен-
зидина. Оптическую плотность при 450 нм опре-
деляли с помощью спектрофотометра MultiScan 
FC (Thermo Scientific, США). Титры в сыворот-
ке крови оценивали путем приближения к фону, 
превышающего 3 стандартных отклонения от 

фона. Результаты анализа НЖ показаны в виде 
оптической плотности (O.D. 450 нм).

Статистический анализ
Графики были созданы с использованием про-

граммного обеспечения MS Excel. Данные пред-
ставлены как среднее значение ± SEM, по край-
ней мере для трех независимых экспериментов, 
или как один репрезентативный эксперимент из 
трех. Статистический анализ проводился с ис-
пользованием t-критерия Стьюдента. Уровни 
значимости p < 0,05 считались статистически до-
стоверными.

Результаты и обсуждение
Характеристика иммунного ответа на белки 

Gal d в низкодозовой модели аллергии 
Мышей иммунизировали в холку 3 раза в не-

делю по 300 нг/мышь эквимолярной смесью 
белков Gal d1 (28 кДа), Gal d2 (44 кДа) и Gal d3 
(78 кДа) (Gal d) в ФР (рис. 1А, Б). Gal d1 образует 
стабильные димеры, что было визуализировано с 
помощью денатурирующего гель-электрофореза, 
и его молекулярную массу (MW) можно оценить 
как 56 кДа.

Сенсибилизацию проводили 9-10 раз в зави-
симости от эксперимента до образования IgE, а 
затем прекращали вводить аллергены. Уровень 
IgE и IgG оценивали в динамике в течение 2 ме-
сяцев после прекращения введения аллергена 
(рис. 1Б, В). Общая доза аллергенной нагрузки на 
мышь составила 2,7-3 мкг (рис. 1В). Титры сыво-
ротки крови анализировали методом ИФА про-
тив индивидуальных белков.

На рисунке 1Г и Д приведена динамика отве-
тов IgE и IgG на белки Gal d. Результаты показали, 
что во время сенсибилизации индуцировались 
наиболее высокие титры IgE к Gal d2, белку с ус-
ловно наименьшей массой (p < 0,05, t-критерий). 
После прекращения стимуляции титры IgE ко 
всем белкам Gal d снижались в течение 20 дней и 
далее оставались стабильными на низком уровне 
(титры составляли 200-600) в течение 2 месяцев. 
При этом поменялось доминирование: более вы-
сокие титры регистрировали для высокомолеку-
лярного белка Gal d3 (рис. 1Г). 

Реакция IgG на все аллергены Gal d была низ-
кой вплоть до 50 дня (рис. 1Д, 33-й день). Титры 
IgG к Gal d3, но не к Gal d1 и Gal d 2, резко уве-
личивались, начиная с 60 дня (30 дней после пре-
кращения сенсибилизации). 

Суммарные данные показали, что через месяц 
после окончания сенсибилизации доминировал 
как IgG, так и IgE ответ на высокомолекулярный 
аллерген Gal d3. При этом титры IgE оставались 
низкими, а титры IgG резко выросли, что свиде-
тельствует о формировании IgG+В-клетки памяти. 

Трафик В-клеток, продуцирующих Gal d-спе-
цифический IgE

Анализ аллерген-специфических иммуно-
глобулинов в крови не дает информации о 
месте переключения В-клеток на IgE или 



737

Трафик IgE и IgG В-клеток
Traffic of IgE and IgG B cells2024, Vol. 26,  4

2024, Т. 26, № 4

IgG изотипы. Для выяснения этого вопроса 
клетки холки, ЛУ, селезенки и костного мозга 
сенсибилизированных мышей стимулировали 
in vitro ЛПС и собирали НЖ. Анализ IgE и IgG в 
НЖ показал присутствие IgE преимущественно в 
холке во время сенсибилизации и в течение 20-30 
дней после отмены (рис. 2А). Титры IgE к Gal d1 
и Gal d2 были достоверно выше, чем титры к 
Gal d3-специфичных IgE (р < 0,05, t-критерий), 
что коррелирует с уровнем IgE в крови в эти 
сроки. Следует отметить, что все культуры, кроме 
холки, содержали 5 × 106 клеток/мл. Количество 
лимфоидных клеток в холке не превышало 
0,2 × 106 на мышь. Уровень IgE в НЖ снижался до 
нормы к 80-90-му дню. 

Анализ клеток дренирующих ЛУ показал от-
сутствие накопления Gal d специфичных IgE+В-

клеток в ЛУ (рис. 2Б). Были обнаружены низкие 
уровни IgE к Gal d1 и Gal d3, но не к Gal d2, до-
стоверно отличающиеся от контрольных культур. 
Возможно, что IgE+В-клетки мигрируют в другие 
лимфоидные органы либо погибают в ЛУ. 

Продукция IgE к Gal d1, но не к Gal d2 и 
Gal d3 после отмены сенсибилизации была за-
регистрирована в селезенке (рис. 2В). В костном 
мозге IgE+В-клетки не появлялись до 60-го дня 
(рис. 2Г). 

Начиная с 60-го дня (30 дней после отмены 
сенсибилизации), IgE+B-клетки появились в се-
лезенке и, в меньшем количестве, в костном моз-
ге (рис. 2В, Г).

Суммируя полученные данные, показали, 
что основное место переключения В-клеток 
на синтез IgE происходит локально в месте по-

Рисунок 1. Gal d IgE и IgG-ответ в модели аллергии на низкие дозы
Примечание. А – схема эксперимента: мышам BALB/c вводили 9 раз по 300 нг/инъекция/мышь эквимолярной смеси Gal d 1, 
2, 3 в физиологическом растворе в область холки (черные даты на шкале). Начиная с 33-го дня сенсибилизацию прекращали 
и анализировали иммунный ответ (красные даты на шкале). Б – денатурирующий 10%-ный гель-электрофорез белков Gal d. 
В – общая доза аллергенов на мышь (черные точки) и даты проведения анализа (красные точки). Г, Д – титры IgE (d) и IgG (e) 
в сыворотке крови мышей к белкам Gal d1 (синие символы), Gal d2 (зеленые символы), Gal d3 (красные символы) в динамике 
иммунного ответа памяти. Значимые различия отмечены скобками (p < 0,05, t-критерий). Приведены результаты одного 
репрезентативного эксперимента из трех.
Figure 1. Gal d IgE and IgG response in a low dose allergy model
Note. A, experimental scheme: BALB/c mice were injected 9 times with 300 ng/injection /mouse equimolar mixture Gal d 1, 2, 3 in saline solution 
in the withers area (black dots on the scale). Starting from day 33, sensitization was discontinued and the immune response was analyzed (red 
dots on the scale). B, denaturing 10% gel electrophoresis of Gal proteins d. C, total dose of allergens per mouse (black dots) and dates of analysis 
(red dots). D, E, titers of IgE (d) and IgG(e) in the blood serum of mice to the proteins Gal d1 (blue symbols), Gal d2 (green symbols), Gal d3 
(red symbols) in the dynamics of the immune response of memory. Significant differences are marked with parentheses (p < 0.05, t-criterion). 
The results of one representative experiment out of three are presented.
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падания аллергенов. Наблюдается трафик 
Gal d-специфичных IgE+В-клеток в селезенку, 
где в течение месяца происходит стимуляция 
этих клеток, при этом наблюдается максималь-
ная продукция IgE уже к Gal d 3. Именно такое 
доминирование титров IgE (Gal d3 > Gal d1 > 
Gal d2) наблюдается и в крови на поздних сроках 
(рис. 1Г, рис. 2В). 

Соответственно наблюдается двухфазный от-
вет. Во время сенсибилизации (30-40 дней) на-
блюдается локальное (в холке) переключение 
В-клеток на синтез IgE в ЭФФ с доминировани-
ем ответа в ряду Gal d1≈Gal d2> Gal d3 и миграция 
части В-клеток в селезенку (возможно, через ЛУ). 
После отмены сенсибилизации часть В-клеток в 
холке, по-видимому, погибает, а часть мигрирует 
в селезенку, где формируются ЭФФ. В селезенке 
в ЭФФ IgE+В-клетки пролиферируют. При этом 
меняется доминирование ответа как в НЖ, так и 
в крови (Gal d3≈Gal d1> Gal d2) с преимуществом 
уже Gal d3 специфичных В-клеток. Продукция 

IgE заканчивалась к 80-90-му дню, что соответ-
ствует времени жизни IgE+В-клеток второй фазы 
в 30 дней. 

Заключение
Аллергией I типа страдает до 30% населения 

стран с высоким уровнем гигиены. Эволюционно 
IgE ответ формировался как протективный про-
тив многоклеточных паразитов. Механизмы фор-
мирования IgE антител до сих пор остаются спор-
ными. Основной особенностью аллергического 
ответа является попадание на слизистые оболоч-
ки млекопитающих низких количеств чужерод-
ных белков. Барьеры тела в норме эффективно 
защищают внутреннее пространство от окружаю-
щей среды. При генетической предрасположен-
ности, вероятно, ассоциированной со структурой 
слизистых оболочек, аллергены в низком и очень 
низком количестве попадают в подслизистое 
пространство. В данной работе использована мо-

Рисунок 2. Трафик Gal-специфичных IgE+B-клеток
Примечание. Клетки холки (А), подмышечных лимфатических узлов (ALN, Б), селезенки (В) и костного мозга (Г) иммунных 
и интактных мышей стимулировали in vitro 50 мкг/мл ЛПС и инкубировали в течение 5 дней. IgE, специфичные к Gal d 1, 2, 3, 
анализировали в динамике иммунного ответа. Скобками указаны достоверные отличия от интактного контроля (t-критерий, 
p < 0,05).
Figure 2. Traffic of Gal-specific IgE+B cells
Note. Cells of the withers (A), axillary lymph nodes (ALN, B), spleen (C) and bone marrow (d) of immune and intact mice were stimulated in vitro 
with 50 µg/mL of LPS and incubated for 5 days. IgE specific to Gal d 1, 2, 3 were analyzed in the dynamics of the immune response. Significant 
differences from the intact control are indicated in parentheses (t-test, p < 0.05).
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длительном введении аллергенов в нанограммо-
вых количествах и без адъювантов локально вме-
сте введения формируются IgE и IgG к введен-
ным белкам. После окончания сенсибилизации 
(например, окончание периода цветения или 
соблюдения элиминационной диеты) аллергиче-
ский ответ затухает, но формируется ответ памя-
ти, причем на один-два аллергена из пула белков, 
в нашей модели IgE ответ памяти формировался 
на высокомолекулярный белок Gal d 3. При по-
вторной встрече с аллергеном иммунная реакция 
возобновляется. Нами ранее показано, что в сы-

воротках больных с аллергией практически нет 
IgG к этим белкам. Это позволяет предположить 
формирование самоподдерживающейся аллерги-
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АНАЛИЗ РАСПРОСТРАНЕННОСТИ И ОПЫТ  
ЛЕЧЕНИЯ АЛЛЕРГИЧЕСКИХ ЗАБОЛЕВАНИЙ 
РЕСПИРАТОРНОГО ТРАКТА В МОНГОЛИИ
Бережанский П.В.1, Тувшинбаяр Б.1, Сангидорж Б.2, Ускова Т.Р.1, 
Татаурщикова Н.С.1 
1 ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов имени Патриса Лумумбы», Москва, Россия  
2 Национальный дерматологический центр Монголии, г. Улан-Батор, Монголия

Резюме. Аллергические заболевания респираторного тракта (аллергический ринит и бронхиальная 
астма) являются ведущей патологией в терапевтической практике. Результаты мета-анализа в Вос-
точноазиатском регионе показали, что общая распространенность бронхиальной астмы и аллерги-
ческого ринита с бронхиальной астмой составила 10,17% и 38,97% соответственно. На территории 
Монголии произрастают 2883 вида растений, относящихся к 662 родам, 128 семействам. В связи с 
этим, учитывая климатогеографические особенности Монголии, сезон цветения и паллинации яв-
ляется длительным, что сказывается на качестве жизни пациентов с аллергическими заболеваниями.

Цель исследования – проанализировать распространенность и заболеваемость аллергическим ри-
нитом и бронхиальной астмой в Монголии и представить опыт лечения препаратом Антиполлин.

Исследование проведено в г. Улан-Батор, г. Дархан и г. Сухэ-Батор за 2019-2022 гг. На основании 
полученных данных были рассчитаны следующие статистические показатели: заболеваемость (куму-
лятивная инцидентность) на 1000 пациентов, распространенность (превалентность) для конкретных 
годовых показателей и возрастных групп.

Определена кумулятивная инцидентность аллергического ринита на IV квартал 2022 года соста-
вила от 28,9‰ до 43,92‰, кумулятивная инцидентность бронхиальной астмы составила от 20,16‰ 
до 37,2‰, в то время как в некоторых возрастных подгруппах данный показатель превышает 50‰. 
Установлено, что на 2022 год в г. Улан-Батор – 4,39% и 2,66%, в г. Дархан – 2,89% и 2,02%, в г. Сухэ-
Батор – 2,91% и 3,72%, пациентов имели диагноз «аллергический ринит» и «бронхиальная астма» со-
ответственно. В г. Улан-Батор и г. Дархан количество пациентов, состоящих на учете с аллергическим 
ринитом, в 1,5 раза выше, чем количество пациентов с бронхиальной астмой, но при этом в г. Сухэ-
Батор отмечается противоположная тенденция.

Превалентность в г. Сухэ-Батор по бронхиальной астме гораздо выше, чем в других городах, выше, 
чем по АР, и с взрослением населения данный показатель только увеличивается: группа 0-10 лет – 
превалентность бронхиальной астмы – 12,72‰, что в 2 раза выше показателя в г. Дархане – 6,9‰ и в 
1,5 раза выше, чем в г. Улан-Баторе – 8,1‰. 
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Учитывая климатогеографические, популяционные и эпидемиологические особенности Монго-
лии, применение Антиполлина для проведения сублингвальной иммунотерапии является оптималь-
ным решением, способным улучшить качество жизни тысяч пациентов, страдающих аллергическими 
заболеваниями респираторного тракта.

Ключевые слова: аллергический ринит, бронхиальная астма, факторы риска, заболеваемость, аллергические заболевания, 
аллерген-специфическая иммунотерапия

ANALYSIS OF THE PREVALENCE AND EXPERIENCE OF 
TREATMENT OF ALLERGIC DISEASES OF THE RESPIRATORY 
TRACT IN MONGOLIA
Berezhansky P.V.a, Tuvshinbayar B.a, Sangidorzh B.b, Uskova T.R.a, 
Tataurshchikova N.S.a
a P. Lumumba People’s Friendship University of Russia, Moscow, Russian Federation  
b National Dermatology Center of Mongolia, Ulaanbaatar, Mongolia

Abstract. Allergic diseases of the respiratory tract (allergic rhinitis and bronchial asthma) are the leading 
pathology in therapeutic practice. The results of a meta-analysis in the East Asian region showed that the 
overall prevalence of bronchial asthma and allergic rhinitis with bronchial asthma was 10.17% and 38.97%, 
respectively. On the territory of Mongolia there are 2883 plant species belonging to 662 genera and 128 families. 
In this regard, given the climatic and geographical features of Mongolia, the flowering and pollination season 
is long, which affects the quality of life of patients with allergic diseases. The purpose of the study is to analyze 
the prevalence and incidence of allergic rhinitis and bronchial asthma in Mongolia and present the experience 
of treatment with Antipollin. 

The study was conducted in Ulaanbaatar, Darkhan and Sukhbaatar for 2019-2022. Based on the data 
obtained, the following statistical indicators were calculated: incidence (cumulative incidence) per 1000 
patients, prevalence (prevalence) for specific annual indicators and age groups. 

The cumulative incidence of allergic rhinitis for the fourth quarter of 2022 was determined to be from 
28.9‰ to 43.92‰, the cumulative incidence of bronchial asthma was from 20.16‰ to 37.2‰, while in some 
age subgroups this figure exceeds 50‰. Determined that for 2022 in Ulaanbaatar – 4.39% and 2.66%, in 
Darkhan – 2.89% and 2.02%, in Sukhbaatar – 2.91% and 3.72% of patients were diagnosed with allergic 
rhinitis and bronchial asthma, respectively. In the cities of Ulaanbaatar and Darkhan, the number of patients 
registered with allergic rhinitis is 1.5 times higher than the number of patients with bronchial asthma, but in the 
city of Sukhbaatar the opposite trend is observed. The prevalence of bronchial asthma in the city of Sukhbaatar 
is much higher than in other cities, higher than in the AR, and as the population ages, this indicator only 
increases in the group 0 – 10 years – the prevalence of bronchial asthma is 12.72‰, which 2 times higher than 
the figure in Darkhan – 6.9‰ and 1.5 times higher than in Ulaanbaatar – 8.1‰. 

Taking into account the climatic, geographic, population and epidemiological characteristics of Mongolia, 
the use of Antipollin for sublingual immunotherapy is the optimal solution that can improve the quality of life 
of thousands of patients suffering from allergic diseases of the respiratory tract.

Keywords: allergic rhinitis, asthma, risk factors, morbidity, allergic diseases, аllergen-specific immunotherapy

Введение
В настоящее время сохраняется тенденция к 

значительному росту аллергических заболева-
ний, особенно среди детей [2, 11]. Наибольшую 
распространенность и обращаемость в амбула-
торной практике составляют пациенты с аллер-

гическим ринитом (АР) и бронхиальной астмой 
(БА) [14], что является глобальной проблемой 
здравохранения и требует дальнейшего изучения 
региональных особенностей, разработки новых 
персонифицированных подходов к разным фе-
нотип-ориентированным группам пациентов.
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Неуклонный рост аллергических заболеваний, 
в том числе АР и БАв Монголии свидетельствует 
о реализации мировых тенденций роста аллерго-
патологии, что также подтверждается публикаци-
ями авторов Азиатско-Тихоокеанского региона. 
Результаты мета-анализа в Восточноазиатском 
регионе, показали, что общая распространен-
ность БА и АР+БА составила 10,17% и 38,97% со-
ответственно [13]. Распространенность БА среди 
всего населения в настоящее время оценивает-
ся в 20,9%, тогда как среди взрослого населения 
(18 лет и старше) она составляет 15,6% [12]. Эти 
значения намного выше, чем распространенность 
БА в предыдущем популяционном исследовании, 
проведенном в 2000-х годах в Монголии, когда 
были получены следующие показатели заболева-
емости – г. Улан-Батор – 2,1%; сельские города – 
2,4%; деревни – 1,1% населения [15]. В Монголии 
в настоящее время сезонный аллергический ри-
нит занимает ведущее место среди аллергических 
заболеваний [5]. Одним из самых значимых ал-
лергенов у пациентов с АР и БА в Монголии счи-
тается пыльца рода амброзии [9]. 

В соответствии с прогнозом экспертов EAACI, 
тенденция к росту распространенности аллер-
гических заболеваний, вызванных сенсибили-
зацией к аэроаллергенам, будет нарастать. Это 
связано с климатическими и социальными изме-
нениями, что в свою очередь приведет к нараста-
нию аллергенного потенциала пыльцевых зерен, 
увеличению количества пыльцы и распростране-
нию ареалов пыления причинно-значимых рас-
тений [10].

Лечение и профилактика аллергических забо-
леваний основана, в первую очередь, на элимина-
ции причинно-значимого аллергена, а также на 
медикаментозных методах воздействия, которые 
в основном направлены на устранение симпто-
мов, а не на устранение причины заболевания. 
В связи с этим важным направлением, особенно 
у пациентов с пыльцевой сенсибилизацией, яв-
ляется аллерген-специфическая иммунотерапия 
(АСИТ), которая направлена на изменение реак-
ции иммунной системы на аллергены и форми-
рование долгосрочной толерантности к ним [4].

На основании проведенного клинико-эпиде-
миологического анализа популяции в трех круп-
ных городских центрах Монголии представлено 
обоснование применения АСИТ в различных 
возрастных группах препаратом Антиполлин 
(ТОО «Бурли», Казахстан), который представлен 
более чем 20 видами лечебных аллергенов. 

На территории Монголии произрастают 2883 
вида растений, относящихся к 662 родам, 128 се-
мействам. Из них 203 вида (7,2% всего видового 
разнообразия страны) из 98 родов (14,8%) и 31 се-
мейства (24,2%) могут вызвать аллергию. В связи 

с этим, сезон цветения и палинации в Монголии, 
благодаря климатогеографическим особенно-
стям, является более длительным, чем во многих 
других странах.

Учитывая вышеизложенное, очевидным яв-
ляется необходимость проведения широкомас-
штабных региональных исследований по заболе-
ваемости и распространенности аллергических 
заболеваний. Комплексный анализ инцидент-
ности и превалентности АР и БА на конкретных 
территориях за несколько лет позволит прогно-
зировать развитие заболевания и разработать 
персонифицированные мероприятия по эффек-
тивной лечебно-профилактической работе [1].

Цель исследования – проанализировать рас-
пространенность и заболеваемость аллергиче-
ским ринитом и бронхиальной астмой в Мон-
голии и представить опыт лечения препаратом 
Антиполлин.

Материалы и методы
Работа выполнена на базе Национального 

центра Дерматологии Министерства здоровья и 
спорта Монголии г. Улан-Батора. Ретроспектив-
ное исследование было проведено за 2019-2022 гг. 
на основании статистических показателей работы 
медицинского учреждения, а именно количество 
прикрепленного к медицинскому учреждению 
населения на конец отчетного года, динамика 
численности населения с установленными диа-
гнозами «АР» и «БА», а также половозрастной со-
став прикрепленного населения.

В работе проводился расчет показателей ин-
цидентности (заболеваемости) и превалентно-
сти (распространенности) в ‰ для каждого года 
оценки каждого учреждения в отдельности. Учи-
тывая большое количество статистических пока-
зателей в работе, проведены расчеты на IV квар-
тал 2022 года.

Статистический и эпидемиологический ана-
лиз проводился посредством ReviewManager 5.3.5 
и пакета компьютерных программ Stata/MP 14.0.

Результаты и обсуждение
На базах всех медицинских учреждений г. 

Улан-Батора, г. Дархан и г. Сухэ-Батора, вклю-
ченных в анализ за 2019-2022 гг., отмечался есте-
ственный прирост населения. В таблице 1 и 2 
представлены статистические данные об инци-
дентности и превалентности АР и БА к IV квар-
талу 2022 г. 

Исходя из представленных данных, было уста-
новлено, что на 2022 год в г. Улан-Батор – 4,39% 
и 2,66%, в г. Дархан – 2,89% и 2,02%, в г. Сухэ-
Батор – 2,91% и 3,72%, пациентов имели диа-
гноз «АР» и «БА» соответственно. При оценке 
статистических данных за анализируемые пе-
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ТАБЛИЦА 1. ДАННЫЕ ПОПУЛЯЦИОННЫХ И ЭПИДЕМИОЛОГИЧЕСКИХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ АР НА IV КВАРТАЛ 2022 ГОДА

TABLE 1. DATA ON POPULATION AND EPIDEMIOLOGICAL INDICATORS OF AR FOR THE FOURTH QUARTER OF 2022

Учреждение 
наблюдения 
Surveillance 

institution

Прикрепленное 
население 

Attached population

Динамика численности 
прикрепленного 

населения за последний 
год 

Dynamics of the attached 
population over the past 

year

Кумулятивная 
инцидентность 

Cumulative 
incidence

Превалентность 
Prevalence

г. Улан-Батор 
Ulaanbaatar 160897 +8459 531 7067

г. Дархан 
Darkhan 149124 +4684 487 4310

г. Сухэ-Батор
Sukhbaatar city 101204 +7545 384 2946

ТАБЛИЦА 2. ДАННЫЕ ПОПУЛЯЦИОННЫХ И ЭПИДЕМИОЛОГИЧЕСКИХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ БА НА IV КВАРТАЛ 2022 ГОДА

TABLE 2. DATA ON POPULATION AND EPIDEMIOLOGICAL INDICATORS OF ASTHMA FOR THE FOURTH QUARTER OF 2022

Учреждение 
наблюдения 
Surveillance 

institution

Прикрепленное 
население 

Attached population

Динамика численности 
прикрепленного 

населения за последний 
год 

Dynamics of the attached 
population over the past 

year

Кумулятивная 
инцидентность

 Cumulative 
incidence

Превалентность 
Prevalence

г. Улан-Батор 
Ulaanbaatar 160897 +8459 408 4275

г. Дархан 
Darkhan 149124 +4684 364 3007

г. Сухэ-Батор 
Sukhbaatar city 101204 +7545 403 3765

риоды было выявлено, что распространенность 
ежегодно увеличивалась на всех изучаемых тер-
риториях на 0,3-0,8%, например, в г. Улан-Баторе 
в 2019 г. – 2,61% пациентов имели диагноз «АР» 
и 1,7% имели «БА», в 2020 г. – 3,02% и 1,96%, в 
2021 г. – 3,87% и 2,34%, в 2021 г. – 4,04% и 2,54% 
соответственно. На всех территориях отмечается 
повышение доступности и качества специализи-
рованной аллергологической помощи в связи с 
формированием аллергологической службы ре-
гионов.

В г. Улан-Батор и г. Дархан количество па-
циентов, состоящих на учете с АР, в 1,5 раза выше, 
чем количество пациентов с БА, но при этом 
в г. Сухэ-Батор отмечается противоположная 
тенденция. Возможно, это связано со сложной 
маршрутизацией, удаленностью горных поселе-
ний и низкой кадровой укомплектованностью 
аллергологами-иммунологами поликлинических 
отделений.

Впервые установленный диагноз «АР» в 
2022 году имели по 0,33% пациентов, проживаю-

щих в г. Улан-Батор и г. Дархан, а в г. Сухэ-Батора – 
0,38% пациентов, а впервые верифицированную 
БА в 2022 году – 0,25% пациентов, проживающих 
в г. Улан-Батор, в г. Дархан – 0,24%, в г. Сухэ-Ба-
тора – 0,4% пациентов соответственно.

В ходе работы был проведен гендерно-воз-
растной анализ, полученные результаты пред-
ставлены в таблице 3. Диагноз «АР» чаще ве-
рифицировался у лиц мужского пола – 8453 
(59,02%) человек, женского пола – 5870 (40,98%) 
человек. Выявлено, что в группе пациентов до 18 
лет АР чаще определялся у девочек, тогда как в 
более старшей возрастной группе он чаще встре-
чается у лиц мужского пола. В то же время при БА 
отмечается обратная тенденция (табл. 4). Гендер-
ный состав группы пациентов с БА имеет следую-
щие характеристики: лица мужского пола – 5419 
(49,05%) человек, лица женского пола – 5628 
(50,95%) человек.

Кумулятивная инцидентность и превалент-
ность АР и БА в целом является ниже, чем 
среднестатистические данные международных 
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исследований, что может быть связано с гиподи-
агностикой заболеваний и низкой доступностью 
врачей-специалистов.

Распространенность АР г. Улан-Батор на IV 
квартал 2022 года составляла 43,92‰, в г. Дар-
хан – 28,9‰, в г. Сухэ-Батор – 29,11‰, а БА в 
г. Улан-Батор составляла 26,57‰, в г. Дархан – 
20,16‰, в г. Сухэ-Батор – 37,2‰. Учитывая вы-
сокую гетерогенность популяции включенных в 
исследование было решено провести оценку ос-
новных эпидемиологических показателей в раз-
личных возрастных группах, что позволит более 
избирательно подойти к формированию лечеб-
но-профилактических рекомендаций, что пред-
ставлено в таблице 5. 

Распространенность во многих возрастных 
группах выше средних показателей по региону, 
а также выявлено, что с взрослением населения 
увеличивается и инцидентность по АР и БА, что 
отражает низкую верификацию аллергических 
заболеваний в более раннем возрасте. Представ-
ленные данные позволяют сделать заключение о 
том, что верификация диагноза «АР» происходит 
в более старшем возрасте, а БА в большинстве 
случаев устанавливается в более ранних возрас-
тах. На изучаемых территориях имеет место быть 
высокая настороженность врачей на выявление 
БА на более ранних сроках, что подтверждает-
ся статистическими показателями в таблице 5. 
При этом превалентность в г. Сухэ-Батор по БА 
гораздо выше, чем в других городах, и выше, чем 

ТАБЛИЦА 3. ГЕНДЕРНЫЙ СОСТАВ ГРУППЫ С АР НА IV КВАРТАЛ 2022 ГОДА 

TABLE 3. GENDER COMPOSITION OF THE GROUP WITH AR FOR THE FOURTH QUARTER OF 2022

Регион 
Region

Мужской пол 
Male

Женский пол 
Female

Всего 
Total

г. Улан-Батор 
Ulaanbaatar 3466 3601 7067

г. Дархан 
Darkhan 2891 1419 4310

г. Сухэ-Батор 
Sukhbaatar city 2096 850 2946

ТАБЛИЦА 4. ГЕНДЕРНЫЙ СОСТАВ ГРУППЫ С БА НА IV КВАРТАЛ 2022 ГОДА

TABLE 4. GENDER COMPOSITION OF THE GROUP WITH ASTHMA FOR THE FOURTH QUARTER OF 2022

Регион 
Region

Мужской пол 
Male

Женский пол 
Female

Итого
Total

г. Улан-Батор 
Ulaanbaatar 1845 2430 4275

г. Дархан 
Darkhan 1737 1270 3007

г. Сухэ-Батор 
Sukhbaatar city 1837 1928 3765

ТАБЛИЦА 5. ПРЕВАЛЕНТНОСТЬ АР И БА НА ИЗУЧАЕМЫХ ТЕРРИТОРИЯХ В РАЗЛИЧНЫХ ВОЗРАСТНЫХ 
ПОДГРУППАХ НА 1000 ПАЦИЕНТОВ, ‰ (АР/БА)

TABLE 5. PREVALENCE OF AR AND ASTHMA IN THE STUDY AREAS IN VARIOUS AGE SUBGROUPS PER 1000 PATIENTS, ‰ 
(AR/ASTHMA)

Регион 
Region

0-10 лет
0-10 years

11-18 лет
11-18 years

19-35 лет
19-35 years

36 и старше
36 and older 

г. Улан-Батор 
Ulaanbaatar 13,93/8,10 43,95/21,20 47,82/31,41 69,98/45,57

г. Дархан 
Darkhan 8,6/6,9 24,12/16,12 24,30/23,08 58,58/34,54

г. Сухэ-Батор 
Sukhbaatar city 8,62/12,72 20,63/34,63 36,58/36,65 50,61/64,80
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по АР, а с взрослением населения данный пока-
затель только увеличивается: группа 0-10 лет – 
превалентность БА – 12,72‰, что в 2 раза выше 
показателя в г. Дархан – 6,9‰ и в 1,5 раза выше, 
чем в г. Улан-Батор – 8,1‰. Такие же тенден-
ции сохраняются и по остальным возрастным 
группам. В г. Сухэ-Батор требуется дальнейшее 
изучение данного вопроса, с определением осо-
бенностей региона, факторов риска, доступности 
оказания медицинской помощи и, на основании 
полученных данных, разработать маршрутиза-
цию пациентов на лечебно-профилактический 
этап оказания медицинской помощи. На других 
территориях следует уделить большее внимания 
верификации и профилактики реализации АР.

Как известно, более 70% пациентов с АР в 
будущем реализуют БА. Важным критерием в 
нашем исследовании была оценка показате-
ля – процент перехода АР в БА. В ходе анализа 
было выявлено, что на IV квартал 2022 года (4 
года наблюдений) кумулятивная инцидентность 
БА среди пациентов, реализовавших второй шаг 
«атопического марша – с АР на БА», составила 
в г. Улан-Батор – 0,32%, в г. Дархан – 0,38%, в 
г. Сухэ-Батор – 0,67% пациентов. Полученные 
результаты представлены на рисунке 1. Данные 
представлены в ‰.

Результаты анализа свидетельствуют о том, 
что в г. Сухэ-Батор отмечается высокая инци-
дентность БА во всех возрастных группах, при 
этом определяется и высокий показатель (выше, 

чем в других регионах, в 2 раза) реализации БА 
на фоне АР, что может свидетельствовать о недо-
статочности профилактических мероприятий в 
данном регионе.

Одним из самых значимых аллергенов в 
Монголии, а в г. Сухэ-Батор особенно, счита-
ется род Полынь Artemisia из семейства Астро-
вых Asteraceae. Род полынь (полынь Сиверса 
Artemisia siversiana и полынь крупноголовчатая 
A. macrocephala), а также растения семейства Ма-
ревых (Chenopodiaceae), как источник аллерген-
ной пыльцы играет ведущую роль в возникнове-
нии аллергических заболеваний респираторного 
тракта в Монголии.

Многие из этих видов имеют широкое распро-
странение, встречаются в населенных пунктах и 
их распространенность прямо коррелирует с пре-
валентностью БА и АР в данных регионах, что 
отражено в анализе в таблице 5. Перспективным 
методом терапии с высоким профилем безопас-
ности у пациентов с аэросенсебилизацией явля-
ется АСИТ. Было доказано, что сублингвальная 
иммунотерапия (СЛИТ) эффективна в снижении 
аллергических симптомов и улучшении качества 
жизни пациентов. Препаратом выбора с широ-
ким терапевтическим профилем, учитывая раз-
нообразие пыльцевых аллергенов в Монголии, 
является Антиполлин для проведения сублинг-
вальной иммунотерапии [6]. 

В настоящее время накоплен значительный 
объем клинических данных, свидетельствующих 

Рисунок 1. Относительное количество пациентов с верифицированным диагнозом «АР», реализовавшие БА 
за 2019-2022 гг. на изучаемых территориях, количество
Figure 1. Relative number of patients with a verified diagnosis of AR who developed asthma in 2019-2022 in the study areas, 
quantity

г. Сухе-Батор / Sukhbaatar city

г. Дархан / Darkhan

г. Улан-Батор / Ulaanbaatar

AP-БА / AR-asthma

0 100 200 300 400 500 600 700

513

574

678

800



747

АР и БА в Монголии
AR and asthma in Mongolia2024, Vol. 26,  4

2024, Т. 26, № 4

о высоком профиле эффективности и безопасно-
сти Антиполлина для проведения СЛИТ [3].

В доступных исследованиях сравнивалась 
эффективность различных сочетаний СЛИТ с 
препаратом Антиполлина в качестве основы для 
контроля обострений и снижения превалентно-
сти на территории Монголии. Результаты данно-
го и других исследований продемонстрировали 
значительное улучшение состояния пациентов и 
их качества жизни в группах наблюдения [7].

В другом исследовании предоставлены дан-
ные об эффективности и целесообразности при-
менения Антиполлина у пациентов с аллергиче-
скими заболеваниями респираторного тракта. 
Антиполлин продемонстрировал преимущества 
в отношении стандартизации, цены и градиента 
дозирования антигена (от 0,0001 PNU в начале 
курса до 1000 PNU по завершении) на террито-
рии Монголии [8].

Выводы
Анализ инцидентности и превалентности АР и 

БА рекомендован Всемирной организацией здра-
воохранения для формирования лечебно-профи-

лактических мероприятий на конкретной терри-
тории. В нашем исследовании во всей Монголии 
кумулятивная инцидентность АР составила от 
28,9‰ до 43,92‰, кумулятивная инцидентность 
БА составила от 20,16‰ до 37,2‰ в то время как 
в некоторых возрастных подгруппах данный по-
казатель превышает 50‰. Выявленные различия 
между показателями на исследуемых базах по-
зволяют судить о возможно существования кли-
матогеографических особенностей и разных ор-
ганизационно-профилактических подходов при 
формировании аллергологической помощи на 
конкретных территориях. Представленный ана-
лиз может служить основой для формирования 
новых лечебно-профилактических программ. 
Возможно, требуется провести более широкий 
анализ с включением всей популяции населения 
проживающих в Монголии. 

Учитывая климатогеографические, популя-
ционные и эпидемиологические особенности 
Монголии, применение Антиполлина для прове-
дения АСИТ является оптимальным решением, 
способным улучшить качество жизни пациентов, 
страдающих аллергическими заболеваниями ре-
спираторного тракта.
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РОЛЬ CD20+Т-ЛИМФОЦИТОВ В ПАТОГЕНЕЗЕ 
РАССЕЯННОГО СКЛЕРОЗА
Глебездина Н.С. 
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Резюме. CD3+CD20+Т-лимфоциты представляют собой популяцию клеток, которая наряду со 
стандартными Т-клеточными маркерами экспрессирует нетипичную мембранную молекулу CD20 
(традиционный В-клеточный маркер). Эти клетки идентифицированы не так давно и в настоящий 
момент активно изучаются. В норме они составляют до 3-5% компартмента CD3+T-клеток в пери-
ферической крови человека, а также обнаружены в первичных и вторичных лимфоидных органах, 
в спинномозговой жидкости, тканях головного мозга и печени. У здоровых людей CD3+CD20+Т-
клетки гетерогенны и содержат меньшую долю CD4+ клеток, но продуцируют более высокие 
уровни GM-CSF, IFNγ, IL-17, TNFα, IL-4, IL-10, молекул адгезии и хемокиновых рецепторов, 
чем CD3+CD20-Т-клетки, что указывает на высокоактивированный провоспалительный фенотип 
со свойствами, потенциально способствующими их патогенной инфильтрации в ЦНС. Недавни-
ми исследованиями установлено патогенное поведение CD3+CD20+Т-клеток при широком спек-
тре заболеваний, включая гематологические и негематологические CD20+Т-клеточные злокаче-
ственные новообразования и ВИЧ, а также аутоиммунные патологии, в частности рассеянный 
склероз – инвалидизирующее воспалительное нейродегенеративное заболевание, которое сопро-
вождается поражением миелиновой оболочки нервных волокон. CD20-позитивные Т-клетки вы-
являются у больных рассеянным склерозом в периферической крови, спинномозговой жидкости 
(встречаются с частотой, сходной с частотой В-клеток, и демонстрируют корреляцию с тяжестью 
заболевания) и белом веществе головного мозга. Показано, что CD20-позитивные Т-лимфоциты 
в периферической крови пациентов с рассеянным склерозом продуцируют высокие уровни IFNγ 
и IL-17А, которые являются двумя провоспалительными цитокинами, участвующими в патоге-
незе этого заболевания. Возможно, что CD20+Т-клетки представляют собой отдельную субпо-
пуляцию клеток Th17, так называемых Th1-поляризованных Th17, которые являются продуктом 
редифференцировки клеток Th17 в Th1 и сочетают фенотипические характеристики обеих по-
пуляций. И экспрессия CD20 может являться потенциальным маркером, определяющим целевую 
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субпопуляцию таких патогенных Т-клеток, а также служить мишенью для терапии аутоиммунных 
заболеваний.

Ключевые слова: CD20+Т-лимфоциты, Th1, Th17, Th1-поляризованные Th17, IFNγ, IL-17А, аутоиммунные заболевания, 
рассеянный склероз
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OF MULTIPLE SCLEROSIS
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Abstract. CD3+CD20+T lymphocytes are a population of T cells that, along with standard T cell markers, 
express the atypical membrane molecule CD20 (a traditional B cell marker). These cells were identified not 
so long ago and are currently being actively studied. Normally, they constitute up to 3-5% of the CD3+T cell 
compartment in human peripheral blood, and are also found in primary and secondary lymphoid organs, 
cerebrospinal fluid, brain tissue and liver. In healthy individuals, CD3+CD20+T cells are heterogeneous and 
contain a lower proportion of CD4+ cells, but produce higher levels of GM-CSF, IFNγ, IL-17, TNFα, 
IL-4, IL-10, adhesion molecules and chemokine receptors than CD3+CD20-T cells, indicating a highly 
activated proinflammatory phenotype with properties potentially promoting their pathogenic infiltration 
into the CNS. Recent studies have established the pathogenic behavior of CD3+CD20+T cells in a wide range 
of diseases, including hematological and non-hematological CD20+T cell malignancies and HIV, as well 
as autoimmune pathologies, in particular multiple sclerosis, a disabling inflammatory neurodegenerative 
disease that is accompanied by damage to the myelin sheath nerve fibers. CD20 positive T cells are detected 
in patients with multiple sclerosis in the peripheral blood, cerebrospinal fluid (occur at a frequency similar 
to that of B cells and show a correlation with disease severity) and white matter of the brain. CD20 positive 
T lymphocytes in the peripheral blood of patients with multiple sclerosis have been shown to produce high 
levels of IFNγ and IL-17А, which are two proinflammatory cytokines involved in the pathogenesis of this 
disease. It is possible that CD20+T cells represent a separate subpopulation of Th17 cells, the so-called 
Th1-polarized Th17, which are the product of redifferentiation of Th17 cells into Th1 and combine the 
phenotypic characteristics of both populations. And the expression of CD20 T cells may be a valuable marker 
that determines the target subpopulation of such pathogenic T cells, as well as serve as a target for therapy of 
autoimmune diseases.

Keywords: CD20+T lymphocytes, Th1, Th17, Th1-polarized Th17, IFNγ, IL-17А, autoimmune diseases, multiple sclerosis
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Введение
Рассеянный склероз (РС) – хроническое ау-

тоиммунное заболевание нервной системы, 
при котором поражается миелиновая оболочка 
проводников головного и спинного мозга [12]. 
В развитие РС, наряду с B-клетками, вовлече-

ны различные подтипы Т-клеток, в первую оче-
редь – Т-хелперы 1-го типа (Th1) и Т-хелперы 
17 типа (Th17), продуцирующие IFNγ и IL-17 
соответственно и опосредующие воспаление, по-
вреждение нервов и возникновение иммунных 
инфильтратов в головном мозге [6, 7]. Уровень 
IL-17 в крови у пациентов с РС повышен и кор-
релирует с тяжестью заболевания [7]. Активно 
велись исследования по использованию моно-
клональных антител к IL-17А в лечении рециди-
вирующе-ремиттирующей формы РС [6]. Th17-
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опосредованное воспаление характеризуется 
рекрутированием нейтрофилов в ЦНС и гибелью 
нейронов [7]. Однако работы последних лет по-
казывают, что патогенным потенциалом облада-
ет не вся популяция Th17, а Th1-поляризованные 
Th17 – продукты редифференцировки клеток 
Th17 в Th1, появление которых обусловлено вы-
сокой пластичностью Th17-клеток [3, 7]. Благо-
даря такой трансформации Th1-поляризованные 
Th17 сочетают фенотипические характеристики 
обеих популяций [1, 3]. Эти клетки выявляют и у 
здоровых доноров, но интерес к данной популя-
ции обусловлен в первую очередь присутствием 
(и существенным превалированием – до 60%) их 
в очагах воспаления при рассеянном склерозе, 
саркоидозе, ревматоидном артрите, воспалитель-
ном заболевании кишечника, причем доказан их 
вклад в развитие данных патологий [1,  11]. Роль 
этих клеток в патогенезе аутоиммунных заболева-
ний и их уникальные свойства пока изучены не-
достаточно. Потенциальным маркером таких по-
пуляций может служить CD20 на Т-лимфоцитах, 
поскольку не так давно обнаруженная популяция 
CD3+CD20+Т-клеток также продуцирует высо-
кие уровни IFNγ и/или IL-17A [13], проявляя 
патогенное поведение, особенно при аутоиммун-
ных заболеваниях, в частности при РС [8, 9, 10]. 
В связи с этим, целью настоящей работы было 
оценить роль субпопуляции CD20-позитивных 
Т-лимфоцитов при РС.

Материалы и методы
Поиск литературы о CD20+Т-клетках, их взаи-

мосвязи с аутоиммунными заболеваниями, в том 
числе с РС, проводился в базе данных PubMed 
с использованием соответствующих ключевых 
слов, без ограничения по языку и дате публика-
ций. 

Результаты и обсуждение
CD3+CD20+T-клетки – популяция CD3+T-

клеток, коэкспрессирующих маркер В-клеток 
CD20 [2,  9,  14]. Т-клеточное происхождение 
CD20-позитивных Т-клеток неоднократно было 
продемонстрировано с помощью ОТ-ПЦР в ре-
альном времени путем обнаружения мРНК, ко-
дирующей CD20, в этой популяции клеток, но 
не в CD20- Т-клетках [13, 14]. CD20-позитивные 
Т-лимфоциты характеризуются отсутствием дру-
гих типичных для В-клеток молекул, таких как 
CD19, CD40, IgD и IgM, но в то же время экс-

прессируют высокие уровни αβ Т-клеточного 
рецептора, рецептора IL-7, CD28, CD27, CD49d, 
низкие уровни γδ Т-клеточного рецептора, 
CCR7, CD38 и CD69 [4, 13, 14, 15]. Также они 
несут другие маркеры Т-клеток, такие как CD2, 
CD5, CD4 или CD8 [8, 9]. CD20+Т-клетки чело-
века могут быть как HLA-DR-положительными, 
так и отрицательными и могут экспрессировать 
либо CD45RA, либо CD45RO [8], что указывает 
на различную роль этих клеток. Однако преиму-
щественно CD3+CD20+Т-клетки обладают фе-
нотипическими особенностями клеток памяти и 
могут секретировать большое количество цито-
токсических гранул, таких как перфорин и гран-
зим, поскольку содержат больше CD8+ клеток 
(~ 60-70%), чем CD3+CD20-Т-клетки [4].

У здоровых людей CD3+CD20+T-клетки со-
ставляют от 1% до 6% T-клеточного компар-
тмента в периферической крови и являются 
гетерогенными, поскольку содержат меньшую 
долю CD4+клеток, но продуцируют более высо-
кие уровни IFNγ и/или IL-17A, чем CD3+CD20-

T-клетки [8]. Данная субпопуляция может быть 
обнаружена в тимусе, костном мозге, вторичных 
лимфоидных органах, спинномозговой жидкости 
(СМЖ), даже при отсутствии воспаления, тканях 
головного мозга и печени [5, 13, 15]. 

Происхождение CD3+CD20+Т-клеток у чело-
века является спорным, и онтогенез этих клеток 
все еще устанавливается. Существуют следую-
щие предположения по этому вопросу. Установ-
лено, что экспрессия белка CD20 отсутствует 
на Т-клетках пуповинной крови человека, а по-
явление CD3+CD20+Т-клеток в крови на более 
поздних стадиях развития может быть обуслов-
лено трогоцитозом – быстрым межклеточным 
переносом фрагментов мембраны и связанных 
с ними внутри- и трансмембранных белков во 
время межклеточного контакта [4]. У мышей 
CD20+Т-клетки появляются в селезенке только 
после 2-й недели жизни [9]. У людей Т-клетки, 
экспрессирующие CD20, обнаруживаются в ти-
мусе младенцев младше 3 месяцев [13, 14]. В сво-
их работах de Bruyn и соавт. (2015), а также Ochs 
и соавт. (2022) показали увеличение экспрессии 
CD20 на Т-клетках при совместном культивиро-
вании линий Т- и В-клеток, причем для переноса 
CD20 в Т-клетки был необходим именно пря-
мой контакт с В-клетками [4, 9]. In vitro Т-клетки 
могут приобретать CD20 от В-клеток в течение 
нескольких минут [4]. Однако неясно, почему 
Т-клетки селективны только в отношении CD20, 
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а не каких-либо других поверхностных маркеров 
В-клеток [9]. В любом случае, вероятно, взаимо-
действие В- и Т-клеток приводит к презентации 
антигена, последующей активации Т-клеток и 
дифференцировке на субпопуляции клеток па-
мяти и эффекторов [8]. 

Также существует мнение, что повышенная 
экспрессия CD20 на CD3+Т-клетках может про-
исходить из-за клональной экспансии самих 
CD3+CD20+Т-клеток, в том числе при неопла-
стических CD20+Т-клеточных злокачественных 
новообразованиях, которые представляют собой 
неопластическую трансформацию нормальной 
субпопуляции CD20+Т-клеток, а не аберрант-
ную экспрессию антигена [2, 9]. Показано, что 
при культивировании очищенных Т-клеток с ми-
тогеном и IL-2, доля CD20+Т-клеток значительно 
увеличивалась. После стимуляции CD3+CD20+Т-
клетки продуцируют высокие уровни цитокинов 
(IL-17, IFNγ и TNFα), которые способствуют па-
тогенезу аутоиммунных заболеваний [2].

Предполагается, что CD20 функционирует 
как часть комплекса, который формирует или 
контролирует поступление кальция в клетки. 
Приток внеклеточного Ca2+ в Т-клетки обеспечи-
вает запуск кальций-зависимых процессов, таких 
как активация клеток, пролиферация, апоптоз 
и NFAT/NFkB-индуцированная продукция ци-
токинов ≡ IFNγ и TNFα. Именно этот иммуно-
логический профиль CD20+Т-клеток (увеличе-
ние притока Ca2+, повышенная восприимчивость 
к апоптозу за счет более высокой экспрессии 
CD95 (Fas/APO-1), увеличение продукции IFNγ, 
IL-1β, IL-2, IL-4, IL-8, IL-10, CCL2, TGF-β и 
TNFα по сравнению с CD20-Т-клетками) опре-
деляет центральную роль CD20+Т-клеток в вос-
палении тканей [4,  13,  14,  15]. О чем и свиде-
тельствуют многие исследования, выявившие 
патогенное поведение CD3+CD20+T-клеток при 
широком спектре заболеваний, включая гемато-
логические и негематологические злокачествен-
ные новообразования и ВИЧ, а также аутоим-
мунные патологии [2, 4, 8, 15].

Особенно отчетливый провоспалительный 
фенотип с патогенными свойствами CD20+Т-
клеток проявляется у пациентов с рассеянным 
склерозом [10]. Исследования выявляют наличие 
этих клеток в периферической крови (особен-
но у пациентов с первично-прогрессирующим 
РС и ремиттирующим РС), СМЖ (встречаются 
с частотой, сходной с частотой В-клеток) и бе-
лом веществе головного мозга больных РС [14]. 

CD20+Т-клетки демонстрируют большую мигра-
цию в СМЖ, чем CD20-Т-клетки, где их коли-
чество коррелирует с тяжестью заболевания [5]. 
В периферической крови больных РС отмечается 
повышенное процентное содержание как CD4+, 
так и CD8+CD20+Т-клеток (примерно 5-15%), 
продуцирующих высокие уровни IFNγ и IL-17, 
проявляя сходную цитокиновую характеристи-
ку с лимфоцитами Th1/Th17, и способствующих 
тем самым невропатологии, по сравнению со 
здоровыми донорами [13, 14]. Также значитель-
но более высокая доля CD20+Т-клеток в пери-
ферической крови демонстрировала экспрессию 
хемокиновых рецепторов и молекул адгезии, та-
ких как CCR2, CCR6, CXCR3, CXCR6, CCR5 [5]. 
Разнообразие цитокинов указывает на большой 
воспалительный и иммуномодулирующий функ-
ционал этих клеток [8].

C D 8 +C D 2 0 +Т -клетки отличаются от 
CD4+CD20+Т-клеток более высокой долей про-
лиферирующих клеток, меньшим процентом 
клеток, склонных к апоптозу, большей долей 
клеток, продуцирующих IFNγ, а также разни-
цей в экспрессии хемокиновых рецепторов [14]. 
CD4+CD20+ же Т-клетки демонстрируют боль-
шую продукцию IL-17 [10]. Однако функцио-
нальные различия между этими двумя популя-
циями клеток детально не исследованы. Кроме 
того, неясно, программируются ли IL- 17-секре-
тирующие CD20+Т-клетки классическим фак-
тором транскрипции Th17-клеток – RORС [10]. 
Лишь около четверти Т-клеток, секретирую-
щих IL-17, экспрессируют CD20, что делает 
их субпопуляцией, которая, вероятно, пере-
крывается с классическими клетками Th17. 
Каким образом эти CD20+IL-17+ клетки фе-
нотипически и функционально отличаются от 
CD20+IL-17- секретирующих Т-клеток, неяс-
но, и пока нет опубликованных исследований, 
способных ответить на этот вопрос. Возможно, 
CD3+CD20+Т-клетки представляют собой про-
дукт трансформации популяции Th17. Речь мо-
жет идти о Th1-поляризованных Th17 – резуль-
тате редифференцировки клеток Th17 в Th1, 
появление которых обусловлено высокой пла-
стичностью и гетерогеннотью Th17-клеток [1, 3]. 
Th1-поляризованные Th17 сочетают фенотипи-
ческие характеристики обеих популяций, облада-
ют высоким провоспалительным потенциалом, а 
также уникальной способностью преодолевать 
гистогематические барьеры [1,  3]. Допустимо 
предположить, что маркером таких популяций и 
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может служить CD20 на Т-лимфоцитах, посколь-
ку CD3+CD20+Т-клетки также продуцируют вы-
сокие уровни IFNγ и/или IL-17A [13]. Тем более 
что CD20 является мишенью для истощения не 
только CD20-положительных B-лимфоцитов, но 
и СD20+Т-клеток [5, 10].

Заключение
Таким образом, CD20+Т-клетки представля-

ют собой небольшую высокоактивированную 
субпопуляцию со значительно усиленной про-
дукцией цитокинов даже в состоянии покоя, де-

монстрируют богатое разнообразие хемокиновых 
рецепторов, помогающих CD20+Т-клеткам до-
стигать органов-мишеней, и играют значитель-
ную роль в провоспалительных процессах [5]. 
Дальнейшая характеристика поверхностных 
и функциональных маркеров субпопуляции 
CD3+CD20+T-клеток может быть полезной для 
разработки новых терапевтических стратегий, 
главным образом для пациентов с прогрессирую-
щим рассеянным склерозом, а также для оценки 
патофизиологических эффектов высокоэффек-
тивной анти-CD20-терапии. 
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И Т-РЕГУЛЯТОРНЫМИ КЛЕТКАМИ ПРИ  
ХРОНИЧЕСКОМ ТЕЧЕНИИ САРКОИДОЗА
Эльгухари А.С.1, Лазарева Н.М.2, Баранова О.П.3, Кудрявцев И.В.3, 4, 
Сесь Т.П.3, Илькович М.М.3, Тотолян Арег А.3, 5

1 Университет ИТМО, Санкт-Петербург, Россия  
2 ФГБУ «Российский научно-исследовательский институт гематологии и трансфузиологии Федерального 
медико-биологического агентства», Санкт-Петербург, Россия  
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И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия  
4 ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург, Россия  
5 ФБУН «Научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии имени Пастера», Санкт-
Петербург, Россия

Резюме. Саркоидоз – это полисистемное воспалительное заболевание неизвестной этиологии, 
при котором формируются неказеозные гранулемы. Они чаще всего обнаруживаются в легочной тка-
ни. Фенотипы саркоидоза разделяются по особенностям течения на острую и хроническую формы. 
У пациентов с хроническим саркоидозом прогноз обычно менее благоприятный с риском развития 
фиброза легких. Известно, что при саркоидозе происходит активация Т-клеток, которые высвобож-
дают различные хемокины и цитокины, стимулирующие воспалительный процесс. В настоящее вре-
мя особое внимание уделяется роли Th17 и Treg в патогенезе саркоидоза. Цель нашего исследования 
заключалась в изучении роли соотношения между Th17 и Treg при хроническом течении саркоидоза. 
Были исследованы образцы плазмы периферической крови больных хроническим саркоидозом (ХС) 
(n = 101) и условно здоровых лиц (УЗ) (n = 40). Мы определили уровни Th17 и Treg (% от общего чис-
ла лимфоцитов) методом проточной цитофлуориметрии. Измеряли содержание цитокинов (пг/ мл) 
IL-17A и IL-10 методом мультиплексного анализа по технологии Luminex xMap. Следующим эта-
пом проведенного нами исследования было изучение взаимосвязи между соотношением Th17/ Treg 
и клиническими показателями тяжести заболевания. Мы проанализировали корреляции между со-
отношением Th17/Treg и уровнями активности АПФ в периферической крови, значениями ОФВ1 
(%), проявлением фиброза, а также наличием системных поражений саркоидоза у больных ХС. Мы 
обнаружили повышение уровня Th17 (p = 0,028) и снижение уровня Treg (p = 0,026) у больных ХС по 
сравнению с группой УЗ. Кроме того, отмечено повышение соотношения Th17/Treg (p = 0,003) и со-
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отношения IL-17А/IL-10 (p < 0,001) у больных ХС по сравнению с группой УЗ. Также, наблюдалась 
положительная корреляция между соотношением Th17/Treg и уровнями активности АПФ (p = 0,018), 
проявлением фиброза (p = 0,019), а также с наличием системных поражений у больных ХС (p = 0,016). 
С другой стороны, отмечалась отрицательная корреляция (p = 0,021) между значениями ОФВ1 (%) и 
соотношением Th17/Treg. Наши результаты свидетельствуют об увеличении соотношения Th17/Treg, 
а также соотношения их основных цитокинов у больных с хроническим течением саркоидоза, что 
может подчеркнуть их роль в качестве биомаркера тяжести течения и прогноза хронического сар-
коидоза. На молекулярном уровне баланс между Treg и Th17 поддерживается транскрипционными 
факторами Foxp3 и RORγt, которые регулируют дифференцировку и функцию этих клеток. Наруше-
ние этого баланса при хроническом течении саркоидоза может указывать на возможный механизм 
прогрессирования заболевания.

Ключевые слова: саркоидоз, синдром Лефгрена, Т-хелперы 17-го типа, Т-регуляторные клетки, биомаркер, IL-17A, 
гранулема, фиброз

DYSREGULATION OF Th17 AND REGULATORY T CELLS 
IN CHRONIC PULMONARY SARCOIDOSIS: A POTENTIAL 
BIOMARKER FOR DISEASE MANAGEMENT
Elgouhari A.S.a, Lazareva N.M.b, Baranova O.P.c, Kudryavtsev I.V.c, d, 
Ses T.P.c, Ilkovich M.M.c, Totolian Areg A.c, e

a ITMO University, St. Petersburg, Russian Federation  
b Russian Research Institute of Hematology and Transfusiology of the Federal Medical and Biological Agency, 
St. Petersburg, Russian Federation  
c First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation  
d Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation  
e Saint Petersburg Pasteur Institute, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Sarcoidosis is a multisystem inflammatory disease of unknown etiology characterized by 
the formation of non-caseating granulomas, most commonly in the lung tissue. It presents with two main 
forms: acute and chronic. Patients with chronic sarcoidosis tend to have a less favorable prognosis with a risk 
of developing lung fibrosis. Sarcoidosis development involves the activation of T cells, which release various 
chemokines and cytokines that stimulate the inflammatory process. The aim of our study was to investigate 
the role of the ratio between Th17 and Treg cells in the chronic course of sarcoidosis. We studied peripheral 
blood plasma samples from patients with chronic sarcoidosis (CS) (n = 101) and healthy individuals (HC) 
(n = 40). The diagnosis in CS patients was confirmed by histological methods. We determined the levels of 
Th17 and Treg (% of total lymphocytes) by flow cytometry. The concentration of cytokines (pg/ml) IL-17A and 
IL- 10 was measured by multiplex analysis using Luminex xMap. Correlations between the Th17/Treg ratio and 
clinical parameters, including serum angiotensin-converting enzyme (sACE) activity level in the peripheral 
blood, forced expiratory volume in the first second (FEV1, %), fibrosis manifestations, and extrapulmonary 
manifestations were analyzed in CS patients. Our analysis revealed elevated levels of Th17 cells (p = 0.028) and 
decreased Treg levels (p = 0.026) in CS patients compared to healthy controls. This resulted in a significantly 
increased Th17/Treg ratio (p = 0.003) and IL-17A/IL-10 ratio (p < 0.001) in sarcoidosis patients. Furthermore, 
the Th17/Treg ratio positively correlated with sACE levels (p = 0.018), fibrosis manifestations (p = 0.019), and 
extrapulmonary manifestations (p = 0.016), and negatively correlated with FEV1% (p = 0.021). Our results 
indicate an increase in the Th17/Treg ratio, as well as the ratio of their main cytokines in patients with chronic 
sarcoidosis, which may emphasize their potential role as a diagnostic and prognostic biomarker of disease 
severity. At the molecular level, the balance between Treg and Th17 cells is maintained by the transcription 
factors Foxp3 and RORγt, which regulate the differentiation and function of these cells. Disruption of this 
balance in patients with chronic sarcoidosis may indicate a possible mechanism for disease progression.

Keywords: sarcoidosis, Löfgren’s syndrome, Th17 cell, Treg, biomarker, IL-17A, granuloma, fibrosis
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Введение
Саркоидоз – это полисистемное иммуноопос-

редованное заболевание неизвестной этиологии, 
характеризующееся образованием неказеозных 
гранулем, чаще всего локализующихся в легоч-
ной ткани и внутрилегочных лимфатических уз-
лах [9]. Для установления диагноза саркоидоза 
требуется комплексный подход, включая диффе-
ренциальную диагностику с рядом заболеваний. 
Основные этапы включают анализ клинического 
течения заболевания, проведение рентгеноло-
гических исследований пораженных тканей, а 
также гистологическую верификацию диагноза 
при обнаружении эпителиоидно-клеточных не-
казеозных гранулем в биоптатах пораженных 
тканей [14].

Клиническая картина саркоидоза очень вари-
абельна: он может проявляться как бессимптом-
но, так и с различными симптомами. В зависимо-
сти от характера течения заболевания выделяют 
два основных варианта: острый и хронический. 
Острый саркоидоз, известный как синдром Леф-
грена, проявляется внутригрудной лимфадено-
патией, узловатой эритемой, суставным син-
дромом и лихорадкой. Диагноз этого варианта 
заболевания может быть установлен на основе 
клинических признаков. У него более благо-
приятный прогноз, и в 70% случаев отмечается 
спонтанная ремиссия в первые два года после на-
чала заболевания. Еще одним редким синдромом 
острого саркоидоза является синдром Хеерфор-
да–Вальденстрема, характеризующийся лихо-
радкой, увеитом и паротитом. Однако наиболее 
распространенной в клинической практике яв-
ляется хроническая форма саркоидоза, или «не 
Лефгрен-синдром». Этот вариант заболевания 
характеризуется более сложным клиническим 
профилем, включающим ряд атипичных симпто-
мов, что может затруднить его диагностику. Про-
гноз при этом варианте заболевании менее благо-
приятный, с высоким риском развития фиброза 
легких [9].

Саркоидоз характеризуется накоплением лим-
фоцитов и макрофагов в альвеолах, что приводит 
к формированию гранулем. Исследования пока-
зывают, что субпопуляции Т-хелперов играют ве-
дущую роль в образовании гранулемы [2, 9]. При 
саркоидозе активированные макрофаги и ден-
дритные клетки продуцируют цитокины IL- 12 и 
IL-18, способствуя дифференцировке наивных 
Th0-клеток в Th1, что приводит к усилению им-
мунного ответа [9, 11]. Так, интенсивность гра-
нулематозного ответа напрямую связана с акти-
вацией Th1-лимфоцитов. Эти клетки способны 

синтезировать ряд цитокинов, включая IL-2 и 
IFNγ за счет активации транскрипционного фак-
тора T-box (T-bet) и экспрессии рецепторов хе-
мокинов CXCR6 и CXCR3 [17].

Многочисленные исследования указывают 
на важную роль других субпопуляций CD4+Т-
клеток, в том числе Т-хелперов 17-го типа (Th17), 
в процессе развития саркоидоза. Более того, дан-
ные ряда авторов подтверждают, что различные 
субпопуляции Th17 обладают значительной пла-
стичностью и гетерогенностью на разных стадиях 
развития этого заболевания [2, 8].

Важно отметить, что при саркоидозе также на-
блюдаются нарушения в составе субпопуляций, 
фенотипических характеристиках и функцио-
нальной активности Treg [7]. Это может сопро-
вождаться снижением способности регулировать 
реакции врожденного и приобретенного имму-
нитета в целом, а также способствовать развитию 
хронической формы саркоидоза и фиброза [4].

Главным транскрипционным фактором, 
связанным с дифференцировкой Th17, явля-
ется RORγt (retinoic acid receptor-related orphan 
receptor gamma t), который регулирует экспрес-
сию генов, характерных для Th17-клеток [5]. Он 
синтезируется в наивных T-клетках, и его экс-
прессия происходит под влиянием IL-6, IL-21 
и TGF-β [15]. С другой стороны, известно, что 
Treg идентифицируются по экспрессии транс-
крипционного фактора FoxP3 (Forkhead-Box-
Protein 3) [3]. Однако исследование показывают, 
что двойные позитивные FoxP3+RORγt+Т-клетки 
способны дифференцироваться как в Treg, так и 
в Th17. Следовательно, наличие транскрипцион-
ных факторов FoxP3+ или RORγt+ в лимфоцитах 
не гарантирует их окончательную дифференциа-
цию в один из этих типов [12].

Таким образом, цель данной работы заключа-
лась в исследовании особенностей дисбаланса 
между составами Th17 и Treg в периферической 
крови больных с хроническим течением саркои-
доза. 

Материалы и методы 
Были исследованы образцы плазмы крови 101 

пациента с хроническим течением саркоидоза 
(«не Лефгрен-синдром»). Все пациенты прохо-
дили обследование на базе клиники НИИ ин-
терстициальных и орфанных заболеваний легких 
при ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский 
государственный медицинский университет им. 
акад. И.П. Павлова» Министерства здравоохра-
нения Российской Федерации. У всех пациен-
тов саркоидоз был верифицирован как впервые 
выявленное заболевание, на момент выполне-
ния исследований, им не проводилась иммуно-
супрессивная терапия, в том числе системными 
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кортикостероидами, а также плазмаферез. В ка-
честве контроля анализировались образцы пери-
ферической крови 40 практически здоровых лиц, 
сопоставимых по полу и возрасту с обследован-
ными больными саркоидозом.

Все исследования проводились с информиро-
ванного согласия испытуемых и в соответствии с 
Хельсинкской декларацией Всемирной ассоциа-
ции «Этические принципы проведения научных 
медицинских исследований с участием человека» 
с поправками 2000 г. и «Правилами клинической 
практики в Российской Федерации», утвержден-
ными Приказом Минздрава РФ от 19.06.2003 г. 
№ 266 и «Правилами надлежащей клинической 
практики в Российской Федерации», утвержден-
ными приказом Министерства здравоохранения 
Российской Федерации от 01.04.2016 г. № 200н.

Диагноз у обследованных больных был под-
твержден гистологическими исследованиями би-
опсийных образцов бронхолегочной ткани и/или 
медиастинальных лимфатических узлов, а также 
по клиническим и рентгенологическим данным. 

Для характеристики групп пациентов исполь-
зовали рентгенологическую классификацию, 
рекомендованную Американским торакальным 
обществом (ATS), Европейским респираторным 
обществом (ERS) и Всемирной ассоциацией сар-
коидоза и других гранулематозов (WASOG) [6]. 
Обследование больных включало: анализ жалоб, 
анамнез заболевания, жизни и профессиональ-
ный анамнез, осмотр, пальпацию, перкуссию, ау-
скультацию, клинический анализ крови, общий 
анализ мочи, биохимические исследования кро-
ви и мочи. Всем больным выполняли мультиспи-
ральную компьютерную томографию (МСКТ) 
органов грудной клетки (ОГК), комплексное 
функциональное исследование внешнего дыха-
ния (КФИВД), эходопплеркардиографию (Эхо-
допплерКГ) с учетом расчетного систолического 
давления в легочной артерии (СДЛА, мм рт. ст.). 
При необходимости проводилась видеоторако-
скопия (ВТС) с биопсией легочной ткани или 
лимфатического узла средостения, фиброброн-
хоскопия (ФБС) с эндобронхиальной биопсией 
слизистой бронхов или чрезбронхиальной би-
опсией легочной ткани с последующим гисто-
логическим исследованием в лабораториях и 
отделениях ПСПбГМУ им. И.П. Павлова. На ос-
новании этих данных пациенты были разделены 
на две группы: 1) саркоидоз легких без системных 
проявлений; 2) саркоидоз органов дыхания с экс-
трапульмональными проявлениями. 

Активность саркоидоза оценивали по уровню 
активности АПФ (ACE Unit = 1 IU/mL) в сыво-
ротке крови, использовали колориметрический 
тест с пептидным субстратом. Положительным 

считался результат > 70 ACE Unit (референсные 
значения для лиц старше 18 лет: 20-70 ACE Unit).

Клиническое течение оценивали через 3, 6 
и 12 месяцев после постановки диагноза, ана-
лизировали КТ-исследования органов грудной 
клетки, функциональные показатели и наличие 
экстрапульмональных проявлений. Ретроспек-
тивный анализ иммунологических параметров 
проводили через год, учитывая спонтанную ре-
грессию изменений, выраженность экстрапуль-
мональных и фиброзных легочных изменений.

Образцы венозной крови собирали в вакуум-
ные пробирки с содержанием K3ЭДТА. Все ис-
следования проводились в день взятия крови. 
Подготовка крови и настройка проточного ци-
тофлуориметра проводились по рекомендациям 
Зурочки и соавторов [1]. Т-хелперы перифери-
ческой крови (CD3+CD4+ лимфоциты) опреде-
лялись с помощью антител против CD3 (клон 
UCHT1) и CD4 (клон 13B8.2). Для определения Th 
на разных стадиях дифференцировки использо-
вали антитела к CD45RA (клон 2H4LDH11LDB9 
(2H4)) и CD62L (клон DREG56).

Анализ проводили на проточном цитофлуори-
метре Navios™ (Beckman Coulter, США) с тремя 
лазерами (405, 488 и 638 нм). Обработка данных – 
с помощью Navios Software v. 1.2 и Kaluza™ v. 2.0 
(Beckman Coulter, США). Результаты представ-
лены в виде процента содержания (%) от общего 
числа лимфоцитов.

Содержание цитокинов (пг/мл) в плазме кро-
ви измеряли методом мультиплексного анализа 
по технологии xMAP (Luminex). Использовались 
тест-системы Milliplex MAP (Millipore, США) с 
магнитными микросферами Milliplex Mag (США) 
по инструкциям производителя. Регистрация и 
анализ данных – на приборе Luminex MAGPIX 
(Luminex, США).

Обработка полученных данных проводилась с 
помощью статистических тестов, реализованных 
в Python 3.9.12 (2024, Python Software Foundation). 
Визуализация данных была создана с помощью 
библиотеки Matplotlib v3.8.2 (2024, matplotlib.org). 
Результаты представлены в виде медианы (Ме) 
и интерквартильного диапазона (Q0,25-Q0,75). Для 
сравнения выборок применяли непараметри-
ческий критерий Манна–Уитни, а также кор-
реляционный анализ с использованием коэф-
фициента ранговой корреляции r-Спирмена. 
Статистическая значимость различий принима-
лась при p < 0,05.

Результаты и обсуждение 
В ходе проведенного исследования было по-

казано, что содержание Тh17 в периферической 
крови (% от общего числа лимфоцитов) досто-
верно повышено в группе больных с хроническим 
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Рисунок 1. Распределение Th17 в периферической крови больных с хроническим течением саркоидоза (n = 101) 
и группой условно здоровых лиц (n = 40)
Примечание. Здесь и на рисунках 2, 3, 4, 7 и 8: ХС – группа больных хроническим саркоидозом; УЗ – условно здоровых лиц. 
Результаты представлены в виде медианы и интерквартильного размаха (Me (Q0,25-Q0,75)). Различия между сравниваемыми 
группами указаны согласно непараметрическому критерию Манна–Уитни.
Figure 1. Comparative analysis of the distribution of Th17 cells in the peripheral blood of Non-LS sarcoidosis patients (n = 101) 
and healthy volunteers (n = 40)
Note. In Figure 1, 2, 3, 4, 7 and 8 “Non-LS” denotes Non-Löfgren’s syndrome sarcoidosis patients, while “HC” denotes the Healthy Control 
subjects. The data are presented as median with interquartile range (Me (Q0.25-Q0.75)). Differences between the groups were assessed using 
the nonparametric Mann–Whitney U test.

Рисунок 2. Распределение Treg в периферической крови больных с хроническим саркоидозом (n = 45) и группой 
условно здоровых лиц (n = 26)
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 2. Comparative analysis of the distribution of Tregs cells in the peripheral blood of non-LS sarcoidosis patients (n = 45) 
and healthy volunteers (n = 26)
Note. As for Figure 1.
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Рисунок 3. Соотношение Th17/Treg в периферической крови больных с хроническим саркоидозом (n = 45) и группой 
условно здоровых лиц (n = 26)
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 3. The ratio of Th17 cells to total Tregs in the peripheral blood of non-LS sarcoidosis patients (n = 45) and healthy volunteers 
(n = 26). 
Note. As for Figure 1.

Рисунок 4. Соотношение IL-17A/IL-10 в периферической крови больных с хроническим саркоидозом (n = 45) 
и группой условно здоровых лиц (n = 26)
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 4. The ratio of cytokine levels (pg/mL) between IL-17A and IL-10 in the peripheral blood of non-LS sarcoidosis patients 
(n = 45) and healthy volunteers (n = 26)
Note. As for Figure 1.
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Рисунок 5. Корреляционная зависимость между 
соотношением Th17/Treg и уровнями активности АПФ 
в периферической крови больных с хроническим 
саркоидозом (n = 15)
Примечание. r – коэффициент корреляции Спирмена.
Figure 5. Correlation between the Th17/Tregs ratio and 
the sACE level in the peripheral blood of non-LS sarcoidosis 
patients (n = 15)
Note. r, Spearman correlation coefficient.

Рисунок 6. Корреляционная зависимость между 
соотношением Th17/Treg в периферической крови 
больных с хроническим саркоидозом (n = 15) 
и значениями ОФВ1 (%)
Примечание. r – коэффициент корреляции Спирмена.
Figure 6. Correlation between the Th17/Tregs ratio in the 
peripheral blood of non-LS sarcoidosis patients (n = 15) and  
the values of FEV1 (%)
Note. r, Spearman correlation coefficient.

Рисунок 7. Корреляционная зависимость между 
соотношением Th17/Treg в периферической крови 
больных с хроническим саркоидозом (n = 22) 
и проявлением фиброза
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 7. Correlation between theTh17/Tregs ratio in 
the peripheral blood of non-LS sarcoidosis patients (n = 22)  
and fibrosis manifestations
Note. As for Figure 1.

Рисунок 8. Корреляционная зависимость между 
соотношением Th17/Treg в периферической крови 
больных с хроническим саркоидозом (n = 30) 
и системными проявлениями заболевания
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 8. Correlation between the Th17/Tregs ratio in 
the peripheral blood of non-LS sarcoidosis patients (n = 30)  
and extrapulmonary manifestations
Note. As for Figure 1.
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саркоидозом по сравнению с группой контроля 
(рис. 1, p = 0,028). В то же время у пациентов с 
хроническим саркоидозом отмечалось сниже-
ние содержания Treg в периферической крови по 
сравнению с группой контроля (рис. 2, p = 0,028). 

В ходе дальнейших исследований особое вни-
мание было уделено соотношению Th17/Treg у 
группы пациентов и контроля. Мы обнаружи-
ли повышение соотношения Th17/Treg (рис.  3, 
p = 0,003) и соотношения их ключевых цитоки-
нов IL-17А/IL-10 (рис. 4, p < 0,001) у больных с 
хроническим саркоидозом относительно условно 
здоровых лиц.

Следующим этапом проведенного нами ис-
следования было изучение взаимосвязи между 
соотношением Th17/Treg и клиническими пока-
зателями тяжести заболевания. В образцах крови 
больных с хроническим саркоидозом отмечались 
положительные корреляционные взаимосвязи 
между уровнями активности АПФ и соотноше-
нием Th17/Treg (рис. 5, r = 0,6, p = 0,018). На 
рисунке 6 отмечена отрицательная корреляция 
(r = -0,59, p = 0,021) между значениями ОФВ1 
(%) и соотношением Th17/Treg при хроническом 
саркоидозе.

Более того, корреляционный анализ выявил 
положительную зависимость между соотноше-
нием Th17/Treg и проявлением фиброза (рис. 7, 
p = 0,019), а также с наличием системных пораже-
ний у обследованных больных (рис. 8, p = 0,016).

Полученные данные указывают на значи-
тельное повышение соотношения Th17/Tregs 
при хронической форме саркоидоза легких, что 
коррелирует с более тяжелым течением и менее 
благоприятным прогнозом. Th17 защищают ор-
ганизм от внеклеточных бактерий и паразитов, 

а также играют ключевую роль при воспалитель-
ных и аутоиммунных реакциях [10]. Treg облада-
ют иммуносупрессивным действием и участвуют 
в функционировании, установлении и поддержа-
нии иммунной толерантности посредством мно-
жества механизмов, включая выработку противо-
воспалительных цитокинов (IL-10), экспрессию 
ингибирующих рецепторов, таких как CTLA-4, и 
способность истощать воспалительные процес-
сы. В частности, эти клетки способны подавлять 
Th2-ответ, ассоциированный с фиброзом за счет 
экспрессии IL-13 и IL-4 [16]. Снижение функции 
Treg у больных саркоидозом может быть обуслов-
лено повышенными уровнями TNFα, который 
подавляет их регуляторные способности и сни-
жает экспрессию FoxP3 [13]. 

Заключение
Наши результаты подчеркивают потенци-

альную роль соотношения Th17/Treg в качестве 
биомаркера тяжести течения заболевания, а так-
же мишени для таргетной иммунотерапии. На 
молекулярном уровне баланс между Treg и Th17 
поддерживается транскрипционными факто-
рами FoxP3 и RORγt, регулирующими их диф-
ференцировку и функции [3]. Дисбаланс между 
этими клетками у пациентов с хроническим сар-
коидозом может указывать на механизмы про-
грессирования заболевания. В заключение следу-
ет отметить, что для понимания роли Th17/Treg в 
иммунопатогенезе саркоидоза необходимо про-
вести сравнительный анализ изучаемых параме-
тров в периферической крови, ЖБАЛ и биопсии 
легочной ткани, что позволит оценить процессы 
на уровне организма.
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СУБКЛИНИЧЕСКИЙ АТЕРОСКЛЕРОЗ 
И ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНАЯ АКТИВАЦИЯ  
МОНОЦИТОВ У ПАЦИЕНТОВ С РАННИМ  
РЕВМАТОИДНЫМ АРТРИТОМ
Герасимова Е.В., Кириллова И.Г., Шалыгина М.В., Попкова Т.В.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт ревматологии имени В.А. Насоновой», Москва, Россия

Резюме. Развитие субклинического атеросклероза у пациентов с ревматоидным артритом (РА) ас-
социируется с хроническим воспалением, одним из ключевых механизмов которого может являться 
аномальная активация макрофагов. 

Цель исследования – оценка особенностей провоспалительной активации циркулирующих моно-
цитов у пациентов с ранним РА в зависимости от присутствия субклинического атеросклероза сон-
ных артерий. 

В исследование включены 60 пациентов (42 женщины и 18 мужчин) с ранним РА без признаков 
сердечно-сосудистых заболеваний. Атеросклеротическое поражение сосудов диагностировалось при 
обнаружении атеросклеротических бляшек сонных артерий. Базальная и стимулированная добавле-
нием липолисахаридов (ЛПС) секреция моноцитов была изучена в первичной культуре моноцитов, 
полученных путем иммуномагнитной сепарации из крови. Количественная оценка цитокинов TNFα 
и IL-1β производилась в культуральной жидкости методом ИФА. Провоспалительную активацию мо-
ноцитов рассчитывали как отношение ЛПС-стимулированной и базальной секреций.

Атеросклеротические бляшки сонных артерий были обнаружены у трети больных РА, они выявля-
лись чаще у мужчин (50%), чем у женщин (26%, р < 0,05). Толщина комплекса интима медиа сонных 
артерий коррелировала с уровнем общего холестерина (R = 0,20; p = 0,001) и СОЭ (R = 0,31; р = 0,03). 
У больных РА с субклиническим атеросклерозом сонных артерий культивируемые моноциты кро-
ви продемонстрировали более высокую базальную секрецию TNFα (294,6 (185,3-778,2) против 146,1 
(27,9-79,9) пг/мл, р < 0,01) и низкую активацию по TNFα (9,5±2,1 против 19,8±3,9, р < 0,001) и IL-1β 
(6,1±2,3 против 9,5±1,8, р = 0,03) по сравнению с больными без поражения сонных артерий. У боль-
ных РА с АСБ выявлена связь ЛПС-стимулированной секреции IL-1β с уровнем общего холестерина 
крови (R = 0,36, р = 0,01).

Получены данные о более мощном воспалительном потенциале моноцитов периферической кро-
ви у больных ранним РА в случае обнаружения субклинического атеросклероза сонных артерий. 

Ключевые слова: ревматоидный артрит, субклинический атеросклероз, активация моноцитов, провоспалительные 
цитокины, TNFα, IL-1β
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PRO-INFLAMMATORY ACTIVATION OF MONOCYTES IN 
PATIENTS WITH IMMUNOINFLAMMATORY RHEUMATIC 
DISEASES
Gerasimova E.V., Kirillova I.G., Shalygina M.V., Popkova T.V. 
V. Nasonova Research Institute of Rheumatology, Moscow, Russian Federation

Abstract. The development of subclinical atherosclerosis in patients with rheumatoid arthritis (RA) is 
associated with chronic inflammation, one of the key mechanisms of which may be abnormal activation of 
macrophages. 

Objective: To assess the characteristics of pro-inflammatory activation of circulating monocytes in patients 
with early RA depending on the presence of subclinical atherosclerosis of the carotid arteries. 

The study included 60 patients (42 women and 18 men) with early RA without signs of cardiovascular 
disease. Atherosclerotic vascular disease was diagnosed by identifying carotid atherosclerotic plaques. Basal 
and stimulated monocyte lipolysaccharide (LPS) secretion was studied in initial monocyte cultures obtained 
by immunomagnetic separation from blood. Quantification of the cytokines TNFα and IL-1β was obtained 
in the culture fluid by ELISA. Proinflammatory activation of monocytes was calculated as the ratio of LPS-
stimulated and basal secretion. 

Atherosclerotic plaques of the carotid arteries were found in a third of RA patients; they were detected 
more often in men (50%) than in women (26%, p < 0.05). The carotid thickness of the intima media complex 
correlated with the level of total cholesterol (R = 0.20; p = 0.001) and ESR (R = 0.31; p = 0.03). In RA patients 
and subclinical carotid atherosclerosis, cultured blood monocytes demonstrated higher basal TNFα secretion 
(294.6 (185.3-778.2) vs 146.1 (27.9-79.9) pg/mL, p < 0.01) and low activation of TNFα (9.5±2.1 vs 19.8±3.9, 
p < 0.001) and IL-1β (6.1±2.3 vs 9.5±1.8, p = 0.03) compared with patients without lesions of the carotid 
arteries. In RA patients with carotid atherosclerotic plaques, a relationship was found between LPS-stimulated 
IL-1β secretion and the level of total blood cholesterol (R = 0.36, p = 0.01). 

Data were obtained on a more powerful inflammatory potential of peripheral blood monocytes in patients 
with early rheumatoid arthritis in the case of detection of the subclinical carotid atherosclerosis.

Keywords: rheumatoid arthritis, subclinical atherosclerosis, monocyte activation, proinflammatory cytokines, TNFα, IL-1β

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке РНФ, грант № 22-15-00199.

Введение
Атеросклеротическое поражение сосудов ле-

жит в основе сердечно-сосудистых заболеваний 
(ССЗ), приводящих к преждевременной гибели 
пациентов с ревматоидным артритом (РА) [2, 8]. 
Не вызывает сомнений, что хроническое воспа-
ление, развитие которого связывают с неконтро-
лируемой активацией врожденного и приобре-
тенного иммунитета, лежит в основе развития РА 
и атеросклеротического процесса [21]. Важное 
значение в хронизации воспалительного процес-
са приобретают моноциты-макрофаги и цитоки-
ны, продуцируемые ими [5, 16].

Цель исследования – определить особенности 
провоспалительной активации циркулирующих 
моноцитов у пациентов с ранним РА в зависимо-
сти от присутствия субклинического атероскле-
роза сонных артерий. 

Материалы и методы
В исследование были включены 60 пациентов 

с достоверным диагнозом РА, согласно критери-
ям Американской коллегии ревматологов / Евро-
пейского альянса ревматологических ассоциаций 
(ACR/EULAR, American College of Rheumatology / 
European Alliance of Associations for Rheumatology) 
2010 г. В исследование не включались лица моло-
же 18 или старше 65 лет; имеющие клинические 
признаки ССЗ, а также сахарный диабет, онколо-
гические заболевания, печеночную и почечную 
недостаточности. Исследование проведено в со-
ответствии с Хельсинкской декларацией 1975 г. 
и ее пересмотренной версией 2013 г. Протокол 
исследования одобрен Локальным этическим ко-
митетом НИИР им. В.А. Насоновой 10 февраля 
2022 г. Все участники предоставили письменные 
информированные согласия на участие в иссле-
довании. Характеристика больных РА представ-
лена в таблице 1. 
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Пациенты с РА не получали глюкокортикои-
ды, базисные противовоспалительные и генно-
инженерные биологические препараты. 

CD14+ клетки из цельной крови выделяли ме-
тодом магнитной сепарации на колонках (Miltenyi 
Biotec Inc., США) с использованием парамаг-
нитных наночастиц (Miltenyi Biotec Inc., США). 
Полученные CD14+ моноциты культивировали 
в 0,5 мл бессывороточной среды X-VIVO (Lonza, 
Германия), содержащей L-глутамин, гентамицин 
и феноловый красный, при 37 °C. Оценивались 
базальная и стимулированная добавлением ли-
пополисахарида (ЛПС) секреция цитокинов. 
Клетки культивировали в течение 24 часов, после 
чего культуральную жидкость отбирали для по-
следующего определения секреции провоспали-
тельных цитокинов TNFα и IL-1β методом ИФА 
с использованием коммерческих наборов Human 
TNF-alpha/TNFSF1A DuoSet ELISA, Human IL-1 
beta/IL-1F2 DuoSet ELISA, Human CCL2/MCP-1 
DuoSet ELISA (R&D Systems Inc., США).

Результаты и обсуждение
Субклинический атеросклероз сонных арте-

рий был выявлен у 19 (32%) больных РА. Просле-
жена гендерная ассоциация выявления каротид-
ных АСБ: у мужчин они выявлялись чаще, чем у 
женщин (50% против 26%, р < 0,05). Обнаружена 
связь толщины комплекса интима медиа с уров-
нем общего холестерина (ХС) (R = 0,20; p = 0,001) 
и СОЭ (R = 0,31; р = 0,03). 

Базальная секреция TNFα культивируемыми 
моноцитами оказалась в 2 раза выше и намече-
на тенденция к более высоким показателям ба-
зальной секреции IL-1β у больных РА с каротид-
ным атеросклерозом по сравнению без такового 
(табл. 2). По показателям ЛПС-стимулированной 
секреций TNFα и IL-1β культивируемыми моно-
цитами больные РА с и без АСБ не различались.

У больных РА с субклиническим атероскле-
розом по сравнению с больными без поражения 
сонных артерий активация моноцитов оказалась 
ниже по TNFα и IL-1β (табл.  3). 

Выявлена корреляция между ЛПС-стиму-
лированным уровнем IL-1β и общим ХС 
(R = 0,36, р = 0,01).

Настоящее исследование продемонстрирова-
ло различие показателей базальной секреции и 
активации моноцитов периферической крови по 
основным провоспалительным цитокинам TNFα 
и IL-1β у пациентов с ранним активным РА в за-
висимости от обнаружения субклинического ате-
росклероза сонных артерий. В целом, выявленное 
снижение активации моноцитов в отношении 
изученных цитокинов у больных РА с каротид-
ными АСБ было обусловлено высокими уровня-
ми базальной секреции цитокинов в этой группе 
при одинаковом уровне ЛПС-стимулированной 
секреции в обеих группах больных. Согласно ра-
нее опубликованным данным, циркулирующие 
моноциты пациентов с РА характеризуются сни-
жением активации по сравнению со здоровыми 

ТАБЛИЦА 1. ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПАЦИЕНТОВ С РА

TABLE 1. GENERAL CHARACTERISTICS OF RA PATIENTS

Показатель 
Variables

Больные РА
RA patients

(n = 60)
Возраст, лет 
Age, years 51 (42-64)

Пол, ж/м 
Gender, f/m, n (%) 42 (70) / 18 (30)

Длительность заболевания, мес. 
Duration of disease, months 10 (5-14)

Индекс активности DAS 28, баллы
DAS Activity Index 28, points 5,4 (4,6-6,1)

IgM РФ +
IgM RF +, n (%) 48 (80)

АЦЦП +
ACCP +, n (%) 38 (63)

Прием НПВП
NSAIDs intake n (%) 21 (35)

Примечание. DAS28 – Disease Activity Score 28, РФ – ревматоидный фактор; АЦЦП – антитела к циклическому 
цитруллинсодержащему пептиду; НПВП – нестероидные противовоспалительные препараты.

Note. DAS28, Disease Activity Score 28; RF, rheumatoid factor; ACCP, antibodies to cyclic citrulline-containing peptide; NSAIDs, 
non-steroidal anti-inflammatory drugs.
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лицами, поскольку демонстрируют сниженный 
ответ на ЛПС-стимуляцию [1, 11].

Известно, что макрофаги принимают актив-
ное участие в развитии как РА [3, 20], так и атеро-
склеротического поражения сосудов [13, 19, 23]. 
Макрофаги, активированные по М1-типу, секре-
тируют воспалительные медиаторы, в том числе 
провоспалительные цитокины и цитотоксиче-
ские молекулы, индуцируя развитие воспалитель-
ной реакции и поддерживая ее путем вовлечения 
новых иммунных клеток (моноцитов, нейтро-
филов), поляризации Т-клеток и активации фи-
бробластов [17]. Было показано, что моноциты 
при РА могут проникать в синовию и активиро-
ваться для высвобождения цитокинов, аутоанти-
тел и матричной металлопротеиназы, ведущих к 
разрушению кости и хряща [14]. У больных РА в 
синовиальной мембране суставной капсулы было 
обнаружено большее количество M1 макрофа-
гов, а ингибирование специфическими анти-
телами предотвращало их появление в паннусе 
и ослабляло воспаление [4, 6]. Синовиальные 
макрофаги могут стимулировать ангиогенез, ин-
фильтрацию синовии лейкоцитами, увеличивать 
пролиферацию фибробластов и секрецию проте-
аз, приводящих к деструкции сустава [7, 10].

С другой стороны, дисбаланс с преобладани-
ем в области атеросклеротического поражения 
макрофагов, активированных по М1-типу, при-
водит к прогрессированию атеросклероза и де-
стабилизации АСБ [12, 18].

Ранее у участников с бессимптомным атеро-
склерозом была продемонстрирована негативная 
корреляция секреции TNFα в нестимулирован-
ных и ЛПС-стимулированных моноцитах с уров-
нем холестерина ЛПВП (R = -0,53 и R = -0,69, 
p < 0,01 в обоих случаях) [15]. Наши данные по-
зволяют предположить, что липидный профиль 
крови может быть важным фактором, определя-
ющим степень воспалительной реакции моноци-
тов на патоген. Важно отметить, что липиды дей-
ствуют как сигнальные молекулы воспаления; 
например, эйкозаноиды предшествуют продук-
ции цитокинов и хемокинов, а фосфоинозитиды 
служат вторичными мессенджерами липидного 
происхождения [22]. Анализ липидома показал, 
что липидные профили у пациентов с высокоак-
тивным РА с повышенным СОЭ/СРБ были ана-
логичны профилям липидов у пациентов с до-
клиническим РА, что позволяет предположить, 
что изменения в липидном обмене предшествуют 
лабораторным и клиническим проявлениям РА, а 
липидный профиль может быть чувствительным 
предиктором прогрессирования заболевания [9].

Выводы
Высокий провоспалительный потенциал 

культивируемых моноцитов, сопровождающий-
ся увеличением уровня ХС крови, у больных РА 
в случае выявления субклинического атероскле-
роза сонных артерий может свидетельствовать об 
активной роли макрофагов в развитии преждев-
ременного атеросклероза при РА.

ТАБЛИЦА 2. ПОКАЗАТЕЛИ СЕКРЕЦИИ TNFαα И IL-1ββ КУЛЬТИВИРУЕМЫМИ МОНОЦИТАМИ У БОЛЬНЫХ РА С И БЕЗ АСБ
TABLE 2. INDICATORS OF TNFα AND IL-1β SECRETION BY CULTURED MONOCYTES IN RA PATIENTS WITH AND WITHOUT ASP

Секреция цитокинов, пг/мл
Cytokines secretion, pg/mL

Больные РА c АСБ
RA patients with АSP

(n = 19)

Больные РА без АСБ
RA patients whithout АSP

(n = 41)
p

TNFαα базальная
TNFα basal 294,6 (185,3-778,2) 146,1 (27,9-79,9) 0,01

TNFαα ЛПС-стимулированная
TNFα LPS-stimulated 3247,3 (2051,8-6021,4) 3335,8 (1945,9-6247,8) 0,65

IL-1ββ базальная
IL-1β basal 212,6 (137,5-289,7) 189,5 (126,4-239,1) 0,06

IL-1ββ ЛПС-стимулированная
IL-1β LPS-stimulated 1256,9 (688,4-1691,6) 1187,9 (782,8-1797,3) 0,39

ТАБЛИЦА 3. ПОКАЗАТЕЛИ АКТИВАЦИИ МОНОЦИТОВ ПО TNFαα И IL-1ββ У БОЛЬНЫХ РА С И БЕЗ АСБ

TABLE 3. INDICATORS OF MONOCYTE ACTIVATION BY TNFα AND IL-1β IN RA PATIENTS WITH AND WITHOUT ASP

Активация
моноцитов

Monocyte activation

Больные РА с АСБ
RA patients with АSP

(n = 19)

Больные РА без АСБ
RA patients without ASP

(n = 41)
p

TNFαα 9,5±2,1 19,8±3,9 < 0,001
IL-1ββ 6,1±2,3 9,5±1,8 0,03
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ЧИСЛО КОПИЙ МИТОХОНДРИАЛЬНОЙ ДНК  
В МОНОЦИТАХ И ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ  
У БОЛЬНЫХ СИСТЕМНОЙ СКЛЕРОДЕРМИЕЙ
Герасимова Е.В.1, Богатырева А.И.1, 2, Попкова Т.В.1, 
Герасимова Д.А.3
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт ревматологии имени В.А. Насоновой», Москва, Россия  
2 Научно-исследовательский институт морфологии человека имени академика А.П. Авцына ФГБНУ 
«Российский научный центр хирургии имени академика Б.В. Петровского», Москва, Россия  
3 ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова», Москва, 
Россия

Резюме. Клетки врожденного иммунитета являются важными участниками воспалительных и фи-
брозных процессов при системной склеродермии (ССД). В патогенезе ССД задействованы иммунные 
клетки, в первую очередь макрофаги, в основе нарушений которых лежит митохондриальная дис-
функция клеток. В качестве суррогатного маркера митохондриальной дисфункции клеток использу-
ется число копий митохондриальной ДНК (мтДНК). 

Цель исследования – оценить количество копий мтДНК в CD14+ моноцитах и во всех популяциях 
клеток, циркулирующих в крови, у больных ССД по сравнению со здоровым контролем.

В исследование были включены 25 пациентов с ССД (22 женщины и 3 мужчин, медиана возраста 
49 (43-57) лет и длительности заболевания 4,6 (1,0-9,6) лет) и 25 человек без аутоиммунных или хро-
нических воспалительных заболеваний, сопоставимых по возрасту и полу. Большинство пациентов 
(80%) имели ограниченную форму ССД. Больные ССД не получали противоревматическую терапию. 
ДНК выделяли из CD14+ моноцитов и цельной крови. Абсолютное число копий мтДНК измеряли с 
помощью цифровой ПЦР. Величину числа копий мтДНК на клетку, использованную для анализа, 
рассчитывали как соотношение копий мтДНК и яДНК.

Установлено, что у больных ССД количество копий мтДНК в CD14+ моноцитах было выше (108 
(60-162) против 72 (59-79), р = 0,01), а показатель всех популяций клеток, циркулирующих в крови, 
не различался по сравнению с контрольной группой (109 (72-171) и 128 (85-227), p = 0,17). Выявилена 
негативная связь количества копий мтДНК с длительностью заболевания и позитивная – c ЛПС-
стимулированной секрецией IL-6 культивируемыми CD14+ моноцитами. 

Результаты исследования позволяют предположить, что увеличение числа копий мтДНК в CD14+ 
моноцитах является возможным механизмом поддержания сниженной функции дефектных мито-
хондрий в моноцитах пациентов с ССД, связанной с развитием и прогрессированием ССД. 

Ключевые слова: ДНК, митохондрии, моноциты, системная склеродермия, аутоиммунитет, воспаление
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MITOCHONDRIAL DNA COPY NUMBER IN MONOCYTES 
AND PERIPHERAL BLOOD IN PATIENTS WITH SYSTEMIC 
SCLEROSIS
Gerasimova E.V.a, Bogatyreva A.I.a, b, Popkova T.V.a, Gerasimova D.A.c
a V. Nasonova Research Institute of Rheumatology, Moscow, Russian Federation  
b A. Avtsyn Research Institute of Human Morphology, V. Petrovsky Russian National Research Center of Surgery, 
Moscow, Russian Federation  
c I. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, Russian Federation 

Abstract. Innate immune cells are important participants in inflammatory and fibrotic processes in systemic 
scleroderma (SSc). The pathogenesis of SSc involves immune cells, primarily macrophages, whose disorders 
are based on mitochondrial cell dysfunction. Mitochondrial DNA (mtDNA) copy number is used as a surrogate 
marker of mitochondrial cell dysfunction. The aim of the study was to evaluate the number of mtDNA copies in 
CD14+ monocytes and in all cell populations circulating in the blood in patients with SSc compared to healthy 
controls. 

The study included 25 patients with SSc (22 women and 3 men, median age 49 (43-57) years and disease 
duration 4.6 (1.0-9.6) years) and 25 people without autoimmune diseases or chronic inflammatory diseases 
matched by age and gender. The majority of patients (80%) had a limited form of SSc. All study participants 
did not receive antirheumatic therapy. DNA was isolated from CD14+ monocytes and whole blood. Absolute 
mtDNA copy number was measured using digital PCR. The number of mtDNA copies per cell used for analysis 
was calculated as the ratio of mtDNA and nDNA copies.

It was found that in patients with SSc, the number of mtDNA copies in CD14+ monocytes was higher (108 
(60-162) vs 72 (59-79), p = 0.01), and the indicator of all cell populations circulating in the blood did not differ 
in compared with the control group (109 (72-171) and 128 (85-227), p = 0.17). A negative relationship was 
found between the number of mtDNA copies and the duration of the disease, and a positive relationship with 
LPS-stimulated IL-6 secretion by cultured CD14+ monocytes.

The study results suggest that increase of mtDNA copy number in CD14+ monocytes is a possible mechanism 
to maintain the reduced function of defective mitochondria in monocytes from patients with SSc associated 
with the development and progression of SSc.

Keywords: DNA, mitochondrial, monocytes, systemic sclerosis, autoimmunity, inflammation

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке РНФ, грант № 22-15-00199.

Введение
Системная склеродермия (ССД), или про-

грессирующий системный склероз, представляет 
собой системное заболевание соединительной 
ткани, характеризующееся генерализованным 
фиброзом кожи и внутренних органов. При ССД 
отмечается триада признаков: иммунная дис-
функция, фиброз и васкулопатия. Из множества 
иммунных клеток, вовлеченных в патогенез ССД, 
ключевую роль играют макрофаги [18]. Дис-
функция макрофагов при ССД характеризуется 
активацией клеток с последующей выработкой 
цитокинов и рекрутированием других иммунных 
клеток, обуславливающими хронизацию воспа-
ления [8]. С другой стороны, секреция профи-
бротических молекул макрофагами и активация 
фибробластов приводят к развитию фиброза [3].

Митохондриальная дисфункция может обу-
славливать нарушения работы иммунной систе-
мы. В частности, происходят нарушение элек-
трон-транспортной цепи и увеличение активных 
форм кислорода, влияющее на секрецию провос-
палительных цитокинов и приводящее к актива-
ции и миграции иммунных клеток в очаги воспа-
ления [20]. Изменения количества мтДНК могут 
приводить к усилению окислительного стресса и 
способствовать и развитию воспаления [12]. Ряд 
исследований показал, что число копий мтДНК 
у пациентов с аутоиммунными ревматическими 
заболеваниями отличается от здоровых доноров 
и связано с активностью воспаления [9, 16].

Целью данного исследования было изучение 
копийности мтДНК в CD14+ моноцитах и всех 
клеток, циркулирующих в крови больных ССД и 
практически здоровых лиц, и оценить связь ко-
личества копий мтДНК с провоспалительным 
статусом моноцитов.
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Материалы и методы
В исследование были включены 25 пациентов 

с ССД и 25 практически здоровых человек без ау-
тоиммунных или хронических воспалительных 
заболеваний, сопоставимых по возрасту и полу. 
Критериями исключения были возраст младше 
20 лет и старше 70 лет; наличие сахарного диабета, 
онкологических заболеваний, декомпенсирован-
ной почечной или печеночной недостаточности, 
хронической сердечно-сосудистой недостаточ-
ности III-IV класса по NYHA. Исследование 
проведено в соответствии с Хельсинкской де-
кларацией 1975 г. и ее пересмотренной версией 
2013 г. Протокол исследования одобрен Локаль-
ным этическим комитетом НИИ ревматологии 
им. Насоновой 10 февраля 2022 г. Все участники 
предоставили письменное информированное со-
гласие об участии в исследовании.

В таблице 1 представлены общая характери-
стика и клинико-лабораторные проявления ССД.

У большинства пациентов (80%) диагностиро-
вана ограниченная форма ССД. Пациенты с ССД 
не получали терапию противоревматическими 
препаратами. 

Моноциты CD14+ выделяли из образцов цель-
ной крови стандартным методом выделения 
лейкоцитарной фракции в градиенте фиколла 
с последующим отбором клеток CD14+ мето-
дом магнитной сепарации на колонках (Miltenyi 
Biotec, США) с использованием парамагнитных 
наночастиц (Miltenyi Biotec, США). Выделение 
ДНК из CD14+ моноцитов и цельной крови про-
водили с использованием набора ExtractDNA 
Blood & Cells (ЗАО «Евроген», Россия) по про-
токолу производителя. Концентрацию и чистоту 
полученной ДНК определяли с помощью прибо-
ра BIOSPEC-NANO spectrophotometer (Shimadzu, 
Япония).

Копийность мтДНК и яДНК определяли ме-
тодом цифровой ПЦР на приборе QIAcuity Eight 
(Qiagen, Германия). Для амплификации исполь-

ТАБЛИЦА 1. ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА И КЛИНИКО-ЛАБОРАТОРНЫЕ ПРОЯВЛЕНИЯ У ПАЦИЕНТОВ С ССД
TABLE 1. GENERAL CHARACTERISTICS, CLINICAL AND LABORATORY MANIFESTATIONS OF SSC PATIENTS

Характеристика
Characteristics

Пациенты ССД
SSc patients

(n = 25)
Возраст, годы / Age, years 49 (43-57)
Пол, жен./муж. / Gender, f/m, n (%) 22 (88) / 3 (12)
Длительность заболевания, годы / Disease duration, years 4,6 (1,0-9,6)
Форма ССД / Types of SSc, n (%):
лимитированная / limited
диффузная / diffuse

20 (80)
5 (20)

Индекс активности, баллы / Activity index, points 2,1 (0,8-2,8)
Проявления ССД / SSc manifestations, n (%) 
Утолщение кожи пальцев / Skin thickening of the fingers:
склередема / scleredema
склеродактилия / sclerodactyly

20 (80)
8 (32)

Дигитальная ишемия / Digital ischemia:
дигитальные язвочки / digital sores
дигитальные рубчики / digital scars

9 (36)
12 (48)

Телеангиэктазии / Telangiectasia 11 (44)
Феномен Рейно / Raynaud’s phenomenon 20 (80)
Капилляроскопические изменения / Abnormal nailfold capillaries 21 (84)
Артриты / Arthritis 8 (32)
Легочная артериальная гипертензия / Pulmonary arterial hypertension
Интерстициальное поражение легких / Interstitial lung disease

3 (12)
5 (20)

Поражение сердца / Heart damage 8 (32)
ССД-аутоантитела / SSc related autoantibodies, n (%):
антитела к топоизомеразе 1 / anti-topoisomerase I autoantibodies 8 (32)
Антицентромерные антитела / Anticentromere autoantibodies 12 (48)
Антитела к рибонуклеопротеину (РНП) / Anti-ribonucleoprotein (RNP) antibodies. 2 (8)
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зовали праймеры (ООО «НПФ Синтол», Россия) 
и реакционную смесь QuantiFast SYBR Green 
Master Mix (Qiagen, Германия). ПЦР проводили 
в течение 42 циклов, с предварительной денату-
рацией в течение 2 минут при 95 °С для первого 
цикла, следующие 40 циклов включали денату-
рацию в течение 15 секунд при 95 °С, отжиг – в 
течение 30 секунд при 60 °С и элонгацию в тече-
ние 30 секунд. При 72 °С финальный цикл (прод-
ление температуры) длился 5 минут при 40 °С. 
Для каждого тестируемого образца реакцию ПЦР 
проводили не менее трех раз. ПЦР-реакции про-
водили в общем объеме 12 мкл с использованием 
5 мкл геномной ДНК, 0,4 мкл прямого и обрат-
ного праймеров, 4 мкл QuantiFast SYBR Green 
Master Mix и 2,2 мкл деионизированной воды.

Для определения количества копий мтДНК и  
нДНК использовали праймеры F MT-ND4, R MT-ND4, 
F NCOA3, R NCOA3. Нуклеотидная последователь-
ность F MT-ND4: 5’-ccattctcctcctatccctcaac-3’, 
R MT-ND4: 5’-108 cacaatctgatgttttggttaaactatattt-3’, 
F NCOA3: 5’-gagtttcctggacaaatgag-3’, R NCOA3: 
5’-109 cattgtttcatatctctggcg- 3’. Праймеры были 
выбраны на основе литературных данных [2, 10]. 
Величину числа копий мтДНК на клетку, исполь-
зованную для анализа, рассчитывали как соотно-
шение копий мтДНК и яДНК [15]. Исследовате-
ли не знали о групповом статусе и клинических 
характеристиках участников исследования.

Результаты и обсуждение
Абсолютное число копий мтДНК CD14+ мо-

ноцитов было достоверно выше в группе больных 
ССД (108 (60-162)) по сравнению с контрольной 
группой (72 (6059-79), р = 0,03) (рис. 1), тогда как 
абсолютное число копий мтДНК всех популя-
ций клеток, циркулирующих в крови, достовер-
но не различалось (109 (72-171) и 128 (85-227),  
p = 0,17. 

При анализе связи числа копий мтДНК в 
CD14+ моноцитах с клинико-лабораторными ха-
рактеристиками пациентов с ССД была обнару-
жена обратная корреляция числа копий мтДНК 
с длительностью заболевания (R  =  -0,420, 
p = 0,037). Ассоциаций количества копий мтДНК 
в цельной крови с клиническими характери-
стиками пациентов с ССД не было обнаруже-
но. Более высокое число копий мтДНК в CD14+ 
моноцитах было связано с повышенной ЛПС-
стимулированной секрецией IL-6 культивируе-
мыми CD14+ моноцитами участников исследова-
ния с ССД (R = 0,569, p = 0,006).

Показана связь числа копий мтДНК с разви-
тием сердечно-сосудистых, нейродегенератив-
ных и метаболических заболеваний (F.N.  Ashar 
et al., 2017; X. Ding et al., 2023; S.Y. Yang et al., 
2021). Известно, что при большинстве этих забо-
леваний, ассоциированных с митохондриальной 
дисфункцией, число копий мтДНК снижено по 

Рисунок 1. Число копий мтДНК в CD14+ моноцитах и цельной крови пациентов с ССД и здоровых участников 
исследования
Примечание. А – количественное определение мтДНК моноцитов CD14+. Б – количественная оценка мтДНК всех популяций 
клеток, циркулирующих в крови.
Figure 1. mtDNA copy number in CD14+ monocytes and whole blood of SSc patients and healthy participants
Note. A, quantitative determination of mtDNA of CD14+ monocyte. B, quantitative determination of mtDNA of all cell populations circulating  
in the blood.
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сравнению со здоровым контролем [5, 12]. Было 
обнаружено, что количество копий мтДНК нега-
тивно связано с развитием метаболического син-
дрома, сахарного диабета 2-го типа [7] и хрониче-
ской болезни почек [11].

Предыдущее исследование количества ко-
пий мтДНК в периферической крови пациентов 
с ССД показало, что количество копий мтДНК 
было ниже у пациентов с ССД по сравнению со 
здоровыми участниками исследования [13]. Ис-
следования количества копий мтДНК при других 
ревматических заболеваниях показали противо-
речивые результаты. В частности, при систем-
ной красной волчанке (СКВ) количество копий 
мтДНК в плазме было увеличено в 8,8 раза по 
сравнению с контрольной группой [9]. Рост числа 
циркулирующей мтДНК, в отличие от числа ко-
пий ядерной ДНК, был отмечен у больных СКВ 
даже в случае ремиссии заболевания и оказался 
более тесно связанным с активностью СКВ, чем 
признанные маркеры активности заболевания 
(уровни комплемента, титры антител к двухцепо-
чечной ДНК). Исследование пациентов с другим 
аутоиммунным заболеванием – синдромом Ше-
грена, показало уменьшение количества копий 
мтДНК и увеличение экспрессии генов, связан-
ных с митохондриальной динамикой, в пери-
ферической крови по сравнению со здоровыми 
субъектами [4].

Важным результатом исследования стала 
связь более длительного течения ССД с меньшим 
количеством копий мтДНК. Предположительно 

это может происходить за счет элиминации дис-
функциональных митохондрий. Поврежденные 
митохондрии могут вызвать гибель клеток, после 
чего высвобождение мтДНК способствует усиле-
нию системного воспаления за счет активации 
иммунных клеток [6].

В моноцитах больных с меньшей длительно-
стью ССД увеличение количества митохондрий 
может быть следствием компенсаторного меха-
низма, необходимого для поддержания снижен-
ной функции дефектных митохондрий, который 
угасает при длительном течении заболевания [6].

Выявленная в нашей работе ассоциация по-
вышенной ЛПС-стимулированной секреции 
IL-6 с более высоким количеством копий мтДНК 
в CD14+ моноцитах позволяет предположить 
важную роль митохондриальной дисфункции в 
провоспалительной активации моноцитов при 
ССД. Несколько недавних исследований числа 
копий мтДНК, митохондриальной гетероплаз-
мии и митофагии при других аутоиммунных рев-
матических заболеваниях показывают, что мито-
хондриальная дисфункция принимает участие в 
активации врожденной иммунной системы в па-
тогенезе данных заболеваний [14, 17].

Выводы
Увеличение числа копий мтДНК в CD14+ 

моноцитах является возможным механизмом 
поддержания сниженной функции дефектных 
митохондрий в моноцитах пациентов с ССД, свя-
занной с развитием и прогрессированием ССД.
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ПРОГНОСТИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ  
СУБПОПУЛЯЦИЙ ЛИМФОЦИТОВ ПРИ РАЗВИТИИ 
АУТОИММУННЫХ ОСЛОЖНЕНИЙ У ПАЦИЕНТОВ  
С СИНДРОМОМ ДИ ДЖОРДЖИ 
Давыдова Н.В.1, Зиновьева Н.В.1, Зимин С.Б.2, Швец О.В.3, 
Галеева Е.В.1, Коноплянникова Ю.Е.1, Молочникова О.В.1, 
Петрова Ю.В.1, Гильдеева Г.Н.4, Козлов И.Г.4
1 ГБУЗ «Детская городская клиническая больница № 9 имени Г.Н. Сперанского ДЗ г. Москвы», Москва, Россия  
2 ГБУЗ «Морозовская детская городская клиническая больница ДЗ г. Москвы», Москва, Россия  
3 Поликлиника № 3 АО «Семейный доктор», Москва, Россия  
4 ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» 
Министерства здравоохранения РФ (Сеченовский университет), Москва, Россия

Резюме. Для пациентов с синдромом делеции 22q11.2 (синдром Ди Джорджи) характерно сочета-
ние широкого спектра педиатрических проблем с иммунодефицитным состоянием, вызванным ги-
поплазией тимуса. Дефекты наблюдаются как в Т-клеточном, так и в В-клеточном звене иммунной 
системы, характеризуются Т-клеточной лимфопенией, изменением функций и субпопуляционного 
состава Т- и В-лимфоцитов. Нарушения в лимфоцитарном гомеостазе могут приводить не только к 
тяжелым инфекционным заболеваниям, но и к жизнеугрожающим аутоиммунным осложнениям, осо-
бенно у детей старшего возраста. Целью настоящего исследования являлось сравнение субпопуляций 
Т- и В-лимфоцитов у пациентов с синдромом Ди Джорджи с аутоиммунными осложнениями и без 
осложнений и поиск прогностических признаков, предшествующих развитию осложнений. В иссле-
дование были включены 20 пациентов в возрасте от 10 до 18 лет с подтвержденным диагнозом синдром 
Ди Джорджи. Пациенты были разделены на 2 группы в соответствии с наличием и отсутствием аутоим-
мунных осложнений. Субпопуляции Т- и В-лимфоцитов оценивали методом проточной цитометрии. 
Не было обнаружено статистически значимых различий между субпопуляциями СD3 Т-лимфоцитов, 
СD4 Т-хелперов, CD8 Т-цитотоксических лимфоцитов и субпопуляциями Т-хелперов (p > 0,05). Од-
нако в группе пациентов с аутоиммунными осложнениями было выявлено статистически значимое 
снижение CD45RA+ наивных Т-хелперов, как по относительному (р = 0,020), так и по абсолютному 
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количеству (р = 0,025) и регуляторных Т-клеток (соответственно, p = 0,020 и p = 0,007). Среди суб-
популяций В-лимфоцитов у пациентов с аутоиммунными осложнениями было выявлено снижение 
В-клеток памяти по относительному (р = 0,031) и абсолютному количеству (р = 0,005) и переключенных 
В-клеток памяти (р = 0,016 и р = 0,031). Но транзиторные В-лимфоциты, наоборот, были повышены 
по относительному количеству (р = 0,003). По уровню плазмабластов, активированных В-лимфоцитов 
CD21lowCD38low, IgM only В-клеток памяти расхождений между группами не было (р > 0,05). Прове-
денный ROC-анализ показал, что наиболее диагностически и прогностически значимые показатели 
среди Т-лимфоцитов – относительное количество CD45RA+ наивных Т-клеток (cut-off ≤ 28,7%), среди 
В-лимфоцитов – относительное (cut-off ≤ 5,0%) и абсолютное количество (cut-off ≤ 11 клеток/ мкл) пе-
реключенных В-клеток памяти и относительное количество транзиторных В-клеток (cut-off ≥ 12,9%). 
Патология развития тимуса у больных с синдромом Ди Джорджи вызывает нарушение созревания как 
Т-, так и В-лимфоцитов, приводящее к развитию тяжелых форм аутоиммунных осложнений. Наши 
данные подтверждают важную роль регулярного иммунофенотипирования лимфоцитов, а особен-
но субпопуляций CD45RA+ наивных Т-клеток, переключенных В-клеток памяти и транзиторных 
В-клеток в прогнозировании аутоиммунных осложнений у данной категории пациентов.

Ключевые слова: синдром Ди Джорджи, del22q11.2, аутоиммунные осложнения, иммунная тромбоцитопения, лимфоциты, 
наивные Т-лимфоциты, переключенные В-клетки памяти, транзиторные В-клетки

PROGNOSTIC CHANGES IN LYMPHOCYTE SUBPOPULATIONS 
DURING THE DEVELOPMENT OF AUTOIMMUNE 
COMPLICATIONS IN PATIENTS WITH DIGEORGE SYNDROME
Davydova N.V.a, Zinovieva N.V.a, Zimin S.B.b, Shvez O.V.с, 
Galeeva  E.V.a, Konoplyannikova Yu.E.a, Molochnikova O.V.a, 
Petrova Yu.V.a, Gildeeva G.N.d, Kozlov I.G.d 
a G. Speransky City Children’s Hospital No. 9, Department of Health of Moscow, Moscow, Russian Federation  
b Morozov City Children’s Hospital, Department of Health of Moscow, Moscow, Russian Federation  
c Polyclinic No. 3 of JSC “Family Doctor”, Moscow, Russian Federation  
d I. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, Russian Federation

Abstract. Patients with 22q11.2 deletion syndrome (DiGeorge syndrome) are characterized by a combination 
of a wide range of pediatric problems with an immunodeficiency. Defects are characterized by T cell lymphopenia, 
changes in the functions and subpopulation composition of T and B lymphocytes. Disturbances in lymphocyte 
homeostasis can lead not only to severe infectious diseases, but also to autoimmune complications, especially 
in older children. The purpose of this study was to compare the subpopulations of T and B lymphocytes with 
and without autoimmune complications and to search for prognostic signs that precede the development of 
complications. The study included 20 patients aged 10 to 18 years with a confirmed diagnosis of DiGeorge 
syndrome. The patients were divided into 2 groups, according to the presence or absence of autoimmune 
complications. Subpopulations of lymphocytes were assessed by flow cytometry. No statistically significant 
differences were found between CD3 T lymphocytes, CD4 T helper, CD8 T cytotoxic and subpopulations of 
T helper (p > 0.05). However, in the group of patients with autoimmune complications, a statistically significant 
decrease in CD45RA+ na≡ve T helper cells was detected, both in relative (p = 0.020) and absolute number (p = 
0.025) and regulatory T cells (respectively, p = 0.020 and p = 0.007). Among B-lymphocyte in patients with 
autoimmune complications, a decrease in memory B cells in relative (p = 0.031) and absolute number (p = 
0.005) and switched memory (p = 0.016 and p = 0.031) was detected. But transitional B lymphocytes, on the 
contrary, were increased in relative quantity (p = 0.003). There were no differences between the groups in 
the level of plasmablasts, activated B-lymphocytes CD21lowCD38low, IgM only B-cells (p > 0.05). The ROC 
analysis showed that the most diagnostically and prognostically significant indicators are the relative number of 
CD45RA+ naive T cells (cut-off ≤ 28.7%), switched memory B cells – relative (cut-off ≤ 5.0%) and the absolute 
number (cut-off ≤ 11 cells/µL) and the relative number of transitional B cells (cut-off ≥ 12.9%). Our data 
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confirm the important role of regular immunophenotyping and especially subpopulations of CD45RA+ naive 
T cells, switched memory B cells and transitional B cells in predicting autoimmune complications in this 
category of patients.

Keywords: DiGeorge syndrome, del22q11.2, autoimmune complications, immune thrombocytopenia, lymphocytes, naive 
T lymphocytes, switched memory B cells, transitional B cells

Введение
Синдром Ди Джорджи (CДД) вызван гетеро-

генной субмикроскопической делецией длинно-
го плеча 22-й хромосомы – del22q11.2, которая 
является одной из самых частых делеций в чело-
веческом геноме: 1:4000 [3]. Большинство слу-
чаев del22q11.2 (> 90%) возникает de novo, c от-
сутствием микроделеции у обоих родителей [11]. 
Следствием микроделеции del22q11.2 является 
потеря важных для дальнейшего развития генов, 
один из ведущих TBX1. В результате этого отме-
чается нарушение эмбриогенеза III и IV глоточ-
ных карманов, из которых в норме на 6-й неделе 
внутриутробного развития формируются тимус 
и паращитовидные железы. Одновременно про-
исходит патологический эмбриогенез других 
структур: сердца, крупных магистральных со-
судов, лицевых костей черепа. СДД – один из 
самых вариабельных и мультисистемных кли-
нических синдромов. Основными признаками 
СДД являются пороки сердца и определенные 
дисморфические черты лица (антимонголоид-
ный разрез глаз, низкопосаженные уши, широ-
кая переносица, микрогнатия, расщелина губы 
и неба, расщепленный небный язычок, мелкие 
зубы и др.), гипокальциемия в результате гипо-
плазии паращитовидных желез и гипоплазия или 
аплазия тимуса с дальнейшим развитием имму-
нодефицитного состояния. Часто встречаюся 
неврологические нарушения: задержка речи и 
психического развития, судороги, тики, а также 
аномалии скелета, такие как сколиоз, вальгусная 
деформации стоп, задержка роста и веса [12].

Для СДД характерно сочетание огромного 
спектра педиатрических проблем с иммуноде-
фицитным состоянием, вызванным гипоплази-
ей тимуса. У пациентов с СДД дефекты наблю-
даются как в Т-клеточном, так и в В-клеточном 
звене. У большинства пациентов снижены 
Т-лимфоциты, наивные Т-лимфоциты, на-
блюдаются изменения в субпопуляционном со-
ставе Т-хелперов. Количество В-лимфоцитов 
в норме или повышено, однако часто снижены 
В-лимфоциты памяти [7]. Нарушения в лимфо-
цитарном гомеостазе могут приводить к ауто-
иммунным осложнениям (АО), одним из самых 
тяжелых и жизнеугрожающих. У пациентов с 
СДД были выявлены различные аутоиммунные 
заболевания, включающие ювенильный ревма-
тоидный артрит (ЮРА), хроническую иммунную 

тромбоцитопению (хр. ИТП), аутоиммунную 
гемолитическую анемию (АИГА), неспецифиче-
ский язвенный колит (НЯК), тиреоидит, частота 
которых была выше, чем в общей популяции [10, 
13, 14, 17]. Гипоплазия тимуса у пациентов с СДД 
компенсируется механизмом гомеостатической 
пролиферации на периферии, который приводит 
к Т-клеточному истощению и появлению марке-
ров, ассоциированных со старением. Возможно, 
Т-клеточное истощение является причиной того, 
что аутоиммунные осложнения прогрессируют у 
этих больных с возрастом [15, 19].

Целью настоящего исследования было сравне-
ние субпопуляций Т- и В-лимфоцитов у паци-
ентов с СДД с АО и без осложнений в старшей 
возрастной группе 10-18 лет и поиск прогности-
ческих признаков, предшествующих развитию 
АО. 

Материалы и методы
Дизайн исследования
Исследование проведено в ГБУЗ ДГКБ № 9 

им. Г.Н. Сперанского. Пациенты с СДД посту-
пали на обследование в отделение аллергологии 
и иммунологии в период с 2013 по 2023 год. Все 
пациенты имели подтвержденную молекуляр-
но-генетическими методами делецию 22q11.2 
(секвенирование по Сенгеру, метод FISH, MALP, 
CMA). В исследование были включены 20 па-
циентов в возрасте от 10 до 18 лет с подтвержден-
ным диагнозом СДД. Пациенты были разделены 
на 2 группы в соответствии с наличием (АО) и от-
сутствием аутоиммунных осложнений (БАО).

Письменное разрешение родителей было по-
лучено на все проводимые исследования в соот-
ветствии с решением этического комитета.

Анализ субпопуляций Т-лимфоцитов
Субпопуляции лимфоцитов оценивали мето-

дом проточной цитометрии. Свежую перифери-
ческую цельную кровь с ЭДТА инкубировали с 
антителами в течение 15 мин в темноте при ком-
натной температуре. Т-лимфоциты, Т-хелперы 
и Т-цитотоксические лимфоциты определя-
ли с помощью 4-цветного антитела Малти-
тест CD3FITC/CD8 PE/CD45PerCp/CD4 APC. 
Наивные Т-клетки и Т-клетки памяти иссле-
довали с помощью комбинации антител CD3 
APC/CD4 FITC/CD8 PerCp/CD45RAPE-Cy7/
CD45RO PE. Для исследования Т-регуляторных 
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клеток применяли коктейль антител СD4FITC/
CD25PE-Cy7/CD127 APC. Для оценки субпо-
пуляций Т-хелперов Th1, Th2, Th17, Th17.1 
кровь инкубировали с антителами СD3 PerCp/
CD4 FITC/ CD196 BV421/CD183 PE в течение 
30 мин при температуре 4 оС. После инкуба-
ции с антителами кровь лизировали раствором 
FACSLysing в течение 10 мин, отмывали от ли-
зирующего раствора буфером CellWash, образцы 
анализировали на проточном цитофлюориметре 
FACSCanto II (Becton Dickenson, США) в про-
грамме FACSDiva 7.0. Все используемые наборы 
антител и растворы были от компании Becton 
Dickinson (США). 

Анализ субпопуляций В-лимфоцитов
Для окрашивания В-лимфоцитов аликвоту 

цельной крови с ЭДТА (200-300 мкл) отмывали 3 
раза буфером CellWash c добавлением 0,2%-ного 
бычьего сывороточного альбумина от иммуно-
глобулинов, неспецифически связывающих-
ся с антителами. Отмытую кровь инкубировали 
c антителами в течение 15 мин в темноте при 
комнатной температуре. Для исследования 
В-лимфоцитов наивных и В-лимфоцитов памя-
ти использовали комбинацию антител CD19 PC5 
(Beckman Coulter, Франция)/CD27 PE (Becton 
Dickinson, США)/IgD FITC (Thermo Fisher, 
США)/IgM APC (Thermo Fisher, США). Транзи-
торные В-лимфоциты, плазмабласты и активи-
рованные В-лимфоциты оценивали с помощью 
комбинации антител СD19 PC5 (Beckman Coulter, 
Франция)/CD38 (Beckman Coulter, Франция) 
PE/CD21 FITC (Beckman Coulter, Франция)/IgM 
APC (Thermo Fisher, США). После инкубации с 
антителами все манипуляции проводились так 
же, как описано в предыдущем абзаце. 

Статистический анализ
Статистический анализ выполняли в програм-

ме SPSS Statistics, версия 20 (IBM, США). Пока-
затели оценивали на предмет соответствия нор-
мальному распределению с помощью критерия 
Шапиро–Уилка. В случае нормального распре-
деления использовали t-критерий Стьюдента, в 
случае распределения отличного от нормального 
U-критерий Манна–Уитни для независимых вы-
борок. Для ROC-анализа и подсчета cut-off при-
меняли программу easyROC a web-tool for ROC 
curve analysis, версия 1.3.1. Различия между срав-
ниваемыми параметрами считали статистически 
значимыми при p < 0,05.

Результаты и обсуждение
Клиническая характеристика пациентов
Все 20 пациентов с СДД были подразделены 

на две группы: группа АО включала 8 пациентов, 
группа БАО – 12 пациентов. В таблице 1 пред-

ставлены демографические и основные клини-
ческие данные пациентов в обеих группах. Не 
было статистически значимых различий по полу 
и возрасту и по основным клиническим сим-
птомам СДД: врожденные пороки сердца, не-
врологические осложнения, аномалии скелета 
и черепно-лицевые дисморфизмы, тяжелые ин-
фекции (пневмонии). Однако у пациентов с АО 
была достоверно выражена лимфопролиферация 
(АО 50%, БАО 8,3%, p = 0,035), которая проявля-
лась фолликулярной гиперплазией лимфоузлов, 
гепато и спленомегалией. В таблице 2 дана харак-
теристика аутоиммунных осложнений у группы 
АО. АО были представлены хр. ИТП (n = 6/8), 
нейтропенией (n = 3/8), иммунной энтеропатией 
(n = 2/8), ЮРА (n = 1/8), АИГА (n = 2/8) и ИБЛ 
(n = 2/8).

Субпопуляции Т-лимфоцитов
Не было получено статистически значимых 

различий между абсолютным и относитель-
ным количеством CD3+Т-лимфоцитов, а также 
их основных субпопуляций CD4+Т-хелперов и 
CD8+Т-цитотоксических лимфоцитов у иссле-
дуемых групп пациентов. Анализ основных суб-
популяции Т-хелперов также не выявил значи-
мых различий между группами СДД с АО и БАО 
(p  >  0,05). Однако оценка дифференцировки 
Т-лимфоцитов по экспрессии маркеров CD45RA 
(наивные Т-клетки) и CD45RO (Т-клетки па-
мяти) выявила статистически значимое сниже-
ние наивных CD4+, как по относительному (АO 
20,9%, БАО 36,6%, р = 0,020), так и по абсолют-
ному количеству (АO 39,2, БАО 164,5, р = 0,025) в 
группе пациентов с АО. Для наивных CD8+ лим-
фоцитов не было получено статистически зна-
чимых различий между группами. CD4+ памяти 
отличались только по относительному количе-
ству (АO 73, 4%, БАО 57,8%, р = 0,034), тогда как 
СD8+ памяти, наоборот, были снижены в группе 
АО только по абсолютному количеству (АO 83,8, 
БАО 193,9, р = 0,002) (рис. 1, 2).

Т-регуляторные клетки (Treg) по полученным 
данным были снижены в группе АО, как по отно-
сительному (АО 4,2%, БАО 6,7%, р = 0,020), так и 
по абсолютному количеству (АО 12,8, БАО 31,1, 
р = 0,007) (рис. 1, 2).

 Проведенный ROC-анализ выявил, что наи-
более диагностически и прогностически значи-
мый показатель среди Т-лимфоцитов с высокой 
чувствительностью и специфичностью – это 
относительное количество CD45RA+ наивных 
Т-клеток, cut-off по которому составил ≤ 28,7% 
(табл. 3).

Субпопуляции В-лимфоцитов
Комбинация антител, применяемая в на-

шем исследовании, позволила оценить несколь-
ко субпопуляций В-лимфоцитов, отражающих 
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ТАБЛИЦА 1. КЛИНИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПАЦИЕНТОВ В ГРУППАХ АО И БАО

TABLE 1. CLINICAL CHARACTERISTICS OF PATIENTS IN GROUPS AC AND nAC

АО
AС

БАО
nAС p

Пол (м/ж, %)
Sex (M/F, %) 5/3 (62,5/37,5) 6/6 (50/50) 0,582

Возраст (г.) 
Age (y) 13,3±2,7 12,30±2,06 0,473

Пороки сердца
Cardiopathy 75% 83% 0,648

Неврологические осложнения
Neurological complications 62,5% 75% 0,550

Аллергии
Allergies 37,5% 8,3% 0,110

Тяжелые инфекции
Severe infections 50% 42% 0,714

Лимфопролиферация
Lymphoproliferation 50% 8,3% 0,035

Патология ЖКТ
Gastrointestinal anomalies 25% 25% 1,000

Аномалии скелета
Skeletal abnormalities 50% 58% 0,714

Челюстно-лицевые 
дисморфизмы
Maxillofacial dysmorphisms

62,5% 67% 0,848

Рисунок 2. Субпопуляции Т-лимфоцитов, 
абс. количество (клетки/мкл)
Figure 2. Subpopulations of T lymphocytes, abs. quantity (cells/μL)

Рисунок 1. Субпопуляции Т-лимфоцитов, 
отн. количество
Figure 1. Subpopulations of T lymphocytes, rel. quantity
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ТАБЛИЦА 2. ХАРАКТЕРИСТИКА АУТОИММУННЫХ ОСЛОЖНЕНИЙ
TABLE 2. CHARACTERISTICS OF AUTOIMMUNE COMPLICATIONS

Пациент
Patients

Возраст (годы)
Age (y)

Пол (М/Ж)
Sex (M/F)

Аутоиммунные осложнения
Autoimmune complications

1 17 М
M

Хр. ИТП
ITP

2 12 Ж
F

Нейтропения, Хр. ИТП, ИБЛ
Neutropenia, ITP, ILD

3 14 М
M

НЯК, Хр. ИТП 
NUC, ITP

4 14 Ж
F

Хр. ИТП, Нейтропения, АИГА, ИБЛ
ITP, Neutropenia, AIHA, ILD

5 13 М
M

Хр. ИТП
ITP

6 17 М
M

Хр. ИТП, нейтропения, АИГА
ITP, Neutropenia, AIHA

7 10 Ж
F

ЮРА
JRA

8 10 М
M

Иммунная энтеропатия,
 б-нь Крона?

Immune enteropathy, Crohn’s disease?

Примечание. Хр. ИТП – хроническая иммунная тромбоцитопения, НЯК – неспецифический язвенный колит, ИБЛ- 
интерстициальная болезнь легких, ЮРА – ювенальный ревматоидный артрит, АИГА – аутоиммунная гемолитическая 
анемия.

Note. ITP, chronic immune thrombocytopenia; NUC, nonspecific ulcerative colitis; ILD, interstitial lung disease; JRA, juvenile 
rheumatoid arthritis; AIHA, autoimmune hemolytic anemia.

различные стадии их дифференцировки. С по-
мощью дифференциальной экспрессии мо-
лекул CD27 и IgD выявляли В-клетки памяти 
(CD19+CD27+), непереключенные В-клетки па-
мяти (CD19+IgD+CD27+), переключенные 
В-клетки памяти (CD19+IgD-CD27+), двойные 
негативные клетки памяти (CD19+IgD-CD27-) и 
клетки памяти, продуцирующие только IgM (IgM 
only).

У пациентов с АО было выявлено снижение 
относительного (АО 16,5%, БАО 23,1%, р = 0,053) 
и абсолютного количества В-лимфоцитов 
(АО 189,1, БАО 377,8, р = 0,020). В-клетки па-
мяти также были значимо снижены по отно-
сительному (АО 6,8%, БАО 14,2%, р = 0,031) и 
абсолютному количеству (АО 10,8, БАО 65,3, 
р = 0,005). Для переключенных В-клеток памяти 
была характерна та же тенденция: (АО 3,2%, БАО 
8,0% р = 0,016) и (АО 5,8, БАО 33,5, р = 0,031), 
тогда как непереключенные В-клетки памяти де-
монстрировали статистически значимое сниже-
ние только по абсолютному количеству (АО 5,8, 
БАО 29,3, р = 0,022) (рис. 3, 4). IgM only В-клетки 
не отличались у этих групп пациентов (АО 20,2%, 
БАО 18,9%, р = 0,592).

Транзиторные В-лимфоциты (CD19+IgMhighCD38high)  
и плазмабласты (CD19+IgM-CD38high) оценивали 
по разному уровню экспрессии поверхностного 

IgM. У пациентов с АО наблюдалось повыше-
ние относительного количества транзиторных 
В-лимфоцитов (АО 13,8%, БАО 5,9%, р = 0,003) 
(рис. 3, 4), тогда как по уровню плазмабластов 
расхождений между группами не было (АО 1,0%, 
БАО 0,7%, р = 0,340). Не было получено различий 
между группами также по количеству активиро-
ванных В-лимфоцитов, которые оценивали по 
экспрессии маркеров CD21lowCD38low (АО 5,3%, 
БАО 4,7%, р = 0,837).

Среди субпопуляций В-лимфоцитов, стати-
стически значимо отличающихся между груп-
пами, наиболее прогностически значимыми 
показателями по нашим данным оказались от-
носительное (cut-off ≤ 5,0%) и абсолютное коли-
чество (cut-off ≤ 11) переключенных В-клеток па-
мяти и относительное количество транзиторных 
В-клеток (cut-off ≥ 12,9%) (табл. 3).

В данном исследовании мы сфокусирова-
лись на состоянии субпопуляций лимфоцитов у 
пациентов с СДД с АО. Мы включили в иссле-
дование группу пациентов старшего возраста от 
10 до 18 лет, в которой было больше па циентов 
с АО, чем в младших возрастных группах. В этой 
группе было 8 пациентов с различными АО, с 
преобладанием хр. ИТП (6 пациентов из 8), ко-
торая является самым частым АО при СДД [4, 
9]. В половине случаев хр. ИТП сочеталась с 
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Рисунок 4. Субпопуляции В-лимфоцитов, абс. количество 
(клетки/мкл)
Figure 4. Subpopulations of В lymphocytes, abs. quantity (cells/μL)

Рисунок 3. Субпопуляции В-лимфоцитов, отн. количество
Figure 3. Subpopulations of В lymphocytes, rel. quantity

ТАБЛИЦА 3. ROC-АНАЛИЗ СУБПОПУЛЯЦИЙ ЛИМФОЦИТОВ
TABLE 3. ROC ANALYSIS OF LYMPHOCYTE SUBPOPULATIONS

Субпопуляции
Subpopulations Cut-off

Чувстви-
тельность, %
Sensitivity, %

Специфич-
ность, % 

Specificity, %

Диагностическая 
эффективность, %

Accuracy, %
AUC p

Т-хелперы наивные, %
Т helper naive, % 28,7 83,3 75,0 79,1 0,791 0,007

Т-хелперы наивные, абс.
Т helper naive, abs. 58 100 62,5 81,2 0,802 0,006

Treg, % 4,6 91,7 62,5 77,1 0,750 0,049
Treg, абс.
Тreg, abs. 17 100 62,5 81,2 0,854 0,0002

В-клетки, %
В cells, % 21,0 66,7 87,5 77,1 0,771  0,012

В-клетки, абс.
В cells, abs. 298 75,0 87,5 81,25 0,843 0,0001

В-клетки памяти, %
В memory cells, % 10,1 91,7 62,5 77,1 0,786  0,022

В-клетки памяти, абс.
В memory cells, abs. 25 100 62,5 81,25 0,859 < 0,001

В-клетки памяти 
непереключенные, абс.
В memory non-switched, abs.

9 100 62,5 81,25 0,812 0,006

В-клетки памяти 
переключенные,%
В memory switched,%

5,0 91,7 75,0 83,3 0,823 0,010

В-клетки памяти 
переключенные, абс.
В memory switched, аbs.

11 100 75,0 87,5 0,864 0,0015

В-клетки наивные, %
В naïve cells, % 86,4 75,0 91,7 83,3 0,802 0,013

В-клетки наивные, абс.
В naïve cells, abs. 240 66,7 87,5 77,1 0,770 0,014

В-клетки транзиторные, %
В transitional cells, % 12,9 71,4 100 85,7 0,869 0,0001

30,00

25,00

20,00

15,00

10,00

5,00

0,00

p = 0,031

p = 0,115 p = 0,016

p = 0,003

p = 0,053АО / AC
БАО / nAC

В-клетки памяти
В memory cells

В-клетки
В cells

Переключенные 
Switched

Транзиторные 
Transitional

Непереключенные
Non-switched

%

800,00

600,00

400,00

200,00

0,00

p = 0,005
p = 0,022 p = 0,005 p = 0,711

p = 0,020
АО / AC
БАО / nAC

*

В-клетки памяти
В memory cells

В-клетки
В cells

Переключенные 
Switched

Транзиторные 
Transitional

Непереключенные
Non-switched



784

Davydova N.V. et al.
Давыдова Н.В. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

другими АО: нейтропения, ИБЛ, НЯК. А у двух 
пациентов наблюдались отдельно ЮРА и не-
уточненная иммунная энтеропатия. Клинически 
пациенты с АО почти ничем не отличались от 
пациентов без АО, кроме выраженной лимфо-
пролиферации, связанной, по всей видимости, 
с развитием аутоиммунного процесса. Наши ис-
следования выявили, что пациенты с АО имеют 
специфические изменения в субпопуляциях Т- и 
В-лимфоцитов. Мы не нашли отличий по основ-
ным субпопуляциям Т-лимфоцитов (Т-хелперы 
и Т-цитотоксические), которые снижены у паци-
ентов с СДД, и по субпопуляциям Т-хелперов [1, 
15, 18, 19], но нашли статистически значимые 
различия по наивным СD4+CD45RA+, которые 
подтверждаются предыдущими исследования-
ми [4, 13]. Также нами было получено значимое 
снижение Treg. Наши данные подтверждают, что 
гипоплазия тимуса у больных с СДД, с которой 
связан низкий выход наивных Т-лимфоцитов, 
Treg, редуцированный репертуар Т-клеточного 
рецептора, гомеостатическая пролиферация 
Т-лимфоцитов на периферии, неполная негатив-
ная селекция в тимусе является причиной разви-
тия АО [2, 6, 19]. 

Иммунофенотипические изменения не огра-
ничиваются только субпопуляцией Т-лим-
фоцитов. Мы наблюдали значительное снижение 
В-лимфоцитов, В-клеток памяти и переключен-
ных В-клеток памяти у пациентов с АО. Пере-
ключенные В-клетки памяти являются тимус-за-
висимыми, т. е. они созревают в герминальных 
центрах лимфоузлов при тесном взаимодействии 
с фолликулярными Т-лимфоцитами. По данным 
некоторых источников у больных с СДД наблю-

дается дисфункция фолликулярных Т-клеток, 
которая, возможно, и является причиной нару-
шения дифференцировки В-клеток памяти. Осо-
бенно выражены такие нарушения у взрослых 
пациентов [5, 8]. Кроме того, по нашим данным у 
пациентов с АО значимо повышено относитель-
ное количество транзиторных В-лимфоцитов 
и не наблюдается повышения активированных 
CD21lowCD38low В-лимфоцитов, часто ассоцииру-
ющегося с АО [16].

Заключение
Важным результатом нашего исследования 

является оценка прогностических изменений в 
иммунном статусе у пациентов с СДД. Наибо-
лее значимыми субпопуляциями для прогноза 
развития АО по нашим данным являются наи-
вные Т-лимфоциты, переключенные В-клетки 
памяти и транзиторных В-лимфоциты. Данные 
ниже cut-off по наивным Т-лимфоцитам и пере-
ключенным В-клеткам памяти и выше cut-off по 
транзиторным клеткам у больных с СДД с боль-
шой долей вероятности могут свидетельствовать 
об угрозе возникновения АО. В исследовании 
D. Montin и соавт. [8] показано, что аномалии в 
субпопуляциях лимфоцитов у пациентов с СДД 
появляются перед дебютом гематологических 
АО, таких как хр. ИТП и АИГА. Поэтому необхо-
димо систематическое иммунофенотипирование 
пациентов с этим диагнозом, чтобы выявить па-
циентов с риском развития АО. 

Наши данные подтверждают критическую 
роль иммунофенотипирования лимфоцитов в 
прогнозировании тяжелых АО у пациентов с 
СДД.
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БОЛЕЗНЬ ГУЖЕРО–ХЕЙЛИ–ХЕЙЛИ: ОПИСАНИЕ 
КЛИНИЧЕСКОГО СЛУЧАЯ, СОПРЯЖЕННОГО 
С ДИСРЕГУЛЯЦЕЙ ИММУННОГО ОТВЕТА
Лазаренко Л.Л.1, Шелипова А.А.2, Сесь Т.П.1
1 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 

И.П. Павлова», Санкт-Петербург, Россия  
2 Лечебно-диагностический центр «Здоровье», г. Великий Новгород, Россия

Резюме. В работе представлено описание клинического случая болезни Гужеро–Хейли–Хейли с 

доказанной дисрегуляцей иммунного ответа. Болезнь, известная так же как хроническая доброка-

чественная семейная пузырчатка, является редким генетическим заболеванием, вызывающим бул-

лезное поражение кожи с внутриэпидермальной локализацией. Она названа в честь авторов, впер-

вые описавших ее. В большинстве случаев болезнь Гужеро–Хейли–Хейли вызвана мутацией в гене 

АТР2С1, которая нарушает регуляцию кальция. Накопление кальция изменяет нормальную межкле-

точную адгезию в коже, что приводит к характерным буллезным поражениям кожи. Болезнь Гужеро–

Хейли–Хейли наследуется по аутосомно- доминантному типу. Частота распространения в популяции 

составляет 1:50 000 человек. Однако разнообразие клинических фенотипов болезни без доказанной 

наследственной предрасположенности и отсутствием мутации в указанном гене позволяет утверждать 

о наличии других патогенетических факторов, в частности нарушений в иммунной системе. В опи-

сываемом нами клиническом случае не выявлено четкой генетической предрасположенности, но об-

наружены серьезные нарушения в работе иммунной системы. В частности, практически отсутствуют 

TNK-клетки. Анализ субпопуляций натуральных киллерных клеток свидетельствует об уменьшении 

относительного и абсолютного числа NK-клеток с экспрессией антигенов CD16 и CD56, NK-клеток 

с высокой цитолитической активностью, NK-клеток, экспрессирующих α-цепь антигена CD8 и об-

ладающих способностью многократно выполнять свою цитолитическую функцию. При оценке суб-

популяций В-клеток отмечается увеличение относительного содержания В2-клеток и В1-клеток, 

связанных с продукцией аутоантител, параллельно с ростом процента регуляторных Т-хелперных 

клеток, обладающих иммуносупрессорной функцией. Исходя из выявленных изменений в иммунной 
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системе, нами проведена иммуномодулирующая терапия: дискретный плазмаферез, 5 процедур через 

2 дня, далее внутривенное капельное введение нормального человеческого иммуноглобулина 25 мл 

(50 мкг/мл) через 3 дня, 5 инфузий. Динамика кожных проявлений свидетельствует об умеренном 

положительном эффекте. Очевидно, что требуется дальнейшее углубленное исследование иммунных 

параметров при болезни Гужеро–Хейли–Хейли, предположительно в системе врожденного иммуни-

тета. Вероятно, успех в лечении и достижение стойкой ремиссии будут возможны при рациональном 

подборе антицитокиновой терапии.

Ключевые слова: болезнь Гужеро–Хейли–Хейли, доброкачественная семейная пузырчатка, иммунная дисрегуляция, 

генетическая предрасположенность, внутривенные иммуноглобулины, плазмаферез

GOUGEROT–HAILEY–HAILEY DISEASE: A CASE STUDY 
ASSOCIATED WITH PROVEN DYSREGULATION OF 
THE IMMUNE RESPONSE
Lazarenko L.L.a, Shelipova A.A.b, Ses T.P.a
a First St. Petersburg I. Pavlov State Medical University, St. Petersburg, Russian Federation  
b Diagnostic and Treatment Center “Zdorovye”, Velikii Novgorod, Russian Federation

Abstract. The paper presents a description of a clinical case of Gougerot–Hailey–Hailey disease with 

proven dysregulation of the immune response. The disease, also known as chronic benign familial pemphigus, 

is a rare genetic disorder that causes bullous skin lesions with intraepidermal localization. It is named after the 

authors who first described it. In most cases, Gougerot–Hailey–Hailey disease is caused by a mutation in the 

ATP2C1 gene that disrupts calcium regulation. Calcium accumulation alters normal intercellular adhesion 

in the skin, resulting in characteristic bullous skin lesions. Gougerot–Hailey–Hailey disease is inherited in 

an autosomal dominant pattern. The frequency of distribution in the population is 1:50000 people. However, 

the variety of clinical phenotypes of the disease without a proven hereditary predisposition and the absence of 

a mutation in this gene allows us to assert the presence of other pathogenic factors, in particular, disorders in 

the immune system. In the clinical case we are describing, no clear genetic predisposition was revealed, but 

serious disorders in the immune system were detected. In particular, TNK cells are virtually non-existent. 

Analysis of subpopulations of natural killer cells indicates a decrease in the relative and absolute numbers 

of NK cells expressing CD16 and CD56 antigens, NK cells with high cytolytic activity, NK cells expressing 

the α chain of the CD8 antigen and having the ability to repeatedly perform their cytolytic function. When 

assessing B cell subpopulations, there is an increase in the relative content of B2 cells and B1 cells associated 

with production of autoantibodies, in parallel with an increase in the percentage of regulatory T helper cells 

with immunosuppressive function. Based on the identified changes in the immune system, we performed 

immunomodulatory therapy: discrete plasmapheresis, 5 procedures in 2 days, then intravenous drip injection 

of normal human immunoglobulin 25 mL (50 µg/mL) in 3 days, 5 infusions. The dynamics of cutaneous 

manifestations indicates a moderate positive effect. Obviously, further in-depth study of immune parameters 

in Gugerout-Haley-Haley disease, presumably in the innate immune system, is required. Probably, success 

in treatment and achievement of stable remission will be possible with the rational selection of anticytokine 

therapy.

Keywords: Gougerot–Hailey–Hailey disease, familial benign chronic pemphigus, immune dysregulation, genetic predisposition, 

intravenous immunoglobulinеs, plasmapheresis
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Введение
Болезнь Гужеро–Хейли–Хейли, или доброка-

чественная семейная пузырчатка – наследствен-
ный буллезный дерматоз, характеризующийся 
внутриэпидермальной локализацией пузырей [1]. 
Впервые заболевание было описано Х. Гужеро в 
1933 году, позднее, в 1939 году братья Х.  Хейли 
и В. Хейли, опубликовали свои наблюдения. До 
сих пор в литературе ведется дискуссия, кому в 
действительности принадлежит приоритет опи-
сания этой патологии [5].

Болезнь Гужеро–Хейли–Хейли – редкий ге-
нодерматоз с аутосомно-доминантным типом 
наследования. Как правило (в 60-70% случаев), 
выявляют мутацию в гене АТР2С1, располо-
женного на хромосоме 3q21-q24, кодирующего 
секреторные проводящие пути Ca2+/Mn2+ АТ-
Фаз [4]. Однако разнообразие клинических фе-
нотипов болезни без доказанной наследственной 
предрасположенности и отсутствием мутации в 
указанном гене позволяет утверждать о наличии 
других патогенетических факторов, в частно-
сти нарушений в иммунной системе [3]. Махне-
ва Н.В. и Белецкая Л.В. [2] описывают наличие 
иммунных комплексов, содержащих иммуногло-
булин G по десмосомам многослойного плоского 
эпителия, а также слабоаффинных IgG антител в 
эпидермисе с участием комплемента.

Клинически болезнь проявляется рецидиви-
рующими везикулезными и буллезными высыпа-
ниями на неизмененной или гиперемированной 
коже, расположенными в естественных складках 
(подмышечные впадины, паховые складки), в об-
ласти гениталий, реже на шее и грудной клетке. 
Обострения могут провоцировать механическая 
травма, солнечная инсоляция, гормональные пе-
рестройки (беременность, роды). Болезнь пора-
жает как мужчин, так и женщин (в европейской 
и азиатской популяции страдают чаще мужчины, 
но в Италии – женщины [8]. Дебют болезни про-
исходит в зрелом возрасте (20-40 лет). Эпидеми-
ология – 1:50 000 человек [10]. Дифференциаль-
ный диагноз проводят чаще с болезнью Дарье 
Уайта, где происходит мутация в гене «белково-
го» сегмента ДНК (12g23-g24), что обусловливает 
более выраженный кератоз [6].

До сих пор не существует лечения болезни Гу-
жеро–Хейли–Хейли с позиций доказательной 
медицины ввиду неполной изученности ее меха-
низмов развития. Чаще используют симптома-
тическую наружную терапию с использованием 
анилиновых красителей, антибактериальных 
и противогрибковых средств для уменьшения 

вторичной контаминации пораженных участков 
кожи. Описаны случаи положительного эффек-
та от применения ингибиторов кальциневрина. 
В тяжелых случаях используют системные глюко-
кортикоиды в средних дозах, ретиноиды, цикло-
спорин, метотрексат, фототерапию [7]. Имеются 
сведения об индукции ремиссии от применения 
иммунобиологической терапии – этанерсеп-
та [9], ремикейда, дупилумаба, ретуксимаба [11]. 
Эти сведения косвенно подтверждает вовлечение 
иммунных механизмов в развитие болезни Гуже-
ро–Хейли–Хейли.

Приводим собственное клиническое наблю-
дение болезни Гужеро–Хейли–Хейли.

Пациент Щ., 1981 г. р. (43 года), наблюдается 
в ООО «ЛДЦ «Здоровье» с 2019 года и ПСПбГМУ 
с 2023 г.

Жалобы на высыпания в области подмышеч-
ных ямок, паховой области в виде пузырьков, за-
полненных прозрачной жидкостью, с сочащейся 
поверхностью, после самостоятельного вскрытия 
образующие долго не заживающие эрозии, со-
провождаемые зудом, болью и дискомфортом. 
Обострения частые, ремиссии очень редки. 

Анамнез заболевания
Стал замечать проявления болезни с 2021 года, 

когда впервые появились высыпания на кистях и 
щиколотках в виде мелких пузырей. Обращался к 
дерматологу, был выставлен диагноз «дерматит». 
Получал лечение глюкокортикоидными мазями. 
Через 1,5 года высыпания возобновились, и по-
явились новые очаги в области подмышечных 
ямок. Сначала последние были представлены в 
виде небольших очагов красного цвета с трещи-
нами, купируемые топическими глюкокорти-
коидами. Одновременно появились высыпания 
в паховой области. В паху появлялись, но зажи-
вали самостоятельно, без применения мазей. В 
2006 году (в возрасте 25 лет) произошло выра-
женное обострение с генерализацией кожного 
процесса. В областном кожно-венерологическом 
диспансере была взята биопсия и установлен 
диагноз «красный плоский лишай». После двух-
недельного лечения в стационаре высыпания 
прошли. Ремиссия продолжалась лишь в тече-
ние 3 месяцев. В дальнейшем пациент обращал-
ся к разным специалистам, состоял на учете у 
главного специалиста области по дерматологии. 
Проводилось лечение парентеральными введе-
ниями преднизолона в средних дозах (25-30 мг) 
без видимого эффекта. В 2023 году пациент был 
консультирован в Первом Санкт-Петербургском 
медицинском университете им. Павлова. Прове-
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ТАБЛИЦА 1. РАСШИРЕННОЕ ИММУНОЛОГИЧЕСКОЕ ОБСЛЕДОВАНИЕ. МЕТОД: ПРОТОЧНАЯ ЦИТОМЕТРИЯ

TABLE 1. EXTENDED IMMUNOLOGICAL EXAMINATION. METHOD FLOW CYTOMETRY

Название/показатель
Name/indicator

До лечения
Before treatment

После лечения
After treatment

Референсные 
значения

Reference values
Т-лимфоциты (CD3+CD19-)
Т lymphocytes (CD3+CD19-)

1,11 × 109/л
1.11 × 109/L 

1,26 × 109/л
1.26 × 109/L 0,80-2,20

Т-лимфоциты (CD3+CD19-), %
Т lymphocytes (CD3+CD19-), % 65,30% 69,67% 60-80%

Т-хелперы/индукторы (CD3+CD4+CD45+) 
Т helpers/inducers (CD3+CD4+CD45+)

0,68 × 109/л
0.68 × 109/L

0,75 × 109/л
0.75 × 109/L 0,50-1,20

Т-хелперы/индукторы (CD3+CD4+CD45+), %
Т helpers/inducers (CD3+CD4+CD45+), % 39,88% 41,22% 30-50%

Т-цитотоксические лимфоциты (Т-ЦТЛ) 
(CD3+CD8+CD45+)
Т cytotoxic lymphocytes (T-CTL) (CD3+CD8+CD45+)

0,35 × 109/л
0.35 × 109/L

0,41 × 109/л
0.41 × 109/L 0,30-0,90

Т-цитотоксические лимфоциты (Т-ЦТЛ) 
(CD3+CD8+CD45+), %
Т cytotoxic lymphocytes (T-CTL) (CD3+CD8+CD45+), %

20,48% 22,43% 20-30%

Незрелые Т-лимфоциты (CD4+CD8+CD45+), %
Immature Т lymphocytes (CD4+CD8+CD45+), % 0,33% 0,38% 0-2%

Т-лимфоциты, экспрессирующие маркеры  
NK-клеток (Т-NK-клетки) (CD3+CD56+CD45+)
Т lymphocytes, NK cell expressing markers (Т-NK cells) 
(CD3+CD56+CD45+)

0,03 × 109/л
0.03 × 109/L

0,00 × 109/л
0.00 × 109/L 0,03-0,25

Т-лимфоциты, экспрессирующие маркеры NK-
клеток (Т-NK-клетки) (CD3+CD56+CD45+), %
Т lymphocytes, NK cell expressing markers (Т-NK cells) 
(CD3+CD56+CD45+), %

1,58% 0,00% 1,7-8,6%

Индекс CD3+CD4+/CD3+CD8+ (Т-хелперы/ЦТЛ), %
CD3+CD4+/CD3+CD8+ Index (Т helpers/CTL), % 1,95% 1,84% 1,2-2,5%

Истинные натуральные киллеры (NK-клетки)  
(CD3-CD56+CD45+)
True Natural Killers (NK cells) (CD3-CD56+CD45+)

0,28 × 109/л
0.28 × 109/L 

0,18 × 109/л
0.18 × 109/L 0,12-0,40

Истинные натуральные киллеры (NK-клетки)  
(CD3-CD56+CD45+), %
True Natural Killers (NK cells) (CD3-CD56+CD45+), %

16,62% 10,12% 8-18%

NK-клетки, экспрессирующие альфа-цепь антигена 
CD8 (CD3-СD8+CD45+)
NK cells, expressing the alpha chain of the CD8 antigen 
(CD3-СD8+CD45+)

0,10 × 109/л
0.10 × 109/L

0,08 × 109/л
0.08 × 109/L 0,06-0,28

NK-клетки, экспрессирующие альфа-цепь антигена 
CD8 (CD3-СD8+CD45+), %
NK cells, expressing the alpha chain of the CD8 antigen 
(CD3-СD8+CD45+), %

6,09% 4,52% 2-12%

В-лимфоциты (CD19+CD3-)
В lymphocytes (CD19+CD3-)

0,27 × 109/л
0.27 × 109/L

0,34 × 109/л
0.34 × 109/L 0,10-0,50

В-лимфоциты (CD19+CD3-), % 
В lymphocytes (CD19+CD3-), % 15,62% 18,69% 5-19%

Активированные Т-лимфоциты (CD3+H-
LA-DR+CD45+)
Activated Т lymphocytes (CD3+HLA-DR+CD45+)

0,09 × 109/л
0.09 × 109/L

0,13 × 109/л
0.13 × 109/L 0,02-0,30

Активированные Т-лимфоциты (CD3+H-
LA-DR+CD45+), %
Activated Т lymphocytes (CD3+HLA-DR+CD45+), %

5,40% 7,13% 1,3-10%
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Название/показатель
Name/indicator

До лечения
Before treatment

После лечения
After treatment

Референсные 
значения

Reference values
В-лимфоциты и активированные NK-клетки  
(CD3-HLA-DR+CD45+)
В lymphocytes & activated NK cells (CD3-HLA-DR+CD45+)

0,37 × 109/л
0.37 × 109/L

0,34 × 109/л
0.34 × 109/L 0,04-0,50

В-лимфоциты и активированные NK-клетки  
(CD3-HLA-DR+CD45+), %
В lymphocytes & activated NK cells (CD3-HLA-
DR+CD45+), %

21,78% 18,73% 5-20%

Активированные Т-лимфоциты, экспрессирующие 
альфа-цепь рецептора IL-2 (CD3+CD25+CD45+)
Activated Т lymphocytes, expressing IL-2 receptor alpha 
chain (CD3+CD25+CD45+)

0,12 × 109/л
0.12 × 109/L

0,18 × 109/л
0.18 × 109/L 0,06-0,35

Активированные Т-лимфоциты, экспрессирующие 
альфа-цепь рецептора IL-2 (CD3+CD25+CD45+), %
Activated Т lymphocytes, expressing IL-2 receptor alpha 
chain (CD3+CD25+CD45+), %

7,14% 9,68% 3,5-12,5%

Активированные В-лимфоциты (CD3-CD25+CD45+)
Activated В lymphocytes (CD3-CD25+CD45+)

0,04 × 109/л
0.04 × 109/L

0,03 × 109/л
0.03 × 109/L 0,04-0,06

Активированные В-лимфоциты  
(CD3-CD25+CD45+), %
Activated В lymphocytes (CD3-CD25+CD45+), %

2,09% 1,93% 1,5-2,2%

Регуляторные Т-клетки (CD4+CD25brightCD127neg-

CD45+) (% от всех Т-хелперов), %
Regulatory Т cells (CD4+CD25brightCD127negCD45+)  
(% of all T helpers), %

5,36% 6,22% 1,65-5,75%

В1-клетки (CD19+CD5+CD27-CD45+), %
В1 cells (CD19+CD5+CD27-CD45+), % 2,19% 2,78% 0,5-2,1%

В2-клетки (CD19+CD5-CD27-CD45+), %
В2 cells (CD19+CD5-CD27-CD45+), % 13,43% 15,83% 6,5-15%

В-клетки памяти (CD19+CD5-CD27+CD45+), %
Memory В cells (CD19+CD5-CD27+CD45+), % 3,88% 4,63% 1,8-6,8%

Истинные натуральные киллеры (NK-клетки)  
(CD3-СD16+CD45+)
True Natural Killers (NK cells) (CD3-СD16+CD45+)

0,29 × 109/л
0.29 × 109/L 

0,19 × 109/л
0.19 × 109/L 0,12-0,40

Истинные натуральные киллеры (NK-клетки)  
(CD3-СD16+CD45+), %
True Natural Killers (NK cells) (CD3-СD16+CD45+), %

16,88% 10,51% 8-18%

NK-клетки цитокин-продуцирующие  
(CD3-СD16-(or low)CD56brightCD45+)
Cytokine-producing NK cells (CD3-СD16-(or low)

CD56brightCD45+)

0,01 × 109/л
0.01 × 109/L

0,01 × 109/л
0.01 × 109/L 0,00-0,02

NK-клетки цитокин-продуцирующие  
(CD3-СD16-(or low)CD56brightCD45+), %
Cytokine-producing NK cells (CD3-СD16-(or low)

CD56brightCD45+), %

0,44% 0,54% 0,2-1%

NK-клетки цитолитические  
(CD3-СD16+(or high)CD56dimCD45+)
Cytolytic NK cells (CD3-СD16+(or high)CD56dimCD45+)

0,26 × 109/л
0.26 × 109/L

0,18 × 109/л
0.18 × 109/L 0,12-0,35

NK-клетки цитолитические  
(CD3-СD16+(or high)CD56dimCD45+), %
Cytolytic NK cells (CD3-СD16+(or high)CD56dimCD45+), %

15,17% 9,94% 7,8-17%

Таблица 1 (окончание)
Table 1 (continued)
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дены уточняющие иммунологические и патомор-
фологические исследования. Был подтвержден 
диагноз «пузырчатка Гужеро–Хейли–Хейли». На 
данный момент обострения частые. Новые очаги 
образуются в местах травмированной кожи.

Семейный анамнез: у старшего брата псориаз.
Данные объективного обследования: состо-

яние удовлетворительное, сознание ясное. Пи-
тание умеренное. Кожные покровы и видимые 
слизистые физиологической окраски. В области 
подмышечных ямок, в пахово-бедренных склад-
ках, в области пупка-полиморфные симметрич-
ные высыпания в виде эритематозных очагов, 
эрозий, покрытых серозно-гнойными короч-
ками. Периферические лимфатические узлы не 
увеличены, отеков нет.

Система органов дыхания: без особенностей, 
частота дыхательных движений (ЧДД) 16/мин. 
Дыхание везикулярное, хрипов нет.

Сердечно-сосудистая система: область серд-
ца на вид не изменена. Границы сердца в преде-
лах нормы. Тоны сердца нормальной звучности. 
Частота сердечных сокращений (ЧСС) 79/мин. 
Пульс удовлетворительного наполнения, артери-
альное давление (АД) 100/60 мм рт. ст.

Система органов пищеварения: язык обложен 
белым налетом. Живот мягкий, безболезненный. 
Размеры печени по М.Г. Курлову в норме (9 × 8 × 
7 см), селезенка не увеличена.

Система органов мочевыделения без особен-
ностей, симптом Ф.И. Пастернацкого отрица-
тельный с двух сторон. Мочеиспускание безбо-
лезненное, диурез в норме. 

ФГДС от 19.11.2023 – поверхностный гастрит. 
Дуоденально-гастральный рефлюкс. Недостаточ-
ность кардии. Пептический рефлюкс-эзофагит 
(эрозивный) – стадия А (по Л-А классификации).

УЗИ брюшной полости от 19.11.2023 – диф-
фузные изменения поджелудочной железы. Мел-
кие конкременты почек. Каликоэктазии правой 
почки.

ОАК от 20.11.2023 лейк. – 7,01, эрит. – 5,33, 
гемог. – 153, гематокрит. – 48,6, сред. объем 
эрит. – 91,2, сред. содержание гемог. в эр. – 28,7, 
сред. конц. гемог. в эрит. – 315, тромб. – 231, сред. 
объем тромб. – 11,50, нейтр. – 3,28, лимф. – 2,94, 
мон. – 0,60, эозин. – 0,13, базоф. – 0,06, нейтр. 
% – 46,7, лимф. % – 41,9, СОЭ – 18.

Биохимия от 20.11.2023 АЛТ – 24,6, АСТ – 
21,7, ЩФ – 89, билир. общ. – 8.24, бил. прям. – 
3,37, гамма – ГТ-23.

HLA – В27 – отрицательно от 03.11.2023. 
25-ОН Витамин Д – 130,42 от 03.11.2023.

Ревматоидный фактор 2,2 от 03.11.2023.
Витамин В12 – 193,1 от 03.11.2023.
Фолиевая кислота – 22,02 от 03.11.2023.
Аnti-ССР – 0,8 от 03.11.2023.
УЗИ ЩЖ от 04.12.2023 – Диффузные измене-

ния щитовидной железы. Узлы обеих долей.
 ТТГ 2,662 от 04.12.2023.
Антитела к тиреопероксидазе – 46,60 от 

04.12.2023.
Глюкоза – 5,07 от 04.12.2023.
ОАМ от 30.12.2023 цвет – желтый, уд. вес – 

1,015, реакция – 5,0, белок – не обнаружен, 
глюкоза – не обнаружена, бил. – не обнаружен. 
Уробилиноген – следы, кетоновые тела – следы, 
нитриты – не обнаружены, реакция на кровь – не 
обнаружено, лейкоцитарная эстераза – не обна-
ружено, эп. плоский – 1,0, лейк. – 20,0, эр. – 2,0.

У обследуемого пациента выявлено некоторое 
повышение процента основных субпопуляций 
Т-лимфоцитов: общих Т-клеток (CD3+СD19- = 
69,67% против 65,3%), Т-хелперов (CD3+СD4+ = 
41,22% против 39,88%) и цитотоксических 
Т-лимфоцитов (CD3+СD8+ = 22,43% против 
20,48%). Анализ субпопуляций натуральных кил-
лерных клеток свидетельствует об уменьшении 
относительного и абсолютного числа NK-клеток 
с экспрессией антигенов CD16 (CD3-CD16+ – 
10,51%/0,19 × 109/л против 16,88%/0,28 × 109/л) 
и CD56 (CD3-CD56+ – 10,12%/0,18 × 109/л про-
тив 16,62%/0,28 × 109/л), NK-клеток с высокой 
цитолитической активностью (CD3-CD16+(or high) 
CD56dim = 9,94%/0,18 × 109/л против 15,17%/0,26 
× 109/л), NK-клеток, экспрессирующих α-цепь 
антигена CD8 и обладающих способностью 
многократно выполнять свою цитолитическую 
функцию (CD3-CD8+ = 4,52%/0,08 × 109/л против 
6,09%/0,10 × 109/л). При оценке субпопуляций 
В-клеток отмечается увеличение относительно-
го содержания В2-клеток (CD19+CD5- = 15,83%) 
и В1-клеток (CD19+CD5+ =2,78%), связанных с 
продукцией аутоантител, параллельно с ростом 
процента регуляторных Т-хелперных клеток 
(CD4+CD25brightCD127neg – 6,22%), обладающих 
иммуносупрессорной функцией. Концентрации 
иммуноглобулинов классов А, Е и G, С3 и С4 
компонентов комплемента, уровень ЦИК в сы-
воротке крови в пределах нормы. Сохраняется 
достаточно высокая концентрация иммуногло-
булина М (IgМ = 2,26 г/л против 2,12 г/л) в сы-
воротке крови.

Диагностика пузырных дерматозов от 
16.01.2023.
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Антитела к десмосомам кожи методом н 
РИФ – 80 (норма < 10).

Антитела к базальной мембране кожи мето-
дом н РИФ – < 10 (норма < 10).

Биопсия кожного лоскута от 21.11.2023.
Макроскопическое описание: лоскут кожи 

3,0 × 1,5 × 0,2 с подкожно-жировой клетчаткой 
4,0 × 2,5 × 1,0. В эпидермисе выраженный не-
равномерный акантоз с веррукозными разрас-
таниями. Очаги акантолизиса в формированных 
внутри эпидермальных щелей, напоминающие 
«разрушающуюся кирпичную стену». В верхней 
части дермы имеются периваскулярные лимфо-
гистиоцитарные инфильтраты с примесью ней-
трофильных и эозинофильных лейкоцитов.

Заключение
Гистологические изменения соответствуют 

доброкачественной семейной пузырчатке Гуже-
ро–Хейли–Хейли.

Учитывая клинико-анамнестические данные 
объективного осмотра, результатов клиниче-
ских, биохимических, патоморфологических и 
иммунологических исследований (с преимуще-
ственными изменениями в иммунных параме-

трах), пациенту off label была назначена имму-
номодулирующая терапия по схеме: дискретный 
плазмаферез, 5 процедур через 2 дня, далее вну-
тривенное капельное введение нормального че-
ловеческого иммуноглобулина 25 мл (50 мкг/мл) 
через 3 дня, 5 инфузий. Динамика кожных про-
явлений свидетельствует об умеренном положи-
тельном эффекте.

На рисунках 1, 2, 3 (см. 3-ю стр. обложки) 
представлены фотографии кожи пациента до ле-
чения, на рисунках 4, 5 (см. 3-ю стр. обложки) – 
после лечения.

Представленный клинический случай демон-
стрирует сложность диагностики данного забо-
левания и относительную неэффективность су-
ществующих стратегий лечения. Особенностью 
является отсутствие генетической предрасполо-
женности и дисрегуляторные изменения в си-
стеме иммунитета. Требуются дальнейшие углу-
бленные исследования иммунных параметров 
при болезни Гужеро–Хейли–Хейли, предполо-
жительно в системе врожденного иммунитета. 
Вероятно, успех в лечении и достижение стойкой 
ремиссии будут возможны при рациональном 
подборе антицитокиновой терапии.
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IL-8 И WISP1 В МОЛЕКУЛЯРНОЙ  
ХАРАКТЕРИСТИКЕ ЗЛОКАЧЕСТВЕННОГО  
АСЦИТА ПРИ РАКЕ ЯИЧНИКОВ
Абакумова Т.В.1, Долгова Д.Р.1, Пирмамедова С.С.1, 2, 
Антонеева И.И.1, 2, Генинг С.О.3, Иванченко И.А.1, Генинг Т.П.1
1 ФГБОУ ВО «Ульяновский государственный университет», г. Ульяновск, Россия  
2 ГУЗ «Областной клинический онкологический диспансер», г. Ульяновск, Россия  
3 ООО «БестДоктор», Москва, Россия

Резюме. Неблагоприятный прогноз при раке яичников связан с метастазированием в брюшину и 
образованием злокачественного асцита, содержащего факторы, влияющие на рост и выживание опу-
холевых клеток. Молекулярный и функциональный анализ асцита позволяет получить информацию 
как для клинической диагностики, так и для понимания механизмов прогрессирования и резистент-
ности при раке яичников. 

Целью исследования было оценить уровень IL-8 и WISP1 в бесклеточной части асцита при рас-
пространенном раке яичников.

У 30 пациенток с диагнозом «асцитный рак яичников III-IV стадии» по FIGO до начала лечения 
в бесклеточной части асцита оценивали уровень IL-8 (Набор А-8762, Интерлейкин-8-ИФА-БЕСТ, 
АО «Вектор-Бест», Россия) и WISP1 (Набор SEG895Hu Cloud-Clone Corp., КНР) (пг/мл). По ре-
зультатам эффективности химиотерапии по схете ТР все пациентки были разделены на следующие 
группы: без рецидива, безрецидивный период до 6 месяцев – ранний рецидив и прогрессирование на 
фоне химиотерапии. Статистическая обработка проводилась с использованием Statistica 13. Анализ 
времени без прогрессирования пациентов проводился по методу регрессии Кокса, оценка функции 
выживаемости пациентов проводилась по методу Каплана–Мейера (Jamovi 2.4.14).

Нами установлено, что уровень IL-8 в бесклеточной части злокачественного асцита при раке 
яичников у пациенток без рецидива значимо ниже, чем в группе раннего рецидива (176,58 (139,68-
217,01) пг/мл против 320,43 пг/мл (250,49-369,81), р = 0,019). Уровень WISP1 при этом значимо был 
повышен в бесклеточной части асцита только у пациенток с прогрессированием на фоне химиотера-
пии (980,51 (796,61-1524,15) пг/мл против 770,55 (500,60-1254,90) пг/мл у пациенток без рецидива и 
764,09 (581,55-823,38) пг/мл у пациенток с рецидивом). нами была выявлена положительная сильная 
корреляция по Пирсону между IL-8 и WISP1 в асците у группы пациентов без рецидива (r = 0,783, 
p = 0,012). В мультивариантном варианте регрессии Кокса риск возникновения рецидива повыша-
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ется в 1,01 (1,01-1,02, p = 0,001) раза при повышении уровня IL-8 в бесклеточной части асцита. При 
уровне IL-8 в бесклеточной части асцита выше 225 пг/мл, медиана времени без прогрессирования у 
пациентов с распространенным раке яичников составляет 11,7 (5,2-18,2, 95%CI) месяцев.

Таким образом, повышение уровня IL-8 и WISP1 в злокачественном асците при раке яичников 
ассоциировано с укорочением времени без прогрессирования. IL-8 в злокачественном асците акти-
вирует передачу сигналов Wnt/β-катенина при распространенном раке яичников.

Ключевые слова: рак яичников, Wnt/β-катенин, сигнальный путь, WISP, IL-8, асцит

IL-8 AND WISP1 IN THE MOLECULAR CHARACTERISTICS 
OF MALIGNANT ASCITES IN OVARIAN CANCER
Abakumova T.V.a, Dolgova D.R.a, Pirmamedova S.S.a, b,  
Antoneeva I.I.a, b, Gening S.O.c, Ivanchenko I.A.a, Gening T.P.a
a Ulyanovsk State University, Ulyanovsk, Russian Federation  
b Regional Clinical Oncology Center, Ulyanovsk, Russian Federation  
c LLC BestDoctor, Moscow, Russian Federation

Abstract. An unfavorable prognosis for ovarian cancer is associated with metastasis to the peritoneum 
and the formation of malignant ascites, which contains factors affecting the growth and survival of tumor 
cells. Molecular and functional analysis of ascites provides information both for clinical diagnosis and for 
understanding the mechanisms of progression and resistance in ovarian cancer. The aim of the study was to 
evaluate the levels of IL-8 and WISP1 in the acellular portion of ascites in advanced ovarian cancer. In 30 
patients diagnosed with ascitic ovarian cancer stage III-IV according to FIGO, before treatment, the levels of 
IL-8 (Kit A-8762, Interleukin-8-ELISA-BEST, JSC Vector-Best, Russia) and WISP1 (Kit SEG895Hu Cloud-
Clone Corp., China) were determined (pg/mL). Based on the results of the effectiveness of chemotherapy 
according to the TP scheme, all patients were divided into the following groups: without relapse, relapse-free 
period up to 6 months – early relapse and progression during chemotherapy. Statistical processing was carried 
out using Statistica 13. Analysis of patient progression-free time was carried out using the Cox regression 
method, and the patient survival function was assessed using the Kaplan-Meier method (Jamovi 2.4.14). We 
found that the level of IL-8 in the acellular part of malignant ascites in ovarian cancer in patients without relapse 
is significantly lower than in the early relapse group (176.58 (139.68-217.01) pg/mL versus 320.43 pg/ mL 
(250.49-369.81), p = 0.019). The level of WISP1 was significantly increased in the acellular part of ascites only 
in patients with progression during chemotherapy (980.51 (796.61-1524.15) pg/mL versus 770.55 (500.60-
1254.90) pg/mL in patients without relapse and 764.09 (581.55-823.38) pg/mL in patients with relapse). We 
found a positive strong Pearson correlation between IL-8 and WISP1 in ascites in a group of patients without 
relapse (r = 0.783, p = 0.012). In the multivariate version of Cox regression, the risk of relapse increases by 
1.01 (1.01-1.02, p = 0.001) times with an increase in the level of IL-8 in the acellular part of ascites. When IL-8 
levels in the acellular portion of ascites are above 225 pg/mL, the median progression-free time in patients with 
advanced ovarian cancer is 11.7 (5.2-18.2, 95% CI) months. 

Thus, increased levels of IL-8 and WISP1 in malignant ascites in ovarian cancer are associated with a shorter 
progression-free time. IL-8 in malignant ascites activates Wnt/β-catenin signaling in advanced ovarian cancer.

Keywords: ovarian cancer, Wnt/β-catenin, signaling pathway, WISP, IL-8, ascites

Работа выполнена при поддержке РНФ 24-25-
00269.

Введение
Рак яичников (РЯ), являясь одной из ведущих 

гинекологических злокачественных опухолей в 

мире, имеет самый высокий уровень смертности 
ото всех гинекологических раковых заболева-
ний [5]. Неблагоприятный прогноз у пациентов с 
РЯ связан с метастазированием в брюшину и об-
разованием злокачественного асцита. Общий ме-
тод метастазирования при РЯ – транскоэломное 
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распространение. Механизмы отслойки, мигра-
ции и имплантации клеток при этом, ключевые 
молекулярные участники, уровень экспрессии 
генов первичных опухолей и их перитонеальных 
метастазов на сегодня изучены недостаточно. 
Процесс часто сопровождается образованием ас-
цита. Показано, что асцит представляет сложную 
среду и содержит факторы, влияющие на рост и 
выживание опухолевых клеток. Являясь легко-
доступным образцом, содержащим как раковые 
клетки, так и их окружение, асцит является ис-
точником информации для диагностики, по-
нимания прогрессирования и резистентности 
РЯ [3].

IL-8 (CXCL8) был обнаружен как аттрактант 
и активатор полиморфноядерных лейкоцитов. 
Позднее было установлено, что IL-8 экспресси-
руется во многих типах раковых клеток. При этом 
экспрессия белка повышена в сыворотке крови 
онкологических и в перитуморальных жидко-
стях. Показано, что IL-8 опосредует эффекты ме-
тастазирования в сальник посредством миграции 
и инвазии раковых клеток яичника [15]. 

Белок сигнального пути, индуцируемый 
WNT – WISP1 (известный как ССТ4), секрети-
руемый матриклеточный белок, принадлежащий 
к семейству CCN и являющийся нижестоящим 
геном – мишенью канонического сигнального 
пути [6]. Матриклеточные белки способны мо-
дулировать митоз, апоптоз, адгезию, выработ-
ку внеклеточного матрикса, остановку роста и 
миграцию клеток [9]. WISP1 экспрессируется в 
сердце, плаценте, почках, легких, яичниках, го-
ловном мозге. На сегодня считается установлен-
ным, что аберрантная экспрессия WISP1 связа-
на с различной патологией, такой как фиброз, 
остеоартрит и рак [2]. Примечательно, что белки 
WISP могут проявлять онкогенные и подавляю-
щие опухоль функции при различных типах опу-
холей [7, 11, 13].

Результаты одновременного определения IL-8 
и WISP1 используют при метаболическом и вос-
палительном профилировании [4]. 

Целью исследования было оценить уровень 
IL-8 и WISP1 в бесклеточной части асцита при 
распространенном РЯ.

Материалы и методы
В исследование были включено 30 пациенток 

(медиана возраста 67 лет), проходившие лечение 
в Областном клиническом онкологическом дис-
пансере г. Ульяновска в 2022-2023 гг. Критериями 
включения были впервые выявленный рак яич-
ников на III-IV стадии по FIGO (асцитная фор-
ма), цитологически верифицированная серозная 
high-grade аденокарцинома, общее состояние по 
шкале ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) 

0±2 балла, подписанное информированное со-
гласие и ожидаемая продолжительность жизни 
более 2 месяцев. На первом этапе лечения паци-
енты получали неоадъювантную химиотерапию 
(ХТ) по схеме TP (паклитаксел+цисплатин) от 2 
до 4 курсов с интервалом в 3 недели. В последу-
ющем выполнялась циторедуктивная операция и 
адъювантная химиотерапия. Забор асцита произ-
водился при выполнении диагностической лапа-
роскопии. Для получения бесклеточной фракции 
асцит подвергался центрифугированию в течение 
10 минут при 1600 оборотов/минуту. Исследова-
ние одобрено локальным этическим комитетом 
ИМЭиФК Ульяновского государственного уни-
верситета (протокол № 6 от 15.06.2022 г.). Мето-
дом ИФА в бесклеточной части асцита оценивали 
уровень IL-8 (Набор А-8762, Интерлейкин-8-
ИФА-БЕСТ, АО «Вектор-Бест», Россия) и WISP1 
(Набор SEG895Hu Cloud-Clone Corp., КНР) 
(пг/ мл). По результатам эффективности химио-
терапии по схеме ТР все пациентки были разде-
лены на следующие группы: без рецидива, безре-
цидивный период до 6 месяцев – ранний рецидив 
и прогрессирование на фоне ХТ.

Совокупности количественных показате-
лей, распределение которых отличалось от нор-
мального, описывались при помощи значений 
медианы (Me) и нижнего и верхнего квартилей 
(Q0,25-Q0,75).

Статистическая обработка проводилась с ис-
пользованием Statistica 13. Анализ времени без 
прогрессирования (ВБП) пациентов проводился 
по методу регрессии Кокса, оценка функции вы-
живаемости пациентов проводилась по методу 
Каплана–Мейера (Jamovi 2.4.14).

Результаты и обсуждение
В результате проведенных исследований уста-

новлено, что уровень IL-8 в бесклеточной части 
злокачественного асцита при РЯ у пациенток без 
рецидива значимо ниже, чем в группах прогрес-
сирования и раннего рецидива (табл. 1). Уровень 
WISP1 при этом значимо был повышен в бескле-
точной части асцита только у пациенток с про-
грессированием на фоне ХТ (табл. 1).

Также нами была выявлена положительная 
сильная корреляция по Пирсону между IL-8 и 
WISP1 в асците у группы пациентов без рецидива 
(r = 0,783, p = 0,012). 

В мультивариантном варианте регрессии Кок-
са риск возникновения рецидива повышается в 
1,01 (1,01-1,02, p = 0,001) раза при повышении 
уровня IL-8 в бесклеточной части асцита. 

При уровне IL-8 в бесклеточной части асцита 
выше 225 пг/мл, медиана ВБП у пациентов с рас-
пространенным РЯ составляет 11,7 (5,2-18,2, 95% 
CI) месяцев (рис. 1).
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ТАБЛИЦА 1. УРОВЕНЬ ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ БЕЛКОВ IL-8 И WISP1 В БЕСКЛЕТОЧНОЙ ЧАСТИ 
ЗЛОКАЧЕСТВЕННОГО АСЦИТА ПАЦИЕНТОВ С РЯ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ДЛИТЕЛЬНОСТИ БЕЗРЕЦИДИВНОГО 
ПЕРИОДА, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. LEVEL OF PRO-INFLAMMATORY PROTEINS IL-8 AND WISP1 IN THE ACELLULAR PART OF MALIGNANT ASCITES 
OF PATIENTS WITH OVARIAN CANCER DEPENDING ON THE DURATION OF THE RELAPSE-FREE PERIOD, Me (Q0.25-Q0.75)

Показатель
Parameter

Группа
Group 

IL-8, пг/мл/
IL-8, pg/mL

WISP1, пг/мл/
WISP1, pg/mL

Без рецидива
No relapse
n = 11

176,58 
(139,68-217,01)

770,55 
(500,60-1254,90)

Ранний рецидив
Early relapse
n = 8

320,43 
(250,49-369,81)

764,09 
(581,55-823,38)

р р1 = 0,019 р1 = 0,699

Прогрессирование
Progression
n = 11

369,81 
(194,61-369,81)

980,51 
(796,61-1524,15)

р р1 = 0,361
р2 = 0,544

р1 = 0,361
р2 = 0,024

Примечание. р1 – данные статистически значимо отличаются от таковых в группе «без рецидива», р2 – данные 
статистически значимо отличаются от таковых в группе «ранний рецидив».

Note. p1, data are statistically significantly different from those in the “no relapse” group; p2, data are statistically significantly 
different from those in the “early relapse” group.

Рисунок 1. Кривая времени без прогрессирования пациентов с распространенным раком яичников в зависимости 
от уровня IL-8 в бесклеточной части асцита (дифференциальный уровень = 225 пг/мл)
Figure 1. Progression-free time curve of patients with advanced ovarian cancer depending on the level of IL-8 in the acellular part 
of ascites (differential level = 225 pg/mL)
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Время без прогрессирования у пациенток с 
распространенным РЯ значимо не зависело от 
уровня WISP1 в асцитической жидкости.

На сегодня в литературе представлены дан-
ные, указывающие на влияние злокачественно-
го асцита на выживаемость и на связь со стади-
ями заболевания [10, 12]. Было установлено, что 
уровень IL-8, коррелирует с онкогенным потен-
циалом опухолевых клеток, образованием ас-
цитической жидкости и ассоциирован с плохим 
прогнозом при РЯ. Полученные нами данные о 
достоверном и значимом возрастании уровня 
IL-8 в асците при рецидиве РЯ не противоречат 
данным ряда авторов [1, 8].

Значимое и достоверное возрастание уровня 
WISP1 в асците пациенток при РЯ с прогресси-
рованием на фоне ХТ позволяет предполагать 

положительную обратную связь между опухоле-
выми клетками, продуцирующими лиганды Wnt, 
и асцитом, распространяющим активность Wnt 
на раковые клетки в брюшине и стимулирующим 
прогрессирование РЯ. В совокупности наши ре-
зультаты подтверждают гипотезу Wen J. и соавт. 
(2020) о возможности IL-8 активировать переда-
чу сигналов Wnt/β-катенина [14].

Выводы
Повышение уровня IL-8 и WISP1 в злокаче-

ственном асците при РЯ ассоциировано с уко-
рочением времени без прогрессирования. IL-8 
в злокачественном асците активирует передачу 
сигналов Wnt/β-катенина при распространенном 
РЯ.
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ОЦЕНКА ВЛИЯНИЯ ГРАНУЛОЦИТАРНОГО 
КОЛОНИЕСТИМУЛИРУЮЩЕГО ФАКТОРА НА 
ЭКСПРЕССИЮ ИНГИБИТОРНЫХ РЕЦЕПТОРОВ 
Т-ЛИМФОЦИТАМИ ПРИ МНОЖЕСТВЕННОЙ МИЕЛОМЕ 
Баторов Е.В., Аристова Т.А., Денисова В.В., Ушакова Г.Ю.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия

Резюме. В патогенез множественной миеломы (ММ) вовлечены все типы иммунокомпетентных 
клеток. Значимый проопухолевый эффект оказывают гранулоцитарные (Г-МС) и моноцитарные ми-
елоидные супрессорные клетки (М-МС). Т-клеточный иммунный ответ может быть снижен в связи 
с развитием Т-клеточного истощения, характеризующегося экспрессией ингибиторных рецепторов 
PD-1, TIM-3 и др. Гранулоцитарный колониестимулирующий фактор (Г-КСФ) поддерживает гене-
рацию и экспансию МС и может влиять на функциональные свойства Т-клеток. Целью нашей рабо-
ты было исследовать возможное влияние стимуляции препаратами Г-КСФ на индукцию экспрессии 
PD-1 и TIM-3 Т-клетками больных ММ.

В исследование были включены 40 больных ММ, которым была проведена мобилизация гемопоэ-
тических клеток-предшественников препаратами Г-КСФ (5 мкг/кг/день) в течение 4-5 дней. Содер-
жание CD4+PD-1+, CD4+TIM-3+, CD8+PD-1+, CD8+TIM-3+Т-клеток, Lin-HLA-DR-CD33+CD66b+Г-
МС, CD14+HLA-DR-М-МС оценивали перед началом курса инъекций Г-КСФ (n = 33), после курса 
Г-КСФ в первый день сепарации гемопоэтических клеток-предшественников (n = 28) и через 3-6 мес. 
(n = 40) методом проточной цитометрии.

Относительное содержание Г-МС и М-МС было значимо выше у больных ММ после курса 
Г-КСФ. Через 3-6 мес. содержание Г-МС и М-МС снижалось до исходных значений. После курса 
Г-КСФ было отмечено увеличение содержания CD4+PD-1+Т-клеток по сравнению со значениями 
перед исследованием. Через 3-6 мес. после курса Г-КСФ содержание этой популяции не отличалось 
от исходных значений. Относительное количество CD4+TIM-3+, CD8+PD-1+, CD8+TIM-3+Т-клеток 
не изменялось после курса Г-КСФ. Не было выявлено значимых корреляционных связей между со-
держанием популяций МС и Т-клеток, экспрессирующих PD-1 и TIM-3, после курса Г-КСФ.

Мобилизация гемопоэтических стволовых клеток препаратами Г-КСФ у больных ММ сопрово-
ждается транзиторным увеличением популяций МС и изолированным увеличением CD4+PD-1+Т-
клеток.

Ключевые слова: гранулоцитарный колониестимулирующий фактор, миелоидные супрессорные клетки, Т-клетки, PD-1, 
TIM-3, множественная миелома
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EVALUATION OF GRANULOCYTE COLONY-STIMULATING 
FACTOR EFFECT ON THE EXPRESSION OF INHIBITORY 
RECEPTORS BY T CELLS IN MULTIPLE MYELOMA
Batorov E.V., Aristova T.A., Denisova V.V., Ushakova G.Yu.
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. All types of immune cells are involved in the pathogenesis of multiple myeloma (MM). Granulocytic 
(G-MDSCs) and monocytic myeloid-derived suppressor cells (M-MDSCs) have significant protumor effects. 
The T cell immune response may be reduced due to the development of T cell exhaustion, characterized by the 
expression of inhibitory receptors PD-1, TIM-3, etc. Granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) supports 
the generation and expansion of MDSCs and can influence the functional properties of T cells. The purpose of 
our work was to investigate the possible effect of stimulation with G-CSF drugs on the induction of PD-1 and 
TIM-3 expression by T cells in patients with MM. The study included 40 patients with MM who underwent 
mobilization of hematopoietic progenitor cells with G-CSF drugs (5 mcg/kg/day) for 4-5 days. Content of 
CD4+PD-1+, CD4+TIM-3+, CD8+PD-1+, CD8+TIM-3+T cells, Lin-HLA-DR-CD33+CD66b+G-MDSCs, 
and CD14+HLA-DR-M-MDSCs was assessed before the start of a course of G-CSF injections (n = 33), after a 
course of G-CSF on the first day of separation of hematopoietic progenitor cells (n = 28) and after 3-6 months 
(n = 40) by flow cytometry. The relative content of G-MDSCs and M-MDSCs was significantly higher in 
patients with MM after a course of G-CSF. After 3-6 months, the content of G-MDSCs and M-MDSCs 
decreased to the initial values. After the course of G-CSF, an increase in the content of CD4+PD-1+T cells was 
noted compared to the values before the study. After 3-6 months, the content of this population did not differ 
from the initial values. The relative numbers of CD4+TIM-3+, CD8+PD-1+, and CD8+TIM-3+T cells did not 
change after a course of G-CSF. There were no significant correlations between the content of the populations 
of MDSCs and T cells expressing PD-1 and TIM-3 after a course of G-CSF. 

Mobilization of hematopoietic stem cells by G-CSF in patients with MM is accompanied by a transient 
increase in MM populations and an isolated increase in CD4+PD-1+T cells.

Keywords: granulocyte colony-stimulating factor, myeloid-derived suppressor cells, T cells, PD-1, TIM-3, multiple myeloma

Исследование выполнено за счет гранта Рос-
сийского научного фонда № 20-75-10132.

Введение
В патогенез множественной миеломы (ММ), 

как и других онкологических состояний, вовле-
чены все типы иммунокомпетентных клеток, ре-
ализующих про- и противоопухолевые эффекты. 
Выраженное иммуносупрессорное действие ока-
зывают гранулоцитарные (Г-МС) и моноцитар-
ные миелоидные супрессорные клетки (М-МС), 
подавляющие иммунный ответ путем экспрессии 
и продукции ингибирующих лигандов, цитоки-
нов и растворимых молекул, а также стимулиру-
ющие экспансию регуляторных Т-клеток [8].

В прогрессии опухоли патогенетическое и 
клиническое значение имеет также развитие 
Т-клеточного истощения, характеризующееся 
нарушением функций Т-клеток и экспрессией 
ингибиторных рецепторов PD-1, TIM-3 и др. в 
ответ на длительную антигенную стимуляцию в 

условиях опухолевого микроокружения [12]. Ин-
гибиторные рецепторы являются привлекатель-
ной мишенью для таргетной терапии при многих 
неоплазиях, однако в лечении ММ в настоящее 
время не используются. 

Научный и клинический интерес представля-
ют возможные альтернативные пути индукции 
дисфункциональных состояний Т-клеток, по-
мимо активации через Т-клеточный рецептор, 
в частности недостаточно изучена роль клеток и 
цитокинов миелоидного ряда. В литературе есть 
указания на возможное участие популяций МС 
в поддержании Т-клеточного истощения [4,  10], 
однако данных в настоящее время недостаточно. 
В свою очередь, одним из ключевых цитокинов, 
потенцирующих генерацию и экспансию МС, 
является гранулоцитарный колониестимулиру-
ющий фактор (Г-КСФ) [2, 6]. Согласно данным 
публикаций, помимо стимуляции супрессор-
ных популяций, Г-КСФ обладает способностью 
«переключать» дифференцировку Т-хелперов в 
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сторону Th2, также снижая противоопухолевый 
иммунный ответ [13]. При этом отсутствуют дан-
ные о возможном участии Г-КСФ в изменениях 
функционального состояния Т-лимфоцитов и 
экспрессии ингибиторных рецепторов.

Следует отметить, что препараты Г-КСФ ши-
роко используют в лечении нейтропений различ-
ного генеза, а также для мобилизации гемопоэ-
тических стволовых клеток. Целью нашей работы 
было исследовать возможное влияние стимуля-
ции препаратами Г-КСФ на индукцию экспрес-
сии PD-1 и TIM-3 Т-клетками больных ММ.

Материалы и методы
В исследование после подписания информи-

рованного согласия были включены 40 больных 
ММ, находившихся на стационарном лечении в 
отделении гематологии Клиники иммунопато-
логии НИИФКИ. Медиана возраста пациентов 
составила 52 года (37-65 лет). Распределение по 
полу: 22 женщины, 18 мужчин. У 27 больных диа-
гностирован IgG-вариант ММ, у четырех – IgA, у 
семи – миелома Бенс-Джонса, у двух – нет дан-
ных. Стадия заболевания по Durie-Salmon: II – у 
14 больных, III – у 26 больных. У всех пациентов 
на момент обследования был зарегистрирован 
полный или частичный ответ. Подкожные инъек-
ции препарата Г-КСФ (5 мкг/кг/день) проводили 
в течение 4-5 дней после инфузии циклофосфа-
мида (2-4 г/м2) или очередного курса индукци-
онной терапии до достижения в периферической 
крови (ПК) концентрации 104 CD34+CD45+ гемо-
поэтических клеток-предшественников/мл.

Содержание CD4+PD-1+, CD4+TIM-3+, 
CD8+PD-1+, CD8+TIM-3+Т-клеток, Lin-HLA-
DR-CD33+CD66b+Г-МС, CD14+HLA-DR-М-МС 
оценивали в ПК пациентов перед началом курса 
инъекций Г-КСФ (n = 33), после курса Г-КСФ в 
первый день сепарации гемопоэтических клеток-
предшественников (n = 28) и через 3-6 мес. перед 
началом кондиционирования высокодозным 
мелфаланом (n = 40). Образцы ПК получали при 
проведении стандартных диагностических про-
цедур. 

Лизис эритроцитов проводили раствором 
Lysing Buffer (BD Biosciences, США). Методом 
проточной цитометрии оценивали относитель-
ное содержание Т-клеток, экспрессирующих 
PD-1 или TIM-3, и МС, используя анти-CD4 
(Per-CP), анти-CD8 (FITC), анти-PD-1 (APC), 
анти-TIM-3 (PE), anti-Human Lineage Cocktail 1 
(FITC), анти-CD33 (PerCP-Cy 5.5), анти-HLA-
DR (FITC, PerCP), анти-CD66b (APC), анти-
CD14 (FITC) моноклональные антитела (BD 
Biosciences или BioLegend, США). 

Исследование проводили на проточном ци-
тометре FACS Canto II (BD Biosciences, США). 

Анализ проводили после накопления не менее 
30 000 событий в регионе CD8+Т-клеток. 

Статистическую обработку данных прово-
дили в GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, 
Inc, США.). Для оценки значимости различий 
использовали U-критерий Манна–Уитни. Для 
оценки корреляционных взаимосвязей исполь-
зовали коэффициент корреляции Спирмана. 
Данные в тексте представлены в виде медианы и 
интерквартильного диапазона. Различия считали 
статистически значимыми при уровне значимо-
сти p < 0,05 (двустороннем).

Результаты и обсуждение
Относительное содержание Г-МС и М-МС 

было значимо выше у больных ММ после кур-
са Г-КСФ по сравнению с начальной точкой: 
3,40% (0,48-6,0%) против 0,03% (0,02-0,09%); 
рU < 0,0001, и 6,21% (3,61-15,70%) против 2,58% 
(1,45-6,94%); рU = 0,0016 соответственно; данные 
приведены в виде доли от мононуклеарных кле-
ток. Через 3-6 мес. содержание Г-МС и М-МС 
составило 0,03% (0,01-0,05%) и 2,35% (1,20-
5,27%) соответственно, не отличаясь от значений 
перед курсом инъекций Г-КСФ и снижаясь отно-
сительно показателей после Г-КСФ (рU < 0,0001 
и рU = 0,0001 соответственно).

После курса Г-КСФ было отмечено увеличе-
ние содержания CD4+PD-1+Т-клеток по срав-
нению со значениями перед исследованием: 
7,06  (4,03-10,58%) против 4,89% (3,02-6,69%); 
рU = 0,011 (рис. 1А). Через 3-6 мес. после кур-
са Г-КСФ содержание этой популяции не от-
личалось от исходных значений: 5,34% (3,57-
9,09%). Относительное количество CD4+TIM-3+, 
CD8+PD-1+, CD8+TIM-3+Т-клеток не изменя-
лось после курса Г-КСФ, при этом выявлено 
значимое постепенное увеличение CD8+PD-1+, 

CD8+TIM-3+Т-клеток ко времени проведения 
кондиционирования (рис. 1Б, В, Г).

Не было выявлено значимых корреляцион-
ных связей между содержанием популяций МС и 
Т-клеток, экспрессирующих PD-1 и TIM-3, по-
сле курса Г-КСФ (табл. 1).

Несмотря на известные иммуномодулирую-
щие эффекты, клиническое применение Г-КСФ 
считается безопасным и существенно не влияет 
на прогрессирование опухолевых заболеваний. 
Увеличение содержания Г-МС и М-МС в ответ 
на стимуляцию Г-КСФ in vivo ожидаемо и было 
описано ранее [7, 11]. Обращает на себя внима-
ние «транзиторность» эффекта этого цитокина 
на экспансию популяций МС.

Интерес представляет изолированное увели-
чение содержания CD4+PD-1+Т-клеток после 
курса Г-КСФ. В отдельных публикациях было 
описано прямое и опосредованное стимулирую-
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Рисунок 1. Относительное содержание Т-клеток, экспрессирующих PD-1 и TIM-3, до и после мобилизации 
препаратами гранулоцитарного колониестимулирующего фактора больных множественной миеломой
Примечание. Представлены индивидуальные значения, медиана, интерквартильный диапазон. Значимость различий между 
группами оценена по U-критерию Манна–Уитни.
Figure 1. Relative counts of T cells expressing PD-1 and TIM-3 in patients with multiple myeloma receiving granulocyte colony-
stimulating factor drugs
Note. Data are presented as individual values, median, interquartile range. P values are assessed with the Mann–Whitney U test. 

ТАБЛИЦА 1. КОРРЕЛЯЦИОННЫЙ АНАЛИЗ МЕЖДУ СОДЕРЖАНИЕМ ЦИРКУЛИРУЮЩИХ ПОПУЛЯЦИЙ МИЕЛОИДНЫХ 
СУПРЕССОРНЫХ КЛЕТОК И Т-ЛИМФОЦИТОВ, ЭКСПРЕССИРУЮЩИХ PD-1 И TIM-3 У БОЛЬНЫХ МНОЖЕСТВЕННОЙ 
МИЕЛОМОЙ

TABLE 1. CORRELATION ANALYSIS BETWEEN CIRCULATING MYELOID-DERIVED SUPPRESSOR CELLS AND PD-1+ AND  
TIM-3+T CELLS IN MULTIPLE MYELOMA PATIENTS

Популяции Т-клеток 
T cell subsets

Г-МС*, %
G-MDSCs, %

М-МС**, %
M-MDSCs, %

CD4+PD-1+, % rS = 0,067, p = 0,75, n = 26 rS = 0,070, p = 0,74, n = 26

CD4+TIM-3+, % rS = 0,28, p = 0,17, n = 26 rS = 0,064, p = 0,76, n = 26

CD8+PD-1+, % rS = 0,38, p = 0,056, n = 26 rS = 0,15, p = 0,45, n = 26

CD8+TIM-3+, % rS = 0,14, p = 0,50, n = 26 rS = -0,032, p = 0,88, n = 26

Примечание. * Г-МС – гранулоцитарные миелоидные супрессорные клетки; ** М-МС – моноцитарные миелоидные 
супрессорные клетки.

Note. * G-MDSCs, granulocyte myeloid-derived suppressor cells; ** M-MDSCs, monocyte myeloid-derived suppressor cells.
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щее действие Г-КСФ на различные популяции 
CD4+Т-клеток (Th2, Th17, Treg) [13]. В нашем 
исследовании in vivo нельзя исключить влияния 
Г-КСФ-стимулированных МС на экспансию 
CD4+PD-1+Т-клеток, тем не менее не удалось 
выявить прямых корреляционных взаимосвязей 
между содержанием популяций МС и Т-клеток. 
С другой стороны, Zhao и соавт. была описана 
блокада протеинкиназы, ассоциированной с зе-
та-цепью-70 (Zeta-chain-associated protein kinase 
70, ZAP-70), участвующей в проведении сигна-
ла от Т-клеточного рецептора, в CD4+Т-клетках 
после мобилизации препаратами Г-КСФ [14]. 
На этом же механизме основаны ингибиторные 
эффекты при стимуляции рецептора PD-1 на 
Т-лимфоцитах [9]. Патогенетическое и клини-
ческое значение клеток миелоидного ряда и ас-
социированных с ними растворимых факторов 
нуждается в дальнейшем изучении.

Не относящееся к задачам данного исследо-
вания и описанное в ходе работы увеличение 
содержания CD8+Т-клеток, экспрессирующих 
ингибиторные рецепторы, к моменту кондици-
онирования и трансплантации гемопоэтических 
стволовых клеток, по-видимому, связано с про-
водимой после мобилизации поддерживающей 
терапией и согласуется с данными литературы [1, 
3, 5]. 

Заключение
Таким образом, мобилизация гемопоэтиче-

ских стволовых клеток препаратами Г-КСФ у 
больных ММ сопровождается транзиторным уве-
личением популяций МС и CD4+PD-1+Т-клеток. 
При этом содержание CD4+TIM-3+, CD8+PD-1+, 

CD8+TIM-3+Т-клеток на фоне курса Г-КСФ не 
изменялось. 
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ОСОБЕННОСТИ ГИСТОТОПОГРАФИИ  
ЛИМФОЦИТОВ И КЛЕТОК СТРОМЫ  
С ВЫСОКИМ УРОВНЕМ ГЛИКОЗИЛИРОВАНИЯ 
В ЛИМФАТИЧЕСКИХ УЗЛАХ ПАЦИЕНТОВ 
С В-ХРОНИЧЕСКИМ ЛИМФОЛЕЙКОЗОМ
Аникаева М.С.1, Толстолуцкая Т.О.2, Сергеев В.Г.1, 2

1 ФГБОУ ВО «Удмуртский государственный университет», г. Ижевск, Удмуртская Республика, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Ижевская медицинская академия», г. Ижевск, Удмуртская Республика, Россия

Резюме. Малигнизация лимфопоэза в лимфатических узлах (ЛУ) сопровождается структурной 
перестройкой лимфатических узлов и изменением характера гликозилирования мембранных и цито-
плазматических белков. Для гистохимического выявления трансформирующихся лимфоидных кле-
ток и ремоделируемой стромы лимфоузлов мы использовали лектин томата Lycopersicon esculentum, 
который способен связываться с поверхностными и цитоплазматическими гликопротеинами боль-
шинства клеточных элементов ЛУ. Целью исследования стало изучение особенностей архитектони-
ки клеток с высоким уровнем гликозилирования белков в ЛУ пациентов с B-хроническим лимфо-
лейкозом (В-ХЛЛ). Материалом исследования послужили биоптаты надключичных и шейных ЛУ 
пациентов БУЗ УР «Первая республиканская клиническая больница МЗ УР» с верифицированным 
диагнозом «В-ХЛЛ» (16 пациентов) в возрасте 49-73 лет, полученные до начала лечения, с их инфор-
мированного добровольного согласия. Контрольными образцами послужили биоптаты ЛУ из этих 
же областей организма 12 лиц в возрасте 48-70 лет с реактивной гиперплазией лимфатических узлов. 
Парафиновые срезы ЛУ толщиной 7 мкм окрашивали с помощью ФИТЦ-конъюгированного ЛТ и 
флуоресцентного красителя йодид пропидия (ИП) и исследовали в микроскопе Nikon Eclipse Е200, 
оснащенном люминесцентным блоком и цифровым фотоаппаратом. Анализ препаратов лимфати-
ческих узлов пациентов с В-ХЛЛ свидетельствовал о значительных изменениях в гистотопографии 
клеток и внеклеточных структур с высоким уровнем гликозилирования. В частности, в кортикаль-
ном веществе фолликулы замещались массивом из малых лимфоцитов, на фоне которых выявлялись 
центры пролиферации с лимфоцитами с дисперсной упаковкой ИП-меченного хроматина. В этой 
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области мы также наблюдали равномерную сеть из тонких ЛТ-меченых ретикулярных волокон и 
большое количество кровеносных сосудов малого калибра. Макрофагподобные клетки, отчетливо 
идентифицируемые в ЦР фолликулов контрольных ЛУ, отсутствовали у пациентов с В-ХЛЛ. Од-
нако отмечалось их повышенное число и интенсивность люминесцентного свечения относительно 
контроля в области, примыкающей к субкапсулярному синусу и в паракортикальной области вокруг 
коллагеновых тяжей, образующихся на основе кондуитов, а также вокруг соединительнотканных 
трабекул мозгового вещества. Обнаруженные отличия гистотопографии клеток ЛУ с высоким уров-
нем гликозилирования при В-ХЛЛ позволяют рассматривать предлагаемый способ окрашивания 
как информативный и облегчающий диагностирование этого заболевания при гистологическом ис-
следовании.

Ключевые слова: лимфоциты, В-хронический лимфолейкоз, гликозилирование, лимфоузлы, строма лимфоузлов

HISTOTOPOGRAPHY OF HIGHLY GLYCOSYLATED 
LYMPHOCYTES AND STROMAL CELLS IN LYMPH NODES 
OF PATIENTS WITH B-CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKAEMIA
Anikaeva M.S.a, Tolstolutskaya T.O.b, Sergeev V.G.a, b

a Udmurt State University, Izhevsk, Udmurt Republic, Russian Federation  
b Izhevsk Medical Academy, Izhevsk, Udmurt Republic, Russian Federation

Abstract. Malignant transformation of lymphopoiesis in lymph nodes (LN) is accompanied by structural 
rearrangement of the LN stroma and changes in the glycosylation of membrane and cytoplasmic proteins. 
For the histochemical detection of transforming lymphoid cells and remodeled LN stroma, we used the 
tomato lectin Lycopersicon esculentum, which is able to bind to surface and cytoplasmic glycoproteins of 
the majority of LN cells. The study aimed to investigate the characteristics of cell architectonics with a 
high level of protein glycosylation in the LN of patients with B-chronic lymphocytic leukаemia (B-CLL). 
The study material were biopsy specimens of supraclavicular and cervical LNs from patients of the First 
Republican Clinical Hospital of the Ministry of Health of the Udmurt Republic with a confirmed diagnosis of 
B-CLL (16 patients), aged 49-73 years, obtained prior to treatment with their informed voluntary consent. 
LN biopsies from the same body regions of 12 individuals aged 48-70 years with reactive LN hyperplasia 
served as control samples. Paraffin sections of 7 µm thick LN were stained with FITC-conjugated tomato 
lectin and fluorescent dye propidium iodide (IP) and examined using a Nikon Eclipse200 microscope 
equipped with a luminescence unit and digital camera. Analysis of LN preparations from patients with 
B-CLL revealed significant changes in the histotopography of cells and extracellular structures with a 
high degree of glycosylation. Follicles in the cortex were replaced by an array of small lymphocytes against 
a background of proliferating centers containing lymphocytes with dispersed packing of IP-labelled 
chromatin. In this area we also observed a uniform network of thin lectin-labelled reticular fibres and a 
large number of small blood vessels. Macrophage-like cells, clearly identifiable in the germinal centres 
of follicles in control, were absent in B-CLL. Their increased number and intensity of luminescence was 
observed in the subcapsular sinus area and in the paracortical area around collagen bundles formed by 
conduits, as well as around connective tissue trabeculae of the brain substance. The differences observed 
in the histological topography of highly glycosylated LN cells in B-CLL suggest that the proposed staining 
method is informative and facilitates the diagnosis of this disease in histological studies.

Keywords: lymphocytes, B-chronic lymphocytic leukaemia, glycosylation, lymph nodes, lymph node stroma
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Введение
Малигнизация лимфопоэза в лимфатических 

узлах (ЛУ) ведет к их структурной перестройке 
и изменению динамики внутриузловых мигра-
ционных процессов, нарушающих в свою оче-
редь процесс дифференцировки лимфоцитов, не 
подвергшихся трансформации [2]. Становится 
очевидным, что для диагностирования того или 
иного типа лимфом, помимо идентификации 
молекулярного цитофенотипа трансформиро-
ванных лимфатических клеток, необходимо до-
полнительное описание перестроек стромы ма-
лигнизированных ЛУ. В связи с этим актуальной 
практической задачей становится поиск инфор-
мативных и недорогих маркеров, позволяющих 
получать одновременно описание не только лим-
фоцитов на разных стадиях развития, но и гисто-
топографии стромы ЛУ. 

В качестве одного из перспективных методи-
ческих подходов, отвечающих поставленной за-
даче, может стать гистохимическое выявление 
внутриклеточных и мембранных, аберрантно 
гликозилированных белков при помощи рас-
тительных лектинов – олигомерных белков, ко-
торые специфически связывают моно- и олиго-
сахариды, входящие в состав гликопротеинов 
и гликолипидов [4]. Гликозилирование рассма-
тривается как один из наиболее распространен-
ных и важных этапов посттрансляционных мо-
дификаций белков, характер которого влияет на 
фолдинг и взаимодействие с другими белками, 
и лежит в основе таких процессов, как адгезия, 
передача сигналов, клеточная дифференцировка 
и миграция [7]. При опухолевой трансформации 
меняется характер гликозилирования клеточных 
белков [9], ведущий к нарушениям межклеточ-
ной коммуникации и взаимодействию с матрик-
сом, диссоциации и инвазии опухолевых клеток, 
опухолевому ангиогенезу и образованию мета-
стазов [8]. 

Для гистохимического выявления стромаль-
ных и трансформированных лимфоидных кле-
ток, на наш взгляд, перспективно использование 
лектина томата, который способен связываться 
с поверхностными гликопротеинами лимфоци-
тов [1], эндотелием капилляров [6], клетками 
макрофагальной линии [3] и опухолевыми клет-
ками [5], т. е. может служить универсальным мар-
кером для большинства клеточных элементов ЛУ. 

Целью нашего исследования стало описание 
гистотопографической организации клеток с вы-

соким уровнем гликозилирования в лимфатиче-
ских узлах пациентов с В-хроническим лимфо-
лейкозом (В-ХЛЛ) в сравнении с контролем, в 
качестве которого исследовались лимфатические 
узлы с реактивной гиперплазией.

Материалы и методы 
Материалом исследования послужили био-

птаты надключичных и шейных лимфоузлов 
пациентов БУЗ УР «Первая республиканская 
клиническая больница МЗ УР» с верифициро-
ванными диагнозами «В-ХЛЛ» (16 пациентов) в 
возрасте 49-73 лет, полученные до начала лече-
ния, с информированного добровольного согла-
сия пациентов. Контрольную группу составили 
биоптаты лимфатических узлов 12 лиц в возрасте 
48-70 лет с реактивной гиперплазией лимфатиче-
ских узлов. Биоптаты лимфатических узлов фик-
сировали в 10%-ном нейтральном формалине. 
Отмывка от фиксатора, обезвоживание в батарее 
спиртов восходящей концентрации и пропиты-
вание парафином проводили по общепринятой 
стандартной методике. Парафиновые срезы тол-
щиной 7 мкм монтировали на предметные стекла 
и после депарафинизации в ксилоле и проведе-
ния по батарее спиртов нисходящей концентра-
ции окрашивали лектином томата Lycopersicon 
esculentum, конъюгированным с флуоресцеин-5-
изотиоцианатом (ФИТЦ) (1:500; Sigma-Aldrich, 
США). Препараты заключали в среду, содержа-
щую флуоресцентный краситель йодид пропидия 
(ИП), позволяющий визуализировать гетерохро-
матин ядер (Abcam, Великобритания). Гистоло-
гические препараты изучали в микроскопе Nikon 
Eclipse Е200, оснащенным люминесцентным 
блоком и фотоприставкой MicroPublisher 3.3 RTV 
(QImaging, Канада). 

Результаты и обсуждение
Окрашивание гистологических срезов узлов 

с В-ХЛЛ и реактивной гиперплазией ФИТЦ-
конъюгированным лектином томата и йодидом 
пропидия позволило обнаружить характерные 
особенности архитектонической организации 
малигнизированных ЛУ, отличающие их от 
контрольных, реактивно гиперплазивных ЛУ. 
У пациентов контрольной группы выявлен-
ные нами изменения в строении ЛУ не отли-
чались от допустимых норм. Окраска ФИТЦ-
конъюгированным лектином томата позволила 
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Рисунок 1. Клетки и внеклеточные элементы стромы лимфатических узлов пациентов с реактивной гиперплазией 
(контроль) и В-хроническим лимфолейкозом, окрашенные ФИТЦ-конъюгированным лектином томата (зеленое 
окрашивание) и йодидом пропидия (красное окрашивание)
Примечание. А – фолликул в кортексе лимфоузла. Обозначения: к – капсула; цр – центр размножения; м – мантия. Б – кортекс 
лимфоузла. Обозначения: к – капсула. Увеличения для А и Б: ок. 10×. Длина масштабного отрезка = 500 мкм. В – фрагмент 
фолликула. Обозначения: цр – центр размножения; м – мантия; толстые стрелки – макрофагподобные клетки; тонкие стрелки – 
ретикулярные клетки и волокна на границе мантии и центра размножения; Г – фрагмент кортекса. Обозначения: тонкие стрелки – 
ретикулярные клетки и волокна; толстые клетки – кровеносные сосуды. Увеличения для В и Г: ок. 40×. Длина масштабного 
отрезка = 90 мкм. Д, Е – макрофагподобные клетки в субкапсулярной зоне (выделены стрелками). Обозначения: к – капсула. 
Ув: ок. 40×. Длина масштабного отрезка = 80 мкм.
Figure 1. Cells and extracellular elements of lymph node stroma of patients with reactive hyperplasia (control) and B-chronic 
lympholeukaemia stained with FITC-conjugated tomato lectin (green staining) and propidium iodide (red staining)
Note. A, follicle in lymph node cortex. Notations: k, capsule; cp, germinal centre; m, mantle. B, cortex of lymph node. Notations: k, capsule. 
Magnifications for A and B: ocular 10×. Scale length = 500 µm. C, follicle fragment. Notations: cp, germinal centre; m, mantle; thick arrows, 
macrophage-like cells; thin arrows, reticular cells and fibres at the border of mantle and germinal centre; G, cortex fragment. Notations: thin arrows – 
reticular cells and fibres; thick arrows, blood vessels. Magnifications for C and D: ocular 40×. Scale length = 90 µm. E, F, macrophage-like cells in 
the subcapsular zone (highlighted by arrows). Notations: k, capsule. Magnifications: 40×. Scale length = 80 µm.
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выявить капсулу органа из плотных коллагено-
вых волокон и небольшого числа фиброцитов 
(рис.  1А). От субкапсулярного краевого синуса 
до глубокой коры отходили коллагеновые пуч-
ки, образующие межфолликулярные трабеку-
лы. В области фолликулов пучки коллагеновых 
волокон изгибались по контуру центров раз-
множения (ЦР) фолликулов, образуя вместе с 
ретикулярными клетками своеобразную «кап-
сулу» на границе между ЦР и мантией (рис. 
1В). Кортикальная зона была расширена, со-
держала лимфоидные фолликулы различного 
размера (рис.  1А). Центры размножения (ЦР) 
фолликулов состояли из лимфоидных клеток 
на разных этапах развития, о чем свидетель-
ствовали отличия не только в площади клеток, 
но и в плотности упаковки и распределении в 
ядре меченого ИП гетерохроматина. Крупные 
параиммунобласты, центробласты и центроци-
ты характеризовались последовательно нарас-
тающим количеством в ядрах люминесцирую-
щего продукта, тогда как зрелые лимфоциты, 
образующие мантию фолликулов, имели яркое 
свечение плотноупакованного гетерохроматина. 
В субкапсулярной зоне (СЗ) и ЦР обращали на 
себя клетки с большой площадью цитоплазмы, 
имевшие неправильную или отросчатую форму, 
соответствующие по внешнему виду клеткам 
макрофагальной линии (рис. 1Д). Примечатель-
но, что в цитоплазме макрофагподобных клеток 
ЦР, в отличие от таковых в СЗ, обнаруживались 
включения различного размера, часто окраши-
ваемые ИП, что свидетельствует о высокой фа-
гоцитарной активности этих клеток. 

Анализ препаратов лимфатических узлов па-
циентов с В-ХЛЛ, свидетельствовал о значи-
тельных изменениях в гистотопографии клеток 
и внеклеточных структур с высоким уровнем 
гликозилирования. Паренхима коркового слоя 
лимфоузлов содержала небольшое количество 
остаточных герминативных центров и в основ-
ном была заполнена массивом из малых лимфо-
цитов с круглыми ядрами с плотным, интенсивно 
окрашенным хроматином (рис.  1Б). На их фоне 
выявлялись менее окрашенные центры проли-
ферации (ЦП) с лимфоцитами большего разме-
ра и менее плотной упаковкой ИП-меченного 
хроматина. Корковая область характеризовалась 
наличием дезорганизованной сети из тонких ре-
тикулярных волокон и клеток, а также большим 
количеством кровеносных сосудов малого кали-
бра (рис.  1Г). Макрофагподобные клетки в этой 

области отсутствовали, но обращает на себя вни-
мание их повышенное количество и степень лю-
минесцентного свечения относительно контро-
ля в субкапсулярной области (рис. 1Е). За счет 
контактирующих отростков они образовывали 
своеобразную сеть на границе краевого синуса и 
паренхимы ЛУ. Такая же плотная сеть из контак-
тирующих макрофагподобных клеток окружала 
утолщенные пучки правильно ориентированных 
коллагеновых волокон, образующих трабекулы в 
паракортикальной области и мозговой области 
ЛУ. Наличие таких трабекул служило отличи-
тельной чертой ЛУ пациентов с В-ХЛЛ.

Заключение
Окрашивание биоптатов ЛУ при помощи 

ФИТЦ-конъюгированного лектина с докраской 
гетерохроматина йодидом пропидия позволяет 
получать четкую гистологическую картину струк-
турной организации ключевых регуляторных 
элементов лимфопоэза – фолликулярных макро-
фагподобных клеток, ретикулярных клеток, со-
судов микроциркуляции и ретикулярной стромы. 
Наблюдаемая картина значительно превосходит 
по информативности стандартную, получаемую 
при окраске гистологических срезов рутинными 
красителями, такими как гематоксилин и эозин, 
и может быть рекомендована для проведения ка-
чественной диагностики патологических процес-
сов в лимфатических узлах. 

Обнаруженная при помощи предлагаемого 
гистохимического окрашивания патологическая 
микроархитектура лимфатических узлов паци-
ентов с В-ХЛЛ свидетельствует о нарушениях в 
них пространственно организованных взаимо-
действий между патрулирующими лимфоци-
тами, фибробластами и антигенпрезентирую-
щими макрофагами, которые необходимы для 
эффективного противоопухолевого иммунного 
ответа. Ремоделирование стромы ЛУ может сви-
детельствовать о вовлеченности стромальных 
элементов в генез ХЛЛ и/или в процесс избега-
ния малигнизированными клетками иммунного 
надзора. Поскольку при В-ХЛЛ все эти структу-
ры экспрессируют гликаны на высоком уровне, 
логично полагать, что последние вовлечены в 
молекулярные механизмы малигнизированного 
лимфопоэза и могут в будущем рассматриваться 
в качестве терапевтической мишени для лечения 
злокачественных новообразований.
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АНАЛИЗ ЭКСПРЕССИИ ЭНХАНСЕРНОЙ  
РНК LINC00910, КОРРЕЛИРУЮЩЕЙ 
С ИММУНОРЕГУЛЯТОРОМ STAT3, В КЛЕТКАХ 
ГЛИОБЛАСТОМЫ
Стасевич Е.М.1, 2, Симонова А.В.1, Уварова А.Н.1, Жеремян Э.А.1, 
Корнеев К.В.1, Богомолова Э.А.1, Демин Д.Э.1
1 ФГБУН «Институт молекулярной биологии имени В.А. Энгельгардта Российской академии наук», Москва, 
Россия  
2 ФГАОУ ВО «Московский физико-технический институт», г. Долгопрудный, Московская обл., Россия

Резюме. Фактор транскрипции STAT3 играет ключевую роль в передаче сигнала от рецепторов ци-
токинов и поэтому выполняет роль иммунорегулятора. В то же время, в различных типах раковых 
клеток STAT3 принимает участие в молекулярных механизмах онкогенеза. В частности, для глиобла-
стомы была показана связь иммунорегулятора STAT3 с устойчивостью к наиболее распространен-
ному для лечения этого типа рака химическому агенту темозоломиду. Кроме того, в литературе есть 
данные о том, активация данного онкогена в клетках глиобластомы способна играть ключевую роль в 
модуляции толерогенного микроокружения опухоли, ослабляя противоопухолевый иммунный ответ 
и способствуя агрессивному течению заболевания. Таким образом, подавление STAT3 может влиять 
не только на рост клеток и устойчивость к химиотерапии, но и также на микроокружение опухоли, 
усиливая иммунный ответ. 

С развитием технологий секвенирования появились данные о том, что большая часть транскриби-
руемого материала в клетке является некодирующей. Все больше популярности набирает исследова-
ние длинных некодирующих РНК в онкогенезе, для которых была показана функциональная роль в 
развитии различных заболеваний, в том числе в онкологии. В частности, особое внимание привлека-
ет подтип длинных некодирующих РНК, транскрибируемый с энхансерных элементов, называемый 
энхансерные РНК, так как данный класс РНК обладает высокой специфичностью в различных клет-
ках и тканях. Анализ коэкспрессии генов в опухолях глиобластомы выявил корреляцию экспрессии 
STAT3 с энхансерной РНК LINC00910, ген которой находится в одном хромосомном домене с геном 
STAT3. Ранее по литературным данным LINC00910 была ассоциирована с колоректальным раком и 
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раком желудка. Данные базы GeneHancer также указывают на возможное участие энхансерной РНК 
LINC00910 в регуляции иммунорегулятора STAT3. Мы провели эффективный нокдаун энхансерной 
РНК LINC00910 с использованием метода РНК-интерференции, который привел к 8-10-кратному 
снижению его экспрессии в клеточных линиях глиобластомы. Снижение экспрессии LINC00910 не 
оказало значительного влияния на экспрессию гена Stat3 в клеточных линиях глиобластомы DBTRG-
05MG и U251. Это указывает на то, что корреляция экспрессии РНК LINC00910 с экспрессией гена 
Stat3 не является следствием прямого участия LINC00910 в регуляции гена Stat3 в этих клетках. Даль-
нейшие исследования с использованием подобранной интерферирующей РНК позволят уточнить 
роль энхансерной РНК LINC00910 в других сигнальных путях, а также потенциальную связь данной 
энхансерной РНК с развитием рака.

Ключевые слова: энхансерная РНК, эРНК, Stat3, глиобластома, РНК-интерференция, некодирующая РНК, LINC00910

ANALYSIS OF ENHANCER RNA LINC00910 EXPRESSION 
CORRELATING WITH THE IMMUNOREGULATOR STAT3 
IN GLIOBLASTOMA CELLS
Stasevich E.M.a, b, Simonova A.V.a, Uvarova A.N.a, Zheremyan E.A.a, 
Korneev K.V.a, Bogomolova E.A.a, Demin D.E.a
a Engelhardt Institute of Molecular Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation  
b Moscow Institute of Physics and Technology, Moscow, Russian Federation

Abstract. The transcription factor STAT3 serves as an immunoregulator by playing a crucial role in cytokine 
receptor signaling. However, in various cancer cell types, STAT3 is involved in the molecular mechanisms 
of oncogenesis. Specifically, in glioblastoma, the STAT3 immunoregulator has been linked to resistance 
to temozolomide, the most commonly used chemical agent for treating this type of cancer. Furthermore, 
literature suggests that activation of this oncogene in glioblastoma cells can significantly impact the 
tolerogenic tumor microenvironment, weakening the antitumor immune response and contributing to the 
aggressive course of the disease. Therefore, suppressing STAT3 may not only affect cell growth and resistance 
to chemotherapy but also enhance the immune response by improving the tumor microenvironment.

The development of sequencing technologies has revealed that most of the transcribed material in the 
cell is noncoding. Long non-coding RNAs are gaining popularity in the study of oncogenesis due to their 
functional role in the development of various diseases, including oncology. A subtype of long non-coding 
RNAs transcribed from enhancer elements, known as enhancer RNAs, has garnered attention due to their 
high specificity in various cells and tissues. Gene co-expression analysis in glioblastoma tumors showed a 
correlation between STAT3 expression and the enhancer RNA LINC00910, which is located in the same 
chromosomal domain as the Stat3 gene. Previous literature has shown that LINC00910 is associated with 
both colorectal and gastric cancer. Additionally, data from the GeneHancer database suggests that the 
enhancer RNA LINC00910 may be involved in regulating the STAT3 immunoregulator. RNA interference 
was used to effectively knockdown the enhancer RNA LINC00910, resulting in an 8- to 10-fold reduction 
in its expression in glioblastoma cell lines. The reduction of LINC00910 expression did not significantly 
affect Stat3 gene expression in glioblastoma cell lines DBTRG-05MG and U251. This suggests that the 
correlation between LINC00910 RNA expression and STAT3 gene expression is not due to LINC00910’s 
direct involvement in STAT3 gene regulation in these cells. Further studies using the selected interfering 
RNA will help to clarify the role of the enhancer RNA LINC00910 in other signallingsignaling pathways, as 
well as its potential relationship with cancer development.

Keywords: enhancer RNA, eRNA, Stat3, glioblastoma, RNA interference, non-coding RNA, LINC00910
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Введение
Глиобластома является тяжелым онкологиче-

ским заболеванием с пятилетней выживаемостью 
около 10%. Стандартная терапия этого наиболее 
распространенного вида рака мозга заключается 
в хирургическом удалении опухоли, лучевой те-
рапии и воздействии алкилирующим химическим 
агентом темозоломидом. Однако процент леталь-
ных исходов остается высоким, в частности из-за 
высокой устойчивости к темозоломиду [2]. STAT3 
является одним из важных онкогенов, влияющих 
на клеточный рост и устойчивость глиобластомы 
к химиотерапевтическим препаратам. Известно, 
что нокдаун STAT3 или его ингибирование уве-
личивают чувствительность клеток глиобласто-
мы к темозоломиду [4, 7]. Помимо регуляции 
опухолевой инвазии, ангиогенеза, пролифера-
ции раковых клеток, а также предотвращения их 
апоптотической гибели, STAT3 играет ключевую 
роль в поддержании химиорезистентности глио-
бластомы, подавляя противоопухолевый иммун-
ный ответ, что делает STAT3 потенциальной им-
мунотерапевтической мишенью [1]. Цитокины, 
экспрессируемые стволовыми клетками глиобла-
стомы, активируют иммунорегуляторный белки 
B7-H4 в опухолевых макрофагах посредством 
STAT3-сигналинга, что в дальнейшем блокиру-
ет функцию Т-клеток и способствует иммунно-
му избеганию опухолевых клеток [8, 13]. Таким 
образом, воздействие на STAT3 может являться 
перспективным направлением иммунотерапии 
рака. 

Некодирующие РНК составляют большую 
часть транскриптов в клетке [7]. Энхансерные 
РНК (эРНК) – подтип длинных некодирующих 
РНК, транскрибируемый с энхансерных элемен-
тов. Известно, что экспрессия эРНК коррелирует 
с активностью тканеспецифического энхансе-
ра [12]. Для многих эРНК была показана способ-
ность влиять на экспрессию онкогенов, что вли-
яет на клеточную пролиферацию и устойчивость 
к химиотерапии [10,  11]. эРНК, влияющая на 
экспрессию STAT3, может быть как маркером 
активности конкретного энхансера, что даст по-
нимание в механизме регулирования STAT3, так 
и потенциальной мишенью для подавления экс-
прессии STAT3.

Материалы и методы
Ведение клеточных линий и нокдаун
В работе использовались клеточные линии 

глиобластомы DBTRG-05MG и U251. Клеточ-
ные линии велись в среде DMEM c содержанием 

глюкозы 4,5 г/л (НПП «ПанЭко», Россия), с до-
бавлением смеси антибиотиков из пенициллина 
(100 Ед/ мл) и стрептомицина (100 мкг/мл) (НПП 
«ПанЭко», Россия), 1% раствора заменимых ами-
нокислот (НПП «ПанЭко», Россия) и 10% эм-
бриональной бычьей сывороткой (FBS, Biosera, 
Франция).

Подавление экспрессии эРНК LINC00910 про-
изводилось с помощью метода РНК-интерферен-
ции. Для этого с помощью программы Invivogen 
siRNA Wizard v3.1 tool (https://www.invivogen.com/
sirnawizard/) были подобраны последовательно-
сти малых интерферирующих РНК (siRNA). Нок-
даун эРНК LINC00910 производился с помощью 
siRNA: GUCGGACAACUAGCCAUAUCTdTdT; 
AGAUAUGGCUAGUUGUCCGACdTdT (ООО 
«ДНК-Синтез», Россия). В качестве контроля 
были использованы рандомизированные 
РНК: GUCUCCACUCCGAAGUAUAGAdTdT; 
UCUAUACUUCGGAGUGGAGACdTdT (ООО 
«ДНК-Синтез», Россия). Доставка siRNA про-
изводилась с по мощью реагента Lipofectamine 
RNAiMAX (Invitrogen. США).

Через час после трансфекции к клеточным 
линиям был добавлен темозоломид (TMZ) в кон-
центрации 20 мкг/мл, растворенный в DMSO. 
В качестве контроля был использован раствори-
тель терапевтического вещества DMSO. 

Выделение РНК и полимеразная цепная реакция 
в реальном времени

Выделение тотальной РНК из клеток произ-
водилось через 24 часа после трансфекции с по-
мощью реагента ExtractRNA (ЗАО «Евроген», 
Россия) по протоколу, рекомендованному в на-
боре. кДНК из тотальной РНК получали с по-
мощью набора реагентов MMLV RT kit (ЗАО 
«Евроген», Россия) с использованием олиго-дТ 
праймеров и случайных нуклеотидных прайме-
ров в соотношении 1 к 1, согласно инструкции. 
Полимеразная цепная реакция (ПЦР) проводил-
ся с помощью реагентов qPCRmix-HS SYBR (ЗАО 
«Евроген», Россия) и специфичных праймеров: 
LINC00910 – TCTGCACCCAAACCAGATGC; 
TCAGGCGGTGATACTTGCTC, STAT3 – 
A T G G A G A T T G C C C G G A T T G T G ; 
GCTGCTGTGGGGTGGTTG. Нормировка  
производилась на ген домашнего хозяйства 
GAPDH – CAAGGTCATCCATGACAACTTTG; 
GGCCATCCACAGTCTTCTGG.

Результаты и обсуждение
Для нахождения эРНК, способной контро-

лировать экспрессию гена Stat3, был проведен 
поиск с использованием различных баз данных. 
По базе данных эРНК eRic (https://hanlaboratory.
com/eRic/) были отобраны РНК, коррелирую-
щие по экспрессии со STAT3. Среди отобран-
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Рисунок 1. Корреляционный анализ эРНК LINC00910
Примечание. А – на рисунке представлен корреляционный анализ эРНК LINC00910 и STAT3 в образцах глиобластомы человека 
(корреляционный коэффициент Пирсона). Для расчета взяты данные РНК секвенирования по глиобластомам из проекта TCGA. 
Б – обогащение функциональных групп с тысячей положительно коэкспрессируемых с LINC00910 генов в кортексах человека 
из проекта GTEx.
Figure 1. Correlation analysis of LINC00910 eRNA
Note. A, the figure displays the correlation analysis of LINC00910 and STAT3 eRNA in human glioblastoma samples using Pearson’s correlation 
coefficient. RNA sequencing data on glioblastomas from the TCGA project were used for calculation. B, enrichment of functional groups with 
thousand positively co-expressed with LINC00910 genes in human cortexes from the GTEx project.

Рисунок 2. Нокдаун РНК LINC00910 в клеточных линиях глиобластомы
Примечание. На рисунке изображена экспрессия РНК LINC00910 (А, В) и STAT3 (Б, Г) в клеточных линиях DBTRG-05MG (А, Б) 
и U251 (В, Г) при подавлении РНК LINC00910 (si LINC00910) при добавлении TMZ и растворителя DMSO. * – p < 0,05, ** – р < 0,01 
(критерий Манна–Уитни). Данные представлены в виде среднего значения и стандартной ошибки среднего.
Figure 2. LINC00910 RNA knockdown in glioblastoma cell lines
Note. The figure displays the expression of LINC00910 (A, C) and STAT3 (B, D) RNA in DBTRG-05MG (A, B) and U251 (C, D) cell lines when 
LINC00910 RNA (si LINC00910) was suppressed by the addition of TMZ and DMSO solvent. Statistical significance is indicated by *, p < 0.05;  
**, p < 0.01 (Mann–Whitney test). The data are presented as the mean value and standard error of the mean.

ных вариантов была обнаружена одна эРНК, 
про которую была найдена информация в лите-
ратуре. Было показано, что происходит значи-
тельное повышение экспрессии LINC00910 в 
мононуклеарных клетках периферической крови 
при колоректальном раке [5]. При раке желудка 

LINC00910 была гиперметилирована и высоко 
экспрессировалась при раке желудка [6]. Также 
по данным базы GeneHancer Double Elite энхан-
сер (GH17J043366), перекрывающийся с РНК 
LINC00910, может взаимодействовать с промо-
тором STAT3. Используя данные базы GEPIA 
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(http://gepia.cancer-pku.cn), была также под-
тверждена корреляция между эРНК LINC00910 и 
STAT3 (рис. 1А). В кортексах человека, представ-
ленных в проекте GTEx, был произведен анализ 
коэкспресии генов с LINC00910, как описано 
в [3]. Среди полученных функциональных кла-
стеров были обнаружены группы, связанные с 
репарацией ДНК и клеточным циклом, что соот-
ветствует предположению об участии LINC00910 
в регуляции хемирезистетности и клеточного ро-
ста.

На клеточных линиях глиобластомы был 
произведен нокаут эРНК LINC00910 с помо-
щью РНК-интерференции (рис.  2). Экспрес-
сия LINC00910 снизилась в среднем в 6-8 раза 
при добавлении si LINC00910, как при добавле-
нии темозоломида, так в контрольных образцах 
(рис. 2А, В). 

При нокдауне LINC00910 экспрессия STAT3 
осталась неизменной (рис. 2Б, Г). Таким обра-
зом, в клетках глиобластомы DBTRG-05MG и 
U251 эффект на онкоген STAT3 не наблюдается. 
При этом отдельно отметим, что часто можно на-
блюдать специфичный для клеток эффект, таким 
образом в других клеточных линиях глиобла-
стомы может наблюдаться воздействие от эРНК 
LINC00910 на STAT3.

Заключение
STAT3 – важный онкоген и иммуносупрес-

сор в глиобластоме. С помощью различных баз 
данных был осуществлен поиск эРНК, корре-
лирующих с STAT3 и энхансер которых потен-
циально взаимодействует с промотором STAT3. 
Среди кандидатов мы остановили свое внимание 
на РНК LINC00910, так как она аннотирована и 
имела упоминания в научной литературе. 

Для подавления РНК LINC00910 были успеш-
но подобраны малые интерферирующие РНК. 
Нокдаун производился на клеточных линиях 
глиобластомы DBTRG-05MG и U251, и сниже-
ние экспрессии LINC00910 составило около 0,15 
от экспрессии РНК в контрольных образцах. 
Такое изменение экспрессии свидетельствует о 
высокой эффективности подобранной малой ин-
терферирующей РНК. Однако предварительные 
прогнозы касательно влияния LINC00910 на сиг-
нальный путь STAT3 в этих клеточных линиях, 
основанные на данных биоинформатических баз, 
не нашли подтверждения. В свете этих результа-
тов представляется целесообразным провести 
дальнейшие исследования для оценки влияния 
данной РНК на другие сигнальные пути с ис-
пользованием отработанной методики.
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ОЦЕНКА ЛИМФОИДНОГО МИКРООКРУЖЕНИЯ  
ОПУХОЛИ (TILs) ПРИ РАКЕ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 
МЕТОДОМ ПРОТОЧНОЙ ЦИТОМЕТРИИ
Заботина Т.Н., Борунова А.А., Черткова А.И., Шоуа И.Б., 
Кадагидзе З.Г.
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии имени Н.Н. Блохина» Министерства 
здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Несмотря на успехи в ранней диагностике и лекарственном лечении больных раком мо-
лочной железы (РМЖ), отдаленные результаты лечения по-прежнему остаются малоудовлетворитель-
ными, в этой связи возрастает роль исследований, направленных на изучение различных механизмов 
развития этого заболевания. Установлено, что степень инфильтрации опухоли иммунными клетками 
и их состав напрямую связаны с развитием заболевания и ответом на терапию. Многопараметровая 
проточная цитометрия (ПЦ) позволяет проводить исследования субпопуляционного состава TILs. 

Целью работы явилось изучение особенностей лимфоидного микроокружения (TILs) опухоли 
больных первично-операбельным и местно-распространенным РМЖ методом ПЦ. 

В исследование включены больные первично-операбельным РМЖ (группа  1, n  =  121) и мест-
но-распространенным (группа 2, n = 80), получающим лечение в ФГБУ «НМИЦ онкологии им. 
Н.Н. Блохина» Минздрава России. Исследовали TILs опухоли, полученной интраоперационно или 
путем корр-биопсии. Больные были разделены на 3 подгруппы: 1-я подгруппа – степень инфильтра-
ции до 1%, 2-я подгруппа – степень инфильтрации от 1% до 10%, 3-я подгруппа – степень инфиль-
трации свыше 10%. 

Для больных РМЖ 1-й группы оказалось характерным высокая функциональная активность и 
концентрация клеток эффекторного звена при низкой степени инфильтрации опухоли, а по мере на-
растания количества лимфоцитов в опухоли отмечалось увеличение пула CD4+ клеток и CD4 Treg 
одновременно со снижением количества и функциональной активности эффекторных TILs. Во 2-й 
группе не выявлено достоверных различий клеточного состава TILs в подгруппах со слабой и средней 
степенью инфильтрации, а вариант с инфильтрацией более 10% был зафиксирован только у одной 
пациентки. Отсутствие связи субпопуляционной структуры TILs в подгруппах с разной степенью ин-
фильтрации опухоли свидетельствует о сходном характере локального иммунного ответа при местно-
распространенном РМЖ. 

Таким образом, в отличие от больных местно-распространенным раком молочной железы, у паци-
енток первично-операбельным РМЖ прослеживается изменение типа локального иммунного ответа 
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от эффекторного к регуляторному. Высокая степень инфильтрации опухоли характеризуется истоще-
нием функции клеток эффекторного звена. 

Ключевые слова: цитометрия, субпопуляции лимфоцитов, микроокружение опухоли, TILs, рак молочной железы, 
иммунофенотип

ANALYSIS OF THE LYMPHOID TUMOR MICROENVIRONMENT 
(TILs) IN BREAST CANCER BY FLOW CYTOMETRY
Zabotina T.N., Borunova A.A., Сhertkova A.I., Shoua I.B., 
Kadagidze Z.G.
N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Moscow, Russian Federation

Abstract. Despite the success in early diagnosis and drug treatment of breast cancer patients, long-term 
treatment results are still unsatisfactory, and in this regard, the role of research aimed at studying various 
mechanisms of development of this disease is increasing. It has been established that the degree of tumor 
infiltration by immune cells and their composition are directly related to the development of the disease and 
the response to therapy. Multiparameter flow cytometry (PC) allows studies of the subpopulation composition 
of TILs. The aim of the work was to study the features of the lymphoid microenvironment (TILs) of tumors 
in patients with primary operable and locally advanced breast cancer by PC. The study included patients with 
primary operable breast cancer (group 1, n = 121) and locally advanced (group 2, n = 80) receiving treatment at 
the N. N. Blokhin NMRCO. The TILs of a tumor obtained intraoperatively or by a core-biopsy were examined. 
The patients were divided into 3 subgroups: 1 subgroup – the degree of infiltration up to 1%, 2 subgroup – 
the degree of infiltration from 1 to 10%, and 3 subgroup – the degree of infiltration over 10%. Patients of 
group 1 were characterized by high functional activity and concentration of effector cells with a low degree of 
tumor infiltration, and as the number of lymphocytes in the tumor increased, an increase in the pool of CD4+ 
cells and CD4 Treg was noted simultaneously with a decrease in the number and functional activity of effector 
TILs. In group 2 were no significant differences in the cellular composition of TILs in subgroups with a weak 
and moderate degree of infiltration, and a variant with infiltration of more than 10% was recorded in only one 
patient. The lack of association of the TILs subpopulation structure in subgroups with varying degrees of tumor 
infiltration indicates a similar nature of the local immune response in locally advanced breast cancer. 

Thus, unlike patients with locally advanced breast cancer, patients with primary operable breast cancer show 
a change in the type of local immune response from effector to regulatory. A high degree of tumor infiltration 
is characterized by depletion of effector cell function.

Keywords: flow cytometry, lymphocyte subpopulations, tumor microenvironment, TILs, breast cancer, immunophenotype

Введение
Рак молочной железы (РМЖ) является ли-

дирующей нозологической формой среди онко-
логических заболеваний у женщин и занимает 
первое рейтинговое место на протяжении по-
следних десятилетий [1]. Достигнуты значитель-
ные успехи в ранней диагностике и лекарствен-
ном лечении РМЖ. Этому способствовали, в том 
числе, выделение различных биологических ти-
пов опухоли на основе молекулярно-биологиче-
ских маркеров и индивидуализация лечения. В то 

же время, отдаленные результаты лечения РМЖ 
остаются малоудовлетворительными, в этой свя-
зи возрастает роль исследований, направленных 
на изучение различных механизмов развития 
этого заболевания. В настоящее время не вызы-
вает сомнения утверждение, что иммунная систе-
ма способна распознавать опухоль и генериро-
вать как локальный, так и системный иммунный 
ответ, направленный на подавление опухолевого 
роста [2,  5]. Установлено, что степень инфиль-
трации опухоли иммунными клетками и их со-
став напрямую связаны с развитием заболевания 
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и ответом на терапию [6]. Однако используемый 
методический подход иммуногистохимического 
анализа не позволяет проводить многопараме-
тровое фенотипическое исследование иммунных 
клеток на уровне «единственной клетки» в преде-
лах многоклеточного организма и ограничивает 
клиническое применение этих данных. 

Цель работы – изучение особенностей лимфо-
идного микроокружения (TILs) опухоли больных 
первично-операбельным и местно-распростра-
ненным раком молочной железы методом про-
точной цитометрии. 

Материалы и методы
В исследование включены больные раком 

молочной железы, получающие хирургиче-
ское (первично-операбельный РМЖ, груп-
па  1, n  =  121) и лекарственное неоадъювантное 
(местно-распространенный РМЖ, группа 2, 
n = 80) лечение в ФГБУ «НМИЦ онкологии им. 
Н.Н. Блохина» Минздрава России. Средний воз-
раст больных первично-операбельным РМЖ со-
ставлял 56,1±12,0 (мин-макс: 24-76), больных 
местно-распространенным РМЖ – 47,4±10,6 
(мин-макс: 29-66). Исследовали TILs опухолевой 
ткани, полученной интраоперационно или пу-
тем корр-биопсии. В зависимости от содержания 
TILs в опухолевой ткани, больные разделены на 
3 подгруппы: 1-я подгруппа – степень инфиль-
трации до 1%, 2-я подгруппа – степень инфиль-
трации от 1% до 10%, 3-я подгруппа – степень 
инфильтрации свыше 10%. С целью получения 
клеточных суспензий фрагментацию ткани про-
водили с использованием системы Medimachine 
(BD Biosciences, США). Опухоль гомогенизиро-
вали в нестерильных одноразовых контейнерах 
(Medicons), пропускали через фильтры Filcons 
с диаметром пор не более 50 мкм. Иммунофлу-
оресцентное окрашивание образцов проводи-
ли по стандартной методике с использованием 
коммерческих моноклональных антител (МКА) 
к дифференцировочным антигенам лейкоцитов 
человека, конъюгированных различными флу-
орохромами (BD Biosciences, Beckman Coulter, 
США). Количественный анализ степени ин-
фильтрации опухолевой ткани лимфоцитами, а 
также анализ структуры субпопуляций лимфоид-
ных клеток (TILs) проводили на проточном ци-
тометре аналитического типа FACSCanto II (BD 
Biosciences, США) и Navios (Beckman Coulter, 
США). Использовали стандартные настройки 
и протоколы сбора и Dotplot анализа образцов, 
учитывали не менее 500-5000 клеток в CD45+ гей-
те. Обработку FSC файлов цитометрических дан-
ных проводили с помощью программного пакета 
Kaluza (Beckman Coulter, США). 

Статистический анализ полученных данных 
проводили с использованием пакета статисти-
ческих программ SPSS 17 (IBM SPSS Statistics, 
США). Определяли медиану и 1-й и 3-й кварти-
ли – Me (Q0,25-Q0,75), оценку распределения ис-
следуемых показателей проводили по критерию 
нормальности Колмогорова–Смирнова. Разли-
чия между показателями оценивали с примене-
нием непараметрического U-критерия Манна–
Уитни.

Результаты и обсуждение
В исследованиях иммунного микроокружения 

важными факторами являются как степень ин-
фильтрации опухоли иммунными клетками, так 
и непосредственно клеточный состав иммунных 
клеток. На первом этапе было проведено изуче-
ние степени инфильтрации опухоли лимфоцита-
ми (TILs) пациентов с первично-операбельным и 
местно-распространенным РМЖ по окрашива-
нию образцов анти-CD45 МКА. Количество TILs 
значительно варьировало в обеих клинических 
группах от 0,1 до -30,5. По степени инфильтра-
ции опухоли лимфоцитами больные были разде-
лены на 3 подгруппы: с низким, средним и высо-
ким уровнем TILs. В качестве примера приводим 
рисунок с данными проточной цитометрии для 
каждой подгруппы (рис.  1А). При анализе ча-
стоты встречаемости различных вариантов ин-
фильтрации лимфоцитами опухолевой ткани 
среди пациентов двух клинических групп оказа-
лось, что большая часть больных (48,8%, 59/121) 
в группе 1 представлена образцами пациентов 
со средней степенью TILs (1-10%), а в группе 2 
(66,3%, 53/80) – с низким содержанием TILs (до 
1%). Доля образцов опухолевой ткани с высокой 
(более 10%) степенью инфильтрации наблюда-
лась в группе больных первично-операбельным 
РМЖ (9,9%, 12/121), среди второй группы толь-
ко у одной пациентки (1,3%, 1/80) выявлено вы-
сокое содержание TILs в ткани. Распределение 
больных по частоте встречаемости пациентов 
с различной степенью инфильтрации опухоли 
лимфоидными клетками представлено на рисун-
ке (рис. 1Б). 

Известно, что в зависимости от условий 
клетки иммунной системы проявляют как про-
опухолевые, так и противоопухолевые функции. 
Проточно-цитометрическое многопараметровое 
исследование иммунофенотипа лимфоцитов по-
зволяет судить о функциональном проявлении 
TILs в микроокружении опухоли. Именно лим-
фоциты являются основными иммунокомпе-
тентными клетками у человека, и обусловлено 
это тем, что в их составе большая часть прихо-
дится на Т-клетки, обладающие способностью к 
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формированию иммунологической памяти и, как 
следствие, осуществлению иммунного контроля. 
Для выполнения конкретных задач лимфоциты 
способны рекрутировать любые лейкоциты. Сле-
дует признать, что большинство публикаций по 
изучению микроокружения опухоли представ-
ляют данные, полученные путем иммуногисто-
химического исследования, причем чаще всего 
это CD8+ клетки [8]. Однако с учетом высокой 
фенотипической гетерогенности этой субпопу-
ляции, ее тесной взаимосвязи с NK-клетками, 
CD4-лимфоцитами, активированными клетка-
ми, наивными клетками, существует необходи-
мость детализации ее структуры для понимания 
функционального потенциала специфического 
иммунного контроля опухолевого роста. 

Важным является определение не только 
линейных популяций лимфоцитов – Т-, В-, 
NK-клеток, но и определение минорных субпо-
пуляций, опосредующих эффекторные и регу-
ляторные механизмы генерации локального им-
мунного ответа в ткани опухоли. Отличительной 
особенностью клеток регуляторного ряда являет-
ся их высокая степень фенотипической гетеро-
генности по сравнению с клетками эффекторно-
го звена. В то же время пул эффекторных клеток 
значительно преобладает над общим пулом кле-
ток с регуляторными функциями. Здесь следует 
отметить, что современная иммунотерапия в он-
кологии как раз и развивается по пути блокады, 
элиминации или истощения регуляторных кле-
ток и активации специфических клеток эффек-
торного ряда. 

Рисунок 1. Исследование степени инфильтрации TILs в образцах опухолевой ткани больных РМЖ
Примечание. А – проточно-цитометрический анализ образцов опухоли с различной степенью инфильтрации TILs. Б – частота 
встречаемости различных вариантов степени инфильтрации TILs у больных первично-операбельным РМЖ и местно-
распространенным РМЖ.
Figure 1. Investigation of the degree of infiltration of TILs in tumor tissue samples of breast cancer patients
Note. A, flow cytometric analysis of tumor samples with varying degrees of TILs infiltration. B, the frequency of occurrence of various variants 
of the degree of infiltration of TILs in patients with primary operable breast cancer and locally advanced breast cancer.
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ТАБЛИЦА 1. СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА СУБПОПУЛЯЦИЙ ЛИМФОЦИТОВ БОЛЬНЫХ ПЕРВИЧНО-
ОПЕРАБЕЛЬНЫМ РАКОМ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ (N = 121) В ЗАВИСИМОСТИ ОТ СТЕПЕНИ ИНФИЛЬТРАЦИИ ОПУХОЛИ 
ЛИМФОЦИТАМИ
TABLE 1. COMPARATIVE CHARACTERISTICS OF LYMPHOCYTE SUBPOPULATIONS IN PATIENTS WITH PRIMARY 
OPERABLE BREAST CANCER (N = 121) DEPENDING ON THE DEGREE OF TUMOR INFILTRATION BY LYMPHOCYTES
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CD45+TILs 0,4
(0,3-0,7)

2,7
(1,6-4,6)

15,6
(11,7-20,1) 0,000 0,000 0,000

CD45+CD3+ 89,6
(84,3-95,4)

89,4
(86,1-93,5)

87,5
(81,4-91,7) 0,883 0,317 0,212

CD45+CD3+CD4+ 36,5
(26,1-47,4)

46,3
(39,0-55,7)

51,7
(44,0-58,1) 0,005 0,005 0,245

CD45+CD3+CD8+ 49,4
(36,4-62,3)

42,9
(33,8-52,4)

33,9
(30,6-42,8) 0,051 0,003 0,039

CD45+CD3+HLA-DR+ 7,0
(3,1-12,5)

4,9
(1,6-11,8)

0,9
(0,4-6,0) 0,287 0,014 0,051

CD45+HLA-DR 10,8
(3,4-13,8)

8,6
(2,1-16,3)

1,3
(0,8-11,2) 0,709 0,051 0,080

CD45+CD3-CD16+CD56+ 5,3
(2,4-9,4)

2,0
(0,9-3,9)

1,1
(0,4-1,7) 0,000 0,000 0,019

CD45+CD3+CD16+CD56+ 8,1
(3,8-13,9)

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

4,1
(1,8-6,8) 0,069 0,012 0,273

CD45+CD3-CD19+ 2,1
(1,1-6,4)

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

4,8
(3,3-8,1) 0,961 0,283 0,270

CD45+CD16+Perforin+ 8
(3,5-14,5)

3,7
(2,1-8,5)

2,4
(1,5-5,2) 0,012 0,004 0,173

Цитотоксический 
потенциал CD16+ клеток
Cytotoxic potential 
of CD16+ cells

74,8
(50,8-94,1)

63,3
(39,7-80,9)

39,2
(28,7-53,1) 0,164 0,008 0,016

CD45+СD8+Perforin+ 6,6
(3,1-9,6)

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

3,2
(1,5-7,0) 0,139 0,092 0,387

Цитотоксический 
потенциал CD8+ клеток
Cytotoxic potential  
of CD8+ cells

16,7
(10,2-50,8)

12,6
(4,6-19,0)

8,6
(3,4-26,6) 0,132 0,096 0,537

CD45+CD4+/CD45+CD8+ 0,7
(0,4-1,1)

1,0
(0,7-1,6)

1,4
(1,0-1,7) 0,004 0,002 0,096

CD45+CD4+CD25+CD127+ 3,4
(1,6-5,8)

4,0
(2,3-6,8)

6,4
(3,5-11,2) 0,296 0,021 0,058

Примечание. p* – значение достоверности различий непараметрических критериев по Манну–Уитни. 

Note. p*, is the significance of the reliability of differences in nonparametric criteria according to Mann–Whitney.
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Критическими характеристиками микро-
окружения опухоли являются соотношение 
пула эффекторных и регуляторных клеток, суб-
популяций Т-клеток, активированные и депо 
наивных клеток, функциональная активность 

эффекторных клеток [3]. Точное определение 
клеточного состава позволяет проводить много-
параметровая проточная цитометрия. Интерес-
ным оказалось сравнение иммунофенотипа TILs 
пациентов РМЖ в двух клинических группах с 

ТАБЛИЦА 2. СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА СУБПОПУЛЯЦИЙ ЛИМФОЦИТОВ БОЛЬНЫХ МЕСТНО-
РАСПРОСТРАНЕННЫМ РАКОМ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ (N = 80) В ЗАВИСИМОСТИ ОТ СТЕПЕНИ ИНФИЛЬТРАЦИИ 
ОПУХОЛИ ЛИМФОЦИТАМИ

TABLE 2. COMPARATIVE CHARACTERISTICS OF LYMPHOCYTE SUBPOPULATIONS IN PATIENTS WITH LOCALLY 
ADVANCED BREAST CANCER (N = 80) DEPENDING ON THE DEGREE OF TUMOR INFILTRATION BY LYMPHOCYTES

Показатель
Me (Q0,25-Q0,75) %

Indicator 
Me (Q0.25-Q0.75) %

Слабая степень 
инфильтрации

 (до 1%)
Low degree of 

infiltration
(up to 1%) 

(n = 53) 

Средняя степень 
инфильтрации

(1-10%) 
Average degree 

of infiltration
(n = 26) 

Сильная степень 
инфильтрации

(более 10%) 
Strong degree 
of infiltration

(more than 10%) 
(n = 1) 

Слабая-сильная 
степень 

инфильтрации 
опухоли

Weak-strong 
degree of tumor 

infiltration
p*

CD45+TILs 0,3
(0,1-0,8)

2,7
(1,5-4,8) 20,5 0,000

CD45+CD3+ 87,0
(83,0-90,8)

90,6
(82,5-93,8) 89,9 0,238

CD45+CD3+CD4+ 45,9
(39,0-52,3)

43,2
(36,4-52,9) 33,7 0,441

CD45+CD3+CD8+ 40,5
(32,1-46,6)

43,1
(35,5-53,0) 62,2 0,104

CD45+CD3+HLA-DR+ 11,4
(6,1-21,9)

17,7
(5,6-38,4) 21,6 0,266

CD45+HLA-DR 15,7
(9,3-27,5)

21,2
(5,9-42,1) 24,5 0,372

CD45+CD3-CD16+CD56+ 6,0
(2,7-11,4)

3,2
(2,2-8,5) 4,8 0,052

CD45+CD3+CD16+CD56+ 8,1
(6,0-11,5)

9,4
(6,3-12,8) 12,1 0,507

CD45+CD3-CD19+ 3,1
(1,7-4,9)

2,5
(1,3-6,1) 3,3 0,694

CD45+CD16+Perforin+ 1,9
(1,3-4,2)

3,2
(1,2-4,3) 16,2 0,599

Цитотоксический 
потенциал CD16+ клеток
Cytotoxic potential  
of CD16+ cells

25,0
(12,8-39,6)

30,0
(21,9-60,9) 29,4 0,363

CD45+CD8+Perforin+ 3,4
(1,6-11,2)

6,8
(1,3-11,9) 1,9 0,808

Цитотоксический 
потенциал CD8+ клеток
Cytotoxic potential  
of CD8+ cells

10,4
(4,0-32,8)

14,3
(3,9-19,0) 55,9 0,746

CD45+CD4+CD25+CD127-/low+ 4,1
(2,6-7,1)

5,8
(2,7-7,8) 10,38 0,434

Примечание. p* – значение достоверности различий непараметрических критериев по Манну–Уитни. 

Note. p* is the significance of the reliability of differences in nonparametric criteria according to Mann–Whitney
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учетом степени инфильтрации CD45+ клетками. 
Так, у первично-операбельных пациентов РМЖ 
(1-я группа) отмечалось достоверное увеличе-
ние пула CD45+CD3+CD4+ клеток по мере на-
растания степени инфильтрации лимфоцитов, 
а CD45+CD3+CD8+ TILs, напротив, достоверно 
снижались, что сопровождалось достоверным 
увеличением иммунорегуляторного индекса 
(CD4/CD8). Аналогично эффекторным CD8+ 
TILs, с увеличением степени инфильтрации опу-
холи лимфоцитами достоверно снижалось как 
количество NK-клеток, так и их функциональная 
активность. Следует отметить, что с увеличением 
степени инфильтрации лимфоцитами опухоле-
вой ткани наблюдалось уменьшение функцио-
нальной активности пула CD45+CD3+CD8+ TILs. 
Вместе с тем, выявлено нарастание регулятор-
ных/супрессорных лимфоцитов с фенотипом 
CD45+CD3+CD4+CD25+CD127-/low параллельно 
с увеличением плотности лимфоцитов в микро-
окружении опухоли. На негативную роль ре-
гуляторных клеток для прогнозирования рака 
молочной железы также указывают многие ис-
следователи [4, 7]. 

Таким образом, для больных первично-опера-
бельным раком молочной железы оказалось ха-
рактерным высокая функциональная активность 
и концентрация клеток эффекторного звена при 
низкой степени инфильтрации опухоли, а по мере 

нарастания количества лимфоцитов в опухоли 
отмечалось увеличение пула CD45+CD3+CD4+ 
клеток и CD45+CD3+CD4+CD25+CD127-/low одно-
временно со снижением количества и функцио-
нальной активности эффекторных TILs (табл. 1). 

В группе больных местно-распространенным 
РМЖ не выявлено достоверных различий кле-
точного состава TILs в подгруппах со слабой и 
средней степенью инфильтрации, а вариант с ин-
фильтрацией более 10% был зафиксирован толь-
ко у одной пациентки (табл. 2). Отсутствие связи 
субпопуляционной структуры TILs в подгруппах 
с разной степенью инфильтрации опухоли свиде-
тельствует о сходном характере локального им-
мунного ответа при местно-распространенном 
РМЖ. 

Выводы
В отличие от больных местно-распростра-

ненным раком молочной железы, у пациенток 
первично-операбельным РМЖ прослеживается 
изменение типа локального иммунного ответа 
от эффекторного к регуляторному. Высокая сте-
пень инфильтрации опухоли характеризуется ис-
тощением функции клеток эффекторного звена. 
Многопараметровая характеристика субпопуля-
ционной структуры TILs возможна только с при-
менением многоцветной проточной цитометрии.
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УВЕЛИЧЕНИЕ СЫВОРОТОЧНОГО IL-4 КАК  
ОТВЕТ НА ТЕРАПИЮ ВЕНЕТОКЛАКСОМ  
В КСЕНОГРАФТНЫХ МОДЕЛЯХ ОСТРОГО  
МИЕЛОИДНОГО ЛЕЙКОЗА
Богданова Д.А.1, 3, Шиндяпин В.В.1, Колосова Е.Д.3, Пухальская Т.В.1, 3, 
Будкина Н.А.1, Шатилова А.А.2, 4, Демидов О.Н.1, 3

1 АНОО ВО «Научно-технологический университет “Сириус”», Сириус, Россия  
2 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр имени В.А. Алмазова» Министерства 
здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия  
3 Институт цитологии Российской академии наук, Санкт-Петербург, Россия  
4 ОНК «Институт медицины и наук о жизни (МЕДБИО)» ФГАОУ ВО «Балтийский федеральный университет 
имени И. Канта», г. Калининград, Россия

Резюме. Несмотря на значительный прогресс в фундаментальных и доклинических исследованиях 
острого миелоидного лейкоза (ОМЛ), пятилетняя выживаемость пациентов с ОМЛ остается низкой, 
что подчеркивает острую необходимость в поиске новых комбинированных методах лечения. За по-
следнее десятилетие повышенное внимание было сосредоточено на выявлении подходящих иммуно-
терапевтических стратегий для борьбы с ОМЛ и, в частности, на воздействии на лейкозные клетки и 
их предшественники с помощью цитокинов. Также одним из уже зарекомендовавших себя подходов 
для лечения ОМЛ является таргетная терапия. Однако в связи с увеличением вариантов лечения воз-
никает несколько проблем, связанных с пониманием, как подобрать наиболее эффективную тера-
пию и как комбинировать различные лекарственные средства. Венетоклакс – таргетный препарат, 
мощный и высокоселективный ингибитор белка В-клеточной лимфомы-2 (BCL-2), который являет-
ся одним из основных анти-апоптотических белков клетки. Венетоклакс стал важным и широко ис-
пользуемым препаратом для лечения ОМЛ. Ингибирование BCL-2 в клетках ОМЛ приводит к сдвигу 
клеточного ответа в сторону гибели по механизму апоптоза. Исследование подходов для улучшения 
терапии ОМЛ все еще является сложной задачей в связи с ограниченностью экспериментальных мо-
делей. Несмотря на улучшение протоколов ex vivo культивирования, in vivo модели остаются един-
ственным способом изучения гетерогенного по своей природе ОМЛ и влияния микроокружения на 
развитие лейкоза. 
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В своем исследовании мы показываем, что в ксенографтной мышиной модели острого миело-
идного лейкоза в мышах линии NSG-SGM3 происходит увеличение сывороточного IL-4 в ответ на 
терапию венетоклаксом. Ранее было показано, что IL-4 может вызывать апоптоз клеток ОМЛ. Эти 
данные открывают новые перспективы в использовании стратегий, основанных на синергизме вене-
токлакса и IL-4 при запуске апоптоза. Данные также показывают увеличение уровня сывороточного 
человеческого MCP-1 при приживлении лейкозных клеток OCI-AML-2 в сыворотке мышей с ксено-
графтами, который снижается после терапии венетоклаксом, что может служить прогностическим 
маркером успешности проводимой терапии. Очевидным преимуществом ксенографтных моделей 
на мышах стала возможность отделить экспрессию и секрецию мышиных цитокинов и хемокинов, 
определяющих реакцию микроокружения, от цитокинового профиля самих человеческих опухоле-
вых клеток. В целом, полученные нами данные свидетельствуют о дополнительных функциональных 
особенностях действия венетоклакса на опухолевые клетки посредством регуляции цитокиновой се-
креции и перспективности использования линии иммунодефицитных мышей линии NSG-SGM3 для 
тестирования новых подходов лечения ОМЛ.

Ключевые слова: ксенографтная модель, острый миелоидный лейкоз, мыши линии NSG-SGM3, венетоклакс, IL-4, апоптоз

INCREASE IN SERUM IL-4 IN RESPONSE TO VENETOCLAX 
THERAPY IN XENOGRAFT MODELS OF ACUTE MYELOID 
LEUKAEMIA
Bogdanova D.A.a, c, Shindyapin V.V.a, Kolosova E.D.c, 
Pukhalskaya T.V.a, c, Budkina N.A.a, Shatilova A.A.b, d, Demidov O.N.a, c

a Sirius University of Science and Technology, Federal Territory Sirius, Russian Federation  
b Almazov National Medical Research Centre, St. Petersburg, Russian Federation  
c Institute of Cytology, Russian Academy of Sciences, St. Petersburg, Russian Federation  
d Institute of Medicine and Life Sciences, I. Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russian Federation

Abstract. Despite significant progress in basic and preclinical research into acute myeloid leukaemia 
(AML), the five-year survival rate for patients with AML remains poor, highlighting the urgent need for new 
combination therapies. Over the past decade, increased attention has been focused on identifying suitable 
immunotherapeutic strategies to combat AML, in particular targeting leukaemia cells and their precursors 
with cytokines. Targeted therapy is also an established approach for the treatment of AML. However, with 
the increasing number of treatment options, there are challenges in understanding how to select the most 
effective therapy and how to combine different drugs. Venetoclax is a targeted agent, a potent and highly 
selective inhibitor of B cell lymphoma protein-2 (BCL-2), one of the cell’s major anti-apoptotic proteins. 
Research into approaches to improve the treatment of AML remains challenging due to the limitations of 
experimental models. Despite improvements in ex vivo culture protocols, in vivo models remain the only way to 
study the inherently heterogeneous nature of AML and the influence of the microenvironment on leukaemia 
development. In our study, we show that in a xenograft mouse model of acute myeloid leukaemia in mice of the 
NSG-SGM3 line, there is an increase in serum IL-4 in response to venetoclax therapy. IL-4 has previously been 
shown to induce apoptosis in AML cells. These data provide new perspectives for the use of strategies based on 
the synergism of venetoclax and IL-4 in inducing apoptosis. The data also show an increase in serum human 
MCP-1 levels upon engraftment of OCI-AML-2 leukaemia cells in the serum of xenografted mice, which 
decreases after venetoclax therapy and may serve as a prognostic marker for the success of ongoing therapy. An 
obvious advantage of xenograft models in mice was the ability to separate the expression and secretion of murine 
cytokines and chemokines that determine the microenvironmental response from the cytokine profile of the 
human tumor cells themselves. Overall, our data suggest additional functional features of venetoclax action on 
tumor cells through the regulation of cytokine secretion and the prospect of using the immunodeficient mouse 
line NSG-SGM3 to test new approaches to the treatment of AML.

Keywords: xenograft model, acute myeloid leukaemia, NSG-SGM3 mice, venetoclax, IL-4, apoptosis
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Введение
Острый миелоидный лейкоз (ОМЛ) – наи-

более распространенный острый лейкоз у взрос-
лых. Считается, что ОМЛ возникает в результате 
соматически приобретенных мутаций, что явля-
ется довольно распространенным процессом во 
время старения человека [2]. Однако ОМЛ мо-
жет возникнуть как de novo, так и вторично по 
отношению к другим процессам, включая пред-
шествующие гематологические нарушения или 
воздействие иммуносупрессивной или цитоток-
сической терапии. Поиск новых препаратов про-
тив ОМЛ является актуальной задачей, однако не 
менее важным вопросом является поиск терапев-
тических подходов с использованием комбина-
ций уже применяемых препаратов, а также более 
глубокое понимание фундаментальных механиз-
мов действующих веществ. С 2017 года произо-
шло быстрое расширение арсенала лекарствен-
ных средств против этого заболевания, появились 
такие препараты, как олутасидениб, эназидениб, 
венетоклакс и др. [5]. Однако с увеличением вари-
антов лечения возникают вопросы: как подобрать 
наиболее эффективную терапию и как комбини-
ровать лекарственные средства для профилакти-
ки рецидивов. Венетоклакс стал важным и широ-
ко используемым препаратом первой линии для 
лечения ОМЛ. Ингибирование BCL-2 в клетках 
ОМЛ с помощью венетоклакса приводит к сдвигу 
клеточного ответа в сторону апоптоза. Несмотря 
на значительное улучшение показателей ответа 
по сравнению с монотерапией азацитидином, 
почти 30-40% пациентов с ОМЛ изначально не-
восприимчивы к лечению венетоклаксом (пер-
вичная резистентность). У другой части паци-
ентов, несмотря на продолжительную ремиссию 
после прекращения терапии, может возникать 
рецидив ОМЛ, устойчивый к венетоклаксу (при-
обретенная резистентность) [5]. Поскольку вене-
токлакс – новый препарат, используемый часто 
в терапии пациентов с ОМЛ независимо от воз-
раста, клинико-патогенетических характеристик 
заболевания и выбранной схемы лечения, важно 
исследовать механизмы резистентности к тера-
пии на основе венетоклакса. 

С уточнением знаний о том, как клетки 
ОМЛ ведут себя в организме, происходит раз-
работка новых иммунотерапевтических стра-
тегий лечения, таких как терапия с помощью 
лимфоцитов, несущих химерные антигенные 
рецепторы Т-клеток (от англ. chimeric antigen 
receptor, CAR-T), би-специфические активаторы 
Т-клеток (BiTE) и ингибиторы контрольных то-

чек [14]. Более того, стало очевидно, что развитие 
и прогрессирование ОМЛ связано с нарушением 
регуляции иммунных реакций. В частности, не-
давние исследования показали, как лейкозные 
клетки манипулируют и изменяют микроокру-
жение опухоли, создавая уникальную нишу, ко-
торая напрямую способствует их выживанию, а 
также устойчивости к лекарствам. Сами клетки 
ОМЛ человека секретируют широкий спектр ци-
токинов/хемокинов, участвующих в пролифера-
ции бластов, хемотаксисе иммунокомпетентных 
клеток и способствующие прогрессированию 
заболевания [12]. Так, клетки ОМЛ способны 
секретировать иммуноингибирующие факто-
ры, такие как IL-10, IL-35, трансформирующий 
ростовой фактор β (TGF-β), которые делают 
микроокружение более иммуносупрессивным и 
способствуют ускользанию опухолевых клеток от 
иммунного надзора [4]. Сообщалось также, что 
большинство клеток ОМЛ, экспрессируют TNF 
и IL-1β, как факторы, способствующие росту и 
выживанию. Кроме того, двойное ингибирова-
ние TNF и IL- 1β синергично с эффектом лечения 
ингибитором NF-≡B оказывает противолейкеми-
ческий эффект на мышиных моделях in vivo [8]. 
Интересно отметить, что IL-4 является негатив-
ным регулятором клеток ОМЛ. IL-4 индуцировал 
апоптоз клеток ОМЛ STAT6-зависимым образом, 
тем самым раскрывая ранее неизвестную роль 
IL-4, как ингибитора роста и выживания кле-
ток ОМЛ [13]. Дополнительное использование 
стратегий, направленных на систему иммунного 
контроля ОМЛ, представляется перспективным 
подходом для увеличения показателей выживае-
мости пациентов, которые зачастую в силу своего 
возраста плохо переносят классическую химио-
терапию, имеющую множество негативных по-
бочных эффектов.

Основной сложностью при работе с ОМЛ яв-
ляется ограниченное число экспериментальных 
моделей. Так, на сегодняшний день, несмотря 
на улучшение систем культивирования клеток 
ex vivo, значительный рост первичных клеток 
ОМЛ при сохранении их наивных свойств в тече-
ние длительного периода остается сложной зада-
чей [7]. Кроме того, значительная гетерогенность 
клеток от пациента к пациенту и вовлеченность 
микроокружения опухолевых клеток усложняют 
изучение общих механизмов, контролирующих 
биологию ОМЛ ex vivo и in vitro. Таким образом, 
комплексная функциональная характеристика 
многих патогенных явлений может быть реше-
на только с использованием in vivo моделей на 
животных, в частности на генетически моди-
фицированных линиях мышей. Мыши линии 
NSG-SGM3 являются золотым стандартом для 
создания ксенографтных моделей ОМЛ, так как 
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экспрессируют человеческие цитокины интер-
лейкин-3 (IL-3), гранулоцитарно-макрофагаль-
ный колониестимулирующий фактор (GM-CSF), 
фактор стволовых клеток (KITLG) [3], которые 
поддерживают приживление и рост миелоидных 
клеток.

В нашей работе мы исследовали цитокиновый 
ответ в ксенографтных моделях ОМЛ в мышах 
линии NSG-SGM3 при лечении венетоклаксом.

Материалы и методы
Мыши
Мышей линии NSG-SGM3 в возрасте 6-9 

недель содержали на базе Автономного экспе-
риментально-биологического комплекса для 
временного размещения и исследования генети-
чески модифицированных линий лабораторных 
мышей категории SPF при поддержке Министер-
ства науки и высшего образования Российской 
Федерации (Соглашение № 075-15-2019-1660). 
Все манипуляции с животными были выполнены 
в соответствии протоколом, утвержденным Ко-
миссией по биоэтике ИМБ РАН (Протокол № 4 
от 04.03.2024).

Трансплантация клеток OCI-AML-2 иммуно-
дефицитным мышам NSG-SGM3

Для эксперимента использовали мышей в 
возрасте 6-9 недель. Клетки линии OCI-AML-2 
вводили по 1 × 106 клеток в среде RPMI в объеме 
100 мкл в латеральную хвостовую вену мышам 
NSG-SGM3. Приживление по данному протоко-
лу происходит в 100% случаев, как описано нами 
ранее [1]. Были сформированы 2 группы мышей, 
контрольные, получающие инъекции 7% раство-
ром DMSO (NT), и получающие лечение венето-
клаксом 75 мг/кг (Venetoclax), по 5-6 животных 
в каждой. Инъекции проводились интрапери-
тонеально через день, начиная с 8-го дня после 
введения OCI-AML-2 и заканчивая 18-м днем 
эксперимента. Для анализа цитокинов, также 
производился забор крови для сыворотки у груп-
пы из 5 интактных мышей линии NSG-SGM3.

Измерение продукции цитокинов
Анализ продукции цитокинов в сыворотке 

крови мышей проводили с использованием муль-
типлексной технологии Luminex xMAP и набора 
MILLIPLEX MAP Human Cytokine/Chemokine 
Magnetic Bead Panel в соответствии со стандарт-
ным протоколом производителя (Merck). 

Измерение экспрессии генов методом ПЦР в ре-
альном времени (qRT-PCR)

Тотальную РНК выделяли из крови и костно-
го мозга мышей с помощью реагента ExtractRNA 
(ЗАО «Евроген», Москва, Россия) в соответствии 
с протоколом производителя. Одноцепочечную 
комплементарную ДНК (кДНК) получали пу-

тем обратной транскрипции 500 нг РНК с по-
мощью набора для RT-PCR MINT (ЗАО «Евро-
ген», Москва, Россия). qRT-PCR проводили с 
использованием SYBR Green (5X qPCRmix-HS 
SYBR+LowROX, ЗАО «Евроген», Москва, Рос-
сия) в соответствии с инструкциями произво-
дителя. Данные нормировали на экспрессию 
Gapdh. Режим амплификации был одинаков 
для всех праймеров: 95 °C 5 мин, 40X (95 °C 15 
сек, 60 °C 60 сек). Каждый образец анализи-
ровали в трех экземплярах. Экспрессию генов 
анализировали методом 2-∆∆Ct. Последова-
тельности праймеров для гена Cxcl2 (Прямой: 
CTCAAGGGCGGTCAAAAAGT, Обратный: 
TTTTTCTTTCTCTTTGGTTCTTCC) для гена 
Gapdh (Прямой: CATCACTGCCACCCAGAAGACTG, 
Обратный: ATGCCAGTGAGCTTCCCGTTCAG).

Статистический анализ
Статистическую обработку результатов прово-

дили в программе GraphPad Prism 6 при помощи 
теста one-way ANOVA. Различия считали досто-
верными при * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; 
**** p < 0,0001, ns (non-significant) – нет разницы.

Результаты и обсуждение 
Схема эксперимента представлена на рисун-

ке 1А, мышам вводили 1 × 106 клеток OCI-AML-2 
в хвостовую вену, после чего через неделю на-
чинали курс лечения: контрольной группе (NT) 
вводили 7% раствор DMSO, а группе венетоклакс 
(Venetoclax), препарат в концентрации 75 мг/кг в 
течении 10 дней, с инъекцией интраперитонеаль-
но через день. На 19-й день мыши были выведены 
из эксперимента с забором сыворотки, цельной 
крови и костного мозга. Сыворотка была проана-
лизирована с помощью мультиплексного анализа 
на цитокины. Было показано, что после прижив-
ления опухолевой линии ОМЛ человека и лече-
нии венетоклаксом уровень секреции GM-CSF и 
IL-3 человека мышью NSG-SGM3 не изменялся 
(рис.  1Б). Это является важным фактором, так 
как эти цитокины необходимы для приживле-
ния и поддержания пролиферации клеток ОМЛ в 
организме мыши. При этом, как показал анализ, 
сами опухолевые клетки OCI-AML-2, после при-
живления в мыши, начинали секретировать чело-
веческий MCP-1 (CCL2). У контрольных мышей 
уровень этого цитокина в крови не определялся 
(рис.  1В). MCP-1 (CCL2) – цитокин, иницииру-
ющий хемотаксис и трансэндотелиальную мигра-
цию моноцитов [11]. Интересно, что экспрессия 
и продукция MCP-1 обнаруживаются на высо-
ком уровне в клетках ОМЛ [11]. Следовательно, 
по его уровню можно судить об успешном при-
живлении клеток ОМЛ в мыши, при этом после 
лечения венетоклаксом происходит достоверное 
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Рисунок 1. Уровень цитокинов в сыворотке крови мышей NSG-SGM3 с приживлением человеческой клеточной 
линии ОМЛ (OCI-AML-2) после лечения венетоклаксом
Примечание. А – схема эксперимента. Б – уровень продукции цитокинов GM-CSF и IL-3 (пг/мл) человека. Данные цитокины 
интегрированы в геном мыши. В – уровень продукции цитокинов MCP-1 (CCL2) и IL-4 человека (пг/мл), которые секретируются 
клетками ОМЛ (OCI-AML-2). Статистический анализ проведен с помощью one-way ANOVA теста, * – p < 0,05; ** – p < 0,01;  
*** – p  < 0,001, ns (non-significant) – нет разницы. NSG-SGM3 – интактные мыши, NT – контрольная группа с приживлением  
OCI-AML-2 и инъекциями 7% раствора DMSO, Venetoclax – группа мышей с приживлением OCI-AML-2 с инъекциями 
венетоклаксом 75 мг/кг. 
Figure 1. Serum cytokine levels in NSG-SGM3 mice with engrafted human AML cell line (OCI-AML-2) after venetoclax treatment
Note. A, schematic of the experiment. B, production levels of human cytokines GM-CSF and IL-3 (pg/mL). These cytokines are integrated into 
the mouse genome. C, production levels of human cytokines MCP-1 (CCL2) and IL-4 (pg/mL) secreted by AML cells (OCI-AML-2). Statistical 
analysis was performed using one-way ANOVA test, *, p < 0.05, **, p < 0.01, ***, p  < 0.001, ns-non-significant. NSG-SGM3, intact mice;  
NT, control group with OCI-AML-2 engraftment and injections of 7% DMSO solution; Venetoclax, group of OCI-AML-2 engrafted mice with  
75 mg/kg venetoclax injections.
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Рисунок 2. Экспрессия Cxcl2 мыши в крови и костном мозге NSG-SGM3 с приживлением человеческой клеточной 
линии ОМЛ (OCI-AML-2) после лечения венетоклаксом
Примечание. Относительный уровень экспрессии Cxcl2 А – в крови, Б – костном мозге ксенографтных моделей мышей NSG-
SGM3 с приживлением человеческой OCI-AML-2 после лечения венетоклаксом. Статистический анализ проведен с помощью 
one-way ANOVA теста, * – p < 0,05, ns – нет разницы. NSG-SGM3 – интактные мыши, NT – контрольная группа с приживлением 
OCI-AML-2 с инъекциями 7% раствора DMSO, Venetoclax – группа мышей с приживлением OCI-AML2, пролеченная 
венетоклаксом 75 мг/кг в течение 10 дней.
Figure 2. Expression of mouse Cxcl2 in blood and bone marrow of NSG-SGM3 xenografted human AML cell line (OCI-AML-2) after 
venetoclax treatment
Note. Relative expression level of Cxcl2 A, in blood; B, in bone marrow of NSG-SGM3 xenografted mouse models transplanted with human  
OCI-AML-2 after venetoclax treatment. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA test, *, p < 0.05, ns-non-significant.. NSG-SGM3, 
intact mice; NT, control group of mice engrafted with OCI-AML-2 by injection of 7% DMSO solution; Venetoclax, group of mice engrafted with  
OCI-AML2 treated with venetoclax 75 mg/kg for 10 days.

снижение его уровня в сыворотке. Возможно, 
уровень сывороточного MCP- 1 может являться 
прогностическим маркером успешности лечения 
и облегчения опухолевого бремени в ксенографт-
ных моделях ОМЛ в мышах NSG-SGM3. Однако 
наиболее интересным фактом является то, что в 
ответ на венетоклакс опухолевые клетки ОМЛ 
начинают секретировать высокие уровни IL-4. 
IL-4 в основном известен как противовоспали-
тельный цитокин, который регулирует моноци-
ты/макрофаги и подавляет секрецию провоспа-
лительных цитокинов, таких как IL-1 и TNF [13]. 
Хотя было описано, что IL-4 оказывает, как по-
ложительное, так и отрицательное воздействие 
на раковые клетки [10], механистическая осно-
ва отрицательного воздействия увеличения IL-4 
остается неясной. В случае ОМЛ было показано, 
что IL-4 индуцирует опосредованный каспазой-3 
апоптоз клеток ОМЛ, что согласуется с ранее 
описанной ролью IL-4 в индукции апоптоза мо-
ноцитов [7]. Стоит отметить, что, так как венето-
клакс является таргетным препаратом, увеличи-
вающим чувствительность к апоптозу, секреция 

IL-4 при этом может создавать дополнительную 
петлю положительной обратной связи, которая 
будет увеличивать процент клеток, входящих в 
апоптоз [13]. Peña-Martínez P. и соавт. впервые 
продемонстрировали, что IL-4 является негатив-
ным регулятором клеток ОМЛ и одним из первых 
цитокинов, которые идентифицированы в этой 
роли. Авторы предложили его как один из под-
ходов при лечении ОМЛ [13]. 

Еще одним важным и перспективным под-
ходом для лечения ОМЛ является воздействие 
на микроокружение опухоли, а именно нишу 
костного мозга. Ксенографтные модели мы-
шей обладают важным преимуществом, в мы-
шах NSG- SGM3 можно отделить экспрессию и 
секрецию мышиных цитокинов и хемокинов, 
определяющих реакцию микроокружения, от 
цитокинового профиля приживляемых челове-
ческих опухолевых клеток. Так была обнаружена 
тенденция к увеличению экспрессии мышиного 
Cxcl2 в крови и костном мозге ксенографтных мо-
делей ОМЛ в мышах линии NSG-SGM3 (рис.  2). 
В предыдущих исследованиях показано, что экс-
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прессия и секреция Cxcl2 у мыши в мезенхи-
мальных стволовых клетках (МСК) значительно 
повышаются в гипоксическом микроокружении 
ОМЛ. В качестве «коммуникатора» CXCL2 мо-
жет рекрутировать МСК в окружение опухоле-
вых клеток, тем самым защищая клетки ОМЛ и 
поддерживая их устойчивость к терапии [9]. Про-
гностическая ценность CXCL2 при различных 
видах рака, включая гематологические злокаче-
ственные новообразования и лейкемию, была 
подтверждена различными исследованиями [6]. 

Заключение
Наша работа подтвердила преимущества 

использования NSG-SGM3 мышей для мо-
делирования ОМЛ человека. Интересно, что 
помимо прямого действия венетоклакса на ми-
тохондральный апоптоз, терапия венетоклаксом 
вызывает увеличение секреции IL-4, способного 
потенцировать гибель клеток ОМЛ. Дополни-
тельное введение IL-4 может в значительной сте-
пени сместить клеточный ответ ОМЛ в сторону 
апоптоза и увеличить эффективность терапии. 

Дальнейшее изучение ОМЛ in vivo поможет опре-
делить важные мишени, в том числе и цитокины, 
воздействуя на которые можно увеличить эффек-
тивность противоопухолевой терапии. 
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РАЗЛИЧИЯ ЦИТОКИНОВОГО СОСТАВА  
СЫВОРОТКИ БОЛЬНЫХ КОЛОРЕКТАЛЬНЫМ  
РАКОМ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ НАЛИЧИЯ МУТАЦИИ  
В ГЕНЕ RAS И ОТВЕТА НА ЛЕЧЕНИЕ ТАРГЕТНЫМИ 
ПРЕПАРАТАМИ АНТИТЕЛ
Златник Е.Ю., Сагакянц А.Б., Владимирова Л.Ю., Тишина А.В.
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Ростов-на-Дону, Россия

Резюме. Цитокины и хемокины играют двойственную – про- и антионкогенную – роль в опу-
холевой прогрессии. Таргетные препараты моноклональных антител – анти-VEGF-А (бевацизумаб) 
и анти-EGFR (цетуксимаб, панитумумаб) широко применяются в лечении метастатического коло-
ректального рака (мКРР) и назначаются в зависимости от наличия или отсутствия, соответственно, 
мутаций в гене RAS.

Цель работы – оценка гетерогенности мКРР в зависимости от наличия или отсутствия мутации в 
гене RAS по цитокиновому составу сыворотки и изучение его связи с ответом на лечение таргетными 
препаратами на основе моноклональных антител.

В сыворотках 50 больных мКРР, 25 из которых имели мутацию в гене RAS (KRAS) и получали 
анти-VEGF-терапию, а остальные 25 – анти-EGFR-препараты, до начала лечения и через 4 курса 
после него определяли 20 цитокинов методом мультиплексного анализа. Результаты анализировали 
раздельно у больных с полным, частичным ответом на лечение и с прогрессированием заболевания.

Результаты показали, что до лечения у больных с KRAS-мутацией уровни GM-CSF, IL-2, IL-5, 
IL-6, IL-7, IL-10, IL-13 превышали показатели больных без этой мутации, а содержание IL-8, IP-10, 
MIG, MIP-1α было, напротив, ниже. У больных с полным эффектом от анти-EGFR-терапии отме-
чено повышение уровней IL-15 и MIG, а содержание GM-CSF, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-17А, МСР-
1 снижалось, некоторых из них – многократно. Напротив, прогрессирование отмечено у больных 
с наиболее низкими исходными уровнями большинства исследованных цитокинов, которые после 
лечения резко возрастали. У больных, получавших анти-VEGF-терапию прогрессирование сопрово-
ждалось снижением всех исследованных цитоикнов/хемокинов, а полный ответ – снижением уров-
ней IL-6, IL-5 и IL-10 (двух последних до нулевых значений) при возрастании содержания MIG.
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Итак, уровни сывороточных цитокинов у больных мКРР различны при наличии или отсутствии 
мутации в гене KRAS; разный ответ на таргетные препараты на основе моноклональных антител от-
ражается на динамике цитокинового состава сыворотки. Превалирование многих цитокинов с про-
онкогенными и проангиогенными свойствами у больных мКРР с мутацией в гене KRAS можно рас-
сматривать как в числе свойств, определяющих неблагоприятный прогноз при наличии этой мутации.

Ключевые слова: цитокины, хемокины, мультиплексный анализ, колоректальный рак, KRAS-мутация, лечение 
препаратами моноклональных антител

DIFFERENCE IN SERUM CYTOKINES BETWEEN METASTATIC 
COLORECTAL CANCER PATIENTS WITH MUTANT AND WILD 
TYPE RAS IN RESPONSE TO TARGETED TREATMENT WITH 
MONOCLONAL ANTIBODIES
Zlatnik E.Yu., Sagakyants A.B., Vladimirova L.Yu., Tishina A.V.
National Medical Research Centre for Oncology, Rostov-on-Don, Russian Federation

Abstract. Cytokines and chemokines play dual – pro- and antioncogenic – roles in tumor progression. 
Targeted medications of monoclonal antibodies, anti-VEGF (bevacizumab) and anti-EGFR (cetuximab, 
panitumumab), are widely used in treatment of metastatic colorectal cancer (mCRC) and are prescribed in 
dependence upon presence or absence of mutations in the RAS gene. The aim of the study was to assess mCRC 
heterogeneity in the dependence upon presence or absence of mutation in RAS gene according to serum cytokine 
composition and its dynamics in the response to antitumor therapy using targeted medications of monoclonal 
antibodies. Levels of 20 cytokines were estimated by Multiplex analysis in serum of 50 patients with mCRC (25 
KRAS+ and 25 KRAS-, who received anti-VEGF therapy, bevacizumab and anti EGFR therapy, cetuximab/
panitumumab respectively) before and after 4 courses of treatment. The results were analyzed separately in 
patients with complete, partial response and progression of the disease. The results showed that before the 
treatment in KRAS+ patients the levels of GM-CSF, IL-2, IL-5, IL-6, IL-7, IL-10, and IL-13 exceeded 
the ones in KRAS- patients; on the contrary, they had lower amounts of IL-8, IP-10, MIG, and MIP- 1α. 
In patients who received anti-EGFR therapy and developed complete response, the increase of IL-15 and 
MIG along with a 2 to 3-fold decrease in GM-CSF, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-17А, and МСР-1 was noted. 
Progression of the disease was observed in patients with initially low levels of the vast majority of the studied 
cytokines with dramatically elevation after non-effective anti-EGFR treatment. In patients having received 
anti-VEGF therapy, progression was followed by decrease in all of the studied cytokine and chemokine levels, 
while complete response resulted in decreases in IL-6, IL-5 and IL-10 (the last ones up to 0) and the increase 
of MIG. Thus, serum levels of cytokines in patients with mCRC were shown to be different in dependence 
of KRAS mutation; different response to targeted monoclonal antibodies may be reflected by the dynamics 
of serum cytokines` composition. Prevailing of many prooncogenic and proangiogenic cytokines in KRAS+ 
mCRC patients may be considered in terms of their unfavorable prognosis.

Keywords: cytokines, chemokines, multiplex analysis, colorectal cancer, KRAS mutation, monoclonal antibodies for treatment

Введение
В настоящее время широко исследуется роль 

цитокинов в иммуноонкологии. Показано их 
двойственное значение: с одной стороны – про-
тивоопухолевое как медиаторов иммунного от-
вета, с другой – проонкогенное как индукторов 
провоспалительного микроокружения опухоли 
и участников ее «иммуноредактирования», спо-

собствующего ее прогрессированию. Описаны их 
системные и локальные уровни при различных 
злокачественных опухолях, дана оценка многим 
из них в качестве факторов прогноза, средств для 
иммунотерапии, мишеней для противоопухоле-
вого лечения [3, 9].

Цитокины сыворотки, маркирующие систем-
ное воспаление [12], показали прогностическую 
значимость неудовлетворительного ответа боль-
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ных колоректальным раком (КРР) II-IV стадий 
на схемы химиотерапии, содержащие 5-фтору-
рацил, что отмечено для высоких уровней IL-2, 
IL- 6, IL-7, IL-8, IL-10 и IL-13 [1, 6]. Системное 
воспаление, ассоциированное со снижением об-
щей и бессобытийной выживаемости больных 
при лечении КРР схемами, содержащими 5-ФУ, 
сопровождается повышением уровней IL-6, 
IL- 10, TNFα [4]. Одним из клинически применя-
емых препаратов для антицитокиновой терапии 
является бевацизумаб (моноклональное антите-
ло к VEGF-А), использование которого в курсе 
химиотерапии позволяет улучшить результаты 
лечения мКРР [11]. В этом контексте представ-
ляется важным провоспалительное и проанги-
огенное действие ряда интерлейкинов (IL-1β, 
IL- 6, IL-8), а также TNFα, которые функциони-
руют как агонисты VEGF-А. Ряд работ показыва-
ет, что высокий уровень TGF-β, IL-1 и снижение 
MIF связаны с резистентностью опухолей к анти-
VEGF-препаратам, однако отмечена недостаточ-
ная изученность вопроса о взаимосвязи этих и 
других цитокинов с ответом на антиангиогенную 
терапию КРР [14].

КРР характеризуется гетерогенностью в за-
висимости от наличия/отсутствия мутаций, из 
которых наиболее часто встречаются мутации в 
гене RAS [2].

Эпидермальный фактор роста (EGFR) был од-
ной из первых мишеней для лечения метастати-
ческого КРР (мКРР), однако только 15% больных 
чувствительны к его ингибиторам – цетуксимабу 
и панитумумабу. Генетические и эпигенетиче-
ские изменения KRAS, BRAF, PI3K, PTEN, во-
влеченные в регуляцию EGFR и его сигнальных 
путей, отчасти могут объяснить резистентность 
к анти-EGFR-терапии. На экспериментальных 
моделях и на клиническом материале показано, 
что проонкогенное действие экспрессии EGFR 
реализуется через продукцию IL-6, IL-1α, IL-1β 
и IL-8 [8]. 

Целью данной работы явилась оценка гетеро-
генности мКРР в зависимости от наличия или от-
сутствия мутации в гене KRAS по цитокиновому 
составу сыворотки и изучение его связи с ответом 
на лечение таргетными препаратами на основе 
моноклональных антител.

Материалы и методы
В исследование включены 55 пациентов с 

клинико-морфологически подтвержденным диа-
гнозом «метастатический колоректальный рак», 
получавших лечение в отделении противоопухо-
левой лекарственной терапии «НМИЦ онколо-
гии». Перед началом исследования и проведени-
ем любых процедур, предусмотренных в работе, 

все больные ознакомились и подписали добро-
вольное согласие. Всем пациентам в процессе 
диагностики проводилось молекулярно-генети-
ческое исследование согласно клиническим ре-
комендациям, указывающим на необходимость 
стратификации больных мКРР для лечения в за-
висимости от их мутационного статуса: больные с 
мутациями в гене RAS (в большинстве случаев – 
KRAS) должны получать анти-VEGF, а имеющие 
дикий тип RAS – анти-EGFR терапию [13]. Всем 
больным проводили 4 курса лекарственного ле-
чения по схеме mFOLFOX6. В I группу вошли 
26 пациентов, имеющие дикий тип гена RAS, 
получавших, кроме химиотерапии, препара-
ты анти-EGFR (цетуксимаб, панитумумаб), во 
II группу – 29 больных, имеющие мутацию в гене 
KRAS, у которых химиотерапия была дополнена 
анти-VEGF-терапией (бевацизумаб). Распреде-
ление больных по полу, возрасту, локализации 
первичного очага и метастазов было сопоставимо 
в обеих группах. Результаты лечения оценивали 
по критериям RECIST, включающим полный от-
вет, частичный ответ и прогрессирование заболе-
вания.

До начала и после завершения 4 курсов лече-
ния проводили изучение концентрации цитоки-
нов в сыворотке крови больных методом мульти-
плексного анализа набором Bio-Plex Pro Human 
Immunotherapy 20-Plex Panel (Bio-Rad, США), 
позволяющим определить содержание 20 цито-
кинов, хемокинов и факторов роста: GM-CSF, 
IFNγ, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, 
IL-13, IL-15, IL-17A, IL-18, IP-10, MCP-1, MIG, 
MIP-1α, MIP-1β, RANTES, TNFα. Оценку ре-
зультатов осуществляли на Luminex 200 Analyser 
(Bio-Rad, США) с программным обеспечением 
Bio-Plex Manager Software. Результаты исследова-
ния выражали в пг/мл.

Статистическую обработку проводили по кри-
терию Манна–Уитни, т. к. показатели не имели 
нормального распределения. Статистически зна-
чимыми считали различия при р < 0,05. 

Результаты и обсуждение
Результаты представлены в таблице 1 и на ри-

сунках 1 и 2. 
Клиническую оценку ответа удалось про-

вести у 50 (89%) пациентов, т. к. 5 (11%) боль-
ных выбыли из исследования. При проведении 
анти-VEGF-терапии полный ответ достигнут у 
4 больных, частичный – у 16, прогрессирование 
развилось у 5 больных. Для группы, получавшей 
анти-EGFR-терапию, эти показатели состави-
ли 5, 14 и 6 соответственно. Полученные данные 
сопоставимы с результатами отечественных и 
зарубежных исследователей [5]. Сравнительная 
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ТАБЛИЦА 1. УРОВНИ ЦИТОКИНОВ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ БОЛЬНЫХ мКРР С РАЗЛИЧНЫМ СТАТУСОМ RAS/ KRAS 
ДО НАЧАЛА ЛЕЧЕНИЯ, Me (Q0,25-Q0,75), пг/мл

TABLE 1. CYTOKINES LEVELS IN SERUM OF mCRC PATIENTS WITH DIFFERENT RAS/KRAS STATUS BEFORE 
THE TREATMENT, Me (Q0.25-Q0.75), pg/mL

Цитокины
Cytokines

Мутационный статус опухоли и вариант лечения
Tumor mutation status and treatment variant

мутация в гене KRAS (анти-VEGF)
KRAS mutation (anti-VEGF)

n = 25

дикий тип гена RAS (анти-EGFR)
RAS wild type (anti-EGFR)

n = 25

GM-CSF 11,7
(9,5-14,1)

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

IFNγγ 2,6
(1,9-2,9)

3,6
(2,5-5,2)

IL-2 16,9
(15,6-20,3)

13,3*
(11,8-14,1)

IL-4 4,3
(1,5-6,5)

5,3
(2,7-6,5)

IL-5 58,4
(47,3-66,8)

35,5*
(35,0-45,1)

IL-6 20,6
(15,9-27,9)

9,3*
(5,8-12,1)

IL-7 27,3
(20,9-33,6) 0*

IL-8 71,3
(60,3-94,8)

136,3*
(120,6-150,4)

IL-10 5,0
(4,7-5,4) 0*

IL-13 3,8
(2,7-4,4) 0*

IL-15 208,5
(196,4-313,9)

185,3
(152,9-225,3)

IL-17А 20,0
(14,5-25,7)

20,0
(15,8-22,4)

IL-18 53,6
(47,8-64,8)

60,6
(50,0-75,7)

IP-10 679,3
(590,2-865,2)

1083,6*
(931,5-1225,6)

MCP-1 35,7
(26,0-49,3)

35,8
(25,2-40,7)

MIG 365,3
(230,5-473,9)

504,0*
(481,9-898,6)

MIP-1αα 10,0
(5,8-18,5)

34,7*
(22,3-41,5)

MIP-1ββ 428,4
(388,3-547,4)

442,6
(408,1-540,0)

RANTES 14634,5
(12376-17448)

14591,0
(11777,1-22864,2)

TNFαα 116,8
(99,6-133,3)

124,0
(112,8-156,3)

Примечание. * – статистически значимые различия показателей по критерию Манна–Уитни (р < 0,05).

Note. *, statistically significant difference according to Mann–Whitney criterion (р < 0.05).
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Рисунок 1. Динамика состава цитокинов у больных мКРР при различном ответе на лечение анти-EGFR препаратами 
(% от исходного уровня)
Примечание. А – прововоспалительные цитокины и хемокины. Б – IFNγγ и индуцируемые им цитокины.
Figure 1. The dynamics of cytokine composition in mCRC patients with different response to anti-EGFR therapy (% from the initial 
level)
Note. A, proinflammatory cytokines and chemokines. B, IFNγ and IFNγ-induced cytokines.

Рисунок 2. Динамика состава цитокинов у больных мКРР при различном ответе на лечение анти-VEGF-препаратами 
(% от исходного уровня)
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 2. The dynamics of cytokine composition in mCRC patients with different response to anti-VEGF therapy (% from the initial 
level). 
Note. As for Figure 1.

характеристика исходного уровня цитокинов у 
больных сравниваемых групп представлена в таб-
лице 1, из которой видны статистически значи-
мые различия уровней сывороточных цитокинов 
в зависимости от мутационного статуса больных 

мКРР. Так, при наличии мутации в гене KRAS от-

мечены более высокие концентрации GM-CSF, 

IL-2, IL-5, IL- 6, IL-7, IL-10, IL-13 и более низ-

кие – IL-8, IP- 10, MIG, MIP-1α.
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На рисунках 1 и 2 представлена динамика ис-
следованных цитокинов, хемокинов и факторов 
роста у больных с различным эффектом лечения. 

При применении анти-EGFR-терапии раз-
личия в динамике между цитокиновым составом 
больных мКРР с различным ответом на лечение 
были наиболее выраженными (рис. 1A, Б). 

Различный ответ на лечение характеризовался 
разной динамикой уровней цитокинов. Так, от-
мечено снижение уровней большинства провос-
палительных цитокинов на 47-85% от исходного 
при полном ответе на лечение и многократное 
(на 98-6044%) повышение при прогрессирова-
нии, причем максимальное возрастание отмече-
но для MIP-1α, IL-6, IL-8 (рис.  1А), а данные, 
характеризующие частичный ответ на лечение, 
находились в промежуточном диапазоне зна-
чений. У больных, получавших анти-EGFR-
терапию выявлена парадоксальная динамика по 
уровням IFNγ и индуцируемых им цитокинов: 
повышение IFNγ наблюдалось при прогрессиро-
вании заболевания, а снижение – при полном от-
вете на лечение. При этом противоположные из-
менения отмечены по уровню MIG – снижение 
с 623,7 (LQ 588,5; UQ 872,7) до 430,2 (LQ 427,9; 
UQ 442,4) пг/мл при прогрессировании и возрас-
тание с 504,0 (LQ 427,3; UQ 646,1) до 703,9 (LQ 
650,4; UQ 987,6) пг/мл при полном ответе. Все 
отмеченные изменения были статистически зна-
чимыми (р < 0,05).

Кроме того, у больных с различным ответом 
на лечение анти-EGFR-препаратами наблюдал-
ся различный исходный фон части исследован-
ных цитокинов: полный ответ отмечен у боль-
ных с более высокими исходными значениями 
GM- CSF, IFNγ, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-17А, 
МСР-1, MIP-1α, тогда как частичный ответ и 
особенно прогрессирование выявлено у больных 
с исходно низкими уровнями этих цитокинов.

Изменения цитокинового состава сыворотки 
больных мКРР после анти-VEGF терапии носили 
иной характер: отмечено выраженное снижение 
уровня провоспалительных цитокинов и хемоки-
нов вне зависимости от ответа на лечение (рис. 
2А). Такая же динамика была и у IFNγ (рис. 2Б). 
Разнонаправленные изменения наблюдались 
только по уровню MIG, который, как и в слу-
чае успешной анти-EGFR-терапии, повышался 
при полном ответе, а при прогрессировании за-
болевания снижался (рис. 2Б). Что касается по-
казателей исходного фона у этих больных, то для 
полного ответа были характерны высокие уровни 
IFNγ, IL-4, IL-6, IL-8, IL-15, MIP-1α, MIP-1β и 
низкие – IP-10, IL-18, MIG, RANTES. У боль-
ных с наступившим после анти-VEGF-терапии 
прогрессированием выявлены высокие исход-
ные значения цитокинов IFNγ, IL-4, IL-8, IL-15, 

IL- 17А, IL-18, IP-10, МСР-1, MIP-1α, RANTES. 
Таким образом, только часть цитокинов оказа-
лась связана с последующим ответом на лечение.

Итак, обнаружены различия исходных пока-
зателей цитокинового состава сыворотки боль-
ных мКРР в зависимости от мутационного ста-
туса RAS/KRAS, а также различия их динамики 
при разном ответе на лечение препаратами моно-
клональных антител против EGFR и VEGF. Раз-
личия, полученные в зависимости от наличия/
отсутствия мутации в гене RAS, позволяют пред-
положить, что провоспалительные и тумороген-
ные эффекты у больных с KRAS-мутацией свя-
заны с Тh2-хелперами, стимулируемыми IL-5 и 
IL-13, а также с IL-6 и IL-10, а вклад миграции 
клеток воспаления (нейтрофилов, моноцитов) 
менее выражен, чем при диком типе RAS. На-
против, при диком типе RAS отмеченные более 
высокие концентрации хемокинов IL-8, IP-10, 
MIG, MIP-1α предполагают более существен-
ную составляющую, связанную с клеточными 
факторами, которые проявляют проонкогенное 
действие. Хемокины IL-8, MIP-1α и MIP-1β 
обладают провоспалительным действием, при-
влекая в опухоль нейтрофилы, проонкогенная 
роль которых хорошо известна, а IP-10 являет-
ся хемоаттрактантом для лимфоцитов, включая 
Tregs [10]. Единственный считающийся про-
тивоопухолевым цитокином, имеющий исход-
но высокий уровень у больных с диким типом 
RAS – это MIG – монокин-индуциторанный 
интерферон-гамма, который стимулирует мигра-
цию Т-клеток, особенно CTL, в опухоль, усили-
вает поляризацию Т-хелперов в сторону Тh1 и их 
ответ на IFNγ, а также способствует ответу на ин-
гибиторы иммунных контрольных точек [15]. Тем 
не менее нами выявлены его разнонаправленные 
изменения с уровнем самого IFNγ, особенно вы-
раженные в динамике лечения при разном ответе 
на него. При использовании обеих схем лечения 
установлено, что полный ответ сопровождается 
повышением уровня MIG и IP-10, также относя-
щегося к IFNγ-индуцируемым медиаторам. Воз-
можно, такой результат отражает фазность дина-
мики этих трех функционально взаимосвязанных 
цитокинов.

С учетом того, что высокие концентрации 
цитокинов и хемокинов в сыворотках считают-
ся признаком активации патологического про-
цесса, будь то воспаление или опухолевый рост, 
возрастание уровней многих из них после лече-
ния, найденное у обследованных нами больных 
с прогрессированием заболевания, в целом укла-
дывается в эти представления. В качестве одно-
го из механизмов резистентности мКРР к анти-
EGFR-терапии в литературе описано усиление 
регуляции сигнатур провоспалительных цитоки-
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нов IL-1α, IL-1β и IL-8 [8]. Хотя в применяемую 
нами панель не входил IL-1, повышение уровня 
IL-8 при прогрессировании заболевания вслед-
ствие нечувствительности к цетуксимабу/пани-
тумумабу и снижение уровня этого хемокина при 
развитии полного эффекта вполне соответствуют 
приведенным данным. Что касается действия 
бевацизумаба на содержание цитокинов, то сни-
жение многих из них после лечения можно объ-
яснить тем, что они были исходно повышены, 
однако не удалось установить различий в зависи-
мости от ответа на лечение, кроме упомянутого 
уровня MIG.

Исходные уровни различных лабораторных 
показателей рассматриваются в литературе как 
возможные факторы прогноза ответа больных 
на лечение; в этом плане могут иметь значение 
и цитокины, тем более что как бевацизумаб, так 
и цетуксимаб являются препаратами монокло-
нальных антител и, следовательно, вариантом не 
только таргетной, но и иммунотерапии. Полу-
ченные нами данные о том, что исходные зна-
чения целого ряда сывороточных цитокинов и 
хемокинов были выше общих по группе именно 
у больных, ответивших на ингибиторы EGFR, и 
наиболее низкими – у больных с развившимся 
впоследствии прогрессированием, пока не наш-
ли однозначного объяснения. В работе, если не 
в полной мере объясняющей этот парадокс, то 
приводящей подобные данные на примере ги-
перэкспрессирующих EGFR опухолей головы и 

шеи, было показано, что у больных с исходно ре-
гистрируемыми уровнями сывороточного IL- 1α, 
показатели выживаемости без прогрессирования 
при применении цетуксимаба были более благо-
приятными, чем у больных с нулевыми значе-
ниями данного цитокина до начала лечения [7]. 
Поскольку IL-1 является ключевым цитоки-
ном иммунного ответа, индуцирующий каскад 
остальных, в т. ч. исследованных нами цитокинов 
и хемокинов, мы предполагаем возможность экс-
траполяции описанных данных и на них. 

Заключение
Итак, показан ряд различий цитокиново-

го состава сыворотки больных мКРР с разным 
мутационным статусом гена RAS, получавших 
препараты моноклональных антител в качестве 
таргетной терапии и продемонстрировавших 
разный ответ на них. Применение анти-EGFR-
антительных препаратов в комплексном лечении 
больных мКРР вызывает снижение уровня боль-
шинства исследованных цитокинов/хемокинов 
при благоприятном ответе и возрастание – при 
отсутствии ответа на лечение; после применения 
анти-VEGF-терапии уровни большинства цито-
кинов снижаются вне зависимости от эффекта. 
Отмеченные различия между исходными пока-
зателями цитокинового состава сыворотки боль-
ных с отсутствием/наличием мутации в гене RAS 
подтверждают характеристику последнего вари-
анта КРР как более неблагоприятного.
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4 ФГБВОУ ВО «Военно-медицинская академия имени С.М. Кирова», Санкт-Петербург, Россия  
5 СПб ГБУЗ «Клиническая больница Святителя Луки», Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Постишемическое нейровоспаление является критическим патофизиологическим про-
цессом в рамках всей схемы церебральной ишемии. Оно характеризуется микроглиальной и астро-
глиальной активацией и сопровождается нарушениями врожденного и адаптивного иммунного 
ответа. Ранние этапы повреждения целостности гематоэнцефалического барьера (ГЭБ) сопровожда-
ются выходом в циркуляцию аутоатигенов головного мозга, в частности нейроспецифеческого белка 
S100B. Согласно последним экспериментальным данным активационная аутофагия ассоциирована 
с постишемическим нейровоспалением и участвует в его регуляции, влияя на исход острого периода 
ишемического инсульта (ИИ). Предоставлены экспериментальные доказательства участия аутофа-
гии в регуляции продукции провоспалительных цитокинов и хемокинов. Показано, что при остром 
ИИ активационная аутофагия влияет на баланс про- и противовоспалительных цитокинов. Цель ис-
следования: количественно оценить ключевые биомаркеры аутофагии, ранний биомаркер поврежде-
ния ГЭБ нейропептид S100B, про- и противовоспалительные цитокины в динамике острого периода 
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ИИ. Выявить взаимосвязь между биомаркерами аутофагии и показателями воспаления. Обследова-
ны 112 пациентов с острым ИИ и группа контроля – 56 человек. Пациентам проводили динамиче-
ское клинико-неврологическое обследование на 1-е, 7-е и 14-е сутки от начала заболевания. В эти же 
временные интервалы осуществляли забор крови на исследование. Уровень аутофагии в лейкоцитах 
периферической крови определяли методом проточной цитометрии с помощью оценки внутрикле-
точной экспрессии белков аутофагии LC3, р62 и средней интенсивности флюоресценции красителя 
Cyto-ID, специфически распознающего активные аутофагосомы. Концентрацию в сыворотке ци-
токинов TNFα (фактор некроза опухоли-α), IL-1β, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18 (интерлейкин-1β, 
интерлейкин-4, интерлейкин-6, интерлейкин-8, интерлейкин-10, интерлейкин-18), нейропептида 
S100B и биомаркеров аутофагии Beclin-1, LC3 и р62 определяли методом твердофазного иммунофер-
ментного анализа. Обнаружено статистически достоверное повышение исследуемых биомаркеров по 
сравнению с группой контроля. Максимальное повышение показателей воспаления и нейропептида 
S100B отмечалось на 1-е, а биомаркеров аутофагии – на 7-е сутки заболевания. Установленные корре-
ляционные связи свидетельствуют об участии активационной аутофагии в регуляции постишемиче-
ского нейровоспаления и ее вовлечении в ишемическое поражение головного мозга на ранних этапах 
острого периода ИИ (1-7-е сутки).

Ключевые слова: аутофагия, постишемическое нейровоспаление, острый ишемический инсульт, биомаркеры 
нейровоспаления, провоспалительные цитокины, биомаркеры аутофагии, Beclin-1, LC3, р62, нейропептид S100B

THE DYNAMICS OF BIOMARKERS OF AUTOPHAGY 
AND NEUROINFLAMMATION IN THE ACUTE PERIOD 
OF ATHEROTHROMBOTIC ISCHEMIC STROKE
Lugovaya A.V.a, b, Kalinina N.M.a, c, Ivanov A.M.d, Nikitin Yu.V.d, 
Sukhina I.A.d, Mitreikin V.P.а, Zabirov S.Sh.e, Kirilkin G.E.а
a First St. Petersburg I. Pavlov State Medical University, St. Petersburg, Russian Federation  
b St. Petersburg Institute of Bioregulation and Gerontology, North-Western Branch, Russian Academy of Sciences, 
St. Petersburg, Russian Federation  
с A. Nikiforov Russian Center of Emergency and Radiation Medicine, St. Petersburg, Russian Federation  
d S. Kirov Military Medical Academy, St. Petersburg, Russian Federation  
e City Clinical Hospital of St. Luke, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Postischemic neuroinflammation is a critical pathophysiological process within the entire 
pattern of cerebral ischemia. It is characterized by microglial and astroglial activation and is accompanied by 
disturbances in the innate and adaptive immune response. The early damage of the blood-brain barrier (BBB) 
integrity is accompanied by the brain autoantigens release into circulation, in particular, the neurospecific 
protein S100B. According to recent experimental data, activated autophagy is associated with postischemic 
neuroinflammation, involved in its regulation and influences the outcome of the ischemic stroke (IS) acute 
period. Experimental evidence is provided for the autophagy involvement in the regulation of proinflammatory 
cytokines and chemokines production. The influence of activated autophagy on the pro- and anti-inflammatory 
cytokines balance in acute IS has been demonstrated. Purpose of the study: to quantitatively evaluate key 
autophagy biomarkers, the early biomarker of BBB damage S100B, pro- and anti-inflammatory cytokines 
in the dynamics of the IS acute period. To identify the relationship between autophagy and inflammation 
biomarkers, 112 patients with acute IS and 56 healthy persons were examined. Patients underwent dynamic 
clinical neurological examination and blood testing on the 1st, 7th and 14th days from the disease’s onset. 
The level of autophagy in peripheral blood leukocytes was determined by flow cytometry by assessing the 
intracellular expression of autophagy proteins LC3, p62 and mean fluorescence intensity of the Cyto-ID dye, 
which specifically recognizes active autophagosomes. Serum concentrations of TNFα, IL-1β, IL-4, IL-6, 
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IL-8, IL-10, IL-18, neuropeptide S100B and autophagy biomarkers Beclin-1, LC3, p62 were determined by 
ELISA. A statistically significant increase in the studied biomarkers was found compared to the control group. 
The maximum increase in inflammation indicators and neuropeptide S100B was observed on the 1st, and 
autophagy biomarkers – on the 7th day of the disease. Established correlations indicate the participation of 
activated autophagy in the postischemic neuroinflammation regulation and its involvement in ischemic brain 
damage in the early stages of the IS acute period (days 1-7).

Keywords: autophagy, postischemic neuroinflammation, acute ischemic stroke, biomarkers of neuroinflammation, proinflammatory 
cytokines, autophagy biomarkers, Beclin-1, LC3, p62, neuropeptide S100B

Введение
Постишемический воспалительный ответ 

играет важную роль в патогенезе острого ИИ. 
С одной стороны он направлен на удаление не-
кротизированной ткани из зоны ишемии, с 
другой стороны – приводит к увеличению объ-
ема очага поражения и отягощает заболевание. 
Первоначальное повреждение нейронов возни-
кает в течение нескольких минут после ишеми-
ческой атаки, тогда как воспалительная реакция, 
способствующая прогрессированию патологии, 
может продолжаться от нескольких дней до не-
скольких месяцев [6, 11].

В ответ на острую ишемию развиваются мест-
ные и системные воспалительные реакции, а так-
же иммунный ответ [10]. Стойкий аутоиммунный 
ответ на антигены мозга имеет негативные долго-
срочные последствия, в том числе когнитивные 
нарушения, такие как постинсультная деменция. 
Следует подчеркнуть, что иммунная активация 
способствует вторичному повреждению тканей 
головного мозга при остром ИИ [8].

Нарушение целостности гематоэнцефаличе-
ского барьера (ГЭБ) способствует распаду моз-
говой ткани и выходу в периферическую кровь 
(ПК) аутоантигенов головного мозга, что приво-
дит к активации иммунной системы и притоку 
периферических иммунокомпетентных клеток 
в центральную нервную систему [11]. К чис-
лу подобных аутоантигенов относится ранний 
биомаркер повреждения ГЭБ глиальный белок 
S100B. Установлено, что концентрация S100B 
в сыворотке крови резко возрастает в первые 
часы после сосудистой катастрофы и сохраняет-
ся повышенной в течении 2-3 дней или дольше 
в зависимости от степени тяжести заболевания. 
Сывороточный уровень S100B коррелирует с по-
казателями неврологического статуса [4]. При-
рост концентрации S100B в острейшем периоде 
ИИ рассматривается в качестве предиктора ге-
моррагической трансформации или развития ва-
зогенного отека [3].

Установлено, что после ишемической атаки 
происходит поляризация микроглии в провоспа-
лительный фенотип М1, характеризующийся се-
крецией провоспалительных цитокинов, в част-
ности TNFα (фактор некроза опухоли α), IL-1β, 
IL-6, IL-8, IL-18, IL-21 (интерлейкин-1β, интер-
лейкин-6, интерлейкин-8, интерлейкин-18, ин-
терлейкин-21). Таким образом, в остром периоде 
ИИ наблюдается дисбаланс цитокинового стату-
са с преобладанием провоспалительных цитоки-
нов [4].

В остром периоде ИИ в крови пациентов реги-
струется значительное повышение концентрации 
провоспалительных цитокинов. Согласно дан-
ным литературы, высокая концентрация IL-6 яв-
ляется показателем неблагоприятного прогноза 
и может способствовать развитию отсроченных 
когнитивных расстройств (нарушению памяти, 
деменции) [13]. Показано, что высокий уровень 
сывороточного IL-1β коррелируют со степенью 
тяжести острого ИИ. В литературных источниках 
подчеркивается важнейшая роль этого интер-
лейкина в ишемическом повреждении головно-
го мозга [13]. Повышение в сыворотке противо-
воспалительного цитокина IL-10, обладающего 
нейропротективным эффектом, напротив, сви-
детельствует о включении защитных компенса-
торных механизмов и, как правило, сочетается с 
благоприятным исходом заболевания [12, 13].

В последнее время большой интерес вызы-
вает перспектива модулирования аутофагии при 
остром ИИ, являющейся мощным регулятором 
воспалительных реакций [5, 9]. Установлено, что 
физиологическая (базовая) аутофагия участвует в 
регуляции продукции цитокинов и хемокинов и 
способствует поддержанию цитокинового балан-
са. Показано, что базовая аутофагия в нормаль-
ных физиологических условиях способствует 
поддержанию иммунологической толерантно-
сти, в то время как чрезмерная активация ауто-
фагии или, напротив, ингибирование аутофагии 
приводят к развитию аутоиммунных процессов, 
воспалительных реакций врожденного и адап-
тивного иммунного ответа [7, 10]. 
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Установлено, что при остром ИИ аутофагия 
задействована в важнейших этапах воспалитель-
ного каскада, выступая либо в качестве индукто-
ра, либо в роли ингибитора постишемического 
нейровоспаления. Во многих противовоспали-
тельных механизмах, реализуемых аутофагией 
при остром ИИ, участвуют ключевые белки ауто-
фагии Beclin-1, LC3 и р62. Они выполняют роль 
регуляторов, подавляющих отдельные этапы по-
стишемического воспалительного каскада, бла-
готворно влияя на клинический исход заболева-
ния [10].

Учитывая многочисленные механизмы, с по-
мощью которых аутофагия влияет на отдельные 
этапы постишемического нейровоспаления, по 
мнению авторов, целесообразно рассмотрение 
возможных путей ее модуляции с целью воздей-
ствия на определенные мишени воспалительного 
процесса [5, 9].

В связи с тем, что в настоящий момент боль-
шинство литературных источников, освещающих 
данную проблему, приводят результаты экспери-
ментальных исследований, представляет интерес 
сравнительная оценка биомаркеров аутофагии 
и постишемического воспаления в клинических 
условиях.

Цель исследования – количественно опре-
делить ключевые биомаркеры аутофагии, ран-
ний биомаркер повреждения ГЭБ нейропептид 
S100B, про- и противовоспалительные цитокины 
в динамике острого периода ИИ. Выявить взаи-
мосвязь между биомаркерами аутофагии и пока-
зателями воспаления.

Материалы и методы
Все исследования были согласованы с эти-

ческим комитетом ПСПбГМУ им. академика 
И.П. Павлова Минздрава России. Обследованы 
112 пациентов (77 мужчин и 35 женщин, средний 
возраст 52,2±4,5 года) в остром периоде впер-
вые развившегося атеротромботического ИИ и 
56 условно здоровых лиц по полу и возрасту со-
поставимые с больными острым ИИ. Критерии 
включения в исследование: информированное 
согласие на участие в исследовании; возраст от 
45 до 60 лет; верифицированный с помощью маг-
нитно-резонансной томографии (МРТ) впервые 
выявленный острый ИИ в системе внутренней 
сонной артерии (атеротромботический патогене-
тический вариант); неврологическая симптома-
тика менее 14 баллов по шкале NIHSS (National 
Institutes of Health Stroke Scale – шкала инсуль-
та Национального института здоровья); пол па-

циентов: мужской, женский; не более 24 ч от на-
чала развития заболевания. 

По результатам клинико-неврологического 
и лабораторного обследований, а также резуль-
татам МРТ все пациенты были разделены на 2 
группы: со среднетяжелым (n = 82) и тяжелым 
течением заболевания (n = 30). I группу (средне-
тяжелое течение) составили пациенты с тяже-
стью неврологической симптоматики не более 
10 баллов по шкале NIHSS, не более 3 баллов по 
модифицированной шкале Рэнкина, с объемом 
поражения паренхимы головного мозга менее 50 
см3. II группу (тяжелое течение) составили паци-
енты с тяжестью неврологической симптоматики 
более 10 баллов по шкале NIHSS, от 3 до 5 баллов 
по шкале Рэнкина, с объемом поражения голов-
ного мозга более 50 см3. III группу (контрольную) 
составили 56 условно здоровых лиц (n = 56).

Пациентам проводили динамическое клини-
ко-неврологическое обследование с оценкой вы-
раженности неврологического дефицита по шка-
ле NIHSS, исследование объема очага поражения 
методом МРТ головного мозга, тестирование по 
модифицированной шкале Рэнкина на 1-е, 7-е и 
14-е сутки от начала заболевания. В эти же вре-
менные интервалы осуществляли забор крови на 
исследование.

Для количественного определения аутофаго-
сом в лейкоцитах периферической крови приме-
няли набор для детекции аутофагии (CYTO-ID® 
Autophagy detection kit 2.0, Enzo, Великобри-
тания), содержащий индикаторный краситель 
Cyto-ID. Этот катионный амфифильный краси-
тель специфически встраивается в аутофагосомы 
на всех стадиях аутофагии и дает интенсивное 
зеленое свечение. Количество активных ауто-
фагосом оценивали по средней интенсивности 
флюоресценции красителя Cyto-ID с помощью 
метода проточной цитометрии (MoFlo TM Astrios 
EQ, Beckman Coulter, США). Для оценки внутри-
клеточной экспрессии биомаркеров аутофагии 
LC3 и р62 проводили пермеабилизацию мем-
браны лейкоцитов с последующим окрашива-
нием исследуемых образцов моноклональными 
антителами к белкам LC3 и р62 (Biorbyt Explore 
Bioreagents, Великобритания).

Концентрацию цитокинов IL-1β, IL-4, IL-6, 
IL-8, IL-10, IL-18, TNFα, биомаркеров аутофа-
гии Beclin-1, LC3 и р62, белка S100B в сыворотке 
крови определяли методом твердофазного имму-
ноферментного анализа с помощью соответству-
ющих тест систем (ELISA Kits; Abcam, Велико-
британия) и (ELISA Kits; Enzo, Великобритания).
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ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА ВНУТРИКЛЕТОЧНОЙ ЭКСПРЕССИИ БИОМАРКЕРОВ АУТОФАГИИ В ЛЕЙКОЦИТАХ 
ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ В ДИНАМИКЕ ОСТРОГО ПЕРИОДА ИИ

TABLE 1. CHARACTERISTICS OF INTRACELLULAR EXPRESSION OF AUTOPHAGY BIOMARKERS IN PERIPHERAL BLOOD 
LEUKOCYTES DURING THE ACUTE PERIOD OF IS

Показатель
Index

Группы обследуемых лиц
Groups of examined persons

I II III I II III I II III
1-е сутки

1st day
7-е сутки

7th day
14-е сутки

14th day
LC3, % позитивных клеток
LC3, % positive cells 5,9** 7,5** 0,08 7,4** 11,8** – 4,1* 9,6** –

p62, % позитивных клеток
p62, % positive cells 1,9* 3,1* 0,9 3,5* 4,2* – 2,1* 3,6* –

Cyto-ID, MFI# 6,8* 9,4* 1,1 8,9* 12,5** – 4,5* 10,1** –

Примечание. 1. I группа – среднетяжелое течение заболевания (n = 82); II группа – тяжелое течение заболевания 
(n = 30); III группа – контрольная (n = 56). 2. * – различия по изучаемому показателю с контрольной группой 
статистически достоверны (p < 0,05); ** – различия по изучаемому показателю с контрольной группой статистически 
достоверны (p < 0,01); *** – различия по изучаемому показателю с контрольной группой статистически достоверны 
(p < 0,001). 3. # – средняя интенсивность флюоресценции.

Note. 1. I group, moderate course of the disease (n = 82); II group, severe course of the disease (n = 30); III group – control (n = 56). 
2. *, differences in the studied indicator with the control group are statistically significant (p < 0.05); **, differences in the studied 
indicator with the control group are statistically significant (p < 0.01); ***, differences in the studied indicator with the control group 
are statistically significant (p < 0.001). 3. #

, mean fluorescence intensity.

Результаты и обсуждение
Результаты оценки изучаемых показателей в 

динамике острого периода ИИ представлены в 
таблицах 1 и 2.

Статистически достоверное повышение вну-
триклеточной экспрессии биомаркеров ауто-
фагии LC3, р62 и средней интенсивности флю-
оресценции красителя Cyto-ID в лейкоцитах 
периферической крови (ПК) отмечалось на про-
тяжении всего периода исследования у пациен-
тов обеих групп по сравнению с группой контро-
ля (табл. 1). Максимальный уровень исследуемых 
показателей выявлен на 7-е сутки заболевания. У 
пациентов I группы (среднетяжелое течение за-
болевания) наблюдалась значительная тенден-
ция к снижению уровня показателей аутофагии 
на 14-е сутки. У пациентов II группы (тяжелое те-
чение заболевания) высокие значения биомарке-
ров аутофагии по сравнению с группой контроля 
наблюдались на протяжении всего исследования, 
включая 14-е сутки. Выявлена прямая корреля-
ционная связь между средним уровнем флюорес-
ценции Cyto-ID в общей популяции лейкоцитов, 
тяжестью неврологического дефицита по шкале 
NIHSS и объемом поражения головного мозга на 
1-е (r = 0,69; p < 0,05 и r = 0,73; p < 0,01 соответ-
ственно) и 7-е сутки (r = 0,78; p < 0,01 и r = 0,83; 
p < 0,01 соответственно). Согласно данным экс-

периментальных исследований на ранних эта-
пах острого периода ИИ действует активацион-
ная (деструктивная) аутофагия, участвующая в 
ишемическом повреждении клеток головного 
мозга. В конце острого периода при адекватно 
назначенной терапии происходит подавление 
активационной и включение базовой (физиоло-
гической) аутофагии, выполняющей защитную 
нейропротективную функцию [7]. Таким обра-
зом, в совокупности с литературными данными, 
выявленные нами корреляционные связи между 
интенсивностью флюоресценции Cyto-ID и кли-
нико-неврологическими показателями на 1-е и 
7-е сутки позволяют предположить, что актив-
ность аутофагии клеток ПК может отражать ак-
тивность деструктивной аутофагии в очаге пора-
жения на ранних этапах острого периода ИИ.

Исследованием установлено, что в остром 
периоде ИИ наблюдается статистически досто-
верное по сравнению с контролем повышение 
концентрации исследуемых провоспалитель-
ных цитокинов, более выраженное у пациентов 
II группы (табл.  2). В обеих группах пациентов на-
блюдалось динамическое снижение концентра-
ции биомаркеров воспаления. Тем не менее,даже 
на 14-е сутки средние значения показателей вос-
паления были статически значимо повышены 
по сравнению с группой контроля, что свиде-
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тельствует о продолжающейся воспалительной 
реакции. Показано, что нейровоспаление, спро-
воцированное ишемией, может продолжаться от 
нескольких дней до нескольких месяцев [6, 11]. 

Выявлено статистически значимое по срав-
нению с контролем (III группа) повышение 
биомаркеров аутофагии, более выраженное во 
II группе пациентов (табл.  2). Вызывает интерес 
неравномерное динамическое изменение био-
маркеров аутофагии и показателей воспаления. 
В отличие от последних все изучаемые биомарке-
ры аутофагии достигают максимальных значений 
на 7-е сутки с незначительной тенденцией к сни-
жению на 14-й день исследования. В совокуп-
ности с результатами, полученными при оценке 
показателей аутофагии в клетках ПК (табл.  1), 

можно предположить, что активационная ауто-
фагия в очаге поражения достигает своего пика 
на 7-е сутки острого периода ИИ. 

Максимальные значения концентрации ней-
роспецифеческого белка S100B отмечались на 
1-е сутки заболевания с последующим динамиче-
ским снижениям (табл.  2). Следует подчеркнуть, 
что в 1-й день исследования белок S100B был 
повышен в 9 раз в группе с тяжелым течением 
ИИ по сравнению с группой со среднетяжелым 
течением заболевания. Полученные результаты 
согласуются с данными литературы о том, что 
данный показатель коррелирует со степенью тя-
жести заболевания и является предиктором раз-
вития осложнений острого ИИ [3, 6]. 

ТАБЛИЦА 2. СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА СОДЕРЖАНИЯ БИОМАРКЕРОВ АУТОФАГИИ, ПРО- 
И ПРОТИВОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЦИТОКИНОВ, НЕЙРОПЕПТИДА S100B В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ПАЦИЕНТОВ 
В ДИНАМИКЕ ОСТРОГО ПЕРИОДА ИИ

TABLE 2. COMPARATIVE CHARACTERISTICS OF THE CONTENT OF BIOMARKERS OF AUTOPHAGY, PRO- AND ANTI-
INFLAMMATORY CYTOKINES, NEUROPEPTIDE S100B IN THE PATIENT’S BLOOD SERUM IN THE DYNAMICS OF THE ACUTE 
PERIOD OF IS

Показатель
Index

Группы обследуемых лиц
Groups of examined persons

I II III I II III I II III
1-е сутки

1st day
7-е сутки

7th day
14-е сутки

14th day
LC3, нг/л
LC3, ng/L 175,8* 252,7** 89,3 216,4** 311,2** – 196,1* 273,8** –

Beclin-1, нг/л
Beclin-1, ng/L 149,9* 188,9* 75,6 198,9* 230,7** – 168,3* 203,9** –

p62, пг/мл
p62, pg/mL 37,5* 20,1* 11,4 32,7* 41,4** – 24,6* 38,3* –

TNFαα, пг/мл 
TNFα, pg/mL 27,8** 64,1*** 6,4 18,9* 27,9* – 15,1* 20,9** –

IL-1ββ, пг/мл 
IL-1β, pg/mL 30,9** 55,4*** 3,9 19,8** 33,5*** – 11,2* 19,5** –

IL-4, пг/мл
IL-4, pg/mL 23,5** 30,9** 5,5 19,4* 26,8** – 13,1* 21,4** –

IL-6, пг/мл 
IL-6, pg/mL 20,4* 71,5*** 6,9 14,1* 63,5*** – 13,5* 61,6*** –

IL-8, пг/мл 
IL-8, pg/mL 41,4** 81,5*** 12,8 30,6* 59,8** – 24,9* 41,7** –

IL-10, пг/мл
IL-10, pg/mL 28,3** 59,8*** 4,5 20,7** 45,4*** – 13,3* 32,1** –

IL-18, пг/мл 
IL-18, pg/mL 358,9* 891,6*** 158,9 303,8* 501,6** – 211,5* 415,6** –

S100B, пг/мл
S100B pg/mL 20,5** 183,8*** 0,9 13,9** 39,9*** – 10,5** 23,8** –

Примечание. См. пункты 1 и 2 примечания к таблице 1. 
Note. See points 1 and 2 of the note to Table 1.
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ТАБЛИЦА 3. УСТАНОВЛЕННЫЕ КОРРЕЛЯЦИОННЫЕ СВЯЗИ МЕЖДУ КОНЦЕНТРАЦИЕЙ КЛЮЧЕВОГО БИОМАРКЕРА 
АУТОФАГИИ LC3 (нг/л) И УРОВНЕМ ПОКАЗАТЕЛЕЙ НЕЙРОВОСПАЛЕНИЯ В ДИНАМИКЕ ОСТРОГО ПЕРИОДА ИИ 
У БОЛЬНЫХ С РАЗНОЙ СТЕПЕНЬЮ ТЯЖЕСТИ ЗАБОЛЕВАНИЯ

TABLE 3. CORRELATIONS BETWEEN THE CONCENTRATION OF THE KEY AUTOPHAGY BIOMARKER LC3 (ng/L) AND 
THE LEVEL OF INDICATORS OF NEUROINFLAMMATION IN THE DYNAMICS OF THE ACUTE PERIOD OF IS IN PATIENTS 
WITH DIFFERENT SEVERITY OF THE DISEASE

Показатель
Index

Коэффициент Спирмена (r)
Spearman’s coefficient (r)

p < 0,05
Группы обследуемых пациентов

Groups of examined patients
I II I II I II

1-й день
1st day

7-й день
7th day

14-й день
14th day

TNFαα, пг/мл
TNFα, pg/mL r = 0,68 r = 0,73 r = 0,56 r = 0,59 r = 0,31 r = 0,36

IL-1ββ, пг/мл 
IL-1β, pg/mL r = 0,79 r = 0,83 r = 0,63 r = 0,69 r = -0,39 r = -0,45

IL-4, пг/мл
IL-4, pg/mL r = -0,21 r = -0,42 r = -0,15 r = -0,31 r = -0,11 r = -0,18

IL-6, пг/мл 
IL-6, pg/mL r = 0,61 r = 0,75 r = 0,53 r = 0,68 r = 0,35 r = 0,55

IL-8, пг/мл 
IL-8, pg/mL r = 0,54 r = 0,59 r = 0,21 r = 0,29 r = 0,18 r = 0,23

IL-10, пг/мл
IL-10, pg/mL r = -0,44 r = -0,63 r = -0,33 r = -0,55 r = -0,22 r = -0,32

IL-18, пг/мл 
IL-18, pg/mL r = 0,73 r = 0,79 r = 0,61 r = 0,65 r = -0,29 r = -0,47

Примечание. См. пункт 1 примечания к таблице 1. 
Note. See point 1 of the note to Table 1.

Для выявления взаимосвязи между активно-
стью аутофагии в динамике острого периода ИИ 
и показателями воспаления в сыворотке крови в 
качестве исследуемого параметра аутофагии был 
выбран белок LC3 (microtubule-associated protein 
light chain 3), который участвует в образовании 
аутофагосом. Согласно данным литературы, бе-
лок LC3 является самым надежным биомаркером 
аутофагии, так как его содержание в исследуемом 
биологическом материале положительно корре-
лирует с количеством активных аутофагосом – 
важнейших компонентов процесса аутофагии. 
Таким образом, этот показатель отражает актив-
ность процесса аутофагии [2].

В 1-й день исследования выявлены сильные 
прямые корреляционные взаимосвязи между 
сывороточной концентрацией белка LC3 и ис-
следуемых провоспалительных цитокинов, более 
выраженные во II группе (табл.  3). Установлен-
ные взаимосвязи между LC3 и цитокинами IL-1β 
и IL-18 мы анализировали в нашей предыдущей 

публикации [1], поэтому на этом вопросе мы 
останавливаться не будем.

Обращает на себя внимания сильная корреля-
ционная связь между LC3 и TNFα (r = 0,73; р < 
0,05). Как известно, TNFα является плейотроп-
ным цитокином, играющим важную роль во мно-
гих патологических клеточных процессах, вклю-
чая роль индуктора активационной аутофагии [5, 
12]. Полученные результаты позволяют пред-
положить, что на ранних этапах острого пери-
ода ИИ TNFα и аутофагия взаимодействуют по 
принципу обратной связи, дополнительно акти-
вируя друг друга: чем выше концентрация TNFα, 
тем интенсивнее процесс аутофагии, которая в 
свою очередь стимулирует дополнительную про-
дукцию TNFα и т. д.

Не менее важное значение имеет выявленная 
прямая корреляционная зависимость между LC3 и 
IL-8 (табл.  3). Вызывая экспрессию молекул меж-
клеточной адгезии, IL-8 стимулирует прилипание 
нейтрофилов к эндотелиальным клеткам и субэн-
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дотелиальным матричным белкам. Привлеченные 
IL-8 лейкоциты выделяют матриксные металло-
протеиназы-2 и -9, которые расщепляют плот-
ные контакты между эндотелиальными клетками 
сосудов головного мозга [11, 13]. Это приводит к 
повреждению ГЭБ, вследствие чего повышается 
проницаемость сосудов, что может способство-
вать развитию вазогенного отека [10, 11].

Установленные отрицательные корреляцион-
ные связи между LC3 и противовоспалительными 
цитокинами IL-4 и IL-10 (табл. 3) подтверждают 
результаты экспериментальных исследований, 
свидетельствующие о том, что эти интерлейкины 
не только оказывают важнейшее нейропротек-
тивное действие (снижают активацию микро-
глии, уменьшают объем инфаркта мозга у мышей, 
способствуют восстановлению двигательных и 
когнитивных функций), но и участвуют в пода-
влении активационной аутофагии [10]. Согласно 
данным литературы, Th2-цитокины IL-4, IL-13 и 
IL-10 ингибируют патологическую активацион-
ную аутофагию [10, 13], что рассматривается в ка-
честве одной из потенциальных терапевтических 
стратегий в лечении острого ИИ [3, 10, 11].

Заключение
Таким образом, максимальное повышение ис-

следуемых биомаркеров нейровоспаления TNFα, 
IL-1β, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18 наблюдалось 
на 1-е, а ключевых показателей аутофагии LC3, 
Beclin-1, р62, Cyto-ID – на 7-е сутки острого ИИ. 
Значимые корреляционные связи между актив-
ностью аутофагии и основными показателями 
воспаления отмечалась на 1-е и 7-е сутки забо-
левания, существенно ослабевая в дальнейшем. 
Полученные данные свидетельствуют об участии 
активационной аутофагии в регуляции постише-
мического нейровоспаления и ее вовлечении в 
ишемическое поражение головного мозга на ран-
них стадиях острого периода ИИ.
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ИДЕНТИФИКАЦИЯ HLA-ГАПЛОТИПОВ  
В КАЧЕСТВЕ ГЕНЕТИЧЕСКИХ МАРКЕРОВ 
ГЛОМЕРУЛОНЕФРИТОВ С РЕФРАКТЕРНЫМ 
НЕФРОТИЧЕСКИМ СИНДРОМОМ
Кудряшов С.И., Карзакова Л.М.
ФГБОУ ВО «Чувашский государственный университет имени И.Н. Ульянова», г. Чебоксары, Чувашская 
Республика, Россия

Резюме. Одной из актуальных проблем медицины является выяснение патогенетических механиз-
мов гломерулонефритов (ГН) с рефрактерным нефротическим синдромом (НС). В 30% случаев реф-
рактерный НС имеет генетическую природу. Роль генов системы гистосовместимости человека (HLA) 
в развитии рефрактерного НС изучена не достаточно. Целью настоящего исследования явилось изуче-
ние ассоциации двухлокусных гаплотипов аллелей генов HLA класса II с ГН, проявляющимися реф-
рактерным НС. В рамках данной работы было проведено типирование генов HLA класса II у 136 боль-
ных ГН с НС методом полимеразной цепной реакции (ПЦР), включавшее идентификацию 13 аллелей 
локуса DRB1, 8 – DQA1, и 12 – DQB1. Когорта обследованных была разделена на две группы – группу 
больных с рефрактерным НС и группу больных с редкими рецидивами, с отсутствием рефрактерно-
сти к проводимой терапии. В исследование отбирали лиц чувашской национальности. В исследуемых 
группах пациентов определяли величины неравновесного сцепления аллелей (D) для выявления ха-
рактерных двухлокусных гаплотипов и их частоту по формулам Piazza A. и соавт. Для оценки ассоци-
ации рефрактерного НС с HLA-гаплотипами рассчитывали величины относительных рисков (ОР) по 
формуле Woolf B. и Haldane J. Статистическую значимость ассоциации оценивали по двустороннему 
точному методу Фишера для четырехпольных таблиц (PF). Наибольшее значение ОР было установлено 
у гаплотипа HLA- DRB1*11(05)-DQA1*0301. Его величина составила 42,1 (PF = 0,005). Другой стати-
стически значимой была величина ОР у гаплотипа HLA-DRB1*15(02)-DQB1*0602-8, равнявшаяся 0,2 
(PF = 0,004). Значение данного показателя меньше 1, что свидетельствует о его отрицательной связи 
с рефрактерным НС. В результате проведенного исследования в HLA-генотипе лиц чувашской по-
пуляции обнаружен гаплотип DRB1*11(05)-DQA1*0301, связанный с повышенным риском развития 
рефрактерного НС, и протективный гаплотип DRB1*15(02)-DQB1*0602-8, снижающий риск возник-
новения рефрактерности НС к иммуносупрессивной терапии.

Ключевые слова: HLA-гаплотипы, гломерулонефриты, нефротический синдром, рефрактерность к терапии, гены 
гистосовместимости человека, рецидивы нефротического синдрома
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IDENTIFICATION OF HLA HAPLOTYPES AS GENETIC 
MARKERS OF GLOMERULONEPHRITIS WITH REFRACTORY 
NEPHROTIC SYNDROME
Kudryashov S.I., Karzakova L.M.
I. Ulyanov Chuvash State University, Cheboksary, Chuvash Republic, Russian Federation

Abstract. One of the urgent problems of medicine is to clarify the pathogenetic mechanisms of 
glomerulonephritis (GN) with refractory nephrotic syndrome (NS). In 30% of cases, refractory NS has a 
genetic nature. The role of human histocompatibility system (HLA) genes in the development of refractory NS 
has not been sufficiently studied. The purpose of this study was to study the association of two-locus haplotypes 
of HLA class II gene alleles with GN manifested by refractory NS. The typing of HLA class II genes in 136 
patients with NS was performed by polymerase chain reaction (PCR), which included the identification of 13 
alleles of the DRB1, 8 – DQA1, and 12 – DQB1 loci. The cohort of the examined patients was divided into 
two groups: a group of patients with refractory NS and a group of patients with rare relapses, with a lack of 
refractoriness to the therapy. Persons of Chuvash nationality were selected for the study. In the studied groups 
of patients, the values of the nonequilibrium coupling of alleles (D) were determined to identify characteristic 
two-locus haplotypes and their frequency according to the formulas of Piazza A. and coauthors. To assess 
the association of refractory NS with HLA haplotypes, relative risk values (RR) were calculated using the 
formula Woolf B. and Haldane J. The statistical significance of the association was assessed using the two-
sided Fisher exact method for four-field tables (PF). The highest value of RR was found in the haplotype 
HLA- DRB1*11(05)-DQA1*0301. Its value was 42.1 (PF = 0.005). Another statistically significant value was 
the RR value of the haplotype HLA-DRB1*15(02)-DQB1*0602-8, equal to 0.2 (PF = 0.004). As a result of the 
study, the haplotype DRB1*11(05)-DQA1*0301, associated with an increased risk of refractory NS, and the 
protective haplotype DRB1*15(02)-DQB1*0602-8, reducing the risk of refractory NS were found in the HLA 
genotype of individuals in the Chuvash population.

Keywords: HLA haplotypes, glomerulonephritis, nephrotic syndrome, refractory to therapy, human histocompatibility genes, 
recurrence of nephrotic syndrome

Введение
Одной из актуальных проблем медицины яв-

ляется выяснение патогенетических механизмов 
гломерулонефритов (ГН) с нефротическим син-
дромом (НС), которыми заболевают преимуще-
ственно лица молодого трудоспособного возрас-
та. Актуальность данной проблемы акцентируется 
в связи с развитием у 10-15% пациентов с НС ре-
зистентности к инициальной терапии глюкокор-
тикостероидами (ГКС). Такие случаи НС относят 
к стероидрезистентным. Больше чем у половины 
больных ГН с стероидчувствительным НС разви-
ваются рецидивы заболевания. При повторном 
назначении стероидов может развиться стреоид-
зависимость. Как стероидрезистентный НС, так и 
его стероидзависимый вариант способны вызвать 
развитие рефрактерного НС, отличающегося «ча-
сто рецидивирующим» или персистирующим те-

чением. Механизмы развития рефрактерного НС 
гетерогенны. В 30% случаев рефрактерного НС 
обнаруживаются генетические мутации. На се-
годняшний день идентифицировано 70 генов, ас-
социированных со стероидрезистентным НС [4]. 
Наиболее значимыми мутациями при НС явля-
ются те, которые связаны с однонуклеотидными 
заменами генов трансмембранного рецептора 
фосфолипазы A2 М-типа (PLA2R), экспресси-
рующегося на подоцитах, и подоцитарного гена 
аполипопротеина L1 (APOL1) [14]. Причины раз-
вития остальных 70% «идиопатических» случаев 
рефрактерного НС все еще не ясны. В тех случа-
ях, когда не выявляется связь с генами структур-
ных и регуляторных белков подоцитов, причина 
формирования рефрактерности НС может быть 
связана с другими системами генов. Известно о 
наличии выраженной связи развития аутоим-
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мунной патологии, к разряду которой относятся 
ГН с НС (мембранозная нефропатия – МНП, 
нефропатия с минимальными изменениями – 
НПМИ, фокально-сегментараный гломеруло-
склероз – ФСГС) с генами иммунного ответа – 
HLA класса II. Так описаны HLA-ассоциации 
при системной красной волчанке, ревматоидном 
артрите, сахарном диабете типа 1 [6, 16]. Установ-
лены ассоциации однонуклеотидных мутаций 
гена HLA- DQA1 – полиморфизма rs2187668 с 
развитием МНП – наиболее распространенно-
го гистоморфологического варианта первичного 
НС у взрослых [11], полиморфизмов rs1129740 
и rs1071630 – со стероидчувствительной НПМИ 
у детей [5]. Связь rs2187668 со стероидчувстви-
тельным НС подтвердилась в различных этни-
ческих популяциях [3]. Однако данные мутиро-
ванные аллели редко встречались у пациентов с 
рефрактерным НС [2]. Литературные данные по 
изучению влияния классических аллелей HLA-
генов на заболеваемость и рефрактерность ГН с 
НС весьма скудные и полученные разными ис-
следователями результаты не совпадают [1, 9, 
13]. Так, по данным Sekula P. и соавт. [9], аллель 
DQA1*0501 связан с повышенным риском разви-
тия таких морфологических вариантов ГН с НС, 
как МНП и ФСГС. Результаты ранее проведенно-
го нами исследования свидетельствовали о том, 
что HLA-DQA1*0501 является аллелем, опреде-
ляющим устойчивость к развитию рефрактерно-
го НС в чувашской популяции [1]. Более значимо 
при изучении HLA-ассоциаций заболеваний ис-
следование частоты гаплотипов – неравновесно 
положительно сцепленных аллелей разных локу-
сов в хромосоме. 

Целью настоящего исследования явилось из-
учение ассоциации двухлокусных гаплотипов ал-
лелей HLA-генов класса II с ГН, проявляющимся 
рефрактерным НС. 

Материалы и методы
В рамках данной работы было проведено типи-

рование генов HLA класса II у больных ГН с НС 
методом полимеразной цепной реакции (ПЦР), 
включавшее идентификацию 13 аллелей локуса 
DRB1, 8 – DQA1, и 12 – DQB1 (подробный спи-
сок идентифицируемых аллелей приведен в ранее 
опубликованной статье [1], в разделе «Материалы 
и методы»). ДНК выделяли из венозной крови с 
помощью набора реагентов «Проба – Рапид – Ге-
нетика» (ООО «НПО ДНК-Технология», Россия) 
в соответствии с прилагаемой набору инструкци-
ей, для проведения ПЦР использовали наборы 

реагентов «HLA-ДНК-ТЕХ» и детектирующий 
амплификатор «ДТ прайм» (ООО «НПО ДНК-
Технология», Россия). Программирование эта-
пов ПЦР и детекция результатов ПЦР осущест-
влялись на основе программного обеспечения 
RealTime_PCR, приложенного к детектирующе-
му амплификатору. 

ГН диагностировали, основываясь на данных 
клинических, лабораторных, лучевых и гисто-
морфологических исследований. В исследование 
было отобрано 136 пациентов, среди которых у 
42,7% была установлена МНП, у 32,2% – ФСГС, 
у 23% – НПМИ, у 2,3% – другие гистоморфо-
логические формы ГН. В момент постановки 
диагноза средний показатель возраста больных 
ГН составлял 42,8±6,9 года. В группе больных 
мужчины составляли 68,5%. У 37,2% больных 
НС имел часто рецидивирующее течение, а у 
12,1% НС имел персистирующее течение. НС 
идентифицировали на основании обнаружения 
гиперпротеинурии выше значения 3,5 г в сут-
ки, гипоальбуминемии менее 28 г/л, гиперхоле-
стеринемии более 6,6 ммоль/л и кардинального 
клинического признака – массивных отеков. 
Рефрактерность НС к лечению устанавливали по 
анамнестическим данным в соответствии со сле-
дующими критериями: 1) НС с частыми рециди-
вами: рецидив ≥ 2 раз за 6 месяцев или ≥ 4 раза за 
12 месяцев; 2) стероидозависимость НС: рецидив 
произошел в течение 2 недель после стероидной 
терапии; 3) отсутствие эффекта от применения 
одного курса иммуносупрессивной терапии при 
лечении МНП; 4) непереносимость стероидов; 5) 
стероидрезистентность НС: НПМИ или ФСГС 
не реагировали на лечение ГКС в течение 12 не-
дель. Когорта обследованных была разделена на 
две группы – группу больных с рефрактерным 
НС и группу больных с отсутствием рефрактер-
ности к проводимой терапии. В исследование от-
бирали лиц чувашской национальности в связи 
с тем, что для каждой этнической популяции ха-
рактерны специфические черты HLA-профиля. 
В исследуемых группах определяли величины 
неравновесного сцепления аллелей (D) для вы-
явления характерных двухлокусных гаплотипов 
и их частоту по формулам Piazza A. и соавт. [7]. 
Для оценки ассоциации рефрактерного НС с 
HLA-гаплотипами рассчитывали величины от-
носительных рисков (ОР) по формуле Woolf B. и 
Haldane  J. [12]. Статистическую значимость ас-
социации оценивали по двустороннему точному 
методу Фишера для четырехпольных таблиц (PF). 
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ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ АССОЦИАЦИЙ АЛЛЕЛЕЙ С ПОЛОЖИТЕЛЬНЫМ НЕРАВНОВЕСНЫМ СЦЕПЛЕНИЕМ 
ЛОКУСОВ HLA-DRB1 И -DQA1 У БОЛЬНЫХ ГН С НС
TABLE 1. INDICATORS OF ASSOCIATIONS OF ALLELES WITH POSITIVE NONEQUILIBRIUM COUPLING OF HLA-DRB1  
AND -DQA1 LOCI IN PATIENTS WITH NS

HLA-гаплотип
HLA-haplotype

Больные ГН с НС / Patients with GN with NS
Отсутствие рефрактерности

к лечению
Lack of refractoriness to treatment

n = 78

Рефрактерный НС
Refractory NS

n = 58

D H D H
DRB1*01-DQA1*0101 0,1517*** 0,1951 (19,5%) 0,1576*** 0,2382 (23,8%)
DRB1*15(02)-DQA1*0102 0,0318* 0,0462 0,0711*** 0,096 (9,6%)
DRB1*15(02)-DQA1*0401 – 0,0158* 0,0176 (1,76%)
DRB1*16(02)-DQA1*0102 0,0281*** 0,0326 (3,3%) 0,0563*** 0,0771 (7,7%)
DRB1*03-DQA1*0201 – 0,0241* 0,0374 (3,7%)
DRB1*03- DQA1*0501 0,101*** 0,1362 (13,6%) 0,0609*** 0,0716 (7,2%)
DRB1*04-DQA1*0301 0,0837*** 0,1043 (10,4%) 0,1238*** 0,1452 (14,5%)
DRB1*11(05)-DQA1*0301 – 0,0441*** 0,0522 (5,2%)
DRB1*11(05)-DQA1*0501 0,0691*** 0,0936 – –
DRB1*12(05)-DQA1*0501 0,0337** 0,0477 (4,8%) 0,0148* 0,0174 (1,7%)
DRB1*13(06)-DQA1*0103 0,052*** 0,0605 (6,1%) 0,0319*** 0,0349 (3,5%)
DRB1*14(06)-DQA1*0101 – 0,0261* 0,0366 (3,7%)
DRB1*07-DQA1*0201 0,0853*** 0,0932 (9,3%) 0,0953*** 0,1187 (11,9%)
DRB1*08-DQA1*0401 0,0122** 0,0124 (1,2%) 0,0171*** 0,0174 (1,7%)

Примечание. D – коэффициент неравновесного сцепления аллелей; H – частота гаплотипов, в долях (%); звездочками 
отмечены уровни статистически значимой неравновесной сцепленности аллелей (D) с рефрактерным НС по 
двустороннему точному критерию Фишера для четырехпольных таблиц (* – pF < 0,05; ** – pF < 0,01; *** – pF < 0,001).

Note. D, the coefficient of nonequilibrium coupling of alleles; H, the frequency of haplotypes, in fractions (%); asterisks indicate  
the levels of statistically significant nonequilibrium coupling of alleles (D) with refractory NS according to the two-sided Fisher exact 
criterion for four–field tables (*, pF < 0.05; **, pF < 0.01; ***, pF < 0.001).

Результаты и обсуждение
Результаты проведенного исследования вы-

явили ряд различий по частоте представленно-
сти гаплотипов в изучаемых группах пациентов 
с ГН (табл.  1). В обеих группах пациентов встре-
чались по 8 общих вариантов гаплотипов, содер-
жащих по одному аллелю из каждого из двух ло-
кусов DRB1 и DQB1 – это DRB1*01-DQA1*0101, 
DRB1*16(02)-DQA1*0102, DRB1*03-DQA1*0501, 
DRB1*04-DQA1*0301, DRB1*12(05)-DQA1*0501, 
DRB1*13(06)-DQA1*0103, DRB1*07-DQA1*0201 
и DRB1*08-DQA1*0401. 

Наиболее часто выявлялся и в первой груп-
пе больных, и во второй гаплотип DRB1*01-
DQA1*0101. Кроме того, у больных ГН с 
рефрактерным НС было обнаружено 4 дополни-
тельных гаплотипа – DRB1*15(02)-DQA1*0401, 
DRB1*03-DQA1*0201, DRB1*11(05)-DQA1*0301 
и DRB1*14(06)-DQA1*0101, не встречавшиеся в 
группе сравнения. В последней выявлялся гапло-

тип DRB1*11(05)-DQA1*0501, который не обна-
руживался у больных с рефрактерным НС.

В исследуемых группах пациентов было об-
наружено 9 совпадающих вариантов гаплотипов, 
содержащих по аллелю из следующей пары ло-
кусов – DRB1 и DQB1 (табл.  2). Два гаплотипа 
(DRB1*04-DQB1*0301 и DRB1*07-DQB1*02) 
выявлялись лишь в группе больных с рефрак-
терным НС, в то время как другой гаплотип  
DRB1*12(05)-DQB1*0301 обнаруживался лишь в 
сравниваемой группе больных. 

Изучение сочетаний аллелей локусов DQА1 и 
DQB1 выявило 6 общих для исследуемых групп 
пациентов гаплотипов (DQA1*0101-DQB1*0501,  
DQA1*0102-DQB1*0602-8, DQA1*0103-DQB1*0602-8,  
DQA1*0201-DQB1*02, DQA1*0301-DQB1*0302 и  
DQA1*0301-DQB1*0303) и 7 – различающихся, среди 
которых 4 гаплотипа – DQA1*0102-DQB1*0502/0504,  
DQA1*0103-DQB1*0305, DQA1*0201-DQB1*0303 
и DQA1*0301-DQB1*0301 обнаруживались  
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ТАБЛИЦА 2. ПОКАЗАТЕЛИ АССОЦИАЦИЙ АЛЛЕЛЕЙ С ПОЛОЖИТЕЛЬНЫМ НЕРАВНОВЕСНЫМ СЦЕПЛЕНИЕМ 
ЛОКУСОВ HLA-DRB1 И -DQB1 У БОЛЬНЫХ ГН С НС
TABLE 2. INDICATORS OF ASSOCIATIONS OF ALLELES WITH POSITIVE NONEQUILIBRIUM COUPLING OF HLA-DRB1  
AND -DQB1 LOCI IN PATIENTS WITH NS

HLA-гаплотип
HLA-haplotype

Больные ГН с НС / Patients with GN with NS
Отсутствие рефрактерности 

к лечению
Lack of refractoriness to treatment

n = 78

Рефрактерный НС
Refractory NS

n = 58

D H D H
DRB1*01-DQB1*0501 0,1387*** 0,1783 (17,8%) 0,1671*** 0,2347 (23,5%)
DRB1*15(02)-DQB1*0602-8 0,0919*** 0,1109 (11,1%) 0,0563*** 0,0759 (7,6%)
DRB1*16(02)-DQB1*0502/0504 0,0311*** 0,0325 (3,2%) 0,0664*** 0,0753 (7,5%)
DRB1*03-DQB1*02 0,1146*** 0,1367 (13,7%) 0,0637*** 0,0732 (7,3%)
DRB1*04-DQB1*0301 – 0,0467* 0,0657 (6,6%)
DRB1*04-DQB1*0302 0,0333*** 0,0392 (3,9%) 0,0452*** 0,0524 (5,2%)
DRB1*11(05)-DQB1*0301 0,0784*** 0,0943 (9,4%) 0,0463*** 0,0535 (5,3%)
DRB1*12(05)-DQB1*0301 0,0382*** 0,0473 (4,7%) –
DRB1*13(06)-DQB1*0602-8 0,049*** 0,0679 (6,8%) 0,0563*** 0,0727 (7,3%)
DRB1*07-DQB1*02 – 0,0548*** 0,0715 (7,1%)
DRB1*08-DQB1*0401/0402 0,0122** 0,0124 (1,2%) 0,0171*** 0,0174 (1,7%)
DRB1*09-DQB1*0303 0,0596*** 0,0666 (6,7%) 0,0161* 0,0173 (1,7%)

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.

ТАБЛИЦА 3. ПОКАЗАТЕЛИ АССОЦИАЦИЙ АЛЛЕЛЕЙ С ПОЛОЖИТЕЛЬНЫМ НЕРАВНОВЕСНЫМ СЦЕПЛЕНИЕМ 
ЛОКУСОВ HLA-DQА1 И – DQB1 У БОЛЬНЫХ ГН С НС
TABLE 3. INDICATORS OF ASSOCIATIONS OF ALLELES WITH POSITIVE NONEQUILIBRIUM COUPLING OF HLA-DQA1  
AND – DQB1 LOCI IN PATIENTS WITH NS

HLA-гаплотип
HLA-haplotype

Больные ГН с НС / Patients with GN with NS
Отсутствие рефрактерности

к лечению
Lack of refractoriness to treatment

n = 78

Рефрактерный НС
Refractory NS

n = 58

D H D H
DQA1*0101-DQB1*0501 0,1517*** 0,1951 0,1576*** 0,2382
DQA1*0102-DQB1*0502/0504 – 0,0563*** 0,0811
DQA1*0102-DQB1*0602-8 0,0619*** 0,0882 0,0952*** 0,1408
DQA1*0103-DQB1*0305 – 0,0168* 0,0171
DQA1*0103-DQB1*0602-8 0,062*** 0,0775 0,0299** 0,0331
DQA1*0201-DQB1*02 0,0308* 0,0462 0,0374*** 0,064
DQA1*0201-DQB1*0303 – 0,0441*** 0,0574
DQA1*0301-DQB1*0301 – 0,0645*** 0,0859
DQA1*0301-DQB1*0302 0,0393*** 0,0484 0,0441*** 0,0522
DQA1*0301-DQB1*0303 0,056*** 0,0756 0,0384* 0,0491
DQA1*0301-DQB1*0305 0,0279** 0,0336 –
DQA1*0501-DQB1*02 0,1056*** 0,1531 –
DQA1*0501-DQB1*0301 0,0965*** 0,1458 –

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.
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в группе пациентов с рефрактерным НС, но 
не в стравниваемой группе, а 3 гаплотипа  
(DQA1*0301-DQB1*0305, DQA1*0501-DQB1*02, 
DQA1*0501-DQB1*0301) – лишь в группе паци-
ентов с НС, не рефрактерным к лечению (табл. 3). 

С целью изучения связи рефрактерного НС 
с обнаруженными гаплотипами были опреде-
лены величины ОР. Наибольшее значение ОР 
было характерно для гаплотипа DRB1*11(05)-
DQA1*0301. При этом его величина была значи-
тельно больше 1 и составляла 42,1 (pF = 0,005). 
Следовательно, наличие в генотипе пациента 
гаплотипа DRB1*11(05)-DQA1*0301 повышает 
риск развития рефрактерного НС в 42,1 раза. 
Другим статистически значимым было значе-
ние ОР у гаплотипа DRB1*15(02)-DQB1*0602-8, 
равнявшееся 0,2 (pF = 0,004). Дробное значение 
данного показателя свидетельствует об отрица-
тельной связи рассматриваемого гаплотипа с 
рефрактерным НС. Реципрокное значение ОР 
составило 5, указывая на то, что наличие в гено-
типе пациента сочетания аллелей DRB1*15(02)-
DQB1*0602-8 уменьшает риск возникновения 
рефрактерности к лечению в 5 раз. ОР осталь-
ных гаплотипов были статистически не значи-
мыми.

Из литературы известно об ассоциации раз-
вития МНП с гаплотипом DRB1*0301-DQA1* 
0501-DQB1* 0201 [9]. Данный гаплотип увели-
чивает риск развития и других аутоиммунных 
заболеваний [10]. Однако результаты исследова-
ния, проведенные в японской популяции, сви-
детельствуют об ассоциации МНП с другим га-
плотипом – DRB1*15:01–HLA-DQB1*06:02 [13]. 
При обследовании детей афроамериканско-
го происхождения и детей из Южной Азии 
была установлена связь развития стероидчув-
ствительного НС с гаплотипом DQA1*0201-
DQB1*0201-DRB1*0701 [2]. В индийской попу-
ляции аллелем предрасположенности к развитию 
стероидчувствительного НС у детей оказался 
гаплотип DRB1*07-DQB1*02 [8]. Приведенные 
данные доказывают, что ГН с НС являются 
HLA-ассоциированными заболеваниями, HLA-
маркеры которых имеют этнические различия. 
Механизмы участия HLA в развитии ГН с НС, 
как и любой другой аутоиммунной патологии, 
до конца не расшифрованы. Полагают, что мо-
лекулы, кодируемые генами HLA класса II, как 
известно, контролирующие процессинг и/или 
презентацию антигенов в адаптивном иммунном 
ответе, в условиях присутствия дополнительных 

факторов (например, мутация структурных или 

регуляторных белков подоцитов) или опреде-

ленных триггеров окружающей среды, могут об-

условливать синтез специфических аутоантител, 

вызывающих заболевание [11]. В приведенных 

выше исследованиях авторы отмечали, что HLA-

гаплотипы, ассоциированные с риском развития 

МНП, не влияли на чувствительность/рефрак-

терность НС к проводимой терапии ГКС, функ-

циональное состояние почек и выживаемость па-

циентов в течение периода наблюдения [13]. 

Результаты настоящего исследования по-

зволили установить, что два HLA-гаплотипа ас-

социированы с развитием ГН с рефрактерным 

НС, один из которых (DRB1*11(05)-DQA1*0301) 

повышает риск развития рефрактерного НС, а 

другой (DRB1*15(02)-DQB1*0602-8) – снижает. 

В связи с полученными результатами заслужива-

ют внимания данные Magistroni R. и соавт. о том, 

что аллель DQB1*06:02 снижает риск развития 

сахарного диабета типа 1, принадлежащего к ряду 

аутоиммунных заболеваний [6]. Протективные 

свойства обнаружены и у аллеля DRB1*15(02) 

при системной красной волчанке [16]. Однако ре-

зультаты ранее проведенного нами исследовании 

не указывали на связь данных аллелей с рефрак-

терным НС [1], в то время как результаты настоя-

щего исследования свидетельствуют о снижении 

риска развития рефрактерного НС при сочетан-

ной представленности в HLA-генотипе пациента 

аллелей DRB1*15(02) и DQB1*0602-8 в составе 

одного гаплотипа. Предполагают, что протектив-

ные гаплотипы предотвращают развитие ауто-

иммунной патологии или за счет блокирования 

HLA-специфичностей, обусловливающих раз-

витие аутоиммунной патологии, или путем ин-

дукции Т-регуляторных клеток (Treg), способных 

блокировать эффекторные Т-клетки [15].

Заключение
В результате проведенного исследования об-

наружены в HLA-генотипе лиц чувашской по-

пуляции гаплотип DRB1*11(05)-DQA1*0301, 

повышающий в 42,1 раза риск развития реф-

рактерного НС, и протективный гаплотип 

DRB1*15(02)-DQB1*0602-8, снижающий риск 

возникновения рефрактерности НС к иммуносу-

прессивной терапии в 5 раз. 
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КЛИНИЧЕСКАЯ ЭФФЕКТИВНОСТЬ И МЕХАНИЗМ 
ДЕЙСТВИЯ РЕКОМБИНАНТНОГО IFNαα-2b И IFNαα-2b  
В СОЧЕТАНИИ С γγ-D-ГЛУТАМИЛ-L-ТРИПТОФАНОМ  
ПРИ ХРОНИЧЕСКОМ ПОЛИПОЗНОМ РИНОСИНУСИТЕ  
С СОПУТСТВУЮЩЕЙ БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМОЙ
Безрукова Е.В.1, Варюшина Е.А.2, Афлитонов М.А.3, 
Артюшкин С.А.1, Симбирцев А.С.4
1 ФГБОУ ВО «Северо-Западный государственный медицинский университет имени И.И. Мечникова»,  
Санкт-Петербург, Россия  
2 ФГБУ «Научно-исследовательский институт гриппа имени А.А. Смородинцева» Министерства 
здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия  
3 ГБУЗ «Ленинградская областная клиническая больница», Санкт-Петербург, Россия  
4 ФГУП «Государственный научно-исследовательский институт особо чистых биопрепаратов» Федерального 
медико-биологического агентства, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Известные методы лечения хронического полипозного риносинусита не оказывают су-
щественного влияния на прогредиентный характер течения заболевания. В последнее время прово-
дится разработка и внедрение антицитокиновой терапии. Однако высокая стоимость препаратов и 
сложность их производства делает необходимостью поиск других средств, обладающих схожими ме-
ханизмами действия. Такими иммунотропными препаратами могут быть рекомбинантный IFNα-2b 
и дипептид γ-D-глутамил-L-триптофан. Цель исследования – изучение механизма действия и оцен-
ка эффективности локального применения IFNα-2b и γ-D-глутамил-L-триптофана при полипозном 
риносинусите с сопутствующей бронхиальной астмой. Пациентам первой группы (31 человек) в тече-
ние пяти дней в полипозную ткань вводили IFNα-2b в дозе 1 млн ЕД. Пациентам второй группы (31 
человек) в течение пяти дней в полипозную ткань вводили IFNα-2b в дозе 1 млн ЕД и γ-D-глутамил-
L-триптофаном в дозе 0,1 мг. Пациенты наблюдались в течение года. До лечения, через 1, 6 и 12 ме-
сяцев выполняли цитологическое исследование слизистой оболочки носа с определением среднего 
показателя деструкции и индекса цитолиза эпителиоцитов, среднего цитохимического коэффици-
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ента, оценку состояния тиол-дистульфидной системы слизистой оболочки носа, анализировали кли-
нические симптомы (размер полипозной ткани, затруднение носового дыхания, отечность слизистой 
оболочки носа), также до лечения и через 1 месяц после проведения иммунотропного лечения была 
выполнена биопсия полипозной ткани с анализом морфологических изменений. Локальное введение 
в полипозную ткань IFNα-2b и сочетания IFNα-2b с дипепетидом γ-D-глутамил-L-триптофаном вы-
зывает снижение активности Т2 воспаления, что подтверждается морфологическими изменениями 
слизистой оболочки полипозной ткани: уменьшение межклеточного отека, уплотнение ткани, сни-
жение числа лимфоцитов, эозинофилов, плазмоцитов, инфильтрирующих собственную пластинку 
слизистой оболочки полипозной ткани. Через месяц после проведенной терапии размер полипозной 
ткани уменьшился, причем при применении рекомбинантного IFNα-2b в сочетании с γ-D-глутамил-
L-триптофаном размер полипов уменьшился примерно на 70%, а применение только рекомбинант-
ного IFNα-2b на 40%. Через 6 месяцев наблюдалось увеличение полипозной ткани на 10-20% по 
сравнению со значениями, которые были через 1 месяц. Через год рост полипов остался на уровне 
значений, полученных через 6 месяцев. Применение как IFNα-2b, так и сочетания IFNα-2b с ди-
пепетидом γ-D-глутамил-L-триптофаном является патогенетически обоснованным лечением поли-
позного риносинусита, что позволяет его использовать в качестве консервативной терапии данного 
заболевания. 

Ключевые слова: рекомбинантный IFNα-2b, γ-D-глутамил-L-триптофан, хронический полипозный риносинусит, 
бронхиальная астма, средний цитохимический коэффициент, тиолдисульфидный коэффициент, средний показатель 
деструкции, индекс цитолиза клеток

CLINICAL EFFICACY AND MECHANISM-OF-ACTION OF 
RECOMBINANT IFNαα-2b, AND IFNαα-2b IN COMBINATION 
WITH γγ-D-GLUTAMYL-L-TRYPTOPHAN, IN CHRONIC 
POLYPOUS RHINOSINUSITIS WITH COMORBID BRONCHIAL 
ASTHMA
Bezrukova E.V.а, Varyushina E.A.b, Aflitonov M.A.c, Artyushkin S.A.a, 
Simbirtsev A.S.d
a I. Mechnikov North-Western State Medical University, St. Petersburg, Russian Federation  
b A. Smorodintsev Research Institute of Influenza, St. Petersburg, Russian Federation  
c Leningrad Regional Clinical Hospital, St. Petersburg, Russian Federation  
d State Research Institute of High Pure Biopreparations, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Known methods of treating chronic polypous rhinosinusitis do not have a significant effect on the 
progressive nature of the disease. Recently, anticytokine therapy has been developed and introduced. However, 
the high cost of drugs and the complexity of their production make it necessary to search for other drugs with 
similar mechanisms of action. Such immunotropic drugs can be recombinant IFNα-2b and the γ-D-glutamyl-
L-tryptophan. The aim of the study is to study the mechanism of action and evaluate the effectiveness of local 
application of IFNα-2b and γ-D-glutamyl-L-tryptophan in chronic polypous rhinosinusitis with concomitant 
bronchial asthma. Patients of the first group (31 people) were injected with IFNα-2b at a dose of 1 million units 
into the polypous tissue for five days. Patients of the second group (31 people) were injected with IFNα- 2b at a 
dose of 1 million units and γ-D-glutamyl-L-tryptophan at a dose of 0.1 mg into the polypous tissue for five days. 
Patients were observed for a year. Before treatment and 1 month after treatment, a biopsy of polypous tissue 
was performed with analysis of morphological changes. Local administration of IFNα-2b and its combination 
with the γ-D-glutamyl-L-tryptophan into polypous tissue causes a decrease in the activity of T2 inflammation: 
decreased intercellular edema, tissue compaction, decreased the number of lymphocytes, eosinophils, 
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plasma cells infiltrating the mucous membrane of polypous tissue. An analysis of the study results based on an 
assessment of the size of polyps showed that a month after therapy, the size of the polyps decreased, and when 
using IFNα-2b with γ-D-glutamyl-L-tryptophan, the size of the polyps decreased by approximately 70%, and 
the use only recombinant IFNα-2b by 40%. After 6 months, there was an increase in polyp tissue by 10-20% 
compared to the values   after 1 month. After a year, the growth of polyps remained at the level of the values     
obtained after 6 months. The use of both IFNα-2b, and its combination with the γ-D-glutamyl-L-tryptophan, 
is a pathogenetically substantiated method of treating chronic polyposis rhinosinusitis, which allows its use as 
a conservative therapy for this disease.

Keywords: recombinant IFNα-2b, γ-D-glutamyl-L-tryptophan, chronic polypous rhinosinusitis, bronchial asthma, average 
cytochemical coefficient, thiol disulfide coefficient, average destruction index, cell cytolysis index

Список использованных сокращений
ИЦК – индекс цитолиза клеток; СПД – сред-

ний показатель деструкции; СЦК – средний 
цитохимический показатель катионных бел-
ков; ТДК – тиолдисульфидный коэффициент; 
ХПРC – хронический полипозный риносинусит; 
ХПРС + БА – хронический полипозный риноси-
нусит с бронхиальной астмой; IL – интерлейкин; 
TARC – тимус-ассоциированный регуляторный 
хемокин; ILC2 – лимфоидные клетки врожден-
ного иммунитета второго типа; IFN – интерфе-
рон; TGF-β – трансформирующий фактор роста.

Введение
Хронический полипозный риносинусит 

(ХПРC) определяется как хронический рино-
синусит с эндоскопически подтвержденными 
назальными полипами. Полипы представляют 
собой отечные воспалительные разрастания эпи-
телия слизистой оболочки околоносовых пазух, 
которые проникают в полость носа через соустья 
пазух, тем самым затрудняя носовое дыхание па-
циента. По различным оценкам, распространен-
ность ХПРС в мире составляет 2-4%. В России, 
по данным эпидемиологических исследований, 
количество таких пациентов может составлять 
около 1 млн 500 тыс. человек [3, 4, 7]. 

Согласно современным представлениям, 
ХПРС считается системным заболеванием, воз-
никающим вследствие сложных взаимодействий 
между факторами со стороны организма пациен-
та (функциональные и структурные нарушения 
эпителиальных белков, недостаточность защит-
ных протеаз, антимикробных белков, нарушение 
переноса ионов, воды, гормональные измене-
ния) и факторами окружающей среды (микробы, 
вирусы, грибы, поллютанты). Вышеописанные 
факторы приводят к активации иммунного от-
вета и развитию хронической воспалительной 
реакции [1]. 

Воспалительный процесс при ХПРС часто ас-
социирован с Т2-иммунным ответом, протекаю-
щим по эозинофильному типу (Т2–ХПРС) [1, 8, 
11, 13]. Как правило, пациенты с Т2–ХПРС стра-
дают бронхиальной астмой (БА), аллергическим 
ринитом, аллергическим дерматитом или аспи-
рин-индуцированными респираторными заболе-
ваниями. У пациентов с Т2-ХПРC в тканях по-
липов нередко обнаруживаются повышенные, по 
сравнению со здоровой популяцией, уровни ци-
токинов и хемокинов, представляющих медиато-
ры Т2-воспаления – интерлейкин-4 (IL-4), IL-5, 
IL-13, эотаксин-3 и тимус-ассоциированный ре-
гуляторный хемокин (TARC). Кроме того, у них 
также регистрируется увеличение количества 
клеток, характерных для Т2-воспаления, – лим-
фоидных клеток врожденного иммунитета вто-
рого типа (ILC2), эозинофилов, тучных клеток и 
М2-макрофагов [8, 12].

Стандартная терапия ХПРС основана на мест-
ном или системном использовании кортикосте-
роидов, антибиотиков, эндоскопической хирур-
гии пазух [5]. Однако применение этих методов 
лечения не оказывает существенного влияния на 
прогредиентный характер течения ХГРС. 

В последнее время разработка и внедрение 
консервативного лечения Т2-ХПРС проводится в 
области антицитокиновой терапии [2, 11]. Одна-
ко высокая стоимость и сложность производства 
делает необходимостью поиск других средств, 
обладающих схожими механизмами действия. 
Одним из способов снижения выраженности 
длительного локального воспалительного про-
цесса является применение различных классов 
иммунотропных препаратов [10, 15]. Такими пре-
паратами могут стать цитокины, в частности IFN 
и дипептид γ-D-глутамил-L-триптофан. Вместе с 
тем, механизм их действия у больных ХПРС не-
достаточно изучен.

Основанием применения рекомбинантного 
IFNα-2b для терапии ХПРС является не толь-
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ко его известная антипролиферативная актив-
ность, но и выраженное иммуномодулирующее 
действие. Известно, что интерферон-α (IFNα) 
переключает Т2 путь иммунного ответа на Т1 
за счет ингибирования фактора транскрипции 
GATA- 3 [10]. Sousa J.C. и соавт. обнаружили, что 
воздействие IFNα на культуры клеток эозино-
фильных полипов значительно снижает концен-
трацию IL-4 в тканях [15]. В другом исследовании 
было показано, что IFNα ингибирует экспрессию 
генов IL-5, IL-13 [13]. Кроме того, под влиянием 
IFNα значительно увеличивается уровень цито-
кинов Тh1-профиля: IL-10, IFNγ и IL-6 [15]. Как 
было продемонстрировано ранее, γ-D-глутамил-
L-триптофана обладает стимулирующей актив-
ностью по отношению к реакциям клеточного 
и гуморального иммунитета, процессам регене-
рации клеток и улучшения клеточного метабо-
лизма, нормализации количества T-хелперов, 
T-супрессоров и их соотношений [6]. Данные 
свойства γ-D-глутамил-L-триптофана послужи-
ли основанием для его применения в терапии 
ХПРС. Однако клиническая эффективность дан-
ных препаратов при хроническом полипозном 
процессе ранее не изучалась. 

В связи с этим целью нашего исследования 
является изучение механизма действия и оцен-
ка эффективности локального применения 
рекомбинантного IFNα-2b и γ-D-глутамил-
L-триптофана при ХПРС в сочетании с бронхи-
альной астмой.

Материалы и методы
В исследовании приняли участие 62 пациен-

та в возрасте от 18 и старше с диагнозом ХПРС 
в сочетании с бронхиальной астмой (ХПРС+БА). 
Со всеми пациентами было подписано письмен-
ное информированное согласие на участие в ис-
следовании. Пациенты были разделены на две 
группы. Первой группе (31 человек) в течение 
пяти дней в полипозную ткань вводили IFNα- 2b 
в дозе 1 млн ЕД. Пациентам второй группы (31 
человек) в течение пяти дней в полипозную 
ткань вводили IFNα-2b в дозе 1  млн ЕД и γ-D-
глутамил-L-триптофан в дозе 0,1 мг. Пациенты 
наблюдались в течение года. До лечения, через 1, 
6 и 12 месяцев выполняли цитологическое иссле-
дование слизистой оболочки носа и проводили 
оценку состояния тиол-дистульфидной системы 
слизистой оболочки носа. До лечения и через 
1 месяц после проведения иммунотропного лече-
ния была выполнена биопсия полипозной ткани. 
Биопсийный материал фиксировали в 10%-ном 
растворе нейтрального формалина с последую-
щим заключением в парафиновые блоки. Па-

рафиновые срезы окрашивали гематоксилином 
и эозином, азур-эозином II и пикрофуксином 
по Ван Гизону. Микроскопию срезов проводили 
под микроскопом (Leika М320) при увеличении 
×125, ×250, ×400. В срезах оценивали качествен-
ный и количественный состав воспалительного 
инфильтрата в пяти полях зрения с анализом зна-
чений медиан и квартилей (Ме (Q0,25-Q0,75)). 

Носовой секрет со слизистой оболочки ниж-
ней носовой раковины собирали цитологи-
ческой щеточкой и наносили на предметные 
стекла. После фиксации метанолом мазки окра-
шивали по Романовскому–Гимза. Для опреде-
ления биоцидного потенциала нейтрофильных 
гранулоцитов слизистой оболочки носа мазки 
высушивали, фиксировали спиртом и окраши-
вали спиртовым раствором прочного зеленого 
и азуром II. Микроскопию мазков проводили 
под световым микроскопом (Leika М320) с ис-
пользованием масляной иммерсии при увели-
чении ×1000 (окуляр 10×объектив 100). Степень 
деструкции эпителиальных клеток оценивали 
согласно классификации Л.А. Матвеевой (1986). 
В исследовании использовали 2 параметра, ха-
рактеризующего структурные нарушения рес-
нитчатых клеток: средний показатель деструк-
ции (СПД) и индекса цитолиза клеток (ИЦК). 
Содержание катионных белков в гранулоцитах 
определяли полуколичественным способом 
по формуле: СЦК = (3а+2б+1в+0г)  /  n (4), где: 
СЦК – средний цитохимический показатель ка-
тионных белков: а – гранулы занимают всю ци-
топлазму клетки, б – гранулы занимают ¾ части 
цитоплазмы, в – единичные гранулы, г – отсут-
ствие гранул, п – количество подсчитанных кле-
ток в препарате.

Антиоксидантный статус оценивали по содер-
жанию сульфгидрильных (-SH-) и дисульфидных 
(-S-S-) групп в назальных секретах с помощью 
амперометрического титрования нитратом сере-
бра по I. Kolthoff и W. Harris, модифицированно-
го В.В. Соколовским (1996). Определение выпол-
няли на анализаторе тиоловых антиоксидантов 
(«АТА-1»). Количественной характеристикой 
соотношения -SH/-SS- является тиолдисуль-
фидный коэффициент – ТДК. Для определения 
референтных значений изучаемых показателей 
СПД, ИЦК, СЦК, ТДК были получены мазки и 
назальные секреты от практически здоровых лю-
дей (38 человек).

При клиническом обследовании выражен-
ность отека носовых раковин оценивали в баллах: 
0 баллов – отсутствие отека нижних и средних 
носовых раковин, 1 балл – закрытие 1/3 просве-
та общего носового хода, 2 балла – закрытие по-
ловины просвета общего носового хода и 3 бал-
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ла – полное закрытие просвета общего носового 
хода [7, 8]. Объем полипозной ткани выражали в 
баллах: 0 баллов – отсутствие полипов, 1 балл – 
полипы в среднем носовом ходе, 2 балла – поли-
пы выходят за пределы среднего носового хода, 
3 балла – полипы выходят за пределы среднего 
носового хода, но не блокируют общий носовой 
ход, 4 балла – полипы полностью закрывают 
носовой ход (баллы с одной и другой половины 
носа суммировались) [8]. Для оценки симптома 
затруднение носового дыхания использовали ви-
зуальную аналоговую шкалу (ВАШ), предложен-
ную Европейским обществом ринологов в согла-
сительном документе EPOS 2020. 

Анализ результатов проводили с помощью ме-
тодов описательной статистики, однофакторного 
рангового дисперсионного анализа по Краске-
лу–Уоллису (для независимых групп) и по Фрид-
ману (для зависимых переменных).

Результаты и обсуждение
На основе цитологического метода исследо-

вания были получены следующие результаты. 
До лечения СПД и ИЦК однородно (р = 0,54 и 
р = 0,08) статистически значимо снижен в обеих 
группах по сравнению со значениями практиче-
ски здоровых людей (р < 0,001). На фоне мест-
ного применения рекомбинантного IFNα-2b и 
его сочетания с γ-D-глутамил-L-триптофаном 
через 1 месяц наблюдалось снижение показате-
лей деструкции эпителиальных клеток слизистой 
оболочки носа (рис. 1А). При этом СПД достиг 
уровня практически здоровых лиц (р = 0,40 и 
р = 0,21). ИЦК значимо снизился в обеих груп-
пах и достиг уровня здоровых лиц в случае при-
менения сочетания рекомбинантного IFNα-2b с 
γ-D-глутамил-L-триптофаном р = 0,34) (рис. 1Б). 

При изучении влияния препаратов на состо-
яние нейтрофильных гранулоцитов слизистой 
оболочки носа, продемонстрировано (рис.  1Г), 
что до лечения наблюдали однородное снижение 
СЦК нейтрофилов (р = 0,90). Через месяц по-
сле проведенной терапии было получено значи-
мое увеличение СЦК (р < 0,001) в обеих группах, 
причем применение рекомбинантного IFNα-2b 
в сочетании с γ-D-глутамил-L-триптофаном 
способствовало достижению уровня значений 
практически здоровых лиц. Через 6 месяцев СЦК 
снизился примерно на 14% и через год значения 
вернулись к исходному уровню.

До лечения у пациентов обеих групп выяв-
лено однородное (р = 0,59) статистически зна-
чимое снижение ТДК по сравнению со значе-
ниями практически здоровых лиц (р < 0,001). В 
результате применения иммунотропной терапии 

выявлено значимое увеличение ТДК через ме-
сяц наблюдения в обеих группах, это означает 
уравновешивание окислительных и восстанови-
тельных процессов и позволяет говорить об анти-
оксидантных свойствах изучаемых препаратов 
(рис.  1В). Однако стоит отметить, что ТДК не 
достиг уровня практически здоровых людей, что 
связано, вероятно, с небольшой продолжитель-
ностью применения данного лечения, что не по-
зволило в полной мере вывести слизистую обо-
лочку из состояния хронического оксидативного 
стресса. Так же как и другие показатели, ТДК че-
рез 6 месяцев и через год снизился, однако уров-
ня до лечения не достиг. 

Исследование морфологических изменений 
полипозной такни после введения в нее иммуно-
тропных средств показало следующие результа-
ты. До лечения полипозная ткань характеризова-
лась дистрофическими изменениями покровного 
эпителия различной степени выраженности. На-
чальные дистрофические изменения проявлялись 
нечеткостью апикальной поверхности эпители-
оцитов. В других участках слизистой оболочки 
наблюдали более глубокие изменения: отрыв 
апикальной поверхности реснитчатых клеток, их 
полное отторжение с сохранением только одного 
ряда базальных клеток с формированием «голых 
ядер», вплоть до полного отрыва клеток эпителия 
и оголения базальной мембраны. В собственном 
слое слизистой оболочки выявляли изменения, 
характерные для длительно текущего воспали-
тельного процесса: увеличение объема слизистой 
оболочки с формированием полипообразных 
выростов, инфильтрация эозинофилами, плаз-
моцитами и лимфоцитами, отек межклеточных 
пространств. Клеточная инфильтрация собствен-
ного слоя слизистой оболочки полипозной ткани 
носила очаговый характер, преимущественно в 
подэпителиальной и периваскулярной областях. 

Результаты морфологического исследования 
полипозной ткани после введения сочетания 
IFNα-2b с γ-D-глутамил-L-триптофаном пока-
зали, что, по сравнению с морфологической кар-
тиной полипозной ткани пациентов до лечения, 
отмечается уменьшение межтканевого отека и 
уплотнение волокон собственной пластики сли-
зистой оболочки, уменьшение количества ин-
фильтрирующих эозинофилов и плазмоцитов, 
уплотнение хроматина в ядрах плазматических 
клеток, что свидетельствует о снижении актив-
ности воспаления и процессов ремоделирования 
слизистой оболочки. 

В таблице  1 представлены изменения коли-
чества клеток, инфильтрирующих полипозную 
ткань: нейтрофилов, эозинофилов, лимфоцитов, 
плазмоцитов у больных ХПРС в зависимости от 
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Рисунок 1. Динамика среднего показателя деструкции (А) и индекса цитолиза эпителиальных клеток (Б), 
тиолдисульфидного коэффициента (В), среднего цитохимического коэффициента (Г) у больных хроническим 
полипозным риносинуситом при различных способах и сроках лечения
Примечание. Среднее; отрезок: 95% доверительный интервал. * – р < 0,001 при сравнении с лечением интерфероном.
Figure 1. Dynamics of the average destruction rate (A) and the cytolysis index of epithelial cells (B), thiol-disulfide coefficient (C), 
average cytochemical coefficient (D) in patients with chronic polypous rhinosinusitis with various methods and terms of treatment
Note. Average; intercept: 95% confidence interval. *, p < 0.001 when compared with interferon treatment.

вида иммунотропной терапии. До лечения в обе-
их группах выявлены изменения: преобладаю-
щим количеством клеток были лимфоциты – от 
52 до 78 клеток, в практически равном количе-
стве определялись плазмоциты и эозинофилы – 
от 9 до 27 клеток, самыми малочисленными были 
нейтрофилы -от 0 до 5 клеток в пяти полях зре-
ния. Применение рекомбинантного IFNα-2b в 
сочетании с γ-D-глутамил-L-триптофаном спо-
собствовало снижению субэпителиальной и пе-
риваскулярной инфильтрации лимфоцитами в 

2,9 раза, плазматическими клетками примерно 
в 2 раза, эозинофилами в 5 раз по сравнению с 
уровнем до лечения (p < 0,01). Применение ре-
комбинантного IFNα-2b способствовало значи-
мому снижению количества эозинофилов как в 
периваскулярной, так и субэпителиальной об-
ласти в 4 раза, снижение лимфоцитов отмечалось 
только в периваскулярной области (р = 0,0021), 
на инфильтрацию плазматическими клетками 
значимого влияния оказано не было. Этот эф-
фект можно объяснить тем, что IFNα ингибирует 
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ТАБЛИЦА 1. ИЗМЕНЕНИЕ КОЛИЧЕСТВА НЕЙТРОФИЛОВ, ЭОЗИНОФИЛОВ, ЛИМФОЦИТОВ, ПЛАЗМОЦИТОВ 
В ПОДСЛИЗИСТОМ СЛОЕ ПОЛИПОЗНОЙ ТКАНИ У БОЛЬНЫХ ХПРС В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ВИДА ИММУНОТРОПНОЙ 
ТЕРАПИИ, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. QUANTITY CHANGE OF NEUTROPHILS, EOSINOPHILS, LYMPHOCYTES, PLASMOCYTES IN THE SUBMUCOSAL 
LAYER OF POLYPOSIS TISSUE IN PATIENTS WITH CHRONIC RHINOSINUSITIS WITH NASAL POLYPS (CRSWNP) 
DEPENDING ON THE TYPE OF IMMUNOTHERAPY, Me (Q0.25-Q0.75)

Показатель
Parameter 

Лечение
Treatment

p
Интерферон 

Interferon 

Интерферон + 
триптофан 
Interferon + 
triptophan

Инфильтрация субэпителиально лимфоциты
Subepithelial lymphocyte infiltration

До лечения 
Before treatment 64 (52-75) 70 (59-78) 0,30

После лечения 
After treatment 59 (50-73) 24 (20-29) < 0,001

0,0074 < 0,001

Инфильтрация периваскулярно лимфоциты
Perivascular lymphocyte infiltration

До лечения 
Before treatment 73 (65-84) 75 (66-83) 0,60

После лечения 
After treatment 64 (51-73) 26 (22-29) < 0,001

0,0021 0,000001

Инфильтрация субэпителиально эозинофилы
Subepithelial eosinophil infiltration

До лечения 
Before treatment 16 (9-18) 15 (10-19) 0,33

После лечения 
After treatment 4 (2-6) 3 (2-6) 0,45

< 0,001 < 0,001

Инфильтрация периваскулярно эозинофилы
Perivascular eosinophils infiltration

До лечения 
Before treatment 17 (7-26) 18 (8-27) 0,18

После лечения 
After treatment 3 (2-6) 4 (2-6) 0,68

< 0,001 < 0,001

Инфильтрация субэпителиально плазмоциты
Subepithelial plasmocyte infiltration

До лечения 
Before treatment 25 (19-32) 22 (13-30) 0,37

После лечения 
After treatment 25 (18-30) 11 (8-16) < 0,001

0,64 < 0,001
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Показатель
Parameter 

Лечение
Treatment

p
Интерферон 

Interferon 

Интерферон + 
триптофан 
Interferon + 
triptophan

Инфильтрация периваскулярно плазмоциты
Perivascular plasmocyte infiltration

До лечения 
Before treatment 16 (9-24) 16 (10-27) 0,71

После лечения 
After treatment 23 (18-33) 7 (5-9) < 0,001

0,049 < 0,001
Инфильтрация субэпителиально нейтрофилы
Subepithelial neutrophils infiltration
До лечения 
Before treatment 3 (1-5) 1 (0-2) < 0,001

После лечения 
After treatment 3 (1-5) 1 (0-2) < 0,001

0,53 0,65
Инфильтрация периваскулярно нейтрофилы
Perivascular neutrophils infiltration
До лечения 
Before treatment 3 (2-5) 2 (0-3) 0,0060

После лечения 
After treatment 3 (1-5) 1 (0-3) 0,0021

0,84 0,34

локальную экспрессию генов IL-5 и IL-4, цито-
кинов, участвующих в миграции, пролиферации, 
активации и выживании эозинофилов, а допол-
нение γ-D-глутамил-L-триптофаном способству-
ет усилению процессов переключения иммунно-
го ответа на Т1-иммунный ответ, что проявляется 
уменьшением количества плазматических клеток 
и лимфоцитов [10, 15]. 

Сочетание рекомбинантного IFNα-2b с γ-D-
глутамил-L-триптофаном также вызывает повы-
шение противовоспалительного эффекта за счет 
снижения активности провоспалительных цито-
кинов (IL-1β, IL-6, IL-10, IL-12) и увеличения 
активности противовоспалительного цитокина – 
трансформирующего фактора роста (TGF-β), что 
приводит к уменьшению межклеточного отека и 
уплотнению тканей. Кроме того, γ-D-глутамил-
L-триптофан способствует стимуляции диффе-
ренцировки и пролиферации предшественников 
Т-лимфоцитов, продукции IL-2 и IFNγ [6].

Результаты динамики клинических показа-
телей у пациентов с ХПРС + БА в зависимости 
от терапии показывают, что до начала лечения 

значимых различий в клинической симптомати-
ке пациентов исследуемых групп не обнаружено 
(рис.  2А). Следовательно, группы пациентов до-
статочно однородны по степени тяжести заболе-
вания, что позволяет корректно анализировать 
изменения клинических симптомов заболевания 
на фоне применения терапии. 

Оценка эндоназальных полипов показала, что 
через месяц после проведенной терапии объем 
полипозной ткани уменьшился, причем при при-
менении рекомбинантного IFNα-2b в сочетании 
с γ-D-глутамил-L-триптофаном размер полипов 
уменьшился примерно на 70%, а при использо-
вании только рекомбинантного IFNα-2b на 40% 
(р < 0,001). Через 6 месяцев наблюдалось увели-
чение полипозной ткани на 10-20% по сравне-
нию со значениями, которые были через 1 месяц. 
Через год рост полипов остался на уровне значе-
ний, полученных через 6 месяцев (рис. 2А).

Симптом затруднение носового дыхания че-
рез месяц после лечения снизился практически 
одинаково в обеих группах примерно на 80%. Че-
рез 6 месяцев и через год пациенты стали отме-

Таблица 1 (окончание)
Table 1 (continued)



869

IFNα-2b и γ-D-глутамил-L-триптофан 
IFNα-2b, γ-D-glutamyl-L-tryptophan 2024, Vol. 26,  4

2024, Т. 26, № 4

Рисунок 2. Динамика клинических симптомов (A, Б, В) Т2-хронического полипозного риносинусита в зависимости 
от применяемого лечения в виде Me (Q0,25-Q0,75)
Figure 2. Dynamics of clinical symptoms (A, B, C) of T2-chronic polyposis rhinosinusitis depending on the treatment used in 
the form Me (Q0.25-Q0.75)
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чать ухудшение носового дыхания примерно на 
10% (рис. 2Б).

Симптом отечность слизистой оболочки носа 
через 1 месяц значимо уменьшился на 75% по 
сравнению со значениями до лечения и сохра-
нялся на этом уровне в течение года (рис. 2В). 

Интерфероны благодаря своему иммуномоду-
лирующему, противовирусному и антипролифе-
ративному действию широко используются для 
лечения различных хронических заболеваний, 
включая рассеянный склероз, вирус гепатита С 
и некоторые виды рака. Они также входят в те-
рапевтический арсенал эозинофильных заболе-
ваний, таких как идиопатический гиперэозино-
фильный синдром, являясь вариантом лечения 
в случаях, рефрактерных к кортикотерапии или 
вместе с ней для снижения дозы кортикостерои-
дов [9]. 

Полученные нами результаты демонстриру-
ют, что локальное введение в полипозную ткань 
IFNα-2b и сочетания IFNα-2b с дипепетидом 
γ-D-глутамил-L-триптофаном вызывает сниже-
ние активности Т2-воспаления. Это подтвержда-
ется морфологическими изменениями слизистой 
оболочки полипозной ткани: уменьшением меж-
клеточного отека, уплотнением ткани, а также 
снижением числа лимфоцитов, эозинофилов, 
плазмоцитов, инфильтрирующих собственную 
пластинку слизистой оболочки полипозной тка-
ни. Надо отметить, что наиболее выраженные 
положительные изменения отмечали при вве-
дении сочетания IFNα-2b с дипепетидом γ-D-
глутамил-L-триптофаном, что говорит о том, что 

γ-D-глутамил-L-триптофан усиливает действие 
рекомбинантного IFNα-2b. 

Противоспалительное действие иммунотроп-
ных средств проявляется и в том, что в течение 
месяца значимо уменьшается выраженность 
дистрофических процессов слизистой оболоч-
ки полости носа, что усиливает процессы вос-
становления ее барьерной функции, повышает 
антимикробную функцию нейтрофильных гра-
нулоцитов слизистой оболочки носа и снижает 
активность оксидативного стресса. Однако через 
6 месяцев и через год снова наблюдается рост по-
казателей деструкции как СПД, так и ИЦК, сни-
жение СЦК и ТДК, что свидетельствует о том, что 
иммунотропная терапия должна быть более про-
должительной, и о необходимости повторения 
курсов данной терапии. Полученные результаты 
подтверждаются значительным уменьшением 
выраженности основных симптомов заболева-
ния: размера эндоназальных полипов и отечно-
сти слизистой оболочки носа, улучшением носо-
вого дыхания.

Заключение
Таким образом, применение как IFNα-2b, 

так и сочетания IFNα-2b с γ-D-глутамил-L-
триптофаном является патогенетически обо-
снованным способом лечения хронического 
полипозного риносинусита, что позволяет его 
использовать в качестве консервативной тера-
пии данного заболевания. Наиболее выражен-
ные эффекты отмечали при введении сочетания 
IFNα- -2b с γ-D-глутамил-L-триптофаном.
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Рисунок 1. Веруккозное поражение кожи
Figure 1. Veruccosis skin lesion

Рисунок 2. Папулосквамозное поражение кожи, период 
обострения
Figure 2. Papullosquamous skin lesions, stage of exacerbation

Рисунок 3. Эритематозное поражение кожи, стадия 
затухающего обострения
Figure 3. Erythematous skin lesion, stage of fading exacerbation

Рисунок 4. Хроническая стадия поражения кожи, 
субремиссия
Figure 4. Chronic stage of skin damage, subresistance

Рисунок 5. Поражения кожи в аксиллярной области, 
субремиссия
Figure 5. Skin lesions in the axillary region, subremission
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