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IX Всероссийская школа по клинической иммунологии
«ИММУНОЛОГИЯ ДЛЯ ВРАЧЕЙ»

28 января – 3 февраля 2018 года 
Пушкинские Горы, Псковская область

Организаторы:
• Министерство здравоохранения Российской Федерации Российская Академия Наук
• Северо-Западное отделение медицинских наук
• Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека
• Комитет по науке и высшей школе Правительства Санкт-Петербурга
• Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
• Администрация Псковской области
• ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России
• Институт экспериментальной медицины 
• НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора
• Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им.акад. И.П. Павлова
• Российское научное общество иммунологов
• Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов
• Российское цитокиновое общество
• Ассоциация специалистов и организаций лабораторной службы «Федерация Лабораторной 

Медицины»
• Санкт-Петербургское региональное отделение Российской Ассоциации Аллергологов и Клинических 

Иммунологов
В программе школы:

• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Ежедневная культурная программа
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно

Всем слушателям будут выданы удостоверения о тематическом усовершенствовании 
установленного образца и зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru получат  

14 зачетных единиц (кредитов) по специальности: «аллергология и иммунология»
Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, академик РАН, Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера 
тел./факс: (812) 232-00-66
e-mail: totolian@spbraaci.ru

Заявки подавать до 1 декабря 2017 года.
Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 233-08-58
e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 197136, Санкт-Петербург, а/я 58, СПб РО РААКИ
www.spbraaci.ru
www.allergologi-immunologi.ru

XV Всероссийская школа по клинической иммунологии

«ИММУНОЛОГИЯ ДЛЯ ВРАЧЕЙ»
2 – 8 февраля 2025 года

Пушкинские Горы, Псковская область

Организаторы:

Слушатели, зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru, 
получат зачетные единицы

Министерство здравоохранения 
Российской Федерации 

Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
Администрация Псковской области

*****
ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России

НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора
Первый Санкт-Петербургский государственный 

медицинский университет им. акад. И.П. Павлова
*****

Российское научное общество иммунологов
Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов

Российское цитокиновое общество
Ассоциация специалистов и организаций 

лабораторной службы «Федерация Лабораторной Медицины»
Санкт-Петербургское региональное отделение Всероссийской Общественной

Организации – Ассоциации Аллергологов и Клинических Иммунологов

В программе школы:
• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно (аэропорт)

Российская Академия Наук Федеральная служба по надзору 
в сфере защиты прав потребителей 

и благополучия человека
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Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 644-63-12,  e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 
197101, Санкт-Петербург, а/я 130, СПб РО РААКИ

Заявки подавать до 31 декабря 2024 года.Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, 
академик РАН, Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера
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• Северо-Западное отделение медицинских наук
• Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека
• Комитет по науке и высшей школе Правительства Санкт-Петербурга
• Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
• Администрация Псковской области
• ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России
• Институт экспериментальной медицины 
• НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора
• Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им.акад. И.П. Павлова
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Медицины»
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197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера 
тел./факс: (812) 232-00-66
e-mail: totolian@spbraaci.ru

Заявки подавать до 1 декабря 2017 года.
Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 233-08-58
e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 197136, Санкт-Петербург, а/я 58, СПб РО РААКИ
www.spbraaci.ru
www.allergologi-immunologi.ru
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197101, Санкт-Петербург, а/я 130, СПб РО РААКИ
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академик РАН, Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера
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XV Всероссийская школа по клинической иммунологии

«ИММУНОЛОГИЯ ДЛЯ ВРАЧЕЙ»
2 – 8 февраля 2025 года

Пушкинские Горы, Псковская область

Организаторы:

Слушатели, зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru, 
получат зачетные единицы

Министерство здравоохранения 
Российской Федерации 

Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
Администрация Псковской области

*****
ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России

НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора
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*****

Российское научное общество иммунологов
Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов

Российское цитокиновое общество
Ассоциация специалистов и организаций 

лабораторной службы «Федерация Лабораторной Медицины»
Санкт-Петербургское региональное отделение Всероссийской Общественной

Организации – Ассоциации Аллергологов и Клинических Иммунологов

В программе школы:
• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно (аэропорт)

Российская Академия Наук Федеральная служба по надзору 
в сфере защиты прав потребителей 

и благополучия человека

IX Всероссийская школа по клинической иммунологии
«ИММУНОЛОГИЯ ДЛЯ ВРАЧЕЙ»

28 января – 3 февраля 2018 года 
Пушкинские Горы, Псковская область

Организаторы:
• Министерство здравоохранения Российской Федерации Российская Академия Наук
• Северо-Западное отделение медицинских наук
• Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека
• Комитет по науке и высшей школе Правительства Санкт-Петербурга
• Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
• Администрация Псковской области
• ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России
• Институт экспериментальной медицины 
• НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора
• Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им.акад. И.П. Павлова
• Российское научное общество иммунологов
• Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов
• Российское цитокиновое общество
• Ассоциация специалистов и организаций лабораторной службы «Федерация Лабораторной 

Медицины»
• Санкт-Петербургское региональное отделение Российской Ассоциации Аллергологов и Клинических 

Иммунологов
В программе школы:

• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Ежедневная культурная программа
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно

Всем слушателям будут выданы удостоверения о тематическом усовершенствовании 
установленного образца и зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru получат  

14 зачетных единиц (кредитов) по специальности: «аллергология и иммунология»
Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, академик РАН, Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера 
тел./факс: (812) 232-00-66
e-mail: totolian@spbraaci.ru

Заявки подавать до 1 декабря 2017 года.
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Российская Академия Наук Федеральная служба по надзору 
в сфере защиты прав потребителей 

и благополучия человека
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• Министерство здравоохранения Российской Федерации Российская Академия Наук
• Северо-Западное отделение медицинских наук
• Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека
• Комитет по науке и высшей школе Правительства Санкт-Петербурга
• Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
• Администрация Псковской области
• ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России
• Институт экспериментальной медицины 
• НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора
• Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им.акад. И.П. Павлова
• Российское научное общество иммунологов
• Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов
• Российское цитокиновое общество
• Ассоциация специалистов и организаций лабораторной службы «Федерация Лабораторной 

Медицины»
• Санкт-Петербургское региональное отделение Российской Ассоциации Аллергологов и Клинических 

Иммунологов
В программе школы:

• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Ежедневная культурная программа
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно

Всем слушателям будут выданы удостоверения о тематическом усовершенствовании 
установленного образца и зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru получат  

14 зачетных единиц (кредитов) по специальности: «аллергология и иммунология»
Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, академик РАН, Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера 
тел./факс: (812) 232-00-66
e-mail: totolian@spbraaci.ru

Заявки подавать до 1 декабря 2017 года.
Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 233-08-58
e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 197136, Санкт-Петербург, а/я 58, СПб РО РААКИ
www.spbraaci.ru
www.allergologi-immunologi.ru

IX Всероссийская школа по клинической иммунологии
«ИММУНОЛОГИЯ ДЛЯ ВРАЧЕЙ»

28 января – 3 февраля 2018 года 
Пушкинские Горы, Псковская область

Организаторы:
• Министерство здравоохранения Российской Федерации Российская Академия Наук
• Северо-Западное отделение медицинских наук
• Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека
• Комитет по науке и высшей школе Правительства Санкт-Петербурга
• Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
• Администрация Псковской области
• ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России
• Институт экспериментальной медицины 
• НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора
• Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им.акад. И.П. Павлова
• Российское научное общество иммунологов
• Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов
• Российское цитокиновое общество
• Ассоциация специалистов и организаций лабораторной службы «Федерация Лабораторной 

Медицины»
• Санкт-Петербургское региональное отделение Российской Ассоциации Аллергологов и Клинических 

Иммунологов
В программе школы:

• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Ежедневная культурная программа
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно

Всем слушателям будут выданы удостоверения о тематическом усовершенствовании 
установленного образца и зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru получат  

14 зачетных единиц (кредитов) по специальности: «аллергология и иммунология»
Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, академик РАН, Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера 
тел./факс: (812) 232-00-66
e-mail: totolian@spbraaci.ru

Заявки подавать до 1 декабря 2017 года.
Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 233-08-58
e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 197136, Санкт-Петербург, а/я 58, СПб РО РААКИ
www.spbraaci.ru
www.allergologi-immunologi.ru

Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 644-63-12,  e-mail: shkola@spbraaci.ru 
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XV Всероссийская школа по клинической иммунологии

«ИММУНОЛОГИЯ ДЛЯ ВРАЧЕЙ»
2 – 8 февраля 2025 года

Пушкинские Горы, Псковская область

Организаторы:

Слушатели, зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru, 
получат зачетные единицы

Министерство здравоохранения 
Российской Федерации 

Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
Администрация Псковской области

*****
ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России

НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора
Первый Санкт-Петербургский государственный 

медицинский университет им. акад. И.П. Павлова
*****

Российское научное общество иммунологов
Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов

Российское цитокиновое общество
Ассоциация специалистов и организаций 

лабораторной службы «Федерация Лабораторной Медицины»
Санкт-Петербургское региональное отделение Всероссийской Общественной

Организации – Ассоциации Аллергологов и Клинических Иммунологов

В программе школы:
• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно (аэропорт)

Российская Академия Наук Федеральная служба по надзору 
в сфере защиты прав потребителей 

и благополучия человека
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Заявки подавать до 1 декабря 2017 года.
Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 233-08-58
e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 197136, Санкт-Петербург, а/я 58, СПб РО РААКИ
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Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 644-63-12,  e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 
197101, Санкт-Петербург, а/я 130, СПб РО РААКИ

Заявки подавать до 31 декабря 2024 года.Координатор проекта:
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Зам. председателя СПб РО РААКИ, академик РАН, Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
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e-mail: shkola@spbraaci.ru 
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Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
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*****
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*****
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Организации – Ассоциации Аллергологов и Клинических Иммунологов
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• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии
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• 3-разовое питание
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Российская Академия Наук Федеральная служба по надзору 
в сфере защиты прав потребителей 

и благополучия человека
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Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 233-08-58
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Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 644-63-12,  e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 
197101, Санкт-Петербург, а/я 130, СПб РО РААКИ
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АУТОИММУННЫЙ УВЕИТ: ФАКТОРЫ РИСКА И ПРОБЛЕМЫ 
ИММУНОПАТОГЕНЕЗА 
Ширинский И.В., Ширинский В.С.
Научно-исследовательский институт терапии и профилактической медицины – филиал Федерального 
исследовательского центра «Институт цитологии и генетики Сибирского отделения Российской академии 
наук», г. Новосибирск, Россия

Резюме. Представлены последние достижения в понимании механизмов, лежащих в основе 
предрасположенности к иммуноопосредованному увеиту (ИУ) и его патогенеза. Подробно описа-
ны модели увеита человека на животных, среди которых наиболее охарактеризованными моделями 
экспериментального переднего увеита являются эндотоксин-индуцированный увеит и эксперимен-
тальный аутоиммунный передний увеит. В результате этих исследований были идентифицированы 
такие факторы транскрипции, как STAT3, Interferon regulatory factor 4, 8, регуляторные белки – 
Suppressor of cytokine signaling 1, 3 (SOCS1, SOCS3) и пути передачи сигналов цитокинов, которые 
регулируют развитие ИУ и могут служить потенциальными терапевтическими мишенями для лече-
ния. Охарактеризованы факторы риска окружающей среды, способствующие развитию ИУ. Пред-
ставлены данные о влиянии физической активности, курения, состояния микробиома кишечника, 
диеты на частоту возникновения ИУ, описаны известные и предполагаемые механизмы участия 
факторов риска в инициации и патогенезе болезни. В частности, изложены результаты исследова-
ний, свидетельствующих о существовании двух основных механизмов участия микробиома кишеч-
ника в развитии ИУ: антигены микробиома кишечника действуют как триггеры активации Т-клеток, 
специфичных для антигенов сетчатки и микробиом модулирует баланс эффекторных субпопуляций 
Т-лимфоцитов (Th1 и Th17) и субпопуляций иммунорегуляторных клеток (Treg). Изложены сведе-
ния о том, что высокий уровень экспрессии глазных белков (межфоторецепторный ретиноид-свя-
зывающий белок – IRBP или S-антиген) в тимусе коррелировал с устойчивостью к развитию EAU, 
тогда как низкий уровень коррелировал с предрасположенностью к увеиту. Эти основополагающие 
исследования патогенеза ИУ позволило дать объяснение избирательной восприимчивости к аутоим-
мунному увеиту и предположить, что резистентность к увеиту регулируется, по крайней мере частич-
но, способностью сохранять центральную толерантность к аутоантигенам сетчатки. Описано, что 
увеитогенные Т-клетки памяти перемещаются из сетчатки и периферических лимфоидных тканей в 
костный мозг, находясь там в состоянии покоя до повторной стимуляции, превращаясь в различные 
субпопуляции эффекторных клеток. Анализ результатов иммунологических исследований на моде-
ли увеита у мыши и перферической крови пациентов с увеитом человека выявил патогенетическую 
роль Th17-лимфоцитов и активатора транскрипции STAT3 в развитии аутоиммунного увеита и сиг-
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нальный белок STAT3 является потенциальной терапевтической мишенью при неинфекционном 
увеите.

Ключевые слова: иммуноопосредованный увеит, экспериментальные модели неинфекционного увеита, факторы риска 
увеита, центральная толерантность, периферическая толерантность, Т-хелперы, Th17-лимфоциты, сигнальный белок 
STAT3

AUTOIMMUNE UVEITIS: RISK FACTORS AND ISSUES 
OF IMMUNOPATHOGENESIS 
Shirinsky I.V., Shirinsky V.S.
Research Institute of Internal and Preventive Medicine, Branch of the Institute of Cytology and Genetics, Siberian 
Branch, Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. We present recent advances in studying the mechanisms of susceptibility to immune-mediated 
uveitis (IM) and its pathogenesis. Animal models of human uveitis are described in details. Those include 
the best characterized models of experimental anterior uveitis (endotoxin-induced uveitis and experimental 
autoimmune anterior uveitis). As a result of these studies, some relevant transcription factors were detected, 
such as STAT3, Interferon regulatory factor 4, 8; regulatory proteins, e.g., suppressors of cytokine signaling 
1, 3 (SOCS1, SOCS3) and cytokine signaling pathways that regulate the development of IS and may serve as 
potential therapeutic targets for treatment. Environmental risk factors contributing to the development of IS 
are also characterized. The presented data concern the influence of physical activity, smoking, state of intestinal 
microbiome, and diet on the incidence of IS, as well as known and suspected contribution of the risk factors 
to the initiation and pathogenesis of the disease. In particular, we present results of studies which suggest two 
main options of intestinal microbiome involvement in the IS development: intestinal microbiome antigens act 
as triggers for activation of T cells specific for retinal antigens, and the microbiome modulates the balance of 
effector subpopulations of T lymphocytes (Th1 and Th17) and immunoregulatory subpopulations cells (Treg). 
It is reported that high levels of expression of ocular proteins (interphotoreceptor retinoid binding protein – 
IRBP or S-antigen) in the thymus correlated with resistance to the development of EAU, while low IRBP levels 
correlated with susceptibility to uveitis. These seminal studies in pathogenesis of IU allowed explanation for 
selective susceptibility to autoimmune uveitis and suggested regulation tools of resistance to uveitis, at least, in 
part, due to ability of maintaining central tolerance to retinal autoantigens. Uveitogenic memory T cells have 
been described to move from retina and peripheral lymphoid tissues to the bone marrow, remaining there in a 
quiescent state until re-stimulation, then transforming into various subpopulations of effector cells. Analysis of 
immunological studies in murine models of uveitis and peripheral blood of patients with uveitis had revealed 
a pathogenetic role of Th17 lymphocytes and a transcription activator STAT3 in development of autoimmune 
uveitis, with STAT3 signaling protein being a potential therapeutic target for non-infectious uveitis.

Keywords: immune-mediated uveitis, experimental models of non-infectious uveitis, risk factors uveitis, central tolerance, peripheral 
tolerance, T helper cells, Th17 lymphocytes, STAT3 protein

Финансирование подготовки обзора осущест-
влялось за счет средств, направленных на выпол-
нение государственного задания НИИТПМ – 
филиал ИЦиГ, тема FWNR-2024-0002. 

Введение
Увеит представляет собой группу внутри-

глазных заболеваний, характеризующихся вос-
палением сосудистой оболочки и других тканей 
глаза, включая сетчатку, кровеносные сосуды 
сетчатки, стекловидное тело и зрительный нерв. 
Увеит является ведущей причиной слепоты во 

всем мире, на его долю приходится 10-15% слу-
чаев потери зрения [22, 31, 47]. Подсчитано, что 
более 2 миллионов человек страдают от увеита, и 
это число увеличивается [22, 31]. Увеит этиологи-
чески разделяют на инфекционный увеит и им-
муноопосредованный увеит (ИУ). Первый, как 
правило, более распространен в развивающихся 
странах [52, 74], тогда как второй преобладает в 
развитых странах [11, 61, 93]. Глюкокортикоиды 
и другие противовоспалительные препараты яв-
ляются эффективными средствами лечения ИУ, 
однако большое число нежелательных явлений, 
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в том числе серьезных, препятствуют их длитель-
ному использованию. Отсюда необходимость 
разработки новых эффективных и безопасных 
методов лечения на основе более глубокого по-
нимания патогенеза ИУ. В обзоре будут представ-
лены последние достижения в понимании меха-
низмов, лежащих в основе предрасположенности 
к увеиту и его иммунопатогенеза.

Строение глаза. Общие сведения
Глаз отделен от периферической иммунной 

системы и является одним из наиболее анатоми-
чески сложных органов у млекопитающих [17]. 
Он состоит из: 

1. Внешней оболочки глаза, состоящей 
из непрозрачной склеры (внешний белый слой 
глазного яблока), и прозрачной роговицы, явля-
ющейся продолжением склеры.

2. Пигментного эпителия сетчатки (ПЭС), 
который представляет собой один слой гексаго-
нальных пигментированных клеток, лежащих 
поверх сетчатки и прикрепленных к подлежащей 
сосудистой оболочке. Он участвует в фагоцитозе 
мембран наружного сегмента фоторецепторов, 
поглощении света, эпителиальном транспорте и 
питании зрительных клеток нейросетчатки.

3. Клеток глии (клетки Мюллера) – специ-
ализированный тип глиальных клеток, который 
поддерживает и снабжает нейроны сетчатки пи-
тательными веществами, кислородом и обеспе-
чивает функциональную стабильность этих кле-
ток. Клетки Мюллера изолируют нейроны друг 
от друга, поглощают нейротрансмиттеры и регу-
лируют внеклеточную среду. 

4. Сосудистая оболочка представляет собой 
пигментированный средний слой глаза под рого-
вицей и склерой и состоит из васкуляризирован-
ной сосудистой оболочки, радужной оболочки 
и цилиарного тела. Он выполняет большинство 
зрительных функций глаза, включая фокусиров-
ку на объектах, находящихся на разном рассто-
янии от сетчатки, и изменение размера зрачка в 
ответ на интенсивность света. 

5. Нервная часть сетчатки – самый вну-
тренний светочувствительный слой, состоящий 
из пяти типов нейронов, принимающих фото-
ны, проходящие через роговицу и хрусталик. Они 
включают в себя светочувствительные ганглиоз-
ные клетки, амакриновые и биполярные клетки, 
горизонтальные клетки и фоторецепторы (па-
лочки и колбочки). Эти клетки генерируют двух-
мерное изображение объекта и преобразуют его 
в электрические сигналы, которые затем переда-
ются в мозг для создания зрительного восприя-
тия. Сетчатка и зрительный нерв эмбриональных 
позвоночных происходят из промежуточного 
мозга и считаются частью ЦНС. 

Следует напомнить, что, подобно клеткам 
мозга, сетчатка является иммунопривилегиро-

ванной тканью. Развитие офтальмологической 
иммунологии привело к пониманию особой вза-
имосвязи между глазом и иммунной системой, и 
это фундаментальное исследование легло в осно-
ву концепции иммунных привилегий. Сэр Питер 
Медавар, который разделил Нобелевскую пре-
мию по физиологии и медицине 1960 года с сэром 
Фрэнком Макфарлейном Бернетом, ввел термин 
«иммунная привилегия» в результате исследо-
ваний, показывающих, что аллотрансплантат 
опухоли или кожи при помещении в переднюю 
камеру глаза не отторгается [58]. Иммунная при-
вилегия тогда рассматривалась как уникальная 
особенность глаза, а неспособность отторгнуть 
аллотрансплантат или аллоантиген объяснялась 
отсутствием кровеносных сосудов в сетчатке [59]. 
Современное объяснение иммунных привилегий 
заключается в том, что белки в иммунноприви-
легированных тканях ЦНС секвестрируются пе-
риферической иммунной системой с помощью 
гематоэнцефалического барьера (ГЭБ) и сосу-
дисто-нервной единицы (СНЕ), которая состо-
ит из перицитов, периваскулярных макрофагов, 
нейрональных дендритных и глиальных клеток 
Мюллера. Этот ансамбль клеток плотно свя-
зан эндотелиальными клетками, окружающими 
СНЕ [21, 62]. Бессосудистая среда сетчатки ли-
шена лимфатического дренажа, содержит рези-
дентные регуляторные клетки, секретирующие 
нейропептиды и противовоспалительные цито-
кины, а также способствует иммунологической 
секвестрации сетчатки [62]. Кроме того, рези-
дентные клетки сетчатки, которые экспресси-
руют ингибирующие белки, ассоциированные с 
клеточной поверхностью (TGF-β, лиганд FAS/
FAS, CD46 и CD59), ограничивают воспаление 
в сетчатке путем инактивации лимфоцитов [44, 
109, 110]. Считается, что нормальное развитие 
кишечного микробиома в раннем детстве игра-
ет важную роль в формировании барьеров [3], а 
исследования на мышах с дефектным кишечным 
микробиомом установили связь между дисбакте-
риозом и восприимчивостью к воспалительным 
заболеваниям, включая острый передний уве-
ит [3, 16, 81].

Напомним, что увеит классифицируется как 
передний, промежуточный, задний или пану-
веит, в зависимости от анатомической локали-
зации [67]. Передний увеит является наиболее 
распространенной формой и проявляется как 
ирит, или иридоциклит, в то время как промежу-
точный увеит характеризуется витритом и пери-
ферическим васкулитом сетчатки. Задний увеит 
представляет собой заболевание заднего сегмента 
(сетчатки, сосудистой оболочки и стекловидного 
тела), симптомы которого включают нечеткость 
зрения, светобоязнь, неоваскуляризацию сетчат-
ки, отслойку сетчатки и отек желтого пятна. Сле-
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дует напомнить, что, помимо идиопатической 
формы, ИУ часто ассоциируется с саркоидозом, 
псориатическим артритом, анкилозирующим 
спондилоартритом, ювенильным ревматоидным 
артритом (ЮРА), рассеянным склерозом, болез-
нью Фогта–Коянаги–Харады, болезнью Бехче-
та, системной красной волчанкой (СКВ) и си-
стемными васкулитами [67, 80].

Модели увеита у экспериментальных животных
Модели увеита человека на животных способ-

ствуют более глубокому пониманию иммунопа-
тогенеза ИУ. Наиболее охарактеризованными 
моделями экспериментального переднего увеи-
та являются эндотоксин-индуцированный уве-
ит (EIU) [81] и экспериментальный аутоиммун-
ный передний увеит (EAAU), также называемый 
экспериментальным меланин-индуцированным 
увеи том (EMIU) [4, 5]. Задний увеит представля-
ет наибольший риск слепоты, и известной моде-
лью заднего увеита является экспериментальный 
аутоиммунный увеит (ЕАУ) [8, 56, 100]. Изуче-
ние EAU с использованием различных генетиче-
ски модифицированных линий мышей выявило 
разнообразные внутриклеточные пути, которые 
опосредуют задний увеит. В этих исследованиях 
были идентифицированы такие факторы транс-
крипции, как STAT3 (Signal transducer and activator 
of transcription 3), Interferon regulatory factor 4, 8 
(IRF4, IRF8), регуляторные белки – Suppressor 
of cytokine signaling 1, 3 (SOCS1, SOCS3) или пути 
передачи сигналов цитокинов, которые регули-
руют развитие EAU и могут служить потенциаль-
ными терапевтическими мишенями для лечения 
увеита [17, 45, 51, 69, 70, 106]. Особый интерес 
представляет линия трансгенных мышей, экс-
прессирующая TCR, специфичный для фрагмен-
та 161-180 белка IRBP (interphotoreceptor retinoid 
binding protein), у которых развивается спонтан-
ный ЕАУ. Анализ EAU у этих мышей показал, 
что антигены кишечных комменсалов могут за-
пускать аутореактивные Т-клетки, специфичные 
для антигенов сетчатки и инициации увеита [39].

Эндотоксин-индуцированный увеит (EIU) 
представляет собой модель острого воспа-
ления переднего сегмента у грызунов, вы-
званную подкожной или внутрибрюшинной 
инъекцией липополисахарида (LPS), и характе-
ризуется инфильтрацией воспалительных клеток 
в переднем сегменте глаза [57]. При EIU выяв-
ляются иммуногистопатологические признаки 
переднего увеита человека, продолжительность 
воспалительной реакции относительно корот-
кая (<  72 часов) и не вызывает стойкого 
повреждения тканей [57]. У животных с EAAU 
введение белков, связанных с гранулами 
меланина, вызывает воспаление, более типичное 
для переднего увеита человека [4,  5,  43]. При 
EAAU регистрируется массивная инфильтра-

ция мононуклеарных и полиморфноядерных 
клеток в переднюю камеру, сосуды радужки и 
цилиарного тела с ограниченным поражением 
заднего сегмента. Следует помнить, что ни одна 
из описанных моделей не демонстрирует полного 
спектра клинических и гистопатологических 
признаков увеита человека, однако каждая из 
них способствует пониманию отдельных звеньев 
патологического процесса.

Экспериментальной моделью заднего увеи-
та является экспериментальный аутоиммунный 
увеит (ЭАУ), при котором клеточный субстрат 
воспаления представлен Т-клетками. Инициа-
ция воспаления вызывается у восприимчивых 
видов животных активной иммунизацией спец-
ифическими для глаза белками или пептидами в 
эмульсии, содержащей полный адъювант Фрейн-
да (CFA). Полная картина заболевания развива-
ется при одновременном введении коклюшного 
токсина и убитых нагреванием туберкулезных 
бактерий, которые активируют рецепторы рас-
познавания бактериального паттерна на клетках 
врожденного иммунитета [100]. Белком сетчат-
ки, обычно используемым для индукции EAU у 
мышей и крыс, является S-антиген (S-Ag или ар-
рестин) и межфоторецепторный ретиноид-свя-
зывающий белок (IRBP) [11,  26]. EAU считает-
ся адекватной моделью заднего увеита из-за его 
иммунопатологических особенностей, которые 
касаются ирита, хориоидита, витрита, васкулита 
сетчатки, разрушения фоторецепторных клеток 
и отека сетчатки [69]. Важно отметить, что бо-
лезнь передается наивным сингенным животным 
путем инъекции активированных in vitro CD4+T-
клеток, специфичных к ретинальным антиге-
нам [8, 56, 100].

Факторы риска развития иммуноопосредован-
ного увеита

Изучению факторов риска окружающей сре-
ды при ИУ уделялось ограниченное внимание. 
Индустриализация значительно улучшила уро-
вень медицины и меры по охране здоровья, что 
существенно снизило заболеваемость инфекци-
онными заболеваниями и увеличило продолжи-
тельность жизни [6, 24]. Индустриализация вы-
звала радикальные сдвиги в образе жизни, эти 
изменения связаны с патогенезом многих ауто-
иммунных заболеваний [24, 60, 71]. Образ жизни, 
санитария и окружающая среда развитых и раз-
вивающихся стран сильно различаются. Одним 
из объяснений повышения числа случаев ИУ 
была гипотеза образа жизни. С одной стороны, 
частота инфекционных увеитов снижается благо-
даря улучшению санитарии, а с другой стороны – 
изменение образа жизни значительно повышает 
заболеваемость ИУ. Неудивительно, что доля ИУ 
в развитых и развивающихся странах не одинако-
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ва и это связано с рядом факторов, которые мы 
кратко рассмотрим.

Физическая активность и иммуноопосредован-
ный увеит

Принято считать, что физическая активность 
играет важную роль в поддержании здоровья. 
Однако подсчитано, что 31% взрослых физиче-
ски неактивны, а в развитых странах этот пока-
затель еще выше [32]. Обнаружена связь между 
отсутствием физической активности и частотой 
аутоиммунных заболеваний, таких как системная 
красная волчанка, ревматоидный артрит, рас-
сеянный склероз и воспалительные заболевания 
кишечника [83].

Данные литературы о влиянии физической 
активности на риск развития ИУ и его течение 
единичны. Показано, что регулярная физическая 
активность снижает уровень активных форм кис-
лорода, которые индуцируются провоспалитель-
ными цитокинами и участвуют в повреждении 
сосудистой оболочки глаза [49]. Группы с низкой 
физической активностью чаще страдают ожире-
нием, которое может способствовать развитию 
увеита. В частности, белая жировая ткань дей-
ствует как важный эндокринный орган, секрети-
рующий адипокины, в том числе классические 
провоспалительные цитокины IL-6 и TNFα [98]. 
Ожирение может усугубить тяжесть EAU [64], 
поскольку у лиц с ожирением регистрируются 
признаки вялотекущего воспаления. Хотя в этой 
области нет единого мнения, неоднократно было 
показано, что регулярная физическая активность 
улучшает прогноз пациентов с аутоиммунными 
заболеваниями, в том числе аутоиммунными уве-
итами.

Курение как фактор риска иммуноопосредован-
ного увеита

Ряд исследований выявили связь между куре-
нием и многими аутоиммунными заболеваниями, 
включая ревматоидный артрит [10], рассеянный 
склероз [91], системную красную волчанку [87], 
болезнь Грейвса [72] и тиреоидит Хашимото [60].

В нескольких исследованиях было установ-
лено, что курение табака является фактором 
риска развития увеита [30, 50, 108]. Согласно 
исследованию P. Lin и соавт. [50], курение явля-
ется фактором риска как инфекционного, так и 
неинфекционного увеита, в то время как другое 
исследование показало, что курение ассоцииро-
вано только с неинфекционным увеитом [108]. 
В перекрестном исследовании неинфекционного 
увеита M. Roesel и соавт. [78] выявили, что куре-
ние связано с повышенным риском активности 
увеита в сочетании с потребностью в локальном 
лечении глюкокортикоидами, риском развития 
катаракты и макулярного отека. Важно отметить, 
что курение, по-видимому, не имеет отношения 
к болезни Бехчета [55], поскольку никотин ис-

пользовался для лечения язв у пациентов с бо-
лезнью Бехчета без каких-либо глазных ослож-
нений [28]. Табачный дым содержит множество 
различных ингредиентов, включая никотин, 
полициклические ароматические углеводороды 
и около 4000 известных активных соединений. 
Хотя никотин оказывает защитное действие при 
болезни Бехчета, другие ингредиенты оказывают 
при аутоиммунном увеите провоспалительное 
влияние несколькими путями. Экстракт сигарет-
ного дыма может усиливать воспаление посред-
ством активации NF-kB, GATA, PAX5 (транс-
крипционный фактор paired box 5) и Smad3/4 
(сигнальный трансдуктор для TGF-β1), что при-
водит к повышенному высвобождению TNFα, 
IL-1, IL-6 и IL-8 [66]. Эта активация способствует 
увеличению содержания воспалительных клеток, 
циркулирующих в крови, повышает риск воспа-
ления сосудов и аномальных микрососудистых 
структур, участвует в нарушении гематорети-
нального барьера [66]. Получены доказательства 
связи между курением сигарет и повышенным 
риском воспалительного макулярного отека, что 
указывает на повреждение гематоретинального 
барьера [78, 94, 97]. В дополнение к воспалению 
сосудов, курение и пассивное курение вызывает 
истончение хориоидеи у взрослых и детей, что 
было выявлено с помощью оптической когерент-
ной томографии [20, 85, 107]. Кроме того, N. Yuan 
и соавт. сообщили о дозозависимом эффекте пас-
сивного курения на истончение сосудистой обо-
лочки глаза у детей [107]. Связь между курением 
и ИУ изучена недостаточно полно, и механизм, 
с помощью которого курение способствует раз-
витию иммуноопосредованного увеита, неясен, 
отказ от курения рекомендуется для уменьшения 
его рецидивов и осложнений.

Изменение структуры микробиома кишечни-
ка – риск развития ИА?

Микробиом кишечника состоит из сложных 
бактериальных и вирусных сообществ, неразрыв-
но связанных с организмом хозяина. Кишечный 
микробиом сопровождал человека на протяже-
нии длительного периода эволюции, способствуя 
формированию иммунной и метаболической 
систем [86]. Микробиом кишечника может быть 
реконструирован двумя основными путями – из-
менением в рационе питания и применением ан-
тибиотиков. Показано, что нарушения в микро-
биоме кишечника являются звеном патогенеза 
аутоиммунных заболеваниях как в кишечнике, 
так и за его пределами [23], включая рассеян-
ный склероз [41], анкилозирующий спондилоар-
трит [102], ревматоидный [16] и псориатический 
артрит [12].

Установлены два основных механизма уча-
стия микробиома кишечника в развитии ИУ: 
антигены микробиома кишечника действуют как 
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триггеры активации Т-клеток, специфичных для 
антигенов сетчатки, и микробиом кишечника 
модулирует баланс эффекторных субпопуляций 
Т-лимфоцитов (Th1 и Th17) и субпопуляций им-
мунорегуляторных клеток (Treg).

Используя модель мышей R161H, R. Horai 
и соавт. [37] обнаружили, что увеличение спец-
ифичных для антигенов сетчатки Т-клеток про-
исходит еще в доклиническую стадию воспале-
ния глаз и не зависит от эндогенного источника 
родственного антигена. Более того, активация 
может стимулироваться богатым бактериями ки-
шечным содержимым in vitro и вызывать заболе-
вание у наивных реципиентов дикого типа путем 
переноса Т-клеток, культивированных с экстрак-
тами кишечного содержимого. Это свидетель-
ствует о том, что антигены кишечного микро-
биома, вероятно, имитируют антигены сетчатки, 
которые идентифицируются с помощью IRBP-
специфических Т-клеточных рецепторов [37]. 
Помимо имитации антигенов микробиома ки-
шечника и антигенов сетчатки клетки микро-
биома, их продукты, выполняют роль адъюванта, 
поскольку пероральные антибиотики широкого 
спектра и безмикробные условия снижают тя-
жесть заболевания [37]. Следовательно, один или 
несколько микробов определенного вида играют 
роль в активации, в то время как некоторые дру-
гие виды микробов создают провоспалительную 
среду для этой активации. Две группы исследо-
вателей сообщили о модулирующем эффекте ки-
шечного микробиома на модели эксперименталь-
ного EAU, полученной путем введения эмульсии, 
содержащей полный адъювант Фрейнда и пептид 
IRBP [35, 65]. Показано, что пероральные анти-
биотики, вводимые в течение короткого проме-
жутка времени, уменьшали тяжесть клинических 
проявлений увеита у мышей линии B10.RIII за 
счет экспансии Treg в лимфатические узлы дре-
нирующие глаз и кишечник [65]. Антибиотики 
снижали количество основных бактериальных 
типов Firmicutes и Bacteroidetes, а также класс бак-
терий Alphaproteobacteria [65]. Следует отметить, 
что состав кишечного микробиома значительно 
различался у иммунизированных и не иммуни-
зированных животных. Разнообразие кишечно-
го микробиома у иммунизированных животных 
ассоциировалось с выраженными клиническими 
проявлениями и менее выраженными у не им-
мунизированных. Это свидетельствует о том, что 
существуют определенные типы кишечного ми-
кробиома обладающие оппозитным действием 
на развитие увеита: тип защищающий от разви-
тия увеита и тип способствующий его формиро-
ванию [65]. Heissigerova J. и соавт. [35] сообщили, 
что безмикробные условия в кишечнике мышей 
C57BL/6J ассоциируются с меньшей инфильтра-
цией Т-клеток в сетчатке, а также меньшим ко-

личеством Th1 и Th17 в дренирующих глаза лим-
фатических узлах.

Надо подчеркнуть, что в такой большой попу-
ляции микроорганизмов, какой является микро-
биом кишечника, определить зависимость ак-
тивации специфичных для сетчатки Т-клеток от 
одной конкретной последовательности микроб-
ного компонента или от метаболитов, синтези-
руемых различными микробами представляет со-
бой трудную задачу. На основании анализа гена 
16S рРНК и метагеномного анализа был описан 
микробиом кишечника пациентов с несколь-
кими типами увеита, включая острый передний 
увеит [40, 79], идиопатический увеит [42], бо-
лезнь Бехчета [14, 105]. В клиническом иссле-
довании острого переднего увеита Huang X. и 
соавт. [40] сообщили о значительной разнице в 
бета-разнообразии кишечного микробиома меж-
ду пациентами с увеитом и контрольной груп-
пой. При исследовании ИУ у пациентов было 
выявлено несколько патогенных грибов, вклю-
чая Malassezia limited, Candida albicans, Candida 
glabrata и Aspergillus gracilis [42]. Следует отметить, 
что количество исследований микробиома ки-
шечника у пациентов с увеитом невелико, а мно-
гие подтипы ИУ не изучались. Чтобы понять вза-
имосвязь между различными фенотипами увеита 
и микробиомом кишечника, в будущем необхо-
димы дополнительные исследования более высо-
кого качества и на больших выборках.

Диета и иммуноопосредованный увеит
Напомним, что 70% всех лимфоцитов слизи-

стых оболочек приходится на иммунную систе-
му слизистой кишечника [63]. В этом разделе 
будет обсуждаться связь между западной диетой 
и ростом числа воспалительных заболеваний, 
включая увеиты [92]. Пищевые антигены и фар-
макологическое действие диеты являются двумя 
основными механизмами, которые определяют 
связь микробиома кишечника и воспалительны-
ми заболеваниями. Существование оси кишеч-
ник – глаз было подтверждено при возрастной 
дегенерации желтого пятна (AMD) [76], синдро-
ме сухого глаза [95], глаукоме [9] и аутоиммунном 
увеите [37]. Основываясь на существовании этих 
взаимодействий, в последние годы широко об-
суждается роль диеты при глазных заболеваниях. 
Показано, что прогрессирующая форма возраст-
ной макулярной дегенерации (ВМД) была связа-
на с западной диетой, характеризующейся пере-
работанным и красным мясом, картофелем фри, 
молочными продуктами с высоким содержанием 
жира, энергетическими напитками, в то время 
как восточная диета, состоящая из цельнозерно-
вых продуктов с низким гликемическим индек-
сом, способствовала снижению риска ВМД [13]. 
Эти данные подтверждаются экспериментальны-
ми данными о том, что диета с высоким глике-
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мическим индексом, подобная западной диете, 
вызывает симптомы дегенерации желтого пятна 
у мышей C57BL/6J дикого типа, которые ассоци-
ируются с накоплением фагосом и липофусцина, 
атрофии пигментного эпителия сетчатки, фото-
рецепторных клеток, выпадением и образовани-
ем крупных базальных отложений [82]. В много-
центровом, рандомизированном клиническом 
исследовании фазы III показано, что более вы-
сокое потребление антиоксидантных каротинои-
дов, минералов, омега-3 длинноцепочечных по-
линенасыщенных жирных кислот (ДЦПНЖК) и 
витаминов группы В, а также более низкое потре-
бление насыщенных и мононенасыщенных жи-
ров снижает риск дегенерации желтого пятна [1]. 
Помимо ВМД, также сообщалось о роли диеты в 
лечении глаукомы [34].

Что касается ИУ, 2 группы исследователей со-
общили, что диета играет защитную и усугубля-
ющую роль в модели EAU у мышей [64, 84, 96]. 
Было показано, что введение в пищевой рацион 
ω-3 ДЦПНЖК ингибирует воспаление у мышей 
C57BL/6 с экспериментальным EAU [84, 96]. 
Установлено, что ω-3 ДЦПНЖК не только сни-
жает продукцию провоспалительных цитоки-
нов IL-1 и IL-17, опосредованную дендритными 
клетками, но также уменьшает содержание про-
тивовоспалительного цитокина IL-10, но в целом 
противовоспалительный эффект сохраняется. 
Другая группа исследователей выявила, что диета 
с высоким содержанием жиров способствовала 
более тяжелому течению EAU у эксперименталь-
ных животных [64]. Следует помнить, что фар-
макологические эффекты диеты регулируются 
генетическими факторами, что существенно ус-
ложняет проблему. Необходимо отметить, что 
пищевые антигены, имитирующие аутоантигены 
сетчатки, являются одним из механизмов раз-
вития аутоиммунного увеита. Были описаны два 
пептида, имитирующие увеитогенный эпитоп 
ретинального S-Ag: Cas из as2-казеина, обычно-
го компонента коровьего молока, и Rota из по-
верхностного белка vp4 ротавируса, распростра-
ненного желудочно-кишечного патогена [103]. 
Примечательно, что пероральное введение Cas 
с нативным холерным токсином индуцировало 
увеит у крыс, в то время как S-Ag и Rota не вы-
зывали заболевания, хотя ни один из них не пере-
варивался. Итак, небольшое число исследований 
свидетельствует о том, что пища представляет 
собой обширный набор аутоантигенов, способ-
ных инициировать развитие аутоиммунного за-
болевания. Использование биоинформатических 
подходов для поиска диетических аутоиммунных 
эпитопов необходимо для исключения аутоанти-
генов из рациона пациентов с увеитом. Немного-
численные данные литературы не позволяют дать 
однозначный ответ на вопрос, что представляет 

собой противовоспалительная диета и дальней-
шие исследования в этом направлении следует 
считать актуальными.

Клеточные и молекулярные механизмы воспри-
имчивости и резистентности к возникновению уве-
ита

В этом разделе обзора будут представлены 
данные о патогенезе увеита, рассмотрены моле-
кулярные основы предрасположенности к ауто-
иммунному увеиту, источнику аутореактивных 
Т-клеток памяти, которые опосредуют 
ремиттирующее воспаление при хроническом 
увеите.

Нарушение центрального механизма толерант-
ности и предрасположенность к увеиту

Напомним, что зрелый Т-лимфоцит происхо-
дит из гемопоэтических стволовых клеток кост-
ного мозга (ГСК) и приобретает способность 
участвовать в иммунном ответе после созревания 
в тимусе. На очень ранних стадиях своего разви-
тия костномозговые лимфоидно-примирован-
ные мультипотентные предшественники (LMPP) 
и общие лимфоидные предшественники (CLP) 
попадают в кору тимуса и подвергаются процес-
сам положительного и отрицательного отбора 
(центральная толерантность), что наделяет раз-
вивающуюся Т-клетку способностью различать 
собственные и не собственные антигены [36, 
53]. Т-клетки, которые экспрессируют функци-
ональный TCR и развивают толерантность к ау-
тоантигенам, обнаруженным в тимусе, выходят 
из тимуса, чтобы попасть во вторичные лимфо-
идные органы и периферическое кровообраще-
ние. Фактор транскрипции AIRE (autoimmune 
regulator) играет ведущую роль в центральном ме-
ханизме толерантности, способствуя экспрессии 
собственных белков на медуллярных эпители-
альных клетках тимуса (mTEC), распознаваемые 
созревающими Т-клетками. Т-клетки с очень 
высоким сродством к родственному собственно-
му белку элиминируются, потому что они иници-
ируют развитие аутоиммунитета [18, 25]. Однако 
некоторые аутореактивные Т-клетки, с низким 
порогом чувствительности, необходимым для 
индукции толерантности, не элиминируют-
ся. Считается, что именно эти аутореактивные 
Т-клетки являются причиной развития органо-
специфических аутоиммунных заболеваний [77]. 
Потенциально аутореактивные Т-клетки под-
держиваются на низком уровне за счет иммуно-
супрессивной функции специализированных 
FoxP3+Т-клеток – естественными регуляторны-
ми Т-клетками (nTregs) [44], которые находятся 
также в тимусе. Они конститутивно секретируют 
IL-10 – иммуносупрессивный цитокин, который 
подавляет аутореактивные Т-клетки и воспале-
ние [48]. Эти nTreg мигрируют из тимуса в пери-
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ферические ткани и играют важную роль в пери-
ферической толерантности.

Рассмотрим центральный механизм толерант-
ности при экспериментальном аутоиммунном 
увеита (ЭАУ). Костномозговые примированные 
мультипотентные предшественники (LMPP) и 
общие лимфоидные предшественники (CLP) 
попадают в тимус вблизи кортико-медуллярно-
го соединения. Клетки-предшественники, за-
селяющие тимус, дифференцируются в ранние 
Т-клеточные предшественники (ETP), двойные 
негативные тимоциты-1 (DN1,  DN2   и   DN3), 
которые мигрируют в субкапсулярную зону для 
дальнейшего развития [53]. Тимоциты DN3, экс-
прессируют функциональный пре-Т-клеточный 
рецептор и CXCR4 (chemokine receptor type 4), 
получают сигналы выживания, способствующие 
пролиферации и, в конечном итоге, дифферен-
цируются в DN4, а затем в двойные положитель-
ные (DP) тимоциты. DP тимоциты (CCR9Hi), 
подвергаясь положительному отбору, взаимодей-
ствуют с собственным комплексом пептид/анти-
гены MHC на эпителиальных клетках коры тиму-
са, активируют CCR7 (C – C chemokine receptor 
type 7) и созревают в супрессорные Т-клетки [53]. 
Медуллярные эпителиальные клетки тимуса 
(mTEC) в кооперации с фактором транскрипции 
AIRE (аутоиммунный регулятор) в мозговом ве-
ществе беспорядочно экспрессируют тканере-
стриктивные антигены основных белков перифе-
рических тканей. AIRE также вносит свой вклад в 
механизм негативного отбора, способствуя устра-
нению аутореактивных Т-клеток, вызывающих 
аутоиммунные заболевания. Т-клетки, с нор-
мальной или низкой аффинностью/авидностью 
распознавания собственных антигенов, активи-
руются, экспрессируют сфингозин-1-фосфатный 
рецептор-1 (S1P1), выходят из тимуса, попадают 
в кровь и периферические лимфоидные ткани.

Нарушение механизмов периферической толе-
рантности и предрасположенность к увеиту

Механизмы периферической толерантности 
опосредованные nTreg, делают потенциально 
аутореактивные Т-клетки анергическими [17]. 
Наивные Т-клетки, проникающие в циркуляцию 
или периферические ткани, дифференцируются 
в различные субпопуляции Т-хелперов в ответ на 
PAMP (патоген-ассоциированные молекулярные 
паттерны) или включаются в механизм молеку-
лярной мимикрии. При EAU активная иммуни-
зация глазными антигенами (IRBP или S-Ag) ин-
дуцирует клональную экспансию Th1 и Th17, что 
приводит к заболеванию на 14-20-й день с после-
дующим, после индукции болезни, разрешением 
острого воспалительного ответа между 25-32-м 
днями. Эти события опосредуются функцией 
Treg и Breg. Однако небольшое количество ауто-
реактивных Т-клеток памяти, экспрессирующих 

IL-7Rα, сохраняется. Они мигрируют в костный 
мозг (КМ), депонируются и могут быть реакти-
вированы, способствуя развитию рецидивирую-
щего увеита [71]. Ранние события, связанные с 
потерей иммунных привилегий глаза и индукци-
ей защитного механизма сетчатки в модели уве-
ита у грызунов, можно представить себе следу-
ющим образом. Эффекторные молекулы, такие 
как гранзим В, провоспалительные цитокины, 
секретируемые клетками Th17, облегчают раз-
рушение гематоэнцефалического барьера, что 
приводит к миграции других воспалительных 
клеток – Th1 и Th2-лимфоцитов, моноцитов. 
Мигрировавшие клетки, попадающие в глаз, 
сталкиваются с противовоспалительными факто-
рами нейросетчатки, состоящими из противовос-
палительных молекул, а также регуляторных Т- и 
В-клеток, секретирующих IL-10 и/или IL-35 [71]. 
Современное понимание молекулярных основ 
резистентности или восприимчивости к органо-
специфическим аутоиммунным заболеваниям 
стало возможным в результате серии исследова-
ний EAU, проведенных в конце девяностых го-
дов. Исследования тимуса мышей линий B10RIII, 
B10A, C57BL/6 и BALB/c и крыс линий Lewis и 
Brown-Norway, различающихся по своей отно-
сительной чувствительности к развитию EAU, 
выявили прямые доказательства того, что белки 
глаза не секвестрированы и доступны для индук-
ции толерантности в тимусе [19]. Благодаря этим 
исследованиям установлено, что белки глаза экс-
прессируются в тимусе, но уровень экспрессии 
варьировал даже среди животных одного и того 
же вида, включая мышей, крыс и приматов [19, 
33, 88]. Высокий уровень экспрессии глазных 
белков (межфоторецепторный ретиноид-связы-
вающий белок – IRBP или S-антиген) в тимусе 
коррелировал с устойчивостью к развитию EAU, 
тогда как низкий уровень коррелировал с пред-
расположенностью к увеиту. Это наблюдение 
впоследствии было подтверждено на модели EAE 
у мышей [46] и в исследованиях на людях [73]. Та-
ким образом, эти основополагающие исследова-
ния патогенеза EAU позволили дать объяснение 
избирательной восприимчивости к аутоиммун-
ному увеиту и предположить, что резистентность 
к увеиту регулируется, по крайней мере частично, 
способностью сохранять центральную толерант-
ность к аутоантигенам сетчатки [18].

Провоспалительные Т-хелперы опосредуют 
острый и хронический рецидивирующий – реми-
ттирующий увеит

Возникновение увеита коррелирует с генами 
HLA класса I или класса II, при этом HLA-DR4 
тесно связан с симпатической офтальмией или 
ВКГ, тогда как HLA-A29 связан с ретинохорио-
идопатией [27, 68]. С другой стороны, HLA-B27 
ассоциируется с передним увеитом и анкило-
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зирующим спондилитом [80, 104]. Как и у лю-
дей, восприимчивость мышей к увеиту связана 
с определенными генетическими локусами с 
сильной корреляцией с некоторыми гаплотипа-
ми MHC класса II [7]. Среди линий мышей наи-
более чувствительным является B10.RIII со сни-
жающейся чувствительностью: B10.RIII (H- 2r) 
> B10.BR (H-2k) > C57BL/6 (H-2b) [7]. Семей-
ство цитокинов IL-12 играет критическую роль 
в презентации Ag и дифференцировки наивных 
лимфоцитов, интенсивности, продолжитель-
ности и характере воспалительной реакции [99]. 
Семейство состоит из IL-12 (IL-12p35/IL-12p40), 
IL-23 (IL-23p19/IL- 12p40), IL-27 (IL-27p28/
Ebi3), IL-35 (IL-12p35/ Ebi3) и IL-39 (IL-23p19/
Ebi3) [99, 101]. Показано, что IL-12 инициировал 
развитие увеита по пути Th1ответа, в то время 
как мыши с дефицитом IL-12p40 оказались рези-
стентными к EAU. Это позволило предположить, 
что Th1-лимфоциты опосредуют формирование 
EAU [90]. Последующее открытие IL-23 при-
вело к изучению его роли в развитии ряда ауто-
иммунных заболеваний и возможного участия в 
патогенезе сопряженной супбпопуляции – Th17-
лимфоцитов [19] превентивным действием в от-
ношении развития EAU [90]. Результаты этих ис-
следований дали основания считать, что IL-23, а 
не IL-12, имеет решающее значение в развитии 
EAU, индуцированного иммунизацией IRBP в 
CFA [54]. После открытия субпопуляции Th17-
лимфоцитов было установлено их участие в раз-
витии EAU [2]. Показано, что у мутантных мышей 
с направленной делецией STAT3 в Т-клеточном 
компартменте CD4 не развивается EAU, посколь-
ку их Т-клетки не могут дифференцироваться в 
Th17-лимфоциты [51]. У мышей CD4-STAT3KO, 
устойчивых к возникновению EAU, наблюда-
лось существенное увеличение Th1-клеток и по-
вышенный уровень IFNγ, что свидетельствует о 
том, что повышенное содержание Th1 не вызы-
вает EAU [51]. Последующие исследования по-
казали, что экспансия Th1 при EAU приводит к 
снижению активности Th17-клеток путем IFNγ/
STAT1-зависимой экспрессии цитокина IL-27, 
обладающего иммуносупрессивными свойства-
ми [2]. Примечательно, что участие Th17-клеток 
в развитии аутоиммунных заболеваний человека 
впервые было показано при исследовании боль-
ных увеитами и склеритами. У пациентов с ак-
тивным увеитом, склеритом в ПК крови обнару-
жено повышение содержания Th17-лимфоцитов, 
ассоциированное с увеличением IL-2 [2].

Органоспецифические аутоиммунные забо-
левания, такие как увеит и рассеянный склероз, 
характеризуются циклами ремиссий и обостре-
ний. Было неясно, где депонируются аутореак-
тивные Т-клетки памяти, которые инициируют 
рецидив заболевания. Ситуация прояснилась 

после изучения результатов мониторинга IRBP-
специфических аутореактивных Т-клеток памяти 
(IL-7RαHighLy6CHighCD4+) в течение 6 месяцев на 
модели экспериментального хронического уве-
ита. Было показано, что увеитогенные Т-клетки 
перемещаются из сетчатки и периферических 
лимфоидных тканей в костный мозг (КМ) [69]. 
Аутореактивные Т-клетки памяти находились в 
состоянии покоя в костном мозге и при повтор-
ной стимуляции превращались в эффекторные 
клетки Th1(IL7RαLowLy6CLowCD4+). Примеча-
тельно, что трансплантация клеток BM от мышей 
WT EAU инициировала увеит наивным мышам, 
тогда как IRBP-специфические аутореактивные 
Т-клетки памяти мышей CD4-STAT3KO не мог-
ли перемещаться в BM и введение клеток интакт-
ным мышам не приводило к развитию EAU [69]. 
Эти исследования позволяют считать кост-
ный мозг как нишу для IRBP-специфических 
Т-клеток памяти, которые вызывают рециди-
вирующий увеит. Можно предполагать, что 
стромальные клетки BM передают сигналы вы-
живания аутореактивным Т-клеткам памяти по-
средством STAT3-зависимых механизмов [69]. 
Таким образом, анализ результатов иммунологи-
ческих исследований на модели увеита у мыши 
и перферической крови пациентов с увеитом 
человека выявил патогенетическую роль Th17-
лимфоцитов и активатора транскрипции STAT3 
в развитии аутоиммунного увеита и сигнальный 
белок STAT3 является потенциальной терапевти-
ческой мишенью при неинфекционном увеите.

Традиционно, после завершения обзора, сле-
довало определить настоящее и будущее в ле-
чении АУ. Однако эта интригующая проблема 
требует отдельного и более тщательного рассмо-
трения. Введение в проблему заинтересованный 
читатель может найти в обзорах [17, 75].

Заключение
Последние достижения в области изучения 

иммунопатологии заболеваний глаза привели 
к более глубокому пониманию роли и механиз-
мов влияния образа жизни как факторов риска 
развития ИУ, роли изменений клеток иммунной 
системы и их медиаторов, составляющих основу 
предрасположенности к увеиту и его патогенеза. 
Исследования факторов образа жизни позволи-
ли определить современную cтратегию ведения 
больных с ИУ, включающую отказ от курения, 
регулярную физическую активность, соблюде-
ние индивидуальной противовоспалительной 
диеты и оптимизацию функции микробиома 
кишечника, которая позволяет минимизировать 
риски развития болезни и ее неблагоприятного 
течения. Генетически модифицированные линии 
мышей с целевой делецией или гиперэкспрес-
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сией факторов транскрипции, регуляторных 
белков или цитокинов, которые контролируют 
развитие или функции лимфоцитов, привели 
к идентификации ключевых механизмов, регу-
лирующих развитие увеита. Ряд исследований 
позволяют считать костный мозг как нишу для 
IRBP-специфических Т-клеток памяти, кото-
рые вызывают рецидивирующий увеит. Пред-
полагается, что стромальные клетки костного 
мозга передают сигналы выживания аутореак-
тивным Т-клеткам памяти посредством STAT3-
зависимых механизмов. Таким образом, анализ 
результатов иммунологических исследований на 

модели увеита у мыши и перферической крови 
пациентов с увеитом человека выявил патогене-
тическую роль Th17-лимфоцитов и активатора 
транскрипции STAT3 в развитии аутоиммунно-
го увеита и сигнальный белок STAT3 является 
потенциальной терапевтической мишенью при 
неинфекционном увеите. Результаты этих ис-
следований открыли новые возможности для 
разработки таргетной терапии, доклинические и 
клинические испытания которой внушают опти-
мизм в отношении более эффективного лечения 
этого грозного семейства заболеваний.
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РАСТВОРИМЫЕ МОЛЕКУЛЫ ИММУННЫХ КОНТРОЛЬНЫХ 
ТОЧЕК: МЕХАНИЗМЫ ОБРАЗОВАНИЯ, ФУНКЦИИ, РОЛЬ 
ПРИ ЗЛОКАЧЕСТВЕННЫХ НОВООБРАЗОВАНИЯХ 
Глазанова Т.В.1, Павлова И.Е.1, Кузьмич Е.В.1, Бубнова Л.Н.1, 2

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

Резюме. Иммунные контрольные точки (ИКТ) – это обширный комплекс стимулирующих и ин-
гибирующих сигнальных путей, играющих важную роль в точной регулировке иммунных реакций. 
Традиционно ИКТ считались исключительно связанными с клеточной мембраной системами рецеп-
торов и лигандов, способными запускать или блокировать функционирование иммунных клеток, од-
нако за последнее десятилетие доказано их существование в виде растворимых форм (растворимые 
молекулы иммунных контрольных точек, или sИКТ). sИКТ – биологически активные регуляторы, 
участвующие в паракринной и системной модуляции иммунных реакций, подобно цитокинам. В пе-
риферической крови здоровых людей присутствуют sИКТ, обладающие свойствами как стимулято-
ров, так и ингибиторов иммунной системы, и их баланс может нарушаться при многих онкологи-
ческих заболеваниях, COVID-19, ВИЧ-инфекции. Имеется много данных о связи наличия sИКТ с 
различными заболеваниями, однако ряд ключевых аспектов их биологии до конца не уточнен. Наи-
более широко изучаемыми являются молекулы PD-1 (programmed death receptor-1) и его лиганды 
PD-L1 и PD-L2, а также CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte antigen-4), TIM-3 (T cell immunoglobulin and 
mucin-domain containing-3), VISTA (V-domain Ig-containing suppressor of T cell activation). Механиз-
мы образования растворимых форм сложны и разнообразны и включают альтернативный сплайсинг, 
отщепление мембранных эктодоменов, протеолитическое расщепление. Среди молекулярных меха-
низмов, лежащих в основе синтеза и высвобождения sPD-1 и sPD-L1, наиболее важными являются 
альтернативный сплайсинг мРНК и трансляция изоформ, лишенных трансмембранных доменов, а 
образование растворимой формы TIM-3 происходит путем разрезания внеклеточных участков транс-
мембранных белков посредством протеазы ADAM10. В обзорной статье приведены данные об основ-
ных sИКТ, включая sPD-1, sPD-L1, экзосомальный sPD-L1, sCTLA-4 и ряд других. Описаны молеку-
лярные механизмы их образования, биологические функции в поддержании иммунного гомеостаза, 
а также прогностическое значение изменения их содержания у больных злокачественными новообра-
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зованиями (включая немелкоклеточный рак легкого, гепатоцеллюлярный рак, рак молочной железы, 
рак почки, рак кожи, рак желудка и ряд других), а также при злокачественных заболеваниях системы 
крови (включая лимфомы, хронический лимфолейкоз, острый миелобластный лейкоз, множествен-
ную миелому).

Ключевые слова: растворимые молекулы иммунных контрольных точек, механизм образования, sPD-1, sPD-L1, 
злокачественные новообразования, злокачественные заболевания системы крови

SOLUBLE IMMUNE CHECKPOINT MOLECULES: MECHANISM 
OF FORMATION, FUNCTION, ROLE IN MALIGNANT 
NEOPLASMS 
Glazanova T.V.a, Pavlova I.E.a, Kuzmich E.V.a, Bubnova L.N.a, b

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

Abstract. Immune checkpoints (ICs) represent a broad set of stimulatory and inhibitory signaling pathways 
playing an important role in regulation of immune responses. Initially, ICs have been considered solely as cell 
membrane-bound receptor and ligand systems, triggering or blocking immune cell function. Over the past 
decade they have been proven to exist in soluble forms (sICs). sICs are biologically active regulators involved 
in paracrine and systemic modulation of immune responses, similar to cytokines. Normally, sICs exert both 
stimulatory and inhibitory effects on the immune system, and their balance may be disturbed in many malignant 
neoplasms, COVID-19, HIV infection. There is a lot of data on the connection between sICs and various 
diseases, but a number of key aspects of their biology have not been fully clarified. The most widely studied are 
PD-1 (programmed death receptor-1) and its ligands PD-L1 and PD-L2, CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte 
antigen-4), TIM-3 (T cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3), VISTA (V-domain Ig-containing 
suppressor of T cell activation). The mechanisms of soluble form formation are complex and diverse and 
include alternative splicing, cleavage of membrane ectodomains, and proteolytic cleavage. The most important 
molecular mechanisms underlying the synthesis and release of sPD-1 and sPD-L1 are alternative splicing of 
mRNA and translation of isoforms lacking transmembrane domains, while the formation of sTIM-3 occurs 
by cleaving the extracellular regions of transmembrane proteins by protease ADAM10. The review article 
provides data on the main sICs, including sPD-1, sPD-L1, exosomal sPD-L1, sCTLA-4, and several others. 
The molecular mechanisms of their formation, biological functions in maintaining immune homeostasis, 
prognostic significance of changes in their content are described in patients with solid malignant tumors (non-
small cell lung cancer, hepatocellular cancer, breast cancer, kidney cancer, skin cancer, gastric cancer, etc.), as 
well as for hematologic malignancies (lymphoma, chronic lymphocytic leukemia, acute myeloblastic leukemia, 
multiple myeloma).

Keywords: immune checkpoint molecules, soluble, formation mechanism, sPD-1, sPD-L1, malignant neoplasms, hematological 
malignancies

Иммунные контрольные точки (ИКТ) пред-
ставляют собой обширный и разнообразный 
комплекс стимулирующих и ингибирующих 
сигнальных путей, которые осуществляют точ-
ную регулировку иммунных реакций. Молекулы 
PD-1, CTLA-4 и их лиганды давно привлекли 
внимание в качестве мишеней противоопухо-
левой иммунотерапии, другие сигнальные пути 
контрольных точек также вовлечены в имму-
нопатогенез заболеваний человека [42, 61, 76]. 

Традиционно ИКТ считались исключительно 
связанными с клеточной мембраной системами 
рецепторов и лигандов, способными запускать 
или блокировать функционирование иммунных 
клеток, но за последние годы доказано их суще-
ствование в виде растворимых форм (раствори-
мые молекулы иммунных контрольных точек или 
sИКТ). Эти растворимые молекулы являются не 
просто побочными продуктами протеолитиче-
ской деградации, но и биологически активными 
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регуляторами, участвующими в паракринной и 
системной модуляции иммунных реакций, по-
добно цитокинам.

Появляется все больше доказательств биоло-
гических функций sИКТ, включая регуляцию ан-
тибактериального иммунитета, взаимодействие с 
соответствующими мембранными ИКТ (mИКТ) 
для регуляции иммунного ответа и конкуренцию 
с mИКТ за связывание с блокирующими ИКТ 
антителами, что приводит к снижению эффек-
та терапии. В периферической крови здоровых 
людей присутствуют sИКТ, являющиеся как сти-
муляторами, так и ингибиторами, и их баланс 
может нарушаться при онкологических заболева-
ниях, COVID-19, ВИЧ-инфекции, злоупотребле-
нии алкоголем.

Накоплено большое количество данных в 
пользу наличия связи между sИКТ и различными 
заболеваниями, при этом ряд ключевых аспектов 
биологии растворимых контрольных точек до 
конца не уточнен, в том числе:

– молекулярный механизм, ответственный 
за их образование (альтернативный сплайсинг, 
отщепление мембранных эктодоменов, протео-
литическое расщепление);

– существование различных изоформ и 
возможность их обнаружения по отдельности;

– баланс между различными изоформами 
в норме и при заболеваниях, и специфичность 
профилей sИКТ для отдельных заболеваний;

– биологическая активность и ее соотно-
шение с активностью соответствующей мембра-
носвязанной формы;

– молекулярный механизм (механизмы) 
действия (пути связывания, передача сигнала, 
образование растворимых комплексов раствори-
мого рецептора с растворимыми лигандами, мо-
лекулярные ловушки и т. д.);

– иммуномодулирующие функции реком-
бинантных sИКТ.

Изучение этих вопросов важно для уточнения 
патофизиологических механизмов и последую-
щей разработки терапевтических средств на ос-
нове sИКТ.

Работы последних лет по изучению профиля 
sИКТ у пациентов с хроническим лимфолейко-
зом (ХЛЛ) [30], немелкоклеточным раком легко-
го (НМРЛ) [79], алкогольным поражением пече-
ни [60, 62], COVID-19 и ВИЧ-инфицированных, 
людей, страдающих алкоголизмом [35], и при 
ряде других заболеваний проливают свет на роль 
и функцию этих молекул.

Наиболее широко известными и изучаемы-
ми являются такие молекулы ИКТ, как PD-1 
(programmed death receptor-1) и его лиганды PD-L1 
и PD-L2, а также CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte 
antigen-4), TIM-3 (T cell immunoglobulin and 

mucin-domain containing-3), VISTA (V-domain Ig-
containing suppressor of T cell activation).

Молекулярные механизмы образования ряда 
sИКТ в настоящее время широко изучаются, 
включая данные о генерации различных изо-
форм. Растворимые изоформы могут иметь 
разные белковые домены, которые влияют на 
биологическую активность, т. е. способность свя-
зывать соответствующие лиганды или рецепто-
ры. Таким образом, молекулярное разнообразие 
системы sИКТ дополняется ее функциональным 
разнообразием. Существование различных изо-
форм для каждого вида sИКТ, а также раство-
римых комплексов рецептор-лиганд осложняет 
интерпретацию результатов их количественно-
го определения. В настоящее время неизвестно, 
являются ли определяемые молекулярные типы 
индивидуальными или совокупными изоформа-
ми одной и той же sИКТ, или же молекулярными 
комплексами, образуемыми между растворимы-
ми рецептором и лигандом [63].

Среди молекулярных механизмов, лежа-
щих в основе синтеза и высвобождения sPD-1 и 
sPD-L1, наиболее важными являются альтерна-
тивный сплайсинг мРНК и трансляция изоформ, 
лишенных трансмембранных доменов, тогда как 
образование растворимой формы TIM-3 проис-
ходит путем разрезания внеклеточных участков 
трансмембранных белков посредством протеазы 
(шеддазы) ADAM10. Рядом исследователей пока-
зано, что sPD-1 может действовать как иммуно-
стимулятор, в отличие от связанного с мембраной 
PD-1, тогда как sPD-L1 сохраняет супрессорную 
активность. Возможность sPD-1 и sPD-L1 дей-
ствовать в качестве ловушек для терапевтических 
блокирующих антител имеет значимые послед-
ствия в плане устойчивости к иммунотерапии и 
прогрессирования заболевания. Также описана 
активная экзосомальная форма PD-L1, играю-
щая роль в иммуносупрессии, и есть вероятность 
существования других sИКТ в виде внеклеточ-
ных везикул, что стирает грань между мембра-
носвязанными и полностью внеклеточными рас-
творимыми изоформами [50].

Результаты определения с помощью мульти-
плексного анализа содержания в плазме здоро-
вых доноров крови 16 различных видов sИКТ, 
показали, что большинство исследованных 
факторов, в том числе sPD-1, sPD-L1, sCTLA-4, 
sTIM-3, в каком-либо количестве выявлялись 
у всех здоровых доноров [8]. В плазме больных 
онкологическими и рядом других заболеваний 
также присутствуют растворимые формы многих 
иммунорегуляторных молекул [13, 19]. В общих 
чертах, определяющей функцией sИКТ является 
подавление Т-клеточного ответа [49, 54].
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Молекула PD-1 представляет собой трансмем-
бранный гликопротеин I типа, кодируемый геном 
Pdcd1 на хромосоме 2 человека. Ген Pdcd1 содер-
жит пять экзонов (экзоны 1-5), кодирующих ко-
роткую сигнальную последовательность, домен 
иммуноглобулина (Ig), стволовой и трансмем-
бранный домен, короткую последовательность 
из 12 аминокислот, которая маркирует начало 
цитоплазматического домена, С-концевые вну-
триклеточные остатки и длинный сегмент 3›UTR 
соответственно [28]. Помимо полноразмерного 
PD-1 (flPD-1), из мононуклеарных клеток пе-
риферической крови человека (МПК) клониро-
вано четыре варианта сплайсинга мРНК PD-1: 
PD-1Deltaex2, PD-1Deltaex3, PD-1Deltaex2/3 и 
PD-1Deltaex2/3/4. У PD-1Deltaex2 отсутствует 
экзон 2, кодирующий внеклеточный домен; у 
PD-1Deltaex2/3 отсутствуют экзоны 2 и 3, коди-
рующие внеклеточный и трансмембранный до-
мены; у PD-1Deltaex2/3/4 отсутствуют экзоны 
2, 3 и 4 и имеется преждевременный стоп-кодон 
в экзоне 5. Все они не способны связываться с 
лигандом PD-L1 и передавать ингибирующие 
сигналы, однако лишь PD-1Deltaex3, у которого 
отсутствует экзон 3, соответствующий трансмем-
бранному региону PD-1, сохраняет внеклеточ-
ный домен Ig и может транслироваться с образо-
ванием sPD-1 [49].

PD-L1 представляет собой трансмембранный 
гликопротеин I типа, кодируемый у человека ге-
ном CD274 на хромосоме 9, включающим семь эк-
зонов [64]. В результате транскрипции этого гена 
может продуцироваться несколько вариантов 
сплайсинга PD-L1, включая изоформы сплай-
синга длинных некодирующих РНК (lncРНК) 
PD-L1 и укороченный PD-L1 [21, 58]. Было по-
казано, что sPD-L1 продуцируется в основном 
за счет экзаптации интронного эндогенного ре-
троэлемента LINE-2A (L2A) в гене CD274, в ре-
зультате чего sPD-L1, кодируемый CD274-L2A, 
обладает рецепторно-антагонистическим эффек-
том [48]. Кроме того, варианты, обогащенные эк-
зоном 4, при различных видах злокачественных 
новообразований способны продуцировать се-
кретируемую форму PD-L1, которая связывается 
с PD-1 и осуществляет негативную регуляцию 
функций Т-клеток [21]. При этом один из вари-
антов сплайсинга не включает сплайсинг транс-
мембранного домена, но секретирует PD-L1 с 
уникальным «хвостом» из 18 аминокислот. Этот 
вариант способен превратиться в гомодимер и 
более эффективно угнетать функцию лимфоци-
тов [40]. В МПК человека был обнаружен вари-
ант без экзона 2, который кодирует домен IgV, он 
не был способен связывать PD-1 и генерировать 
sPD-L1 [22].

sPD-L1 образуется в результате протеоли-
тического расщепления mPD-L1 эндогенными 
матриксными металлопротеиназами (ММP) [11, 
23]. PD-L1/PD-L2, экспрессируемые на фи-
бробластах, могут расщепляться под действием 
MMP-9 и MMP-13, что приводит к отсутствию 
PD-1-связывающего домена, тем самым делая 
обратимым истощение Т-клеток и ограничивая 
их иммуносупрессорную активность [11]. Чле-
ны семейства дезинтегринов и металлопротеиназ 
(ADAM) также участвуют в отщеплении внекле-
точных доменов мембранных молекул [3]. Так, 
обнаружено, что ADAM10 и ADAM17 отщепляют 
mPD-L1 на опухолевых клетках и внеклеточных 
везикулах [65]. В этих процессах могут участво-
вать и другие ферменты. Различия в механизмах, 
регулирующих продукцию mPD-L1 и sPD-L1, 
подтверждаются сведения об образовании и вы-
свобождении sPD-L1 из опухолевых клеток и зре-
лых ДК, но не из незрелых ДК, Т-клеток, макро-
фагов и моноцитов, хотя повышенный уровень 
mPD-L1 отмечен как на миелоидных клетках, так 
и активированных Т-лимфоцитах [16].

sPD-1 способен угнетать все три вида взаимо-
действий молекулы PD-1 с лигандами: PD-L1/
CD80, PD-L1/PD-1 и PDL2/PD-1 [69]. Ингиби-
ция опухолевого роста после переноса гена sPD-1 
в места инокуляции опухоли может происходить 
за счет блокирования процессов взаимодействия 
PD-L1/PD-1 под действием sPD-1. В одном из 
исследований, посвященных sPD-1, показано, 
что его присутствие в опухолевой ткани способ-
ствует формированию опухолеспецифического 
иммунитета. Так, у иммунокомпетентных мышей 
выраженная инфильтрация опухоли иммунны-
ми клетками PD-1+, предположительно, была 
связана с более продолжительной выживаемо-
стью [14].

При комбинировании sPD-1 с другими метода-
ми лечения было продемонстрировано усиление 
противоопухолевого эффекта. Так, результаты 
исследований при онкологических заболеваниях 
с использованием комбинации вакцины HSP70 и 
sPD-1 показали, что sPD-1 может не только бло-
кировать PD-L1, но и снижать экспрессию гена 
IL-10, являющегося негативным регулятором 
иммунных процессов [18]. У мышей sPD-1 в ком-
бинации с 4-1BBL (представителем суперсемей-
ства лигандов TNF) снижал экспрессию IL-10 и 
TGF-β, индуцируя таким образом экспрессию 
IL-2 и IFNγ и аккумуляцию CD8+Т-клеток в тка-
нях опухолевого микроокружения [57].

У пациентов с распространенным раком под-
желудочной железы и повышенным уровнем 
маркера системного воспаления, С-реактивного 
белка (CRP), наблюдалось повышение уровня 
sPD-1, однако его связи с худшей общей выжи-
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ваемостью (ОВ) не отмечено [29]. В другом же 
исследовании у пациентов с аденокарциномой 
поджелудочной железы была показана связь по-
вышения уровня sPD-1 со снижением ОВ [5]. 
У пациентов с вирусным гепатитом В (ВГВ) более 
высокое содержание sPD-1 свидетельствовало о 
вирусной активности ВГВ и риске развития гепа-
тоцеллюлярного рака (ГЦР) [8]. При ГЦР, ассо-
циированном с ВГВ, отмечались более высокие 
уровни sPD-1 по сравнению с другими клини-
ческими формами ВГВ, а также низкая ОВ [34]. 
В ретроспективном анализе пациентов с ГЦР, пе-
ренесших радикальную резекцию опухоли, более 
высокий уровень sPD-1 был связан с улучшением 
выживаемости без прогрессирования (ВБП) и 
ОВ [6]. У пациентов с диффузной В-клеточной 
крупноклеточной лимфомой (ДВККЛ) повы-
шение sPD-1 до начала лечения было связано с 
худшими прогностическими показателями, та-
кими как возраст (≥ 60 лет), клиническая стадия 
диссеминации, общий статус (ECOG ≥ 2), по-
вышенный уровень ЛДГ в плазме и наличие ≥ 1 
экстранодального очага [46]. Также обнаружена 
связь повышения sPD-1 с определенным гено-
типом или фенотипом заболевания. Пациенты с 
ВГВ с генотипом C и ДВККЛ с фенотипом non-
GCB характеризовались более высокими уровня-
ми sPD-1 [8, 46].

У пациентов с ХЛЛ в присутствии sPD-L1 
продукция IFNγ Т-лимфоцитами значительно 
снижалась. Напротив, лечение антителами про-
тив PD-L1 приводит к значительному увеличе-
нию выработки IFNγ [36], а совместная инкуба-
ция CD4+ или CD8+Т-клеток с происходящими 
из ДК клетками-продуцентами sPD-L1, и sPD-L1 
запускает апоптоз в Т-клетках [16]. По мере того, 
как sPD-L1 распространяется по организму с 
кровью и лимфой, взаимодействуя с мембранос-
вязанным PD-1, он оказывает выраженный ин-
гибирующий эффект [36].

Как известно, полноценная активация 
Т-клеток обусловлена специфическим связыва-
нием Т-клеточного рецептора (TCR) с молеку-
лами главного комплекса гистосовместимости 
(MHC) и взаимодействием CD28 на мембране 
T-клеток с костимулирующими молекулами 
CD80/CD86 на антигенпрезентирующих клетках 
(APC). Процесс передачи сигналов PD-1/PD-
L1 включает рекрутирование домена гомологии 
Src 2, содержащего фосфатазы 2 (SHP2), в цито-
плазматический домен PD-1, который дефосфо-
рилирует сигнальные молекулы путей PI3K-AKT 
и MAPK, тем самым ограничивая T-клеточную 
пролиферацию, активацию и выживание. При 
этом sPD-1 подавляет взаимодействие PD-1 с 
PD-L1 и PD-L2 и взаимодействие PD-L1 с CD80, 
однако возможно и обратное сигнальное воздей-

ствие на APC через путь PD-L1/PD-L2 с угнете-
нием функции Т-клеток. sPD-L1, как и mPD-L1, 
связывается с PD-1 для передачи негативных ре-
гуляторных сигналов [50].

Показано, что димерная форма sPD-L1 обла-
дает более высокой иммуносупрессорной актив-
ностью по сравнению с мономерной [40]. Однако 
влияние sPD-L1 на функцию иммунных клеток 
может также зависеть от степени сродства между 
sPD-L1 и PD-1. Так, обнаружено, что нативный 
sPD-L1 угнетает активированные Т-клетки, а 
клонированные варианты растворимого PD-L1, 
имеющие более высокое (в 20 и более раз) срод-
ство к PD-1 по сравнению с нативным sPD-L1, 
оказались способны ослаблять ингибирующее 
влияние оси PD-1 на пролиферацию МПК и про-
дукцию IFNγ [36]. Исследования у беременных 
показали, что на протяжении всего срока разви-
тия плода уровень sPD-L1 в материнской крови 
повышается, возвращаясь к исходным значениям 
после родов [15]. В процессе плацентарного раз-
вития усиленная продукция sPD-L1 трофобла-
стами может приводить к поляризации макрофа-
гов в сторону фенотипа M2, уменьшая тем самым 
воспаление. Это может по крайней мере частично 
подавлять материнский иммунитет и играть роль 
в иммунной толерантности, что имеет решающее 
значение для развития плода [53].

Прогностическое значение
sPD-1
У 34% пациентов с НМРЛ в процессе лече-

ния ингибитором тирозинкиназы эрлотинибом 
наблюдалось повышение уровня в сыворотке 
sPD-1, при этом у таких пациентов отмечалась 
пролонгированная ВБП и ОВ по сравнению с 
пациентами без повышения уровня sPD-1 [70]. 
У пациентов с карциномой носоглотки после 
лучевой терапии с модулированной интенсивно-
стью уровень sPD-1 также был значительно по-
вышен, при этом у пациентов с высоким уровнем 
sPD-1 ОВ была больше. Лучевая терапия может 
усиливать процессы презентации антигена, что 
увеличивает количество опухолеспецифических 
Т-лимфоцитов и продукцию sPD-1. Кроме того, 
экспрессия sPD-1 была значительно выше у па-
циентов со стадией TNM I/II, чем у пациентов с 
TNM III/IV [67]. У пациентов с НМРЛ с повы-
шенным или стабильным уровнем sPD-1 после 
терапии анти-PD-1 антителами также наблюда-
лась тенденция к благоприятным исходам [43]. 
Ретроспективное исследование у пациентов с 
ГЦР, перенесших радикальную резекцию, также 
показало, что усиление выработки sPD-1 было 
связано с более длительной ОВ [6]. Механизмы, с 
помощью которых повышается уровень sPD-1 и 
улучшается ОВ пациентов после специфическо-
го лечения, например, таргетной терапии, луче-
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вой терапии и иммунотерапии, до конца не из-
учены. Возможно, это обусловлено увеличением 
презентации антигена, восстановлением актив-
ности опухолеспецифических цитотоксических 
Т-клеток и усилением противоопухолевого им-
мунитета на фоне лечения [71, 72]. 

При этом существуют данные о том, что по-
вышенный уровень sPD-1 у нелеченых онколо-
гических больных может являться предиктором 
неблагоприятных исходов в отношении ОВ. Так, 
показано, что у пациентов с впервые диагности-
рованной аденокарциномой протоков подже-
лудочной железы концентрация sPD-1 в плазме 
> 8,6 нг/мл была связана с низкой ОВ (< 6 меся-
цев) [5]. У пациентов с ДВККЛ уровни sPD-1 до 
лечения могут являться предикторами неблаго-
приятных исходов после высокодозной иммуно/
химиотерапии и позволяют прогнозировать риск 
прогрессирования заболевания [66].

У пациентов с ГЦР уменьшение объема опу-
холи приводило к снижению уровня sPD-1, это 
предполагает, что первичная опухоль и опухо-
леспецифические Т-клетки являются основным 
источником циркулирующего sPD-1 [34]. У па-
циентов с первичной меланомой низкие уровни 
sPD-1 в плазме были ассоциированы с высокой 
активностью инфильтрирующих опухоль лимфо-
цитов (TIL), средние уровни – с низкой актив-
ностью TIL, а высокие уровни – с отсутствием 
TIL. Это показывает, что вовлеченные в противо-
опухолевый процесс Т-клетки могут продуциро-
вать больше mPD-1, но низкорастворимые фор-
мы и периферические опухолеспецифические 
Т-клетки могут быть основным источником по-
вышенного содержания sPD-1 [25].

Результаты исследования обширной когорты 
пациентов с ВГВ показали, что более высокий 
уровень sPD-1 был предположительно связан с 
повышенным риском возникновения гепатоцел-
люлярного рака [8].

sPD-L1
В целом повышенное содержание sPD-L1 у 

онкологических больных может свидетельство-
вать о плохом прогнозе или резистентности к 
лечению [47, 55]. Так, высокие исходные показа-
тели sPD-L1 были связаны с более низкой ВБП 
и ОВ у пациентов с раком легкого, получавших 
ингибиторы ИКТ [9], пациентов с глиомой, по-
лучавших лучевую терапию [12], пациентов с 
местнораспространенным или метастатическим 
плоскоклеточным раком пищевода, получающих 
цитотоксическую химиотерапию [17].

Исходно высокий уровень sPD-L1 был связан 
с повышенной вероятностью прогрессирования 
заболевания у пациентов со злокачественной 
меланомой [84], саркомой мягких тканей [1], у 
пациентов с инвазивным раком мочевого пузы-

ря [75], светлоклеточным почечно-клеточным 
раком [31], у пациентов с ГЦР, проходящих ради-
кальное лечение [44].

Результаты французского многоцентрового 
рандомизированного клинического исследова-
ния III фазы показали, что у пациентов с ДВККЛ, 
получавших высокодозную химиотерапию и ри-
туксимаб, при уровне sPD-L1 выше установлен-
ного порогового уровня 1,52 нг/мл прогноз был 
хуже: 3-летняя ОВ составила 76% по сравнению 
с 89% у лиц с sPD-L1 ниже порогового значе-
ния. При достижении полной ремиссии уровни 
sPD-L1 возвращались к норме [66]. По данным 
клинического исследования при злокачествен-
ной меланоме ранние изменения уровня sPD-L1 
после терапии блокаторами контрольных точек 
не коррелировали с получаемым клиническим 
эффектом. Однако возрастание sPD-L1 через 5 
месяцев лечения коррелировало с частичным от-
ветом у пациентов, получавших ипилимумаб [87]. 
Нарастание концентрации sPD-L1 после лече-
ния пембролизумабом также коррелировало с 
частичным ответом, а высокие уровни до нача-
ла лечения – с прогрессированием заболевания. 
При этом у пациентов с НМРЛ, получавших ни-
волумаб, более низкие исходные уровни sPD-L1 
в плазме были ассоциированы с лучшим клини-
ческим эффектом [52]. 

У пациентов с гепатоцеллюлярным раком, 
связанным с ВГВ, экспрессия sPD-L1 была тесно 
связана с экспрессией PD-L1 на клетках опухо-
ли, а экспрессия PD-1/PD-L1 – с размером опу-
холи, инвазией кровеносных сосудов и стадией 
по BCLC (Барселонская система стадирования 
рака печени) [84]. В исследовании при лимфоме 
из естественных киллерных клеток/Т-клеточной 
лимфоме пациенты с высокой концентрацией 
sPD-L1 в сыворотке (≥ 3,4 нг/мл) или с высо-
ким процентом экспрессии mPD-L1 в образцах 
опухоли (≥ 38%) показали плохой ответ на лече-
ние и худшую ОВ, чем пациенты с более низкой 
концентрацией или процентом экспрессии это-
го фактора. По мнению авторов, повышенные 
концентрация sPD-L1 в сыворотке и экспрессия 
mPD-L1 в ткани опухоли могут быть независимы-
ми неблагоприятными прогностическими факто-
рами у пациентов с I-II стадией NK/Т-клеточной 
лимфомы [4]. У пациентов с множественной 
миеломой (ММ) и низким уровнем sPD-L1 об-
щая частота ответа на терапию была выше, чем 
у пациентов с высоким уровнем этого маркера 
(> 2,78 нг/мл), что свидетельствует о худшем про-
гнозе у пациентов с повышением sPD-L1 [24, 78]. 
Связь повышенного содержания sPD-L1 с пло-
хим прогнозом также продемонстрирована при 
плоскоклеточном раке полости рта [85], а при 
лимфоме Ходжкина уровни sPD-L1 положитель-
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но коррелировали с клинической стадией [20]. 
Однако при распространенной аденокарциноме 
желудка получены результаты о том, что у па-
циентов с более высокой экспрессией sPD-L1 
наблюдался гораздо лучший прогноз и меньшее 
метастазирование в лимфатические узлы, чем у 
пациентов с низкой его экспрессией [86].

При почечно-клеточном раке уровень sPD-L1 
в крови не коррелировал ни с экспрессией, ни с 
мРНК PD-L1 в опухолевой ткани, при этом он 
значительно возрастал после резекции опухоли. 
Кроме того, уровень sPD-L1 значимо коррели-
ровал с маркером воспаления – CRP и с уров-
нем мРНК PD-L1 в крови. Эти результаты по-
казывают, что основным источником sPD-L1 
могут быть клетки периферической крови, а не 
mPD-L1 ткани опухоли. При этом наблюдалось 
возрастание уровня sPD-L1 после резекции опу-
холи, по сравнению с исходным состоянием: 
76±32 пг/мл и 107±32 пг/мл до и после резекции 
соответственно, p < 0,0001, и, напротив, разли-
чий в уровнях sPD-1 не было: 1027±1922 пг/мл 
и 1097±1849 пг/ мл до и после резекции соответ-
ственно [27].

Кроме того, положительная корреляция меж-
ду уровнями sPD-1 и sPD-L1 при распространен-
ном раке поджелудочной железы [5] и ГЦР [13] 
может свидетельствовать об общем происхожде-
нии и одновременном высвобождении этих мо-
лекул.

экзоPD-L1
Существует также экзосомальная форма вне-

клеточного PD-L1, экзоPD-L1 [83]. Экзосомы 
образуются путем двойной инвагинации кле-
точной мембраны и секретируются во внекле-
точное пространство и микроокружение путем 
экзоцитоза [26], опосредуя межклеточную пере-
дачу сигналов и иммунную регуляцию, так как 
в состав их содержимого входят нуклеиновые 
кислоты, липиды и белки, которые таким обра-
зом транспортируются к клеткам-мишеням [56]. 
Экзосомы опухолевого происхождения, несущие 
PD-L1, обладают иммуносупрессорными свой-
ствами, поскольку способны угнетать активацию 
Т-лимфоцитов, связываясь с PD-1 на мембране 
Т-клеток [10]. Также экзосомы могут экспресси-
ровать другие ключевые белки, например, моле-
кулы главного комплекса гистосовместимости, 
которые взаимодействуют с TCR, передают акти-
вационные сигналы и таким образом могут опос-
редовать более сильные иммуносупрессорные 
эффекты, чем свободные sPD-L1 [82].

Высокие уровни экзоPD-L1 у пациентов с 
НМРЛ коррелировали с большим размером опу-
холи (> 2,5 см), поздней стадией, метастазами в 
лимфатические узлы и отдаленными метастаза-
ми [32]. Возрастание уровня экзоPD-L1 у пациен-

тов с аденокарциномой протоков поджелудочной 
железы также коррелировало с плохим прогно-
зом [37]. Продемонстрирована большая вероят-
ность успешного ответа на лечение у пациентов 
с метастатической меланомой, у которых наблю-
далось более чем 2,5-кратное изменение уровня 
экзоPD-L1 в процессе иммунотерапии [7]. Счи-
тается, что повышение содержания экзоPD-L1 
на фоне лечения препаратами, направленными 
против PD-1, происходит в результате стимуля-
ции вырабатываемого активированными CD8+T-
клетками IFNγ [45]. У пациентов с меланомой 
положительный ответ на противоопухолевую 
терапию был ассоциирован со снижением уров-
ня циркулирующего экзоPD-L1, и, напротив, 
прогрессия заболевания сопровождалась воз-
растанием уровня экзоPD-L1 [7]. Выявление 
экзоPD-L1 в сыворотке больных остеосаркомой 
позволило прогнозировать прогрессирование 
легочных метастазов [77], а значительно повы-
шенный уровень экзоPD-L1 в плазме может быть 
биомаркером прогноза исходов выживания у па-
циентов с ДВККЛ [33].

При распространенном раке желудка до на-
чала первой линии химиотерапии у пациентов с 
низким уровнем sPD-L1 (< 9,32 пг/мл) наблю-
далась значительно более высокая ОВ и ВБП, 
чем у пациентов с высоким уровнем sPD-L1 
(≥ 9,32 пг/ мл). В группе с низким экзоPD-L1 
(< 10,21 пг/ мл) наблюдалась тенденция к бо-
лее длительной ВБП, чем в группе с высоким 
экзоPD-L1 (≥ 10,21 пг/мл). Таким образом, при 
раке желудка уровень сывороточного экзоPD-L1 
может отражать состояние иммуносупрессии у 
пациентов с распространенным заболеванием, а 
содержание sPD-L1 в плазме до начала лечения 
можно использовать в качестве прогностическо-
го маркера для пациентов, получающих цитоток-
сическую химиотерапию [68].

Другие растворимые молекулы ИКТ: образова-
ние и прогностическое значение

CTLA-4 – цитотоксический белок-4, ассоци-
ированный с Т-лимфоцитами, который наряду с 
PD-1 принадлежит подсемейству CD28/CTLA-4 
суперсемейства иммуноглобулинов, является од-
ним из ключевых регуляторов Т-клеточного им-
мунного ответа. Основным источником sCTLA-4 
считаются T-регуляторные клетки [39]. Подоб-
но поверхностной молекуле CTLA-4, молекулы 
sCTLA-4 способны связываться с костимулиру-
ющими лигандами на антиген-презентирующих 
клетках, предотвращая соединение с рецептором 
CD28 на Т-лимфоцитах и подавляя иммунный 
ответ. Селективная блокада sCTLA-4 активирует 
пролиферацию периферических CD8+ и CD4+Т-
клеток и способствует увеличению выработки 
цитокинов, особенно IFNγ, что в свою очередь 
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приводит к усилению противоопухолевого эф-
фекта препаратов на основе анти-CTLA-4 моно-
клональных антител [80].

TIM-3 как ингибиторная контрольная точка, 
экспрессируемая различными типами иммунных 
клеток, активно исследуется в (до)клинической 
разработке в качестве противоопухолевой мише-
ни с множеством моноклональных антител. Рас-
творимая форма, sTIM-3 обнаружена в плазме 
больных злокачественными новообразованиями 
и при ряде других заболеваний. Этот циркули-
рующий белок образуется в результате протеоли-
тического расщепления двумя ADAM металло-
протеазами мембранного рецептора, общего для 
опухолевых и неопухолевых клеток, а также вне-
клеточных везикул. Причем в отличие от sPD-L1, 
который образуется при помощи различных про-
теаз, а также путем альтернативного сплайсинга, 
sTIM-3 образуется только при ADAM-зависимом 
отщеплении, являясь таким образом более гомо-
генной молекулярной единицей и, возможно, бо-
лее надежным молекулярным маркером [2]. При 
большинстве видов злокачественных опухолей 
гиперэкспрессия TIM-3 на клеточной мембране 
сопровождается высоким уровнем sTIM-3. По-
вышенные уровни sTIM-3 обнаружены при хро-
нических аутоиммунных заболеваниях, воспа-
лительных заболеваниях желудочно-кишечного 
тракта, некоторых вирусных и паразитарных за-
болеваниях, а также после трансплантации орга-
нов и при патологических состояниях, связанных 
с беременностью.

Недавно было показано, что Ig-содержащий 
V-домен супрессор активации Т-клеток (VISTA), 
белок, экспрессируемый Т-клетками, распознает 
галектин-9, секретируемый клетками ОМЛ, в ка-
честве лиганда. Важно отметить, что секретиру-
емый клетками ОМЛ sVISTA усиливает иммуно-
супрессорный эффект галектина-9, скорее всего, 
за счет образования мультибелковых комплексов 
на поверхности Т-клеток и, возможно, создания 
молекулярного барьера. Эти события вызывают 
изменения потенциала плазматической мембра-
ны Т-клеток, приводя к активации гранзима B 
внутри цитотоксических Т-клеток, что в свою 
очередь приводит к апоптозу [81].

Периферические моноциты человека посто-
янно выделяют sVISTA, который регулируется 
матриксными металлопротеиназами, однако 
стимуляция моноцитов цитокинами, которые 
индуцируют дифференцировку макрофагов, та-
кими как гранулоцитарно-макрофагальный ко-
лониестимулирующий фактор (GM-CSF) и ма-
крофагальный колониестимулирующий фактор 
(M-CSF), существенно снижает высвобождение 
sVISTA. На высвобождение sVISTA также вли-
яли различные про- и противовоспалительные 

стимулы, которые приводили к поляризации ма-
крофагов, при этом активированные макрофаги 
M1 обычно высвобождали больше sVISTA, чем 
макрофаги M2. Кроме того, стимуляция активи-
рованных макрофагов липополисахаридом Toll-
подобного рецептора 4 приводила к дальнейшему 
снижению высвобождения sVISTA. Обнаружено, 
что sVISTA снижает цитотоксическую активность 
Т-клеток, не вызывая их апоптоза, он также по-
давляет продукцию IL-2 CD4+Т-клетками. Белок 
VISTA постоянно вырабатывается и выходит в 
периферическую кровь, где может способство-
вать формированию периферической толерант-
ности [51].

Результаты комплексной оценки изменений 
уровня 16 растворимых белков ИКТ у пациентов 
с ГЦР в процессе лечения сорафенибом (на 1-й, 
2-й и 4-й неделе) показали корреляцию между 
повышенными уровнями sCTLA-4 и sPD-1 [13]. 
У пациентов с впервые выявленным неметаста-
тическим РМЖ наблюдались подавление как 
стимулирующих, так и ингибирующих путей дей-
ствия sИКТ и генерализованная иммуносупрес-
сия, не зависящая от подтипа и распространен-
ности опухоли [59]. У пациентов с НМРЛ на фоне 
таргетной терапии ингибиторами PD-1/PD-L1 
наблюдалась достоверная связь между исходны-
ми уровнями sИКТ и клиническими исходами, 
носящая для различных sИКТ разнонаправлен-
ный характер [73].

В другом исследовании у больных НМРЛ с ис-
пользованием мультиплексного анализа Luminex 
показано, что уровни sPDL2 были достоверно 
выше при инвазивной аденокарциноме по срав-
нению с аденокарциномой in situ, при этом уров-
ни sPDL1 и sPDL2 достоверно увеличены в общей 
группе НМРЛ по сравнению с контрольной груп-
пой и повышение sPDL2 значимо коррелировало 
с риском инвазирования заболевания [79].

Результаты изучения содержания sPD1, sPDL1 
и sTIM3 методом ИФА у пациентов с меланомой в 
процессе лечения ингибиторами sИКТ показали 
корреляцию уровней изученных показателей с 
ответом на терапию и ВБП, а резистентность 
к ипилимумабу (анти-CTLA4) в сочетании с 
ниволумабом была связана с высокими исход-
ными уровнями sPD1, но не sPDL1 или sTIM3. 
Обе схемы лечения были ассоциированы со 
значительным повышением уровня sPD1 в сыво-
ротке крови на фоне лечения [38].

В когорте пациентов с базальноклеточной 
карциномой, наиболее инвазивным и резистент-
ным к лечению вариантом рака кожи, уровни 
sCTLA-4, sPD-1/sPD-L1 и sTIM-3 были значи-
тельно выше нормальных значений, что свиде-
тельствует о наличии значительной системной 
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иммуносупрессии, при этом наблюдалась выра-
женная корреляция между sCTLA-4 и sPD-1 [41].

Таким образом, хотя традиционно молекулы 
иммунных контрольных точек исследовались 
как связанные с клеточной мембраной системы 
рецепторов и лигандов, способные запускать или 
блокировать функционирование иммунных кле-
ток, на настоящий момент накоплено достаточно 
сведений о том, что они широко представлены в 

растворимых формах (sИКТ), и молекулы sИКТ 
являются биологически активными регулято-
рами, участвующими в системной модуляции 
иммунных реакций. Уровень sИКТ в сыворотке 
крови пациентов с различными злокачественны-
ми новообразованиями, в том числе с заболева-
ниями системы крови, может иметь важное про-
гностическое значение.
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КЛИНИКО-ИММУНОЛОГИЧЕСКОЕ ОБОСНОВАНИЕ 
ПРОТОКОЛА ИСПОЛЬЗОВАНИЯ ПЛАЗМАФЕРЕЗА 
И ВНУТРИВЕННЫХ ИММУНОГЛОБУЛИНОВ У БЕРЕМЕННЫХ 
С АНТИФОСФОЛИПИДНЫМ СИНДРОМОМ
Орлова Е.С.1, Чепанов С.В.1, Зайнулина М.С.2, 3, Сельков С.А.1
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт акушерства, гинекологии и репродуктологии имени 
Д.О. Отта», Санкт-Петербург, Россия  
2 СПб ГБУЗ «Родильный дом № 6 имени профессора В.Ф. Снегирева», Санкт-Петербург, Россия  
3 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Цель работы – обосновать эффективность терапии антифосфолипидного синдрома (АФС) 
у беременных с использованием плазмафереза и имммуноглобулинов для внутривенного введения.

Обследованы 92 женщины с диагностированным АФС и 47 женщин без АФС с физиологически 
протекающей беременностью. АФС был установлен в соответствии с Сиднейскими диагностически-
ми критериями (2006). Пациентки с АФС были разделены на группы в зависимости от применяе-
мого способа лечения: только стандартная терапия, плазмаферез в дополнение к стандартной тера-
пии, иммуноглобулины для внутривенного введения (ВВИГ) в дополнение к стандартной терапии, 
и комплексное лечение – плазмаферез и ВВИГ в дополнение к стандартной терапии. В сыворотках 
и плазме периферической крови определяли содержание суммарных антифосфолипидных антител и 
параметров гемостаза, а также Р-селектина, до и после лечения.

Установлено, что достоверно более высокая частота благоприятных исходов беременности – 96,3% 
(срочные роды) – была в группе пациенток с АФС, получавших сочетанную терапию. Частота недо-
ношенности и гипотрофии плода была достоверно ниже в группе пациенток с АФС, получавшим 
сочетанную терапию. Установлено, что наиболее значимое снижение уровня антифосфолипидных 
антител наблюдалось в группе с сочетанным применением плазмафереза и ВВИГ на фоне традици-
онной терапии. У женщин с физиологически протекающей беременностью без антифосфолипидных 
антител экспрессия Р-селектина была достоверно ниже по сравнению с беременными с АФС.

Применение комплексного подхода с использованием плазмафереза, иммуноглобулинов для вну-
тривенного введения на фоне стандартной терапии является наиболее эффективным методом лече-
ния невынашивания беременности, связанного с АФС. Использование данного метода позволило 
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добиться сокращения частоты акушерских осложнений и улучшить исходы беременности за счет уве-
личения частоты срочных родов, а также наиболее низких показателей патологии новорожденного. 
Определение уровня Р-селектина до и после лечения позволяет оценить уровень активации тромбо-
цитов, эффективность проводимых методов терапии и обосновывает необходимость медикаментоз-
ной коррекции неблагоприятных показателей тромбоцитарного звена гемостаза в ходе терапии.

Ключевые слова: антифосфолипидный синдром, антифосфолипидные антитела, эндотелиальная дисфункция, Р-селектин, 
привычное невынашивание беременности, иммуноглобулины для внутривенного введения

USE OF PLASMAPHERESIS AND INTRAVENOUS 
IMMUNOGLOBULINS IN PREGNANT WOMEN WITH 
ANTIPHOSPHOLIPID SYNDROME
Orlova E.S.a, Chepanov S.V.a, Zainulina M.S.b, c, Selkov S.A.a 
a D. Ott Research Institute of Obstetrics, Gynecology and Reproductology, St. Petersburg, Russian Federation  
b V. Snegirev Maternity Hospital No. 6, St. Petersburg, Russian Federation  
c First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Our objective was to demonstrate the efficiency of therapy for antiphospholipid syndrome (APS) 
in pregnant women using plasmapheresis and intravenous immunoglobulins. 

92 women with diagnosed APS and 47 APS-free women with physiological pregnancy were under study. 
APS was diagnosed in accordance with Sydney Consensus Workshop (2006). Patients with APS were divided 
into groups depending on the method of treatment used: conventional therapy, plasmapheresis in addition to 
standard therapy, intravenous immunoglobulins (IVIG) in addition to standard therapy, and complex treatment, 
i.e., plasmapheresis and IVIG added to standard therapy. The levels of antiphospholipid antibodies, hemostasis 
parameters, P-selectin were measured in blood serum and plasma before and after treatment. 

Higher frequency of favorable pregnancy outcomes was shown in the group of patients with APS who 
were treated with combined therapy, i.e. in 96.3% of cases (term birth). Frequency of prematurity and 
fetal hypotrophy was significantly lower in the group of patients with APS treated with combined therapy. 
The most significant decrease in the level of antiphospholipid antibodies was observed in the group treated by 
plasmapheresis, IVIG and conventional therapy. Expression of P-selectin in the women with normal pregnancy 
without antiphospholipid antibodies, was significantly lower compared to pregnant women with APS. 

Usage of integrated approach using plasmapheresis, intravenous immunoglobulins and standard therapy is 
the most effective treatment for APS-related miscarriage. Implication of this strategy has reduced the incidence 
of obstetric complications and improved pregnancy outcomes due to increased frequency of term births, as well 
as lowest indices of pathology in the newborns. Analysis of P-selectin levels before and after treatment enables 
determination of the platelet activation levels, efficiency of therapeutic approaches, as well as medical drug 
correction of infavorable platelet hemostasis during therapy.

Keywords: antiphospholipid syndrome, antiphospholipid antibodies, endothelial dysfunction, P-selectin, miscarriage, intravenous 
immunoglobulin

Статья подготовлена в рамках выполнения 
ПНИ № 1022040700798-6-3.2.2-1-9 «Разработка 
лабораторных модулей иммунологического об-
следования пациенток с целью прогнозирования 
различных форм акушерской и репродуктивной 
патологии».

Введение
Проблема невынашивания беременности в 

акушерстве не теряет актуальности и не име-

ет существенной тенденции к сокращению ча-
стоты, несмотря на развитие диагностических и 
терапевтических возможностей. Наиболее зна-
чимым иммунологическим фактором невына-
шивания беременности является антифосфоли-
пидный синдром (АФС). Антифосфолипидный 
синдром – системная аутоиммунная патология, 
характеризующаяся повышенным риском раз-
вития сосудистого тромбоза и репродуктивными 
нарушениями, связанная с персистенцией анти-
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фосфолипидных антител (АФА) [13]. Сидней-
ские диагностические критерии АФС, принятые 
в 2006 году, включают клинические синдромы – 
сосудистые тромбозы и осложнения беременно-
сти и лабораторные параметры – АФА в сыворот-
ке крови [12]. 

АФА являются основным диагностическим 
критерием АФС и играют ключевую роль в его 
патогенезе, в том числе в формировании репро-
дуктивной патологии [1]. 

Развитие эндотелиальной дисфункции игра-
ет важную роль в патогенезе АФС. Реализация 
клинических симптомов АФС обусловлена вну-
трисосудистым тромбозом в маточно-плацентар-
ном кровотоке, который возникает вследствие 
повышения адгезии и агрегации тромбоцитов в 
результате дисбаланса эндотелиальных медиато-
ров. В свою очередь активация коагуляционного 
каскада, нарушение микроциркуляции, форми-
рование тромбоцитарных микрочастиц и другие 
события определяют повышение экспрессии 
клеточных молекул адгезии и увеличение выбро-
са вазоконстрикторов, что приводит к дисбалан-
су эндотелиальных медиаторов [2].

Согласно существующим международным 
рекомендациям, профилактика акушерских и 
тромбоэмболических осложнений у женщин в 
период беременности подразумевает применение 
низкомолекулярных гепаринов (НМГ) и низких 
доз аспирина [4, 7]. Тем не менее при проведении 
такой терапии в 20-30% случаев наблюдается по-
вторное развитие акушерских осложнений и по-
терь беременности [11].

Использование внутривенных иммуноглобу-
линов (ВВИГ) при АФС в настоящее время во-
шло в перечень видов высокотехнологичной по-
мощи, оказываемой пациенткам с привычным 
невынашиванием беременности, в том числе 
связанным с АФС (постановление правительства 
РФ от 29.12.2022 № 2497), однако в инструкции 
к препарату ВВИГ АФС не входит в список по-
казаний к применению. Опыт применения ВВИГ 
появился в результате предпринимаемых попы-
ток дополнения традиционной терапии АФС с 
целью преодоления потерь беременности в реф-
рактерных случаях. Ряд авторов сообщают об 
эффективности данного метода при привычном 
невынашивании у женщин с АФС [3, 15], однако 
некоторые исследователи подвергают сомнению 
целесообразность использования ВВИГ [8, 16].

В недавних научных исследованиях [6, 9, 17] 
иммунокорригирующая и эфферентная терапия 
рассматриваются в качестве перспективных ме-
тодов лечения группы пациенток с рефрактер-
ным АФС с целью снижения концентрации АФА 

за счет неселективной элиминации, но эффек-
тивность этих методов оценивается неоднознач-
но [8].

Таким образом, целью настоящего исследова-
ния явилось клинико-иммунологическое обо-
снование и оценка эффективности применения 
плазмафереза и иммуноглобулинов для внутри-
венного введения у беременных, а также сочета-
ния этих методов в комплексной терапии анти-
фосфолипидного синдрома.

Материалы и методы
Проведено обследование 139 женщин репро-

дуктивного возраста, получавших медицинскую 
помощь в отделе акушерства и перинатологии 
ФГБНУ «НИИ акушерства, гинекологии и ре-
продуктологии им. Д.О. Отта». В основную груп-
пу вошли 73 пациентки с АФС, включенные в 
следующие подгруппы: 1а – беременные, полу-
чавшие только иммунотерапию ВВИГ (n = 31); 
1б – беременные, которым проводился только 
плазмаферез (n = 15); 1в – беременные, получав-
шие сочетанную терапию (плазмаферез + ВВИГ 
(n = 27)). Группу сравнения составили 19 бере-
менных с АФС, получавшие только традицион-
ную терапию НМГ и низкими дозами ацетилса-
лициловой кислоты. Группу контроля составили 
47 женщин с физиологически протекающей бе-
ременностью, без антифосфолипидных антител.

Для групп пациенток с диагнозом АФС были 
установлены следующие критерии исключения: 
возраст менее 18 и более 42 лет; многоплодная 
беременность; наличие тяжелой сопутствующей 
соматической патологии, в том числе с аутоим-
мунным компонентом (сахарный диабет 1-го 
типа и 2-го типа на инсулинотерапии, хрони-
ческий гломерулонефрит, бронхиальная астма, 
ревматоидный артрит, системная красная вол-
чанка); гомозиготная мутация фактора V Leiden, 
гомозиготная мутация в гене протромбина, со-
четание гетерозиготных мутаций по указанным 
генам; наличие генетических, инфекционных, 
эндокринных и/или анатомических факторов не-
вынашивания, отказ от участия в исследовании. 
Исследование одобрено на заседании Этическо-
го комитета ФГБНУ «НИИ АГ им. Д.О. Отта» 
(протокол № 67 от 23.10.2014 г.). Получено пись-
менное информированное согласие пациенток 
на участие в исследовании, обезличенный анализ 
полученных данных и их публикацию в общедо-
ступных изданиях. 

АФС диагностировали в соответствии с Меж-
дународными лабораторными критериями [12]. 
В дальнейшем для контроля течения беременно-
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сти и эффективности терапии мы использовали 
тест-системы для определения всех антитфосфо-
липидных антител, включая как критериальные, 
так и некритериальные, учитывая несомненную 
практическую значимость последних в прогнози-
ровании и развитии тромбофилических осложне-
ний.

Пациентки обращались в клинику НИИ АГиР 
с репродуктивными неудачами в анамнезе (при-
вычное невынашивание беременности, необъ-
яснимая гибель морфологически нормального 
плода) с целью ведения уже наступившей бере-
менности с установленным диагнозом АФС. Все 
пациентки из основной группы и группы срав-
нения получали в качестве традиционной тера-
пии НМГ в соответствии с весом беременной и 
низкие дозы аспирина (75-100 мг). Лабораторное 
обследование женщин с целью оценки гемоста-
зиологического профиля и динамики титра сум-
марных антифосфолипидных антител проводи-
лось до лечения, после его окончания и далее с 
кратностью 1 раз в 3-4 недели.

Плазмаферез осуществлялся на аппаратах 
Haemonetics MCS (США) и «Гемма» (Санкт-
Петербург) с плазматическим фильтром ПФМ-
800 на основе плоской трековой мембраны с диа-
метром пор 400 нм. Курс плазмафереза включал 
3-4 сеанса с частотой 1 раз в 5-7 дней в конце I 
триместра, чаще всего во II триместре беремен-
ности (в период с 11-й по 24-ю неделю). За цикл 
из 3-4 сеансов удалялось 70-80% объема циркули-
рующей плазмы (ОЦП). Иммуномодулирующая 
терапия проводилась в виде курса препарата че-
ловеческого иммуноглобулина G для внутривен-
ного использования в курсовой дозе 300 мл (15 г) 
по 100 мл (5 г) с интервалом между инфузиями в 
6-7 дней в I и II триместрах беременности. В слу-
чаях комплексного лечения инфузии начинали 
проводить на следующий день после окончания 
цикла плазмафереза.

Определение концентраций суммарных ау-
тоантител (к кардиолипину, фосфатидилсерину, 
фосфатидилинозитолу, фосфатидиловой кисло-
те, антител к β2-гликопротеину, аннексину-5) в 
сыворотке периферической крови определяли 
методом твердофазного иммуноферментного 
анализа с использованием коммерческих тест-
систем TromboCombo, Anti-AnnexinV (Orgentec 
Diagnostika GmbH, Германия). Антитела к про-
тромбин-серину определяли с помощью тест-
систем Serin-Protrombin (IBL International 
GmbH, Германия). Проводилось ранжирование 
суммарных АФА по титрам: низкий уровень – 
10-20 МЕ/ мл, средний – 20-40 МЕ/мл, высо-
кий – более 40 МЕ/мл. «Волчаночный антико-

агулянт» определяли на коагулометре ACL-200 
(Instrumentation Laboratory, Испания) с исполь-
зованием реактивов фирмы Siemens (Германия). 

Определение функциональной активно-
сти тромбоцитов (CD62P-селектин) проводи-
ли на проточном цитофлуориметре FacsCanto 
II (Becton Dickinson, США) с использованием 
коммерческих наборов, содержащих монокло-
нальные антитела, конъюгированные с флуорох-
ромами CD62PFITC (Becton Dickinson, США) и 
CD41aAPC (Becton Dickinson, США).

Гистологическое исследование последов было 
проведено в патологоанатомическом отделении 
ФГБНУ «НИИ АГиР им Д.О. Отта» (зав. отд. 
к.м.н. Т.Г. Траль). Фрагменты плаценты (5 ку-
сочков – краевая зона, парацентральная зона и 
перипуповинная зона) фиксировали в 10%-ном 
нейтральном забуференном формалине. При 
световой микроскопии на микроскопе Olympus 
CX41 при увеличении ×100 и ×400 оценивали сте-
пень инволютивно-дистрофических изменений, 
циркуляторные нарушения.

Статистическая обработка полученных дан-
ных выполнена на ПК при помощи пакета про-
грамм STATISTICA for Windows 7.0. Для срав-
нения групп применяли непараметрический 
критерий Краскела–Уоллиса. Достоверность 
различий между качественными показателями 
сравниваемых групп определяли с помощью кри-
терия χ2 (хи-квадрат) с учетом поправки Фишера. 
Полученные результаты считали достоверными 
при уровне достоверности нулевой статистиче-
ской гипотезы менее 0,05.

Результаты
Частота осложнений настоящей беременности 
Частота угрозы прерывания беременности 

была достоверно выше в группе беременных с 
АФС, после получения только традиционной те-
рапии (89,5%), по сравнению с группой с соче-
танной терапией (70,3%). 

Преэклампсия, как осложнение беременно-
сти, встречалась во всех обследованных группах, 
в основном умеренной степени выраженности. 
Срок гестации, при котором был установлен дан-
ный диагноз варьировал от 33 до 37 недель, до-
стоверных межгрупповых различий не было вы-
явлено. 

Плацентарная недостаточность в обследован-
ных группах была установлена при выявлении 
признаков замедленного роста плода (ЗРП). От-
мечено, что у беременных с АФС все представ-
ленные случаи ЗРП имели ранний фенотип и до-
стоверно не различались. Выявлена достоверно 
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более высокая частота плацентарной недостаточ-
ности в группе беременных с АФС, получавших 
только традиционную терапию (26,3%, р = 0,03) 
по сравнению с комплексным подходом (рис.  1, 
см. 3-ю стр. обложки).

Оценка исходов беременности у исследуемых 
групп

В результате проведенного анализа установле-
но, что достоверно более высокая частота благо-
приятных исходов беременности – 96,3% (сроч-
ные роды) – была в группе пациенток с АФС, 
получавших сочетанную терапию, и была сопо-
ставима с контрольной группой (97,8%). Наи-
меньшая частота срочных родов оказалась в груп-
пе беременных с АФС со стандартной терапией 
(52,6%). 

Достоверно более высокая частота преждевре-
менных родов оказалась в группе беременных с 
АФС, получавших только стандартную терапию 
(31,6%). Наименьшее количество преждевремен-
ных родов выявлено в контрольной группе (2,1%) 
и в группе беременных с АФС, получавших со-
четанную терапию (3,7%). При этом срок геста-
ции, при котором произошли преждевременные 
роды, варьировал от 32 до 36 недель, достоверных 
межгрупповых различий не выявлено.

Случаи самопроизвольного выкидыша отме-
чены только в группах беременных с АФС, по-
лучавших эфферентную терапию (6,7%) и стан-
дартную терапию (5,3%). В группе беременных, 
получавших сочетанную терапию, так же как и в 
контрольной группе, самопроизвольных выки-
дышей не было.

Неразвивающаяся беременность зарегистри-
рована в группе беременных с АФС, получавших 
ВВИГ (9,7%), получавших эфферентную тера-
пию (6,7%), и в группе со стандартной терапией 
(10,5%) и достоверно в этих группах не отлича-
лась. В контрольной группе и в группе беремен-
ных с АФС, получавших сочетанную терапию, 
случаев неразвивающейся беременности выявле-
но не было (рис. 2, см. 3-ю стр. обложки). 

В группах беременных с АФС по сравнению 
с группой контроля чаще родоразрешение про-
исходило путем кесарева сечения (р < 0,05), по 
большей части в экстренном порядке. Достовер-
ных межгрупповых различий по способу родо-
разрешения у пациенток с АФС не установлено. 
При оценке обоснования оперативного родораз-
решения пациенток установлено, что наиболее 
частым показанием к операции кесарева сечения 
является дистресс плода, достоверных различий 
между обследованными группами не установ-
лено. Объем кровопотери у пациенток во время 

кесарева сечения составил 647,37±77,23 мл, до-
стоверных различий не было выявлено, обследо-
ванные группы сопоставимы по данному показа-
телю.

Анализируя состояние новорожденных, в 
группе контроля патологии не выявлено в 91,5% 
случаев, что достоверно выше по сравнению с 
группой пациенток с АФС, получавших в до-
полнение к стандартной терапии эфферентную 
и с группой только со стандартной терапией 
(р < 0,001). Частота асфиксии легкой степени до-
стоверно не различалась в группах беременных с 
АФС и была достоверно ниже в группе контроля. 
Достоверно более низкая частота недоношен-
ности новорожденных оказалась в группе бере-
менных с АФС, получавших сочетанную терапию 
(3,7%) по сравнению со стандартной терапией 
(р = 0,007) и в контрольной группе (2,1%). Замед-
ленный рост плода (ЗРП) достоверно выше выяв-
лен в группах беременных с АФС с эфферентной 
терапией (38,5%) по сравнению с группой кон-
троля (р = 0,001) и в группе со стандартной те-
рапией (31,3%) сравнению с комплексным под-
ходом (р = 0,02) и с группой контроля (р = 0,003).

Уровни суммарных антифосфолипидных анти-
тел

Исходные уровни суммарных антифосфоли-
пидных антител в исследуемых группах до лече-
ния не имели существенных различий, группы 
были сопоставимы. Наиболее значимое сниже-
ние уровня суммарных антифосфолипидных ан-
тител после лечения наблюдалось в группе с со-
четанным применением плазмафереза и ВВИГ 
(р < 0,001) (рис. 3). Оценка значений волчаноч-
ного антикоагулянта после лечения внутри груп-
пы показала достоверное его снижение в группе 
с терапией ВВИГ, сочетанной терапией и эффе-
рентной терапией, достоверных межгрупповых 
различий не выявлено. В то же время в группе со 
стандартной терапией значения ВА после лече-
ния значимо не снизились.

Показатели тромбоцитарного звена гемостаза
Исследование уровня экспрессии Р-селектина 

(CD62p+ или активированных тромбоцитов) вы-
полнено у пациенток с АФС и у пациенток груп-
пы контроля с целью оценки влияния антифос-
фолипидных антител на тромбоцитарное звено 
гемостаза. Установлено, что на начальном этапе, 
до применения какого-либо метода терапии, уро-
вень Р-селектина был достоверно выше у паци-
енток с наличием АФА по сравнению с группой 
контроля (без АФА) (рис. 4). 

При оценке количества тромбоцитов было 
установлено, что до лечения сравниваемые па-
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раметры не имели статистически значимых раз-

личий между группами с различными подходами 

к терапии АФС. После лечения отмечалось не-

которое снижение уровня тромбоцитов во всех 

группах, однако эти данные не выходили за рам-

ки физиологических колебаний и достоверно не 

отличались при сравнении групп.

При оценке степени индуцированной агрега-

ции тромбоцитов выявлено, что до лечения она 

была достоверно выше у беременных с АФС по 

сравнению с группой контроля (р < 0,05). В груп-

Рисунок 4. Уровень Р-селектина в обследованных 
группах
Figure 4. Level of P-selectin in the examined groups
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пах беременных с АФС до лечения достоверных 
различий не было.

После лечения степень агрегации тромбоци-
тов снизилась в группах с применением ВВИГ, 
эфферентной и сочетанной терапией по сравне-
нию с группой со стандартной терапией (рис. 5). 
В группе с применением только стандартной те-
рапии значимого снижения степени агрегации 
тромбоцитов после лечения не отмечено. 

Показатели коагуляционного звена гемостаза
В нашем исследовании параметры стандарт-

ной коагулограммы оказались непоказатель-
ными для оценки различных методов лечения в 
группах беременных с АФС, поскольку оценка 
параметров коагуляционного звена гемостаза 
выявила разнонаправленные изменения, кото-
рые при этом существенно не различались в ис-
следуемых группах и укладывались в рамки фи-
зиологических значений для соответствующего 
триместра беременности.

Гистологическое исследование плаценты
В большинстве случаев в группе беременных с 

комплексной терапией АФС строение плаценты 
соответствовало сроку гестации (85,2%). Диссо-
циированная форма хронической плацентарной 
недостаточности в субкомпенсированной стадии 
с выраженными циркуляторными нарушениями 
достоверно реже встречалась в группе беремен-
ных с АФС, получавших сочетанную терапию 
(25%), по сравнению только со стандартной те-
рапией (75%, р < 0,05).

Рисунок 3. Динамика уровня суммарных АФА до и после терапии в исследуемых группах
Figure 3. Dynamics of the level of total APA before and after therapy in the study groups
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Рисунок 5. Динамика степени агрегации тромбоцитов до и после терапии в исследуемых группах
Figure 5. Dynamics of the degree of platelet aggregation before and after therapy in the study groups
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Обсуждение
Исследования в отношении этиологии, пато-

генеза, клиники и лечения антифосфолипидно-
го синдрома постоянно проводятся уже более 30 
лет, и, несмотря на это, в настоящее время оста-
ются нерешенными вопросы поиска оптималь-
ного подхода к терапии пациенток с АФС. Реше-
ние проблемы лечения пациентов с акушерским 
антифосфолипидным синдромом, в том числе 
резистентных к стандартной терапии, которые 
составляют по данным литературы около 30%, 
является актуальной и важной задачей в акушер-
стве [11].

Проведенный в нашем исследовании анализ 
течения настоящей беременности у пациенток 
с АФС показал, что частота угрозы прерывания 
беременности была достоверно выше (р = 0,03) 
в группе беременных с АФС, получавших только 
традиционную терапию (89,5%), по сравнению с 
группой с сочетанной терапией (70,3%). Случаи 
плацентарной недостаточности были диагности-
рованы на основании фиксации при ультразвуко-
вом исследовании плода признаков замедленно-
го роста плода (ЗРП) согласно международным 
критериям [10, 14]. Выявлена достоверно более 
высокая частота плацентарной недостаточности 
в группе беременных с АФС, получавших только 
традиционную терапию (26,3%), по сравнению 
с комбинированным лечением (3,7%, р = 0,03). 
Применение сочетанной схемы терапии оказа-
ло выраженный клинический эффект, снижая 

частоту возникновения осложнений настоящей 
беременности у пациенток с АФС, в частности 
угрозы прерывания беременности, плацентарной 
недостаточности и ЗРП.

По нашим данным было установлено, что до-
стоверно более высокая частота благоприятных 
исходов беременности – 96,3% (срочные роды) – 
была в группе пациенток с АФС, получавших 
сочетанную терапию, по сравнению с только 
стандартной терапией АФС (р = 0,014), и была 
сопоставима с контрольной группой (97,8%). 
Показатели состояния новорожденного соответ-
ствуют данным по исходам беременности: в груп-
пе беременных с АФС, получавших сочетанную 
терапию, частота недоношенности и гипотрофии 
плода достоверно ниже по сравнению с группа-
ми беременных с АФС, получавших только стан-
дартную терапию и плазмаферез в дополнение к 
стандартной терапии, и была сопоставима с груп-
пой контроля (р < 0,001).

В нашем исследовании использование соче-
танной терапии у женщин с антифосфолипидным 
синдромом, включавшей плазмаферез и иммуно-
терапию иммуноглобулинами для внутривенного 
введения, приводило к наиболее эффективному 
снижению титра антифосфолипидных антител 
(на 58,4%) по сравнению со стандартным лече-
нием (р < 0,001) за счет неселективного удаления 
их из плазмы крови при плазмаферезе, а также за 
счет возможного подавления синтеза антифос-
фолипидных антител В-клетками при исполь-
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зовании иммуноглобулинов для внутривенного 
введения.

В проведенном нами исследовании содержа-
ние активированных тромбоцитов, экспрессиру-
ющих Р-селектин (CD62p), у пациенток с анти-
фосфолипидным синдромом было достоверно 
выше по сравнению с беременными без антифос-
фолипидных антител (р < 0,0029). Данный факт 
указывает на активацию тромбоцитарного звена 
гемостаза антифосфолипидными антителами и 
подтверждает их роль в патогенезе акушерских 
осложнений антифосфолипидного синдрома, а 
также обосновывает необходимость терапевти-
ческой коррекции с момента регистрации, в том 
числе в первом триместре беременности, учиты-
вая данные из инструкции к применению АСК в 
Российской Федерации и международный опыт 
применения АСК в ранние сроки беременно-
сти [5, 7]. 

Данные гистологического исследования пла-
центы в нашем исследовании согласуются с кли-
ническими данными и показывают наибольшую 

эффективность сочетанной терапии по сравне-
нию с другими методами лечения АФС.

Полученные нами данные свидетельствуют о 
положительном влиянии суммирования эффек-
тов от различных видов терапии, что, возможно, 
позволяет воздействовать на большее количество 
звеньев патогенеза акушерских осложнений при 
АФС. 

Заключение
Таким образом, комбинированный терапевти-

ческий подход позволяет добиться максимальной 
частоты срочных родов, а также наиболее низких 
показателей патологии новорожденного в группе 
беременных с АФС, сопоставимых с показателя-
ми в контрольной группе. Требуются дальнейшие 
исследования терапевтических возможностей 
комбинированного лечения у пациенток с раз-
личными формами репродуктивной патологии с 
иммунологическими причинами, сопровождаю-
щиеся появлением аутоантител различных спе-
цифичностей.
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ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ПРИ ИХ СТИМУЛЯЦИИ 
ВИРУСНЫМ АНТИГЕНОМ
Черепович Б.С.1, Кудряшова А.М.1, Панкратьева Л.Л.2, 
Боголюбова А.В.3, Мануйлов В.А.4, Гущин В.А.4, Почтовый А.А.4, 
Борисова О.В.1, Свитич О.А.1
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток имени И.И. Мечникова», Москва, 
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Резюме. Целью данной работы было исследование способности Т-клеток, иммунных к SARS-
CoV-2 людей, продуцировать IFNγ, являющийся одним из маркеров Т-клеточного иммунитета, в от-
вет на стимуляцию пептидным пулом в цельной крови. 

Исследовали образцы цельной крови 80 добровольцев с известным анамнезом, полученные в 2021 
году и 258 добровольцев, полученные в сентябре – октябре 2022 года. В данном исследовании исполь-
зовали 2 метода – 1) твердофазный иммуноферментный анализ для определения антител класса G к 
RBD SARS-CoV-2; 2) IGRA-тест, для определения IFNγ, вырабатываемого антиген-специфическими 
лимфоцитами в ответ на их стимуляцию вирусным антигеном. 
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Параметры IGRA-теста были оптимизированы на выборке из 80 образцов добровольцев. Было 
определено пороговое значение уровня IFNγ (4,85 пг/мл), диагностическая специфичность – 100% 
(80,6-100%); диагностическая чувствительность – 92,19% (83-96,62%), ДИ 95%.

Затем было проведено исследование выборки из 258 добровольцев, у 28,7% которых по результа-
там IGRA-теста превышения порогового уровня IFNγ после стимуляции выявлено не было, при этом 
у всех добровольцев были обнаружены антитела класса G к RBB SARS-CoV-2. Корреляции между 
уровнем антител и уровнем интерферонового ответа во всей группе выявлено не было. При сравнении 
уровней антител IgG и амплитуды превышение уровня IFNγ над базовым уровнем у групп выборки, 
отличающихся временем последней вакцинации медианные значения параметров были незначитель-
но выше для части выборки, прошедшей ревакцинацию за 1-2 месяца до проведения исследования, 
при этом достоверная разницы между двумя выборками была выявлена только при оценке IFNγ, пг/ мл  
(критерий Манна–Уитни, р = 0,0321).

По результатам исследования можно предположить, что все пациенты выборки, прошедшие вак-
цинацию и перенесшие инфекцию COVID-19, имели гуморальный иммунитет, но примерно у тре-
ти из них отсутствовал клеточный иммунитет к SARS-CoV-2. Корреляции между уровнем антител и 
уровнем интерферонового ответа выявлено не было (критерий Спирмена). Показано, что ревакцина-
ция в предшествующие 1-2 месяца способствовала увеличению амплитуды интерферонового ответа.

Ключевые слова: COVID-19, SARS-CoV-2, твердофазный ИФА, IFNγ, IGRA-тест, Т-клеточный иммунитет

DETERMINATION OF T CELL IMMUNE RESPONSE TO SARS-
CoV-2 CORONAVIRUS BASED ON INDUCED γγ-INTERFERON 
PRODUCTION BY SPECIFIC T CELLS UPON THEIR 
STIMULATION BY VIRAL ANTIGEN 
Cherepovich B.S.a, Kudryashova A.M.a, Pankratieva L.L.b, 
Bogoliybova A.V.c, Manuilov V.A.d, Gushchin V.A.d, Pochtovyi A.A.d, 
Borisova O.V.a, Svitich O.A.a
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b L. Vorokhobov City Clinical Hospital No. 67, Moscow, Russian Federation  
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Abstract. The aim of this work was to study the capacity of human T cells immune for SARS-CoV-2, to 
produce IFNγ, a marker of T cell immunity, in response to stimulation by a peptide pool in whole blood. 
Eighty samples of whole blood were received from the volunteers with known medical history in 2021, and 258 
volunteers were examined in September-October 2022. In this study, 2 detection techniques were used, i.e.: 
(1) solid-phase enzyme immunoassay to determine antibodies of class G to RBD SARS-CoV-2; (2) IGRA 
test to determine IFNγ produced by antigen-specific lymphocytes in response to their stimulation by viral 
antigen. The parameters of the IGRA test were optimized with a sample of 80 specimens from the volunteers. 
The threshold value of the IFNγ level was determined (4.85 pg/mL), at the diagnostic specificity of 100% 
(80.6- 100), and diagnostic sensitivity of 92.19% (83-96.6%), 95% CI. The study was further continued with 
a sample of 258 volunteers. Of them, 28.7%, did not exceed the threshold level of IFNγ after stimulation, 
according to results of the IGRA test. Meanwhile, all volunteers exhibited class G antibodies to RBB SARS-
CoV-2. There was no correlation between the levels of antibodies and the level of interferon response in the 
entire group. When comparing IgG antibody levels and the amplitude of IFNγ (if exceeding the baseline level) in 
the groups differing in the time of the last vaccination, the median values of the parameters were slightly higher 
for the subgroup which was revaccinated 1-2 months before the study, while a significant difference between 
these subgroups was revealed only when evaluating IFNγ, pg/mL (Mann–Whitney criterion, p = 0.0321).

According to the results of the study, it can be assumed that all the patients in the sample who were vaccinated 
and had COVID-19 infection, showed a humoral immune response. However, about a third of them lacked 
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cellular immunity to SARS-CoV-2. There was no correlation between the levels of antibodies and the level 
of interferon response (Spearman’s criterion). Revaccination within previous 1-2 months has been shown to 
promote the increased amplitude of interferon response.

Keywords: COVID-19, SARS-CoV-2, ELISA test, IFNγ, IGRA-test, Т cell immunity
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Введение
Для контроля за эпидемическим процессом 

COVID-19 важно понимать, какую роль адап-
тивный иммунитет играет в обеспечении защи-
ты против реинфекции. Показано, что титры 
антител IgG коррелируют с защитой организма 
от вируса SARS-CoV-2 [8, 11, 14] и обеспечива-
ют ее даже в отсутствие антиген-специфических 
Т-лимфоцитов, что было подтверждено как на 
моделях животных [6, 29], так и при исследова-
нии иммунитета у людей [14, 29]. Специфические 
Т-клетки присутствуют у большинства инфици-
рованных SARS-CoV–2 лиц, которые перенесли 
инфекцию без серьезных осложнений [9, 20, 21, 
23, 26], а устойчивый ответ CD8+Т-клеток связан 
с легким течением COVID-19 у онкологических 
пациентов с дефектами системы антительного 
ответа [1]. Важно отметить, что клеточный им-
мунитет выполняет важную роль в контексте не-
сформировавшегося гуморального ответа [13, 14, 
29] или на ранних стадиях после вакцинации до 
сероконверсии [7, 16]. Так, выраженный клеточ-
ный ответ уже через 14 дней после введения век-
торной вакцины, содержащей экспрессируемый 
ген Spike белка SARS-CoV-2, показан в работе 
Sheetikov S.A. и соавт. [24].

Уровень антител к SARS-CoV-2 со временем 
снижается, и они могут не обнаруживаться уже 
через 6 месяцев после заражения [25, 31] или по-
сле вакцинации [2], в то время как Т-клетки со-
храняются долгое время [3, 4, 31]. Информация, 
полученная в результате изучения иммунитета к 
родственным SARS-CoV-2 вирусам, таким как 
SARS-CoV-1 и Ближневосточному респиратор-
ному синдрому (MERS) [18], показала, что кле-
точные иммунные реакции против этих вирусов 
сохраняются в течение более длительных пери-
одов времени по сравнению с антителами, что 
можно экстраполировать и на SARS-CoV-2. Так, 
в работе Le Bert N. и соавт. [10] было показано, 
что у людей, инфицированных SARS-CoV-1, 
Т-клеточные реакции наблюдались в течение 17 
лет. В работе Zornikova K.V. и соавт. [30] проде-
монстрировано, что спустя месяц после перене-
сенного заболевания 88% людей имели детекти-
руемый уровень IgG к SARS-CoV-2, однако через 
8 месяцев их доля снизилась до 58%. Т-клеточный 

же ответ обнаруживался у 94% и 80% пациентов 
спустя 1 и 8 месяцев после инфекции соответ-
ственно. 

 Кроме того, защитные свойства гуморально-
го иммунитета сильно варьируют в зависимости 
от доминирующего в данный момент штамма 
SARS-CoV-2, поскольку IgG чрезвычайно спец-
ифичны к эпитопам RBD, обуславливающим их 
протективное, вируснейтрализующее действие. 
В работе Tarke A. и соавт. [27] показано, напротив, 
что Т-лимфоциты людей, иммунизированных 
Spike-белком варианта Ухань, оставались анти-
ген-специфичными по отношению к вариантам 
B.1.1.7, B.1.351, P.1, и CAL.20C, а доля иммунодо-
минантных Т-клеточных эпитопов, изменяемых 
характерными для этих вариантов мутациями, 
составляет всего 3-7%.

Таким образом, для понимания механизмов 
защиты от вируса SARS-CoV-2 важно изучать 
в равной степени как гуморальное, так и кле-
точное звенья иммунитета. Однако если тесты 
для определения антител широко доступны, то 
в случае с Т-клеточным иммунитетом к SARS-
CoV-2 возникают сложности. Это связано с тем, 
что Т-клетки, специфичные для определенно-
го патогена, составляют незначительную долю 
от общего количества лимфоцитов (часто менее 
1-3%), присутствующих в крови, и для их из-
учения необходимо применять сложные функ-
циональные анализы, которые, помимо прочего, 
требуют сохранения жизнеспособности Т-клеток 
во время анализа. Альтернативой этим сложным 
исследованиям, таким как ELISpot или проточ-
ная цитометрия, является метод, известный как 
interferon-gamma release assay (IGRA), в котором 
стимулирующие антигены (рекомбинантные 
белки или синтетические пептиды, соответству-
ющие известным эпитопам) напрямую добавля-
ют в цельную кровь. Распознавание антигенов 
специфичными Т-лимфоцитами индуцирует 
секрецию цитокинов, значительную долю кото-
рых составляет γ-интерферон (IFN). Последний 
по завершении стимуляции определяют в плазме 
крови количественно при помощи иммунофер-
ментного анализа. IGRA-анализ обычно приме-
няется для диагностики туберкулезной инфек-
ции [5], однако было показано, что он позволяет 
измерять наличие специфичных к SARS-CoV-2 
Т-клеток у бессимптомных [9] и симптоматич-
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ных SARS-CoV-2-инфицированных [15, 17] па-
циентов. 

Целью данной работы было исследование 
способности Т-клеток иммунных к SARS-CoV-2 
людей продуцировать IFNγ, который является 
одним из маркеров Т-клеточного иммунитета, в 
ответ на стимуляцию пептидным пулом в цельной 
крови (IGRA-тест). Результаты обоснования вы-
бора пептидного пула представлены в работе [28]. 
В ней были идентифицированы 73 иммуногенных 
эпитопа различных белков SARS-CoV-2, которые 
показали высокую диагностическую специфич-
ность в части определения антиген-специфич-
ных лимфоцитов без потери чувствительности 
по сравнению с полноразмерными антигенами 
в ELISpot-тесте. Представленный в работе [28], 
диагностический тест продемонстрировал 95% 
специфичность в клиническом исследовании на 
119 иммунизированных (вакцинированных или 
выздоравливающих) и 101 наивном пациентах. 

 В данной работе на основе данного пула пеп-
тидов был сконструирован IGRA-тест, при помо-
щи которого была исследована выборка образцов 
крови людей, которые были вакцинированы пре-
паратом «Гам-Ковид-Вак», и/или инфицированы 
SARS-CoV-2 естественным путем, полученная в 
сентябре – октябре 2022 года.

Материалы и методы
Образцы
Исследовали образцы цельной гепаринизи-

рованной крови 80 добровольцев, полученные в 
2021 году и 258 добровольцев, полученные в сен-
тябре – октябре 2022 года. Для всех пациентов 
известны даты вакцинации и/или постановки 
диагноза «COVID-19» на основе первого положи-
тельного ПЦР-теста. Исследование одобрено ло-
кальным этическим комитетом ГБУЗ г. Москвы 
ГКБ № 67 им. Л.А. Ворохобова ДЗМ. 

Использованные реагенты
Рекомбинантные антигены RBD Spike SARS-

CoV-2 (ООО «Хайтест», Россия, кат. № 8COV), 
МоАТ к IFNγ, МоАТ к IFNγ биотинилирован-
ные (ООО «Хайтест», Россия), антитела мыши-
ные моноклональные (МоАТ) к IgG человека, 
конъюгированные с пероксидазой (ООО «Сор-
бент-Сервис», Россия), пул пептидов (Peptide 
2.0 Inc., США), стрептавидин, конъюгирован-
ный с пероксидазой хрена (Calbiochem, США), 
Human Recombinant Interferon Gamma (Thermo 
Fisher Scientific, США, Cat. No. PHC4031), First 
WHO International Standard for anti-SARS-CoV-2 
immunoglobulin (human) (NIBSC code: 20/136, 
Dated 17/12/2020), Interferon Gamma (Human, 
Leukocyte derived), Non-WHO Reference Material 
(NIBSC code: 82/587).

Определение антител IgG к RBD Spike SARS-
CoV-2 производили методом иммунофермент-
ного анализа, как описано в работе [12]. Коли-
чественное определение антител проводили с 
использованием калибраторов, представляющих 
собой последовательные разведения стандарт-
ного образца ВОЗ (NIBSC code: 20/136). Обра-
зец считали содержащим антитела к RBD Spike 
SARS-CoV-2 при индексе позитивности образ-
ца (ИП, т. е. отношении оптической плотно-
сти образца в ИФА к средней оптической плот-
ности отрицательного контрольного образца 
плюс 0,2 о. е., см. [12]) ≥ 1 и содержании антител 
≥ 10 BAU/ мл.

Проведение IGRA-теста. При проведении 
IGRA-теста по 1 мл гепаринизированной кро-
ви, полученной от одного и того же пациента, 
вносили в 3 пробирки: 1) содержащую пул пеп-
тидов, соответствующих иммунодоминантным 
Т-клеточным (CD4+, CD8+) эпитопам антигенов 
SARS-CoV-2 [28]; 2) контрольную, не содержа-
щую никаких стимуляторов; 3) содержащую не-
специфический митоген (фитогемагглютинин). 
Образцы помещали в термостат с температурой 
+37±2 °С на 24 часа. По завершении инкубации 
пробирки центрифугировали при 2800 об/мин в 
течение 10 минут для отделения плазмы крови. 

Количественное определение γ-интерферона. 
Моноклональные антитела к IFNγ в 20 мМ фос-
фатном буфере рН 7,2 вносили по 100 мкл в кон-
центрации 5 мкг/мл в лунки планшет и выдержи-
вали в течение 18 часов при температуре +4-8 °C. 
Затем удаляли раствор из лунок планшет, план-
шеты промывали 1 раз дистиллированной во-
дой, вносили по 150 мкл блокирующего раство-
ра, представляющего собой 0,02М фосфатный 
буферный раствор, содержащий 5% сахарозы, 
0,09% казеината натрия, 0,05% Tween 20.

При проведении анализа в лунки планшета 
(иммуносорбента) вносили по 50 мкл образцов 
сывороток или плазмы крови, калибровочные 
образцы, содержащие рекомбинантный IFNγ 
известной концентрации, аттестованные отно-
сительно стандарта Interferon Gamma (Human, 
Leukocyte derived), Non WHO Reference Material 
(NIBSC code: 82/587), и 50 мкл конъюгата моно-
клональных антитела к γ-интерферону с перок-
сидазой хрена в концентрации 3 мкг/мл в 0,02 
М фосфатном буферном растворе рН 7,2, содер-
жащем 0,2% бычьего сывороточного альбуми-
на, 0,05% Tween 20, инкубировали 90 минут при 
температуре +37±2 °С. После отмывки вносили 
по 100 мкл 33 мМ цитратного буферного раство-
ра рН 4,0, содержащего 0,01% перекиси водорода 
и 0,5 мМ 3,3›,5,5›-тетраметилбензидина. Через 
25 минут реакцию останавливали добавлением 
100 мкл 2N серной кислоты, измеряли оптиче-



49

Т-клеточный иммунитет к SARS-CoV-2
T cell immunity for SARS-CoV-22025, Vol. 27,  1

2025, Т. 27, № 1

скую плотность (ОП) в двухволновом режиме 
при основной длине волны 450 нм и длине волны 
сравнения 680 нм.

Строили график зависимости средних зна-
чений ОП разведений контрольных образцов от 
концентрации калибровочного образца в пг/ мл в 
логарифмических координатах. Диапазон опре-
деления находится в интервале от 3,125 пг/ мл до 
200 пг/ мл. По калибровочному графику опреде-
ляли содержание IFNγ в исследуемых образцах, 
используя значение ОП для каждого образца. 
Для них вычисляли разницу ΔIFNγ (пг/ мл) между 
концентрацией в плазме крови после антигенной 
стимуляции и без нее. 

Статистическая обработка результатов. Об-
разцы анализировали в двух временных точках, и 
для расчетов использовались средние арифмети-
ческие значение. Данные анализировали с помо-
щью программного обеспечения GraphPad Prism 
и программного обеспечения Microsoft Office 
Excel. Для сравнения групп пациентов использо-
вали Критерий Манна–Уитни. Величина p < 0,05 
рассматривалась как статистически значимая.

Пороговое значение ΔIFNγ определяли путем 
построения ROC-зависимости (Receiver Operator 
Characteristic) для результатов анализа крови 
выборки пациентов, иммунных и неиммунных 

в отношении SARC-CoV-2 и выбора значения 
ΔIFNγ, для которого сумма чувствительности и 
специфичности была максимальной.

Результаты 
Первый этап работы был посвящен опреде-

лению такого уровня интерферонового ответа 
на антигенную стимуляцию лимфоцитов крови 
(ΔIFNγ), который мог быть ассоциирован с на-
личием или отсутствием предшествующей имму-
низации пациента против SARS-CoV-2. С этой 
целью исследовали образцы от 80 участников 
с известным медицинским анамнезом (нали-
чие или отсутствие вакцинации, заболевание 
COVID-19), собранные в период 2021 года, ког-
да еще сохранялась неиммунная прослойка на-
селения. Всего для 16 участников данной группы 
предполагался «неиммунный» статус (они заяви-
ли об отсутствии вакцинации или перенесенно-
го заболевания), а для 64 – «иммунный» (были 
предоставлены документы, подтверждающие 
вакцинацию препаратом «Спутник V» или пере-
несенный COVID-19). Для всех них определяли 
антитела класса G к RBD SARS-CoV-2, а также 
изменение уровня IFNγ в плазме крови после 
стимуляции лимфоцитов (ΔIFNγ). 

Рисунок 1. А – уровень антител IgG (в относительных единицах ИП, см. раздел «Материалы и методы») 
в сыворотке крови пациентов с наличием (n = 64) или отсутствием (n = 16) иммунизации в анамнезе. Пунктирной 
линией отмечено пороговое значение «положительного результата» ИП = 1 [12]. Б – превышение уровня IFNγγ над 
базовым у тех же пациентов. Пунктирной линией отмечено пороговое значение ΔΔIFNγγ 4,85 пг/мл (см. пояснения 
в тексте). **** – достоверная разница в медианных значениях между подгруппами «иммунных» и «неиммунных» 
(непараметрический критерий Манна–Уитни, p < 0,0001). В – кривая ROC результатов IGRA-теста для «иммунных» 
в сравнении с «неиммунными» донорами
Figure 1. A, the level of IgG antibodies (in relative units of IP, see “Materials and methods”) in the blood serum of patients with 
a history of immunization (n = 64) or absence (n = 16). The dotted line marks the cut-off value of the “positive result” of the 
IP = 1 [12]. B, excess of the level of IFNγ above the in the same patients. The dotted line marks the cut-off value of the ΔIFNγ of 
4.85 pg/mL (see explanations in the text). ****, significant difference in median values between the subgroups of “immune” and 
“nonimmune” (nonparametric Mann–Whitney criterion, p < 0.0001). C, the ROC curve of the IGRA test results for “immune” versus 
“nonimmune” donors
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ТАБЛИЦА 1. ОБЩИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 258 ПАЦИЕНТОВ
TABLE 1. GENERAL CHARACTERISTICS OF 258 PATIENTS

Характеристика
Characteristics

Фактор
Factor

Общее
General

Вакцинация
«Спутник V»
Vaccination  
“Sputnik V”

COVID-19 
в анамнезе
COVID-19 

in the anamnesis
Доноры
Donors

Количество
Quantity 258 258 (100%) 198 (76,7%)

Возраст
Age

Медиана возраста
Диапазон
(мин-макс)
Median age

Range
(min-max)

43 
19-73

43 
19-73

43 
19-73

Пол
Sex

Муж.
Жен.
Male

Female

70 (27,1%)
188 (72,9%)

70 (27,1%)
188 (72,9%)

48 (68%)
150 (80%)

ТАБЛИЦА 2. КОРРЕЛЯЦИЯ МЕЖДУ УРОВНЕМ АНТИТЕЛ КЛАССА G К RBD SARS-CoV-2 И АМПЛИТУДОЙ ПРЕВЫШЕНИЯ 
УРОВНЯ IFNγγ НАД БАЗОВЫМ УРОВНЕМ ДЛЯ ВЫБОРКИ ИЗ 258 ОБРАЗЦОВ, КРИТЕРИЙ СПИРМЕНА
TABLE 2. CORRELATION BETWEEN THE LEVEL OF ANTIBODIES OF CLASS G TO RBD SARS-CoV-2 AND THE AMPLITUDE 
OF THE EXCESS OF THE LEVEL OF IFNγ ABOVE THE BASELINE LEVEL FOR A SAMPLE OF 258 SAMPLES, SPEARMAN’S 
CRITERION

BAU/mL
v. ΔΔIFNγγ

Коэффициент корреляции (Spearman r)
Correlation coefficient (Spearman r) -0,03021

95% доверительный интервал/
95% confidence interval -0,2957-0,2396

p (two-tailed) 0,8235

Результаты определения антител класса G к 
RBD SARS-CoV-2 и изменение уровня IFNγ в 
плазме крови после стимуляции по сравнению с 
исходным уровнем (в отрицательном контроль-
ном образце крови без стимуляции) представле-
ны на рисунках 1А и 1Б соответственно. Следует 
отметить, что на момент анализа первой группы 
80 участников (2021 год) в РФ еще не был досту-
пен международный стандарт IgG к Spike SARS-
CoV-2 (NIBSC code: 20/136, Dated 17/12/2020), 
поэтому результаты определения IgG на рисунке 
1A представлены в единицах индекса позитивно-
сти (ИП) [12].

На основании полученных данных для вы-
борки пациентов, иммунных и не иммунных в 
отношении SARC-CoV-2, была построена кривая 
ROC-зависимости (см. рис. 1В). 

Пороговое значение, определяющее достовер-
но значимое превышение уровня IFNγ после сти-
муляции над исходным уровнем, определяли как 
ΔIFNγ, для которого сумма чувствительности и 
специфичности (т. е. процентной согласованно-

сти выраженности интерферонового ответа к им-
мунному статусу в анамнезе) была максимальной. 
Эта величина составила 4,85 пг/мл, диагностиче-
ские характеристики разработанного IGRA-теста 
в части определения иммунитета к SARS-CoV-2 
составили: 

– диагностическая специфичность – 100% 
(80,6-100%; ДИ 95%)

– диагностическая чувствительность – 
92,19% (82,3-96,6%; ДИ 95%).

На втором этапе работы было проведено ис-
следование выборки из 258 добровольцев, об-
разцы цельной крови которых были получены 
в сентябре – октябре 2022 года. Характеристика 
выборки пациентов представлена в таблице 1.

Для всех пациентов второй группы также опре-
деляли антитела класса G к RBD SARS-CoV-2, и 
уровень интерферонового ответа на стимуляцию 
лимфоцитов пептидным пулом. Результаты пред-
ставлены на рисунке 2. 

Во всех образцах были выявлены антитела 
класса G к RBD SARS-CoV-2. По результатам 
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Рисунок 2. Характеристика 258 образцов по двум параметрам: А – уровень антител IgG в сыворотке крови 
(BAU/ мл); Б – превышение уровня IFNγγ над базовым уровнем 4,85 пг/мл в IGRA-тесте (по оси У шкала 
логарифмическая)
Figure 2. Characteristics of 258 samples according to two parameters: A, the level of IgG antibodies in blood serum (BAU/mL);  
B, the excess of the level of IFNγ above the baseline level of 4.85 pg/mL in the IGRA-test (logarithmic scale along the Y axis)

IGRA-теста у 28,7% пациентов с гибридным 
(вакцина плюс перенесенное заболевание) или 
поствакцинальным иммунитетом значимого (бо-
лее 4,85 пг/мл) превышения уровня IFNγ после 
стимуляции выявлено не было. 

По результатам проведенного статистическо-
го анализа (критерий Спирмена) не выявлено 
корреляции между уровнем антител и уровнем 
интерферонового ответа во всей группе из 258 
пациентов (табл. 2).

Сравнение уровня антител IgG и интерферо-
нового ответа (ΔIFNγ) в группах выборки, отли-
чающихся временем, прошедшим от последней 
вакцинации, представлены на рисунке 3. В зави-
симости от времени последней вакцинации все 
образцы были разделены на две группы: образцы 
пациентов, прошедших ревакцинацию за 1-2 ме-
сяца до взятия крови, и остальные. 

Медианные значения обоих параметров не-
значительно выше для части выборки, прошед-

Рисунок 3. Характеристика 258 образцов по двум параметрам в зависимости от времени, прошедшего после 
последней вакцинации до взятия крови. А – уровень антител IgG и их медианное значение. Б – превышение уровня 
IFNγγ над базовым уровнем и их медианное значение (по оси У шкала логарифмическая)
Figure 3. Characteristics of 258 samples according to two parameters, depending on the time elapsed after the last vaccination 
before blood collection. A, IgG antibody levels and their median value. B, the excess of the level of IFNγ above the baseline level 
and their median value (logarithmic scale along the Y axis)
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шей ревакцинацию за 1-2 месяца до проведения 
исследования, при этом достоверная разницы 
между двумя выборками была выявлена только 
при оценке ΔIFNγ, пг/мл (критерий Манна–Уит-
ни, р = 0,0321).

Обсуждение
Следует отметить, что пороговое значение, 

определяющее достоверно значимое превыше-
ние уровня IFNγ после стимуляции над исход-
ным уровнем, было проведено на ограниченной 
выборке, включающей всего шестнадцать не 
иммунных образцов. Здесь, однако, дальней-
шие исследования столкнулось с объективны-
ми сложностями. За время оптимизации метода 
определения Т-клеточного иммунитета, в связи с 
широкими программами вакцинации населения 
и вспышкой заболеваемости вариантом «Оми-
крон» SARS-CoV-2 в декабре – феврале 2022 
года, доля людей с наивным иммунным статусом 
в отношении SARS-CoV-2 резко сократилась. 

Как было показано (рис. 1В и комментарии к 
нему), диагностические характеристики разрабо-
танного IGRA-теста в части определения имму-
нитета к SARS-CoV-2 составили (ДИ 95%): диа-
гностическая специфичность – 100% (80,6- 100%); 
диагностическая чувствительность – 92,19% 
(83-96,6%). Иными словами, в нашем исследо-
вании люди, демонстрирующие в разработанном 
IGRA-тесте интерфероновый ответ на уровне 4,85 
пг/мл и более, с вероятностью 92,19% (ДИ 95%: 
83-96,6%) попадали в когорту «иммунных»; люди 
с интерфероновым ответом менее 4,85 пг/мл в 
100% случаев (ДИ 95%: 80,6-100%) попадали в ко-
горту «неиммунных». В рамках и терминологии 
следующего этапа исследования первых класси-
фицировали как имеющих клеточный иммунный 
ответ к SARS-CoV-2, вторых, соответственно, – 
как не имеющих такового.

Ориентируясь на определенное пороговое 
значение ΔIFNγ, на целевой выборке из 258 па-
циентов, вакцинированных «Спутник V» (75,2% 
получили 3-4 дозы вакцины), было оценено ко-
личество пациентов с достоверным превышени-
ем уровня IFNγ после стимуляции над исходным 
уровнем, т. е. наличием Т-клеточного ответа. Это 
количество составило 71,3%, и у этих пациентов 
можно предполагать наличие специфическо-
го Т-клеточного иммунитета. При этом в части 
выборки с гибридным иммунитетом (наличие в 
анамнезе заболевания COVID-19 и вакцинации) 
количество пациентов с достоверным превы-

шением уровня IFNγ составило 73,7%, что со-
ответствует литературным данным, в которых 
говорится, что специфические Т-клетки, проду-
цирующие IFNγ, присутствовали у двух третей 
пациентов через год после COVID-19 [19]. У до-
норов с поствакцинальным иммунитетом этот 
процент составил 63,3%, однако достоверной 
разницы между двумя выборками нет (критерий 
Манна–Уитни, р = 0,0782). 

Во всех образцах были выявлены антитела 
класса G к RBD SARS-CoV-2. Таким образом, 
можно предположить, что все пациенты выбор-
ки имели гуморальный иммунитет, но примерно 
у трети из них отсутствовал клеточный иммуни-
тет к SARS-CoV-2. По результатам проведенного 
статистического анализа (критерий Спирмена) 
не выявлено корреляции между уровнем антител 
и уровнем интерферонового ответа во всей вы-
борке из 258 пациентов (табл. 2).

При сравнении уровней антител IgG и ам-
плитуды превышение уровня IFNγ над базовым 
уровнем у групп выборки, отличающихся вре-
менем последней вакцинации (рис. 3), показано 
что, ревакцинация в предшествующие 1-2 месяца 
способствовала увеличению амплитуды интерфе-
ронового ответа, однако вопрос о влиянии этого 
уровня на протективность остается открытым, и 
обсуждается в ограниченном количестве публи-
каций [22].

Следует отметить, что поиски корреляций 
между параметрами ветвей иммунитета и уста-
новление протективного уровня сильно ослож-
няются и имеют ограниченное значение из-за 
гетерогенности популяционного иммунитета, 
на который оказывают влияние такие факто-
ры, как тип вакцины, число доз вакцины, время 
иммунизации и тип циркулирующего варианта 
SARS- CoV-2.

Заключение 
По результатам исследования можно пред-

положить, что все пациенты выборки, про-
шедшие вакцинацию и перенесшие инфекцию 
COVID-19, имели гуморальный иммунитет, но 
примерно у трети из них отсутствовал клеточный 
иммунитет к SARS-CoV-2. Корреляции между 
уровнем антител и уровнем интерферонового 
ответа выявлено не было (критерий Спирмена). 
Показано, что ревакцинация в предшествующие 
1-2 месяца способствовала увеличению амплиту-
ды интерферонового ответа.
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СИСТЕМНЫЕ ФАКТОРЫ РЕГУЛЯЦИИ АНГИОГЕНЕЗА  
ПРИ МНОЖЕСТВЕННОЙ МИОМЕ МАТКИ
Коненков В.И.1, Шевченко А.В.1, Прокофьев В.Ф.1, Королева Е.Г.2, 
Тимофеева Ю.С.2, 3, Айдагулова С.В.3, Маринкин И.О.3
1 Научно-исследовательский институт клинической и экспериментальной лимфологии – филиал ФГБНУ 
«Федеральный исследовательский центр “Институт цитологии и генетики” Сибирского отделения 
Российской академии наук», г. Новосибирск, Россия  
2 Медицинский центр «Авиценна», г. Новосибирск, Россия  
3 ФГБОУ ВО «Новосибирский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Новосибирск, Россия

Резюме. Лейомиомы матки (ЛМ) являются доброкачественными опухолями матки. Гипертрофи-
ческое нарастание мышечной массы при ЛМ сопровождается развитием сосудистых сетей, которые 
регулируется балансом проангиогенных факторов, одним из которых является VEGF-A. Кроме того, 
проангиогенным эффектом обладает ряд воспалительных молекул, наиболее значимые из которых 
IL-1β, IL-8 и др. Спектр их активности может перекрываться и регулироваться другими цитокина-
ми. Цель – оценить уровень концентрации цитокинов, принимающих активное участие в регуляции 
роста сосудистой сети в периферической крови пациенток с множественной миомой матки в сопо-
ставлении с данными по группе условно здоровых женщин. 

В обследование вошли 178 женщин. Из них 89 женщин (23-60 лет) с ЛМ и 89 условно здоровых 
женщин аналогичного возраста (22-61 год). Уровни TNFα, IL-1β, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 и VEGF-A 
определялся методом ИФА (АО «Вектор-Бест», Россия). Статистическая обработка результатов про-
водилась с использованием пакета прикладных программ IBM SPSS Statistics 23 (США). 

Концентрации IL-6, TNFα и IL-8 в сыворотке крови выше среди пациенток при сравнении со здо-
ровыми женщинами. Установлена достоверная зависимость содержания VEGF от количества миома-
тозных узлов. При множественных выявленных узлах уровень VEGF выше. У здоровых женщин по-
вышение концентрации TNFα, прямо коррелирует с повышением сывороточных концентраций IL-6. 
Корреляция с концентрацией VEGF носит слабо отрицательный характер. При лейомиоме характер 
этих взаимосвязей сохраняется: для IL-6, IL-8, VEGF. Для всех пациенток картина корреляционных 
отношений остается неизменной. 

Полученные данные имеют практическое значение не только в качестве основы для разработки 
прогностических критериев развития ЛМ на доклиническом этапе, но и в качестве дифференциально 
диагностических дополнительных лабораторных признаков. В частности, при дифференциации лей-
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омиомы матки, наиболее частой доброкачественной миоматозной опухоли матки, от злокачествен-
ных лейомиосарком матки. 

Ключевые слова: миома матки, иммуноферментный анализ, TNFα, IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, VEGF
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Abstract. Uterine leiomyomas (UL) are benign uterine tumors. Hypertrophic increase in muscle mass in 
LM is accompanied by development of vascular networks, which are regulated by the balance of pro-angiogenic 
factors, e.g., VEGF-A. Moreover, a number of inflammatory molecules exert pro-angiogenic effects, especially, 
IL-1β, IL-8, etc. The spectrum of their activity may overlap, being regulated by other cytokines. The aim of 
our work was to assess serum concentrations of cytokines actively involved in vascular network growth in the 
patients with multiple uterine fibroids, as compared with data obtained in conditionally healthy women. The 
survey included 178 females: 89 women (23-60 years old) with uterine fibroids, and 89 conditionally healthy 
age-matched women (22-61 years old). The levels of TNFα, IL-1β, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 and VEGF-A 
were detected by ELISA technique (Vector-Best, Russia). Statistical analysis was carried out using the IBM 
SPSS Statistics 23 (USA). Serum levels of IL-6, TNF and IL-8, were higher among patients compared with 
healthy women. The dependence of VEGF level on the number of myoma nodes has been established: VEGF 
serum level was higher in patients with multiple tumor nodes. In healthy women, an increase in TNFα level 
showed direct correlation with higher serum level of IL-6. Correlation with VEGF level was weakly negative. 
In leiomyoma, these relationships persist for IL-6, IL-8, VEGF levels. The obtained data are of practical 
importance not only as potential prognostic criteria for development of the uterine myoma at preclinical stage, 
but also as additional laboratory indexes for differential diagnostics, in particular when discerning uterine 
leiomyoma, the most common benign myomatous tumor of uterus, from malignant uterine leiomyosarcomas.
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Введение
Лейомиомы матки (ЛМ), или миомы матки 

(ММ), представляют собой доброкачественные 
опухоли матки. Предполагаемая распространен-
ность этой опухоли среди женщин европеоидного 
происхождения составляет более 70%, а среди аф-
риканских женщин – более 80% в возрасте свыше 
50 лет [25]. Вместе с тем необходима достоверная 
и своевременная диагностика для обеспечения 
правильного ведения и предотвращения оши-
бочного диагноза аденомиоза, эндометриоза, бе-
ременности, лейомиосаркомы, карциносаркомы 
матки или рака эндометрия, поскольку они могут 
проявляться сходными симптомами [23]. Кроме 
того, эта дифференциация важна для разработки 
точного прогноза, поскольку ЛМ связана с по-

тенциально повышенным риском развития рака 
эндометрия [29]. 

Гипертрофическое нарастание мышечной 
массы при ЛМ неизбежно сопровождается и 
развитием соответствующих сосудистых сетей, 
формирующихся согласно процессам неоангио-
генеза и неоваскулогенеза, которые регулирует-
ся балансом семейств проангиогенных и анти-
ангиогенных факторов. При гистологическом 
исследовании препаратов пролиферирующих 
вариантов развития ЛМ были выявлены некото-
рые признаки активации неоангиогенеза в виде 
повышения экспрессии CD34, эпидермального 
фактора роста (ЕGF), рецептора к нему (EGFR) 
и фактора роста фибробластов (FGF) [9]. Ос-
новными проангиогенными факторами являют-
ся семейство фактора роста эндотелия сосудов 
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VEGF (VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, 
VEGF-Е), фактор роста фибробластов (bFGF), 
тромбоцитарный фактор роста (PDGF), транс-
формирующий фактор роста (TGF-β), ангиопо-
этины 1, 2 (Ang-1, Ang-2), ангиогенин, плацен-
тарный фактор роста, интерферон α (IFNα) и др. 
Кроме того, проангиогенным эффектом обладает 
ряд воспалительных молекул, наиболее значи-
мые из которых матричные металлопротеиназы 
(ММР), молекулы системы комплимента (С2, 
С3, С5), молекулы адгезии и миграции моноци-
тов (MСP-1, IL-1β, IL-18, IL-8) и др. Каждый из 
цитокинов или факторов роста обладает своими 
контрольно-регуляторными функциями. Спектр 
их активности может перекрываться и регулиро-
ваться другими цитокинами или свободноради-
кальными молекулами, такими как оксид азота 
(NO) и др. [2, 14, 21].

Важным стимулом экспрессии основного 
стимулятора ангиогенеза – VEGF, является ги-
поксия, которая способствует связыванию ин-
дуцируемого гипоксией фактора-1α (HIF-1α) с 
элементом ответа на гипоксию (HRE) в промо-
торе VEGF, что приводит к увеличению экспрес-
сии фактора роста. VEGF играет важную роль в 
васкулогенезе, формировании de novo первичной 
сосудистой структуры из эндотелиальных кле-
ток-предшественников во время эмбрионально-
го и постнатального развития, хотя у взрослых он 
ограничен такими случаями, как заживление ран 
и женские репродуктивные циклы [22]. Нельзя 
недооценивать роль выраженно модулирующих 
ангиогенез цитокинов, таких как фактора роста 
сосудистого эндотелия (VEGF), интерлейкина-6 
(IL-6), интерлейкина-8 (IL-8) и опухоль некро-
тизирующего фактора альфа (TNFα) в разви-
тии лейомиомы [21, 24, 33, 39]. Показано, что 
IL-6 стимулирует развитие свежих кровеносных 
сосудов при ангиогенезе, поставляя необходи-
мые питательные вещества и кислород для под-
держания роста пролиферирующих клеток [31]. 
IL-8 (он же хемокин CXCL) может регулировать 
миграцию неиммунных клеток и стимулировать 
неоваскуляризацию и способствует ангиогене-
зу путем индукции миграции и пролиферации 
CXCR2-экспрессирующих неоваскуляризиру-
ющих эндотелиальных клеток, образуя новые 
кровеносные сосуды [18]. TNFα усиливает экс-
прессию E-селектина, VCAM-1 и ICAM-1 в стро-
мальных клетках костного мозга и микрососуди-
стых эндотелиальных клетках дермы человека и 
индуцирует ангиогенез [35]. Однако определение 
концентраций цитокинов в сыворотке крови 
методами иммуноферментного анализа (ИФА) 
всегда дает высокий разброс данных, полученных 
в различных лабораториях. Кроме того, есть рас-
хождения и для нормативных значений при ис-

пользовании тест-систем разных производителей 
и разными методиками. Так, в одной из наиболее 
обоснованных статей приводятся нормативные 
значения концентраций VEGF в сыворотке кро-
ви 102 здоровых человек с достаточно широким 
разбросом: 10-246 пг/мл при средних значениях 
152,21±56,7 пг/мл. Затем авторы приводят дан-
ные о разделении этой группы на две по принци-
пу выше/ниже верхней границы 246 пг/ мл [10]. 
Анализ публикаций по сходной тематике под-
тверждает эту информацию: 201,4±18,6 пг/мл [4, 
7, 17]. В связи с этим закономерно ставится во-
прос о проведении единовременных рандоми-
зированных многоцентровых двойных слепых 
исследований для получения рекомендаций и 
нормативных значений [1]. Стоит подчеркнуть, 
что важный фактор достоверности результатов 
исследований – использование при сравнитель-
ном анализе данных результатов, полученных на 
реагентах одного производителя.

Цель настоящего исследования – оценить уро-
вень концентрации цитокинов, принимающих 
активное участие в регуляции роста сосудистой 
сети в периферической крови пациенток с мно-
жественной миомой матки в сопоставлении с 
данными по группе условно здоровых женщин.

Материалы и методы 
Пациентки
В обследование вошла 201 женщина. Из них 

109 женщин (23-60 лет) с выраженной клиниче-
ской картиной заболевания миомой матки (D25 
по МКБ-10), подтвержденной данными УЗИ 
экспертного класса. У 67,8 % женщин выявле-
ны единичные миоматозные узлы (диаметр узла 
12 мм – 300 мм), у 32,2 % множественные узлы – 
от двух до семи (диаметр узлов 20 мм – 100 мм). 
В качестве контрольной группы обследованы 92 
женщин аналогичного возраста (22-61 год), не 
предъявляющие жалоб на приеме и осмотре у ги-
неколога, при диспансерном обследовании кото-
рых по результатам УЗИ не было выявлено пато-
логических изменений. 

Методы ИФА
Для анализа использовали сыворотку веноз-

ной крови, забранной утром натощак. Уровни 
TNFα, IL-1β, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10 и VEGF-A 
определялся методом твердофазного иммуно-
ферментного анализа (ИФА) с применением 
пероксидазы хрена в качестве индикаторного 
фермента. По каждому цитокину измерено 89 
образцов от пациенток с ММ и 89 образцов от 
условно здоровых женщин. Использовали стан-
дартные тест-системы производства АО «Вектор-
Бест» (Россия). Считывание и расчет результатов 
проводили на спектрофотометре ELx800 (BioTek, 
Тайвань), измеряя оптическую плотность рас-
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творов в лунках при длине волны 450 нм. Коли-
чественное содержимое цитокинов в сыворотке 
крови выражалось в пг/мл. 

Статистические методы анализа
Статистическая обработка результатов про-

водилась с использованием пакета прикладных 
программ IBM SPSS Statistics 23 (США). Провер-
ку гипотезы о нормальном распределении коли-
чественных параметров проводили с использо-
ванием непараметрического критерия согласия 
Колмогорова–Смирнова с поправкой Лиллие-
форса. При этом нормальным считалось рас-
пределение, у которого значение D статистики 
критерия Колмогорова–Смирнова в отличие от 
теоретически нормального распределения Гаусса 
была не значима (p > 0,05). Описательные ста-
тистики для показателей, измеренных по интер-
вальным шкалам, представлены в виде среднего 
значения, стандартной ошибки, стандартного 
отклонения, минимума и максимума, моды и ме-
дианы с интерквартильным размахом в форма-
те Me (Q0,25-Q0,75). Для анализа количественных 
данных использовали непараметрические мето-
ды статистики (U-тест Манна–Уитни, ранговая 
корреляция Спирмена). Для сравнения каче-
ственных признаков использовали тесты стати-

стической значимости: критерий χ2 Пирсона с 
поправкой Йетса, точный двусторонний крите-
рий Фишера. Критический уровень значимости 
при проверке статистических гипотез принимали 
равным 0,05.

Результаты
Результаты проведенного нами исследова-

ния концентраций цитокинов с проангиогенной 
активностью в группе из 89 здоровых женщин 
среднего возраста представлены в таблице  1. 
Полученные значения соответствуют опубли-
кованным данным большинства других рос-
сийских лабораторий, проводимых на системах 
АО «Вектор-Бест».

Результаты наших исследований, полученных 
при обследовании 89 пациенток соответствую-
щего контрольной группе возраста, представ-
ленные в таблице 2, свидетельствуют о том, что 
характер распределения значений концентрации 
таких цитокинов, как IL-6, IL-8, VEGF и TNFα в 
группе пациенток с ЛМ, как и в группе здоровых 
женщин, не подчиняется нормальному распреде-
лению и требует для сопоставления применения 

ТАБЛИЦА 1. УРОВЕНЬ ЦИТОКИНОВ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ЗДОРОВЫХ ЖЕНЩИН РЕПРОДУКТИВНОГО ВОЗРАСТА 
(n = 89)
TABLE 1. THE SERUM LEVEL OF CYTOKINES IN HEALTHY WOMEN OF REPRODUCTIVE AGE (n = 89)

Показатели
Index

Возраст
Age TNFαα IL-1 IL-4 IL-6 IL-8 IL-10 VEGF

Среднее 
Mean 33,93 5,66 9,85 3,63 2,19 3,72 8,54 512,23

Ошибка среднего 
значения 
Standard error

0,66 0,31 0,47 0,40 0,17 0,23 0,49 24,26

Среднеквадрати ческое 
отклонение
Standard deviation

6,32 2,92 4,40 3,75 1,63 2,13 4,64 228,90

Медиана
Mediana 34,00 5,00 9,00 2,42 1,93 3,18 8,18 496,84

Мода
Moda 29,00 3,24 5,21 0,91 0,51 1,30 8,47 243,91

Асимметрия
Skewness 0,87 0,91 0,92 2,27 1,51 1,47 1,21 0,57

Эксцесс
Excess 2,83 0,75 1,12 8,92 2,99 2,70 2,22 0,58

Минимум
Minimum 22,00 0,33 1,64 0,00 -0,04 1,04 -1,04 57,81

Максимум
Maximum 61,00 13,93 25,31 24,07 7,99 11,70 25,29 1220,95

Процентили
Percentiles

25 29,25 3,54 6,32 0,97 0,95 2,24 5,33 372,93

75 38,00 6,93 12,96 5,86 3,00 4,83 10,65 624,96
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ТАБЛИЦА 2. УРОВЕНЬ ЦИТОКИНОВ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ПАЦИЕНТОК С МИОМОЙ МАТКИ РЕПРОДУКТИВНОГО 
ВОЗРАСТА (n = 89)
TABLE 2. CYTOKINE SERUM LEVELS IN PATIENTS WITH UTERINE FIBROIDS OF REPRODUCTIVE AGE (n = 89)

Показатели
Index

Возраст
Age TNFαα IL-1 IL-4 IL-6 IL-8 IL-10 VEGF

Среднее 
Mean 39,75 13,72 54,71 4,85 9,71 9,24 9,08 373,51

Ошибка среднего 
значения 
Standard error

0,62 0,46 3,05 0,33 0,57 1,62 0,64 19,10

Среднеквадратическое 
отклонение
Standard deviation

6,48 4,35 28,76 3,12 5,42 15,31 6,03 180,20

Медиана
Mediana 40,00 13,57 51,43 4,09 8,93 6,76 7,76 344,74

Мода
Moda 37,00 14,20 35,97 3,59 3,88 6,97 3,50 79,25

Асимметрия
Skewness -0,13 0,37 4,66 1,23 0,61 6,36 3,25 1,43

Эксцесс
Excess 0,88 0,21 32,34 2,21 -0,45 42,28 16,96 3,25

Минимум
Minimum 23,00 4,65 24,20 0,13 1,68 1,33 1,33 79,25

Максимум
Maximum 61,00 25,88 265,12 17,37 24,70 122,12 46,92 1112,54

Процентили
Percentiles

25 36,00 10,83 39,66 2,36 4,95 4,82 5,43 247,52

75 44,00 16,10 62,50 6,94 14,11 8,24 10,78 462,41

ТАБЛИЦА 3. СРАВНИТЕЛЬНЫЙ УРОВЕНЬ ЦИТОКИНОВ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ЗДОРОВЫХ ЖЕНЩИН И ПАЦИЕНТОК 
С МИОМОЙ МАТКИ
TABLE 3. COMPARATIVE CYTOKINE SERUM LEVELS IN HEALTHY WOMEN AND PATIENTS WITH UTERINE FIBROIDS

Показатели
Index

Здоровые
Healthy 
(n = 89)

Пациентки 
с миомой

Patients with 
fibroids
(n = 89)

p1-2

Количество миоматозных 
узлов

Number of myomatous nodes
p3-4Единичные

Single 

Множес-
твенные 
Multiple

1 2 3 4

TNFαα 5,00
(3,54-6,93)

13,57
(10,83-16,10) < 0,001 13,23

(10,36-15,63)
14,09

(11,23-16,27) 0,242

IL-6 1,93
(0,95-3,00)

8,93
(4,95-14,11) < 0,001 8,81

(3,88-12,63)
8,93

(5,17-14,63) 0,364

IL-8 3,18
(2,24-4,83)

6,76
(4,82-8,24) < 0,001 6,28

(5,09-7,88)
6,97

(4,77-8,49) 0,360

VEGF 496,84
(372,93-624,96)

344,74
(247,52-462,41) < 0,001 315,63

(218,94-397,25)
383,78

(266,39-482,48) 0,035

Примечание. Данные представлены как медианы и интерквартильный размах: Me (Q0,25-Q0,75). p1-2 и  p3-4 – статистическая 
значимость различий по U-критерию Манна–Уитни (двусторонняя). 

Note. The data are presented as medians and interquartile range: Me (Q0.25-Q0.75). p1-2 and p3-4 are the statistical significance 
of differences according to the Mann–Whitney U test (two-sided). 
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ТАБЛИЦА 4. РЕЗУЛЬТАТЫ НЕПАРАМЕТРИЧЕСКОГО КОРРЕЛЯЦИОННОГО АНАЛИЗА КОНЦЕНТРАЦИЙ 
РЕГУЛЯТОРНЫХ ФАКТОРОВ ЦИТОКИНОВ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ЗДОРОВЫХ ЖЕНЩИН И ПАЦИЕНТОК С МИОМОЙ 
МАТКИ

TABLE 4. RESULTS OF NONPARAMETRIC CORRELATION ANALYSIS OF THE CONCENTRATIONS OF CYTOKINE 
REGULATORY FACTORS IN THE BLOOD SERUM OF HEALTHY WOMEN AND PATIENTS WITH UTERINE FIBROIDS

Показатели
Index TNFαα IL-6 IL-8 VEGF

Здоровые женщины
Healthy women

TNFαα 1,000 0,446** 0,033 -0,009
IL-6 0,446** 1,000 0,112 0,283**
IL-8 0,033 0,112 1,000 -0,016
VEGF -0,009 0,283** -0,016 1,000

Пациентки с миомой матки
Patients with uterine fibroids

TNFαα 1,000 0,664** 0,328** -0,211
IL-6 0,664** 1,000 0,411** -0,194
IL-8 0,328** 0,411** 1,000 0,203
VEGF -0,211 -0,194 0,203 1,000

Примечание. * – корреляция статистически значима на уровне < 0,05; ** – на уровне < 0,01.

Note. *, correlation is statistically significant at the level of < 0.05; **, at the level of < 0.01.

Рисунок 1. Числовые показатели изменений 
концентраций регуляторных факторов при лейомиоме
Figure 1. Numerical indicators of changes in levels of regulatory 
factors in leiomyoma

непараметрических методов статистической об-
работки данных. 

Исходя из этого, при сопоставлении резуль-
татов исследования в основной и контрольных 
группах женщин в таблице 3, данные квартиль-
ного анализа представлены как медианы и ин-
терквартильный размах: Me (Q0,25-Q0,75), где 
p – статистическая значимость по U-критерию 
Манна–Уитни (двусторонняя).

Из представленных данных следует, что кон-
центрации обоих цитокинов с провоспалитель-
ной активностью IL-6 и TNFα, а также хемоки-
на IL-8 (CXCL8) в сыворотке крови достоверно 
выше среди пациенток при сравнении со здоро-
выми женщинами того же возраста и этнически 
европеоидного происхождения, соответственно в 
6,0, в 2,7 и в 4,02 раза (рис. 1). 

Исключение из этой закономерности пред-
ставляет ростовой фактор VEGF, концентрация 
которого в сыворотке крови как здоровых жен-
щин, так и у пациенток с ЛМ, представлена трех-
значными значениями 496,84 (372,93-624,96) и 
344,74 (247,52-462,41) пг/мл соответственно. При 
клинико-иммунологическом анализе распреде-
ления значений концентрации среди пациенток 
с лейомиомой установлена достоверная зависи-
мость содержания VEGF от количества миома-
тозных узлов, выявленных и удаленных опера-
тивным путем. Из результатов, представленных 
в таблице 3, следует, что при множественных вы-
явленных узлах (более двух) концентрация сы-
вороточного VEGF достоверно выше, чем при 
выявлении одного узла. Согласно полученным 
нами данным, концентрация IL-6, IL-8 и TNFα в 
сыворотке крови пациенток со множественными 
миоматозными узлами также незначительно пре-
вышает значения этого показателя в группе жен-
щин с единичными узлами (p > 0,05).
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Проведенный нами далее тщательный клини-
ко-иммунологический анализ зависимости кон-
центраций всех проанализированных факторов 
с проангиогенной активностью от таких клини-
ческих характеристик течения заболевания, как 
возраст пациенток и длительность заболевания 
от момента постановки диагноза, индекс массы 
тела пациенток, гипертрофия миометрия, ко-
личества перенесенных беременностей, родов и 
спонтанных выкидышей, медицинских абортов в 
анамнезе, не выявил достоверных различий.

Все семь цитокинов были определены у 86 ус-
ловно здоровых женщин и у 67 пациенток с ММ. 
В этих группах нами был проведен корреляцион-
ный анализ (табл. 4).

Концентрации цитокинов с проангиоген-
ной активностью в сыворотке крови здоровых 
женщин находятся в логично объясняемых кор-
реляционных отношениях. Так, повышение 
концентрации TNFα, согласно полученным ре-
зультатам, высоко достоверно прямо коррелиру-
ет с повышением сывороточных концентраций 
к IL-6 (коэффициенты ранговой корреляции 
Спирмена составляет rs = 0,45 (p < 0,01). Наря-
ду с этим корреляция с концентрацией VEGF 
носит слабоотрицательный характер (rs = β0,01). 
При лейомиоме характер этих взаимосвязей со-
храняется: для IL-6 (rs = 0,66, p < 0,01), для IL-8 
(rs = 0,33, p < 0,01), для VEGF (rs = β0,21). Как 
среди пациенток с одиночными, так и со множе-
ственными узлами картина корреляционных от-
ношений остается неизменной. 

Обсуждение
Ангиогенез, при котором новые капилляры 

прорастают из ранее существовавшего сосуда, яв-
ляется более часто изучаемой и лучше изученной 
формой формирования сосудов и обычно влечет 
за собой серию хорошо организованных процес-
сов, управляемых идентифицированными про-
ангиогенными факторами. Движущей силой это-
го явления является потребность окружающих 
тканей в кислороде и питательных веществах, 
что провоцирует выработку VEGF, факторов ро-
ста фибробластов (FGF) и других проангиоген-
ных медиаторов несосудистыми клетками [26, 
27]. Нами показано значительное возрастание 
IL-6 и TNFα, IL-8 в сыворотке крови пациенток 
с миомой матки. Сходные результаты получены 
и в исследовании сывороток крови 47 женщин с 
ММ большого размера в сопоставлении с груп-
пой из 25 здоровых женщин в российской попу-
ляции [3], и в исследовании польских коллег [36]. 
При этом, полученные нами показатели концен-
трации TNFα при ЛМ 13,57±0,46 пг/мл, досто-
верно превышают значения данных большинства 
лабораторий (р < 0,001), исследующих этот по-

казатель у здоровых женщин с использованием 
реагентов фирмы АО «Вектор-Бест» [4, 6, 7, 8, 11, 
12, 13, 15, 17]. Превышение же концентраций сы-
вороточного IL-8 у женщин с ММ относительно 
здоровых женщин показано только при миомах 
большого размера [3]. Высокие значение VEGF, 
концентрация которого в сыворотке крови как 
здоровых женщин, так и у пациенток может быть 
связана с постоянно функционирующим физио-
логическим механизмом поддержания опре-
деленного уровня процессов неоангиогенеза и 
ремоделирования соединительной ткани и экс-
трацеллюлярного матрикса, в которые погруже-
ны капиллярные и сосудистые сети кровеносной 
и лимфатической систем. Значительное повыше-
ние VEGF уровня при больших размерах миомы 
может косвенно свидетельствовать о запросе на 
усиленный неоангиогенез при распространен-
ном миоматозе. Эти результаты лишний раз под-
черкивают системный каскадный характер воз-
действия компонентов цитокиновой сети на 
многие тканевые процессы, включая ангиогенез. 

Фактор роста эндотелия сосудов-А (VEGF-A) 
является ключевым медиатором ангиогенеза, 
передающим сигнал через семейство тирозинки-
назных рецепторов класса IV рецепторов VEGF 
(VEGFR). Хотя лиганды VEGF-A связываются 
как с VEGFR1, так и с VEGFR2, они в первую 
очередь передают сигнал через VEGFR2, что 
приводит к пролиферации, выживанию, мигра-
ции и сосудистой проницаемости эндотелиаль-
ных клеток. Различные изоформы VEGF-A воз-
никают в результате альтернативного сплайсинга 
одноименного гена в экзоне 8, что приводит к об-
разованию изоформ VEGF xxx a или VEGF xxx b. 
Альтернативные события сплайсинга в экзонах 
5-7, в дополнение к недавно выявленным собы-
тиям посттрансляционного считывания, произ-
водят изоформы VEGF-A, которые различаются 
по своей биодоступности [32].

Многочисленные доклинические исследова-
ния выявили тесную связь между VEGF и TNFα, 
например, TNFα активирует Etk и VEGFR2 спец-
ифически через TNFR2 для усиления передачи 
сигналов P13K-Akt, что непосредственно приво-
дит к TNF-индуцированной миграции эндотели-
альных клеток (EC). TNFα усиливает экспрессию 
E-селектина, VCAM-1 и ICAM-1 в стромальных 
клетках костного мозга и микрососудистых эн-
дотелиальных клетках человека и индуцирует 
ангиогенез. TNFα стимулирует эндотелиальные 
клетки экспрессировать и секретировать MCP- 1, 
который является важным хемокином для ре-
крутирования макрофагов. Продукция MMP-9 
в клетках B-CLL, THP-1 или Jurkat поддержи-
вается аутокринным TNFα через TNFR1. Кроме 
того, TNFα усиливает экспрессию мембранного 
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ММP-1 в клетках, что приводит к усилению ак-
тивации ММP-2 и клеточной миграции [39]. 

В низких концентрациях провоспалительный 
цитокин TNFα индуцирует миграцию и проли-
ферацию ЭК и формирование сосудоподобных 
структур. Повышенная продукция макрофага-
ми TNFα приводит к стимуляции синтеза VEGF 
клетками и активации неоангиогенеза. К есте-
ственным ингибиторам ангиогенеза относят сле-
дующие цитокины: фактор пигментного эпите-
лия (PEDF), ангиостатин, эндостатин, TGF-β, 
IFNγ, IFNα и все тот же TNFα, который при дли-
тельном воздействии на ЭК тормозит их проли-
ферацию и в итоге запускает апоптоз [20, 34]. Об-
ратная регуляция TNFα и VEGF описана и при 
неопластическом ангиогенезе [16]. Нарушенная 
регуляция генов влияет на развитие/подавление 
опухолевых процессов, апоптоза, ангиогенеза, 
формирование внеклеточного матрикса, различ-
ных сигнальных путей, связанных с развитием 
опухолей, и дифференцировку стволовых кле-
ток [30]. 

Эти результаты многое проясняют в клеточ-
ных механизмах развития ММ. Но не дают от-
вета на важный вопрос о причинных факторах 
избирательности развития заболевания у одной 
части женщин и резистентности к его возникно-
вению у другой части, проживающей в тех же ус-
ловиях. Вместе с тем хорошо известно, что у этой 
болезни наблюдается явное расовое неравенство. 
По оценкам, афроамериканские женщины в три 
раза чаще заболевают лейомиомой матки и, как 
правило, имеют более серьезные симптомы. Су-
ществует также семейная группировка между 
родственниками первой степени родства и близ-
нецами, а также множественные наследственные 
синдромы, при которых происходит развитие 
миомы [19].

Проведенное нами ранее исследование по-
казало, что варианты полиморфных участков ге-
нов VEGF и TNFα входят в состав большинства 
полигенных показателей риска (PRS – Polygenic 
Risk Score), с высокой частотой выявляемых в 
группе пациенток с ММ и практически не выяв-
ляемых в группе здоровых женщин [5, 28].

Эти данные раскрывают некоторые механиз-
мы генетической предрасположенности к разви-
тию ММ, т. к. прямо указывают на возможность 
связи развития ММ с генотипом женщины, не-
сущих в своем геноме варианты регуляторных 
участков генов, обеспечивающих высокий уро-
вень экспрессии этих генов и, соответственно, 
высокий уровень секреции их белковых продук-
тов с ангиогенез-модулирующей активностью во 
внеклеточную среду.

Комплексный анализ собственных и литера-
турных данных позволяет высказать гипотезу о 

том, что значительная часть генетических факто-
ров риска развития ММ у части женщин связана 
с носительством в геноме локусов количествен-
ных признаков (QTL), ассоциированных с высо-
ким уровнем продукции регуляторных факторов 
модуляции ангиогенеза. В свою очередь, высокая 
предуготовленность клеток таких женщин к спо-
собности выделять большие концентрации ци-
токинов с проангиогенной и провоспалительной 
активностью при поступлении запроса на акти-
вацию, может являться одним из механизмов ре-
ализации генетической предрасположенности к 
развитию ММ.

Кроме того, эти данные могут уже сейчас 
иметь и практическое значение не только в ка-
честве основы для разработки прогностических 
критериев развития ММ на доклиническом эта-
пе, но и в качестве дифференциально диагности-
ческих дополнительных лабораторных призна-
ков. В частности, лейомиомы матки, наиболее 
частые доброкачественные миоматозные опухо-
ли матки, часто невозможно отличить от злокаче-
ственных лейомиосарком матки по клиническим 
критериям. Более того, дифференциация изобра-
жений УЗИ/МРТ между обоими объектами часто 
является сложной задачей из-за их потенциально 
перекрывающихся особенностей. Поскольку по-
дозрение на лейомиому часто лечится консерва-
тивно или с помощью минимально инвазивных 
методов лечения, ошибочный диагноз лейоми-
осаркомы как доброкачественной лейомиомы 
потенциально может привести к значительной 
задержке лечения, что приведет к увеличению за-
болеваемости и смертности [37].

Заключение
Представленные данные свидетельствуют о 

значительной активации продукции цитокинов 
с проангиогенными свойствами при развитии 
ММ. Высокие концентрации таких цитокинов 
IL-6, IL-8, VEGF и TNFα в сыворотке крови па-
циенток, в сочетании с их корреляционными вза-
имоотношениями, свидетельствуют о системном 
характере активационных воздействий на неоан-
гиогенез, что вероятно связано с процессами оча-
говой пролиферации мышечной ткани при раз-
витии миоматозных узлов.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЕ ИЗУЧЕНИЕ ЭФФЕКТОВ  
БЕНЗ(А)ПИРЕНА И CHLORELLA GROWTH FACTOR IN VIVO, 
АССОЦИИРОВАННЫХ С КЛЕТОЧНЫМИ КЛАСТЕРАМИ 
ВРОЖДЕННОГО И АДАПТИВНОГО ИММУНИТЕТА
Ширинкина А.С.1, Долгих О.В.1, 2 
1 ФБУН «Федеральный научный центр мeдико-профилактических технологий управления рискaми здоровью 
нaселения», г. Пермь, Россия  
2 ФГАОУ ВО «Пермский национальный исследовательский политехнический университет», г. Пермь, Россия

Резюме. Бенз(а)пирен – ароматическое соединение первого класса опасности, обладающее кан-
церогеннным, мутагенным, гематотоксическим, в том числе иммунотропным, эффектами. Изуче-
ние клеточных кластеров в условиях воздействия экзогенных гаптенов in vivo с использованием в 
качестве модельного объекта белых нелинейных мышей позволяет расширить наши знания о меха-
низмах и особенностях иммунотропных эффектов бенз(а)пирена, что определяет актуальность дан-
ного исследования. В эксперименте участвовали 12 самок беспородных (нелинейных) белых мышей. 
Концентрация бенз(а)пирена при однократном поступлении составила 6 мкг/л, в качестве нейтра-
лизатора его эффектов и адаптогена использован концентрат Chlorella growth factor (CGF), после-
довательно поступавший в течение 4 недель в количестве 60-70 млн/мл живых клеток, оба вещества 
вводились через пероральный зонд в объеме 1 мл. Исследование фагоцитарной активности клеток 
проводили по методике Каплина В.Н. Анализ общего количества лейкоцитов и лимфоцитов прово-
дили с использованием унифицируемых общеклинических методов анализа на гематологическом 
анализаторе. Изучение кластеров клеточной дифференцировки проводилось методом проточной 
цитометрии (CD25, CD95, CD11а, CD309). Для статистической обработки результатов исследова-
ния применяли методы математической статистики с помощью программы Microsoft® Office Excel, 
Statistica 6.0. Установлено, что субхроническая (подострая) интоксикация бенз(а)пиреном в услови-
ях эксперимента in vivo приводила к значимой модификации клеточного иммунитета по сравнению 
с контролем, фенотипом которой выступали дефицит факторов врожденного клеточного иммуните-
та (система гранулоцитарного фагоцитоза) и дисбаланс адаптивного клеточного иммунитета с пре-
имущественным угнетением апоптотической активности (CD95+) и моделированием интегрин- и 
VEGF-опосредованных сценариев (CD11a, CD309). Причем последовательное поступление при-
родного модификатора Chlorella growth factor характеризовалось нормализацией фагоцитарной ак-
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тивности и отменой индуцированных бенз(а)пиреном эффектов. Ограничения исследования, полу-
ченных результатов и выводов обусловлены малым (ограниченным) объемом выборки. В результате 
изучения in vivo особенностей фагоцитоза и кластеров клеточной дифференцировки иммуноцитов 
мышей, в условиях последовательной экспериментальной субхронической экспозиции техногенных 
и природных модификаторов, выявлен дисбаланс показателей неспецифического и адаптивного 
клеточного иммунитета, сопряженный с формируемыми бенз(а)пиреном гранулоцитарной альтера-
цией и нарушением контроллинга клеточной пролиферации, отменяемые CGF. Последовательное 
поступление комплекса CGF приводило к оптимизации работы иммунной системы по ряду его по-
казателей, позитивной модификации иммунотропных эффектов бенз(а)пирена, снимая супрессию 
гранулоцитарного и сопряженного с интегрином лимфоцитарного ростков крови, оказывая преиму-
щественно фагоцитоз-протективные эффекты, а также антиапоптотическое и интегрин-миметиче-
ское действие.

Ключевые слова: бенз(а)пирен, токсичность, фактор роста хлореллы, эксперимент in vivo, фагоцитоз, иммунорегуляция

EXPERIMENTAL STUDY OF THE EFFECTS OF BENZ(A)PYRENE 
AND CHLORELLA GROWTH FACTOR IN VIVO ASSOCIATED 
WITH CELLULAR CLUSTERS OF INNATE AND ADAPTIVE 
IMMUNITY
Shirinkina A.S.a, Dolgikh O.V.a, b

a Federal Research Center of Medical and Preventive Technologies of Risk Management for Public Health, Perm, 
Russian Federation  
b Perm National Research Polytechnic University, Perm, Russian Federation

Abstract. Benz(a)pyrene is a first hazard class aromatic compound which exerts carcinogenic, mutagenic, 
hematotoxic, and immunotropic effects. The study of cell clusters influenced in vivo by exogenous haptens 
using laboratory mice as a model object allows us to expand knowledge about the mechanisms and 
features of immunotropic effects induced by benzo(a)pyrene. The experimental series involved 12 female 
outbred white mice. The concentration of benzo(a)pyrene for a single dose was 6 μg/L, To neutralize its 
effects, the Chlorella growth factor (CGF) concentrate was used as an adaptogen, which was consistently 
administered over 4 weeks at a dose of 60-70 mlns/mL of living cells. Both substances were administered via 
oral tube in a volume of 1 mL. The study of cell phagocytosis was carried out by the method of  V.N. Kaplin. 
Analysis of the total number of leukocytes and lymphocytes was carried out using a hematology analyzer. 
The study of cell differentiation clusters was carried out using flow cytometry. Microsoft® Office Excel and 
Statistica 6.0 programs were used for statistical evaluation. Results: subchronic intoxication with benzo(a)
pyrene under the in vivo experimental conditions led to significant modification of cellular immunity, 
exhibiting a phenotype of deficient innate cellular immunity factors, and imbalance of adaptive cellular 
immunity with a predominant inhibition of apoptotic activity (CD95+) and modeling of integrin- and VEGF-
mediated events (CD11a, CD309). Sequential intake of the natural modifier (CGF) was characterized by 
normalization of phagocytic activity and alleviation of benzo(a)pyrene-induced effects. Conclusions of 
the study are limited by small number of experimental sample, The in vivo experiment have shown an 
imbalanced pattern of nonspecific and adaptive cellular immunity, associated with granulocyte changes 
caused by benzo(a)pyrene along with disturbed control of cell proliferation alleviated by CGF. The intake 
of the CGF complex led to optimization of immune system as shown by a number of indexes, along with 
positively modified immunotropic effects of benzo(a)pyrene with cancelled suppression of granulocytic 
and integrin-associated lymphoid lineages, which provides, mostly, phagocytosis protection, as well as anti-
apoptotic and integrin-mimetic effects.

Keywords: benzo(a)pyrene, toxicity, Chlorella growth factor, in vivo experiment, phagocytosis, immunoregulation
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Введение
Бензапирен является высокотоксичным и 

канцерогенным веществом. Он принадлежит к 
группе полициклических ароматических угле-
водородов (ПАУ), которые образуются при не-
полном сгорании органических материалов, та-
ких как нефть, уголь и древесина. Бенз(а)пирен 
отнесен к веществам первого класса опасности, 
с чрезвычайно опасным воздействием на окру-
жающую среду и человека. Пути проникновения 
бенз(а)пирена в организм разнообразны: с пи-
щей и водой, через кожу и дыхание [1, 3]. Бенз(а)
пирен индуцирует нарушения иммунной и ней-
рогуморальной регуляции, а также оказывает му-
тагенное действие [2].

Зеленая микроводоросль рода Chlorella vulgaris 
является наиболее распространенным и тради-
ционным представителем рода зеленых однокле-
точных, коккоидных форм, водорослей, которые 
размножаются с помощью автоспор и имеют раз-
меры клеток от 2 до 10 мкм [16]. Благодаря высо-
кой концентрации белка (50%), хлорелла является 
источником незаменимых аминокислот, необхо-
димых для обмена веществ [14]. Биологически 
активные вещества биомассы хлореллы оказыва-
ют противовоспалительное, антиоксидантное и 
противомикробное действие [5, 6, 7, 10]. По ис-
следованиям на мышах комплекс Chlorella growth 
factor (CGF) может быть полезен для профилак-
тики атопических состояний, ассоциированных 
с избыточной активацией гуморального иммуни-
тета [4, 8, 9]. 

Актуальность представляет оценка и верифи-
кация в условиях эксперимента in vivo вероятных 
иммунотропных эффектов бенз(а)пирена и воз-
можности модификации негативных сценари-
ев последовательной экспозицией природным 
адаптогеном CGF.

Цель исследования – оценка эффектов in vivo 
бензо(а)пирена в условиях его изолированного 
и сочетанного с природным гаптеном Chlorella 
growth factor (CGF) действия для задач изучения 
механизма формирования и последующей отме-
ны ранних иммунорегуляторных нарушений, со-
пряженных с экспозицией бензо(а)пиреном.

Материалы и методы
Эксперимент проводили на самках белых бес-

породных мышей в количестве 12 особей. Мыши 
содержались в соответствии с ГОСТ 33216-2014 
«Руководство по содержанию и уходу за лабо-
раторными животными. Правила содержания 
и ухода за лабораторными грызунами и кроли-
ками» и получали стандартный корм и воду без 
ограничения.

Интоксикация бензо(а)пиреном модели-
ровалась на 6 половозрелых самках белых бес-
породных мышей в условиях субхронического 
эксперимента. Мышам вводили бенз(а)пирен 
посредством перорального зонда в концентрации 
6 мкг/л (подобрана по результатам эксперимен-
тальной оценки клеточной витальности) в 1,0 мл 
раствора в течение 21 дня. После контрольного 
забора биосред ежедневно вводился концентрат 
CGF, содержащий 60-70 млн/мл живых клеток 
Chlorella growth factor по 1,0 мл раствора в тече-
ние 21 дня. Группу контроля составили 6 самок 
белых беспородных мышей, получавшие 1  мл 
физраствора.

Исследование фагоцитарной активности кле-
ток проводили с использованием формалинизи-
рованных эритроцитов барана в качестве объек-
тов фагоцитоза, производства НПО «Микроген». 

Относительное количество популяций и 
субпопуляций лимфоцитов определяли с ис-
пользованием флуоресцентно меченых моно-
клональных антител, связывающихся со спец-
ифическими рецепторами: CD25, CD95, CD11а, 
CD309, Исследование проводили на проточном 
цитофлуориметре BD FACSCalibur™ (Becton 
Dickinson, США), сбор и обработка цитометри-
ческих данных осуществляли с использованием 
пакета прикладных программ CELLQuestPro и 
MultiSET.

Для статистической обработки результатов ис-
следования применяли методы математической 
статистики с помощью программы Microsoft® 
Office Excel 2003 и пакета прикладных программ 
Statistica 6.0 (StatSoft, США). Для проверки ста-
тистических гипотез о виде распределения был 
применен критерий Колмогорова–Смирнова. 
Во всех случаях распределение признаков со-
ответствовало закону нормального распределе-
ния. Количественные признаки представлены 
как среднее арифметическое ± ошибка среднего 
(M±m). Для оценки значимости различий зави-
симых выборок использовали t-критерий Стью-
дента. Проверка нулевых гипотез об отсутствии 
различий между долями выполнена с помощью 
критерия хи-квадрат (χ2). Критическое значение 
уровня статистической значимости при проверке 
нулевых гипотез принималось p < 0,05.

Результаты
Результаты экспериментального изучения об-

разцов периферической крови (гранулоцитар-
ный и лимфоцитарный ростки) мышей in vivo в 
условиях комбинированной последовательной 
экспозиции бенз(а)пиреном (БП) и Chlorella 
growth factor представлены в таблице 1.

Сравнительный анализ с показателями кон-
троля позволил установить угнетение фагоцито-
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ТАБЛИЦА 1. ФАГОЦИТОЗ И КЛАСТЕРЫ КЛЕТОЧНОЙ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ В СРАВНИВАЕМЫХ ГРУППАХ
TABLE 1. PHAGOCYTOSIS AND CLUSTERS OF CELL DIFFERENTIATION IN COMPARED GROUPS

Показатель
Index

Контроль
Control
n = 6

(M±m)

Опыт
Experiment

n = 6
(M±m) p1 p2

БП
B[a]P

БП + CGF
B[a]P + CGF

Фагоцитарное число, у. е.
Phagocytic number, c. u. 0,43±0,06 0,36±0,06 0,40±0,04 0,00 0,09

Фагоцитарный индекс, у. е.
Phagocytic index, c. u. 1,54±0,08 1,27±0,14 1,63±0,21 0,02 0,01

CD25, отн., %
CD25 lymphocytes, % 48,66±2,15 23,26±1,12 18,50±0,20 0,01 0,03

CD95, отн., %
CD95 lymphocytes, % 31,55±2,14 13,79±1,52 8,05±0,88 0,00 0,01

CD11a, отн., %
CD11а lymphocytes, % 3,10±0,23 1,99±0,22 6,27±1,00 0,04 0,03

CD309, отн., %
CD309 lymphocytes, % 1,68±0,22 2,25±0,12 3,13±0,09 0,02 0,02

Примечание. p1 – достоверность результатов в опытной группе животных (БаП) относительно группы контроля;  
p2 – достоверность результатов в опытной группе животных в динамике эксперимента (БаП) → (БаП + CGF).

Note. p1, reliability of results in the experimental group of animals (BaP) relative to the control group; p2, reliability of results 
in the experimental group of animals in the dynamics of the experiment (BaP) → (BaP+CGF).

за по критерию фагоцитарного числа и фагоци-
тарного индекса у животных в опытной группе 
в пробах индуцированных бенз(а)пиреном в 1,2 
раза, добавление CGF в течение трех недель при-
водило к восстановлению активности фагоцито-
за до уровня показателей контрольной группы 
(p ≤ 0,05).

Активационные кластеры клеточной диффе-
ренцировки CD25+ и CD95+ отражают способ-
ность лимфоцитов к пролиферации и диффе-
ренцировке и характеризуют функциональное 
состояние активированных Т-лимфоцитов. Ре-
цептор CD95+ играет важную роль в контроле ци-
кличности функционирования клеток иммунной 
системы, являясь одним из рецепторов апоптоза, 
а экспрессия данного показателя определяет сте-
пень готовности клеток к запрограммированной 
клеточной гибели. Воздействие бенз(а)пирена 
приводило к снижению экспрессии лимфоци-
тарных кластеров в опытной группе животных 
(в 2,0-2,4 раза), причем последовательное по-
ступление CGF не приводило к восстановлению 
данных показателей, усугубляя их дефицит у жи-
вотных, что предполагает ограничения к исполь-
зованию фактора для восстановления баланса 
программированной клеточной гибели.

У мышей в опытной группе наблюдения в 
условиях перорального введения бензо(а)пире-
на выявлено достоверное снижение минорных 
кластеров клеточной дифференцировки с фено-
типом CD11а. Дисбаланс фактора экспрессии 

дендритных клеток CD11а формирует риски раз-
вития васкулярной патологии, ассоциированные 
с интегрином, прежде всего в центральной нерв-
ной системе. Введение CGF восстанавливает 
уровень экспрессии альфа-интегрина, отменяя 
супрессивный эффект бензо(а)пирена. 

Трансмембранный гликопротеин CD309 
играет важную роль в формировании функцио-
нального состояния сосудов и регуляции их про-
ницаемости, являясь одним из трех клеточных 
сигнальных тирозинкиназных рецепторов семей-
ства VEGF, играет ключевую роль в опухолевом 
ангиогенезе. Отмечается статистически значи-
мое увеличение экспрессии данного маркера в 
результате экспозиции бензо(а)пиреном, причем 
CGF также обладает протективным эффектом, 
стимулируя экспрессию рецептора CD309.

Обсуждение
Согласно литературным данным, даже в низ-

ких дозах пероральный прием бенз(а)пирена 
способен вызывать повреждение ДНК, увели-
чивая потенциальный риск развития онколо-
гических процессов [18]. Помимо этого бенз(а)
пирен может нарушать рост клеток, стабильность 
геномной ДНК, формирует дисбаланс апоптоза 
клеток [17].

Другими авторами отмечено, что Chlorella 
vulgaris оказывает протективное действие в от-
ношении лабораторных животных, облученных 
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гамма-лучами, снижая повреждение клеток и оп-
тимизируя их количество [13, 15]. Хлорелла спо-
собствует выведению радиоактивного стронция 
из организма путем адсорбции в кишечнике [11]. 
Chlorella vulgaris способствовала нормализации 
клеточного статуса белых нелинейных мышей, 
подвергшихся воздействию свинца, увеличивая 
количество иммунных клеток NK-киллеров, ин-
терферона IFNγ, цитокина IL-1α и TNFα [12]. 

Заключение
Результаты экспериментальных исследований 

in vivo на примере техногенного гаптена бенз(а)
пирена и сложного нуклеотидно-пептидного 
комплекса Chlorella growth factor позволили уста-
новить, что у мышей, индуцированных бенз(а)
пиреном, отмечалось угнетение фагоцитарной 
активности нейтрофилов в 1,2 раза по критериям 
фагоцитарного числа и фагоцитарного индекса, 

Chlorella growth factor восстанавливал активность 
системы фагоцитоза до уровня неэкспонирован-
ных животных. Кластеры клеточной дифферен-
цировки экспонированных бензо(а)пиреном мы-
шей характеризовались угнетением экспрессии 
в 2,0-2,4 раза (активационные маркеры и инте-
грин-альфа), в отличие от рецептора тирозин-
киназы семейства VEGF CD309, его продукция 
возросла в 1,3 раза. Разнонаправленные измене-
ния наблюдались в показателях клеточных суб-
популяций лимфоцитов по результатам после-
довательной нагрузки CGF: если кластеры CD25 
и CD95 не успели восстановиться, продолжив 
тенденцию к снижению, то относительный уро-
вень экспрессии интегрина и рецептора VEGF 
характеризовался достоверным его повышением, 
а рост экспрессии CD11а после введения CGF 
был сопряжен с отменой негативных эффектов 
бензо(а)пирена.
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ВЛИЯНИЕ РИФАМПИЦИНА НА ЭКСПРЕССИЮ ГЕНОВ 
СИСТЕМЫ Toll-ПОДОБНЫХ РЕЦЕПТОРОВ В СТРУКТУРАХ 
ГОЛОВНОГО МОЗГА КРЫСЯТ С ПРЕНАТАЛЬНЫМ 
ВОЗДЕЙСТВИЕМ АЛКОГОЛЯ
Айрапетов М.И.1, 2, Ереско С.О.1, Михайлова А.А.1, Суханова Д.Д.1, 
Игнатова П.Д.1, Лебедев А.А.1, Бычков Е.Р.1, Шабанов П.Д.1, 2

1 ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург, Россия  
2 ФГБВОУ ВО «Военно-медицинская академия имени С.М. Кирова», Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Поступление алкоголя в организм во время беременности может отразиться на нор-
мальном ходе эмбрионального развития плода, что приведет к формированию симптомов феталь-
ного алкогольного спектра нарушений (ФАСН). Имеются сведения о том, что при ряде пренаталь-
ных патологических состояниях наблюдаются изменения в регуляции механизмов экспрессии ряда 
про- и противовоспалительных цитокинов. В нашем исследовании мы сосредоточили внимание на 
изучении уровня экспрессии ряда генов про- и противовоспалительных цитокинов в переднем и ви-
сочном отделах мозга крысят в постнатальном периоде развития при моделировании пренатального 
воздействия алкоголя (ПВА). Также оценили уровень экспрессии генов, которые ассоциированы с 
регуляцией экспрессией генов про- и противовоспалительных цитокинов. Кроме того, в задачи на-
шего исследования входило произвести фармакологическую коррекцию наблюдаемых изменений 
потенциальным фармакологическим агентом – рифампицином, который по данным других исследо-
ваний оказывал нейропротекторный эффект. Моделирование ПВА осуществлялось путем спаивания 
беременных самок крыс 15%-ным раствором этанола на протяжении всей беременности. Инъекции 
выполнялись крысятам с 1-го по 7-й постнатальные дни. Забор структур мозга для анализа экспрес-
сии генов осуществлялся на 8-е постнатальные сутки. Результаты исследования показали наличие 
изменений в экспрессии генов Tlr3 и Tlr4 на 8-е сутки постнатального развития в передней и височ-
ной долях головного мозга. Экспрессия генов Myd88 и Ticam имела разнонаправленные изменения 
среди исследуемых структур мозга крысят с ПВА. Отмечен повышенный уровень мРНК провоспали-
тельных генов. Применение Rif в эксперименте показало способность Rif (50 мг/кг) корректировать 
наблюдаемые долгосрочные патологические изменения в экспрессии исследуемых генов. Представ-
ляется интересным изучение в будущем дозозависимого эффекта, а также исследование выявленных 
изменений белковыми методами. Кроме того, представляется важным в будущем изучение системы 
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TLR-сигнализации в других структурах мозга с ПВА, а также на разных сроках постнатального раз-
вития в онтогенезе.

Ключевые слова: мозг, пренатальное воздействие алкоголя, алкоголь, цитокины, Toll-подобные рецепторы, 
нейровоспаление, рифампицин

EFFECT OF RIFAMPICIN ON Toll-LIKE RECEPTOR SYSTEM 
GENE EXPRESSION IN BRAIN STRUCTURES OF RATS WITH 
PRENATAL ALCOHOL EXPOSURE
Airapetov M.I.a, b, Eresko S.O.a, Mikhailova A.A.a, Sukhanova D.D.a, 
Ignatova P.D.a, Lebedev A.A.a, Bychkov E.R.a, Shabanov P.D.a, b

a Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation  
b S. Kirov Military Medical Academy, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Alcohol intake during pregnancy may affect the normal course of fetal development, causing the 
symptoms of fetal alcohol spectrum disorders (FASD). There is evidence that a number of prenatal pathologic 
conditions exhibit altered expression of several pro- and anti-inflammatory cytokines. In our study, we focused 
on studying expression of numerous pro- and anti-inflammatory cytokine genes in the forebrain and temporal 
regions of rat brain during the postnatal development, thus modeling prenatal alcohol exposure effects (PAE). 
We also evaluated expression of genes associated with regulation of genes controlling expression of pro- and 
anti-inflammatory cytokines. Moreover, the objectives of our study included pharmacological correction of the 
observed changes by rifampicin (Rif), a potential pharmacological agent which had a neuroprotective effect 
shown by other studies,. The experimental model of PAE was produced by oral intake of 15% ethanol solution 
to pregnant female rats throughout pregnancy. The drug injections were performed to the pups from the 1 to the 
7 postnatal days. Brain structures were sampled for gene expression analysis on the 8 postnatal day. The results 
of the study showed distinct changes in Tlr3 and Tlr4 gene expression in anterior and temporal lobes of brain 
on the 8 day of postnatal development. Expression of Myd88 and Ticam genes showed multidirectional changes 
among the studied brain structures of PAE rats. The increased mRNA level of proinflammatory genes was 
noted. Usage of Rif in experiments showed the ability of Rif (50 mg/kg) to correct the observed long-term 
pathological changes in the expression of the genes under study. It is of interest to study the dose-dependent 
effect in the future, as well as to investigate the revealed changes at the level of protein analysis. In future 
studies, it seems important to evaluate TLR signaling system in other brain structures with PAE, as well as at 
different terms of postnatal development in ontogenesis.

Keywords: brain, prenatal alcohol effects, alcohol, cytokines, Toll-like receptors, neuroinflammation, rifampicin

Работа выполнена в рамках государственного 
задания № 075-01393-23-04 Минобрнауки Рос-
сии.

Введение
Пренатальные повреждения центральной 

нервной системы служат причиной широкого 
спектра психоневрологических и когнитивных 
расстройств у детей [19, 39, 50, 56]. Пренаталь-
ное воздействие алкоголя (ПВА) служит причи-
ной развития симптомов фетального алкоголь-
ного спектра нарушений (ФАСН) [35]. Особое 
место занимает спектр нарушений со стороны 
центральной нервной системы, которая является 

одной из наиболее чувствительных к поступаю-
щему со стороны матери алкоголю [1, 35, 43, 45].

Исследования последних лет подтверждают 
тот факт, что медиаторы воспаления, в том числе 
цитокины, в ЦНС задействованы в механизмах 
регуляции высших функций мозга [48]. Дисрегу-
ляция этих механизмов на молекулярном уров-
не в развивающемся мозге активно изучается в 
последние годы. Так, ряд результатов был полу-
чен на модели материнского воспаления (англ. 
maternal inflammation), которое заключается во 
введении антигенов на разных сроках беремен-
ности с целью получения иммунного ответа и 
дальнейшего изучения влияния этих изменений 
в организме на ход нейрогенеза плода [19, 39, 50, 
56]. На данный момент существует не так много 
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работ в мировой литературе, которые уделяли бы 
внимание состоянию нейроиммунных взаимо-
действий в развивающемся мозге при ПВА, прак-
тически отсутствуют сведения о влиянии ПВА на 
систему врожденного иммунитета в ЦНС.

Цель нашей работы заключалась в получении 
новых сведений о влиянии ПВА на уровень экс-
прессии генов системы врожденного иммунитета 
у крыс в переднем и височном отделах головного 
мозга в неонатальном периоде развития. Кроме 
того, в задачи нашего исследования входило вы-
полнение фармакологической коррекции нейро-
иммунных механизмов в неонатальном мозге крыс 
с ПВА посредством рифампицина (Rif). Данный 
препарат был выбран нами исходя из того, что в 
литературе описываются его противовоспали-
тельные и нейропротекторные свойства, которые 
были получены на различных моделях патологи-
ческих состояний нервной системы [10, 11, 55].

Материалы и методы
Животные
В эксперименте использовали взрослых сам-

цов (250-300 г, n = 3) и самок (200-250 г, n = 6) 
крыс породы Wistar, которые были приобрете-
ны в питомнике «Рапполово» (Россия). Самок 
и самцов содержали в раздельных пластиковых 
клетках. Животные имели неограниченный до-
ступ к воде и корму. Каждый самец был спарен с 
двумя самками в клетке. Первый день беремен-
ности устанавливали на основании обнаружения 
у самок сперматозоидов в вагинальном мазке. 
При обнаружении сперматозоидов производили 
маркировку (всего было 6 беременных самок), 
определяли массу тела крысы, отсаживали ее в 
отдельную клетку и начинали отсчет срока бере-
менности.

Моделирование пренатального воздействия ал-
коголя (ПВА)

Беременные крысы были разделены на две 
группы: группа полупринудительной алкоголи-
зации 15%-ным раствором этанола в качестве 
единственного источника жидкости (n = 3) и 
контрольная группа, получающая воду (n = 3). 
В каждом помете было по 8-10 крысят, для про-
должения эксперимента оставляли по 6 крысят 
в помете. Всего 18 крысят с ПВА, 18 крысят без 
ПВА. Измеряли массу тела крыс во время бере-
менности, а также массу тела потомства. Нами не 
было обнаружено значительных различий в массе 
тела между группами. 

Введение рифампицина (Rif)
Полученному потомству крысят с ПВА на про-

тяжении первых 7 суток неонатального развития 
были выполнены внутибрющинные инъекции 
рифампицина (n = 6; 50 мг/кг; рифампицин, 
лиофилизат д/приг.концентрата д/приг р-ра для 

инфузий 150 мг, РУП «Белмедпрепараты», Бела-
русь). Инъекции выполнялись крысятам, взятым 
рандомно из разных пометов по 2 крысенка из 
каждого помета. Рифампицин растворяли в физ. 
растворе. Второй («ПВА + физ. р-р.»; n = 4) и тре-
тьей («контроль»; n = 6) группе крысят на про-
тяжении первых 7 суток неонатального развития 
были выполнены внутрибрюшинные инъекции 
физ. р-ра в эквивалентном объеме. На 8-е сутки 
постнатального развития был произведен забор 
необходимых структур головного мозга, образцы 
мозга немедленно замораживались и хранились 
при -78 °С. 

ПЦР в режиме реального времени
Выделение тотальной РНК выполняли реа-

гентом ExtractRNA (ЗАО «Евроген», Россия) в 
полном соответствии с инструкцией производи-
теля. Обработку проб проводили с использова-
нием ДНКазы (Promega, США). Концентрацию 
полученной РНК измеряли на спектрофотометре 
Implen NanoPhotometer P330 (Implen, Германия), 
по отношению А260/А280 (в норме ≥ 1,8) оце-
нивали чистоту выделенного продукта. Синтез 
кДНК проводили методом обратной транскрип-
ции (ОТ) в 20 мкл с использованием набора ре-
активов MMLV RT kit (ЗАО «Евроген», Россия) 
в полном соответствии с инструкцией произво-
дителя. Полимеразную цепную реакцию (ПЦР) с 
детекцией в режиме реального времени (Mx3005P, 
Stratagene, США) проводили в 10 мкл реакцион-
ной смеси, содержащей SYBR Green (ЗАО «Ев-
роген», Россия), смесь специфических прямых 
и обратных праймеров (табл. 1) (Beagle, Россия), 
подобранных с использованием программного 
обеспечения Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/tools/primer-blast/). Полученные данные 
нормировались к уровню гена Gapdh и рассчи-
тывались в относительных единицах по отноше-
нию к содержанию мРНК изучаемого гена мето-
дом 2 [30].

Статистическая обработка данных
Для статистической обработки полученных 

данных использовалась программа Graph Pad 
Prizm v. 6. Для сравнения групп использовали 
U-критерий Манна–Уитни для независимых ма-
лых выборок. Нормальность распределения про-
веряли тестом Д’Агостино–Пирсона. Различия 
считали статистически значимыми при значении 
р ≤ 0,05.

Результаты
Влияние пренатального воздействия алкоголя 

(ПВА) на уровень экспрессии генов TLR-cигнальных 
путей в структурах головного мозга крысят

В головном мозге крысят на 8-е сутки 
постнатального развития в передней и височной 
долях в группе с ПВА отмечается повышенный 
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ТАБЛИЦА 1. ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТЬ ПРАЙМЕРОВ
TABLE 1. SEQUENCE OF PRIMERS

Ген
Gene

Праймеры / Primers
Прямой (5’-3’) / Forward (5’-3’) Обратный (5’-3’) / Reverse (5’-3’)

Tlr3 AACTGGAGAACCTCCAAGA CACCCTGGAGAAAACTCTTT
Tlr4 ACTCTGATCATGGCATTGTT GTCTCAATTTCACACCTGGA
Tlr7 TGAAAATGGTATTTCCAATGTG TAAGGGTAAGGTTGGTGGTA
Myd88 TCATTGAGAAAAGGTGTCGT AGTGCAGATAGTGATGAAC
Ticam GCTCAGCTAGATGATGTGAT TGACAGTGCAGACCTGG
Irf1 CGGAAGTTACCTTCTAGCTC CGGAAGTTACCTTCTAGCTC
Irf3 AATTCCTCCCCTGGCTC CATGGGATCCTGAACTTTGT
Irf7 TTGGTTACACTATCTGTGGC CTACTGACCTCACCCAAGA
Hmgb1 CTCTGATGCAGCTTATACGA AAAAGACTAGCTTCCCCTTG
Il1ββ TGTCTGACCCATGTGAGCTG TTTGGGATCCACACTCTCCAG
Il6 ACTTCACAAGTCGGAGGCTT AATTGCCATTGCACAACTCTTTTC
Tnfαα CACGTCGTAGCAAACCAC TATGAAATGGCAAATCGGCT
Il10 CTGCAGGACTTTAAGGGTTA CCTTTGTCTTGGAGCTTATT
Il13 TGTAACCAAAAGGCCTCGGA TGGCCATAGCGGAAAAGTTG
Il4 CGGTGAACTGAGGAAACT TCAGTGTTGTGAGCGTGG
Gapdh GCCAGCCTCGTCTCATA GTGGGTAGAGTCATACTGGA

уровень мРНК TLR3. Уровень TLR4 мРНК повы-
шен только в передней доле. Уровень мРНК TLR7 
остался без статистически значимых изменений в 
обоих исследуемых отделах мозга (рис. 1). 

Анализ на содержание мРНК адаптерных бел-
ков (Myd88, Ticam) (рис. 2) и транскрипционных 

Рисунок 1. Содержание мРНК TLR в структурах 
головного мозга крысят на 8-е сутки неонатального 
развития (условные единицы, средние значения ± SEM)
Примечание. * – p ≤ 0,05 по отношению к группе ПВА); #  – 
p ≤ 0,05 по отношению к контролю.
Figure 1. TLR mRNA content in rat brain structures on the 8th day 
of neonatal development (conditional units, mean values ± SEM)
Note. *, p ≤ 0.05 vs control; #, p ≤ 0.05 vs PAE group.
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факторов (IRF1, IRF3, IRF7) (рис. 3), характер-
ных для TLR-сигнализации, позволил выявить 
повышение уровня экспрессии гена Myd88 в ви-
сочной доле и повышение экспрессии гена Ticam 
в височной доле. Экспрессия гена Irf3 была по-
вышена в обеих структурах мозга, тогда как экс-
прессия Irf1 и Irf7 осталась без статистически 
значимых изменений. 

Оценка содержания мРНК ряда про- (IL-1β, 
TNFα, IL-6) (рис. 4) и противовоспалительных 
цитокинов (TGF-β, IL-13, IL-10, IL-4) (рис.  5) 
позволила выявить значимые изменения в экс-
прессии многих генов цитокинов в исследуемых 
отделах мозга. Отмечен повышенный уровень 
экспрессии IL1β, Tnfα и Tgfβ в обоих отделах 
мозга, отмечается тенденция к повышению уров-
ня экспрессии IL6. При этом в передней доле 
мозга был дополнительно выявлен повышенный 
уровень экспрессии остальных противовоспали-
тельных генов IL13, IL10, IL4, тогда как в височ-
ной доле не обнаружено значимых изменений в 
экспрессии IL10 и IL4, а экспрессия гена IL13, 
напротив, снижена. 

HMGB1 – белок, опосредующий актива-
цию путей внутриклеточной TLR4 и TLR7-
сигнализации. В группе крысят с ПВА отмечает-
ся повышенный уровень экспрессии гена Hmgb1 
в передней доле головного мозга, отмечается тен-
денция к повышению в височной доле (рис. 6).
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Рисунок 2. Содержание мРНК адаптерных белков 
в структурах головного мозга крысят на 8-е сутки 
неонатального развития (условные единицы, средние 
значения ± SEM)
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 2. Adaptor protein mRNA content in rat brain structures 
on the 8th day of neonatal development (conditional units, mean 
values ± SEM)
Note. As for Figure 1.

Рисунок 3. Содержание мРНК транскрипционных 
факторов в структурах головного мозга крысят на 8-е 
сутки неонатального развития (условные единицы, 
средние значения ± SEM)
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 3. mRNA content of transcription factors in rat brain 
structures on the 8th day of neonatal development (conventional 
units, mean values ± SEM)
Note. As for Figure 1.
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Рисунок 4. Содержание мРНК провоспалительных 
цитокинов в структурах головного мозга крысят на 8-е 
сутки неонатального развития (условные единицы, 
средние значения ± SEM)
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 4. Proinflammatory cytokine mRNA content in rat brain 
structures on the 8th day of neonatal development (conditional 
units, mean values ± SEM)
Note. As for Figure 1.
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Рисунок 5. Содержание мРНК противовоспалительных 
цитокинов в структурах головного мозга крысят на 8-е 
сутки неонатального развития (условные единицы, 
средние значения ± SEM)
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 5. mRNA content of anti-inflammatory cytokines in 
rat brain structures on the 8th day of neonatal development 
(conventional units, mean values ± SEM)
Note. As for Figure 1.
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Рисунок 6. Содержание мРНК Hmgb1 в структурах 
головного мозга крысят на 8-е сутки неонатального 
развития (условные единицы, средние значения ± SEM)
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 6. Hmgb1 mRNA content in rat brain structures on  
the 8th day of neonatal development (conditional units, mean 
values ± SEM)
Note. As for Figure 1.

5, 18, 23, 27]. C помощью агонистов и антагони-
стов к TLR, а также генетических манипуляций 
несколькими группами исследователей был под-
твержден тот факт, что изменение активности 
TLR-сигнализации опосредуют развитие нейро-
воспалительных явлений в нервной ткани [7, 15, 
18, 22, 23, 42, 44, 47, 54]. В исследованиях как in 
vitro, так и in vivo было показано, что воздействие 
этанола вызывает сходные с агонистами TLR из-
менения в нервной ткани, ведущие к развитию 
нейровоспалительного процесса, который про-
является повышением уровня медиаторов вос-
паления [3, 23, 54], повышением реактивности 
нейроглиальных клеток в провоспалительном 
направлении [5, 27, 28, 29, 44, 53], развитием 
апоптотических процессов в клетках нервной 
ткани [5, 7, 27, 42], нарушением синаптогенеза и 
миелинизации аксонов [3, 17].

Имеются сведения, что все подтипы TLR 
экспрессируются в головном мозге, начиная с 
самых ранних стадий онтогенеза [6, 26]. Суще-
ствуют данные о наличии изменений в системе 
TLR-сигнализации в головном мозге потомства 
при некоторых пренатальных патологиях [8, 16, 
32, 41]. Мы предположили, что в развивающемся 
мозге ПВА может быть причиной долгосрочных 
изменений в системе TLR-сигнализации. Кроме 
того, в эксперименте на крысах было показано, 
что воздействие этанола в подростковом возрасте 
приводит к длительному увеличению уровня экс-
прессии белка и мРНК TLR4 и TLR3 в префрон-
тальной коре мозга крыс, сохраняясь при этом и 
во взрослом мозге. Повышенный уровень экс-
прессии TLR4 и TLR3 коррелировал в префрон-
тальной коре животных с развитием когнитив-
ных дисфункций при исследовании процессов 
обучения и памяти с помощью теста Барнс [51]. 

Выполненное нами моделирование ПВА по-
зволило получить данные о том, что существуют 
изменения в экспрессии генов Tlr3 и Tlr4 на 8-е 
сутки постнатального развития в передней и ви-
сочной долях головного мозга. Такие результаты 
стали подтверждением нашего предположения о 
возможных долгосрочных изменениях в экспрес-
сии генов системы TLR в развивающемся мозге 
с ПВА. Нами не выявлено изменений в экспрес-
сии гена Tlr7 в головном мозге крысят с ПВА. 
Возможно, система TLR7 более устойчива к ПВА 
или изменения в экспрессии гена носят менее 
длительный характер.

Выполненные инъекции Rif в нашем экс-
перименте понизили уровень экспрессии Tlr3 и 
Tlr4 в группе крысят с ПВА до уровня контроль-
ных значений. Данное соединение нами было 
выбрано на основании того, что на разных мо-
делях нейровоспаления было показано, что Rif 
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Влияние рифампицина (Rif) на уровень экспрес-
сии генов TLR-cигнальных путей в структурах го-
ловного мозга крысят с ПВА

Выполненные инъекции Rif (50 мг/кг) с 1-го 
по 7-й дни постнатального развития вызвали 
снижение уровня экспрессии генов Tlr3 и Tlr4 
как в передней, так и в височной долях мозга до 
уровня контрольных значений. Рифампицин не 
оказал значимого влияния на экспрессию генов 
Myd88, Ticam, Irf1 и Irf7, при этом экспрессия 
гена транскрипционного фактора Irf3 была скор-
ректирована инъекциями рифампицина до уров-
ня контроля, однако лишь в передней доле мозга 
крысят. 

Кроме того, в группе крысят с Rif была отме-
чена нормализация уровня экспрессии гена IL1β 
в обоих отделах мозга, а также содержание мРНК 
HMGB1 до уровня контрольных значений. По-
вышенный уровень экспрессии Tnfα удалось 
скорректировать лишь в лобной доле, а на экс-
прессию гена IL6 Rif оказал влияние лишь в ви-
сочной доле мозга. На уровень экспрессии генов 
противовоспалительных цитокинов рифампи-
цин в нашем эксперименте не оказал значимых 
корректирующих эффектов. 

Обсуждение
Поступление алкоголя в организм вызы-

вает различные изменения в системе TLR-
сигнализации в структурах головного мозга [3, 4, 
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способен снижать уровень провоспалительных 
цитокинов, содержание β-амилоида в модели бо-
лезни Альцгеймера, α-синуклеина в модели бо-
лезни Паркинсона. Есть исследования, показы-
вающие улучшение процесса аутофагии у мышей 
в гиппокампе при воздействии Rif [6]. На модели 
демиелинизации мозолистого тела было показа-
но, что при введении мышам Rif регистрируется 
снижение экспрессии маркеров апоптотических 
событий, а также снижение активности каспаз 
3 и 12 [57], а предварительное введение Rif по-
давляло индуцированную литий-пилокарпином 
нейродегенерацию гиппокампа [8]. На культуре 
микроглиальных клеток были получены сведения 
о конкуренции Rif и липополисахарида за связы-
вание с белком MD2 (англ. Myeloid Differentiation 
factor 2) [55]. Белок MD2 необходим для связыва-
ния лиганда TLR4 с последующим проведением 
сигнала. Rif, связываясь с данным белком, спо-
собствовал угнетению сигналинга LPS-CD14-
MD2-TLR4-NF-kB в эксперименте, и, как след-
ствие, отмечалось снижение проведение сигнала 
через NF-kB и экспрессии генов воспаления [55].

Показано, что нейроны и клетки глии секрети-
руют белок HMGB1 во время активации рецепто-
ров глутамата [34], а поступление этанола может 
сопровождаться эксайтотоксическим эффектом 
глутамата [9]. Во внеклеточном пространстве 
HMGB1 способен активировать TLR2, TLR4, 
TLR5 и TLR7, что служит причиной активации 
соответствующих этим рецепторам путей вну-
триклеточной сигнализации [2, 12]. Выполнен-
ное нами исследование показало, что экспрессия 
Hmgb1 в группе крысят с ПВА была повышена в 
передней доле мозга крысят на 8-е сутки пост-
натального развития. Инъекции Rif понизили 
экспрессию Hmgb1 до уровня контрольных зна-
чений. 

Экспрессия генов Myd88 и Ticam имела раз-
нонаправленные изменения среди исследуе-
мых структур мозга крысят с ПВА – повышение 
Ticam в передней доле, а Myd88 в височной доле. 
Уровень экспрессии гена Irf3 повышен в группе 
с ПВА в передней доле и височной доле мозга 
крысят. При этом в группе крысят с инъекция-
ми Rif экспрессия Irf3 была снижена до уровня 
контрольных значений. Инъекции Rif на оказали 
значимого влияния на экспрессию Ticam, Myd88, 
Irf1 и Irf7.

Результаты нашего исследования показали 
повышенный уровень экспрессии провоспали-
тельных генов IL1β и Tnfα в мозге крысят с ПВА, 
имеется тенденция к повышению в экспрессии 
гена IL6. Инъекции Rif снизили уровень IL1β до 
уровня контрольных значений, экспрессия Tnfα 

была скорректирована рифампицином только в 
передней доле мозга. 

Изменения в экспрессии генов цитокинов 
могут послужить одной из причин, влекущих к 
нарушениям протекания нормально хода нейро-
генеза в головном мозге потомства с ПВА в не-
онатальном периоде развития, в которые проис-
ходят ключевые события нейрогенеза в наиболее 
филогенетически молодых структурах головного 
мозга, в частности в коре мозга. 

В одном из исследований сообщается о повы-
шении содержания белков TRIF, TNFα и IL-1β в 
гиппокампе крыс после ПВА [44]. В мозге чело-
веческих эмбрионов с ПВА (12,2-21,4 недели бе-
ременности) экспрессия мРНК цитокина TNFα 
и нескольких других провоспалительных хемоки-
нов также была повышена [20]. Таким образом, из 
полученных нами результатов и из данных других 
исследователей можно заключить, что состояние 
экспрессии генов провоспалительных цитокинов 
подвержено длительным изменениям после ПВА 
в развивающемся мозге, однако молекулярные 
причины, инициирующие эти события, а также и 
последствия таких изменений еще простоит ис-
следовать.

Интересным для нас результатом исследова-
ния было и то, что в мозге крысят с ПВА на 8-е 
сутки развития отмечаются разнонаправленные 
изменения в экспрессии генов противовоспали-
тельных цитокинов – отмечается повышенный 
уровень экспрессии Tgfβ, IL13, IL10 и IL4 в пе-
редней доле мозга крысят, в височной доле повы-
шен уровень Tgfβ и понижен уровень IL13. 

В литературе имеются сведения о повышен-
ном уровне IL-10 у детей с задержкой нервного 
развития после перенесенного ПВА [13]. Сооб-
щается, что IL-10 экспрессируется в мозговой 
ткани плода уже в первом триместре [38] и повы-
шен при нормальной, неосложненной беремен-
ности [24], что предполагает важное участие бел-
ка в эмбриогенезе. 

В работе на генетически модифицированных 
макрофагах, гиперэкспрессирующих IL-10, сни-
жался индуцированный антигеном темп роста 
провоспалительных цитокинов TNFα, IL-1β, 
IL-6 в мозге плода [36]. Кроме того, пренаталь-
ное воздействие антигена поли(I:C), экзогенного 
агониста TLR3, приводило к нарушению поведе-
ния у потомства, однако эти эффекты предотвра-
щены у потомства, которые гиперэкспрессиро-
вали IL-10 [36, 49]. Сообщается, что в головном 
мозге микроглия экспрессирует низкие уровни 
IL-4 и IL-13 базально, но индукция цитокинов 
может вызываться при ряде состояний [46, 58]. 
Есть сведения, что рецептор к IL-13 расположен 
на дофаминергических нейронах, и гиперакти-
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вация этого рецептора была связана с потерей 
дофаминергических клеток [37], что побудило 
к исследованиям влияния воздействия алкого-
ля на систему IL-13 из-за важности дофамина в 
развитии патологических изменений в мозге по-
сле употребления алкоголя. Внутриклеточные 
молекулярные пути этих цитокинов приводят к 
активации транскрипционного фактора STAT6, 
который связан с экспрессией цитокинов IL-10 
и TGF-β, которые сами по себе играют ключе-
вую роль в нейропротекции, в обучении и памя-
ти [14, 21, 31, 52]. Наблюдения in vitro показали, 
что этанол увенчивал содержание IL-4 и IL-13 и 
их рецепторов на микроглии BV2 только в при-
сутствии нейрональной культуры SH-SY5Y. Та-
ким образом, по всей видимости, для индукции 
данных цитокинов необходимо присутствие не-
скольких типов клеток нейрональной ткани. Есть 
предположения, что в мозге эти цитокины могут 
ингибировать экспрессию провоспалительных 
цитокинов, а в работе на нейрональной культу-
ре показано, что как IL-4, так и IL-13 не только 
уменьшают экспрессию IL-1β и TNFα, но и ин-
гибируют индукцию этих цитокинов, вызванную 
добавлением этанола. Авторы работы сообщают, 
что IL-4 и IL-13, зависимым от STAT6 способом, 
активируют экспрессию TGF-β и IL-10, а повы-
шение этих ключевых противовоспалительных 
цитокинов может объяснять причину снижения 
в последующем уровня провоспалительных ци-
токинов [28]. Кроме того, было показано, что 
IL-13 подавляет инфильтрацию воспалительных 
клеток и потерю аксонов [40]. Внутривенно вво-
димый IL-13 мышам в модели ишемии головного 
мозга изменял состояние активации микроглии 
в сторону противовоспалительного фенотипа 
и обеспечивал активацию нейропротекторных 
путей. Так, например, наблюдали повышение 
уровня противовоспалительного цитокина IL-10 
в плазме, однако IL-13 не смог изменить уровни 
основных провоспалительных молекул, таких как 
TNFα и IFNβ как в ЦНС, так и на периферии. Ис-
следователи объясняют полученные наблюдения 
тем, что IL-13 не ингибирует провоспалитель-
ные медиаторы, а скорее индуцирует экспрессию 
молекул, связанных с иммунным ответом 2-го 
типа [33]. Таким образом, IL-13 может контроли-
ровать пути развития нейровоспаления, что мо-
жет приводить к повышению выживаемости ней-
ронов [46]. Однако есть данные наблюдения, где 
вызванная введением липополисахарида (ЛПС) 
индукция экспрессии IL-13 в микроглии спо-
собствовала нейродегенерации в полосатом теле 
мозга у крыс. Исследователи с целью изучения 
потенциальной роли IL-13 вводили ЛПС в по-
лосатое тело мозга крысы. Через семь дней после 

инъекции ЛПС наблюдалась значительная поте-
ря нейронов и активация микроглии в полосатом 
теле, при этом в микроглии повышалась имму-
нореактивность IL-13 уже через 3 дня и сохраня-
лась до 7 дней после инъекции ЛПС. Оценка им-
мунореактивности GFAP (маркер астроглии) и 
степени проницаемости гематоэнцефалического 
барьера (ГЭБ) показали снижение числа астро-
цитов и нарушение проницаемости ГЭБ. Введе-
ние антител, нейтрализующих IL-13, защищало 
от нейротоксичности in vivo, вызванной ЛПС, 
уменьшалась потеря астроцитов и повреждение 
ГЭБ [25]. 

Таким образом, наблюдаемое нами повыше-
ние экспрессии ряда генов противовоспалитель-
ных цитокинов могут свидетельствовать о повы-
шенной активности противовоспалительных/
нейропротекторных путей в мозге у крысят с 
ПВА. Весьма вероятно, что вызванная ПВА по-
вышенная активность путей нейровоспаления, 
вероятно, инициирует в дальнейшем активацию 
генов противовоспалительных  /  нейропротек-
торных путей, что, по всей видимости, мы на-
блюдаем на 8-е сутки постнатального развития, 
однако существует интерес в понимании того, ка-
кой вклад может вносить повышение экспрессии 
про- и противовоспалительных цитокинов в ход 
нейрогенеза. Вполне вероятно, что как повышен-
ный уровень экспрессии провоспалительных, так 
и повышенный уровень экспрессии противовос-
палительных/нейропротекторных механизмов 
могут оказывать неблагоприятные воздействия 
на нормальный ход нейрогенеза у потомства, что 
в дальнейшем может послужить к развитию ког-
нитивных и прочих нарушений, ассоциирован-
ных с формированием расстройств ФАСН.

Выполненные нами инъекции Rif привели к 
достоверному снижению уровня мРНК ключе-
вых провоспалительных цитокинов TNFα, IL-1β 
и IL-16, хотя и разнонаправленно среди исследуе-
мых структур мозга. Вероятно, там, где инъекции 
Rif не оказали значимого влияния, может быть 
связь с тем, вводимых нами дозировок Rif было 
недостаточно для устранения всех вызванных 
изменений в экспрессии генов цитокинов, или 
преобладание в активном состоянии иных вну-
триклеточных патофизиологических механизмов  
разнонаправленно среди исследуемых структур. 

Заключение
Выполненное нами исследование позволило 

получить новые данные о состоянии экспрессии 
генов системы TLR-сигнализации в головном 
мозге крыс на 8-е сутки постнатального развития 
с пренатальным воздействием алкоголя. Кроме 
того, в задачи исследования входило оценить вли-
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яния Rif на систему TLR в развивающемся мозге 
с ПВА. Результаты эксперимента показали спо-
собность Rif корректировать наблюдаемые дол-
госрочные патологические изменения в системе 
TLR. Представляется интересным изучение в 
будущем дозозависимого эффекта, а также ис-
следование выявленных изменений белковыми 
методами. Кроме того, представляется важным в 
будущем изучение системы TLR-сигнализации в 

других структурах мозга с ПВА, а также на разных 
сроках постнатального развития в онтогенезе. 

Соблюдение этических стандартов
Используемые методы в работе были одобре-

ны Этическим комитетом по уходу и использо-
ванию животных Института экспериментальной 
медицины (протокол № 21/5 заседания локаль-
ного этического комитета при ФГБНУ «ИЭМ» от 
26.02.2015).
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ГЕН-ГЕННЫЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ ЦИТОКИНОВ 
И С-РЕАКТИВНОГО БЕЛКА ПРИ ПСОРИАЗЕ У ЖИТЕЛЕЙ 
КЕМЕРОВСКОЙ ОБЛАСТИ
Романова Е.Л.1, Шабалдин А.В.1, Белов Е.Г.2, Стрига Л.В.2,  
Яковлева А.А.1, Шевченко Е.А.2, Шабалдина Е.В.3
1 ФГБОУ ВО «Кемеровский государственный университет», г. Кемерово, Россия  
2 ГБУЗ «Кузбасский клинический кожно-венерологический диспансер», г. Кемерово, Россия  
3 ФГБОУ ВО «Кемеровский государственный медицинский университет», г. Кемерово, Россия

Резюме. Псориаз является наиболее распространенным воспалительным заболеванием кожи, ко-
торым страдает в среднем 2-4% населения Земли. Согласно современным представлениям, псори-
аз является мультифакториальным заболеванием, возникающим у генетически предрасположенных 
лиц под воздействием различных факторов окружающей среды, которые запускают нарушение им-
мунного ответа с серией сложных воспалительных каскадов. Заболевание инициируется и поддер-
живается взаимным взаимодействием клеток врожденного и адаптивного иммунитета, прежде всего 
дендритных клеток, Т-лимфоцитов и кератиноцитов, ведущая роль которых на разных стадиях за-
болевания чередуется и заключается в основном в IL-23/Th17-пути. На сегодняшний день описано 
множество полиморфизмов генов (SNP), связанных с развитием псориаза. Для понимания патофи-
зиологии псориаза, как сложного аутовоспалительного заболевания, представляется интересным 
изучение межгенных взаимодействий полиморфных вариантов генов цитокинов и С-реактивного 
белка в отношении риска развития псориаза. Цель работы – изучить межгенные взаимодействия по-
лиморфных вариантов генов IL1β (rs16944), IL6 (rs1554606), IL8 (rs2227306), IL10 (rs1800896), TNFα 
(rs361525), СRP (rs1205) связанных с риском развития псориаза у жителей Кемеровской области. Об-
следовано 175 пациентов с обыкновенным папулезно-бляшечным псориазом, с прогрессирующим 
течением в средней степени тяжести. Контрольная группа (n = 155) сформирована из условно-здо-
ровых доноров того же возрастного интервала. Генотипирование осуществляли с помощью метода 
ПЦР с использованием TaqMan зондов (Thermo Fisher Scientific, США) на детектирующем амплифи-
каторе ViiATM 7 Real-Time PCR System (Life Technologies, США) следующих полиморфных вариантов 
генов: IL1β (rs16944), IL6 (rs1554606), IL8 (rs2227306), IL10 (rs1800896), TNFα (rs361525), СRP (rs1205). 
Анализ межгенных взаимодействий осуществляли при помощи метода сокращения многофактор-
ной размерности (Multifactor Dimensionality Reduction, MDR). Установлено, что детерминирование 
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обыкновенного папулезно-бляшечного псориаза связано как с отдельными полиморфными вариан-
тами генов цитокинов и С-реактивного белка, так и ген-генными взаимодействиями. Для отдельных 
полиморфных вариантов генов сила (% энтропии) ассоциации с обыкновенным папулезно-бляшеч-
ным псориазом была следующая: TNFα_rs361525 (16,99% энтропии), IL1β_rs16944 (6,40% энтропии), 
CRP_rs1205 (2,55% энтропии), IL6_rs1554606 (1,11% энтропии), IL10_rs1800896 (0,57% энтропии), 
IL8_rs2227306 (0,30% энтропии). Выявлено, что выраженным синергизмом обладали IL6 (rs1554606) 
и IL8 (rs2227306); умеренным синергизмом CRP (rs1205) и IL10 (rs1800896) и выраженным антагониз-
мом IL1β (rs16944) и TNFα (rs361525).

Ключевые слова: псориаз, IL1β (rs16944), IL6 (rs1554606), IL8 (rs2227306), IL10 (rs1800896), TNFα (rs361525), 
СRP (rs1205), метод сокращения многофакторной размерности

GENE-GENE INTERACTIONS OF CYTOKINES AND 
C-REACTIVE PROTEIN IN PSORIASIS IN RESIDENTS 
OF KEMEROVO REGION 
Romanova E.L.a, Shabaldin A.V.a, Belov E.G.b, Striga L.V.b, 
Yakovleva A.A.a, Shevchenko E.A.b, Shabaldina E.V.c
a Kemerovo State University, Kemerovo, Russian Federation  
b Kuzbass Clinical Skin and Venereological Dispensary, Kemerovo, Russian Federation  
c Kemerovo State Medical University, Kemerovo, Russian Federation

Abstract. Psoriasis is the most common inflammatory skin disease, affecting on average 2-4% of the world’s 
population. Currently, psoriasis is considered a multifactorial disease occurring in genetically predisposed 
individuals under the influence of various environmental factors that trigger a disrupted immune response via 
complex inflammatory cascades. The disease is initiated and maintained by the mutual interaction of cells of 
innate and adaptive immunity, primarily, dendritic cells, T lymphocytes and keratinocytes. Their leading role 
may alternate at different stages of the disease and proceeds, mainly, at the IL-23/Th17 pathway. To date, many 
gene polymorphisms (SNPs) associated with the development of psoriasis have been described. To understand 
the pathophysiology of psoriasis as a complex autoinflammatory disease, it seems interesting to study the 
intergenic interactions between polymorphic gene variants of cytokines and C-reactive protein related to the 
risk of psoriasis development. The aim of our study was to investigate intergenic interactions of polymorphic 
variants of IL1β (rs16944), IL6 (rs1554606), IL8 (rs2227306), IL10 (rs1800896), TNFα (rs361525), CRP 
(rs1205) genes associated with altered risk of psoriasis development among the Kemerovo Region residents. 
We examined 175 patients with ordinary papular plaque psoriasis of moderate severity, with progressive course 
of the disorder. The control group (n = 155) was recruited from conditionally healthy, age-matched donors. 
Genotyping was performed by PCR using TaqMan probes (Thermo Fisher Scientific, USA), by means of the 
detection amplifier ViiATM 7 Real-Time PCR System (Life Technologies, USA), for the following polymorphic 
variants of genes: IL1β (rs16944), IL6 (rs1554606), IL8 (rs2227306), IL10 (rs1800896), TNFα (rs361525), 
CRP (rs1205). Intergenic interactions were analyzed using Multifactor Dimensionality Reduction (MDR). 
The common papulosis-plaque psoriasis was found to be associated with individual polymorphic variants of 
cytokine and CRP genes as well as with gene-gene interactions. Concerning individual polymorphic gene 
variants, the association strength (% entropy) with common papulosis-plaque psoriasis was as follows: TNFα_
rs361525 (16.99% entropy), IL1β_rs16944 (6.40% entropy), CRP_rs1205 (2.55% entropy), IL6_rs1554606 
(1.11% entropy), IL10_rs1800896 (0.57% entropy), IL8_rs2227306 (0.30% entropy). We have found that IL6 
(rs1554606) and IL8 (rs2227306) showed marked synergism, as well as moderate synergism of CRP (rs1205) 
and IL10 (rs1800896), and pronounced antagonism of IL1β (rs16944) and TNFα (rs361525).

Keywords: psoriasis, IL1β (rs16944), IL6 (rs1554606), IL8 (rs2227306), IL10 (rs1800896), TNFα (rs361525), CRP (rs1205), 
Multifactor Dimensionality Reduction
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Ген-генные взаимодействия
Gene-gene interactions in psoriasis2025, Vol. 27,  1

2025, Т. 27, № 1

Введение
Псориаз – распространенное воспалительное 

заболевание кожи, характеризующееся аномаль-
ной пролиферацией эпидермальных кератино-
цитов и массивной инфильтрацией воспалитель-
ными клетками [36]. Псориаз является наиболее 
распространенным воспалительным заболевани-
ем кожи, которым страдает в среднем 2-4% насе-
ления Земли. Согласно современным представ-
лениям, псориаз является мультифакториальным 
заболеванием, возникающим у генетически 
предрасположенных лиц под воздействием раз-
личных факторов окружающей среды, которые 
запускают нарушение иммунного ответа с серией 
сложных воспалительных каскадов. Заболевание 
инициируется и поддерживается взаимным взаи-
модействием клеток врожденного и адаптивного 
иммунитета, прежде всего дендритных клеток, 
Т-лимфоцитов и кератиноцитов, ведущая роль 
которых на разных стадиях заболевания чере-
дуется и заключается в основном в IL-23/Th17-
пути. Воспалительные явления приводят к по-
следующим изменениям эпидермиса и дермы и 
эволюции характерного псориатического фено-
типа соответственно [34].

На сегодняшний день описано множество 
полиморфизмов генов (SNP), связанных с раз-
витием псориаза, в частности: SNP rs28947206, 
rs28947207 и rs28947211 в гене L36G [33]; SNP 
rs30187 и rs27524 в гене ERAP1 [37]; SNP rs763780 
в гене IL-17F и rs4819554 в гене IL-17RA [26]; 
SNP rs361525 и rs1799724 в гене TNFα [28]; SNP 
rs2066965 и rs34367357 в гене CARD14 [32] и др.

Выявление полиморфизмов и факторов окру-
жающей среды, ассоциированных с распростра-
ненными сложными заболеваниями, является 
сложной задачей. Отчасти это связано с тем, что 
эффект одной генетической вариации может за-
висеть от других генетических вариаций (ген-
генное взаимодействие или эпистаз) и факторов 
окружающей среды (генно-средовое взаимо-
действие). Выявление и характеристика взаимо-
действий между многочисленными факторами 
представляет собой как статистическую, так и 
вычислительную задачу. Для решения этой про-
блемы используют метод сокращения многофак-
торной размерности (MDR), позволяющий сво-
рачивать высокоразмерные генетические данные 
в одно измерение, что дает возможность выяв-
лять взаимодействия на относительно небольших 
выборках [18, 25]. С помощью многократных 
перекрестных пересчетов исходных первичных 
данных выбирается оптимальная модель межген-
ного взаимодействия, с наибольшей точностью 
и, соответственно, с наименьшей ошибкой пред-
сказывающая наличие или отсутствие предрас-
положенности к изучаемой патологии [8].

Для понимания патофизиологии псориаза, 
как сложного заболевания представляется ин-
тересным изучение межгенных взаимодействий 
полиморфных вариантов генов цитокинов и 
С-реактивного белка в отношении риска разви-
тия псориаза.

Цель работы – изучить межгенные взаимо-
действия полиморфных вариантов генов IL1β 
(rs16944), IL6 (rs1554606), IL8 (rs2227306), IL10 
(rs1800896), TNFα (rs361525), СRP (rs1205) свя-
занных с риском развития псориаза у жителей 
Кемеровской области.

Материалы и методы
Для выполнения поставленной цели было 

обследовано 175 пациентов с обыкновенным 
папулезно-бляшечным псориазом, с прогресси-
рующим течением, в средней степени тяжести, 
с обязательным поражением волосистой части 
головы, находящихся на лечении в отделении 
Кузбасского клинического кожно-венерологи-
ческого диспансера. Средний возраст пациентов 
составил 46,15±3,85 года, из них было 105 муж-
чин и 70 женщин. Весенне-осенняя форма на-
блюдалась у 103 пациентов. Впервые выявлен-
ный псориаз был у 43 пациентов. Постоянная 
персиситирующая форма диагностировалась у 
29 пациентов. Поражение суставов выявлено у 
37 пациентов. У всех пациентов было получено 
информированное согласие на участие в иссле-
довании генетических особенностей псориаза и 
коморбидных состояний.

Контрольная группа (n = 155) была сформи-
рована из условно-здоровых доноров того же воз-
растного интервала (средний возраст был равен 
41,4±2,9 года), с соответствующим соотношени-
ем мужчин и женщин (98 мужчин и 57 женщин).

Молекулярно-генетическое исследование
В качестве материала использована геномная 

ДНК, выделенная из лейкоцитов перифериче-
ской крови. Выделение геномной ДНК произво-
дили методом фенол-хлороформной экстракции 
по стандартному протоколу. У всех участников 
исследования (опытная и контрольная группы) 
проводился забор крови из локтевой вены в про-
бирку, содержащую этилендиаминтетрауксус-
ную кислоту (ЭДТА, Becton Dickinson Vacutainer, 
США). Далее кровь аликвотировали по 700 мкл 
в пробирки 1,5 мл типа «Эппендорф» (Axygen, 
США) с плотно закрывающимися крышками. 
Все образцы биологического материала марки-
ровали соответствующим образом и хранили при 
-80  °С до даты проведения исследования. Кон-
центрацию выделенной ДНК измеряли на спек-
трофотометре NanoDrop ND-2000C (Thermo, 
США). Выбор однонуклеотидных полиморфных 
сайтов для молекулярно-генетического типиро-
вания был обусловлен локализацией в генах по-
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лиморфных участков. Для однонуклеотидных 
замен (SNP) распространенность минорного ал-
леля полиморфного сайта в популяции, по дан-
ным HapMap, была не более 5%. По открытым на-
учным данным для выбранных SNP оценивались 
предполагаемые или доказанные последствия на 
молекулярном уровне в детерминировании вос-
палительного ответа. Всего отобрано шесть по-
лиморфных вариантов генов, представленных в 
таблице 1.

Генотипирование осуществляли с помощью 
метода ПЦР с использованием TaqMan зондов 
(Thermo Fisher Scientific, США) на детектиру-
ющем амплификаторе ViiATM 7 Real-Time PCR 
System (Life Technologies, США). Достоверность 
полученных данных оценивалась посредством 
повторного генотипирования 10% образцов из 
общей выборки. Воспроизводимость результатов 
составила 100.

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили при помощи следующих 
программ: SNPstats (http://bioinfo. iconcologia.
net/SNPstats) для проверки соответствия наблю-
даемых частот генотипов равновесному распре-
делению Харди–Вайнберга и для поиска ассоци-
аций однонуклеотидных вариантов с псориазом.

Анализ межгенных взаимодействий осу-
ществляли при помощи метода сокращения 
многофакторной размерности (Multifactor Di-
men sionality Reduction, MDR) с использовани-
ем программного обеспечения MDR (http://
sourceforge.net/projects/mdr). MDR – это непара-
метрический статистический метод обнаружения 
и характеристики нелинейных взаимодействий. 
Основная идея метода заключается в уменьше-
нии размерности мультилокусной информации 
путем объединения мультилокусных генотипов в 
группы с высоким и низким риском, что позво-

ляет свести их к одномерной переменной. Для 
оценки способности классифицировать и про-
гнозировать состояние заболевания использует-
ся перекрестная валидация (CV) и пермутацион-
ное тестирование. Для CV данные разбиваются 
на k примерно одинаковых по размеру частей. 
Модели MDR разрабатываются для каждого из 
возможных k – 1/k индивидуумов (обучающие 
наборы) и используются на каждом из оставших-
ся 1/k индивидуумов (тестирующие наборы) для 
прогнозирования состояния заболевания [16]. 
В результате MDR анализа выявляются наилуч-
шие модели для 2n, 3n, 4n и т. д. сочетаний SNP, 
имеющие наибольший показатель согласован-
ности (CVC) и наименьшую ошибку предсказа-
ния (наибольшую точность предсказания моде-
ли). Модель считается валидированной, если ее 
согласованность свыше или равна 9/10 [4].

MDR анализ был выполнен для всей основной 
группы в сравнении с контролем. Различия счи-
тались статистически значимыми при p < 0,05.

Результаты
На первом этапе исследования был проведен 

анализ выборки на ее соответствие распределе-
нию Харди–Вайнберга. Данный анализ показал 
отсутствие значимых отклонений частот наблю-
даемых генотипов от ожидаемых, рассчитанных 
по формуле a2 + 2ab + b2 = 1. Соответственно, 
дальнейшее сравнение частот аллелей и геноти-
пов исследуемых полиморфизмов основной и 
контрольной групп было правомочно. 

При помощи программы MDR (Multifactor 
Dimensionality Reduction) была проведена оценка 
SNP*SNP взаимодействия полиморфных вари-
антов генов цитокинов и С-реактивного белка с 
псориазом в целом без разделения на группы. Ха-

ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА ПОЛИМОРФНЫХ ВАРИАНТОВ ИССЛЕДУЕМЫХ ГЕНОВ
TABLE 1. CHARACTERIZATION OF POLYMORPHIC VARIANTS OF THE STUDIED GENES

Ген
Gene

Название
кодируемого белка

Name encoded protein

Полиморфный
вариант

Polymorphic
variant

Хромосомная
позиция

Chromosomal
position

Частота минорного
аллеля 

Frequency of the minor
allele (MAF)*

IL1ββ Interleukin-1 beta rs16944 chr2:112837290 G = 0,490615
TNFαα Tumor necrosis factor rs361525 chr6:31575324 A = 0,060903
IL10 Interleukin-10 rs1800896 chr1:206773552 C = 0,272165
IL8 Interleukin-8 rs2227306 chr4:73741338 T = 0,259385
IL6 Interleukin-6 rs1554606 chr7:22729088 T = 0,249401
CRP C-reactive protein rs 1205 chr1:159712443 T = 0,338259

Примечание. * – SNPedia [Электронный ресурс]. Режим доступа: https://www.snpedia.com/index.php/Rs; 
dbSNP [Электронный ресурс] // National Library of Medicine. Режим доступа: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp.

Note. *, SNPedia [Electronic resource]. Available at: https://www.snpedia.com/index.php/Rs; dbSNP [Electronic resource] // 
National Library of Medicine. Available at: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp.
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рактер межгенных взаимодействий (синергизм, 
антагонизм и аддитивные взаимодействия) пред-
ставлен на рисунках 1 и 2.

Из рисунка 1 видно, что детерминирование 
псориаза связано с двумя кластерами межжген-
ных взаимодействий. Первый кластер связан с 
выраженным синергизмом двух полиморфных 
вариантов: это IL6 (rs1554606) и IL8 (rs2227306), 
т. е. сочетание любых генотипов этих полимор-
физмов (гомозиготный дикий, гетерозиготный, 
гомозиготный мутантный) детерминируют фор-
мирование обыкновенного папулезно-бляшеч-
ного псориаза. Второй кластер был связан с 
умеренным синергизмом CRP (rs 1205) и IL10 
(rs1800896). В данном случае сочетание мажор-
ных (диких) гомозиготных генотипов в большей 
степени влияют на манифестацию этой формы 
псориаза. В то же время эти два сочетания на-
ходятся достаточно далеко друг от друга, хотя и 
связаны между собой аддитивными взаимодей-
ствиями, т. е. гетерозиготы этих полиморфных 
вариантов генов не влияют на формирование 
псориаза, а гомозиготы как по дикому или му-
тантному типам оказывают доминирующее вли-
яние на проявление фенотипа (развитие псори-
аза). В центре этой дендограммы находятся два 
полиморфных варианта гена это IL1β (rs16944) и 
TNFα (rs361525), которые между собой находят-
ся в выраженном антагонизме, т. е. любое соче-
тание генотипов этих полиморфизмов является 
протективным в отношении развития псориаза. 
Умеренно синергичный кластер CRP (rs1205) с 
IL10 (rs1800896) связан умеренным антагониз-
мом с выраженно антагонистическим кластером 
IL1β (rs16944) и TNFα (rs361525). Именно такие 
взаимодействия полиморфных вариантов геном 
детерминируют обыкновенный папулезно-бля-
шечный псориаз.

На рисунке 2 эти взаимодействия представ-
лены в виде круговых (сетевых) взаимосвязей с 
оценкой их силы и направленности в % энтро-
пии. В данном контексте % энтропии указывал 
на силу связи отдельных полиморфных вариан-
тов генов с псориазом, а знак перед показателя-
ми обозначал предикторные или протекторные 
свойства полиморфизма или межгенной связи. 
Соответственно, из рисунка видно, что выра-
женными предикторными свойствами обладал 
полиморфный вариант гена TNFα (rs361525), 
для которого сила связи достигала 16,99% эн-
тропии, а вторым по силе связи с псориазом был 
полиморфный вариант гена IL1β (rs16944) с ве-
личиной 6,40% энтропии. Сопоставимой с этим 
отдельным влиянием была синергичная межген-
ная связь IL6 (rs1554606) и IL8 (rs2227306) равная 
5,47% энтропии. Протекторные характеристики 
антагонистической связи IL1β (rs16944) и TNFα 
(rs361525) были очень выраженными и равнялись 
8,34% энтропии.

Рисунок 1. Дендрограмма взаимодействий 
полиморфных локусов генов цитокинов 
и С-реактивного белка (CRP)
Примечание. Направленность взаимодействий между генами-
кандидатами при формировании фенотипа обозначаются 
линиями разного цвета: красного – выраженный синергизм, 
оранжевого – умеренный синергизм, синего – выраженный 
антагонизм, зеленого – умеренный антагонизм, коричневого – 
аддитивное взаимодействие. 
Figure 1. Dendrogram of interactions between polymorphic loci 
of cytokine and CRP genes 
Note. The directionality of interactions between candidate genes 
during phenotype formation is indicated by lines of different colors: red, 
pronounced synergy; orange, moderate synergy; blue, pronounced 
antagonism; green, moderate antagonism; brown, additive interaction.

Рисунок 2. Граф взаимодействий полиморфных 
локусов генов цитокинов и С-реактивного белка (CRP)
Примечание. См. примечание к рисунку 1. Сила 
и направленность взаимодействий представлены в % 
энтропии.
Figure 2. Graph of interactions between polymorphic loci 
of cytokine and CRP genes 
Note. As for Figure 1. The strength and directionality of interactions are 
presented in % entropy.
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В целом эта сеть межгенных взаимодействий 
укладывается в модель генной регуляторной сети 
детерминирования обыкновенного папулезно-
бляшечного псориаза, эффективность которой 
представлена в таблице 2. 

Из таблицы 2 видно, что модель обладает вы-
сокой тренировочной сбалансированной точ-
ностью, чувствительностью, специфичностью, 
повторяемостью и значимой точностью модели 
(p = 0,03). 

Особенности детерминирования обыкновен-
ного папулезно-бляшечного псориаза через взаи-
модействия изученных полиморфных вариантов 
генов представлено в обсуждении.

Обсуждение
В научных публикациях уделяется большое 

внимание вопросу о роли полиморфных вариан-
тов генов, как факторов риска развития заболе-
ваний, в том числе с позиции их взаимодействия.

В проведенном исследовании высокой силой 
(% энтропии) в детерминировании обыкновен-
ного папулезно-бляшечного псориаза обладал 
полиморфный вариант гена TNFα (rs361525), 
что является не случайной находкой. Так, в боль-
шинстве исследований обсуждается связь поли-
морфных вариантов генов TNFα, с генетической 
предрасположенностью к псориазу, а также их 
влияние на различные аспекты течения болезни. 
M.M. Hagag и соавт. изучали частоты генотипов и 
распределение аллелей гена TNFα -238 (rs361525) 
у пациентов и лиц контрольной группы. Ими 
установлено, что гетерозиготный генотип TNFα 
-238 G/A (rs 361525) достоверно чаще встречал-
ся у пациентов по сравнению с контролем [17]. 
Akcılar R. и соавт. установили связь гомозиготно-
го минорного генотипа полиморфного варианта 
гена TNFα -238G>A (rs361525) с повышенной ча-

стотой развития псориаза. Также ими выявлено, 
что у больных псориазом частота встречаемости 
аллеля А и генотипа АА была выше, чем в кон-
трольной группе, и псориаз был связан с геноти-
пом АА (OR = 4,25; 95% CI = 1,37-13,1; p = 0,008) 
и аллелем А (OR = 1,55; 95% CI = 1,01-2,34; 
p = 0,04). У пациентов с семейным анамнезом 
псориаза наблюдалось увеличение частоты гено-
типа AA по сравнению с генотипами GG и GA 
(46,7%, 36,7% и 16,7%, p = 0,003 соответствен-
но). Кроме того, больные псориазом с генотипом 
AA чаще выявлялись среди лиц моложе 30 лет и 
мужчин, чем с генотипами GG и GA, однако раз-
личия не были статистически значимыми [7]. 
Shen C. и соавт. в своем метаанализе обнаружили 
ассоциацию между полиморфизмом 238 G/A и 
риском развития псориаза в зависимости от этни-
ческой принадлежности [29]. Точный механизм 
этнического неравенства неясен, но изучение 
вариаций генетической базы, включая риск раз-
вития определенных заболеваний и социальных 
особенностей (различная культура, образ жизни) 
этнически разных популяций может иметь важ-
ное значение. Daprà V. c соавт. изучали ассоциа-
ции полиморфизмов TNFα (-238 [rs361525], -308 
[rs1800629], -857 [rs1799724], -1031 [rs1799964]) с 
тяжестью, зудом, ранним началом заболевания 
или ответом на лекарственную терапию псориаза 
у кавказских итальянских пациентов. Ими уста-
новлена значимая ассоциация между вариантом 
-857(G) и индексом VAS-зуд (p = 0,03) и VAS-
боль (p = 0,006), OR = 0,2 (0,04-0,98) и OR = 0,12 
(0,02-0,59). Значимой ассоциации между геноти-
пами или аллелями SNPs TNFα с другими клини-
ко-патологическими параметрами или ответом 
на лечение препаратом этанерцептом (ингибитор 
фактора некроза опухоли) не наблюдалось [13].

В нашем исследовании вторым по силе ассо-
циации с обыкновенным папулезно-бляшечным 

ТАБЛИЦА 2. ПОЛИМОРФНЫЕ ВАРИАНТЫ ГЕНОВ ЦИТОКИНОВ И С-РЕАКТИВНОГО БЕЛКА, УЧАСТВУЮЩИХ 
В ДЕТЕРМИНИРОВАНИИ ПСОРИАЗА

TABLE 2. POLYMORPHIC VARIANTS OF CYTOKINE AND CRP GENES INVOLVED IN THE DETERMINATION OF PSORIASIS
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псориазом был полиморфный вариант гена IL1β 
(rs16944). Эта связь вполне укладывается в пато-
генез псориаза, как аутовоспалительного заболе-
вания. В ряде исследований было показано, что 
мутантный аллель -511C/T (rs16944) гена IL1β 
влияет на развитие многих воспалительных забо-
леваний [1, 5, 23].

В научной литературе имеются весьма скуд-
ные сообщения об ассоциации полиморфизмов 
гена IL1β с псориазом. В частности имеются со-
общения об ассоциации SNPs (rs16944) с псориа-
зом у пациентов старше 50 лет [6, 11]. H.L. Hébert 
и соавт. установили, что два генетических вари-
анта IL1β, rs16944 и rs2853550, ассоциированы с 
поздним началом псориаза, который возникает у 
пациентов старше 40 лет и является легким про-
явлением заболевания [19]. О.Б. Немчаниновой 
и соавт. изучена роль полиморфизма -511C/T 
(rs16944) гена IL1β в развитии псориаза и экзе-
мы в популяции Западной Сибири. В своем ис-
следовании авторам не удалось установить связь 
полиморфизма -511C/T (rs16944) гена IL-1b с 
развитием псориаза. Однако ими установлено, 
что носительство генотипа C/T повышает риск 
развития экземы у женщин [3]. 

В настоящем исследовании сам факт высо-
кого процента энтропии IL1β (rs16944) говорит 
о том, что это полиморфизм, с одной стороны, 
оказывает влияние на формирование псориаза, 
а, с другой, межгенная связь между IL1β (rs16944) 
и TNFα (rs361525) является выраженной антаго-
нистической (-8,34% энтропии) и протектирует 
формирование псориаза. Именно поэтому боль-
шинство исследователей не увидели значимых 
ассоциаций IL1β (rs16944) с псориазом.

В настоящем исследовании показан выра-
женный синергизм (5,47% энтропии) двух по-
лиморфных вариантов: это IL6 (rs1554606) и IL8 
(rs2227306), т. е., как уже говорилось выше, соче-
тание любых генотипов этих полиморфизмов (го-
мозиготный дикий, гетерозиготный, гомозигот-
ный мутантный) детерминируют формирование 
обыкновенного папулезно-бляшечного псориа-
за. В то же время по отдельности IL6 (rs1554606) 
проявлял силу ассоциации с псориазом равной 
1,11% энтропии, а IL8 (rs2227306) – всего 0,3% 
энтропии. В этом примере проявляется сила меж-
генных взаимодействий, связанная с патогенезом 
воспаления. Так, IL6 является ведущей провос-
палительной молекулой, а IL8 – доминирующим 
провоспалительным хемокином [2]. В то же вре-
мя в литературных источниках не было найдено 
исследований, посвященных взаимосвязям по-
лиморфизмов IL6 (rs1554606) и IL8 (rs2227306) с 
псориазом, хотя роль самих молекул в патогенезе 
псориаза доказана [10, 24]. Однако известно, что 
псориаз имеет общие патофизиологические ме-
ханизмы с другими аутоиммунными заболевани-
ями, такими как псориатический артрит (ПсА), 

ревматоидный артрит (РА), болезнь Крона (БК) 
и др. Было найдено несколько исследований о 
взаимосвязи полиморфизмов IL6 (rs1554606) и 
IL8 (rs2227306) с аутоиммунными заболевания-
ми. Установлена связь между полиморфизмом 
IL6 (rs1554606) и риском развития ожирения 
в молодой популяции Саудовской Аравии [9]; 
установлены корреляции между полиморфизма-
ми IL8 (rs2227306 и rs4073) и предрасположен-
ностью к первичному подагрическому артриту в 
китайской популяции [12]; выявлена связь между 
полиморфизмом гена IL8 (rs2227306) и ревмато-
идным артритом [14]; между SNPs CXCL8 и са-
харным диабетом 2-го типа и пародонтитом [30]. 

Проведенное нами исследование еще раз до-
казывает, что именно межгенные взаимодей-
ствия детерминируют формирование псориаза, а 
генетические полиморфные варианты по отдель-
ности вносят менее существенный вклад в разви-
тие этого заболевания.

В нашем исследовании умеренным синер-
гизмом в детерминировании обыкновенного 
папулезно-бляшечного псориаза обладали два 
полиморфных варианта гена, это CRP (rs 1205) и 
IL10 (rs1800896) с величиной 3,41% энтропии. По 
отдельности CRP (rs 1205) имел значимую силу 
ассоциации, равное 2,55% энтропии, для IL10 
(rs1800896) эта величина равнялась 0,57%. Эти 
данные также укладываются в общую картину 
патогенеза псориаза, как аутовоспалительного 
заболевания и, соответственно, С-реактивный 
белок, как гуморальный фактор врожденного 
системного иммунитета, является значимым в 
развитии и поддержании воспаления. В целом, 
градация изучаемых полиморфных вариантов 
генов по силе ассоциации с обыкновенным па-
пулезно-бляшечным псориазом была следую-
щая: TNFα (rs361525) – 16,99% энтропии, IL1β 
(rs16944) – 6,40% энтропии, CRP (rs1205) – 2,55% 
энтропии, IL6 (rs1554606) – 1,11% энтропии, IL10 
(rs1800896) – 0,57% энтропии, IL8 (rs2227306) – 
0,30% энтропии.

Анализ литературных данных показал, что 
С-реактивный белок (CRP) является хорошим 
маркером воспаления. Полиморфизм CRP rs1205 
связан с уровнем циркулирующего плазменного 
CRP. В отношении исследуемого фенотипа най-
дено лишь одно исследование, изучающее ассо-
циацию SNP rs1205 с предрасположенностью к 
псориазу. Это исследование A. Sudhesan, который 
с соавторами изучил ассоциацию генетического 
варианта rs1205 в гене CRP с предрасположен-
ностью к заболеванию и уровнем белка у южно-
индийских тамилов, больных псориазом (группа 
участников 600 чел., включающая 300 больных 
псориазом и 300 здоровых людей). Авторами 
установлено, что генетическая вариация CRP 
rs1205 не была связана с риском развития псори-
аза в исследуемой южноиндийской тамильской 
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популяции. Однако уровень циркулирующе-
го hs-CRP был значительно выше у пациентов с 
псориазом по сравнению с контрольной группой 
(p < 0,0001), и уровень белка был значительно 
связан с тяжестью заболевания, оцененной по 
индексу PASI [31].

Другой ген этого синергизма был IL10 
(rs1800896). IL10, благодаря своим противовос-
палительным свойствам, находится в центре 
внимания исследователей. Установлено, что от-
носительный дефицит IL10 играет основную 
роль в иммунопатогенезе псориаза. Изучение 
экспрессии IL10 позволит лучше понять его роль 
в патогенезе псориаза. Анализ роли IL10 и по-
лиморфизма его промоторного гена в патогенезе 
псориаза приводился лишь в нескольких иссле-
дованиях. Isac L. и Jiquan S. в своем обзоре рас-
смотрели полиморфизм промоторного гена IL10 
в различных популяциях. В ходе исследования 
было установлено, что среди трех изученных по-
лиморфизмов, -1082 G/A (rs 1800896) является 
наиболее распространенным полиморфизмом, 
связанным с риском развития псориаза среди 
египетского, азиатского, индийского и европей-
ского населения [21]. Karam R.A. и соавт. геноти-
пировали 110 пациентов с бляшечным псориазом 
на IL10 – 1082A > G (rs1800896). Полученные ре-
зультаты показали увеличение частоты аллеля G 
у пациентов с псориазом для варианта IL10, что 
свидетельствует о его связи с заболеванием [22]. 
Ряд исследователей сообщают, что -1082 A/G 
не ассоциируется с риском развития псориаза в 
тайской и южноиндийской тамильской популя-
циях [20, 35]. Qiao J. и соавт., проведя метаанализ 
13 исследований, также не выявили ассоциацию 
SNPs rs1800896, rs3021097 и rs1800872 IL10 с ри-
ском развития псориаза у азиатов и европиои-

дов [27]. Galimova E. и соавт. изучили ген-генные 
взаимодействия с применением обобщенного 
многофакторного анализа с понижением размер-
ности (GMDR). Ими установлено, что сочетание 
двух SNP – IL10 (rs1554286) и IL20 (rs1518108) – 
ассоциировано со снижением риска развития 
псориаза. Авторы делают вывод, что генетиче-
ские варианты иммуномодулирующих генов IL10 
и IL20 могут оказывать протективный эффект у 
европейцев из России [15]. 

Соответственно, представленное нами иссле-
дование согласуется с ранее проведенными ис-
следованиями иммуногенетики псориаза, в част-
ности о значимости ген-генных взаимодействий 
в детермировании этой аутовоспалительной па-
тологии.

Заключение
Проведенное исследование показало, что 

детерминирование обыкновенного папулезно-
бляшечного псориаза связано как с отдельными 
полиморфными вариантами генов цитокинов и 
С-реактивного белка, так и с межгенными (ген-
генными) взаимодействиями. Для отдельных 
полиморфных вариантов генов сила (% энтро-
пии) ассоциации с обыкновенным папулезно-
бляшечным псориазом была следующая: TNFα 
(rs361525) – 16,99% энтропии, IL1β (rs16944) – 
6,40% энтропии, CRP (rs1205) – 2,55% энтро-
пии, IL6 (rs1554606) – 1,11% энтропии, IL10 
(rs1800896) – 0,57% энтропии, IL8 (rs2227306) – 
0,30% энтропии. Выявлено, что выраженным 
синергизмом обладали IL6 (rs1554606) и IL8 
(rs2227306); умеренным синергизмом – CRP (rs 
1205) и IL10 (rs1800896) и выраженным антаго-
низмом IL1β (rs16944) и TNFα (rs361525).
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СОПРЯЖЕННОСТЬ КЛЕТОЧНОЙ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ 
ОПУХОЛИ С ЦИТОКИНПРОДУЦИРУЮЩИМ РЕЗЕРВОМ 
ПРИ ЛЮМИНАЛЬНЫХ И НЕЛЮМИНАЛЬНЫХ ПОДТИПАХ 
РАКА МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ
Мангазеева Е.Д.1, Студеникина А.А.1, 2, Рыжикова С.Л.3, 
Аутеншлюс А.И.1, 2

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

Резюме. Существует прямая взаимосвязь между выраженностью функционального, морфологиче-
ского и биохимического атипизма клеток опухоли и степенью ее злокачественности. Выделяют пять 
молекулярно-генетических подтипов рака молочной железы. При этом известно, что наиболее агрес-
сивным течением характеризуются нелюминальные подтипы, в особенности – тройной негативный 
рак молочной железы. Целью работы явилось определение сопряженности между относительным со-
держанием клеток различной степени дифференцировки с продукцией цитокинов биоптатами рака 
молочной железы при люминальных и нелюминальных подтипах рака молочной железы. Матери-
алом исследования служили биоптаты 49 женщин с инвазивной карциномой молочной железы не-
специфического типа, средний возраст которых составил 59 лет. Пациенты были разделены на три 
группы в зависимости от принадлежности к тому или иному молекулярно-генетическому подтипу 
опухоли. В I группу включены пациенты с люминальным подтипом А, во вторую – с люминальным 
В и в III – с нелюминальными подтипами рака молочной железы. Изучали спонтанную и стимулиро-
ванную поликлональными активаторами продукцию цитокинов. Значение цитокинпродуцирующего 
резерва биоптатов выражали с помощью индекса влияния поликлональных активаторов ввиду его 
точности, позволяющей избежать ошибки за счет одинаковых размеров биоптата каждого пациента и 
условий их инкубирования. Относительное содержание опухолевых клеток различной степени диф-
ференцировки в образцах оценивали с помощью светооптической микроскопии с учетом Ноттин-
гемской градирующей системы. При оценке спонтанной и стимулированной продукции цитокинов, 
а также степени дифференцировки клеток образцов опухоли выявлены прямые и обратные корреля-
ционные связи между исследуемыми группами. Наиболее важным показателем оказался индекс вли-
яния поликлонального активатора на продукцию биоптатами IL-10 и VEGF-А. Благодаря этому мы 
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можем представить персонифицированные сведения по каждому пациенту по этим двум цитокинам 
еще до начала лечения. Анализ ROC-кривых показал хорошее качество и оптимальные значения то-
чек отсечения концентраций цитокинов и относительного содержания низкодифференцированных 
клеток, которые могли бы наилучшим образом предсказать наличие неблагоприятных нелюминаль-
ных подтипов рака молочной железы. Основываясь на полученных нами данных, можно сделать вы-
вод о том, что цитокинпродуцирующий резерв сопряжен с клеточной дифференцировкой и зависит 
от молекулярно-генетического подтипа опухоли.

Ключевые слова: рак молочной железы, биоптаты, цитокины, молекулярно-генетические подтипы, клеточная 
дифференцировка, поликлональный активатор

ASSOCIATION OF TUMOR CELL DIFFERENTIATION WITH 
CYTOKINE-PRODUCING RESERVE IN LUMINAL AND NON-
LUMINAL SUBTYPES OF BREAST CANCER
Mangazeeva E.D.a, Studenikina A.A.a, b, Ryzhikova S.L.c, Autenshlyus A.I.a, b

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

Abstract. There is a direct association between the functional, morphologic and biochemical atypic features 
of cellular tumor expression and malignancy. Five molecular-genetic subtypes of breast cancer are recognized. 
The most aggressive course is known to be characterized by non-luminal subtypes, in particular, a triple- 
negative breast cancer. The aim of this research is to determine the association between the percentage of the 
cells showing distinct differentiation types, and cytokine production by breast cancer bioptates in both luminal 
and non-luminal breast cancer subtypes. Bioptates of 49 women with the invasive breast carcinoma of non-
specific type, at the average age of 59 years, were used as the material for the study. The patients were divided 
into three groups according to the molecular-genetic subtype of cancer. Group I included patients with luminal 
subtype A, group II – with luminal B and group III – with non-luminal subtypes of breast cancer. Spontaneous 
and in vitro stimulated by polyclonal activators production of cytokines was evaluated. The level of cytokine-
producing reserve by the biopsy specimens was expressed as the influence index of polyclonal activators, due to 
its accuracy, thus making it possible to avoid errors due to the similar sizes of bioptates from each patient and 
their incubation conditions. The percentage of tumor cells of varying degrees of differentiation in the samples 
was assessed using light microscopy by means of the Nottingham grading system. When assessing spontaneous 
and stimulated production of cytokines, as well as degree of cell differentiation of tumor samples, direct and 
reverse correlations were revealed between the study groups. The most important parameter was the influence 
index of the polyclonal activator which characterized production of IL-10 and VEGF-A by the bioptates. 
Therefore, we can provide personalized information for each patient, in particular, for these two cytokines, 
even before starting the treatment.The analysis of ROC-curves showed good quality and optimal level of 
cytokine concentration and percentage of low-differentiated cells. This approach could predict the presence 
of unfavorable non-luminal breast cancer subtypes in the best way. In general, we can make a conclusion 
that cytokine-producing reserve is connected with cellular differentiation and depends on molecular-genetic 
subtype of the tumor.

Keywords: breast cancer, tumor biopsies, cytokines, molecular subtypes, cell differentiation, polyclonal activator

Введение
Согласно современным научным данным 

сформировалось представление о неоднозначной 
роли цитокинов в прогрессии и метастазирова-
нии опухолей. Известно, что цитокины, являясь 
важнейшими факторами связанного с раком вос-
паления, формируют сети, активирующие кле-
точные сигнальные пути, способствующие вы-

живанию, пролиферации, инвазии и миграции 
опухолевых клеток [2,  11,  21]. Так, например, 
показано, что IL-6, IL-8, IL-18, IL-1 и его рецеп-
торный антагонист IL-1ra продуцируются опухо-
левыми клетками и клетками микроокружения 
и посредством активации ангиогенеза, способ-
ствуют скорейшему метастазированию [2, 9, 10]. 
Представители семейства широкоизученных 
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регуляторов ангиогенеза VEGF-А способны по-
вышать сосудистую проницаемость и обеспечи-
вать образование новых кровеносных сосудов в 
опухоли, соответственно концентрация VEGF-А 
должна быть сопряжена с прогрессированием 
опухолевого процесса [5, 19]. Согласно послед-
ним литературным данным, гранулоцитарный 
колониестимулирующий фактор G-CSF способ-
ствует эпителиально-мезенхимальному переходу, 
представляющим собой начальный этап метаста-
зирования [14, 16].

Известно, что опухоли обладают морфоло-
гическим атипизмом – тканевым и клеточным. 
При этом тканевый атипизм, характеризующий-
ся нарушением гистотипической дифференци-
ровки, встречается и при доброкачественных 
заболеваниях, тогда как клеточный отражает 
нарушение цитотипической дифференцировки 
и может быть выражен в разной степени вплоть 
до крайней степени катаплазии, когда строение 
опухоли упрощается и она становится однород-
ной по клеточному составу [3, 23]. Именно такие 
низко- и недифференцированные опухоли ха-
рактеризуются наибольшей степенью злокаче-
ственности [3, 7, 23].

В настоящее время выделяют 5 основных 
молекулярно-генетических подтипов рака мо-
лочной железы (РМЖ), которые предоставля-
ют прогностическую информацию и определя-
ют терапевтический подход: люминальный А 
(LumA); люминальный В HER2-отрицательный 
(LumB-); люминальный В HER2-положительный 
(LumB+); HER2-положительный, не люми-
нальный (HER2+) и тройной негативный РМЖ 
(TNBC) [4, 17].

При этом известно, что люминальные подти-
пы, в особенности люминальный А, обладают наи-
лучшим прогнозом, тогда как нелюминальные, в 
частности тройной негативный – наихудшим сре-
ди других молекулярных подтипов [4, 17, 20].

В нашей лаборатории были определены вза-
имосвязи цитокинпродуцирующего резерва 
опухоли с такими иммуногистохимическими 
параметрами, как экспрессия эстрогена, проге-
стерона и маркера пролиферации Ki-67. Также 
анализировались гистопатологические параме-
тры [1, 2]. Полученные данные свидетельствуют 
о сложных механизмах, опосредованных цитоки-
нами, обеспечивающими инвазивный рост зло-
качественной опухоли. Тем не менее в литературе 
нет данных о сопряженности относительного со-
держания клеток различной степени дифферен-
цировки с цитокинпродуцирующим резервом 
биоптатов, в том числе и при различных молеку-
лярно-генетических подтипах РМЖ.

Цель исследования – определить сопряжен-
ность между относительным содержанием клеток 
различной степени дифференцировки с продук-
цией цитокинов биоптатами инвазивной карци-

номы молочной железы неспецифического типа 
(ИКНТ) при люминальных и нелюминальных 
подтипах РМЖ.

Материалы и методы
Материалом исследования служили биоптаты 

49 женщин в возрасте 39-77 лет с ИКНТ II и III 
степени злокачественности и супернатанты, по-
лученные при их культивировании in vitro, про-
ходивших лечение в Новосибирском областном 
онкологическом диспансере. Все исследования 
были проведены в соответствии с Хельсинкской 
декларацией после получения письменного ин-
формированного добровольного согласия каж-
дого пациента на получение биопсии опухоли и 
дальнейшее проведение исследования. (Брази-
лия, Форталеза, 2013) [22]. Этический комитет 
Научно-исследовательского института молеку-
лярной биологии и биофизики дал разрешение 
на проведение этого исследования, протокол 
№ 2016-3 от 15.03.2016 г.

Критерием включения в исследования яв-
лялся впервые выявленный РМЖ. Критериями 
исключения – наличие отдаленных метастазов, 
обострение хронических заболеваний, проведе-
ние неоадъювантной терапии. 

Пациенты были разделены на 3 группы в со-
ответствии с принадлежностью к тому или ино-
му молекулярно-генетическому подтипу опухо-
ли. Ввиду небольшого количества испытуемых 
и сходных терапевтических и прогностических 
подходов было решено объединить люминаль-
ные В «+» и В «-», а также HER2+ и тройной не-
гативный РМЖ.

В итоге в первую группу были включены 12 
больных с люминальным подтипом А. Вторую 
группу составили 30 пациентов с люминальным 
подтипом В. Третья группа – 7 пациентов с не-
люминальными подтипами (HER2+ и тройной 
негативный).

Для оценки цитокинпродуцирующего резерва 
опухоли и ее микроокружения применяли ком-
плекс поликлональных активаторов (ПА), со-
стоящий из фитогемагглютинина в концентра-
ции 4 мкг/мл, конканавалина A в концентрации 
4  мкг/мл и липополисахарида в концентрации 
2  мкг/мл. В исследовании использовали стан-
дартизованный набор реагентов «ЦИТОКИН-
СТИМУЛ-БЕСТ» производства АО «Вектор-
Бест». Биоптаты опухолей, полученные методом 
трепанобиопсии, объемом 8  мм3 , помещали в 
2 стеклянных флакона, в одном из которых на-
ходилась только питательная среда DMEM-F12 
(спонтанная продукция), а в другом – раствор 
ПА в таком же объеме среды (продукция, инду-
цированная ПА). Далее биоптаты ИКНТ извле-
кали из среды и фиксировали в нейтральном рас-
творе формалина для проведения дальнейшего 
патогистологического исследования. С целью 
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получения очищенного от клеток супернатанта 
оставшиеся клетки опухоли осаждали центрифу-
гированием при 2000 об/мин в течение 15 мин. 
После осаждения клеток опухоли с помощью 
иммуноферментного анализа определяли кон-
центрацию цитокинов (IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, 
IL-17, IL-18, IL-1β, IL-1ra, TNFα, IFNγ, G-CSF, 
GM-CSF, VEGF-А, MCP-1) с использованием 
наборов реагентов производства АО «Вектор-
Бест». Индекс влияния поликлонального актива-
тора (ИВПА) на продукцию цитокинов опухолью 
и клетками ее микроокружения высчитывали по 
формуле: ИВПА = А/Б, где А – концентрация 
цитокина в супернатанте биоптата после стиму-
ляции опухоли поликлональными активаторами, 
Б – спонтанная продукция цитокина в суперна-
танте биоптата без стимуляции [2, 8].

Для проведения патогистологического иссле-
дования зафиксированные в формалине биопта-
ты ИКНТ обезвоживали и заключали в парафин с 
последующим приготовлением гистологических 
срезов толщиной 4-5 мкм. Процессы депарафи-
низации и регидратации образцов ИКНТ прово-
дили по стандартной методике с использовани-
ем проводки ксилол-этанол. Полученные срезы 
окрашивались гематоксилином и эозином по 
стандартной методике. Исследование проводили 
с помощью световой микроскопии с использова-
нием объектива ×40.

Степень дифференцировки опухолевых кле-
ток в образцах ИКНТ оценивали по определен-
ным цитоморфологическим критериям: степени 
выраженности клеточного, в частности ядерного 
полиморфизма, и ядерной атипии (ядерно-ци-
топлазматического отношения) с учетом Нот-
тингемской градирующей системы [18]. Для 
высокодифференцированных клеток (ВД) был 
характерен фенотип, приближенный к нор-
мальным клеткам ткани молочной железы: ядра 
незначительно крупнее по сравнению с нор-
мальными структурами, с ровными контурами, 
небольшой вариацией в размерах, отмечалось 
преобладание цитоплазмы над ядром. Низко-
дифференцированные клетки (НД), напротив, 
отличались выраженными различиями в форме и 
размерах ядер (полиморфизмом), часто с замет-
ными ядрышками, высоким ядерно-цитоплаз-
матическим отношением, наличием большого 
количества митозов, включая патологические. 
Умеренно дифференцированные (УД) характе-
ризовались как тип клеток, занимающих проме-
жуточное положение между ВД и НД по наличию 
и степени выраженности перечисленных призна-
ков [12]. Оценка клеток проводилась в 10 полях 
зрения с последующим подсчетом относительно-
го содержания клеток с той или иной степенью 
дифференцировки.

Уровень статистической значимости различий 
между группами определялся с помощью непа-

раметрического критерия Вилкоксона–Манна–
Уитни. Показатели выражали в виде медианы 
(Me), нижнего и верхнего квартилей (Q0,25-Q0,75). 
Вычисления медиан и нижнего и верхнего квар-
тилей, корреляционный анализ по Спирмену 
с учетом его достоверности (р), а также ROC-
анализ для определения точки отсчета концен-
трации цитокинов и для оценки качества моде-
лей проводили с помощью пакета программ IBM 
SPSS Statistics v. 22.0. 

Результаты
Исследование показало, что спонтанная про-

дукция IL-1ra в группе III более чем в три раза 
превышает аналогичный показатель в группах I 
и II. При воздействии ПА такая закономерность 
сохраняется, однако различия в группах менее 
существенны, хоть и достоверны. При оценке 
ИВПА на продукцию этого цитокина в исследу-
емых группах достоверных различий не получе-
но. Группы I и III характеризовались более вы-
сокой спонтанной продукцией IL-10 и G-CSF, 
при оценке влияния ПА на продукцию G-CSF 
в группах также отмечаются достоверные разли-
чия. Показатели ИВПА на продукцию G-CSF и 
GM-CSF снижены в группе III по сравнению с 
группой II, что указывает на истощение резерва 
синтеза данных цитокинов у пациентов с нелю-
минальными подтипами РМЖ. Напротив, ИВПА 
на продукцию VEGF-A повышен у пациентов 
третьей группы по сравнению с группой II. При 
сравнении между люминальными подтипами 
РМЖ (группа I и II) выявлена исходно высокая 
спонтанная продукция MCP-1 при люминаль-
ном А-подтипе, достоверно большая стимулиро-
ванная ПА продукция IL-10 и G-CSF. При оценке 
ИВПА на продукцию цитокинов было выявлено 
различие между исследуемыми группами по IL-2, 
IL-17, IFNγ (табл. 1).

При оценке относительного содержания кле-
ток различной степени дифференцировки вы-
явлен достоверно больший процент НД в группе 
III (Ме = 30; Q0,25 = 12; Q0,75 = 35) по сравнению 
с группами I (Ме = 10; Q0,25 = 2; Q0,75 = 23,25; 
p = 0,04) и II (Ме = 15; Q0,25 = 4,75; Q0,75 = 25; 
p = 0,04), что подтверждает более злокачествен-
ное течение заболевания у пациентов с нелюми-
нальными подтипами РМЖ. 

При анализе сопряженности между относи-
тельным содержанием клеток различной степе-
ни дифференцировки и продукцией цитокинов 
в исследуемых группах, были выявлены опреде-
ленные корреляционные связи. В частности уста-
новлено, что в группе I имеется отрицательная 
корреляционная связь между процентом НД и 
спонтанной продукцией VEGF-A и IL-6, а также 
положительная корреляционная связь между от-
носительным содержанием ВД и стимулирован-
ной ПА продукцией IFNγ. При оценке ИВПА на 
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ТАБЛИЦА 1. СПОНТАННАЯ И СТИМУЛИРОВАННАЯ ПОЛИКЛОНАЛЬНЫМИ АКТИВАТОРАМИ (ПА) ПРОДУКЦИИ 
ЦИТОКИНОВ, А ТАКЖЕ ИВПА НА ПРОДУКЦИЮ ЦИТОКИНОВ БИОПТАТАМИ ИНВАЗИВНОЙ КАРЦИНОМЫ МОЛОЧНОЙ 
ЖЕЛЕЗЫ НЕСПЕЦИФИЧЕСКОГО ТИПА (ИКНТ) В ИССЛЕДУЕМЫХ ГРУППАХ

TABLE 1. SPONTANEOUS AND STIMULATED BY POLYCLONAL ACTIVATORS (PA) PRODUCTION OF CYTOKINES, AS WELL 
AS IPAE ON THE PRODUCTION OF CYTOKINES IN BIOPTATES OF INVASIVE BREAST CARCINOMA OF A NONSPECIFIC 
TYPE (ICNT) IN THE STUDY GROUPS

Цитокины
Cytokine

Группы пациентов с ИКНТ
Group of patients with ICNT р

Группа I
Group I

Группа II
Group II

Группа III
Group III

Группы 
I и II

Groups 
I and II

Группы 
I и III

Groups 
I and III

Группы 
II и III

Groups 
II and III

Спонтанная продукция цитокинов (пг/мл), Me (Q0,25-Q0,75) 
Spontaneous production of cytokines (pg/mL), Me (Q0.25-Q0.75) 

IL-10 19,95
(7,85-40,13)

8,00
(3,25-13,48)

16,3
(12,40-43,30) 0,004 n* 0,009

IL-1ra 7957,5
(5455,0-9950,0)

6525
(1637,68-16710,00)

21375
(15855,0-36055,0) n* 0,001 0,018

G-CSF 3096,75
(954,38-3695,38)

1503,5
(599,85-2654,75)

2850,5
(2767,5-2974,5) 0,008 n* 0,002

MCP-1 10088,5
(2592,25-13570,18)

1971,05
(1123,70-5785,58)

6524
(3840,3-9241,6) 0,002 n* n*

Стимулированная ПА продукция цитокинов (пг/мл), Me (Q0,25-Q0,75) 
PA-stimulated cytokine production (pg/mL), Me (Q0.25-Q0.75) 

IL-10 76,8
(10,88-223,63)

9,65
(2,38-23,53)

33,0
(10,10-86,60) 0,003 n* n*

IL-1ra 17015,0
(11651,13-27025,00)

15087,8
(10058,75-30545,00)

35120
(21010,0-50985,0) n* 0,028 0,01

G-CSF 2986,5
(2025,38-3720,50)

2487,5
(1275,9-2850,5)

2939,0
(1897,0-3077,0) 0,021 n* 0,048

ИВПА на продукцию цитокинов, Me (Q0,25-Q0,75) 
IPAE on cytokine production, Me (Q0.25-Q0.75) 

IL-2 3,6
(1,96-9,16)

1,23
(1,00-2,67)

6,0
(0,71-13,80) 0,02 n* n*

IL-17 3,19
(1,24-11,81)

1,05
(0,71-1,75)

1,5
(0,84-3,90) 0,013 n* n*

IFNγγ 0,47
(0,21-2,79)

1,34
(0,84-2,90)

1,47
(0,60-9,45) 0,025 n* n*

G-CSF 1,09
(0,95-3,36)

1,57
(0,98-2,13)

0,98
(0,70-1,04) n* n* 0,038

GM-CSF 3,18
(2,24-7,73)

5,0
(1,88-10,30)

1,2
(1,05-3,75) n* n* 0,030

VEGF 0,66
(0,34-1,10)

0,5
(0,30-0,88)

1,2
(0,5-1,7) n* n* 0,018

Примечание. n* – недостоверные различия (р ≥ 0,05); группа I – люминальный А, группа II – люминальный В, группа 
III – нелюминальные молекулярные подтипы. 

Note. n*, unreliable differences (р ≥ 0.05); group I, luminal A; group II, luminal B; group III, non-luminal subtypes.

продукцию G-CSF обнаружена обратная зависи-
мость с процентом ВД. Выявлены пять вариан-
тов корреляционных связей между спонтанной 
продукцией IL-2, IL-18, IL-Iβ, IL- 1ra, G-CSF 
и содержанием НД и УД, пять вариантов между 

стимулированной ПА продукцией IL-2, IL-18, 
GM-CSF и процентом УД и НД в группе II. При 
оценке ИВПА в этой группе пациентов обнару-
жены прямые корреляционные связи между от-
носительным содержанием УД и IL-8, IL-1ra, 
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ТАБЛИЦА 2. КОРРЕЛЯЦИОННЫЕ СВЯЗИ МЕЖДУ СПОНТАННОЙ, СТИМУЛИРОВАННОЙ ПОЛИКЛОНАЛЬНЫМИ 
АКТИВАТОРАМИ (ПА) ПРОДУКЦИИ ЦИТОКИНОВ, ИВПА НА ПРОДУКЦИЮ ЦИТОКИНОВ БИОПТАТАМИ ИНВАЗИВНОЙ 
КАРЦИНОМЫ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ НЕСПЕЦИФИЧЕСКОГО ТИПА (ИКНТ) И ОТНОСИТЕЛЬНОГО СОДЕРЖАНИЯ 
КЛЕТОК РАЗНОЙ СТЕПЕНИ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ В ИССЛЕДУЕМЫХ ГРУППАХ

TABLE 2. CORRELATIONS BETWEEN SPONTANEOUS, STIMULATED BY POLYCLONAL ACTIVATORS (PA) CYTOKINE 
PRODUCTION, IPAE ON CYTOKINE PRODUCTION IN BIOPTATES OF INVASIVE NONSPECIFIC BREAST CARCINOMA (ICNT) 
AND THE PERCENTAGE OF THE CELLS HAVING VARIOUS DIFFERENTIATION IN THE STUDY GROUPS

Группа пациентов
Patient group

Выявленные корреляции
Identified correlations

Коэффициент 
корреляции, r

Correlation coefficient, r
р

Группа I
Group I 
(n = 12)

IL-6/% НД / IL-6/% LD -0,581 0,047
VEGF/% НД / VEGF/% LD -0,599 0,040

ПА IFNγγ/% ВД / PA IFNγ/% HD 0,626 0,030
ИВПА G-CSF/% ВД / IPAE G-CSF/% HD -0,604 0,038

Группа II
Group II 
(n = 30)

IL-2/% НД / IL-2/% LD -0,400 0,029
IL-18/% НД / IL-18/% LD 0,524 0,003
IL-1ββ/% НД / IL-1β/% LD 0,327 0,043
IL-1ra/% УД / IL-1ra/% MD -0,493 0,006

G-CSF/% УД / G-CSF/% MD -0,376 0,041
ПА IL-2/% НД / PA IL-2/% LD -0,386 0,035
ПА IL-2/% УД / PA IL-2/% MD 0,493 0,006

ПА IL-18/% НД / PA IL-18/% LD 0,504 0,005
ПА GM-CSF/% НД / PA GM-CSF/% LD -0,440 0,015
ПА GM-CSF/%УД / PA GM-CSF/% MD 0,493 0,006
ИВПА IL-8/% УД / IPAE IL-8/% MD 0,468 0,009

ИВПА IL-1ra/% УД / IPAE IL-1ra/% MD 0,458 0,011
ИВПА G-CSF/% УД / IPAE G-CSF/% MD 0,430 0,018

Группа III
Group III 
(n = 7)

IL-1ββ/% УД / IL-1β/% MD -0,815 0,025
ПА IL-6/% УД / PA IL-6/% MD -0,775 0,041
ПА IL-8/% УД / PA IL-8/% MD -0,075 0,041
ПА IFNγγ/% УД / PA IFNγ/% MD -0,793 0,033

ИВПА IL-17/% УД / IPAE IL-17/% MD -0,778 0,039

Примечание. Группа I – люминальный А, группа II – люминальный В, группа III – нелюминальные молекулярные 
подтипы; НД – низкодифференцированные клетки, УД – умеренно дифференцированные клетки, ВД – 
высокодифференцированные клетки опухоли.

Note. Group I, luminal A; group II, luminal B; group III, non-luminal molecular subtypes; LD, low-differentiated cells; MD, moderate-
differentiated cells; HD, high-differentiated cells.

G-CSF. В группе III выявлена обратная зависи-
мость между спонтанной продукцией IL-Iβ и 
процентом УД, три отрицательные корреляцион-
ные связи между стимулированной ПА продук-
цией IL-6, IL-8 и IFNγ с относительным содер-
жанием УД и отрицательная связь между ИВПА 
на IL-17 и процентом УД (табл. 2).

Полученные статистически значимые разли-
чия между группами позволили предположить, 
что по уровню спонтанной и стимулированной 
ПА продукции определенных цитокинов, а также 
по относительному содержанию клеток различ-
ной степени дифференцировки можно с высокой 

степенью вероятности отнести пациента к тому 
или иному молекулярно-генетическому подти-
пу и, следовательно, определить прогноз в каж-
дом индивидуальном случае. Для подтверждения 
нашего предположения в группах был проведен 
ROC-анализ полученных данных в каждой испы-
туемой группе (табл. 3).

ROC-кривые позволили оценить качество 
моделей по эффективности разделения всех па-
циентов на группы в зависимости от принадлеж-
ности к люминальному А, люминальному В или 
нелюминальному подтипу. 
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ТАБЛИЦА 3. ОЦЕНКА СПОНТАННОЙ, СТИМУЛИРОВАННОЙ ПОЛИКЛОНАЛЬНЫМИ АКТИВАТОРАМИ (ПА) ПРОДУКЦИИ 
ЦИТОКИНОВ, ИВПА НА ПРОДУКЦИЮ ЦИТОКИНОВ БИОПТАТАМИ ИНВАЗИВНОЙ КАРЦИНОМЫ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 
НЕСПЕЦИФИЧЕСКОГО ТИПА (ИКНТ), А ТАКЖЕ ОТНОСИТЕЛЬНОГО СОДЕРЖАНИЯ КЛЕТОК РАЗНОЙ СТЕПЕНИ 
ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ В ИССЛЕДУЕМЫХ ГРУППАХ ПРИ ПОМОЩИ ROC-АНАЛИЗА

TABLE 3. ASSESING OF SPONTANEOUS AND STIMULATED BY POLYCLONAL ACTIVATORS (PA) PRODUCTION 
OF CYTOKINES, IPAE ON THE PRODUCTION OF CYTOKINES IN BIOPTATES OF INVASIVE BREAST CARCINOMA OF 
A NONSPECIFIC TYPE (ICNT), AS WELL AS THE PERCENTAGE OF THE CELLS HAVING VARIOUS DIFFERENTIATION IN  
THE STUDY GROUPS USING ROC ANALYSIS

Группа
Group

Показатель
Mark

Площадь под 
кривой 

Area under 
the curve (AUC)

Пороговые 
значения  

(пг/мл) или %
Limit  

(pg/mL) or %

Чувстви-
тельность (%)
Sensitivity (%)

Специ-
фичность (%)
Specificity (%)

p

Спонтанная продукция цитокинов (пг/мл) или % клеток различной степени дифференцировки 
в образцах из флакона с питательной средой

Spontaneous production of cytokines (pg/mL) or % of cells having various differentiation in samples from a bottle  
with a nutrient medium

I
IL-10 0,738 15,5 67 73 0,014

G-CSF 0,739 2882,25 67 81 0,014
MCP 0,775 6732,5 66,7 78,4 0,005

II УД 0,695 55,5 70 63,2 0,023

III
IL-1ra 0,837 15820,0 86 79 0,005

НД (LD) 0,775 26,5 71,4 85,7 0,032
Стимулированная ПА продукция цитокинов (пг/мл) или % клеток различной степени дифференцировки 

в образцах из флакона с ПА
PA-stimulated production of cytokines (pg/mL) or % of cells having various differentiation in samples from  

a bottle with PA 
I IL-10 0,757 20,80 75 67,6 0,008

II не получены удовлетворительные модели
no satisfactory models have been obtained

III
IL-1ra 0,813 21002,5 86 71 0,009

НД (LD) 0,735 22,5 71,4 71,4 0,044
ИВПА на продукцию цитокинов
IPAE on the production of cytokines 

I IL-17 0,727 1,65 66,7 70,3 0,019

II не получены удовлетворительные модели
no satisfactory models have been obtained

III VEGF 0,767 0,85 71,4 71,4 0,025

Примечание. Группа I – люминальный А, группа II – люминальный В, группа III – нелюминальные молекулярные 
подтипы; при оценке площади под кривой учитывалось: AUC = 1,0-0,9 – отличное, 0,9-0,8 – очень хорошее, 0,8-0,7– 
хорошее, 0,7-0,6 – среднее, 0,6-0,5 – неудовлетворительное качество модели.

Note. Group I, luminal A; group II, luminal B; group III, non-luminal molecular subtypes; when assessing the area under the curve, 
the following were taken into account: AUC = 1.0-0.9, excellent; 0.9-0.8, very good; 0.8-0.7, good; 0.7-0.6, average; 0.6-0.5, 
unsatisfactory quality of the model.

Установлено, что наиболее качественные мо-
дели, характеризующие отличие образцов ИКНТ 
пациентов группы I формируются при исполь-
зовании в качестве параметров сравнения спон-
танной продукции IL-10, G-CSF, MCP-1, стиму-
лированной ПА продукции IL-10 и ИВПА IL-17 
(табл.  2, рис.  1А). При оценке этих показателей 
получены модели хорошего качества (AUC > 0,7). 

Величины AUC для концентрации IL-1ra, сти-
мулированной ПА продукции IL-1ra и ИВПА на 
продукцию VEGF-A в группе III составили 0,837; 
0,813 и 0,767 соответственно, что свидетельст-
вует об очень хорошем (AUC > 0,8) или хорошем 
(AUC > 0,7) качестве моделей (табл. 2, рис. 1Б). 

Величины AUC для относительного содержа-
ния НД клеток в биоптатах пациентов, относя-
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щихся к группе III, как инкубированных только 
в питательной среде, так и в среде с добавлени-
ем ПА, составили 0,775 и 0,735, что также соот-
ветствует хорошему качеству моделей (табл.  2, 
рис.  1В). В то же время величина AUC для от-
носительного содержания УД клеток в биопта-
тах пациентов, относящихся к люминальному 
В-подтипу, соответствовала удовлетворительно-
му качеству модели и составила 0,695, что при-
ближало ее к хорошему качеству (табл.  2, рис.  1Г).

Обсуждение
Исследование показало, что при всех полу-

ченных данных наиболее значимыми явились 
показатели ИВПА на продукцию биоптатами ци-

токинов, так как этот показатель является наи-
более точным, потому что при всех вариантах 
исследования позволяет избежать ошибки за счет 
одинаковых размеров биоптата каждого пациен-
та и условий их инкубирования, благодаря чему 
мы можем представить персонифицированные 
сведения по каждому пациенту, в частности по 
двум цитокинам: IL-10 и VEGF-А. ИВПА на про-
дукцию IL-10 при люминальном подтипе А от-
ражает повышенный резерв IL-10, который, не-
смотря на неоднозначность функции [5, 12], при 
люминальном подтипе А оказывает противовос-
палительный эффект и препятствует ангиогене-
зу, не исключено, что именно этим обусловлена 
более редкая встречаемость гематогенного ме-

Рисунок 1. ROC-кривые, характеризующие качество ROC-моделей в группах в зависимости от принадлежности 
к молекулярно-генетическим подтипам РМЖ
Примечание. sp – спонтанная продукция цитокинов; pa – продукция цитокинов после воздействия ПА; ivpa – индекс влияния 
поликлонального активатора; sp nd – % НД в биоптатах только с питательной средой; sp ud – % УД в биоптатах только 
с питательной средой; pa nd – % НД в биоптатах с ПА; pa ud – % УД в биоптатах с ПА; А – группа I, Б – группа III, В – группа III, 
Г – группа II.
Figure 1. ROC-curves characterizing the quality of ROC models in groups according to the molecular-genetic subtype of breast 
cancer
Note. sp, spontaneous production of cytokines; pa, production of cytokines after exposure to PA; ivpa, index of the polyclonic activators effect;  
sp nd, % LD in bioptates with nutrient medium only; sp ud, % MD in bioptates with nutrient medium only; pa nd, % LD in bioptates with PA; pa ud, 
% MD in bioptates with PA. A, group I; B, group III; C, group III; D, group II.
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тастазирования при этом подтипе [13]. Анали-
зируя ИВПА на продукцию VEGF-А при нелю-
минальном подтипе, выявлено его достоверное 
повышение по сравнению с другими группами, 
что свидетельствует о высоком резерве продук-
ции этого цитокина, отвечающего за ангиогенез, 
а, следовательно, и прогрессирование процесса, 
инвазивность, метастазирование и худший про-
гноз [6, 5, 19].

Заключение
Таким образом, основываясь на полученных 

нами данных, можно сделать вывод о том, что 

цитокинпродуцирующий резерв сопряжен с кле-

точной дифференцировкой, которая в свою оче-

редь зависит от молекулярно-генетического под-

типа опухоли. 
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ВЛИЯНИЕ МНОГОЭТАПНОЙ ИЗОЛЯЦИИ НЕЙТРОФИЛОВ 
НА ИХ КОЛИЧЕСТВО И ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ
Швыдченко И.Н.1, 2, Быковская Е.Ю.3, Голубцов В.В.2 
1 ФГБОУ ВО «Кубанский государственный университет физической культуры, спорта и туризма», 
г. Краснодар, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Кубанский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Краснодар, Россия  
3 ГБУЗ «Детская краевая клиническая больница» Министерства здравоохранения Краснодарского края, 
г. Краснодар, Россия

Резюме. Несмотря на множество разнообразных методов выделения нейтрофилов из перифериче-
ской крови, сохраняется актуальной проблема получения достаточного количества жизнеспособной 
клеточной популяции высокой степени чистоты для количественного определения нейтрофильных 
цитокинов и экспрессии их мРНК. Рекомендуемые многоэтапные способы очистки нейтрофилов 
значительно увеличивают по времени продолжительность процесса выделения, могут приводить к 
активации или апоптозу клеток и сопровождаются их значительными потерями. Наиболее критич-
ным по продолжительности и количеству дополнительных разнообразных манипуляций с клетками 
является этап предварительной очистки нейтрофилов. В связи с этим актуальным вопросом является 
сравнение различных методов предварительной изоляции нейтрофилов и выбор наиболее оптималь-
ного из них для получения достаточного количества жизнеспособных периферических нейтрофи-
лов, что и явилось целью данной работы. Нами были изучены особенности влияния трех различных 
протоколов предварительного выделения клеточной взвеси (центрифугирование цельной крови на 
одинарном градиенте плотности с последующим осаждением эритроцитов декстраном; центрифуги-
рование цельной крови на двойном градиенте плотности; быстрое выделение лейкоцитов с использо-
ванием реагента, способствующего агрегации эритроцитов) на количество и жизнеспособность ней-
трофилов, очищенных на заключительном этапе с использованием негативной иммуномагнитной 
селекции. Установлено, что процедура предварительного выделения нейтрофилов для последующей 
иммуномагнитной изоляции влияет на их количество и жизнеспособность: максимальное количество 
жизнеспособных нейтрофилов получается при их выделении традиционным методом центрифугиро-
вания крови на градиенте плотности с последующим осаждением эритроцитов декстраном. В то же 
время исследуемые нами три разных метода предварительного выделения нейтрофилов не показали 
статистически значимых различий по количественному выходу жизнеспособных клеток после им-
муномагнитной изоляции, что предполагает использование любого из этих методов в зависимости 
от возможностей и предпочтений исследователей. В целом наша работа подтверждает данные лите-
ратуры о том, что многоступенчатый процесс изоляции нейтрофилов позволяет получить клеточную 
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взвесь высокой степени чистоты (> 99,1%), которую можно использовать в дальнейшем для исследо-
вания их цитокин-секретирующей активности. Однако такая многоступенчатая изоляция значитель-
но снижает количество нейтрофилов, что может быть критичным при исходно малых объемах крови.

Ключевые слова: нейтрофилы, цитокин-секретирующая активность, изоляция, градиентное центрифугирование, 
иммуномагнитная селекция, декстран, гидроксиэтилкрахмал

EFFECT OF MULTISTAGE ISOLATION OF NEUTROPHILS 
ON THEIR COUNTS AND VIABILITY
Shvydchenko I.N.a, b, Bykovskaya E.Yu.c, Golubtsov V.V.b
a Kuban State University of Education, Sport and Tourism, Krasnodar, Russian Federation  
b Kuban State Medical University, Krasnodar, Russian Federation  
c Children’s Regional Clinical Hospital, Krasnodar, Russian Federation

Abstract. Despite numerous separation methods of neutrophils from peripheral blood, isolation of sufficient 
quantities of high-purity viable cells for quantitative determination of neutrophil cytokines and their mRNA 
expression still remains an actual issue. The recommended multi-step purification methods significantly 
prolong the cell isolation process, potentially leading to cell activation or apoptosis and resulting in significant 
cell loss. Preliminary purification of neutrophils is the most critical stage in terms of time spent, and several 
additional manipulations with cells. To address this challenge, our study aimed to compare various methods 
of preliminary neutrophil isolation in order to select the optimal approach to obtaining a sufficient number of 
viable peripheral neutrophils. 

We studied the effects of three different protocols for preliminary isolation of cell suspensions: (a) 
centrifugation of whole blood at a single-step density gradient followed by sedimentation of red blood cells 
with dextran; (b) centrifugation of whole blood on a double density gradient; (c) rapid isolation of leukocytes 
using a reagent that promotes red blood cell aggregation. The cell counts and viability of purified neutrophils 
were tested at the final stage using negative immunomagnetic selection. Our study has shown that the methods 
used for preliminary neutrophil isolation significantly affect both the number and viability of the cells. The 
highest number of viable neutrophils was obtained using a conventional method of blood centrifugation at a 
density gradient followed by dextran sedimentation of red blood cells. However, the three studied methods of 
preliminary neutrophil isolation did not show statistically significant differences with respect to quantitative 
yield of viable cells after immunomagnetic isolation. These findings suggest that any of these methods may 
be applied, depending on capabilities and preferences of the researchers. In summary, our findings confirm 
previous studies indicating that the multistep process of neutrophil isolation allows for obtaining a high-purity 
cell suspension (> 99.1%) which can be used in future studies of their cytokine-secreting activity. However, such 
multi-stage isolation significantly reduces the yield of neutrophils, thus being critical for studying of initially 
small blood volumes.

Keywords: neutrophils, cytokine-secreting activity, isolation, gradient centrifugation, immunomagnetic selection, dextran, 
hydroxyethyl starch
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Введение
Функционирование нейтрофилов, количе-

ственно преобладающей популяции лейкоцитов 
в острой фазе развития воспаления, имеет крити-
ческое значение в антибактериальной защите [9, 
28, 33, 34]. Наряду с эфферентными функциями 

нейтрофилы являются важным фактором регу-
ляции врожденного и адаптивного иммунитета, 
благодаря своей способности синтезировать и 
секретировать широкий спектр цитокинов и хе-
мокинов. Цитокин-продуцирующая активность 
нейтрофилов обеспечивает также их функцио-
нальное участие в различных физиологических и 
патологических процессах, таких как кроветво-
рение, ангиогенез, тканевая репарация, аутоим-
мунные и опухолевые заболевания [11, 13, 17, 29, 
30, 31, 32]. 



109

Многоэтапная изоляция нейтрофилов
Multistage isolation of neutrophils2025, Vol. 27,  1

2025, Т. 27, № 1

В настоящее время методология исследований 
цитокин-секретирующей функции нейтрофилов 
широко описана в научной литературе [43]. При 
этом сохраняется актуальной проблема стандар-
тизации и валидации методов выделения жизне-
способной клеточной взвеси для количественно-
го определения нейтрофильных цитокинов.

Изучение нейтрофилов периферической крови 
ex vivo всегда сталкивается с методологическими 
проблемами, обусловленными их физиологиче-
скими особенностями, такими как ограниченная 
продолжительность жизни и невозможность дли-
тельного культивирования in vitro, вследствие на-
хождения на терминально дифференцированной 
стадии клеточного развития [6, 42]. Кроме того, 
нейтрофилы являются чрезвычайно чувствитель-
ными клетками и активируются при воздействии 
практически любых физико-химических раздра-
жителей и даже следовых количеств таких аген-
тов, как липополисахарид (ЛПС). В связи с этим 
процесс выделения нейтрофилов из перифериче-
ской крови должен быть по возможности очень 
быстрым и проходить с тщательно подобранны-
ми условиями (апирогенная посуда и реагенты, 
полипропиленовые пробирки, физиологическое 
рН среды и отсутствие двухвалентных катионов, 
температура, параметры центрифугирования и 
пр.) для исключения искусственной активации 
и/или апоптоза клеток [7, 21, 24, 26]. 

Кроме ограниченной жизнеспособности и 
потенциальной возможности активации и/или 
апоптоза нейтрофилов в процессе выделения при 
изучении механизмов нейтрофильной секреции 
цитокинов и экспрессии их мРНК перед иссле-
дователями встает еще одна не менее важная про-
блема, связанная с чистотой выделенной нейтро-
фильной взвеси. Данная проблема обусловлена 
тем, что нейтрофилы человека содержат в 10-20 
раз меньше общей РНК, чем другие лейкоци-
ты [44], и, соответственно, в пересчете на одну 
клетку обычно секретируют чрезвычайно мало 
цитокинов, в отличие от основных продуцен-
тов – моноцитов/макрофагов, лимфоцитов или 
дендритных клеток [46, 50]. Установлено, что 1% 
мононуклеарных клеток в нейтрофильной взвеси 
дает 30% контаминирующей РНК [44]. Исключе-
ние составляют такие цитокины, как антагонист 
рецептора интерлейкина 1 (interleukin-1 receptor 
antagonist, IL-1ra), B-клеточный активирующий 
фактор (B-cell activating factor, BAFF), фактор ро-
ста эндотелия сосудов (vascular endothelial growth 
factor, VEGF), и хемокиновые (С-С) лиганды 19 и 
23 (chemokine (C-C motif) ligand, CCL19, CCL23), 
секреция которых нейтрофилами может быть 
довольно значительной [4, 38, 39, 40]. В связи с 
этим показано, что для правильной и надежной 
количественной оценки профилей продуциру-

емых цитокинов, или генов, экспрессируемых 
нейтрофилами в состоянии покоя или при их ак-
тивации, обязательна работа с клеточными попу-
ляциями чрезвычайно высокой чистоты [12, 43]. 

Самым первым и наиболее распространенным 
из известных методов выделения нейтрофилов 
является метод, предложенный в 1968 г. Boyum A. 
и соавт. [10], который был в последующем моди-
фицирован Ferrante A. и Thong Y.H. (1980) [16]. 
Процедура состоит из наслоения цельной крови 
на среду с градиентом плотности раствора поли-
сахарида, центрифугирования, отделения слоя 
нейтрофилов от эритроцитов при помощи дек-
страновой седиментации и лизиса остаточных 
эритроцитов. Принцип данного метода лежит в 
основе разнообразных последующих модифика-
ций, включающих, в том числе использование 
двойного градиента плотности для более быстро-
го и чистого отделения нейтрофилов [1, 2, 3, 14, 
18]. Одностадийное центрифугирование цель-
ной крови на градиенте плотности с использо-
ванием коммерчески доступных сред, таких как 
Фиколл-Пак (Ficoll-Paque) или Полиморфпреп 
(Polymorphprep), представляющих собой смесь 
метризоата натрия и декстрана, позволяет полу-
чить нейтрофилы с чистотой клеточной взвеси 
приблизительно 94-98% [15, 27, 35]. Достаточно 
низкий процент (2-6%) контаминирующих кле-
ток, присутствующих в суспензиях нейтрофилов 
после использования методов изоляции на гра-
диенте плотности, часто считается приемлемым 
уровнем загрязнения для большинства исследо-
ваний, связанных с изучением их реактивности. 
В то же время данный уровень загрязнения пред-
ставляет собой потенциальную проблему при 
количественном изучении цитокин-секретиру-
ющей функции нейтрофилов с использованием 
иммуноферментного анализа (ИФА) и таких вы-
сокотехнологических методов, как количествен-
ная полимеразная цепная реакция (ПЦР) или 
секвенирование РНК (RNA-Seq). 

Основными контаминирующими клетками в 
нейтрофильной взвеси, выделенной с помощью 
градиентного центрифугирования, являются эо-
зинофилы и лимфоциты, в меньшей степени – 
моноциты и другие гранулоциты [25, 47]. Уровень 
лейкоцитарной контаминации, кроме того, зави-
сит от донора и часто также от технических навы-
ков исследователя. Показано, что процент конта-
минирующих клеток в препаратах нейтрофилов, 
выделенных с использованием Polymorphprep, 
может варьировать от 1% до 17% в отдельных об-
разцах крови здоровых людей [15].

Современные методы иммуномагнитной изо-
ляции с использованием магнитных наночастиц, 
связанных с моноклональных антителами к ней-
трофильным маркерам (позитивная иммуно-
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магнитная селекция), или антителами к марке-
рам контаминирующих лейкоцитов (негативная 
иммуномагнитная селекция) позволяют быстро 
получать обогащенную нейтрофильную кле-
точную взвесь высокой степени чистоты [6, 25, 
26]. В настоящее время использование негатив-
ной иммуномагнитной селекции нейтрофилов 
является общепризнанным подходом при про-
ведении исследований, связанных с изучением 
нейтрофильной секреции цитокинов и экспрес-
сии их мРНК [12, 43, 44, 45]. Различные коммер-
ческие одноэтапные наборы, предназначенные 
для быстрой иммуномагнитной изоляции пери-
ферических нейтрофилов, в своих технических 
описаниях указывают чистоту нейтрофильной 
взвеси в диапазоне 98-99%. Однако даже такая 
чистота клеточной взвеси не всегда гарантирует 
отсутствие ложноположительных результатов. 
Так, анализируя экспрессию мРНК и продукцию 
цитокинов в ответ на R848 (синтетический ими-
татор вирусной одноцепочечной РНК, распоз-
наваемой Toll-подобным рецептором (TLR) 8) 
нейтрофилами, выделенными с использованием 
метода одноэтапной иммуномагнитной очистки, 
F. Calzetti и соавт. (2017) получили много ложно-
положительных результатов, наиболее значимы-
ми из которых являются продукция IL-10 и экс-
прессия IL-6 мРНК, источником которых, как 
выяснили авторы, оказались не нейтрофилы, а 
контаминирующие slan+CD16+ моноциты, при-
сутствующие в клеточной взвеси в очень малом 
количестве (0,1%-0,6%) [12]. 

Значительную роль в «вопросе нейтрофиль-
ной контаминации» при оценке цитокин-се-
кретирующей функции нейтрофилов играют 
стимулирующие условия. Показано, что про-
цесс одноэтапной быстрой иммуномагнитной 
очистки оказывается вполне достаточным в от-
ношении аккумуляции и продукции мРНК IL-8 
или экспрессии мРНК фактора некроза опухо-
ли альфа (tumor necrosis factor αlpha, TNFα) при 
инкубации нейтрофилов с TNFα. А наиболее 
строгие требования к чистоте клеточной взвеси 
предъявляются при стимуляции нейтрофильных 
популяций агонистами TLRs [43]. В связи с этим 
в таких экспериментах настоятельно рекоменду-
ется многоэтапная очистка нейтрофилов с пред-
варительным выделением нейтрофильной взвеси 
на градиенте плотности и последующим этапом 
иммуномагнитной изоляции [12, 43].

Критическим моментом многоступенчатой 
очистки является появление дополнительных 
разнообразных манипуляций с клетками, что 
увеличивает по времени продолжительность про-
цесса выделения и может влиять на жизнеспособ-
ность нейтрофилов и их активационный статус, 
приводя в итоге к значительной потере клеток. 

В связи с этим актуальным вопросом является 
сравнение различных методов предварительной 
изоляции нейтрофилов и выбор наиболее опти-
мального из них для получения достаточного ко-
личества жизнеспособных периферических ней-
трофилов, что и явилось целью данной работы. 

Материалы и методы
Примечание: нейтрофилы были выделены из 

венозной крови здоровых доноров. Доноров кро-
ви невозможно было идентифицировать, не было 
никакого взаимодействия с живыми людьми или 
знания идентифицируемой личной информации. 

Донорская кровь в вакуумных одноразовых 
пробирках с ЭДТА доставлялась в лабораторию не 
позднее 2-3 часов после ее забора. Процедуры по 
изоляции нейтрофилов проводили с использова-
нием стерильных растворов, посуды и расходных 
материалов, полипропиленовых пробирок. Перед 
проведением негативной иммуномагнитной се-
лекции обогащенную нейтрофилами клеточную 
взвесь выделяли из цельной крови, используя три 
различных протокола, а именно: 1) центрифуги-
рование цельной крови на одинарном градиенте 
плотности (1,077 г/ мл) с последующим осажде-
нием эритроцитов декстраном – NeuG1/D; 2) 
центрифугирование цельной крови на двойном 
градиенте плотности (1,119/1,077 г/ мл) – NeuG2; 
3) быстрое выделение лейкоцитов с использова-
нием реагента, способствующего агрегации эри-
троцитов, HetaSep (StemCell Technologies, Кана-
да, #07906) – NeuHS.

1) Выделение нейтрофилов центрифугиро-
ванием цельной крови на одинарном градиенте 
плотности (1,077 г/мл) с последующим осажде-
нием эритроцитов декстраном (NeuG1/D), про-
водили с использованием модифицированного 
протокола, любезно предоставленного д-ром 
Federica Calzetti (Университет Вероны, Верона, 
Италия). Венозную кровь, предварительно раз-
бавленную фосфатно-солевым раствором Дуль-
бекко (DPBS, Gibco, #14190169) в соотношении 
4 части крови к 1 части DPBS, наслаивали на 
Гистопак-1077 (Histopaque-1077, Sigma-Aldrich, 
США, #10771) в соотношении 4:3. Центрифуги-
ровали при 400 × g 30 мин при комнатной тем-
пературе. После удаления слоя мононуклеарных 
клеток собирали нейтрофилы, лежащие на по-
верхности эритроцитов, в пробирку, содержащую 
5  мл DPBS. Клетки осаждали центрифугирова-
нием при 250 × g 5 мин при комнатной темпера-
туре, удаляли супернатант. Добавляли к осадку 
8 мл DPBS и 2 мл 4%-ного раствора декстрана 500 
(Sigma-Aldrich, США, #31392) в DPBS. Осторож-
но перемешивали переворачиванием пробирки 
и оставляли клеточную взвесь на 20-30 мин при 
комнатной температуре для седиментации эри-
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троцитов. Обогащенный гранулоцитами супер-
натант переносили в новую пробирку и осажда-
ли центрифугированием при 250 × g 5 мин при 
комнатной температуре. Контаминирующие 
эритроциты удаляли осмотическим лизисом: 
клеточный осадок ресуспендировали в 1,5  мл 
0,2% NaCl; осторожно перемешивали не более 
50-60 сек, затем добавляли 4,5 мл 1,2% NaCl (рас-
творы NaCl готовили из 5М NaCl Sigma, США, 
#s6316) и DPBS до 12 мл, центрифугировали при 
250 × g 5 мин при комнатной температуре и уда-
ляли супернатант. При необходимости процедуру 
повторяли. Ресуспендировали клеточный осадок 
в 1 мл среды DPBS с 2% эмбриональной телячьей 
сывороткой (2%FCS) (StemCell Technologies, Ка-
нада, #07905) и 2мМ EDTA (Sigma-Aldrich, США, 
#ED2P). 

2) Выделение нейтрофилов (гранулоцитов) 
центрифугированием цельной крови на двойном 
градиенте плотности (NeuG2) проводили соглас-
но инструкции к Гистопак-1119 (Histopaque-1119, 
Sigma-Aldrich, США, #11191). В пробирку в соот-
ношении 1:1:2 последовательно наслаивали Ги-
стопак-1119, Гистопак-1077 и венозную кровь, 
предварительно разбавленную DPBS (1:1). Цен-
трифугировали 40 мин при 400 × g при комнатной 
температуре. После удаления слоя мононуклеар-
ных клеток, на границе между двумя градиентами 
плотности собирали нейтрофильное «кольцо» в 
пробирку, содержащую 5 мл DPBS. Клетки осаж-
дали центрифугированием при 250 × g 5 мин при 
комнатной температуре, удаляли супернатант, 
повторно отмывали в 5 мл DPBS с последующим 
центрифугированием и удалением супернатанта. 
При неполном осаждении эритроцитов, прово-
дили их удаление при помощи осмотического ли-
зиса, аналогично способу, описанному выше. Ре-
суспендировали клеточный осадок в среде DPBS 
+ 2%FCS + 2мМ EDTA. 

3) Быстрое выделение лейкоцитов с ис-
пользованием HetaSep (NeuHS). Данный метод 
рекомендуется производителями набора для не-
гативной иммуномагнитной селекции нейтрофи-
лов (StemCell Technologies, Канада). HetaSep со-
держит 6%-ный раствор гидроксиэтилкрахмала 
(ГЭК), стимулирующий агрегацию эритроцитов, 
и используется для быстрого отделения ядро-
содержащих клеток от эритроцитов в цельной 
крови. Согласно инструкции производителя, до-
бавляли 2 мл HetaSep к 10 мл цельной крови (1:5) 
в 15-мл полипропиленовую пробирку и хорошо 
перемешивали. Центрифугировали при 110 × g 6 
мин при комнатной температуре. Оставляли на 
10-15 мин для дальнейшего осаждения эритро-
цитов. Удаляли обогащенный лейкоцитами слой 
плазмы (приблизительно 40% объема) в другую 
пробирку и промывали, добавляя 4 части DPBS 

на 1 часть плазмы с клетками. Центрифугировали 
при 500 × g 10 мин при комнатной температуре. 
Удаляли супернатант, отмывали клетки для уда-
ления тромбоцитов, добавляя 5 мл DPBS и цен-
трифугируя при 120 × g 10 мин при комнатной 
температуре. После удаления надосадочной жид-
кости остаточные эритроциты удаляли осмотиче-
ским лизисом, аналогично способу, описанному 
в первом протоколе. Ресуспендировали клеточ-
ный осадок в среде DPBS + 2%FCS + 2мМ EDTA. 

Клеточная взвесь, выделенная одним из ука-
занных выше способов, на следующем этапе 
подвергалась негативной иммуномагнитной се-
лекции, которую проводили в соответствии с 
инструкцией производителя, используя набор 
для обогащения нейтрофилов человека EasySep 
Human Neutrophil Enrichment Kit (StemCell 
Technologies, Канада, #19257) и магнит PURPLE 
EASYSEP® MAGNET (StemCell Technologies,  Ка-
нада, #18000). Набор содержит покрытые дек-
страном магнитные наночастицы и комбина-
цию моноклональных антител к поверхностным 
антигенам клеток крови человека (CD2, CD3, 
CD9, CD19, CD36, CD56, гликофорин А), биспе-
цифичных к декстрану, что позволяет обеспечить 
«сшивку» контаминирующих клеток с магнитны-
ми наночастицами и их последующее «прилипа-
ние» к стенкам пробирки, помещенной в магнит. 
Очищенная таким образом от контаминирующих 
клеток нейтрофильная взвесь переносится в чи-
стую пробирку.

Подсчет выделенных нейтрофилов с одновре-
менной оценкой их жизнеспособности методом 
эксклюзии трипанового синего на автоматиче-
ском анализаторе клеток TC20 (Bio-Rad, США) 
осуществляли до и после иммуномагнитной изо-
ляции. Количество клеток пересчитывали на 1 
мл цельной крови, используемой для выделения 
нейтрофилов.

Чистоту клеточной взвеси после много-
этапного выделения оценивали с помощью 
FACS-окрашивания клеток на проточном ци-
тофлюориметре BD FACSCanto II с флуорес-
центно конъюгированными антителами к CD66b 
(BD Biosciences, США, #560995) и CD16 (BD 
Biosciences, США, #561927). 

Статистический анализ полученных резуль-
татов проводился с использованием пакета при-
кладных программ Statistica 7.0 (StatSoft Inc., 
США). В связи с отсутствием нормального рас-
пределения данных в соответствии с критерием 
Шапиро–Уилка, центральные тенденции и дис-
персии количественных признаков описывали 
медианой (Me) и интерквартильным интервалом 
(25-й и 75-й процентили, Q0,25 и Q0,75). Сравнение 
групп по количественным признакам проводили 
с использованием непараметрических критериев 
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Краскела–Уоллиса для множественных сравне-
ний и Манна–Уитни для сравнения независи-
мых переменных попарно. Непараметрический 
критерий Вилкоксона использовали для сравне-
ния связанных выборок (до и после иммуномаг-
нитной изоляции). Наблюдаемые различия счи-
тались не случайными при p < 0,05. 

Результаты
В первой серии экспериментов на большом 

количестве образцов крови была проведена срав-
нительная оценка влияния трех различных про-
токолов предварительной изоляции нейтрофилов 
на их количество и жизнеспособность. Анализ 
полученных результатов показал, что максималь-
ное количество нейтрофилов получается при их 
выделении методом центрифугирования крови 
на градиенте плотности с последующим осаж-
дением эритроцитов декстраном (NeuG1/D). 
Количество нейтрофилов NeuG1/D превыша-
ло в 2,07 раза (p < 0,05) количество клеток, вы-
деленных с использованием двойного градиента 
плотности (NeuG2), и в 2,67 раза (p < 0,05) – с 
применением HetaSep (NeuHS). Кроме того, 
нейтрофилы NeuG1/D имели повышенную жиз-
неспособность (все p < 0,05) по сравнению с ней-
трофилами NeuG2 и NeuHS (табл. 1). 

Во второй серии экспериментов мы оценивали 
влияние исследуемых протоколов предваритель-
ного выделения нейтрофилов на их количество и 
жизнеспособность до и после проведения после-
дующей иммуномагнитной изоляции. Аналогич-
но первой серии экспериментов максимальное 
количество нейтрофилов на предварительном 
этапе очистки было получено при их выделении с 
использованием протокола центрифугирования 
крови на градиенте плотности с последующим 
осаждением эритроцитов декстраном: количе-
ство нейтрофилов NeuG1/D превышало в 1,96 
раза (p < 0,05) количество нейтрофилов NeuG2, 
выделенных на двойном градиенте плотности, и 
в 2,92 раза (p < 0,05) – количество клеток NeuHS, 
выделенных при помощи HetaSep (табл.  2). По-
сле проведения иммуномагнитной изоляции ко-
личество нейтрофилов во всех трех исследуемых 
группах значительно уменьшилось: NeuG1/D – в 
7,8 раза (p < 0,05), NeuG2 – в 6,7 раза (p < 0,05), 
NeuHS – в 10 раз (p = 0,0679). Несмотря на то, 
что количество нейтрофилов, выделенных на 
предварительном этапе с использованием перво-
го протокола (с декстраном), после иммуномаг-
нитной очистки также существенно превышало 
количество нейтрофилов, изолированных двумя 
другими методами, статистически значимые раз-
личия между группами по данному параметру от-
сутствовали (табл. 2, рис. 1). 

Рисунок 1. Количество нейтрофилов до и после 
отрицательной иммуномагнитной селекции в 
зависимости от разных методов предварительной 
изоляции клеточной взвеси
Примечание. Данные представлены в виде медианы 
и интерквартильного интервала. NeuG1/D – нейтрофилы, 
выделенные центрифугированием цельной крови на 
одинарном градиенте плотности с последующим осаждением 
эритроцитов декстраном; NeuG2 – нейтрофилы, выделенные 
центрифугированием цельной крови на двойном градиенте 
плотности; NeuHS – нейтрофилы (лейкоциты), выделенные 
с использованием HetaSep.
Figure 1. Number of neutrophils before and after negative 
immunomagnetic selection depending on different methods 
of preliminary isolation of cell suspension
Note. Data are presented as median and interquartile range. NeuG1/D, 
neutrophils isolated by centrifugation of whole blood on a single density 
gradient followed by sedimentation of red blood cells with dextran; NeuG2, 
neutrophils isolated by centrifugation of whole blood on a double density 
gradient; NeuHS, neutrophils (leukocytes) isolated using HetaSep.

Рисунок 2. Жизнеспособность нейтрофилов до 
и после отрицательной иммуномагнитной селекции 
в зависимости от разных методов предварительной 
изоляции клеточной взвеси
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 2. Viability of neutrophils before and after negative 
immunomagnetic selection depending on different methods 
of preliminary isolation of cell suspension
Note. As for Figure 1.
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ТАБЛИЦА 1. ВЛИЯНИЕ РАЗНЫХ МЕТОДОВ ПРЕДВАРИТЕЛЬНОЙ ИЗОЛЯЦИИ НЕЙТРОФИЛОВ НА ИХ КОЛИЧЕСТВО 
И ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. EFFECT OF DIFFERENT METHODS OF PRELIMINARY ISOLATION OF NEUTROPHILS ON THEIR NUMBER AND 
VIABILITY, Me (Q0,25-Q0,75)

Показатель
Indicator

NeuG1/D
n = 18

(1)

NeuG2
n = 59

(2)

NeuHS
n = 7
(3)

p
(Kruskal–

Wallis 
ANOVA)

p
(Mann–Whitney U Test)

1 ↔ 2 1 ↔ 3 2 ↔ 3

Количество клеток, 
выделенных из 1 мл 
крови (×× 106)
Number of cells isolated 
from 1 mL of blood (× 106)

2,75 
(2,08-
3,20)

1,33 
(1,05-
1,83)

1,03 
(0,83-
1,56)

0,0000 0,0000 0,0009 0,2834

Жизнеспособность, %
Viability, %

87,5 
(82,0-
92,0)

84,0 
(73,0-
88,0)

78,0 
(76,0-
81,0)

0,0191 0,0182 0,0100 0,3169

ТАБЛИЦА 2. ВЛИЯНИЕ РАЗНЫХ МЕТОДОВ ПРЕДВАРИТЕЛЬНОГО ВЫДЕЛЕНИЯ КЛЕТОЧНОЙ ВЗВЕСИ НА 
КОЛИЧЕСТВО И ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ НЕЙТРОФИЛОВ ДО И ПОСЛЕ ИММУНОМАГНИТНОЙ СЕЛЕКЦИИ, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 2. INFLUENCE OF DIFFERENT METHODS OF PRELIMINARY ISOLATION OF CELL SUSPENSION ON THE NUMBER 
AND VITABILITY OF NEUTROPHILS BEFORE AND AFTER IMMUNOMAGNETIC SELECTION, Me (Q0.25-Q0.75)

Показатель
Indicator

NeuG1/D
n = 6
(1)

NeuG2
n = 16

(2)

NeuHS
n= 4
(3)

p
(Kruskal–

Wallis 
ANOVA)

p
(Mann–Whitney U Test)

1 ↔ 2 1 ↔ 3 2 ↔ 3

Количество клеток, 
выделенных из 1 мл 
крови (×× 10 1066) ) 
NumberNumber of cells isolated 
from 1 mL of blood 
(× 106)

До
Before

3,50 
(2,95-
4,25)

1,79 
(0,82-
2,34)

1,20 
(1,00-
1,30)

0,0036 0,0017 0,0105 0,4497

После
After

0,45 
(0,28-
0,70)

0,29
(0,18-
0,63)

0,12
(0,08-
1,70)

0,0870

p
(Wilcoxon Matched 
Pairs Test)

0,0277 0,0005 0,0679

Жизнеспособность, %
Viability, %

До
Before

90,00 
(82,00-
94,00)

82,50 
(75,00-
88,50)

78,00 
(73,50-
84,00)

0,1262

После
After

90,00 
(85,00-
95,00)

84,00 
(81,50-
89,50)

90,50 
(81,00-
91,00)

0,0894

p
(Wilcoxon Matched 
Pairs Test)

0,1730 0,2209 0,2851

В отличие от количественного содержания 
жизнеспособность нейтрофилов не только со-
хранилась на высоком уровне у нейтрофилов 
NeuG1/D, но и наблюдались тенденции к ее по-
вышению в двух других группах, особенно у ней-
трофилов NeuHS после иммуномагнитной изо-
ляции (рис. 2), в результате чего во второй серии 
экспериментов статистически значимые разли-

чия между группами по данному показателю так-
же отсутствовали (табл. 2). 

Независимо от способа предварительного вы-
деления нейтрофилов, проведение многоэтапной 
очистки с использованием на заключительной 
стадии метода негативной иммуномагнитной 
селекции позволило получить клеточную взвесь 
высокой степени чистоты: содержание нейтро-
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Рисунок 3. Оценка гомогенности нейтрофильной популяции методом проточной цитофлуориметрии
Примечание. Приведены данные для клеточной взвеси, полученной до (А) и после (Б) проведения отрицательной 
иммуномагнитной селекции. Внизу справа показана чистота обогащенной нейтрофильной взвеси: количество CD16+CD66b+ 
нейтрофилов составляет 98,5% до проведения иммуномагнитной селекции (А) и 99,1% – после (Б). CD16 и CD66b – 
специфические поверхностные маркеры нейтрофилов человека.
Figure 3. Assessment of homogeneity of the neutrophil population by flow cytometry
Note. Data are presented for the cell suspension obtained before (A) and after (B) negative immunomagnetic selection. The bottom right shows 
the purity of enriched neutrophil suspension: the number of CD16+CD66b+ neutrophils is 98.5% before immunomagnetic selection (A) and 99.1% 
after (B). CD16 and CD66b are specific surface markers of human neutrophils.

филов в обогащенной фракции превышало 99,1% 
(рис.  3).

Обсуждение
В данной работе мы сравнивали три различ-

ных способа предварительного выделения ней-
трофилов: традиционный метод центрифугиро-
вания цельной крови на одинарном градиенте 
плотности с последующим осаждением эритро-
цитов декстраном – NeuG1/D; выделение ней-
трофилов центрифугированием цельной крови 
на двойном градиенте плотности – NeuG2; бы-
строе выделение лейкоцитов с использованием 
HetaSep – NeuHS. 

Анализ полученных результатов показал, 
что максимальное количество жизнеспособных 
клеток на предварительном этапе получается 
при выделении нейтрофилов с использованием 
одинарного градиента плотности и декстрана 
(NeuG1/D). После проведения дополнительной 
очистки нейтрофильной взвеси от контамини-
рующих клеток с помощью негативной иммуно-

магнитной селекции количество нейтрофилов 
значительно уменьшилось, независимо от ис-
пользуемого протокола их предварительного вы-
деления. Тенденции к повышенному содержанию 
NeuG1/D сохранились, однако статистических 
различий между группами при окончательной 
оценке числа нейтрофилов обнаружено не было. 

Точный механизм существенного уменьше-
ния количества нейтрофилов после проведения 
негативной иммуномагнитной селекции при 
многоэтапной очистке неизвестен. Сравнитель-
ный анализ, проведенный V. Kremer и соавт. 
(2023), показывает, что одноэтапная негатив-
ная иммуномагнитная изоляция нейтрофилов 
дает наибольший выход клеток на 1 мл крови по 
сравнению с методами, использующими разные 
режимы градиентного центрифугирования [25], 
а также является наиболее быстрым и щадящим 
методом выделения нейтрофилов [6]. И хотя есть 
сведения о том, что данный метод ускоряет апоп-
тоз нейтрофилов, это наблюдается только через 
24 ч культивирования [20]. Наши результаты так-

А (А) Б (B)FACSDiva Version 6.1.3 FACSDiva Version 6.1.3
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же не подтверждают снижение жизнеспособно-
сти нейтрофилов.

Можно предположить, что причиной суще-
ственного уменьшения количества нейтрофилов 
при многоэтапной очистке является их актива-
ция в процессе предварительного выделения и 
последующее удаление при иммуномагнитной 
изоляции, вследствие возможного неспецифиче-
ского связывания с магнитными наночастицами. 

Влияние процесса выделения нейтрофилов 
на их функциональный статус широко описано 
в литературе. Уровень активации и дегрануляции 
нейтрофилов сильно коррелирует с количеством 
этапов и типами манипуляций, используемых во 
время выделения [14]. 

Известно, что методы выделения нейтрофи-
лов на одинарном или двойном градиенте плот-
ности с помощью центрифугирования дают 
самый высокий уровень их активации и дегра-
нуляции [6, 14, 25, 49]. Нейтрофилы, изолиро-
ванные с помощью градиентного центрифугиро-
вания, характеризуются отчетливым паттерном 
экспрессии нескольких маркеров, связанных с 
активацией, а именно – повышенной экспресси-
ей CD11b (альфа-субъединица интегрина αMβ2, 
MAC-1), CD63 (мембранный маркер азурофиль-
ных гранул), CD66b (гранулоцит-специфический 
маркер), CD177 (специфический маркер нейтро-
фильной активации), FPR1 (рецептор формил-
пептида-1), CD35 (рецептор комплемента-1) 
и CD32 (Fcγ-рецептор II, FcγRII), снижением 
уровня CD62L (L-селектин), CD16 (низко-аф-
финный Fcγ-рецептор III, FcγRIII), и BLTR1 
(лейкотриена В4 рецептор-1) [6, 14, 25]. Кроме 
того, установлено, что нейтрофилы, выделен-
ные на градиенте плотности, экспрессируют не-
сколько атипичных маркеров, таких как CD11c 
(альфа-субъединица интегрина αXβ2), CXCR3 и 
CXCR4 (хемокиновые рецепторы), FPR2 (рецеп-
тор формилпептида-2), CD14 (корецептор TLR4) 
и антигенпрезентирующие молекулы HLA-DR и 
HLA-DQ, обычно отсутствующих на нейтрофи-
лах, изолированных более щадящим иммуномаг-
нитным методом [6]. 

Активация и дегрануляция нейтрофилов 
при центрифугировании на градиенте плотно-
сти может в свою очередь способствовать их не-
специфическому связыванию с антителами и 
последующее удаление в процессе иммуномаг-
нитной изоляции. Нейтрофилы содержат боль-
шое количество катионных белков, включая ми-
елопероксидазу и дефенсины [8], которые могут 
опосредовать неспецифические связывающие 
взаимодействия с анионными областями кон-
струкций антител [14, 23, 37, 41]. Еще одним из 
механизмов потери клеток в процессе иммуно-
магнитной изоляции нейтрофилов при много-

этапном выделении может быть их способность 
легко формировать комплексы с другими типа-
ми лейкоцитов, образуя нейтрофил-лейкоци-
тарные мультиплеты. Показано, что изоляция 
нейтрофилов с использованием как одинарного, 
так и двойного градиента плотности может уве-
личивать частоту образования мультиплетов на 
46- 73% [14]. 

Применение декстрана для седиментации 
эритроцитов (в первом протоколе) также может 
быть одной из причин потери клеток в процес-
се иммуномагнитной изоляции. Установлено, 
что седиментация эритроцитов с декстраном при 
выделении нейтрофилов стимулирует деграну-
ляцию специфических гранул, увеличивает экс-
прессию поверхностных молекул CD11b и CD16, 
усиливает адгезию и оксидазную активность, 
снижая при этом хемотаксис нейтрофилов [5, 36, 
49]. Интересно, что стимулирующий эффект дек-
страна авторы наблюдали только тогда, когда се-
диментация эритроцитов предшествовала гради-
ентному центрифугированию нейтрофилов, при 
проведении данных этапов в обратном порядке 
активирующего воздействия декстрана на ней-
трофилы не обнаруживалось [5, 36]. Считается, 
что декстран оказывает опосредованное действие 
на нейтрофилы через активацию моноцитов и 
высвобождение ими TNFα [36], поэтому его ак-
тивирующее влияние на нейтрофилы минималь-
но в отсутствие моноцитов. В нашей работе мы 
проводили седиментацию с декстраном после 
градиентного центрифугирования, что должно 
было минимизировать активирующее влияние 
декстрана на нейтрофилы, опосредованное мо-
ноцитами. Однако не исключены стимулирую-
щие эффекты градиентного центрифугирования, 
наличие контаминирующих моноцитов, а также 
вероятность неспецифических взаимодействий, 
обусловленных декстраном. Необходимо отме-
тить, что декстран является важным компонен-
том набора для негативной иммуномагнитной се-
лекции, и производитель (StemCell Technologies) 
не рекомендует использовать декстран в качестве 
седиментирующего эритроциты агента при под-
готовке клеточной взвеси. 

Использование на предварительном этапе вы-
деления нейтрофилов эритроцит-агрегирующе-
го агента HetaSep (рекомендованного StemCell 
Technologies) также не обеспечило высокого вы-
хода нейтрофилов после иммуномагнитной изо-
ляции. В отличие от градиентного центрифугиро-
вания, при помощи данного метода изначально 
выделяется не нейтрофильная, а лейкоцитарная 
взвесь. Несмотря на довольно быструю процеду-
ру, причиной потери клеток здесь также может 
быть их неспецифическое связывание с анти-
телами вследствие активации. В данном случае 
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стимулирующим эффектом может обладать ги-
дроксиэтилкрахмал (ГЭК), основной компонент 
HetaSep, несмотря на противоречивость сведений 
о его специфических влияниях на нейтрофилы. 
Известно, что ГЭК ингибирует адгезию нейтро-
филов и трансэндотелиальную миграцию [19], но 
вызывает высвобождение эластазы [22]. На осно-
вании экспериментальных данных предполагают, 
что ГЭК может вести себя как физиологический 
субстрат для интегринов (MAC-1). Более того, 
связывание ГЭК с MAC-1 может активировать 
внутриклеточные сигнальные каскады (ГЭК спо-
собен активировать путь PI3K/Akt, не влияя на 
p38/MAPK), модулирующие ответы нейтрофи-
лов, такие как жизнеспособность и окислитель-
ный «взрыв» [48]. Дополнительным негативным 
моментом при использовании этого метода явля-
ется необходимость неоднократного проведения 
осмотического лизиса остаточных эритроцитов, 
количество которых оказывается довольно су-
щественным (согласно инструкции производи-
теля до 5-10% исходных эритроцитов могут не 
осаждаться и, таким образом, все еще оставаться 
в лейкоцитарной фракции). Лизис эритроцитов 
может провоцировать нейтрофилы к неспецифи-
ческому связыванию антител [14, 25]. 

В целом наша работа подтверждает данные 
литературы [12, 43, 44, 45] о том, что многосту-
пенчатый процесс изоляции нейтрофилов по-
зволяет получить клеточную взвесь высокой 
степени чистоты, которую можно использовать 
в дальнейшем для исследования их цитокин-се-
кретирующей активности. Однако такая много-

ступенчатая изоляция значительно снижает их 
количество, что может быть критичным при ис-
ходно малых объемах крови. Исследуемые нами 
три разных метода предварительного выделения 
нейтрофилов не показали статистически зна-
чимых различий по количественному выходу 
жизнеспособных нейтрофилов после иммуно-
магнитной изоляции, что предполагает исполь-
зование любого из этих методов в зависимости от 
возможностей и предпочтений исследователей. 
Тем не менее, основываясь на собственных полу-
ченных результатах, можно сделать вывод о том, 
что предварительная очистка нейтрофилов мето-
дом центрифугирования на одинарном градиенте 
плотности с последующей седиментацией эри-
троцитов декстраном, несмотря на все ее недо-
статки, обладает наиболее щадящим воздействи-
ем на клетки, что подтверждается повышенным 
выходом жизнеспособных нейтрофилов на этапе 
предварительного выделения и после иммуно-
магнитной очистки. Кроме того, этот метод явля-
ется наиболее экономичным, из рассмотренных 
нами, в плане трудозатрат, времени и стоимости 
реактивов.
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ОСОБЕННОСТИ IgE-ОТВЕТА НА БЕЛОК И ЖЕЛТОК 
КУРИНОГО ЯЙЦА У ДЕТЕЙ С ПИЩЕВОЙ АЛЛЕРГИЕЙ 
И АТОПИЧЕСКИМ ДЕРМАТИТОМ
Сновская М.А., Семикина Е.Л., Макарова С.Г., Петричук С.В., 
Курбатова О.В., Жужула А.А., Ерешко О.А., Галимова А.А.
ФГАУ «Национальный медицинский исследовательский центр здоровья детей» Министерства здравоохранения 
РФ, Москва, Россия

Резюме. Куриное яйцо является одним из наиболее важных источников аллергенов, сенсибилиза-
ция пациентов к которым чаще всего проявляется в виде пищевой аллергии (ПА) и/или атопического 
дерматита (АтД). Иммуногенными факторами куриного яйца являются молекулы, которые присут-
ствуют как в белке, так и желтке. 

Цель нашей работы состояла в сравнении частоты и интенсивности IgE-ответа на различные ком-
поненты куриного яйца у детей в зависимости от их возраста и пола. Нами обследованы 3070 детей с 
симптомами пищевой аллергии и атопического дерматита, проведен анализ IgE-ответа на экстракт 
аллергенов белка куриного яйца (f1) и экстракт аллергенов желтка куриного яйца (f75) с учетом воз-
раста и пола детей. Уровень IgE определен методом иммунофлюоресценции с помощью автоматиче-
ского анализатора ImmunoCAP250. 

Нами выявлена высокая частота сенсибилизации к куриному яйцу у детей с ПА и АтД: 31,07% 
(n = 954) пациентов имели клинически значимые уровни IgE. Частота сенсибилизации к белку была 
статистически значимо выше частоты сенсибилизации к желтку: 31,04% (n = 953) и 13,13% (n = 403) 
соответственно. Максимальная распространенность положительных IgE-ответов на белок и желток 
куриного яйца и выраженность сенсибилизации отмечалась у детей первого года жизни, а у детей 
старших возрастных групп наблюдалось значимое снижение этих показателей. В старших возрастных 
группах также наблюдалось уменьшение числа косенсибилизированных пациентов, в то время как 
число случаев моносенсибилизации к белку куриного яйца возрастало в группах детей 2-6 лет, а затем 
снижалось у детей старше 6 лет. У детей обоих полов частота позитивных IgE-ответов на экстракты 
аллергенов белка и желтка куриного яйца значимо не отличалась и имела сходную возрастную дина-
мику. Статистически значимые различия между IgE-ответом мальчиков и девочек выявлены только 
в группах детей старше 14 лет и только в отношении IgE-ответа на аллергены белка куриного яйца. 
Нами показана крайне низкая частота моносенсибилизации к желтку: клинически значимые уровни 
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IgE к желтку при отсутствии антител к белку куриного яйца обнаружены у 0,1% пациентов с пищевой 
аллергией и атопическим дерматитом. 

Высокая частота сенсибилизации к куриному яйцу у детей первых лет жизни свидетельствует о 
крайне раннем контакте пациента с аллергеном. Иммуногенная способность аллергенов белка и 
желтка различна, более выраженный IgE-ответ наблюдается в отношении белка куриного яйца. Сни-
жение числа случаев положительного IgE-ответа на аллергены куриного яйца у детей может свиде-
тельствовать о формировании иммунологической толерантности как к желтку, так и к белку к воз-
расту 8-10 лет. Однако остается открытым вопрос изучения иммунных механизмов аллергических 
реакций, поскольку, несмотря на значительное снижение распространенности аллергии на куриное 
яйцо у детей старшего возраста, ряд пациентов так и не достигает толерантности к данному пищевому 
продукту.

Ключевые слова: пищевая аллергия, атопический дерматит, сенсибилизация к белку куриного яйца, сенсибилизация 
к желтку куриного яйца, IgE-ответ

FEATURES OF THE IgE RESPONSE TO EGG WHITE AND 
YOLK IN CHILDREN WITH FOOD ALLERGIES AND ATOPIC 
DERMATITIS
Snovskaya M.A., Semikina E.L., Makarova S.G., Petrichuk S.V., 
Kurbatova O.V., Zhuzhula A.A., Ereshko O.A., Galimova A.A.
National Medical Research Center for Children’s Health, Moscow, Russian Federation

Abstract. Chicken egg is among the most important sources of allergens. Sensitization to them is most often 
manifests as food allergy (FA), and/or atopic dermatitis (AD). Immunogenic substances of a chicken egg are 
present in both white egg and yolk.

The purpose of our work was to compare frequency and intensity of the IgE responses to various components 
of a chicken egg in children, depending on their age and gender. We examined 3070 children with symptoms of 
food allergies and atopic dermatitis, analyzed the IgE responses to chicken white egg allergens extract (f1) and 
yolk allergens extract (f75), taking into account the age and gender of children. The IgE levels were determined 
by immunofluorescence using an automatic ImmunoCAP 250 analyzer. We found a high incidence of 
sensitization to chicken egg in children with FA and AD: 31.07% (n = 954) of patients had clinically significant 
IgE levels. The frequency of sensitization to white egg was statistically significantly higher than the frequency of 
sensitization to yolk: 31.04% (n = 953) and 13.13% (n = 403), respectively. The maximum prevalence of positive 
IgE responses to white egg and yolk and more severe sensitization were observed in children of their first year of 
life. A significant decrease of these indices has been detected in groups of older children. In older age groups, 
there was also a decrease in the number of co-sensitized patients, whereas the number of monosensitization 
cases to chicken egg protein was increased in groups of children of 2 to 6 years old, and then decreased in 
children over 6 years old. The frequency of positive IgE responses to allergen extracts of white egg and yolk 
did not differ significantly and had similar age dynamics in children of both sexes. Statistically significant 
differences between the IgE responses of boys and girls were found only in groups of children over 14 years old, 
especially with IgE to allergens of white egg. We have shown an extremely low frequency of monosensitization 
to yolk: clinically significant levels of IgE to yolk in the absence of antibodies to egg protein were found in 
0.1% of patients with food allergies and atopic dermatitis. High frequency of sensitization to chicken eggs in 
small children suggests an extremely early contact of the patients with allergens. The immunogenic ability of 
white egg and yolk allergens is different. Much more pronounced IgE response was observed towards white 
egg. A decreasing number of positive IgE response cases to chicken egg allergens in children may be due to 
development of immunological tolerance to both yolk and white egg at the age of 8-10 years. However, the issue 
of studying the allergic response mechanisms remains open, since, despite a significant decrease in prevalence 
of egg allergy in older children, a number of patients still do not achieve tolerance to this food product.

Keywords: food allergy, atopic dermatitis,  sensitization to white egg, sensitization to egg yolk, IgE response
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Введение
По данным различных исследований, куриное 

яйцо является одним из наиболее важных ис-
точников аллергенов [10, 14]. Сенсибилизация к 
нему происходит как при употреблении в пищу, 
так и при контакте с кожей, а также при вдыха-
нии аллергенов, диспергированных в воздухе [4, 
10]. Более того, даже дети, находящиеся на груд-
ном вскармливании и не получавшие ранее при-
корм, могут развивать IgE-ответ на аллергены 
куриного белка, которые получают с молоком 
матери [4]. По данным различных исследовате-
лей, распространенность аллергии к куриному 
яйцу варьирует от 0,5% до 9% в популяции. Так, 
по данным J. Wei-Liang Tan и соавт., более 25% 
детей, страдающих атопическим дерматитом, 
имеют сенсибилизацию к куриному яйцу [4]. 
В работе Е.Е. Варламова и соавт. показано, что 
распространенность аллергии к куриному яйцу у 
детей первых 2 лет жизни составляет 1-2% [1]. По 
оценкам C.L. Gray и соавт. распространенность 
аллергии на яйцо в раннем детском возрасте со-
ставляет 0,5-8,9% [6].

Аллергия на куриное яйцо проявляется раз-
личными симптомами. Распространенными из 
них являются эритема, крапивница, экзематоз-
ная сыпь, боли в животе, тошнота, рвота, боли 
в эпигастрии, диарея, отек слизистой ротовой 
полости, отек гортани, в редких случаях сенси-
билизация к куриному яйцу может приводить 
к развитию анафилактической реакции [8, 11]. 
Сенсибилизация к куриному яйцу чаще всего ма-
нифестирует в виде пищевой аллергии и/или ато-
пического дерматита. При этом у детей раннего 
возраста атопический дерматит представляет со-
бой наиболее распространенное аллергическое 
заболевание. 

Сенсибилизирующими факторами куриного 
яйца являются белки, которые в основном при-
сутствуют в яичном белке, например, овальбу-
мин, овомукоид, овотрансферрин и лизоцим. 
Однако яичный желток также обладает аллерген-
ной активностью, за счет альфа-ливетина и гли-
копротеина 42 [8, 14]. 

Современные публикации приводят данные о 
разной роли компонентов яйца как сенсибилизи-
рующих агентов у детей и у взрослых пациентов. 
В работе J.  Kovacs-Nolan и соавт. показано, что 
аллергия на яичный желток преимущественно 
встречается у лиц старше 18 лет, в отличие от ал-
лергии на яичный белок, которая распространена 
у маленьких детей [7]. В другой работе D.J. Palmer 
и соавт. показали, что у детей до года, имеющих 
аллергию на куриное яйцо, сенсибилизация в ос-
новном обусловлена яичным белком, а аллергия 
на желток встречается крайне редко [9]. Более 
важную роль белка куриного яйца как источника 

аллергенов, по сравнению с желтком, описывает 
работа P. Dhanapala и соавт. [5]. Вместе с тем роль 
желтка, как сенсибилизирующего агента остает-
ся недооцененной.

В связи с неоднозначной ролью компонентов 
куриного яйца в сенсибилизации пациента, раз-
личии данных о частоте аллергических реакций, 
отсутствия анализа возрастной динамики IgE-
ответа у детей, сенсибилизированных к курино-
му яйцу, цель нашей работы состояла в сравнении 
частоты и интенсивности IgE-ответа на белок и 
желток куриного яйца у сенсибилизированных 
детей в зависимости от их возраста и пола.

Материалы и методы
Нами проведено одноцентровое сравнитель-

ное ретроспективное исследование IgE-ответов 
на компоненты куриного яйца (желтка и белка) 
в когорте пациентов из различных регионов Рос-
сии. В исследование были включены дети в воз-
расте от 6 месяцев до 18 лет, выбранные из реги-
стра ФГАУ «НМИЦ здоровья детей» Минздрава 
России. Все дети имели симптомы пищевой ал-
лергии в сочетании с атопическим дерматитом, 
были консультированы аллергологом и направ-
лены на определение в сыворотке крови концен-
трации аллерген-специфических антител (IgE) к 
широкой панели аллергенов с целью выявления 
триггерного фактора аллергических реакций. 

В ходе исследования нами был осуществлен 
ретроспективный сбор и анализ данных; меди-
цинского вмешательства не проводилось. Оцене-
ны истории болезни и результаты обследования 
3070 детей (1487 девочек, 1583 мальчика) с сим-
птомами пищевой аллергии, такими как тошно-
та, рвота, расстройство стула, развивающиеся 
после приема пищи, отеки слизистых, крапив-
ница, экзема. У пациентов также отмечено на-
личие атопического дерматита, проявляющегося 
в сухости кожи, зудящей сыпи, развивающейся 
на разгибательных поверхностях рук и ног, лице, 
у ряда пациентов отмечены мокнутие и корки в 
местах поражения кожных покровов.

Анализ IgE-ответа на экстракт аллергенов бел-
ка куриного яйца (f1) и экстракт аллергенов желт-
ка куриного яйца (f75) был проведен как для всей 
группы пациентов, так и в подгруппах с учетом 
возраста и пола пациентов. Для этого пациенты 
были разделены на 9 подгрупп в зависимости от 
возраста: 6-12 месяцев (275 детей), 1-2 года (526 
детей), 2-4 года (832 ребенка), 4-6 лет (512 детей), 
6-8 лет (329 детей), 8-10 лет (212 детей), 10-12 лет 
(151 ребенок), 12-14 лет (101 ребенок), 14-18 лет 
(132 ребенка).

Уровни аллерген-специфических IgE были 
определены с помощью иммунофлуоресцент-
ного метода, реализованного на базе авто-
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матического анализатора Phadia250 (Thermo 
Fisher Scientific, США). Пороговым значени-
ем, при превышении которого концентрация 
IgE в сыворотке крови считалась клинически 
значимой, был принят уровень 0,35 кЕ/л со-
гласно данным производителя аналитической 
системы. Для интерпретации полученных ре-
зультатов использовалось также разделение 
их на классы сенсибилизации: концентрация 
IgE = 0,35÷0,69 кЕ/л соответствовала I классу 
(слабая сенсибилизация); IgE = 0,70÷3,49 кЕ/л – 
II классу (умеренная); IgE = 3,5÷17,49 кЕ/л – 
III классу (средний уровень сенсибилизации), 
IgE = 17,5÷49,9 кЕ/л – IV классу (высокий уро-
вень), IgE = 50,0÷99,90 кЕ/л – V классу (очень 
высокий уровень), IgE > 100 кЕ/л – VI классу 
(предельно высокий уровень).

Описательный и сравнительный статисти-
ческий анализ данных выполнен с помощью 
программного обеспечения IBM SPSS Statistics 
(США) и программы Microsoft Office Excel 
(США), результаты представлены в виде сводных 
таблиц и графиков. Сравнительный анализ дан-
ных производили с использованием t-критерия 
Стьюдента, U-критерия Манна–Уитни, корре-
ляционного анализа. Критический уровень зна-
чимости при проверке статистических гипотез 
принят p = 0,05.

Этическая экспертиза
На заседании локального независимого эти-

ческого комитета ФГАУ «НМИЦ здоровья детей» 
принято консенсусное решение одобрить прове-
дение данного исследования и подготовить мате-

риалы работы для публикации (Протокол № 6 от 
07.07.2022).

Результаты
У детей с пищевой аллергией и атопическим 

дерматитом обнаружена высокая частота сен-
сибилизации к куриному яйцу: 954 пациента 
(31,07%) из 3070 детей, включенных в исследо-
вание, имели клинически значимые уровни IgE 
к компонентам куриного яйца. Частота сенсиби-
лизации к белку (953 пациента, 31,04%) была ста-
тистически значимо выше частоты сенсибилиза-
ции к желтку (403 пациента, 13,13%) (р = 0,001). 
Данные представлены на рисунке 1.

Среди обследованных пациентов практиче-
ски отсутствовали случаи моносенсибилизации 
к желтку куриного яйца: из 3070 пациентов вы-
явлен только один ребенок с клинически значи-
мым уровнем IgE к экстракту аллергенов желтка 
куриного яйца (f75) при отсутствии антител к 
экстракту аллергенов белка (f1), т. е. 0,03% от всех 
обследованных детей, или 0,10% от пациентов, 
сенсибилизированных к яйцу. Важно отметить, 
что уровень IgE к желтку у данного пациента был 
невысоким – 0,97 кЕ/л, что соответствовало вто-
рому классу сенсибилизации. За исключением 
этого пациента у всех остальных детей, имеющих 
IgE к желтку (402 пациента, 13,09%), также были 
обнаружены клинически значимые уровни IgE 
к экстракту аллергенов белка. Таким образом, 
13,09% обследованных детей были косенсибили-
зированы. 

Рисунок 1. Сенсибилизация к куриному яйцу у пациентов с пищевой аллергией, где IgE f1+/f75+ – частота 
косенсибилизации к белку и желтку, IgE f1+/f75- – частота моносенсибилизации к белку, IgE f1-/f75+ – частота 
моносенсибилизации к желтку
Figure 1. Sensitization to chicken egg in patients with food allergy, where IgE f1+/f75+ is the frequency of sensitization to white and 
yolk together, IgE f1+/f75- is the frequency of monosensitization to white, IgE f1-/f75+ is the frequency of monosensitization to yolk
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Рисунок 2. Корреляционная зависимость концентрации IgE к белку и желтку куриного яйца у детей с пищевой 
аллергией
Figure 2. Correlation of IgE concentration to different components of chicken eggs in children with food allergies

ТАБЛИЦА 1. СТАТИСТИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ ПАРАМЕТРА КОНЦЕНТРАЦИЯ IgE К ЖЕЛТКУ КУРИНОГО ЯЙЦА 
В ЗАВИСИМОСТИ ОТ СТЕПЕНИ СЕНСИБИЛИЗАЦИИ ПАЦИЕНТА К БЕЛКУ КУРИНОГО ЯЙЦА

TABLE 1. STATISTICAL CHARACTERISTICS OF THE IgE ANTIBODIES TO EGG YOLK CONCENTRATION, DEPENDING  
ON THE DEGREE OF PATIENT SENSITIZATION TO WHITE EGG

Класс 
сенсибилизации, 

IgE_f1
Sensitization class, 

IgE_f1

Среднее 
значение 

концентрации 
IgE_f75, кЕ/л

Average IgE_f75 
concentration 
value, kU/L

Стандартное 
отклонение, 

кЕ/л
Standard 

deviation, kU/L

Минимум,  
кЕ/л

Minimum,
kU/L

Максимум,  
кЕ/л

Maximum,
kU/L

Медиана,  
кЕ/л

Median,
kU/L

I (0,35-0,66) 0,12 0,09 0,01 0,68 0,10
II (0,70-3,49) 0,30 0,28 0,03 2,69 0,22
III (3,50-17,49) 1,63 1,71 0,15 12,40 1,01
IV (17,5-49,9) 4,51 2,99 0,92 14,50 3,58
V (50,0-99,9) 16,01 10,04 2,67 38,70 14,90
VI (> 100) 42,24 24,10 9,65 100,00 39,25

Среди обследованных пациентов наблюда-
лось значительное число детей, сенсибилизиро-
ванных только к белку куриного яйца (моносен-
сибилизация): IgE к экстракту аллергенов белка 
при отсутствии IgE к экстракту аллергенов желт-
ка обнаружена у 551 пациента (17,95%). 

У пациентов, сенсибилизированных к обоим 
компонентам яйца одновременно, обнаружена 
статистически значимая положительная сильная 
корреляция концентрации IgE к экстракту аллер-
генов желтка (IgE к f75) и экстракту аллергенов 
белка (IgE к f1) (коэффициент реляции Спирме-
на r = 0,803, р = 0,001). Корреляционная зависи-
мость представлена на рисунке 2.

Нами было отмечено, что при уровне IgE к f1 
(белку куриного яйца) в диапазоне 0,35÷49,9 кЕ/л 
(I-IV класс сенсибилизации) значения концен-
трации IgE к f75 (желтку куриного яйца), выяв-
ляемые у пациентов, находились в более узком 
диапазоне 0,0÷14,5 кЕ/л (0-III класс сенсиби-
лизации). У пациентов с IgE к f1, соответствую-
щим V-классу сенсибилизации (50,0÷99,9 кЕ/л), 
концентрация антител к желтку находилась в 
диапазоне 2,6÷38,7 кЕ/л (II-IV класс сенсиби-
лизации). У пациентов с максимально высоким 
классом сенсибилизации к белку куриного яйца 
> 100,0 кЕ/л (VI класс сенсибилизации) диа-
пазон уровней IgE к f75 был наиболее широким 
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Рисунок 3. Соотношение позитивных IgE-ответов на желток и белок куриного яйца, выраженных в классах 
сенсибилизации
Figure 3. The ratio of positive IgE responses to egg yolk and egg white expressed in sensitization classes

(9,6÷100,0 кЕ/л), при этом встречались макси-
мальные значения IgE к f75, что отсутствовало в 
других подгруппах. Статистические характери-
стики параметра IgE к f75 приведены в таблице 1 
и на рисунке 3.

Таким образом, у косенсибилизированных 
пациентов, имеющих слабую или умеренную 
степень сенсибилизации к белку куриного яйца, 
сенсибилизация к желтку не превышала третьего 
класса сенсибилизации. С ростом интенсивности 
IgE-ответа на белок куриного яйца у пациентов 
росла выраженность ответа на желток. У детей с V 
классом сенсибилизации к белку концентрация 
IgE к желтку соответствовала преимуществен-
но III и IV классу. А при максимальной степени 
сенсибилизации пациентов к белку снижалось 
количество детей со средним уровнем сенсиби-
лизации к желтку и значимо увеличивалось ко-
личество пациентов с IV и V классами сенсиби-
лизации. 

При анализе возрастных особенностей сенси-
билизации детей к куриному яйцу нами обнару-
жена зависимая от возраста динамика уровня IgE 
к экстрактам аллергенов куриного яйца. Наи-
большее число сенсибилизированных пациентов 
выявлены в группе детей первого года жизни, а 
наименьшее число – у детей старше 14 лет. 

Дети первого года жизни в 41,8% случаев име-
ли клинически значимые уровни |IgE к курино-
му яйцу, что статистически значимо чаще сенси-

билизации в группах детей старших возрастных 
групп (р = 0,001). При этом у детей в возрасте 
6-12 месяцев преобладала косенсибилизация 
(IgE к белку и желтку куриного яйца) – 26,5%, а 
моносенсибилизация к белку встречалась стати-
стически значимо реже – 15,3% (р < 0,05). Дан-
ные представлены на рисунке 4.

В группе детей возраста 1-2 года общая часто-
та сенсибилизации к куриному яйцу была ста-
тистически значимо меньше, чем у детей перво-
го года жизни – 35,7% (р = 0,034), что связано 
с уменьшением числа косенсибилизированных 
пациентов (17,9% против 26,5%). Число моно-
сенсибилизированных пациентов значимо не из-
менялось (17,9%) по сравнению с детьми первого 
года жизни. Таким образом, число моносенсиби-
лизированных и косенсибилизированных паци-
ентов в возрастной группе 1-2 года было равным 
(р > 0,05). 

У детей 2-4 и 4-6 лет общая частота сенси-
билизации к куриному яйцу значимо не изме-
нялась (35,3% и 33,2%) по сравнению с детьми 
1-2 лет (35,74%). При этом значимо изменялось 
соотношение числа косенсибилизированных и 
моносенсибилизированных пациентов. Стати-
стически значимо преобладали пациенты с по-
зитивным IgE-ответом на к экстракт аллергенов 
белка куриного яйца (22,8% и 21,5% у детей 2-4 
лет и 4-6 лет соответственно), а доля пациентов, 
имеющих IgE к белку и желтку одновременно, 
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Рисунок 4. Возрастная динамика сенсибилизации детей к компонентам куриного яйца, где f1+/f75+ – частота 
косенсибилизации к белку и желтку, f1+/f75- – частота моносенсибилизации к белку
Примечание. Также на рисунке указана суммарная частота сенсибилизации к куриному яйцу. * – статистически значимые 
различия частоты моно- и косенсибилизации у пациентов одного возрастного диапазона. 
Figure 4. Age dynamics of children sensitization to the components of a chicken egg, where f1+/f75+ is the frequency of sensitization 
to white and yolk together, f1+/f75- is the frequency of monosensitization to white 
Note. The total frequency of sensitization to chicken egg are also shown at the figure. *, statistically significant differences in the frequency of mono- 
and co sensitization in patients of the same age range.
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снижалась (12,5%, р = 0,006 и 11,7%, р = 0,002 со-
ответственно) по сравнению с детьми 1-2 лет.

В группах детей старше 6 лет статистически 
значимо снижалась частота сенсибилизации к 
куриному яйцу по сравнению с детьми младше-
го возраста (р < 0,05 для всех групп пациентов), 
данные приведены на рисунке 4. Отмеченное 
изменение происходило как за счет уменьше-
ния числа косенсибилизированных, так и числа 
моносенсибилизированных пациентов (рис. 4). 
Наименьшее число пациентов, сенсибилизиро-
ванных к желтку и белку куриного яйца, выявле-
но в группе детей старше 14 лет.

В отношении выраженности IgE-ответа на 
f1 и f75 также была показана возрастная дина-
мика, направленная на снижение интенсив-
ности уровня IgE с возрастом. Как ранее нами 
было описано [3], у детей старшего возраста 
число высокопозитивных ответов на белок ку-
риного яйца снижалось и увеличивалась доля 
пациентов со средним или низким уровнем IgE 
к f1. У детей старше 12 лет не встречались IgE к 
f1, соответствующие VI классу сенсибилизации 
(IgE > 100,0 кЕ/л), а у детей старше 14 лет уровень 
данных антител не превышал 50,0 кЕ/л (V класс). 

Аналогичная тенденция наблюдалась нами 
для параметра IgE к f75. Высокопозитивный от-
вет (VI класс, IgE > 100,0 кЕ/л) был крайне ред-
кий, обнаружен только у одного пациента в воз-
расте 4,5 лет. Уровни антител, соответствующие 
V классу сенсибилизации (50,0-99,9 кЕ/л), не 
выявлялись у детей старше 8 лет и отсутствовали 
у детей первого года жизни. IV класс сенсибили-
зации (17,0-49,9 кЕ/л) также обнаружен преиму-
щественно у детей младше 8 лет, не встречался 
у детей старше 14 лет. У пациентов старше 6 лет 
преобладали значения IgE к f75, не превышаю-
щие 3,5 кЕ/л.

Данные представлены на рисунке 5.
Анализ IgE-ответа на аллергены куриного 

яйца в зависимости от пола показал, что у детей 
обоих полов IgE-ответ на цельные экстракты ал-
лергенов куриного яйца (белка, желтка) являет-
ся сходным. Статистически значимые различия 
между IgE-ответом мальчиков и девочек выявле-
ны только в группах детей старше 14 лет и толь-
ко в отношении IgE-ответа на аллергены белка 
куриного яйца: частота позитивного IgE-ответа 
была статистически значимо ниже у девочек 
старше 14 лет по сравнению с мальчиками того 
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же возраста. В то же время возрастная динамика 
IgE-ответа на желток куриного яйца была одина-
кова у мальчиков и девочек. Данные представле-
ны на рисунке 6. 

Мы обнаружили, что 437 девочек (29,4%) име-
ли IgE-антитела хотя бы к одному из компонен-
тов куриного яйца. При этом ни у одной девочки 
не выявлена моносенсибилизация к желтку ку-
риного яйца.

Позитивный IgE-ответ наиболее часто встре-
чался у девочек первого года жизни, а у девочек 
1-6 лет был значимо ниже (р = 0,014, р = 0,016, 
р = 0,002). У девочек 6-12 лет частота сенсиби-
лизации была сходной между группами, но зна-
чимо ниже, чем в группах детей младше 6 лет 
(р = 0,002, р = 0,001, р = 0,001). Девочки 12-14 
лет и 14-18 лет статистически значимо реже были 
сенсибилизированы к куриному яйцу по сравне-
нию с девочками младшего возраста (р = 0,001 
для всех сравниваемых групп). 

У девочек 6-12 месяцев чаще встречалась 
косенсибилизация, чем моносенсибилизация 
(р < 0,05). У девочек 1-2 лет число случаев ко-
сенсибилизации и моносенсибилизации значи-
мо не отличалось (р > 0,05). А у девочек старше 
2 лет число случаев моносенсибилизации было 
значимо больше, чем случаев косенсибилизации 
(р < 0,05 для всех сравниваемых групп).

Между группами девочек 2-4 лет и 4-6 лет от-
сутствовали значимые различия в частоте моно-
сенсибилизации (22,4% и 20,8% соответствен-
но), а также в частоте косенсибилизации (11,0% 
и 10,6% соответственно), а моносенсибилизация 
встречалась значимо чаще (р = 0,002, р = 0,001). 

Среди девочек 6-8 лет и 8-10 лет косенсибили-
зированы были 10,5% и 10,1%, а моносенсибили-
зированы 14,0% и 11,9% соответственно. Девочки 
10-12 лет сохранили тенденцию к уменьшению 
общего количества положительных ответов на 
куриное яйцо: число случаев моносенсибилиза-
ции – 12,1%, косенсибилизации – 9,5%. У дево-
чек 12-14 лет и 14-18 лет была отмечена наимень-
шая частота косенсибилизации (4,0% и 4,1%), а 
также моносенсибилизации (10,0% и 5,5% соот-
ветственно). Данные представлены на рисунке 6.

Аналогичная тенденция показана для мальчи-
ков: IgE к аллергенам куриного яйца выявлены 
у 517 пациентов (32,7%); сочетанное выявление 
IgE антител к белку и к желтку отмечено у 14,0% 
пациентов; IgE только к белку куриного яйца 
имели 18,6% пациентов. Выявлен один ребенок 
в возрасте 11 лет, имеющий антитела только к 
желтку куриного яйца при отсутствии антител к 
белку (IgE f75 = 0,93, что соответствует II классу 
сенсибилизации). 

Как и среди девочек, у мальчиков наибольшее 
число случаев сенсибилизация к куриному яйцу 
выявлено на первом году жизни (43,1%); пациен-
ты 1-2 лет, 2-4 лет и 4-6 лет были сенсибилизи-
рованы к куриному яйцу в 37,0%, 37,1% и 35,0% 
соответственно. Значимо ниже частота сенсиби-
лизации к куриному яйцу была выявлена у маль-
чиков 6-8 лет (24,2%) по сравнению с детьми 
младших возрастных диапазонов. У мальчиков 
8-10 лет, 10-12 лет, 12-14 лет, частота сенсибили-
зации была значимо ниже по сравнению с детьми 
старшего и младшего возрастов (18,4%, 19,5%, 
19,6% случаев сенсибилизации соответственно, 

Рисунок 5. Выраженность сенсибилизации к белку и желтку куриного яйца у детей различных возрастов.
Figure 5. Severity of sensitization to white egg and yolk of a chicken egg in children of different ages
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Рисунок 6. А – частота косенсибилизации к белку и желтку куриного яйца у детей различных возрастов 
в зависимости от пола, где f1+/f75+ – частота косенсибилизации к белку и желтку. Б – частота моносенсибилизации 
к белку куриного яйца у детей различных возрастов в зависимости от пола, где f1+/f75- – частота 
моносенсибилизации к белку
Figure 6. A, the frequency of co-sensitization to egg white and yolk in children of different ages, depending on gender, where  
f1+/f75+ is the frequency of sensitization to white and yolk together. B, the frequency of monosensitization to egg white and yolk 
in children of different ages, depending on gender, where f1+/f75- is the frequency of monosensitization to white

р < 0,05), но значимо не изменялась между ука-
занными группами. В группе детей старше 14 лет 
выявлено наименьшее количество сенсибили-
зированных к куриному яйцу пациентов среди 
мальчиков (15,3%). 

У мальчиков разных возрастных диапазонов, 
так же как и у девочек, отмечено разное число 
случаев моносенсибилизации к белку и косенси-

билизации к белку и желтку куриного яйца. Дан-
ные представлены на рисунках 5 и 6. У пациентов 
первого года жизни чаще встречалась сочетанная 
сенсибилизация (27,5%), чем моносенсибилиза-
ция к белку (15,6%) (р = 0,001). У мальчиков вто-
рого года жизни число случаев косенсибиизации 
и моносенсибилизации значимо не отличалось 
(18,9% и 18,1% соответственно). У детей старше-
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го возраста статистически значимо чаще выявля-
лась моносенсибилизация к белку куриного яйца 
по сравнению с косенсибилизацией: моносенси-
билизация к белку куриного яйца встречалась в 
23,2%, 22,2%, 16,6% случаях у детей 2-4 лет, 4-6 
лет, 6-8 лет соответственно, а косенсибилиза-
ция – в 13,9%, 12,8%, 7,6% соответственно. 

У мальчиков старше 8 лет число случаев моно- 
и косенсибилизации было ниже, по сравнению с 
детьми младшего возраста, а также отсутствовала 
статистически значимая разница в частоте сенси-
билизации у детей 8-10 лет, 10-12 лет, 12-14 лет, 
14-18 лет (6,8%, 6,5%, 5,9%, 5,1% – косенсиби-
лизированы, 11,7%, 11,7%, 13,7%, 10,2% – моно-
сенсибилизированы соответственно). 

Обсуждение
Сенсибилизация к куриному яйцу и отдель-

ным его компонентам является широко распро-
страненным явлением у пациентов с пищевой 
аллергией и/или в сочетании с атопическим дер-
матитом. Согласно результатам нашего исследо-
вания более 30% детей с симптомами пищевой 
аллергии, такими как тошнота, рвота, расстрой-
ство стула, отеки слизистых, крапивница, экзе-
ма, развивающиеся после приема пищи, имеют 
клинически значимые уровни IgE к различным 
компонентам куриного яйца. Полученные нами 
данные согласуются с материалами обзорной 
работы, в которой показано, что пищевая аллер-
гия к куриному яйцу встречается у 25-77% детей, 
страдающих атопическим дерматитом [4,  14]. 
При изучении возрастной динамики сенсиби-
лизации детей нами было выявлено: наибольшее 
число пациентов, имеющих клинически значи-
мые уровни IgE к различным компонентам кури-
ного яйца, встречается среди детей первого года 
жизни. Полученные нами результаты согласуют-
ся с результатами работы А.Н. Пампуры, в кото-
рой отмечено, что аллергия к куриному яйцу вы-
является приблизительно у 1,5-2% детей первых 3 
лет жизни [2]. В то же время у детей старше 14 лет 
частота сенсибилизации к компонентам курино-
го яйца была наименьшая. 

Нами показано, что с возрастом снижается не 
только частота позитивных IgE-ответов, но и его 
интенсивность. Ранее мы изучили IgE-ответ на 
белок куриного яйца, и показали, что наиболь-
шее число пациентов с крайне высокой и высо-
кой степенью сенсибилизации встречается в до-
школьном возрасте [3]. Аналогичная тенденция 
выявлена и для IgE-ответа на желток куриного 
яйца: выраженность иммунного ответа снижа-
ется у детей старше 8 лет, отсутствуют предельно 
высокие значения IgE к f75, преобладают низко-
позитивные и средней степени уровни антител.

В отличие от ряда публикаций [7, 9] нами по-
казана важная роль желтка как источника аллер-
генов при развитии пищевой аллергии и атопи-
ческого дерматита у детей даже самого раннего 
возраста, так, 26,6% детей первого года жизни 
имели сенсибилизацию к желтку куриного яйца. 
При этом роль желтка как триггера аллергиче-
ских реакций значительно снижалась у пациен-
тов старших возрастных диапазонов и была ми-
нимальна для детей в возрасте 14-18 лет. 

Кроме того, мы обнаружили, что случаи моно-
сенсибилизации к желтку крайне редки. Частота 
выявления клинически значимых уровней IgE к 
желтку при отсутствии антител к белку куриного 
яйца составляет только 0,1% среди сенсибилизи-
рованных пациентов.

Обнаруженная нами зависимость частоты и 
интенсивности позитивных IgE-ответов на жел-
ток и на белок куриного яйца от возраста детей 
может объясняться возможностью ранней сенси-
билизации, при которой первичный контакт па-
циента с аллергеном происходит внутриутробно 
или в период грудного вскармливания, а повтор-
ный контакт и развитие клинических симпто-
мов – при введении в рацион ребенка прикорма, 
в том числе желтка. Наши данные согласуются 
с данными работы Vance G.H. и соавт., которые 
показали, что сенсибилизация к куриному яйцу у 
ребенка может происходить внутриутробно и при 
грудном вскармливании [12]. Этим фактом мо-
жет объясняться более высокая частота встреча-
емости моносенсибилизации (к белку) и косен-
сибилизации (к белку и желтку) у детей первого 
года жизни. 

Обращает на себя внимание наличие выра-
женного перекреста в частоте позитивного IgE-
ответа на разные аллергены куриного яйца у де-
тей первых двух лет жизни. У детей 6-12 месяцев 
преобладает косенсибилизация над моносенси-
билизацией, а у пациентов 1-2 лет число случаев 
косенсибилизации значимо снижается и стано-
вится равным числу моносенсибилизаций. При 
этом число случаев моносенсибилизации к белку 
у детей первого и второго года жизни значимо не 
отличается. Затем, у детей 2-4 лет и 4-6 лет отме-
чается рост числа случаев моносенсибилизации, 
но еще больше снижается число случаев косен-
сибилизации, так что общее число позитивных 
IgE-ответов на куриное яйцо в данных возраст-
ных группах остается прежним. И только у детей 
старше 6 лет снижается частота как косенсибили-
заций, так и моносенсибилизаций. Таким обра-
зом, минимальная частота сочетанной сенсиби-
лизации к желтку и белку, моносенсибилизации 
к белку отмечается у детей старше 14 лет.

Отмеченные явления не зависят от пола детей, 
за исключением детей старше 14 лет, в группе ко-
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торых число случаев моносенсибилизации зна-
чимо ниже у девочек по сравнению с мальчиками 
того же возраста. Наблюдаемые нами значимое 
снижение распространенности в циркуляции и 
количества IgE антител к белку и к желтку кури-
ного яйца у детей старше 6 лет позволяет предпо-
лагать развитие толерантности к данному пище-
вому продукту.

Заключение
Снижение частоты и интенсивности IgE-

ответов к компонентам куриного яйца, как к бел-
ку, так и желтку у пациентов с пищевой аллергией 
и атопическим дерматитом, наблюдается у детей 
старших возрастных групп относительно групп 
детей первых лет жизни. С возрастом наблюда-
ется прогрессивное уменьшение числа косен-
сибилизированных пациентов. Число моносен-
сибилизированных детей сначала повышается 

в группах детей 2-6 лет, а у детей старше 6 лет 
снижается. Максимальная распространенность 
и интенсивность IgE-ответов на белок и желток 
куриного яйца у детей первого года жизни сви-
детельствует о крайне раннем контакте пациен-
та с аллергеном. Наблюдается снижение числа 
IgE-позитивных пациентов к подростковому 
возрасту, что может свидетельствовать о форми-
ровании иммунологической толерантности как 
к желтку, так и к белку куриного яйца. Однако 
остается открытым вопрос приверженности па-
циентов элиминационной диете и вопрос из-
учения иммунных механизмов аллергических 
реакций. Несмотря на значительное снижение 
распространенности аллергии на куриное яйцо 
у детей старшего возраста, у ряда пациентов со-
храняется персистирующая аллергия, что требует 
дополнительных исследований механизмов фор-
мирования иммунного ответа на аллергены с воз-
растом.
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АНТИТЕЛА К ЛИПОПРОТЕИНАМ НИЗКОЙ ПЛОТНОСТИ, 
МОДИФИЦИРОВАННЫМ МАЛОНОВЫМ ДИАЛЬДЕГИДОМ: 
СОДЕРЖАНИЕ В КРОВИ И РОЛЬ В АТЕРОГЕНЕЗЕ
Иванова А.А., Дмитриева А.А., Денисенко А.Д.
ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург, Россия

Резюме. В настоящей работе было определено содержание антител к липопротеинам низкой плот-
ности, модифицированным малоновым диальдегидом, концентрация холестерина циркулирующих 
иммунных комплексов и количество перекисно-модифицированных липопротеинов низкой плот-
ности в крови здоровых лиц и пациентов с различными проявлениями атеросклероза. Кроме того, 
изучалось влияние антител к липопротеинам низкой плотности, модифицированным малоновым ди-
альдегидом на взаимодействие таких липопротеинов с макрофагами. Всего обследовано 253 человека: 
здоровые лица (59 человек), пациенты с доклиническим атеросклерозом (25 человек) и пациенты с 
ишемической болезнью сердца (169 человек). Установлено, что у пациентов с ишемической болезнью 
сердца по сравнению со здоровыми лицами и пациентами с доклиническим атеросклерозом повыше-
на концентрация холестерина циркулирующих иммунных комплексов в крови, тогда как содержание 
окисленных липопротеинов низкой плотности не различалось между группами обследованных. При 
этом у пациентов с атеросклерозом выявлена положительная корреляция между уровнями в крови 
окисленных липопротеинов низкой плотности и холестерина циркулирующих иммунных комплек-
сов. Содержание в крови антител класса IgG к липопротеинам низкой плотности, модифицирован-
ным малоновым диальдегидом, достоверно снижено у больных с ишемической болезнью сердца по 
сравнению со здоровыми лицами и пациентами с доклиническим атеросклерозом, тогда как кон-
центрация таких антител класса IgM практически не изменялось у пациентов с атеросклерозом, не-
зависимо от его тяжести. Было показано, что специфичные антитела к липопротеинам низкой плот-
ности, модифицированным малоновым диальдегидом, значительно снижали цитотоксичность таких 
ЛПНП, а также их способность вызывать накопление эфиров холестерина в макрофагах, полученных 
из мононуклеаров периферической крови человека. Таким образом, полученные данные свидетель-
ствуют о том, что антилипопротеиновые антитела могут оказывать защитное действие, предупреждая 
гибель клеток и снижая накопление эфиров холестерина в макрофагах при их взаимодействии с мо-
дифицированными липопротеинами низкой плотности, т. е. предупреждать формирование пенистых 
клеток. 

Ключевые слова: воспаление, атеросклероз, циркулирующие иммунные комплексы, модифицированные липопротеины 
низкой плотности, антитела к модифицированным липопротеинам низкой плотности, апоптоз макрофагов
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ANTIBODIES TO LOW-DENSITY LIPOPROTEINS MODIFIED 
BY MALONIС DIALDEHYDE: CONTENTS IN BLOOD AND ROLE 
IN ATHEROGENESIS
Ivanova A.A., Dmitrieva A.A., Denisenko A.D.
Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. In this work, we determined the content of antibodies to low-density lipoproteins modified 
by malondialdehyde, the concentration of circulating immune complexes (CIC) cholesterol and oxidized 
low-density lipoproteins (LDL) in blood of healthy individuals and patients with various manifestations of 
atherosclerosis. Moreover, we studied the effect of antibodies to LDL modified with malondialdehyde upon 
interaction of such lipoproteins with macrophages. 253 persons were examined: healthy individuals (59 people), 
patients with preclinical atherosclerosis (25 people) and patients with coronary artery disease (169 people). It 
was found that the concentration of CIC cholesterol in plasma was increased in patients with coronary artery 
disease compared with healthy individuals and patients with preclinical atherosclerosis, whereas oxidized 
low-density lipoproteins content did not differ between the groups of patients. At the same time, a positive 
correlation between oxidized LDL plasma concentrations and contents of CIC cholesterol was found in 
patients with atherosclerosis. The plasma level of IgG antibodies to malondialdehyde-modified lipoproteins 
was significantly reduced in patients with coronary artery disease compared with healthy people and patients 
with preclinical atherosclerosis, whereas the levels of IgM antibodies to malondialdehyde-modified LDL 
practically did not change in patients with atherosclerosis, independent on the disease severity. It was shown 
that specific antibodies to the malon dialdehyde-modified LDL caused vast reduction of their cytotoxicity 
and ability to induce accumulation of cholesterol esters in macrophages derived from human peripheral blood 
mononuclear cells. Thus, the data obtained suggest that anti-lipoprotein antibodies may have a protective effect 
by preventing cell death and reducing accumulation of cholesterol esters in macrophages when they interact 
with modified low-density lipoproteins, i.e., by preventing formation of the foam cells.

Keywords: inflammation, atherosclerosis, circulating immune complexes, low-density lipoproteins, modified, antibodies, macrophage 
apoptosis

Работа выполнена по госзаданию (шифр 
№ FGWG-2022-0003).

Введение
Воспаление, развивающееся в ответ на нако-

пление в интиме модифицированных липопро-
теинов низкой плотности (мЛПНП), является 
ведущим патогенетическим фактором атероскле-
роза. Индукция иммунного ответа на мЛПНП, 
вследствие захвата мЛПНП макрофагами или 
дендритными клетками с презентацией антиге-
нов in situ ведет к формированию асептического 
воспалительного очага в интиме артерии с при-
влечением разнообразных иммунокомпетентных 
клеток, т. е. атеросклеротического поражения. 
Модификация липопротеинов низкой плотно-
сти (ЛПНП) может происходить не только в ин-
тиме артерий, но и в других тканях, в том числе 
и в крови. Иммунный ответ на мЛПНП приво-
дит к появлению циркулирующих антител (АТ) 
к ним и формированию циркулирующих иммун-
ных комплексов липопротеин-антитело. Однако 

физиологическая и/или патогенетическая роль 
антилипопротеиновых АТ изучена недостаточно.

В крови человека обнаружен достаточно 
широкий спектр мЛПНП, среди них модифи-
цированные малоновым диальдегидом [14], 
ацетилированные [10], гипохлорированные [5], 
оки сленные [31], малеилированные [3], кар-
бамоилированные [15], десиалированные [26], 
глики рованные [35] и т. д.

В нашей работе мы сфокусировали наше вни-
мание на изучении АТ к ЛПНП, модифицирован-
ных малоновым диальдегидом (МДА-ЛПНП).

Одним из продуктов реакции перекисного 
окисления липидов является малоновый диаль-
дегид, который несет в себе две альдегидные 
группы и может способствовать появлению мо-
лекулярных кросс-сшивок, вступая в реакцию с 
аминогруппами лизина или реже тирозина. Вы-
сокое содержание МДА-ЛПНП в крови явля-
ется маркером тяжести течения и прогрессиро-
вания [37, 38] атеросклероза и его клинических 
проявлений. МДА-ЛПНП также были обнару-
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жены в атеросклеротических поражениях арте-
рий [3]. 

В настоящей работе представлены данные о 
содержании АТ к МДА-ЛПНП и холестерина 
циркулирующих иммунных комплексов (ХС-
ЦИК) в крови пациентов с различной выражен-
ностью атеросклероза, а также о влиянии спец-
ифических АТ на цитотоксичность МДА-ЛПНП 
и их способность вызывать накопление холесте-
рина (ХС) и его эфиров в макрофагах.

Материалы и методы
Пациенты
Всего было обследовано 253 человека в возрас-

те от 27 до 67 лет. Первую группу обследованных 
составили здоровые лица (59 человек). Во вто-
рую группу вошли 25 человек с доклиническим 
атеросклерозом, у которых атеросклеротические 
бляшки в сонной и бедренной артериях были вы-
явлены с помощью ультразвукового исследова-
ния, но отсутствовала клинические проявления 
атеросклероза. Третья группа – 169 пациентов с 

ишемической болезнью сердца (ИБС), верифи-
цированной коронарографией). Клиническая 
характеристика обследованных пациентов пред-
ставлена в таблице 1.

Выделение ЛПНП
ЛПНП выделяли из плазмы крови человека с 

помощью последовательного ультрацентрифуги-
рования (100 000 g) в градиенте плотности NaBr 
(d = 1,025-1,055 г/мл) [17] с последующим диа-
лизом против фосфатно-солевого буфера (ФСБ) 
при 4 °С в течение 48 часов с однократной сменой 
буфера. Содержание белка в ЛПНП определяли 
по методу Лоури–Фолина в модификации Марк-
велла [22].

Модификация ЛПНП и человеческого сыворо-
точного альбумина

Как было показано ранее, при химической 
модификации различных белков (аполипо-
протеины, альбумин и т. д.) формируются оди-
наковые антигенные эпитопы. Это позволяет 
использовать для обнаружения антител к моди-
фицированным ЛПНП модифицированный in 

ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА ОБСЛЕДОВАННЫХ ПАЦИЕНТОВ: Me (Q0,25-Q0,75); ПОЛ – ЧИСЛО ПАЦИЕНТОВ  
(% ОТ ОБЩЕГО ЧИСЛА)

TABLE 1. CHARACTERISTICS OF THE EXAMINED PATIENTS: Me (Q0.25-Q0.75); GENDER, NUMBER OF PATIENTS (% OF TOTAL)

Здоровые лица 
Healthy individuals

(n = 59)

Пациенты 
с доклиническим 
атеросклерозом 

Patients with preclinical 
atherosclerosis

(n = 25)

Пациенты с ИБС 
Patients with 

CAD
(n = 169)

Возраст 
Age 41 (38-43)* 44 (41-46)* 60 (55-62)

Пол
Gender М: 59 (100%) М: 25 (100%) М: 108 (64%)

Ж/F: 61 (36%)
Индекс массы тела
Body mass index 27,8 (24,8-30,7) 26,9 (24,0-30,4) 26,22 (24,9-27,9)

Инфаркт миокарда 
в анамнезе
Myocardial infarction

– – 72 (43%)

Общий холестерин, 
ммоль/л
Total Cholesterol, mmol/L

5,2 (4,7-6,1)# 5,4 (4,5-6,0)# 6,25 (5,6-6,6)

ЛПНП, ммоль/л
LDL, mmol/L 3,2 (2,7-3,9)& 3,1 (2,5-3,7)& 4,2 (3,9-4,8)

ЛПВП, ммоль/л
HDL, mmol/L 1,1 (1,0-1,6)^ 1,2 (0,9-1,5) 1,3 (1,1-1,6)

Триглицериды, ммоль/л
Triglycerides, mmol/L 1,33 (1,04-2,20) 1,4 (0,9-2,9) 1,63 (1,3-1,8)

Примечание. ЛПВП – липопротеины высокой плотности. Достоверное отличие от пациентов с ИБС: * – p < 0,0001;  
# – p < 0,001; & – p < 0,0001; ^ – p = 0,02.

Note. CAD, coronary artery disease; LDL, low density lipoprotein; HDL, high density lipoprotein. Significant difference from patients 
with CAD: *, p < 0.0001; #, p < 0.001; &, p < 0.0001; ^, p = 0.02.
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vitro сывороточный альбумин человека [3]. МДА-
модификацию ЛПНП и человеческого сыворо-
точного альбумина (ЧСА, Sigma, США) проводи-
ли свежеприготовленным раствором 0,5 М МДА 
(6,6 мкл на 1 мг белка) [27], полученного в ходе 
кислотного гидролиза 1,1,3,3-тетраметоксипро-
пана. Смесь инкубировали 2 часа при комнатной 
температуре, затем диализовали против ФСБ при 
4 °С в течение 24 часов. Степень модификации 
оценивали по убыли поверхностных аминогрупп, 
определяемых с помощью тринитробензолсуль-
фоновой кислоты [13].

Аффинная хроматография
Приготовление ЧСА-сефарозы: CNBr-

сефарозу 4B (Pharmacia Fine Chemicals, Швеция) 
замачивали на 1 час в 0,001 М HCl. Гель промы-
вали на стеклянном фильтре 0,001 М HCl, а за-
тем дистиллированной водой. После промывки 
гель заливали 0,1 М бикарбонатным буфером 
(pH = 8,0), в котором предварительно растворя-
ли 2 мг ЧСА. Смесь инкубировали 18-20 часов 
при +4 °C, дважды отмывали бикарбонатным бу-
фером. Промытый гель заливали 1 М раствором 
этаноламина, инкубировали 2 часа при комнат-
ной температуре, после чего гель заливали 0,1 М 
ацетатным буфером (рН = 4,0) на ночь. Затем 
гель промывали три раза поочередно 0,1 М аце-
татным и 0,1 М боратным (pH = 8,0) буферами и 
уравновешивали 0,01 М ФСБ (pH = 7,4).

Приготовление МДА-ЧСА-сефарозы: моди-
фикацию ЧСА, связанного с сефарозой, прово-
дили, как было описано выше, для свободных 
белков. Для остановки реакции гель промыва-
ли ФСБ в объемах, многократно превышающих 
объем колонки. 

Выделение антител из сыворотки крови че-
ловека: на колонку с МДА-ЧСА-сефарозой на-
носили пул сывороток крови пациентов с по-
следующей рециркуляцией сыворотки в течение 
6 часов при 4 °C. Колонку промывали раствором 
ФСБ (рН = 7,4). Элюцию АТ, связавшихся с ан-
тигеном, осуществляли с помощью 0,2 М рас-
твора уксусной кислоты (рН = 2,9); рН раствора 
АТ доводили до 7,4. Для восстановления pH ко-
лонки после элюции использовались: 0,1 М аце-
татный буфер (pH = 4,0); 0,1 М боратный буфер 
(pH = 11,0) и ФСБ. Активность АТ проверялась с 
помощью иммуноферментного анализа.

Иммуноферментный анализ
В качестве антигенов использовали ЛПНП 

и ЧСА нативные или модифицированные МДА 
в концентрации 10 мкг/мл по 100 мкл на лунку. 
После внесения белков в лунки планшеты инку-
бировали 18 часов при 4 °С после чего отмывали 
0,05% раствором (V/V) Tween-20 в 0,01 М ФСБ. 
После этого лунки блокировали 0,5% (m/V) рас-

твором казеина в течение 1 часа при 37 °С и за-
тем снова промывали. К сорбированным в лунке 
антигенам добавляли 100 мкл исследуемой плаз-
мы (1:50) или аффинно-выделенных АТ и инку-
бировали 1 час при 37 °С. После промывки в лун-
ки вносили мышиные моноклональные меченые 
пероксидазой хрена АТ против IgG и IgM чело-
века («Полигност», Россия) в разведении 1:200. 
После инкубации в течение 50 минут при 37 °С и 
промывки лунки заполняли раствором тетраме-
тилбензидина («Хема», Россия) и оставляли на 20 
минут при комнатной температуре до развития 
окраски. Реакцию останавливали с помощью 2 М 
серной кислоты. Оптическую плотность опреде-
ляли при 450 нм на автоматическом ридере ELx-
800 (BioTek, США). Уровень АТ оценивали по 
разности оптических плотностей между модифи-
цированными и нативными ЛПНП (ЧСА).

Определение концентрации окисленных ЛПНП
Для определения концентрации окислен-

ных ЛПНП (оксЛПНП) был использован набор 
Oxidized LDL ELISA (Mercodia, Швеция). Метод 
основан на сэндвич-варианте иммунофермент-
ного анализа с применением моноклональных 
АТ к оксЛПНП. 

Определение содержания ХС-ЦИК
Циркулирующие иммунные комплексы осаж-

дали с помощью полиэтиленгликоля-6000. С этой 
целью к сыворотке крови пациентов добавляли 
5%-ный раствор (m/V) полиэтиленгликоля-6000 
(Fluka, Германия) в соотношении 1:1, переме-
шивали и инкубировали в течение 30 мин при 
4 °С. После чего образцы центрифугировали при 
5000 об/мин в течение 20 мин при 4 °С, далее от-
бирали супернатант. Осадок промывали 2-3 раза 
2,5% раствором (m/V) полиэтиленгликоля-6000, 
центрифугируя после каждой промывки. Осадок 
растворяли в физиологическом растворе. Кон-
центрацию ХС в осажденных комплексах опреде-
ляли энзиматическим колориметрическим набо-
ром (Randox laboratories LTD, Великобритания)

Культивирование клеток
Мононуклеарные клетки периферической 

крови (МКПК) выделялись из цельной крови 
здорового донора центрифугированием с исполь-
зованием раствора фиколла плотностью 1,077 г/
мл (ООО «БиолоТ», Россия). Кровь наслаивалась 
поверх раствора фиколла (7:3) и центрифугиро-
валась в течение 30 мин при 400 g 18 °С. Кольцо 
мононуклеаров отбирали в отдельные пробир-
ки и отмывали стерильным раствором Хенкса 
(ООО «БиолоТ», Россия) с последующим цен-
трифугированием при 300 g 7 минут. После уда-
ления супернатанта МКПК ресуспензировали 
в культуральной среде RPMI-1640 (ООО «Био-
лоТ», Россия), содержащей 10% эмбриональной 
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бычьей сыворотки (HyClone, США), L-глутамин 
и гентамицин (ООО «БиолоТ», Россия). Клетки 
высевали на культуральные планшеты и культи-
вировали в CO2-инкубаторе (5% CO2, 37 °С). По-
сле двухчасовой инкубации и адгезии моноцитов 
происходила смена среды с добавлением 10 нг/мл 
макрофагального колониестимулирующего фак-
тора (Gibco, США). На 3-и сутки осуществлялась 
смена питательной среды. 

На 5-е сутки проводилась смена среды на 
среду, содержащую 2% человеческой сыворот-
ки без липопротеинов (Biowest, Франция), с до-
бавлением следующих агентов: нативных ЛПНП 
(50 мкг/ мл), МДА-ЛПНП (50 мкг/мл), комплек-
сов МДА-ЛПНП со специфичными АТ (избыток 
АТ, молярное соотношение – аполипопроте-
ин В:АТ 1:5), смесь МДА-ЛПНП с неспецифи-
ческим IgG (1:5), смесь нативных ЛПНП с АТ 
против МДА-ЛПНП или неспецифическим IgG 
(1:5). Для формирования иммунных комплексов 
к аффинно-выделенным человеческим АТ про-
тив МДА-ЛПНП добавляли различные ЛПНП и 
инкубировали в течение 1 часа при 37 °С. Инку-
бацию клеток с указанными веществами прово-
дили в течение 24 часов.

Проточная цитофлуориметрия
После инкубации клетки промывали ФСБ, об-

рабатывали раствором Accutase® (Sigma, США), 
инкубировали 10-30 минут при 37 °С и перено-
сили в соответствующие пробирки. Пробирки 
центрифугировали 7 минут при 330 g, клеточный 
осадок ресуспензировали в 100 мкл ФСБ, в про-
бы вносили YO-PRO-1® (Invitrogen, США) и йо-
дистый пропидий (Sigma-Aldrich, США), полу-
чая конечную концентрацию красителей 250 нМ 
и 1 мкг/мл соответственно. Окраску проводили 
при комнатной температуре в течение 15 минут в 
защищенном от света месте. По завершении ин-
кубации к образцам добавляли по 200 мкл ФСБ 
и анализировали на проточном цитофлуориметре 
Navios™ (Beckman Coulter, США). Для каждого 
из образцов анализировали не менее 10000 оди-
ночных клеток. Полученные результаты анализи-
ровали с использованием программного обеспе-
чения Kaluza™ (Beckman Coulter, США).

Определение содержания холестерина и его 
эфиров

Клетки промывали охлажденным ФСБ, за-
ливали лизирующим буфером (0,1 М KH2PO4, 
50 мМ NaCl, 5 мМ холевая кислота, 0,1% NP-40) 
и инкубировали 30 минут на качалке при +4 °С. 
Для определения содержания общего ХС готови-
ли смесь, содержащую 40 μМ Amplex Red® (Sigma, 
США), 2 U/мл пероксидазы хрена (Sigma, США), 
0,04 U/мл холестериноксидазы (Sigma, США), 
0,2 U/мл холестеринэстеразы (Sigma, США). Для 

определения содержания свободного ХС гото-
вили аналогичную смесь без добавления холе-
стеринэстеразы. Флуоресценцию оценивали при 
535/587 нм. Содержание эфиров ХС определя-
лось, как разница общего и свободного ХС. Кон-
центрацию белка в клеточных лизатах определя-
ли с помощью бицинхонинового реактива [33]. 

Методы статистической обработки
Математическая обработка данных проводи-

лась с использованием пакета программ стати-
стического анализа данных Statistica. Для срав-
нения данных, имеющих непараметрическое 
распределение, применяли критерии Манна–
Уитни и Краскела–Уоллиса. Для установления 
корреляционной зависимости использовали ран-
говый коэффициент Спирмана. В случае анализа 
нормально распределенных данных применяли 
дисперсионный анализ с апостериорным крите-
рием Тьюки. 

Результаты
Уровень антител к МДА-ЛПНП у здоровых лиц 

и пациентов с атеросклерозом
В первой части нашей работы мы исследовали 

содержание АТ к МДА-ЛПНП в крови здоровых 
лиц (n = 59) и пациентов с атеросклерозом, кото-
рые были разделены на 2 подгруппы: пациенты с 
доклиническим атеросклерозом (n = 25) и паци-
енты с ИБС (n = 169). 

Оказалось, что уровень АТ класса IgG к МДА-
ЛПНП достоверно снижен в крови пациентов с 
клинически выраженным атеросклерозом (диа-
гноз ИБС) по сравнению со здоровыми лицами 
и пациентами с доклиническим атеросклерозом. 
При этом статистически достоверной разницы 
содержания циркулирующих АТ класса IgМ к 
МДА-ЛПНП между обследованными группами 
пациентов не было выявлено (рис. 1).

Среди пациентов с ИБС были выделены лица, 
перенесшие инфаркт миокарда, количество ко-
торых составило 72 человека (43%). В нашем ис-
следовании различий в содержании АТ к МДА-
ЛПНП у лиц с ИБС в зависимости от наличия 
инфаркта миокарда в анамнезе не было выявлено 
(данные не представлены).

Концентрация ХС-ЦИК в крови здоровых лиц и 
пациентов с атеросклерозом

В крови и сосудистой стенке присутствуют не 
только мЛПНП и АТ к ним, но и иммунные ком-
плексы мЛПНП-АТ [1]. В крови содержание та-
ких комплексов можно оценивать по количеству 
ХС в осажденных иммунных комплексах. 

Нами было определено содержание ХС-ЦИК 
в сыворотке крови обследованных пациентов, 
результаты представлены на рисунке 2. Концен-
трация ХС-ЦИК была достоверно повышена у 
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Рисунок 1. Содержание циркулирующих антител (IgG и IgM) к МДА-ЛПНП в плазме здоровых лиц и у пациентов 
с атеросклерозом
Примечание. Данные представлены: медиана и межквартильные интервалы (Me (Q0,25-Q0,75)); * – достоверное отличие 
от здоровых лиц, p = 0,00068 (критерий Краскела–Уоллиса); # – достоверное отличие от группы «доклинический атеросклероз», 
p = 0,0002 (критерий Краскела–Уоллиса).
Figure 1. Content of IgG antibodies and IgM antibodies in plasma of healthy subjects and patients with atherosclerosis
Note. Data expressed as median and interquartile ranges (Me (Q0.25-Q0.75)); *, significant difference from healthy individuals, p = 0.00068 (Kruskal–
Wallis test); #, significant difference from patients with preclinical atherosclerosis, p = 0.0002 (Kruskal–Wallis test).

Рисунок 2. Концентрация ХС-ЦИК в плазме здоровых 
лиц и пациентов с атеросклерозом
Примечание. Данные представлены: медиана и 
межквартильные интервалы (Me (Q0,25-Q0,75));* – достоверное 
отличие от здоровых лиц, p < 0,0001 (критерий Краскела–
Уоллиса); # – достоверное отличие от группы «доклинический 
атеросклероз», p < 0,0001 (критерий Краскела–Уоллиса).
Figure 2. Concentration of circulating immune complexes 
cholesterol in plasma of healthy subjects and patients with 
atherosclerosis
Note. Concentration expressed as median and interquartile ranges 
(Me (Q0.25-Q0.75)); *, significant difference from healthy individuals, 
p < 0.0001 (Kruskal–Wallis test); #, significant difference from patients 
with preclinical atherosclerosis, p < 0.0001 (Kruskal–Wallis test).

пациентов с ИБС по сравнению со здоровыми 
лицами и пациентами с доклиническим атеро-
склерозом, что подтверждает ранее полученные 
результаты [11].

Выявлено также, что содержание ХС-ЦИК в 
крови слабо, но достоверно отрицательно кор-
релирует с уровнем АТ класса IgG к мЛПНП 
(r = -0,16). Следовательно, эти данные позволяют 
предполагать, что снижение содержания в крови 
антилипопротеиновых АТ класса G у пациентов 
с ИБС может быть связано с повышенным фор-
мированием циркулирующих иммунных ком-
плексов липопротеин-антитело.

Хотя в настоящей работе не было выявлено 
существенных корреляций между содержанием 
циркулирующих АТ к МДА-ЛПНП и уровнем 
липидов в крови, интерес представляла связь 
между концентрацией в крови изучаемых АТ 
и антигенов, которыми являются перекисно-
модифицированные ЛПНП (оксЛПНП). При 
перекисном окислении жирных кислот образу-
ется МДА, который способен вступать во взаи-
модействие с белковой частью ЛПНП, поэтому 
мы полагаем, что МДА-ЛПНП являются частью 
измеряемых нами оксЛПНП. Таким образом, 
АТ к МДА-ЛПНП могут распознавать эпитопы 
оксЛПНП. Однако оказалось, что корреляция 
между содержанием оксЛПНП и уровнем АТ к 
МДА-ЛПНП отсутствует, но у пациентов с ате-
росклерозом (как доклиническим, так и с кли-
ническими проявлениями) в отличие от здоро-
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Рисунок 3. Апоптоз макрофагов, инкубированных 
24 часа с различными агентами (проточная 
цитофлуориметрия)
Примечание. Данные представлены: медиана 
и межквартильные интервалы (Me (Q0,25-Q0,75)), n = 10;  
* – p < 0,05; # – p < 0,0001 (критерий Краскела–Уоллиса).
Figure 3. Apoptosis of macrophages incubated for 24 hours with 
various agents (flow cytometry)
Note. Data presented: median and interquartile ranges  
(Me (Q0.25-Q0.75)), n = 10; *, p < 0.05; #, p < 0.0001 (Kruskal–Wallis test).

вых лиц обнаружена выраженная положительная 
корреляция между концентрациями ХС-ЦИК и 
оксЛПНП (табл.  2). При этом следует заметить, 
что концентрация оксЛПНП достоверно не от-
личалась среди различных групп, обследованных 
нами пациентов.

Существует ряд работ, связывающих увеличе-
ние концентрации оксЛПНП с риском развития 
ИБС [4] и предлагающие рассматривать уровень 
оксЛПНП как маркер ИБС [18]. Однако нельзя 
исключить, что формирование иммунных ком-
плексов, содержащих оксЛПНП, может зани-
жать определение уровня таких ЛПНП в крови. 
Кроме того, возможна также конкуренция цир-
кулирующих АТ к мЛПНП с моноклональными 
АТ коммерческих наборов.

Влияние антител к МДА-ЛПНП на цитоток-
сичность МДА-ЛПНП

Перекисно-модифицированные ЛПНП, в том 
числе и МДА-ЛПНП, способны вызывать апоп-
тоз макрофагов [2, 30]. В связи с этим необходи-
мо было выяснить, как специфические антитела 
влияют на цитотоксичность МДА-ЛПНП. 

Исследование цитотоксичности МДА-ЛПНП 
и их комплексов со специфическими АТ прово-
дили с использованием макрофагов человека, 
дифференцированных из мононуклеаров пе-
риферической крови in vitro. После 24-часовой 
инкубации с МДА-ЛПНП (50 мкг белка/мл), 
свободными или в комплексе со специфическим 
антителами человека (молярное соотношение – 
аполипопротеин В:АТ – 1:5), с помощью про-
точной цитофлуориметрии было оценено коли-
чество погибших клеток. Полученные результаты 
представлены на рисунке 3.

Не вызывает сомнений выраженная цито-
токсичность МДА-ЛПНП – менее 50% клеток 
выжили после инкубации с такими ЛПНП. В то 
же время формирование иммунного комплекса 
МДА-ЛПНП-АТ значительно ослабляло способ-
ность МДА-ЛПНП вызывать гибель макрофагов. 
При этом добавление неспецифического IgG не 
оказывало такого эффекта. 

Одним из возможных механизмов цитоток-
сичности модифицированных ЛПНП может 
быть избыточное накопление холестерина и его 
эфиров в макрофагах в результате их нерегулиру-
емого захвата с помощью различных скэвенджер-
рецепторов [36]. Поэтому необходимо было вы-
яснить, как специфические антитела влияют на 
захват МДА-ЛПНП (накопление холестерина и 
его эфиров) макрофагами.

Влияние антител к МДА-ЛПНП на захват 
МДА-ЛПНП

Захват макрофагами ЛПНП, нативных или 
МДА-модифицированных, оценивали по нако-
плению ХС и его эфиров в клетках. Было уста-
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Рисунок 4. Содержание свободного холестерина (A) 
и его эфиров (Б) в макрофагах, инкубированных 24 часа 
с различными агентами
Примечание. Данные представлены: медиана и 
межквартильные интервалы (25% и 75%), n = 10; * – p < 0,05; 
# – p < 0,0001 (дисперсионный анализ с апостериорным 
критерием Тьюки).
Figure 4. Content of free cholesterol (A) and its esters (B) 
in macrophages incubated for 24 hours with various agents
Note. Data presented: median and interquartile ranges (25% and 75%), 
n = 10; *, p < 0.05; #, p < 0.0001 (analysis of variance with Tukey’s 
post hoc test).

ТАБЛИЦА 2. СОДЕРЖАНИЕ ОКИСЛЕННЫХ ЛИПОПРОТЕИНОВ НИЗКОЙ ПЛОТНОСТИ (Me (Q0,25-Q0,75)) В ПЛАЗМЕ 
ОБСЛЕДОВАННЫХ ПАЦИЕНТОВ И КОЭФФИЦИЕНТЫ КОРРЕЛЯЦИИ С КОНЦЕНТРАЦИЕЙ ХС-ЦИК (* p < 0,05)

TABLE 2. CONTENT OF OXIDIZED LOW DENSITY LIPOPROTEINS (Me (Q0.25-Q0.75)) IN THE PLASMA OF THE PATIENTS AND 
CORRELATION COEFFICIENTS WITH THE CONCENTRATION OF CIRCULATING IMMUNE COMPLEXES CHOLESTEROL  
(* p < 0.05)

Здоровые лица 
Healthy individuals

(n = 59)

Пациенты 
с доклиническим 
атеросклерозом 

Patients with preclinical 
atherosclerosis

(n = 25)

Пациенты с ИБС 
Patients with 

CAD
(n = 169)

Содержание оксЛПНП, U/л
Oxidized low density lipoprotein, U/L

49,1 
(41,2-60,6)

58,3 
(34,6-71,3)

60 
(43,0-75,0)

Коэффициент корреляции с ХС-ЦИК
Correlation coefficients with concentration 
of circulating immune complexes 
cholesterol 

0,08 0,45* 0,41*

новлено (рис.  4), что инкубация макрофагов, 
дифференцированных из мононуклеаров пе-
риферической крови человека, с МДА-ЛПНП 
(50 мкг белка/мл) в течение 24 часов приводила 
к значительному внутриклеточному накопле-
нию холестерина – свободного и, в особенности, 
эстерифицированного, что согласуется с лите-
ратурными данными [39]. При этом инкубация 
макрофагов с нативными ЛПНП в той же кон-
центрации вызывала в 1,5-2 раза меньшее уве-
личение содержания холестерина и его эфиров 
в клетках. Добавление специфических антител 
к МДА-ЛПНП (молярное соотношение – апо-
липопротеин В:АТ 1:5) значительно снижало 
способность МДА-ЛПНП индуцировать нако-
пление эфиров холестерина в макрофагах. В то 
же время АТ против МДА-ЛПНП не влияли на 
накопление холестерина и его эфиров при куль-
тивировании макрофагов с нативными ЛПНП, 
а неспецифический IgG не влиял на захват ни 
МДА-ЛПНП, ни нативных ЛПНП.

Обсуждение
Приступая к выполнению данной работы, мы 

предполагали, что уровень АТ к МДА-ЛПНП мо-
жет отражать как наличие подобных модифика-
ций в организме, так и выраженность иммунного 
ответа на модифицированные белки у пациентов 
с атеросклерозом по сравнению с здоровыми 
лицами. Оказалось, что содержание АТ к МДА-
ЛПНП было достоверно снижено у пациентов 
с клиническими проявлениями атеросклероза 
(ИБС) по сравнению со здоровыми лицами и 
пациентами с доклиническим атеросклерозом. 
Вместе с тем концентрация ХС-ЦИК повышена 
у пациентов с ИБС по сравнению с остальными 
группами. При этом достоверных различий в со-
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держании оксЛПНП у обследованных групп па-
циентов не было найдено. Вопрос, на который 
предстоит ответить: почему уровень АТ класса 
IgG к мЛПНП снижается у пациентов с ИБС на-
ряду с повышением концентрации ХС-ЦИК и 
при постоянном уровне мЛПНП. Можно пред-
положить, что у пациентов с ИБС увеличивается 
образование мЛПНП и, следовательно, взаимо-
действие их с АТ с формированием иммунных 
комплексов мЛПНП-АТ. Этим, по-видимому, и 
объясняется наблюдаемое повышение концен-
трации ХС-ЦИК у пациентов с ИБС. В нашей 
работе не было зафиксировано различий в кон-
центрации оксЛПНП между группами пациен-
тов, хотя отмечалась положительная корреля-
ция между содержанием оксЛПНП и ХС-ЦИК. 
Кроме того, существует вероятность того, что 
оксЛПНП, входящие в иммунные комплексы, 
могут не учитываться при измерении их содер-
жания из-за конкуренции между собственными 
АТ и АТ тест-системы. Следует также учитывать 
тот факт, что оксЛПНП быстро элиминируются 
из кровотока клетками системы мононуклеарных 
фагоцитов. 

Таким образом, снижение содержания АТ к 
мЛПНП, найденное в крови у пациентов с ИБС, 
может объясняться истощением пула циркули-
рующих антилипопротеиновых АТ класса IgG в 
связи с увеличением количества антигена, в на-
шем случае МДА-ЛПНП. Другим объяснением 
обнаруженного феномена может быть ослабле-
ние иммунного ответа, при котором основная 
часть АТ будет расходоваться на образование 
комплекса. 

В литературе данные об изменении уровня АТ 
к мЛПНП у пациентов с атеросклерозом проти-
воречивые. В одних исследованиях, как и в на-
шей работе, было обнаружено снижение уровней 
АТ класса IgG к МДА-ЛПНП в плазме пациентов 
с ИБС, в то время как различий в содержании АТ 
класса IgM не наблюдалось [20]. В других работах, 
наоборот, низкие уровни АТ класса IgM к МДА-
ЛПНП были связаны с клиническим проявле-
нием ИБС, а в случае АТ класса IgG такой связи 
обнаружено не было [8, 34]. Есть исследования, в 
которых было показано уменьшение в крови ко-
личества АТ класса IgM к аполипопротеину В, на-
тивному и модифицированному МДА, у пациен-
тов с сердечно-сосудистыми заболеваниями [9], в 
то время как содержание АТ класса IgG снижа-
лись только против нативного аполипопротеина 
В, но не против МДА-модифицированного [6, 
9]. Некоторые авторы описывают положитель-
ную связь концентрации АТ к оксЛПНП в крови 
с развитием атеросклероза [16, 24]. Кроме того, 
имеются данные об отсутствии изменений уров-

ней АТ обоих классов к оксЛПНП у пациентов с 
ИБС [29].

Исходя из вышесказанного, следует, что одно-
временное определение уровня АТ IgG к модифи-
цированным ЛПНП и концентрации ХС-ЦИК 
может помочь в оценке динамики клинических 
проявлений атеросклероза.

Другая часть нашей работы была посвящена 
изучению роли АТ в процессах, протекающих 
непосредственно в очаге атеросклеротического 
поражения. Хорошо известно, что МДА-ЛПНП 
обладают выраженной цитотоксичностью, что и 
было подтверждено в нашем исследовании. При 
этом нами было показано, что добавление в ин-
кубационную среду АТ к МДА-ЛПНП приводило 
к снижению цитотоксичности МДА-ЛПНП по 
отношению к макрофагам, хотя и не отменяло ее 
полностью. Кроме того, АТ к МДА-ЛПНП сни-
жали накопление эфиров ХС в макрофагах, при 
их инкубации с МДА-ЛПНП. Эти результаты со-
гласуются со сведениями о том, что свободные 
мЛПНП, выделенные из атеросклеротических 
поражений человека, захватывались макрофага-
ми значительно активнее, чем иммунные ком-
плексы ЛПНП-АТ [12]. Такие эффекты АТ, ско-
рее всего, объясняются тем, что формирующиеся 
иммунные комплексы изменяют характер вза-
имодействия МДА-ЛПНП с макрофагами. Из-
вестно, что мЛПНП захватываются с помощью 
различных скэвенджер-рецепторов. Однако из-
за наличия АТ к мЛПНП, обеспечивающих фор-
мирование комплексов, захват может осущест-
вляться не столько скэвенджер-рецепторами, 
сколько с участием Fc-рецепторов. Есть данные, 
что иммунные комплексы, взаимодействующие 
с Fc-рецепторами, могут приводить к активации 
AKT-зависимого сигнального пути, регулирую-
щего выживание клеток [19, 25].

Заключение
Тем самым полученные данные свидетель-

ствуют о том, что антилипопротеиновые АТ мо-
гут оказывать защитное действие, предупреждая 
гибель клеток и снижая накопление эфиров ХС 
в макрофагах при их взаимодействии с мЛПНП, 
т. е. предупреждать формирование пенистых 
кле ток. Это согласуется со сведениями о том, 
что [11, 21, 23, 25, 28, 32] иммунизация животных 
оксЛПНП или МДА-ЛПНП приводила к сни-
жению скорости развития и выраженности экс-
периментального атеросклероза, что связывают с 
атеропротективной функцией АТ. 

Благодарности
Авторы выражают свою благодарность заве-

дующему лабораторией клеточной иммуноло-



140

Ivanova A.A. et al.
Иванова А.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

гии отдела иммунологии ФГБНУ «ИЭМ» к.б.н. 
И.В. Кудрявцеву и научному сотруднику М.К. Се-
ребряковой за помощь при работе на проточном 
цитофлуориметре; заведующему лабораторией 
биохимической генетики отдела молекулярной 
генетики ФГБНУ «ИЭМ» д.б.н. А.В. Соколову 
за предоставленные реактивы и конструктивные 
дискуссии; старшему научному сотруднику отде-
ла биохимии ФГБНУ «ИЭМ» к.б.н. С.В. Орлову 
за консультации и обсуждение результатов.

Соблюдение этических норм
Все процедуры, выполненные в исследовани-

ях с участием людей, соответствуют этическим 
стандартам национального комитета по иссле-
довательской этике и Хельсинкской декларации 
1964 года и ее последующим изменениям или со-
поставимым нормам этики. От каждого из вклю-
ченных в исследование участников было полу-
чено информированное добровольное согласие.
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СРАВНИТЕЛЬНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ КОЛИЧЕСТВА 
Т-РЕГУЛЯТОРНЫХ КЛЕТОК (CD4+CD25HIGHFoxP3+CD127LOW) 

У ПАЦИЕНТОВ ДО 1 ГОДА С КАТАРАКТОЙ, ГЛАУКОМОЙ 
И РЕТИНОПАТИЕЙ НЕДОНОШЕННЫХ (ПО ОБЗОРНЫМ 
ДАННЫМ СОБСТВЕННЫХ ИССЛЕДОВАНИЙ)
Балашова Л.М.1, 2, Кузнецова Ю.Д.1, 2, Лесовой С.В.1, 2, 3, 
Альварес М.А.1, Балашов А.А.1, Черкашин Д.Р.1, Кантаржи Е.П.1, 
Быковская С.Н.2, Салмаси Ж.М.2
1 НП «Международный научно-практический центр пролиферации тканей», Москва, Россия  
2 ФГАОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова» 
Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия  
3 ГБУЗ города Москвы «Детская городская клиническая больница имени Н.Ф. Филатова Департамента 
здравоохранения города Москвы», Москва, Россия 

Резюме. Были проведены исследования образцов крови у пациентов до 1 года с катарактой, глауко-
мой и ретинопатией недоношенных и у доношенных, соматически здоровых детей до 1 года, с целью 
количественного определения Т-регуляторных клеток CD4+CD25highFoxP3+CD127low. Объединены и 
структурированы данные собственных исследований, представленные в ранее опубликованных ста-
тьях по отдельным патологиям, для полноценного сравнения их в комплексе наиболее распростра-
ненных глазных заболеваний у детей до 1 года, какими являются катаракта, глаукома и ретинопатия 
недоношенных.

Целью исследования явилось сравнительное исследование количества Т-регуляторных клеток 
(CD4+CD25highFoxP3+CD127low) в крови детей до 1 года жизни с РН, катарактой, глаукомой и здоровых 
доношенных детей (по данным собственных исследований в ранее опубликованных работах по от-
дельным патологиям).

Всего был обследован 131 ребенок (262 глаза) в возрасте до 1 года. Из них 79 детей (158 глаз) – с ре-
тинопатией недоношенных, 12 детей (20 глаз) – с катарактой, 13 детей (21 глаз) – с глаукомой, 9 пар-
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ных глаз детей – с катарактой и глаукомой и 27 здоровых доношенных детей (54 глаза) того же воз-
раста. Детям было проведено стандартное офтальмологическое обследование. Особое внимание нами 
было уделено исследованию количества Т-регуляторных клеток CD4+CD25highFoxP3+CD127low. Про-
изведено иммунофенотипирование клеток периферической крови, включая Т-регуляторные клетки.

По данным ранее произведенных нами исследований и при сопоставлении результатов в пред-
ставленном исследовании у детей до 1 года были обнаружены достоверные различия по количеству 
Т-регуляторных клеток (CD4+CD25highFoxP3+CD127low) между недоношенными и доношенными деть-
ми, а также внутри групп пациентов по весовой категории при катаракте и глаукоме. Авторам удалось 
определить различия между стадиями ретинопатии недоношенных по количеству Т-регуляторных 
клеток (CD4+CD25highFoxP3+CD127low), выделяя заднюю агрессивную ретинопатию недоношенных в 
особую форму данной патологии.

Данное исследование является подтверждением возможного участия аутоиммунного ответа в 
патогенезе прогрессирующих стадий ретинопатии недоношенных. Об этом свидетельствует выяв-
ленное достоверное уменьшение количества Т-регуляторных клеток CD4+CD25highFoxP3+CD127low. 
Прогрессирующие стадии ретинопатии недоношенных сопровождаются более низкими значениями 
Т-регуляторов, чем стационарные. Выявлены достоверные различия по количеству Т-регуляторных 
клеток при основных офтальмологических заболеваниях детей в возрасте до 1 года – катаракте, глау-
коме и ретинопатии недоношенных.

Ключевые слова: офтальмология, Т-регуляторные кдетки CD4+CD25highFoxp3+CD127low, кровь, врожденная катаракта, 
врожденная глаукома, ретинопатия недоношенных, доношенные здоровые дети

A COMPARATIVE STUDY OF OF T REGULATORY CELLS 
NUMBERS (CD4+CD25HIGHFoxP3+CD127LOW) IN PATIENTS 
UNDER 1 YEAR OF AGE WITH CATARACT, GLAUCOMA, AND 
RETINOPATHY OF PREMATURITY (REVIEW OF THE OWN 
STUDIES)
Balashova L.M.a, b, Kuznetsova Yu.D.a, b, Lesovoy S.V.a, b, с, Alvarez M.A.a, 
Balashov A.A.a, Cherkashin D.R.a, Kantarzhi E.P.a, Bykovskaya S.N.b, 
Salmasi Zh.M.b 
a International Scientific and Practical Center for Tissue Proliferation, Moscow, Russian Federation  
b Pirogov Russian National Research Medical University, Moscow, Russian Federation  
c N. Filatov Children’s City Clinical Hospital, Moscow, Russian Federation

Abstract. Potential involvement of immune system in pathophysiology of congenital glaucoma, cataract, 
and retinopathy of prematurity (ROP) in infants has been suggested. However, its understanding still remains 
limited. T regulatory cells (CD4+CD25highFoxP3+CD127low), with their role in autoimmunity, are considered 
pivotal in this respect, although there is a scarcity of publications in this context. This study aims to address this 
gap. Our purpose was to compare the levels of blood cells with (CD4+CD25highFoxP3+CD127low) phenotype 
in infants with ROP, congenital glaucoma and cataract, and healthy full-term infants. This retrospective 
case-control study included 131 infants (262 eyes). Inclusion criteria were as follows: age under 12 months 
and a confirmed diagnosis of congenital cataract (20 eyes), congenital glaucoma (21 eyes), and ROP (158 
eyes). The control group consisted of 27 full-term infants (54 eyes) with normal eye exam. Primary outcomes 
included study of Treg cells (CD4+CD25highFoxP3+CD127low) levels in all groups. Secondary outcomes involved 
the correlation between the CD4+CD25highFoxP3+CD127low subpopulation and weight at birth. According to 
our previous studies and when comparing the results in the present study of children under 1 year of age, we 
found significant differences in the number of T regulatory cells (CD4+CD25highFoxP3+CD127low) between 
premature and full-term children, as well as in the patient groups with cataract and glaucoma by their weight 
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category. The authors were able to detect differences between stages of retinopathy of prematurity by the 
number of T regulatory cells (CD4+CD25highFoxP3+CD127low), distinguishing posterior aggressive retinopathy 
of prematurity as a special form of this pathology. The reduced levels of CD4+CD25highFoxP3+CD127low cells 
in infants with ROP type 1 suggests autoimmune reactions in its pathophysiology. The remarkable difference 
in (CD4+CD25highFoxP3+CD127low) Treg cells in patients with congenital glaucoma and cataract may indicate 
immune-mediated mechanisms in their development. The clinical significance of the revealed correlation 
between the level of studied T cells and birth weight in infants with cataract and glaucoma is not clear and 
requires further investigation with regard to the disease severity. The index can be used as a potential prognostic 
marker of the disease course and visual outcomes. Collectively, this study provided valuable insights on the 
potential targets for novel treatment strategies in infants with ROP, glaucoma, and cataracts.

Keywords: ophthalmology, CD4+CD25highFoxP3+CD127low, blood, newborn children, cataract, glaucoma, retinopathy of prematurity, 
health children

Введение
Были проведены исследования образцов кро-

ви у пациентов до 1 года с катарактой, глаукомой 
и ретинопатией недоношенных и у доношенных, 
соматически здоровых детей до 1 года, с целью 
количественного определения Т-регуляторных 
клеток CD4+CD25highFoxP3+CD127low. Объедине-
ны и структурированы данные собственных ис-
следований, представленные в ранее опублико-
ванных статьях по отдельным патологиям, для 
полноценного сравнения их в комплексе наи-
более распространенных глазных заболеваний у 
детей до 1 года, какими являются катаракта, глау-
кома и ретинопатия недоношенных.

Целью исследования явилось сравнитель-
ное исследование количества Т-регуляторов 
(CD4+CD25highFoxP3+CD127low) в крови детей до 1 
года жизни с ретинопатией недоношенных (РН), 
катарактой, глаукомой и здоровых доношенных 
детей (по данным собственных исследований в 
ранее опубликованных работах по отдельным па-
тологиям). 

Материалы и методы
Всего был обследован 131 ребенок (262 глаза) 

в возрасте до 1 года. Из них 79 детей (158 глаз) 
детей – с ретинопатией недоношенных, 12 де-
тей (20 глаз) – с катарактой, 13 детей (21 глаз) – с 
глаукомой, 9 парных глаз детей – с катарактой и 
глаукомой и 27 здоровых доношенных детей (54 
глаза) того же возраста. Детям было произведено 
стандартное офтальмологическое обследование. 

Особое внимание нами было уделено ис-
следованию количества Т-регуляторных клеток 
CD4+CD25highFoxP3+CD127low (табл. 1).

Произведено иммунофенотипирование кле-
ток периферической крови [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9], 
включая Т-регуляторные клетки (Treg):

1. Забор крови у детей из вены на операцион-
ном столе во время оперативного вмешательства 
под общим обезболиванием. Периферическую 

кровь отбирали в пробирки с антикоагулянтом 
K3 EDTA (GreinerBioOne, Австрия).

2. Лизирование эритроцитов произ-
водили при помощи лизирующего буфера 
RedBloodCellLysing buffer (Life technologies; 
США) по протоколу производителя. Клетки в 
количестве 5 × 106 из осадка ресуспендировали в 
200 мкл фосфатного буферного раствора. 

3. Treg-клетки периферической крови па-
циентов и доноров метили при помощи Treg 
detection staining cocktail (Miltenyi Biotec, Герма-
ния) по протоколу производителя. Количество 
Треg определяли методом проточной цитометрии 
на цитометре MACS Quant (Miltenyi Biotec, Гер-
мания). 

При статистической обработке полученных 
результатов использовался модуль «Вероят-
ностный колькулятор» и критетий Стьюдента 
(Statistica 7).

Результаты
Результаты исследования представлены в таб-

лице 1 и на рисунках 1-8.

Обсуждение
По данным ранее произведенных нами ис-

следований (работы 1-10, их сравнительных 
ха рактеристик) (табл.  1) и при сопоставлении 
результатов в представленном исследовании у 
детей до 1 года, были обнаружены достоверные 
различия по количеству Т-регуляторных клеток 
(CD4+CD25highFoxP3+CD127low) между недоно-
шенными и доношеннымидетьми, а также внут-
ри групп пациентов по весовой категории при 
катарактеи глаукоме.

На рисунке 1 построенная линия тренда 
указывает на значительное снижение количе-
ственного показателя Т-регуляторных клеток 
практически во всех стадиях, кроме ЗАРН, по 
сравнению с контролем, и особенно во II (как 
далее будет представлено, во II+) и V стадиях 
заболевания [8]. Обращает на себя внимание, 
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ТАБЛИЦА 1. Т-РЕГУЛЯТОРЫ ПРИ РАЗНЫХ СТАДИЯХ РЕТИНОПАТИИ НЕДОНОШЕННЫХ, ВРОЖДЕННОЙ КАТАРАКТЕ 
И ДОНОШЕННЫХ СОМАТИЧЕСКИ ЗДОРОВЫХ ДЕТЕЙ
ТABLE 1. T-REGULATORS IN DIFFERENT STAGES OF RETINOPATHY OF PREMATURITY, CONGENITAL CATARACTS AND 
FULL-TERM SOMATICALLY HEALTHY CHILDREN

Признак
Feature

Подгруппа
Subgroup

Возраст (мес.)
Age (month)

Срок гестации 
(нед.)

Gestational age 
(week)

Масса тела 
при рождении 

(г)
Birth weight (g)

Иммунофенотип 
CD4+CD25highFoxP3+CD127low (%)

Immunophenotype
CD4+CD25highFoxP3+CD127low (%)

РН I стадия
ROP stage I
M±SD (Std. Dev.)
(n = 9)

2,9±1,6 28,9±2,1 1110,0±396,2 2,3±1,1

РН II стадия
ROP stage II
M±SD (Std. Dev.)
(n = 10)

2,9±1,1  29,1±1,8 1150±380,0 2,2±1,2

РН III+ стадия 
ROP stage III+
M±SD (Std. Dev.)
(n = 20)

3,1±1,4 28,7±2,8 1284,5±394,6 2,4±1,2

РН IV стадия 
ROP stage IV
M±SD (Std. Dev.)
(n = 12)

3,4±1,3 29,0±2,2 1345,0±405,5 2,6±0,9

РН V стадия
ROP stage V 
M±SD (Std. Dev.)
(n = 19)

 6,1±3,2** 27,7±2,0 985,0±317,2* 2,4±1,0

ЗАРН 
AP-ROP
M±SD (Std. Dev.) 
(n = 9)

2,4±1,3* 29,4±1,6 1297,1±455,6 3,6±0,7**

Доношенные
соматически 
здоровые дети 
Mature somatically 
healthy children
M±SD (Std. Dev.)
(n = 27)

4,8±2,1 39,3±0,9 3524,5±705,4 3,24±1,0**

Врожденная катаракта 
(доношенные) 
Congenital cataract 
(mature children)
M±SD (Std. Dev.)
(n = 12)

5,0±1,8 39,5±1,0 3786,0±900,4 3,1±0,6**

Врожденная глаукома 
(доношенные)
Congenital glaucoma 
(mature children)
M±SD (Std. Dev.)
(n = 13)

4,4±3,0 3,0±1,2 3684,0±1,1

2,8±0,7
(без 1 высоковесного – 5300 г, 

Treg = 5,7)
(without 1 high-weight – 5300 g, 

Treg = 5.7)

р

р < 0,05 
(между

стадиями РН)
р < 0.05 
(between 

ROP stages)

р > 0,05 
(между 

стадиями РН)
р > 0.05 
(between 

ROP stages)

р < 0,05 
(между 

стадиями РН)
р < 0.05 
(between 

ROP stages)

р < 0,01

Примечание. * – p < 0,05; **– p < 0,01.
Note. *, p < 0.05; **, p < 0.01.
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что у больных с задней агрессивной формой за-
болевания, обнаруживаемой в достоверно бо-
лее ранние сроки (р < 0,01-0,05) по сравнению 
с другими стадиями РН, Т-регуляторные клетки 
CD4+CD25highFoxP3+СD127low выявляются чаще 
в несколько повышенных и формально нор-
мальных для доношенных детей этого возраста 
количествах в отличие от остальных стадий ре-
тинопатии (р < 0,05), хотя встречаются больные 
и с пониженными значениями по сравнению с 
возрастной нормой доношенных детей (табл.  1, 
рис. 1, 2, 3). Задняя агрессивная форма РН пред-
положительно может иметь и другие ведущие 
патогенетические механизмы, например, связан-
ные с генетическими нарушениями.

На рисунке 2 в виде усиковой диаграм-
мы представлены количественные значения 
Т-регуляторов при стационарных и прогрессиру-
ющих I и II стадиях ретинопатии недоношенных 
(РПН) [8], две диаграммы отдельно по I и II ста-
диям РН.

При использовании критерия Стьюдента 
(рис.  2) определяется пограничная достоверность 
при сравнении количества Т-регуляторов с не-
прогрессирующими и прогрессирующими I и II 
стадиями РН (р < 0,046 и p < 0,07), которые пред-
ставлены на коробчатых (усиковых) диаграммах. 
Определилась достоверная разница между этими 
значениями (p = 0,02 и p = 0,03) при использова-
нии модуля «Вероятностный калькулятор».

На рисунке 3 [7] у детей различного веса при 
рождении с катарактой представлены выявлен-
ные количества Т-регуляторов.

Обнаруживаются статистически достовер-
ные различия (р < 0,01) у больных с низким и 
нормальным (р = 0,04), нормальным и высоким 
(р = 0,02) весом при рождении у доношенных 
детей с катарактой. Количество детей в группах 
представлено в равных соотношениях (33,3%; 
33,3%; 33,4%).

На рисунке 4, на усиковой (коробчатой) диа-
грамме [7] представлены выявленные количества 
Т-регуляторных клеток у детей с глаукомой, раз-
личного веса при рождении.

Как показано на рисунке 4, выявлено стати-
стически достоверное различие в сторону повы-
шения количества Т-регуляторов (р = 0,0001) при 
высоком весе доношенных новорожденных и по-
нижению количества Т-регуляторов (р = 0,07) 
при низком весе при рождении у доношенных 
детей с глаукомой. Количество детей в группах 
представлено в неравных соотношениях (низко-
весные – 30,8%; нормовесные – 61,5%; высоко-
весные – 7,7% ).

На графических рисунках 5 и 6 представлено 
количество Т-регуляторов при всех прогрессиру-
ющих стадиях РН (рис. 5) и начальных прогрес-

Рисунок 1. Линейная линия тренда Treg 
(СD4*СD25highFохр3+СО127low) для всех форм РН 
по сравнению с контрольной группой
Figure 1. Linear trend line Treg (СD4*СD25highFохр3+СО127low) 
for all forms of RP compared to the control group

Рисунок 2. Количество Т-регуляторов с начальными 
(I, I+, II, II+) стадиями ретинопатии недоношенных
Figure 2. Number of T regulators with initial (I, I+, II, II+) stages 
of retinopathy of prematurity

сирующих стадиях РН (рис. 6) по сравнению с 
общими значениями количества этих клеток до-
ношенных детей, страдающих катарактой, глау-
комой, и доношенными соматически здоровыми 
детьми.

Из представленных данных (рис. 7) видно, что 
при исследовании по Стьюденту нет достоверных 
различий между доношенными детьми: здоровы-
ми, с катарактой и глаукомой. 

Выявлено достоверное различие между всеми 
прогрессирующими стадиями ретинопатии не-
доношенных и доношенными здоровыми детьми 
(р < 0,05; рис. 5), а также ранними прогрессиру-
ющими стадиями и здоровыми детьми (р = 0,055; 
рис. 6).
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Рисунок 3. Количество Treg у доношенных детей 
различного веса при рождении с врожденной 
катарактой
Figure 3. Number of Tregs in full-term children of different birth 
weight with congenital cataracts

Рисунок 4. Количество Treg у доношенных детей 
различного веса при рождении с врожденной глаукомой
Figure 4. Number of Tregs in full-term children of different birth 
weight with congenital glaucoma

Рисунок 5. Количество Treg у доношенных детей 
с врожденными катарактой, глаукомой различного 
веса и соматически здоровых в сравнении со 
всеми прогрессирующими стадиями ретинопатии 
недоношенных
Figure 5. Number of Tregs in full-term children with congenital 
cataracts, glaucoma of various weights and somatically healthy 
children in comparison with all progressive stages of retinopathy 
of prematurity

На графике (рис. 8) представлены все исследу-
емые значения больных катарактой, глаукомой, 
ретинопатией недоношенных по сравнению с 
контролем доношенных соматически здоровых 
детей.

Как показано на рисунке 8, отмечается ста-
тистически достоверное различие (p < 0,03) при 
сравнении всех детей с разной степенью актив-
ности ретинопатии недоношенных и доношен-
ных соматически здоровых детей.

При объединении всех доношенных детей с 
катарактой и глаукомой по весу были выявле-
ны статистически достоверные различия между 
детьми с дифицитом веса, нормальным и повы-
шенным весом при рождении (р ≤ 0,05).

Заключение
Были обнаружены достоверные разли-

чия по количеству Т-регуляторных клеток 
(CD4+CD25highFoxP3+CD127low) между недоно-
шенными и доношенными детьми, внутри групп 
по весовой категории при катаракте и глаукоме у 
доношенных детей по данным ранее произведен-
ных нами исследований и при сопоставлении ре-
зультатов в представленном исследовании у де-
тей до 1 года. Удалось определить различия между 
стадиями РН по количеству Т-регуляторных 
клеток (CD4+CD25highFoxP3+CD127low), строго 
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Рисунок 6. Количество Treg у доношенных детей с врожденными катарактой, глаукомой различного веса 
и соматически здоровых в сравнении со начальными прогрессирующими стадиями ретинопатии недоношенных
Figure 6. Number of Tregs in full-term children with congenital cataracts, glaucoma of various weights and somatically healthy 
chidren in comparison with the initial progressive stages of retinopathy of prematurity

Рисунок 7. Количество Т-регуляторов у доношенных 
детей с врожденными катарактой, глаукомой 
и доношенных соматически здоровых
Figure 7. Number of T regulators in full-term children with 
congenital cataracts, glaucoma and somatically healthy full-term 
children

Рисунок 8. Количество Т-регуляторов у доношенных 
детей с врожденными катарактой, глаукомой 
в сравнении с ретинопатией недоношенных
Figure 8. Number of T regulators in full-term children with 
congenital cataracts, glaucoma in comparison with retinopathy 
of prematurity
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подойти к выявлению прогрессирующих стадий 
РН, выделяя ЗАРН в особую форму патологии.

Выводы
1. Данное исследование является под-

тверждением возможного участия аутоим-
мунного ответа в патогенезе прогрессирую-
щих стадий ретинопатии недоношенных. Об 
этом свидетельствует выявленное достоверное 
уменьшение количества Т-регуляторных клеток 
CD4+CD25highFoxP3+CD127low у данной категории 
больных. При проведении сравнительных иссле-
дований прогрессирующие стадии РН сопрово-
ждаются, как правило, более низкими значения-
ми Т-регуляторов, чем стационарные. 

2. Задняя агрессивная ретинопатия не-
доношенных – это «другая» форма, которая, 
как правило, протекает на фоне показателей 
Т-регуляторов CD4+CD25highFoxP3+CD127low не-
сколько повышенных или мало отличающих-
ся от нормальных значений по общепринятым 
нормам доношенных детей, и этим отличается от 
остальных стадий ретинопатии недоношенных 
(р < 0,05). Причина этой молниеносной формы 
заболевания, возможно, кроется в том числе в ге-
нетике.

3. У доношенных детей с врожденны-
ми катарактой, глаукомой и соматически 
здоровых по сравнению с недоношенными 
детьми, страдающими РН, обнаружено суще-
ственное различие по количеству Т-регуляторов 
CD4+CD25highFoxP3+CD127low (р < 0,03).

4. По данным ранее проведенных собствен-
ных исследований, выявлены статистически до-

стоверные различия (р < 0,01) по количеству 
Т-регуляторов CD4+CD25highFoxP3+CD127low у 
больных с низким и нормальным (р = 0,04), нор-
мальным и высоким (р = 0,02) весом при рожде-
нии у доношенных детей с катарактой. Внутри 
группы разные дети по весу оказались в неравных 
соотношениях (30,8% – низковесные; 61,5% – 
нормовесные; 7,7% – высоковесные). Учитывая 
тот факт, что 61% детей с катарактой до 1 года – 
нормовесные дети, нельзя исключить, что появ-
ление катаракты у детей до года сопровождается 
также изменением обмена веществ, в том числе 
генетического характера, либо является причи-
ной инфекционных заболеваний (в том числе 
внутриутробных).

5. В наших предыдущих исследованиях 
определено достоверное различие (р = 0,0001) в 
сторону понижения количества Т-регуляторных 
клеток (р = 0,07) при низком весе при рожде-
нии и в сторону повышения количества Тreg 
(CD4+CD25highFoxP3+CD127low) при высоком весе 
при рождении у доношенных больных с глауко-
мой. Процентное соотношение детей по весу в 
подгруппах получилось в равных соотношениях 
(33,3%).

6. Данное исследование позволило выявить 
достоверные различия по количеству Т-регуля-
торных клеток (CD4+CD25highFoxP3+CD127low) в 
сравнении при основных офтальмологических 
заболеваниях детей в возрасте до 1 года – ката-
ракте, глаукоме и ретинопатии недоношенных.
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ИССЛЕДОВАНИЕ ИММУНОЛОГИЧЕСКОЙ 
ЭФФЕКТИВНОСТИ И БЕЗОПАСНОСТИ КАНДИДАТНОЙ 
ВАКЦИНЫ ДЛЯ ПРОФИЛАКТИКИ ГЕМОРРАГИЧЕСКОЙ 
ЛИХОРАДКИ ЛАССА
Попова О., Зубкова О.В., Ожаровская Т.А., Зрелкин Д.И., 
Воронина Д.В., Голдовская П.П., Кан В.Ю., Должикова И.В., 
Гроусова Д.М., Ковыршина А.В., Ермолова И.А., Щебляков Д.В., 
Логунов Д.Ю., Гинцбург А.Л.
ФГБУ «Национальный исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии имени почетного академика 
Н.Ф. Гамалеи» Министерства здравоохранения РФ, Россия

Резюме. Геморрагическая лихорадка Ласса – острое инфекционное заболевание человека с высо-
кой летальностью и пандемическим потенциалом. Геморрагическая лихорадка Ласса ежегодно уносит 
жизни тысяч людей. На сегодняшний день в мире нет одобренных средств для специфической тера-
пии или профилактики заболевания. Целью данной работы было конструирование, изучение имму-
нобиологических свойств и доклинической безопасности кандидатной вакцины для профилактики 
геморрагической лихорадки Ласса на основе рекомбинантных аденовирусных векторов. В ходе рабо-
ты использовались стандартные генно-инженерные, молекулярно-биологические, вирусологические 
методы и методы работы с лабораторными животными. В результате работы была сконструирована 
и охарактеризована комбинированная векторная кандидатная вакцина для профилактики геморра-
гической лихорадки Ласса – «ГамЛассаВак». Вакцина представлена двумя компонентами для гетеро-
логичной иммунизации в режиме прайм-буст на основе рекомбинантных репликативно-дефектных 
аденовирусных векторов. Первый компонент вакцины – рекомбинантный аденовирус человека 26-
го серотипа, второй компонент – аденовирус человека 5-го серотипа. Оба рекомбинантных вектора 
несут кодон-оптимизированную последовательность гликопротеина вируса Ласса. В GMP-условиях 
произведены и проанализированы две экспериментальные серии кандидатной вакцины. Приведены 
результаты исследований экспериментальных серий на соответствие требованиям, предъявляемым к 
вирусным векторным вакцинам. В доклинических исследованиях на мышах показана индукция анти-
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ген-специфических IgG при введении компонентов вакцины индивидуально и в режиме прайм-буст, 
а также динамика развития гуморального иммунного ответа на 42-й, 77-й, 119-й и 147-й дни после 
вакцинации. При этом, несмотря на 100%-ную сероконверсию, вируснейтрализующие антитела не 
были обнаружены ни в одном из образцов, полученных от иммунизированных мышей. В исследова-
нии биораспределения показано, что через 24 часа после внутримышечного введения компонентов 
кандидатной вакцины ДНК аденовирусных векторов детектируется только в месте инъекции и ре-
гиональных лимфатических узлах. В результате доклинических исследований безопасности (острая 
токсичность, хроническая токсичность, иммунотоксичность, аллергизирующие свойства, репро-
дуктивная токсичность) не выявлено противопоказаний для получения разрешения на клинические 
исследования кандидатной вакцины. В совокупности результаты демонстрируют, что кандидатная 
вакцина для профилактики геморрагической лихорадки Ласса на основе рекомбинантных аденови-
русных векторов 26-го и 5-го серотипов является перспективным препаратом для специфической им-
мунопрофилактики. 

Ключевые слова: геморрагическая лихорадка Ласса, вакцина, рекомбинантный аденовирусный вектор, аденовирус 
человека, иммуногенность, безопасность

STUDY OF THE IMMUNOLOGICAL EFFICACY AND SAFETY 
OF A CANDIDATE VACCINE AGAINST LASSA HEMORRHAGIC 
FEVER
Popova O., Zubkova O.V., Ozharovskaia T.A., Zrelkin D.I., 
Voronina D.V., Goldovskaya P.P., Kan V.Yu., Dolzhikova I.V., 
Grousova D.M., Kovyrshina A.V., Ermolova I.A., Shcheblyakov D.V., 
Logunov D.Yu., Gintsburg A.L.
N. Gamaleya National Research Center for Epidemiology and Microbiology, Moscow, Russian Federation

Abstract. Lassa hemorrhagic fever is an acute human infectious disease with high mortality rate and pandemic 
potential. To date, there are no approved drugs for the specific treatment or prevention of Lassa hemorrhagic fever 
in the world. The aim of this study was to develop and evaluate the immunobiological properties and preclinical 
safety of a candidate vaccine for the prevention of Lassa hemorrhagic fever (LHF) based on recombinant 
human adenoviral vectors. Standard genetic engineering techniques, molecular biology techniques, virological 
methods, and animal testing procedures were used in the course of the study. A combined vector candidate 
vaccine for the prevention of Lassa hemorrhagic fever has been designed and characterized. The vaccine is 
composed of two components for heterologous immunization in a prime-boost regimen. Both components 
are based on recombinant replication-defective adenovirus vectors. The first component of the vaccine is a 
recombinant human adenovirus type 26; the second component is a recombinant human adenovirus type 5. 
Both recombinant vectors contain the codon-optimized sequence of Lassa virus glycoprotein. Two experimental 
batches of the candidate vaccine were produced under GMP-conditions and analyzed. The results of studies in 
compliance with appropriate specifications for viral vector vaccines are provided. In preclinical studies in mice, 
antigen-specific IgG response was detected after immunization with two vaccine components, either separately, 
or in a prime-boost regimen. The time dynamics of the IgG response was also studied on 42, 77, 119 and 
147 days after immunization. At the same time, despite achieving 100% seroconversion, no virus neutralizing 
antibodies were detected in any of the samples collected from immunized mice. A biodistribution study showed 
that 24 hours following intramuscular injection of the vaccine components, the DNA of adenovirus vectors 
was detected only at the site of injection and in regional lymph nodes. Based on preclinical safety assessments 
(including acute toxicity, chronic toxicity, immunotoxicity, allergenic properties, reproductive toxicity), no 
contraindications were found for initiation of the candidate Lassa vaccine clinical trials. Taken together, the 
results demonstrate that the candidate vaccine for prevention of Lassa hemorrhagic fever based on recombinant 
adenovirus vectors types 26 and 5 is a promising drug for specific immunoprophylaxis.

Keywords: Lassa hemorrhagic fever, vaccine, adenovirus vector, human adenovirus, immunogenicity, safety assessment
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Введение
Вирусные геморрагические лихорадки (ВГЛ) 

являются значительной причиной заболеваемо-
сти и смертности во всем мире. Эти заболевания 
характеризуются сложным течением, высоким 
уровнем летальности и обладают пандемическим 
потенциалом. Поскольку для большинства из них 
нет специфического лечения или средств профи-
лактики, периодически возникающие вспышки 
могут принести разрушительный урон человече-
ству. Возбудители ВГЛ – ряд РНК-содержащих 
вирусов семейств Filoviridae (болезни, вызванные 
вирусами Эбола и Марбург), Hantaviridae (ге-
моррагическая лихорадка с почечным синдро-
мом, хантавирусный кардио-легочный синдром), 
Nairoviridae (геморрагическая лихорадка Крым-
Конго, лихорадка Рифт-Валли), Flaviviridae (Ден-
ге, желтая лихорадка) и Arenaviridae (лимфоцитар-
ный хореоменингит, Аргентинская, Боливийская 
и Венессуэльская геморрагические лихорадки, 
геморрагическая лихорадка Ласса) [13]. Гемор-
рагическая лихорадка Ласса (ГЛЛ) – вирусное 
заболевание зоонозной природы, эндемичное 
для части западноафриканских стран (Нигерия, 
Мали, Гвинея, Того, Кот д’Ивуар, Сьерра-Леоне, 
Мали, Гана, Буркина-Фасо и Бенин). Этиологи-
ческим агентом ГЛЛ является РНК-содержащий 
вирус семейства Arenaviridae – вирус Ласса. Его 
природный резервуар – мыши рода Mastomis 
natalensis, распространенные на территории Аф-
риканского континента [12]. В трех из четырех 
случаев заболевание передается человеку при 
контакте с пищевыми продуктами или предмета-
ми обихода, контаминированными выделения-
ми инфицированных грызунов [19]. Также имеет 
место передача от человека к человеку, особенно 
в больницах, где отсутствуют адекватные меры 
контроля и профилактики инфекций [19]. Ввиду 
ряда причин, среди которых отсутствие доступ-
ных диагностических тестов, состояние местно-
го здравоохранения и социально-экономическое 
положение населения, на сегодняшний день нет 
эпидемиологических данных, объективно от-
ражающих бремя, наносимое ГЛЛ населению 
эндемичных регионов. На основании данных, 
полученных в 80-х годах прошлого века, расчет-
ная ежегодная заболеваемость составляет от 100 
до 300 тысяч, до 5000 из которых заканчиваются 
летальным исходом [16]. Согласно современной 
математической модели, основанной на данных 
серологических исследований, прогнозирован-
ная заболеваемость может составлять более 890 
тысяч новых случаев в год [6]. 

Начиная с момента открытия вируса в 1969 
году многие коммерческие и научные организа-

ции инициировали исследования по разработке 
вакцины для профилактики ГЛЛ. Однако на се-
годняшний день в мире все еще нет одобренных 
препаратов для специфической профилактики 
инфекции. В 2018 году в Нигерии была зареги-
стрирована беспрецедентная по количеству ин-
фицированных и умерших людей вспышка забо-
левания. В течение года в регионе зафиксировали 
3506 случаев, из которых 633 были подтверждены 
лабораторно, тогда как в 2017 году аналогичные 
показатели составляли 1030 и 312 случаев [10]. 
В связи с этим в 2018 году ВОЗ включила вирус 
в список приоритетных патогенов, нуждающихся 
в ускоренной разработке лекарств и средств про-
филактики [23]. Это событие привело к значи-
тельному прогрессу в области разработки вакцин. 
На сегодняшний день описано несколько канди-
датных препаратов, обладающих благоприятны-
ми прогнозами, все они получены с помощью 
рекомбинантных технологий [5]. 

В НИЦЭМ им Н.Ф. Гамалеи Минздрава РФ 
была разработана кандидатная комбинирован-
ная вакцина «ГамЛассаВак» для введения в ре-
жиме прайм-буст, основанная на репликативно-
дефектных векторах, полученных из генетически 
и иммунологически отличных аденовирусов че-
ловека 26-го и 5-го серотипов, несущих протек-
тивный антиген вируса Ласса. Следует отметить, 
что вакцина «Гам-КОВИД-Вак» (Спутник V), 
сконструированная на той же технологической 
платформе, обладает доказанной безопасностью 
и эффективностью. По результатам клинических 
исследований показано, что вакцина хорошо пе-
реносится и индуцирует стойкий специфический 
протективный иммунный ответ [20, 21]. В данной 
работе описана технология конструирования ре-
комбинантных аденовирусных векторов, а также 
представлены результаты, полученные в рамках 
доклинических исследований кандидатной вак-
цины для профилактики ГЛЛ. Показано, что вак-
цина «ГамЛассаВак» не оказывает токсического 
действия и индуцирует стойкий антиген-спец-
ифический гуморальный иммунный ответ у экс-
периментальных животных. 

Материалы и методы
Клеточные линии и бактериальные штаммы
В ходе работы использовали клеточные линии 

HEK293 – клетки почки человеческого эмбрио-
на, содержащие в геноме E1 область Ad5; A549 – 
эпителиальные клетки аденокарциномы челове-
ка; Vero E6 – клетки почки зеленой африканской 
мартышки; BHK21 – клетки почки новорожден-
ного сирийского хомячка. Клетки культивирова-
ли в среде DMEM (HyClone, США) с добавлением 



156

Popova O. et al.
Попова О. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

6%-ной фетальной сыворотки крупного рогатого 
скота (HyClone, США), пенициллина-стрепто-
мицина (НПП «ПанЭко», Россия) и L-глутамина 
(НПП «ПанЭко», Россия) при 37 °С в атмосфере 
5% СО2.

Для генно-инженерных работ использовали 
лабораторные штаммы E. coli DH5α и BJ5183. Для 
культивирования бактериальных штаммов при-
меняли среду 2xYT (ООО «Диаэм», Россия), агар 
бактериологический (ООО «Диаэм», Россия), се-
лективные антибиотики ампициллин и канами-
цин (Thermo Fisher Scientific, США).

Получение рекомбинантных аденовирусных 
векторов 

Ген гликопротеина вируса Ласса GPC 
(GenBank MH887755.1) синтезирован в ЗАО «Ев-
роген». Плазмидные конструкции, кодирующие 
полный геном рекомбинантных аденовирусов 
с геном GPC в составе экспрессирующей кас-
сеты, получали методом гомологичной реком-
бинации в клетках E. coli штамма BJ5183. Для 
получения рекомбинантных вирусов препарата-
ми плазмидной ДНК трансфицировали клетки 
линии НЕК293 реагентом Lipofectamine® 2000 
(Invitrogen, США) в соответствии с рекомендаци-
ями производителя. Трансфицированные клетки 
пересевали с увеличением посевной площади до 
наступления 100%-ного цитопатического дей-
ствия. Получение рекомбинантных вирусных 
векторов подтверждали ПЦР в режиме реального 
времени (ПЦР-РВ). 

Экспериментальные серии вакцины были 
произведены в условиях биотехнологическо-
го производства филиала «Медгамал» ФГБУ  
«НИЦЭМ им. Н.Ф. Гамалеи» Минздрава России. 

Методы анализа экспериментальных серий
Анализы на стерильность, бактериальные эн-

дотоксины, содержание общего белка проводи-
лись согласно Государственной фармакопее Рос-
сийской Федерации XIV издания [1]. 

Анализ на отсутствие микоплазмы в испытуе-
мых образцах определяли методом ПЦР с прай-
мерами GPO1 (actcctacgggaggcagcagt) и MGSO 
(tgcaccatctgtcactctgttaacctc) с последующим элек-
трофорезом в агарозном геле.

Для определения остаточной ДНК-культуры 
продуцента, а также подтверждения подлинности 
использовали метод ПЦР-РВ на приборе CFX 96 
Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad, США) 
с реакционной смесью qPCRmix-HS SYBR 
(ЗАО «Евроген», Россия). В анализах применя-
ли праймеры, специфические к ДНК НЕК293 
(HEK-S2 – ctaacacggtgaaaccccg и HEK-A2 – 
cgcccaggctggagtg), гексону аденовируса 26 серотипа  
(Hex26_Real_F – CCCTCGGCTCGGGTTTCGACCC,  

Hex26_Real_R – GTCGTTGCCGGGCCAGCTGACC),  
гексону аденовируса 5 серотипа (Real-Ad5F –  
CTGGGCAATGGTCGCTATGT, Real-Ad5R – 
AGAAGGTGGCGTAAAGGCAAAT), гликопротеину ви- 
руса Ласса (lassa-gpc-f – TCAGCCTTCTGGCAATATTGA,  
lassa-gpc-r – AAGTTGTTGAGCATGATCTTCC).

Количество вирусных частиц в препарате 
определяли набором Pico488 dsDNA quantification 
qit (Lumiprobe, США), для построения калибро-
вочной кривой использовали стандартный обра-
зец аденовируса.

Концентрацию остаточного белка культуры 
продуцента оценивали с использованием ком-
мерческого набора HEK 293 Host Cell Proteins 
(CYGNUS Technologies, США) согласно прото-
колу производителя.

Титр инфекционных частиц определяли в 
ТЦД50 на культуре клеток HEK293 с учетом ре-
зультатов на 10-14-й день после трансдукции [18].

2-й компонент вакцины (Ad5-GPC-LasV) про-
веряли на содержание репликативно-компетент-
ных аденовирусов (РКА) титрованием в культуре 
клеток А549 с последующим нанесением агароз-
ного покрытия. Учет результатов производили на 
14-й день после трансдукции.

Иммуноблоттинг для оценки экспрессии GPC
Клетки линии А549 трансдуцировали адено-

вирусными векторами из расчета 1000 в. ч./клет-
ку. Вестерн-блот анализ проводили, как описано 
ранее [15]. Для специфичного связывания с анти-
геном использовали сыворотку мышей, иммуни-
зированных VSV-GPC-LasV, в разведении 1:1000. 
В качестве вторичных антител вносили антитела 
к IgG мыши, конъюгированные с пероксидазой 
хрена (Sigma, США), в разведении 1:2500.

Эксперименты с использованием лабораторных 
животных

Для оценки иммуногенных свойств самок мы-
шей BALB/c (n = 8 в группе) иммунизировали 
внутримышечно в дозе 2,5 × 1010 в. ч. однократ-
но каждым из компонентов вакцины или дважды 
с интервалом в 21 день (rAd26-GPC-LasV – 0-й 
день, rAd5-GPC-LasV – 21-й день). Образцы кро-
ви у мышей, иммунизированных однократно, 
отбирали на 42-й день. У мышей, вакциниро-
ванных в режиме прайм-буст, кровь отбирали на 
42-й, 77-й, 119-й и 147-й дни после введения 1-го 
компонента.

Для изучения биораспределения компонентов 
кандидатной вакцины мышам линии BALB/c обо-
их полов (по 3 самки и 3 самца в группе) внутри-
мышечно вводили по 100 мкл rAd26-GPC-LasV 
либо rAd5-GPC-LasV в дозе 2,5 × 1010 в. ч./ живот-
ное, контрольной группе вводили раствор пла-
цебо, соответствующий по составу буферному 
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раствору вакцины. Через 24 часа мышей эвтана-
зировали с помощью углекислого газа и отбирали 
образцы исследуемых органов и тканей (желудок, 
легкие, нижние лимфатические узлы, мозг, мат-
ка, мочевой пузырь, мышцы, печень, почки, се-
лезенка, семенники, сердце, толстый кишечник, 
тонкий кишечник, яичники).

В эксперименте по изучению токсичности 
оценивали влияние вакцины на состояние экс-
периментальных животных (мышей и кроликов) 
при внутримышечном и внутривенном введении. 
Для каждого способа введения было сформиро-
вано по 4 группы аутбредных мышей обоего пола 
(по 10 самок и 10 самцов в группе) и по 4 груп-
пы кроликов породы Шиншилла (по 4 самки и 4 
самца в группе), которым вводили кандидатную 
вакцину в разных дозах (2,5 × 109 в. ч./животное; 
2,5 × 1010 в. ч./животное; 2,5 × 1011 в. ч./живот-
ное) либо раствор плацебо с 7-дневным интер-
валом между компонентами. За животными на-
блюдали в течение 21 дня, ежедневно проводя 
клинический осмотр. Фиксировали параметры 
функционального состояния, внешний вид, фи-
зиологические функции. На 0-й, 7-й, 14-й, 21-й 
дни производили взвешивание. На 21-й день жи-
вотных эвтаназировали и проводили полную не-
кропсию. При некропсии исследовали внешнее 
состояние тела, внутренние поверхности и про-
ходы, полость черепа, грудную, брюшную и тазо-
вую полости с находящимися в них органами и 
тканями, шею с органами и тканями и скелетно-
мышечную систему. Производили взвешивание 
следующих органов: сердце, легкие, тимус, пе-
чень, селезенка, поджелудочная железа, почки, 
гонады, головной мозг. Парные органы взвеши-
вали вместе. 

Иммуноферментный анализ (ИФА)
Для сенсибилизации 96-луночного иммуно-

логического планшета использовали VSV-GPC-
LasV в конечной концентрации 2 × 107 БОЕ/мл 
в 50 мМ карбонатно-бикарбонатном буфере рН 
9.5. После 18-часовой инкубации при 4 °C план-
шет трижды промывали ФСБ-Т и добавляли бу-
фер для блокировки (ФСБ-Т с добавлением 5% 
обезжиренного сухого молока). Двукратные раз-
ведения сывороток иммунизированных мышей 
вносили в лунки планшета и инкубировали 1 час 
при 37 °C и 350 об/мин в планшетном термошей-
кере. После промывки в планшет вносили вто-
ричные антитела к IgG мыши, конъюгированные 
с пероксидазой хрена (Sigma, США) в разведении 
1:5000. Для визуализации связавшихся антител 
использовали субстрат ТМБ (Bio-Rad, США). 
Спустя 15 мин реакцию останавливали 1 М H2SO4 

и результаты детектировали на спектрофотоме-
тре при длине волны 450 нм.

Получение вируса везикулярного стоматита, 
псевдотипированного гликопротеином вируса Лас-
са

Для определения титров GPC-специфических 
и вируснейтрализующих IgG в сыворотках кро-
ви иммунизированных мышей использовали 
рекомбинантный вирус везикулярного стомати-
та, несущий гликопротеин вируса Ласса (VSV-
GPC-LasV). Вирус был получен по стандартной 
методике, описанной в [27]. Вирус накапливали 
в клетках VeroE6 и концентрировали двукратным 
ультрацентрифугированием в градиенте сахаро-
зы. Инфекционный титр определяли титровани-
ем на культуре VeroE6 с нанесением агарозного 
покрытия, выражали в БОЕ/мл. 

Реакция нейтрализации псевдовирионов
Сыворотки крови иммунизированных мышей 

инкубировали 30 минут при 56 °C для инактива-
ции системы комплемента. После готовили се-
рийные разведения (двукратный шаг) сывороток 
от 1:5 до 1:640, к которым добавляли 100 БОЕ 
VSV-GPC-LasV. Смесь сывороток и вируса инку-
бировали в течение 1 часа при 37 °C. В качестве 
контролей использовали сыворотку крови ин-
тактных мышей и 100 БОЕ VSV-GPC-LasV без 
добавления антител. Далее вносили образцы в 
12-луночные планшеты с высеянными за сутки 
до постановки реакции клетками VeroE6 (моно-
слой 90-100% конфлюэнтности). Через 3 часа 
инкубации (37 °C, 5% СО2) культуральную среду, 
содержащую смесь вируса и антител, заменяли 
покрытием, содержащим 0,35% агарозы. Учет ре-
зультатов производили через 72-96 часов. За по-
ложительные считали разведения сывороток, ин-
гибирующих более 50% инфекционных вирусных 
частиц, относительно лунок, содержащих вирус 
без добавления антител. 

Анализ биораспределения аденовирусных векто-
ров

Пробы анализируемых тканей и органов гомо-
генизировали, тотальную ДНК выделяли набором 
Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega, 
США) согласно рекомендациям производителя. 
Количество аденовирусной ДНК оценивали ме-
тодом ПЦР-РВ с универсальными праймерами, 
комплементарными как к rAd26, так и rAd5 (Ad 
cons F – GGCGGCTGGCGGTAGAG, Ad cons 
R – GCAACATCTGGAACCGCG) в автомати-
ческом режиме на амплификаторе CFX 96 Real-
Time PCR Detection System (Bio-Rad, США). Для 
построения стандартной калибровочной кривой 
использовали серию 10-кратных последователь-
ных разведений ДНК, выделенной из концентри-
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рованного препарата рекомбинантного аденови-
руса с известным количеством копий генома.

Статистическая обработка результатов 
Статистический анализ проводили с исполь-

зованием компьютерных программ GraphPad 
8.0 (GraphPad Software, США), а также Excel 
(Microsoft, США). Для количественных резуль-
татов рассчитывали среднее арифметическое, 
среднее геометрическое, стандартную ошибку 
среднего, стандартное отклонение. При анали-
зе данных несвязанных выборок использовали 
критерий Стьюдента для независимых образцов 
или критерий Манна–Уитни в зависимости от 
нормальности распределения данных. Нормаль-
ность распределения определяли с помощью 
обобщенного теста Д’Агостино–Пирсона. Ре-
зультаты сравнения групп считали статистически 
достоверными при p < 0,05.

Результаты 
Конструирование кандидатной вакцины
Кандидатная вакцина «ГамЛассаВак» состоит 

из двух рекомбинантных репликативно-дефект-

ных аденовирусных векторов для гетерологич-
ной прайм-буст иммунизации. Праймирующий 
компонент вакцины (1-й компонент) – вектор 
на основе аденовируса человека 26-го серотипа 
подгруппы D (rAd26-GPC-LasV). Геном rAd26-
GPC-LasV содержит следующие модификации: 
1) Е1-область, необходимая для репликации, за-
менена экспрессионной кассетой, содержащей 
кодон-оптимизированную последовательность 
гена GPC вируса Ласса под контролем CMV-
промотора и терминатор транскрипции SV40; 
2) для повышения безопасности и увеличения па-
кующей емкости вектора удалена Е3-область, со-
держащая гены белков, влияющих на иммунный 
ответ, но не участвующих в репликации вируса; 3) 
для культивирования в культуре клеток НЕК293 
открытая рамка считывания 6/7 (ORF6/7) Е4-
области заменена на аналогичную рамку, полу-
ченную из генома аденовируса человека 5 серо-
типа (рис. 1А). Бустирующий компонент (2-й 
компонент) представлен вектором на основе 
аденовируса человека 5-го серотипа подгруппы 
С (rAd5-GPC-LasV). Геном rAd5-GPC-LasV не-

Рисунок 1. Конструирование кандидатной вакцины для профилактики ГЛЛ
Примечание. А – схематическое изображение вириона вируса Ласса и аминокислотная последовательность GPC. Б – 
схематическое изображение структуры генома рекомбинантных аденовирусов, несущих последовательность гликопротеина 
вируса Ласса. В – оценка экспрессии GPC в культуре клеток А549, трансдуцированных rAd26-GPC-LasV и rAd5-GPC-LasV.
Figure 1. Construction of a candidate vaccine for the prevention of LHF
Note. A, a schematic representation of the Lassa virus and the GPC amino acid sequence. B, a schematic representation of the genome structure 
of recombinant adenoviruses carrying the Lassa virus glycoprotein sequence are presented. C, an evaluation of GPC expression in A549 cell 
culture induced by rAd26-GPC-LasV and rAd5-GPC-LasV.
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ТАБЛИЦА 1. ИССЛЕДОВАНИЯ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ СЕРИЙ КАНДИДАТНОЙ ВАКЦИНЫ «ГамЛассаВак» 
НА СООТВЕТСТВИЕ ТРЕБОВАНИЯМ, ПРЕДЪЯВЛЯЕМЫМ К ВИРУСНЫМ ВЕКТОРНЫМ ВАКЦИНАМ

TABLE 1. STUDIES OF THE EXPERIMENTAL SERIES OF THE “GamLassaVac” CANDIDATE VACCINE ON COMPLIANCE WITH 
THE REQUIREMENTS FOR VIRAL VECTOR VACCINES

Показатель
Indicator

Требования проекта НД
Requirements of the ND project

Серия № 1 
Batch No. 1

Серия № 2
Batch No. 2

компонент 1
component 1

компонент 2
component 2

компонент 1
component 1

компонент 2
component 2

Общие тесты 
General tests

Описание
Description

Раствор замороженный 
беловатого цвета. 

После размораживания: 
однородный бесцветный 
слегка опалесцирующий 

раствор
Frozen solution of whitish color. 
After defrosting: homogeneous 

colorless slightly opalescent 
solution

соотв.
pass

соотв.
pass

соотв.
pass

соотв.
pass

Стерильность
Sterility

Должна быть 
стерильна

Must be sterile

стерильна
sterile

стерильна
sterile

стерильна
sterile

стерильна
sterile

Микоплазмы
Mycoplasm

Не должна 
содержать

Must not contain

не содержит
not contain

не содержит
not contain

не содержит
not contain

не содержит
not contain

Бактериальные 
эндотоксины
Bacterial 
endotoxins

Не более 100 единиц 
эндотоксина/дозу

No more than 100 units 
of endotoxin/dose

соотв.
pass

соотв.
pass

соотв.
pass

соотв.
pass

Основные тесты
Basic tests

Подлинность
Identity

Должен присутствовать ген 
гексона аденовируса  

(ПЦР-РВ)
The adenovirus hexon gene 
must be present (RT-qPCR)

соотв.
pass

соотв.
pass

соотв.
pass

соотв.
pass

Должен присутствовать ген 
GPC (ПЦР-РВ)

The GPC gene must be present 
(RT-qPCR)

соотв.
pass

соотв.
pass

соотв.
pass

соотв.
pass

Должна вызывать 
образование 

специфических антител к 
GPC в титре не менее 1:200
Should induce the production of 
antibodies specific for GPC in a 

titer of at least 1:200

1:800 1:800 1:400 1:800

Общий белок
Total protein 

Не более 100 мкг/дозу
No more than 100 mcg/dose 34,7 30,2 30,2 27,9 

Остаточный 
белок
Host cell protein

Не более 100 нг/дозу
No more than 100 ng/dose 0 67,5 5 30 

Остаточная ДНК
Host cell DNA

Не более 10 нг/дозу
No more than 10 ng/dose 0 0,39 0, 42 0,12 
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Показатель
Indicator

Требования проекта НД
Requirements of the ND project

Серия № 1 
Batch No. 1

Серия № 2
Batch No. 2

компонент 1
component 1

компонент 2
component 2

компонент 1
component 1

компонент 2
component 2

Специфические тесты
Specific tests

Количество 
вирусных 
частиц
Virus particle 
concentration

(2,5±1,25) × 1011 в. ч./дозу
(2.5±1.25) × 1011 vp/dose 3,20 × 1011 2,7 × 1011 2,5 × 1011 2,2 × 1011 

Специфическая 
активность
Specific activity

Не менее 1 × 107 ТЦД50/мл
At least 1 × 107 TCID50/mL 4,22 × 108 5,62 × 108 2,37 × 108 3,16 × 108 

Безопасность
Safety

Не более 100 РКА ×  на дозу 
(для компонента 2)

No more than 100 RCA ×  per 
dose (for component 2)

соотв.
pass

соотв.
pass

соотв.
pass

Примечание. * – репликативно-компетентный аденовирус.

Note. *, replication-competent adenovirus.

сет аналогичные модификации Е1 и Е3-областей 
(рис. 1А).

В качестве протективного антигена выбра-
ли поверхностный белок вируса Ласса – гли-
копротеин GPC, отвечающий за связывание с 
рецепторами и слияние с клеточной мембраной 
(рис. 1Б). Нуклеотидная последовательность ан-
тигена была оптимизирована для экспрессии в 
клетках млекопитающих. Замена редких кодонов 
синонимичными триплетами с учетом частоты 
встречаемости обеспечивает более эффективную 
трансляцию мРНК в трансдуцированных клет-
ках, усиливая, тем самым, иммунологический 
потенциал антигена. Экспрессию гена GPC в 
составе аденовирусных векторов подтвержда-
ли трансдукцией клеток А549 с последующим 
вестерн-блот анализом (рис. 1В).

Для проведения доклинических исследований 
были произведены 2 экспериментальные серии 
вакцины. Основные показатели качества серий 
вакцины представлены в таблице 1.

Кандидатная вакцина индуцирует специфиче-
ский гуморальный иммунный ответ у мышей

Для определения уровня антиген-специфи-
ческого иммунного ответа мыши линии BALB/c 
были иммунизированы однократно одним из 
компонентов кандидатной вакцины или в режи-
ме прайм-буст с интервалом в 21 день (рис. 2А). 
Сыворотки крови мышей, отобранные на 42-й 
день после первой иммунизации, анализировали 
методом ИФА. Результаты демонстрируют, что 
оба компонента вакцины являются иммуноген-

ными (1-й компонент СГТ = 366,8; 2-й компо-
нент СГТ = 616,9), а наиболее выраженный гу-
моральный ответ развивается при введении двух 
компонентов в режиме прайм-буст (СГТ = 1131) 
(рис. 2Б).

Динамику развития гуморального ответа из-
учали на мышах, иммунизированных двумя 
компонентами с интервалом в 21 день. Уровень 
антител, специфических к гликопротеину виру-
са Ласса, оценивали через 42, 77, 119 и 147 дней 
после праймирующей иммунизации (рис. 3А). 
Согласно полученным данным, кандидатная 
вакцина индуцирует формирование стойкого гу-
морального иммунного ответа, специфические 
антитела циркулируют в крови грызунов на про-
тяжении не менее 4 месяцев (рис. 3Б). 

Детекцию вируснейтрализующих антител осу-
ществляли в реакции с рекомбинантным вирусом 
везикулярного стоматита, псевдотипированным 
GPC вируса Ласса. Несмотря на 100%-ную се-
роконверсию, вируснейтрализующие антитела 
(ВНА) не были обнаружены ни в одном из образ-
цов.

Биораспределение кандидатной вакцины в орга-
нах и тканях

Исследование биораспределения аденови-
русных векторов при внутримышечном введе-
нии проводили на мышах. Было сформирова-
но три экспериментальные группы животных, 
которым внутримышечно вводили по 100 мкл 
(2,5 × 1010 в. ч.) исследуемых аденовирусных век-
торов, контрольной группе вводили раствор пла-

Таблица 1 (окончание)
Table 1 (continued)
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Рисунок 2. Оценка индукции гуморального иммунного ответа у мышей
Примечание. А – дизайн эксперимента. Б – титры GPC-специфических IgG в сыворотках крови мышей при однократном 
введении компонентов вакцины либо двукратном введении в режиме прайм-буст; на графике отмечены СГТ и 95% 
доверительный интервал (ДИ), * p < 0,05, тест Манна–Уитни.
Figure 2. Evaluation of the induction of the humoral immune response in mice
Note. A, the design of the experiment. B, titers of GPC-specific IgG in mouse serum after a single administration of vaccine components or 
a double administration in prime-boost regimen; the graph shows the AGT and 95% confidence interval (CI), * p < 0.05, Mann–Whitney test.

Рисунок 3. Динамика развития гуморального иммунного ответа у мышей
Примечание. А – дизайн эксперимента. Б – титры GPC-специфических IgG в сыворотках крови мышей, иммунизированный 
кандидатной вакциной в режиме прайм-буст; на графике отмечены СГТ и 95% доверительный интервал (ДИ).
Figure 3. Dynamic of the development of the humoral immune response in mice
Note. A, the  design of the experiment. B, titers of GPC-specific IgG in the sera of mice immunized with the candidate vaccine in the prime-boost 
regimen; the graph shows the AGT and 95% confidence interval (CI).
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Рисунок 4. Биораспределение компонентов кандидатной вакцины в органах и тканях мышей при однократном 
внутримышечном введении
Figure 4. Biodistribution of the candidate vaccine components in the organs and tissues of mice after a single intramuscular injection

Рисунок 5. Изучение острой токсичности кандидатной вакцины на мышах
Примечание. А, Б – график изменения массы тела экспериментальных животных при внутримышечном либо внутривенном 
введении. В, Г – вес внутренних органов экспериментальных животных на 14-е сутки после внутримышечного либо 
внутривенного введения.
Figure 5. Study of the acute toxicity of the candidate vaccine in mice
Note. A,B, graph of body weight changes in experimental animals with intramuscular or intravenous administration. C, D, weight of the organs 
of experimental animals on the 14th day after intramuscular or intravenous administration.
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Рисунок 6. Изучение острой токсичности кандидатной вакцины на кроликах
Примечание. См. примечание к рисунку 5.
Figure 6. Study of the acute toxicity of the candidate vaccine in rabbits
Note. As for Figure 5.

цебо в том же объеме. Через 24 производили от-
бор органов для выделения тотальной ДНК. Как 
показано на рисунке 4, для аденовирусных век-
торов характерно распределение в месте введе-
ния (мышцы) – rAd5-GPC-LasV – 6307,97 копий 
геномов на 100 нг тотальной ДНК, rAd26-GPC-
LasV – 59794,04 копий геномов на 100 нг тоталь-
ной ДНК. Также ДНК векторов детектировалась 
в нижних лимфатических узлах – rAd5-GPC-
LasV – 2006,01 копий геномов на 100 нг тотальной 
ДНК, rAd26-GPC-LasV – 2312,15 копий геномов 
на 100 нг тотальной ДНК. В других образцах ко-
личество геномов рекомбинантных аденовирусов 
было ниже предела обнаружения ПЦР-системы.

Исследование безопасности кандидатной вак-
цины для профилактики лихорадки Ласса

В ходе доклинических исследований безопас-
ности проведена оценка токсичности кандидат-
ной вакцины при однократном введении в ре-
жиме прайм-буст (последовательно компоненты 
1 и 2 с сокращенным интервалом введения от-
носительно планируемого клинического приме-
нения) на мышах и кроликах (самцы и самки). 
Вакцину вводили внутримышечно или внутри-
венно в возрастающих дозах: 2,5 × 109, 2,5 × 1010 
и 2,5 × 1011 в. ч. Через 7 дней после введения 1-го 
компонента экспериментальным животным вво-
дили 2-й компонент вакцины. Животные кон-
трольной группы получали раствор плацебо.

Тестируемые животные (мыши и кролики) 
хорошо перенесли как внутримышечное, так и 
внутривенное введение аденовирусных препара-
тов во всех дозах. За время наблюдения ни одно 
животное не пало, клинических признаков ин-
токсикации не наблюдали. Интегральные пока-
затели состояния животных не отличались между 
опытными и контрольными группами. Отмечена 
положительная динамика изменения массы тела 
животных во всех группах (рис. 5, 6). На 21-е сут-
ки после введения 1-го компонента кандидатной 
вакцины все животные подвергались некропсии. 
При макроскопическом исследовании не уста-
новлено влияния вакцины на состояние внутрен-
них органов мышей и кроликов, различий между 
контрольными и опытными группами не обнару-
жено (рис. 5, 6). 

Также в ходе доклинических исследований 
были изучены следующие показатели безопас-
ности: хроническая токсичность при повторном 
введении на кроликах и крысах, иммунотоксич-
ность на мышах гибридах F1 (CBAxC57Bl/6) и 
мышах линий CBA и C57Bl/6, аллергизирующие 
свойства при повторном введении на морских 
свинках альбиносах, репродуктивная токсич-
ность на крысах. Некоторые отклонения от кон-
трольных групп были выявлены только в тестах 
по оценке иммунологической токсичности. По-
казано умеренное влияние компонентов вакци-
ны, введенных в высоких дозах, на активность 
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перитонеальных макрофагов, массу селезенки 
и клеточность иммунокомпетентных органов. 
Выявленные эффекты свидетельствуют об им-
мунологической активности препарата. Резуль-
таты остальных исследований демонстрировали 
полное отсутствие нежелательных реакций, свя-
занных с введением препарата. По результатам 
проведенных исследований было получено раз-
решение на проведение клинических исследо-
ваний кандидатной вакцины для профилактики 
ГЛЛ (№ 607 от 20.10.2022).

Обсуждение 
Несмотря на то, что ГЛЛ остается эндемичной 

для стран Западной Африки, она представляет 
угрозу для всего мира. Наиболее рентабельный и 
эффективный способ контроля подобных забо-
леваний – вакцинопрофилактика. На сегодняш-
ний день на разных стадиях разработки находятся 
более 30 кандидатных вакцин для профилактики 
ГЛЛ [5]. Три из них вступили в фазу клинических 
исследований: ДНК-вакцина INO-4500, кодиру-
ющая ген GPC; а также две вакцины на основе 
вирусных векторов: rVSVΔG-LASV-GPC (реком-
бинантный вирус везикулярного стоматита, не-
сущий ген гликопротеина) и MV-LASV (реком-
бинантная живая аттенуированная вакцина на 
основе вируса кори с двумя антигенами вируса 
Ласса – GPC и NP) [2, 3, 11, 25]. Опубликован-
ные в 2023 году результаты I фазы клинических 
исследований MV-LASV свидетельствуют о хо-
рошей переносимости и индукции гуморального 
ответа у людей [26].

Целевой профиль продукта, составленный 
ВОЗ для кандидатных вакцин для профилактики 
ГЛЛ, включает следующие критерии: безопас-
ность для людей всех возрастов и беременных 
женщин, эффективность после однократной им-
мунизации, длительная защита, кросс-протекция 
против разных штаммов вируса, термостабиль-
ность и возможность быстрого производства 
в экстренной ситуации [28]. Мы ожидаем, что 
вакцина на основе рекомбинантных аденови-
русных векторов может соответствовать данным 
параметрам. Аденовирусные векторы вызыва-
ют длительную экспрессию трансгена, являются 
мощными индукторами гуморального и клеточ-
ного иммунного ответа, которые усиливаются 
благодаря гетерологичной иммунизации в режи-
ме прайм-буст. Аденовекторы являются реплика-
тивно-дефектными и, как следствие, менее реак-
тогенными и более безопасными в сравнении с 
живыми вакцинами, что позволяет применять их 
для иммунизации в разных группах популяции, 

включая людей с различными формами иммуно-
супрессии. 

Нами была сконструирована и охарактери-
зована кандидатная комбинированная вакцина 
«ГамЛассаВак» для введения в режиме прайм-
буст на основе рекомбинантных аденовирус-
ных векторов человека 26-го и 5-го серотипов. 
В GMP-условиях были произведены и проанали-
зированы на соответствие требованиям, предъяв-
ляемым к качеству вирусных векторных вакцин, 
2 экспериментальные серии.

На этапе изучения иммуногенных свойств 
кандидатной вакцины показано, что GPC-
специфические IgG формируются при введении 
каждого компонента, а при применении им-
мунизации в режиме прайм-буст титры анти-
тел достоверно увеличиваются и циркулируют в 
крови на протяжении не менее 4 месяцев. При 
этом антитела не проявляют нейтрализующую 
активность в реакции с псевдовирионами. Обе-
спечивают ли нейтрализующие антитела вклад 
в протекцию при ГЛЛ до конца не ясно. Суще-
ствующие данные по этой теме достаточно про-
тиворечивы. На сегодняшний день разработано 
несколько перспективных вакцин, для которых 
показана протективная активность на разных 
животных моделях летальной инфекции. Однако 
большинство из них индуцируют формирование 
только ненейтрализующих GPC-специфических 
IgG [4, 7, 22]. В то же время у людей, перенесших 
ГЛЛ, ВНА начинают детектироваться в низких 
титрах (1:10-1:100) через 4-8 месяцев после вы-
здоровления [17]. В пользу того, что нейтрализу-
ющие антитела могут опосредовать защиту, при-
водят успешные экспериментальные результаты 
терапии морских свинок и приматов монокло-
нальными антителами и сообщения об исполь-
зовании реконвалесцентной сыворотки для лече-
ния людей [8, 9, 14, 24]. В любом случае данный 
вопрос требует более глубокого изучения. Воз-
можно, результаты исследований иммуногенных 
свойств кандидатных вакцин на клиническом 
уровне внесут большую ясность.

Было изучено биораспределение векторов для 
определения потенциальных тканей-мишеней, в 
которые могут диссеминировать рекомбинант-
ные вирусные частицы при внутримышечном 
введении. Через 24 часа после введения компо-
нентов кандидатной вакцины ДНК аденовирус-
ных векторов детектировалась в месте инъекции 
и в региональных лимфатических узлах. Поло-
жительный сигнал в образцах лимфатических уз-
лов свидетельствует о том, что рекомбинантные 
векторы были распознаны и захвачены иммун-
ными клетками. Важно отметить, что результаты 
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анализа основаны на детекции фрагментов ДНК 
аденовирусных векторов. Данный метод не по-
зволяет дифференцировать инфекционно-ак-
тивные вирусные частицы от фрагментов генома 
разрушенных векторов. 

На этапе доклинического изучения токсиче-
ских свойств показано, что как внутримышеч-
ное, так и внутривенное введение компонентов 
кандидатной вакцины не влияет на интеграль-
ные показатели состояния экспериментальных 
животных (мышей и кроликов). Колебания ин-
дивидуальных и средних групповых значений 
массы тела животных находились в пределах нор-
мального диапазона изменчивости. Некропсия 
не выявила патоморфологических изменений, 
связанных с введением препарата. Умеренные 
отклонения от контрольных групп были зафик-
сированы при изучении иммунологической ток-
сичности, что, однако, не влияло на развитие гу-
морального и Т-клеточного иммунного ответа у 
экспериментальных животных. В исследованиях 
по оценке аллергизирующих свойств, хрониче-

ской токсичности и репродуктивной токсично-
сти не было выявлено негативного воздействия 
препарата. Также стоить иметь в виду, что мини-
мальная доза аденовирусных частиц (2,5 × 1010), 
введенная мышам, по меньшей мере, в 100 раз 
превышает потенциальную человеческую дозу в 
пересчете на массу тела.

Заключение
В совокупности наши результаты демонстри-

руют, что кандидатная вакцина для профилак-
тики ГЛЛ на основе рекомбинантных аденови-
русных векторов 26-го и 5-го серотипов является 
перспективным препаратом для специфической 
иммунопрофилактики. В будущем планируется 
более детальное изучение гуморального иммун-
ного ответа, в частности эффекторных свойств 
антител (антител-зависимая цитотоксичность, 
антител-зависимый фагоцитоз); оценка индук-
ции специфического Т-клеточного иммунного 
ответа и анализ перекрестной активности против 
гетерологичных штаммов вируса Ласса.
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ВАКЦИНА ПРОТИВ ГРИППА СПОСОБНА ИНДУЦИРОВАТЬ 
ПОСТИНФЕКЦИОННЫЕ АНТИТЕЛА К SARS-CoV-2 
У МЕДИЦИНСКОГО ПЕРСОНАЛА
Костинов М.П.1, 2, Настаева Н.Ю.3, Никитюк Н.Ф.1, 2, Ахматова Н.К.1, 
Альбаханса М.И.2, Юшкова С.В.2, Андреева Н.П.4, 5, Костинова А.М.2, 
Линок А.В.1, 2, Локтионова М.Н.2, Храпунова И.А.2
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток имени И.И. Мечникова», Москва, 
Россия  
2 ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» 
Министерства здравоохранения РФ (Сеченовский университет), Москва, Россия  
3 ФГБУЗ «Новороссийский клинический центр Федерального медико-биологического агентства», 
г. Новороссийск, Россия  
4 ФГБОУ ВО «Чувашский государственный университет имени И.Н. Ульянова», г. Чебоксары, Чувашская 
Республика, Россия  
5 БУ «Городская детская клиническая больница» Министерства здравоохранения Чувашской Республики, 
г. Чебоксары, Чувашская Республика, Россия

Резюме. Вакцинация против гриппа способствует благоприятному течению и исходу COVID-19. 
Цель исследования – изучить влияние вакцин против гриппа и пневмококка на уровень IgG антител 
(АТ) к SARS-CoV-2 среди медицинского персонала в начале пандемии COVID-19.

Представлена оценка иммунного ответа к вирусу гриппа и SARS-CoV-2 у 266 медицинских работ-
ников через 6 мес. после иммунизации против гриппа и/или против пневмококковой инфекции (без 
прививок против COVID-19) в сезоне 2020-2021 гг. со сравнительной характеристикой у 281 сотруд-
ников не имеющие в анамнезе вакцинаций.

Установлено, что доля медицинских работников с защитным (≥ 1:40) уровнем к вирусу гриппа че-
рез 6 месяцев после вакцинации по группам участников достигает протективного (≥ 70%) значения 
только у лиц, получавших моновакцину против пневмококковой инфекции (78,6%), в сравнении с 
лицами, которые были привитыми моновакциной против гриппа (61,7%) (p < 0,001), а также с груп-
пой работников иммунизированных против гриппа в сочетания с вакциной против S. pneumoniae 
(68,9%) (p < 0,01). Т. е. вакцина против пневмококка способна индуцировать синтез IgG-АТ к вирусу 
гриппа, достигающих протективных значений.
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Анализ результатов серопозитивных (≥ 1:10) IgG-АТ к штаммам вируса гриппа и их сопоставимо-
сти с серопревалентными к COVID-19 лиц показал, что среди медицинского персонала, вакциниро-
ванного против сезонного гриппа через 6 месяцев, доля серопозитивных лиц (свидетельствующая о 
вероятной перенесенной бессимптомной формы COVID-19) выше и составляет от 65,4% (p = 0,026) 
в группе привитых моногриппом до 64,5% (p = 0,04) в группе привитых сочетано гриппом и пневмо-
кокком в сравнении с неиммунизированными работниками – 48,8%.

Результаты показывают, что вакцинация против гриппа выступает в роли индуктора гуморального 
иммунитета не только к вирусу гриппа, но и к недавно перенесенной инфекцию SARS-CoV-2.

Ключевые слова: иммунитет к гриппу, антитела SARS-CoV-2, вакцинация, гетерологичная защита, адаптивный 
иммунитет, пандемия

INFLUENZA VACCINE IS ABLE TO INDUCE POST-INFECTION 
ANTIBODIES TO SARS-CoV-2 IN MEDICAL STAFF
Kostinov M.P.a, b, Nastaeva N.Yu.c, Nikityuk N.F.a, b, Akhmatova N.K.a, 
Albahansa M.I.b, Yushkova S.V.b, Andreeva N.P.d, e, Kostinova A.M.b, 
Linok A.V.a, b, Loktionova M.N.b, Khrapunova I.A.b
a I. Mechnikov Research Institute for Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation  
b I. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, Russian Federation  
c Novorossiysk Clinical Center, Federal Medical and Biological Agency, Novorossiysk, Russian Federation  
d I. Ulyanov Chuvash State University, Cheboksary, Chuvash Republic, Russian Federation  
e Сity Children’s Clinical Hospital of Cheboksary, Cheboksary, Chuvash Republic, Russian Federation

Abstract. Influenza vaccination contributes to the favorable course and outcome of COVID-19. The aim of 
our study was to study the effect of influenza and pneumococcal vaccines on the level of IgG antibodies (AT) 
to SARS-CoV-2 among medical personnel at the beginning of the COVID-19 pandemic. We present the data 
on assessment of specific immune response to the influenza virus and SARS-CoV-2 in 266 medical workers 
6 months after immunization against influenza and/or pneumococcal infection (without vaccinations against 
COVID-19) over the 2020-2021, by comparing the results with respective characteristic in 281 employees with 
no history of vaccinations is presented.

We have found that the proportion of medical workers with a protective (≥ 1:40) antibody levels to influenza 
virus 6 months after vaccination in groups of participants reaches a protective (≥ 70%) value only in persons 
who received a monovaccine against pneumococcal infection (78.6%) as compared with persons vaccinated 
with a monovaccine against influenza (61.7%) (p < 0.001), as well as with a group of workers immunized 
against influenza in combination with the S. pneumoniae vaccine (68.9%) (p < 0.01). Hence, the pneumococcal 
vaccine is able to induce the synthesis of IgG-AT to influenza virus reaching protective values.

An analysis of the group with seropositivity to influenza virus (IgG-AT ≥ 1:10) and their comparisons with 
persons seroprevalent to COVID-19 showed that the proportion of seropositive individuals among medical staff 
vaccinated against seasonal influenza after 6 months (indicating a probable asymptomatic form of COVID-19) 
is increased. It comprised 65.4% (p = 0.026) in the group vaccinated with mono-flu, and 64.5% (p = 0.04) in the 
group vaccinated with combined influenza and pneumococcus, being higher than among the non-immunized 
workers (48.8%).

In summary, the results of our study show that influenza vaccination acts as an inducer of humoral immunity 
not only to the influenza virus, but also to the recently transmitted SARS-CoV-2 infection.

Keywords: influenza immunity, SARS-CoV-2 antibodies, vaccination, heterologous protection, adaptive immunity, pandemic

Введение 
В настоящее время нет сомнений в опосре-

дованном профилактическом эффекте против 

COVID-19 при вакцинации против других инфек-

ций в рамках национальных календарей профи-

лактических прививок. Приоритетная роль при-
надлежит вакцине против туберкулеза, которая 
проводится детям в первую неделю жизни, при 
этом ее эффект неспецифической защиты про-
тив множества патогенов, в том числе и SARS-
CoV-2, может сохраняться десятилетия [5, 11, 13, 
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14]. Что касается вакцин против пневмококковой 
инфекции и особенно против сезонного гриппа, 
которые проводятся как у детей, так и у взрослых, 
о их взаимосвязи с благоприятным прогнозом в 
специфической профилактике конкретных забо-
леваний, а также исходом COVID-19, отражено в 
многочисленных работах [7, 8, 21, 24, 26].

Однако исследования по изучению роли адап-
тивного иммунитета после вакцинации против 
гриппа и/или пневмококка в формировании или 
активации постинфекционных антител к SARS-
CoV-2 находятся в процессе изучения. Имеют-
ся единичные исследования, где указывается, 
что предшествующие вакцины против гриппа и 
пневмококковой инфекции оказывают влияние 
на гуморальный и клеточный ответ при вакцина-
ции против SARS-CoV-2 с использованием РНК 
BNT162b2 вакцин [12, 22]. Также отмечено, что 
у невакцинированных, но переболевших легкой 
формой COVID-19, через месяц после выздоров-
ления выявлены более высокие частота и уровни 
IgG антител против Spike-белков N и RBD к SARS-
CoV-2 среди лиц, получивших вакцину против 
гриппа в эпидемическом сезоне 2019/2020 [20]. Не 
исключено, что у таких пациентов риск повтор-
ного заражения SARS-CoV-2 с течением времени 
может быть ниже, чем в когорте с не выявленными 
позитивными антителами [16]. 

Цель исследования – изучить влияние вакцин 
против гриппа и пневмококка на уровень IgG 
антител к SARS-CoV-2 среди медицинского пер-
сонала в начале пандемии COVID-19.

Материалы и методы
Дизайн исследования
В исследовании участвовали 547 медицинских 

работников старше 18 лет. Участники были рас-
пределены на 4 группы: I группа – не имеющие 
в анамнезе вакцинаций против гриппа в сезоне 
2020-2021 гг. и против пневмококковой инфек-
ции (n = 281), II группа – вакцинированы про-
тив гриппа (n = 98), III группа – вакцинированы 
против пневмококковой инфекции (n = 60), IV 
группа – получили сочетанную вакцинацию про-
тив гриппа и пневмококка (n = 108). 

При отборе участников ориентировались на 
требования к проведению клинических исследо-
ваний, с учетом критериев включения и критери-
ев исключения.

Этапы исследования 
– первый этап исследования (с августа 

2020 г. по январь 2021 г.) включал вакцинацию 
медицинских работников против гриппа и пнев-
мококка; 

– второй этап исследования (с февраля по 
март 2021 г.) – через 6 месяцев после вакцинации 
от гриппа и пневмококковой инфекции. Прово-
дилось исследование напряженности иммуни-

тета к гриппу среди участников исследования, 
определение уровня АТ к гриппу по группам вак-
цинации, ПЦР-тестирование на SARS-CoV-2, 
расчет серопревалентных к COVID-19 среди се-
ропозитивных (≥ 1:10) к гриппу, проведение эпи-
демиологического и статистического анализа.

Сбор проспективных данных выполнен по ста-
тистическим отчетным формам: № 060у «Карта 
профилактических прививок»; № 058у «Экстрен-
ное извещение об инфекционном заболевании, 
пищевом, остром профессиональном отравле-
нии, необычной реакции на прививку»; № 060у 
«Журнал учета инфекционных заболеваний».

Для проведения исследования получено одо-
брение локального этического комитета ФГБНУ 
«Научно-исследовательский институт вак-
цин и сывороток им. И.И. Мечникова» № 3 от 
14.02.2022 г. и оформлено письменное информи-
рованное согласие от респондентов (медицин-
ских работников организации).

Критерии соответствия
Исследование было проведено с соблюдением 

этических норм в соответствии с Хельсинкской 
декларацией ВОЗ «Этические принципы про-
ведения научных медицинских исследований с 
участием человека» и «Правилами клинической 
практики в Российской Федерации», утвержден-
ными Приказом Минздрава РФ от 19.06.2003  г. 
№ 266 

Условия проведения 
Исследование проводилось на базах ФГБУЗ 

«Новороссийский клинический центр Федераль-
ного медико-биологического агентства», ФГАОУ 
ВО «Первый МГМУ им. И.М. Сеченова» (Сече-
новский университет) Министерства здравоохра-
нения РФ и ФГБНУ «Научно-исследовательский 
институт вакцин и сывороток им. И.И. Мечни-
кова» в соответствии с протоколом исследования 
от 12.02.2022 г., утвержденной на ученом совете 
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт 
вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова» темой 
НИР.

Вакцинные препараты, применяемые в иссле-
довании, и правила их введения:

– Совигрипп, вакцина гриппозная инак-
тивированная субъединичная (АО «Националь-
ная иммунобиологическая компания», Россия). 
Вакцина с консервантом для вакцинации лиц 
от 18 до 60 лет. Включает штаммы, соответству-
ющие рекомендациям ВОЗ для сезона грип-
па в северном полушарии 2020-2021 годов для 
трехвалентных вакцин: A/H1N1/pdm09 Гуан-
донг-Маонань/SWL1536/19-подобный штамм;  
А/H3N2/Гонконг/2671/19-подобный штамм;  
B/Вашингтон/02/19-подобный штамм, выделен-
ные из вируссодержащей аллантоисной жидко-
сти куриных эмбрионов, связанные с иммуно-
адъювантом – сополимер N-винилпирролидона 
и 2-метил-5-винилпиридина (Совидон). 
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– Превенар 13 (ПКВ13), вакцина пневмо-
кокковая конъюгированная адсорбированная, 
тринадцативалентная (Pfizer Inc., США, первич-
ная упаковка – ООО «НПО Петровакс Фарм» 
Россия) представляет собой капсулярные поли-
сахариды 13 серотипов пневмококка: 1, 3, 4, 5, 
6А, 6В, 7F, 9V, 14, 18С, 19А, 19F и 23F, индиви-
дуально конъюгированные с дифтерийным бел-
ком CRM197 и адсорбированные на алюминия 
фосфате. Введение вакцины ПКВ13 вызывает 
выработку антител к капсулярным полисахари-
дам Streptococcus pneumoniae, обеспечивая тем 
самым специфическую защиту от инфекций, вы-
зываемых включенными в вакцину 13 серотипа-
ми пневмококка.

Вакцинацию против гриппа и пневмококко-
вой инфекции проводили после осмотра терапев-
та в кабинете иммунопрофилактики. Одна доза 
вакцины составляет 0,5 мл. Вакцина вводилась 
в/м (против гриппа и пневмококковой инфек-
ции – однократно). 

Определение уровня АТ
Определение IgG антител к вирусу гриппа
Уровень антител к штаммам вируса гриппа А 

(A/H1N1, A/H3N2) и В определяли в реакции 
торможения гемагглютинации с использованием 
0,75%-ной взвеси эритроцитов петуха с предва-
рительным нагреванием исследуемых сывороток 
до 56 °С в течение 1 ч. В качестве антигенов ис-
пользовали: 

– A/H1N1/pdm09 Гуандонг-Маонань/SWL1536/ 
19-подобный штамм;

– А/H3N2/Гонконг/2671/19-подобный штамм;
– B/Вашингтон/02/19-подобный штамм.
В качестве эталона оценки иммуногенности 

вакцины ориентировались на критерии эффек-
тивности вакцин, разработанные для стандарт-
ного взрослого человека, установленные Ко-
митетом по патентам медицинских продуктов 
(Committee for Proprietary Medicinal Products 
(CPMP)) – протокол CPMP/ BWP/214/96: уро-
вень серопротекции – процент привитых, у кото-
рых титр гемагглютинин-ингибирующих антител 
составляет более 1:40 к 21-му дню после про-
ведения вакцинации (должен быть более 70%); 
уровень сероконверсии или иммунологическая 
активность вакцины – относительное число при-
витых, у которых титр гемагглютинин-ингиби-
рующих антител повысился более чем в 4 раза по 
сравнению с исходным уровнем среди всех имму-
нопротективных людей (должен быть более 40%); 
фактор сероконверсии или средний геометриче-
ский прирост – повышение средних геометри-
ческих титров гемагглютинин-ингибирующих 
антител на 21-й день по сравнению с исходным 
уровнем, выражающийся в кратности увеличе-
ния (должен быть более 2,5). Вакцина признается 
достаточно иммуногенной и эффективной, если 

она удовлетворяет по крайней мере одному из 
трех критериев [1]. 

Определение IgG антител к SARS-CoV-2
Для выявления IgG к SARS-CoV-2 ис-

пользовали двухстадийный непрямой вари-
ант твердофазного ИФА тест-системы «SARS-
CoV-2-IgG-ИФА-БЕСТ» АО «Вектор-Бест», 
Рос сия. Рассчитывали коэффициент позитив-
ности (КП) – соотношение значения оптиче-
ской плотности опытного образца (ОП обр.) к 
значению оптической плотности отрицательного 
контрольного образца (ОП К) + 0,2. Результат 
считался отрицательным при КП < 0,9, положи-
тельным – при КП ≥ 1,1 и пограничным – при 
0,9 < КП < 1,1.

Статистические методы
Статистический анализ представлен расче-

том частот и долей для категориальных перемен-
ных, проверки на нормальность количественных 
переменных с помощью критерией Колмогоро-
ва–Смирнова (с коррекцией значимости Лилье-
форс) и Шапиро–Уилка. Для сравнения долей 
использован критерий хи-квадрат, для сравнения 
количественных показателей – непараметриче-
ский критерий Манна–Уитни. При проверке ги-
потез использованы уровни значимости 0,01 (1%) 
и 0,05 (5%). Визуализация результатов выполнена 
в табличной и графической форме. Для расчетов 
использованы электронные таблицы Excel 2010 и 
статистический пакет SPSS v. 26.

Для выявления IgG к SARS-CoV-2 использова-
ли двухстадийный непрямой вариант твердофаз-
ного ИФА тест системы «SARS- CoV-2-IgG-ИФА-
БЕСТ» АО «Вектор-Бест», Россия. Рассчитывали 
коэффициент позитивности (КП) – соотноше-
ние значения оптической плотности опытного 
образца (ОП обр.) к значению оптической плот-
ности отрицательного контрольного образца 
(ОП К) + 0,2. Результат считался отрицательным 
при КП < 0,8, положительным – при КП ≥ 1,1 и 
пограничным – при 0,8 < КП < 1,1.

Результаты 
Исследования уровня поствакцинальных IgG-

АТ к штаммам вируса гриппа показали, что доля 
медицинских работников с защитным (≥ 1:40) 
уровнем к вирусу гриппа через 6 месяцев после 
вакцинации по группам участников достигает 
протективного (≥ 70%) значения только у лиц, 
получавших моновакцину против пневмокок-
ковой инфекции (табл. 1) в сравнении с лицами 
которые были привитыми моновакциной про-
тив гриппа (61,7%) (p < 0,001), а также с группой 
работников иммунизированных против грип-
па в сочетания с вакциной против S. pneumoniae 
(68,9%) (p < 0,01). Т. е. вакцина против пневмо-
кокка способно индуцировать синтез IgG-АТ к 
вирусу гриппа достигающих протективных зна-
чений.
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Иная картина раскрывается по распределе-
нию лиц с высокими (≥ 1:160) поствакцинальны-
ми IgG-АТ к вирусу гриппа через 6 месяцев среди 
привитых и неиммунизированных медицинских 
работников, где заметно, что в группах, имею-
щих сезонную вакцинацию против гриппа, их 
доля выше и регистрируется в пределах от 31,7% 
до 33,8% соответственно в группе II (p = 0,043) и 
группе IV (p = 0,04), чем в группе без специфи-
ческой профилактики респираторных инфекций 
(группа I). 

Одной из важных задач проведенного иссле-
дования являлось выявление взаимосвязи между 
гуморальным специфическим иммунитетом по-
сле вакцинации против гриппа и наличием по-
стинфекционных IgG-АТ к SARS- CoV- 2 среди 
медицинского персонала, ранее не получавших 
вакцину против COVID-19. В начале пандемии 
изучение популяционного иммунитета к коро-
навирусной инфекции в Российской Федерации 
(РФ), инициированного Роспотребнадзором, 

было важным этапом для усовершенствования 
комплекса противоэпидемических мероприятий, 
которое проводилось на всей территории РФ [2] 
Анализ результатов серопозитивных (≥ 1:10) IgG-
АТ к штаммам вируса гриппа и их сопоставимости 
с серопревалентными к COVID-19 лиц показал, 
что среди медицинского персонала, вакциниро-
ванного против сезонного гриппа через 6 меся-
цев, доля серопозитивных лиц (свидетельствую-
щая о вероятной перенесенной бессимптомной 
формы COVID-19) выше и составляет от 65,4% 
(p = 0,026) до 64,5% (p = 0,04) в сравнении с не-
привитыми работниками – 48,8% (табл. 2).

Поиск взаимосвязи между долей лиц, имев-
ших серопротективные (≥ 1:40) зачения IgG-АТ 
к гриппу и одновременно имевших постинфек-
ционные IgG-АТ к SARS-CoV-2 (серопревалент-
ными к COVID-19) не выявил связи, хотя про-
слеживалась аналогичная тенденция, указанная 
выше (табл. 2).

ТАБЛИЦА 1. ДОЛЯ МЕДИЦИНСКОГО ПЕРСОНАЛА С ЗАЩИТНЫМ И ВЫСОКИМ УРОВНЕМ IgG-АТ К ВИРУСУ ГРИППА 
ЧЕРЕЗ 6 МЕСЯЦЕВ ПОСЛЕ ВАКЦИНАЦИИ ПО ГРУППАМ УЧАСТНИКОВ

TABLE 1. PROPORTION OF MEDICAL PERSONNEL WITH PROTECTIVE AND HIGH IgG-AT LEVELS TO THE INFLUENZA VIRUS 
6 MONTHS AFTER VACCINATION BY PARTICIPANT GROUPS
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Группа I
(непривитые)
Group I
(unvaccinated)

281 141 85 60,3

(I, II) = 0,392
(I, III) = 0,120
(I, IV) = 0,226
(II, III) < 0,001
(II, IV) = 0,305
(III, IV) = 0,010

28 19,8

(I, II) = 0,043
(I, III) = 0,698
(I, IV) = 0,04
(II, III) = 0,123
(II, IV) = 0,164
(III, IV) = 0,113

Группа II
(V грипп)
Group II (V flu)

98 60 37 61,7 19 31,7

Группа III
(V пневмококк)
Group III
(V pneumococcus)

60 14 11 78,6 2 14,3

Группа IV 
(V сочетанная)
Group IV 
(V combined)

108 45 31 68,9 15 33,8

Примечание. V – вакцинация; p – различия между показателями лиц, серопревалентных к COVID-19.

Note. V, vaccination; p, differences between indicators of seroprevalent individuals to COVID-19.
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Обсуждение
В настоящее время существуют много гипо-

тез с возможными вариантами реагирования 
иммунной системы, объясняющих положитель-
ный клинический ответ применения сезонной 
вакцинации против гриппа в противодействии 
проникновению SARS-CoV-2 и благоприятно-
му исходам инфекции. Одна из них – давно из-
вестная гипотеза «тренированного иммунитета» 
при применении вакцины БЦЖ, живой вакци-
ны против полиомиелита, кори, которая свиде-
тельствует, что клетки врожденного иммунитета 
могут быть активированы при встрече с экзоген-
ными или эндогенными антигенами, вызывая 
долгосрочное метаболическое и эпигенетическое 
перепрограммирование этих клеток и приводя к 
усилению иммунного ответа при повторном ин-
фицировании [6, 18, 23].

В последнее время привлекает особое вни-
мание инактивированная вакцина против грип-
па, которая кроме индукции гуморального 
иммунного ответа, активирует эффекторы кле-
точного иммунитета, с увеличением количе-
ства NK-клеток (CD16/56), NKT лимфоцитов 
(CD3/CD16/56), B-лимфоцитов (CD45/CD20), 

активированных (CD3/HLA-DR) и цитотокси-
ческих (CD8/HLA-DR) Т лимфоцитов, а также 
клеток с маркером ранней активации (CD45/
CD25) [3]. При этом, наибольшим потенциалом 
в индукции клеточного ответа с включением 
регуляторных механизмов, предупреждающих 
гиперактивацию, обладает иммуноадъювант-
ная вакцина, стимулирующая нарастание чис-
ленности NK (CD16/56), NKT-клеток (CD3/
CD16/56), B-лимфоцитов (CD45/CD20), акти-
вированных (CD3/HLA-DR) и цитотоксических 
(CD8/HLADR) Т-лимфоцитов, T-регуляторных 
клеток (Tregs, CD4/CD25/FoxP3. Следователь-
но, исследованная нами вакцина с иммуноадю-
вантом – сополимер N-винилпирролидона и 
2-метил-5-винилпиридина может способство-
вать формированию не только специфических 
антител, но и оказывать транзиторное, имму-
номодулирующее влияние при встрече с иными 
возбудителями. 

В период пандемии COVID-19 эксперимен-
тально было подтверждено индуцированное вли-
яние инактивированной вакцины против грип-
па в роли «тренированного иммунитета» против 
SARS-CoV-2 [9]. После демонстрации снижения 

ТАБЛИЦА 2. ДОЛЯ МЕДИЦИНСКИХ СОТРУДНИКОВ, СЕРОПРЕВАЛЕНТНЫХ К COVID-19, СРЕДИ ЛИЦ, 
СЕРОПОЗИТИВНЫХ (≥ 1:10) К ГРИППУ, ЧЕРЕЗ 6 МЕСЯЦЕВ ПОСЛЕ ВАКЦИНАЦИИ ПО ГРУППАМ УЧАСТНИКОВ

TABLE 2. PROPORTION OF MEDICAL STAFF SEROPREVALENT TO COVID-19 AMONG PERSONS SEROPOSITIVE (≥ 1:10)  
TO INFLUENZA 6 MONTHS AFTER VACCINATION BY PARTICIPANT GROUPS

Группы
Groups

Всего
Total

Серопозитивные 
к гриппу
(≥ 1:10)

Seropositive to influenza
(≥ 1:10)

Cеропревалентные
к COVID-19 из числа 

обследованных
Seroprevalent

to COVID-19 from among 
the examined

p

Абс.
Abs.

Абс.
Abs. % Абс.

Abs. %

(I, II) = 0,026
(I, III) = 0,313
(I, IV) = 0,040
(II, III) = 0,242
(II, IV) = 0,187

(III, IV) = 0,262

Группа I
(непривитые)
Group I
(unvaccinated)

141 131 92,9 64 48,8

Группа II
(V грипп)
Group II (V flu)

60 52 86,7 34 65,4

Группа III
(V пневмококк)
Group III
(V pneumococcus)

14 13 92,8 8 61,5

Группа IV (V 
сочетанная)
Group IV (V combined)

45 31 68,9 20 64,5

Примечание. V – вакцинация; p – различия между показателями лиц, серопревалентных к COVID-19.

Note. V, vaccination; p, differences between indicators of seroprevalent individuals to COVID-19.
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относительного риска заражения SARS-CoV-2 на 
37-49% среди медицинских работников, приви-
тых квадривалентной инактивированной вакци-
ной против гриппа (по сравнению с невакцини-
рованными лицами), авторы при использовании 
in vitro модели показали, что после стимуляции 
мононуклеарных клеток периферической крови 
тем же препаратом и вакциной против туберку-
леза (БЦЖ) наблюдалось увеличение продукции 
цитокинов. Повторная стимуляция этих клеток 
инактивированным путем нагревания штаммом 
SARS-CoV-2 вызывала более высокую выработ-
ку антагониста рецептора IL-1, IL- 1ra, в то время 
как продукция провоспалительных IL-1β и IL-16 
снижалась [9].

Были предложены другие иммунологические 
механизмы влияния инактивированной вакци-
ны против гриппа на механизмы адаптивного 
иммунитета (активация клеток и перекрестная 
реактивность) [10, 15]. Активация клеточных эф-
фекторов происходила по типу гетерологичной 
реакции, которая распространялась на Т-клетки 
с различной специфичностью. Возможно, эти ге-
терологичные Т-клетки, активируются под воз-
действием цитокинов во время формирования 
классического иммунного ответа под влиянием 
вакцины [25]. Теория перекрестной реактив-
ности утверждает, что Т-клетки, участвующие в 
адаптивном иммунном ответе, могут перекрест-
но реагировать с антигеном, имеющим неко-
торую степень сходства аминокислот [15]. Так, 
при исследовании поликлональных сывороток, 
полученных от SARS-CoV-2-положительных па-
циентов с высокими титрами нейтрализующих 
антител против различных Spike-белков вируса, 
обнаружена некоторая степень перекрестной 
реактивности с гемагглютинином вируса грип-
па как при использовании иммуноферментного 
анализа (ELISA), так и в вестерн-блоттинга [17]. 
Однако последующий анализ показал, что эти 
перекрестно-реактивные связывающие гемаг-
глютинин антитела не нейтрализуют. В другой 
работе авторы исследовали роль небольшого 
пептида NGVEGF, который идентичен или очень 
похож на пептид, обнаруженный в большин-
стве современных штаммов A(H1N1)pdm09, в 
индукции перекрестно-реактивных антител [4]. 
Этот пептид присутствует в наиболее критиче-
ской части (N481-F486) рецептор-связывающего 
домена (RBD) белка-шипа SARS-CoV-2, кото-
рый взаимодействует с рецептором ACE2, тогда 
как у штаммов гриппа A(H1N1)pdm09. Пептид 
NGVEGF/NGVKGF расположен в иммунодо-
минантной области нейраминидазы. Примерно 
две трети обследованных доноров имели обнару-
живаемые уровни антител к этому пептиду. Им-

мунизация инактивированной вакциной против 
гриппа усиливала иммунный ответ против SARS-
CoV-2: пациенты, не зараженные гриппом, име-
ли низкую активность связывания (в среднем 
32,7%), которая повышалась при введении дан-
ной вакцины (в среднем 55%) и дополнительно 
возрастала под влиянием вакцины BNT162b2 (в 
среднем 94%). Пептиды NGVEGF также активи-
ровали клетки CD8+ у 20% доноров. Всего авторы 
идентифицировали 11 дополнительных пептидов 
клеток CD8+, которые потенциально вступали в 
перекрестную реакцию как с SARS-CoV-2, так и 
с вирусами гриппа; в зависимости от типа чело-
веческого лейкоцитарного антигена (HLA) эти 
пептиды могут защищать от SARS-CoV-2 при-
мерно у 40-71% людей [4].

Механизм активации клеток был частично 
доказан и другими авторами, в частности, в ко-
горте медицинских работников антиген-специ-
фичные CD4+ клетки A(H1N1) присутствовали у 
92% и 76% SARS-CoV-2-положительных и SARS-
CoV- 2-отрицательных лиц соответственно [19]. 
Ответ CD4+ A(H1N1) клеток также показал силь-
ную положительную корреляцию со специфич-
ными для SARS-CoV-2 CD4+ клетками [19].

Возникают и другие вопросы по полученным 
нами результатам исследования относитель-
но выявленной высокой доли серопозитивных 
к гриппу (≥ 1:10) лиц среди непривитых про-
тив сезонного гриппа (92,9%) и привитых толь-
ко против пневмококка (92,8%), но при этом 
у обследованных не прослеживается значимой 
взаимосвязи серопозитивных к гриппу лиц (не-
вакцинированных) с долей серопревалентных 
к COVID-19. Возможно, что только специфи-
ческая вакцинация против гриппа, в отличие от 
естественной бустеризации циркулирующими 
сезонными разновидностями вирусов гриппа, 
способна к стимуляции постинфекционных ан-
тител SARS-CoV-2. Т. е. можно предположить, 
что вакцинация против гриппа выступает в роли 
индуктора гуморального иммунитета не только к 
вирусу гриппа, но и к недавно перенесенным ви-
русным инфекциям.

Заключение
Таким образом, полученные нами результаты, 

выявили наличие большой доли серопозитивных 
лиц к SARS-CoV-2 среди медперсонала, вакцини-
рованного против сезонного гриппа. Эти данные 
согласуются многочисленными публикациями 
других авторов о возможности неспецифической 
стимуляции различных механизмов иммунного 
ответа при введении вакцины против гриппа, со-
провождающейся клиническим эффектом по от-
ношению к течению и исходу COVID-19. 
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ИЗМЕНЕНИЯ ФУНКЦИОНАЛЬНОГО ФЕНОТИПА 
ЦИРКУЛИРУЮЩИХ МОНОЦИТОВ В ДИНАМИКЕ 
БЕРЕМЕННОСТИ
Бухтуева Н.Г.1, Леплина О.Ю.2, Шевела Е.Я.2, Тихонова М.А.2, 
Пасман Н.М.3, Останин А.А.2, Черных Е.Р.2
1 ГБУЗ НСО «Городская больница № 1», г. Новосибирск, Россия  
2 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия  
3 Институт медицины и психологии ФГАОУ ВО «Новосибирский национальный исследовательский 
государственный университет», г. Новосибирск, Россия

Резюме. Перестройка иммунной системы при беременности представляет строго контролируемый 
динамический процесс, в рамках которого первый и третий триместр являются провоспалительны-
ми, а второй – соответствует противовоспалительной фазе. Однако вовлеченность моноцитов в регу-
ляцию баланса между воспалительным и противовоспалительным статусом остается мало изученной. 
Известно, что функциональный фенотип моноцитов зависит от их субпопуляционной принадлежно-
сти, оцениваемой по экспрессии CD14 и СD16, и сопряжен с экспрессией М1(CCR2)- и М2(CD206)-
ассоциированных молекул, характеризующих, соответственно, моноциты с про- и противовоспа-
лительной активностью. В настоящей работе методом проточной цитофлюориметрии исследована 
экспрессия CCR2 и CD206 в субпопуляциях классических (CD14++CD16-, кМо), промежуточных 
(CD14++CD16+, пМо) и неклассических (CD14+CD16++, нМо) моноцитов у беременных на различ-
ных сроках гестации в сравнении с небеременными. В исследование были включены 14 беременных 
в первом, 20 – во втором и 26 – в третьем триместре, а также 29 фертильных небеременных. Одно-
факторный дисперсионный анализ выявил существенные различия в экспрессии CCR2 и CD206 в 
указанных группах, которые были наиболее выражены в классических и промежуточных моноцитах 
и сильнее проявлялись в отношении экспрессии CD206. В целом моноциты беременных характери-
зовались сниженной экспрессией CCR2 и повышенной экспрессией CD206, что свидетельствовало 
о смещении баланса в сторону противовоспалительного профиля. Эти изменения проявлялись уже 
в первом триместре (повышенный уровень средней интенсивности флюоресценции [MFI] CD206 в 
кМо и пМо; p < 0,05) и достигали наибольшей выраженности во втором триместре, проявляясь досто-
верно повышенной экспрессией CD206 (% клеток, MFI) и сниженной экспрессией CCR2 (% клеток, 
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MFI) во всех субпопуляциях моноцитов. В третьем триместре доля CD206+ кМо по сравнению со вто-
рым триместром снижалась (p < 0,05), а относительное содержание CCR2+ клеток в кМо и пМо по-
вышалось. Характерно, что в первом и третьем триместрах выявленные изменения сочетались с уси-
лением провоспалительного профиля моноцитов, которое в первом триместре было рестриктировано 
субпопуляцией неклассических моноцитов, а в третьем триместре опосредовалось промежуточными 
и неклассическими моноцитами. Полученные данные свидетельствуют о вовлеченности моноцитов 
в регуляцию про- и противовоспалительного баланса в динамике гестации с преобладающим форми-
рованием М2-профиля в классических моноцитах в первом и третьем триместрах и всех субпопуля-
циях моноцитов во 2-м триместре и усилением М1-провоспалительного профиля в промежуточных и 
неклассических моноцитах в первом и третьем триместрах.

Ключевые слова: субпопуляции моноцитов, беременность, иммунная адаптация, М1-ассоциированные маркеры,  
М2-ассоциированные маркеры, CCR2, CD206

СHANGES OF THE FUNCTIONAL PHENOTYPE OF 
CIRCULATING MONOCYTES DURING PREGNANCY
Bukhtueva N.G.a, Leplina O.Yu.b, Shevela E.Ya.b, Tikhonova M.A.b, 
Pasman N.М.c, Ostanin A.A.b, Chernykh E.R.b
a City Hospital No. 1, Novosibirsk, Russian Federation  
b Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation  
c Institute of Medicine and Psychology, Novosibirsk National Research State University, Novosibirsk, Russian 
Federation

Abstract. Rearrangement of the immune system during pregnancy is a strictly controlled, dynamic 
process in which the first and third trimesters are, respectively, pro-inflammatory, and anti-inflammatory 
periods. However, monocyte involvement in regulating the pro/anti-inflammatory balance remains poorly 
understood. The functional phenotype of monocytes is known to depend on their subsets assessed by CD14 
and CD16 expression, and is associated with expression of M1(CCR2)- and M2(CD206) molecules, 
associated with pro- and anti-inflammatory activity, respectively. Here we have investigated the expression of 
CCR2 and CD206 in classical (CD14++CD16-, cMo), intermediate (CD14++CD16+, iMo), and non-classical 
monocytes (CD14+CD16++, nMo) in pregnant women at different gestational ages in comparison with non-
pregnant women. The study included 14 pregnant women in the first trimester, 20 in the second trimester, 
26 in the third trimester, and 29 fertile non-pregnant women. One-way analysis of variance in these groups 
revealed significant differences CCR2 and CD206 expression (more pronounced in classical and intermediate 
monocytes and stronger in relation to CD206 expression). Overall, monocytes from pregnant women had 
decreased CCR2- and increased CD206 expression, suggesting a shift towards an anti-inflammatory profile. 
These changes appeared in the first trimester (increased CD206 mean fluorescence intensity [MFI] in cMo 
and iMo, p < 0.05) and reached their maximum in the second trimester, manifested by significant increase 
in CD206 and decrease in CCR2 expression (% of cells, MFI) in all monocyte subsets. In the third trimester, 
CD206+ cMo decreased, as compared to the second trimester (p < 0.05), and the percentage of CCR2+ cMo 
and iMo increased. Of note, these changes in the first and third trimesters were combined with increased 
pro-inflammatory expression profile of non-classical monocytes which was restricted by the non-classical 
monocyte subpopulation in the first trimester, then being mediated by intermediate and non-classical 
monocytes in the third trimester. The data obtained suggest involvement of monocytes in regulation of the 
pro- and anti-inflammatory balance during pregnancy, with predominant development of the M2 profile in 
classical monocytes during the first and third trimesters, and in all monocyte subsets over second trimester, 
along with increase in the M1 proinflammatory profile of intermediate and non-classical monocytes in 
the first and third trimesters.

Keywords:  monocyte subsets, pregnancy, immune adaptation, М1-associated markers, М2-associated markers, CCR2, CD206
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Введение
Успешное вынашивание беременности требу-

ет подавления иммунного ответа матери против 
фетальных антигенов при сохранении способ-
ности элиминировать инфекционные патогены. 
Решение этих задач достигается за счет пере-
стройки иммунной системы, проявляющейся в 
самых общих чертах ослаблением адоптивного и 
активацией врожденного иммунитета [3]. Счи-
тается, что снижение цитотоксической функ-
ции лимфоцитов на фоне иммунологической 
толерантности восполняется активацией клеток 
врожденного иммунитета и, в частности, моно-
цитов, способных непосредственно уничтожать 
патогены [25, 43]. Действительно, наибольшее 
количество дифференциально экспрессируемых 
генов со сниженной экспрессией регистрируется 
в Т-клетках, а с повышенной – в моноцитах [32].

Содержание моноцитов при беременности 
возрастает, и они характеризуются признаками 
активации и усилением провоспалительной ак-
тивности, о чем свидетельствует усиление экс-
прессии активационных маркеров, повышенная 
продукция свободных метаболитов кислорода 
и провоспалительных цитокинов, а также акти-
вация генов, ассоциированных с LPS-, АР-1-, 
IL- 18-, IL-1-, MAPK-сигнальными путями [17, 
22, 30, 42]. 

Будучи пластичной популяцией, активиро-
ванные моноциты в процессе поляризации могут, 
однако, приобретать не только провоспалитель-
ный, но и противовоспалительный фенотип и 
осуществлять «регуляторную» функцию, направ-
ленную на подавление воспаления и реакций 
адоптивного иммунитета [15, 38]. Выявленный 
дефицит моноцитов с противовоспалительной/ 
«регуляторной» активностью при аутоиммунной 
патологии [19, 49] и повышенное содержание 
при опухолевом росте [28, 31] позволяют предпо-
лагать, что «регуляторные» моноциты могут уча-
ствовать в ограничении аутоиммунного ответа и 
поддержании иммунологической толерантности 
при беременности. Действительно, в отдельных 
сообщениях приводятся данные о сниженной 
продукции моноцитами провоспалительных ци-
токинов [44, 48], повышенной экспрессии генов 
IL-10 и IDO [29] и активации генов, подавляю-
щих иммунный ответ у беременных [10]. Однако 
противовоспалительная активность моноцитов 
при гестации исследована в значительно мень-
шей степени. 

В периферической крови человека моноциты 
представлены гетерогенной популяцией, которая 
в соответствии со стандартной классификацией 
по экспрессии CD14/CD16 включает 3 функ-
ционально и количественно различные субпо-
пуляции – классические (кМо, CD14++CD16-), 
промежуточные (пМо, CD14++CD16+) и неклас-
сические (нМо, CD14+CD16++) моноциты [11, 
54]. Среди этих субпопуляций классические и 
промежуточные моноциты считаются провос-
палительными, а неклассические – противовос-
палительными, и возрастание при беременности 
пМо интерпретируется как усиление провоспа-
лительного профиля [17]. 

Другой классификацией является разде-
ление моноцитов по экспрессии М1- и М2-
ассоцированных маркеров. Связь фенотипа с 
про- и противовоспалительной активностью 
в наибольшей степени продемонстрирована 
для макрофагов. Способность активированных 
in vitro макрофагов выполнять оппозитные функ-
ции позволила выделить классически активи-
рованные провоспалительные (М1) и альтерна-
тивно активированные противовоспалительные 
макрофаги (М2) и охарактеризовать М1- (CCR- 2, 
CD80, CD86) и М2- (CX3CR1, CD163, CD206) 
ассоциированные маркеры [12, 21, 25]. Позже 
выяснилось, что циркулирующие моноциты так-
же экспрессируют характерные для М1- и М2-
макрофагов маркеры и демонстрируют призна-
ки поляризации, что позволило обозначить их 
как М1- и М2-подобные моноциты. Изменение 
М1/ М2-баланса моноцитов выявлено при раке, 
аутоиммунной патологии, хроническом воспале-
нии и старении [13, 35, 50], однако при беремен-
ности не исследовалось. Между тем, учитывая 
важную роль иммунологической толерантности 
в поддержании беременности и смену провос-
палительного и противовоспалительного статуса 
в ходе беременности [14], можно полагать, что 
циркулирующие моноциты проявляют не толь-
ко провоспалительную, но и противовоспали-
тельную активность и баланс М1/М2-фенотипов 
может играть важную роль в индукции иммуно-
логической толерантности и чередовании имму-
нологических фаз в ходе гестации.

В настоящей работе мы исследовали экс-
прессию CCR2 и CD206 в качестве М1- и М2-
ассоцированных маркеров в классических, 
промежуточных и неклассических моноцитах 
у беременных на различных сроках гестации в 
сравнении с фертильными небеременными.

Материалы и методы
Исследование базировалось на обследовании 

беременных с неосложненной гестацией и фер-
тильных небеременных в качестве контрольной 



182

Bukhtueva N.G. et al.
Бухтуева Н.Г. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

группы. Отбор в группу беременных проводили 
на основе следующих критериев: возраст от 18 до 
42 лет; одноплодная беременность в естествен-
ном цикле. Критериями исключения являлось 
несоответствие критериям включения, отяго-
щенный акушерский анамнез (наличие привыч-
ного невынашивания, развитие преэклампсии, 
синдрома задержки развития плода в анамнезе); 
наличие вредных привычек, онкологических и 
аутоиммунных заболеваний, ожирения 3-4-й 
стадии, психических расстройств; выявление на 
момент обследования признаков декомпенсации 
экстрагенитальной патологии, гестационных ос-
ложнений и признаков родовой деятельности, 
преждевременные роды и патология плода. Груп-
пу сравнения составили фертильные неберемен-
ные без отягощенного соматического анамнеза 
в возрасте от 23 до 42 лет, имеющие в анамнезе 
не менее 1 родов. Забор крови в этой группе осу-
ществляли на 5-10-й день менструального цикла. 
Исследования проводили после получения от 
всех участников письменного информированно-
го согласия. 

Мононуклеарные клетки (МНК) выделяли 
стандартно методом центрифугирования гепа-
ринизированной крови в градиенте плотности 
фиколла-верографина (р = 1,078). Лизис эритро-
цитов при необходимости проводили раствором 
VersaLyse (Beckman Coulter, Франция) в соот-
ветствии с инструкцией. Оценку классических, 
промежуточных и неклассических моноцитов 
проводили по общепринятой методике с ис-
пользованием РerCP-(HLA-DR), FITC-(CD16) 
и PacificBlue-(CD14) меченных моноклональных 
антител (BD PharMingen, США). Относитель-
ное содержание CCR2+ и CD206+ клеток опре-
деляли в гейтах классических, промежуточных 
и неклассических моноцитов с использованием 
APC-(CCR2) и PE-(CD206) меченных моно-
клональных антител. В отдельной серии экс-
периментов исследовали возможные сочетания 
экспрессии CCR2 и CD206, оценивая с помо-
щью AlexaFluor 647-(CCR2) и PE-(CD206) ме-
ченных моноклональных антител (BioLegend, 
США) популяции CCR2+CD206-, CCR2+CD206+, 
CCR2- CD206+ и CCR2-CD206- клеток в класси-
ческих, промежуточных и неклассических моно-
цитов.

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили с использованием пакета 
программ Statistica 6.0. Данные представлены в 
виде медианных значений и квартильного диапа-
зона (Me (Q0,25-Q0,75)). Для выявления значимых 
различий в группах использовали однофактор-
ный дисперсионный анализ Краскела–Уоллиса, 
для сравнения показателей двух выборок – непа-
раметрические критерии U (Манна–Уитни) и W 

(Вилкоксона) соответственно для несвязанных и 
связанных выборок. Различия считали достовер-
ными при уровне значимости p < 0,05. 

Результаты
Чтобы выяснить, как меняется субпопуля-

ционный состав Мо и экспрессия М1- и М2-
ассоциированных молекул в динамике гестации, 
относительное содержание кМо, пМо и нМо и 
экспрессию CCR2 и CD206 в этих субпопуляциях 
исследовали в трех группах беременных со сро-
ками гестации, соответствовавших 1-му, 2-му и 
3-му триместрам беременности. Характеристика 
беременных в указанных группах представлена в 
таблице 1. В первую группу вошли 14 беременных 
со сроком гестации от 8 до 13 недель, во вторую – 
20 беременных со сроком от 17,5 до 20 недель и в 
третью – 26 беременных со сроком от 35 до 40 не-
дель. Как видно, сформированные группы были 
однородны по возрасту, гравидарности и парите-
ту беременности. Анализ соматического статуса 
не выявил различий по сопутствующей компен-
сированной экстрагенитальной патологии. Все 
беременные наблюдались до момента родоразре-
шения. Частота родоразрешения через Кесарево 
сечение в группах беременных, обследованных в 
1-м и 2-м триместрах, была одинаковой и состав-
ляла 35%, а у обследованных в 3-м триместре – 
60%. Более высокий показатель хирургического 
родоразрешения в этой группе объяснялся на-
личием рубца на матке (n = 12), либо необходи-
мостью исключить потужной период (n = 4) и 
не был связан с гестационными осложнениями. 
Новорожденные у всех обследованных беремен-
ных имели удовлетворительное состояние (отсут-
ствие гипоксии, ≥ 7/8 баллов по Апгар). Группу 
сравнения составили 29 здоровых фертильных 
женщин детородного возраста от 23 до 42 лет. 

Сравнительная оценка субпопуляций моно-
цитов в динамике беременности (табл. 2) выяви-
ла возрастание пМо, которое регистрировалось 
уже в 1-м триместре, и достигало максимума во 
2-м триместре, достоверно превышая аналогич-
ный показатель у небеременных и беременных 
в 1-м триместре. Изменения кМо проявлялись 
небольшим снижением доли этих клеток в 3-м 
триместре, которое, однако, не достигало стати-
стической достоверности. Относительное содер-
жание нМо во всех триместрах не отличалось от 
уровня небеременных. 

Анализ экспрессии М1- (CCR2) и М2- (CD206) 
ассоциированных молекул у 21 женщины кон-
трольной группы показал (табл. 3), что у небере-
менных наибольшее количество CCR2+ клеток 
было сосредоточено в кМо, а наименьшее – в 
нМо. При этом доля CCR2+ клеток достоверно 
различалась между субпопуляциями моноцитов. 
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ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА БЕРЕМЕННЫХ ЖЕНЩИН

TABLE 1. CHARACTERISTICS OF PREGNANT WOMEN

Параметры
Parameters

Беременные женщины
Pregnant women

pU
1-й триместр

1st trimester
n = 14 

2-й триместр
2nd trimester

n = 20 

3-й триместр
3rd trimester

n = 26 
1 2 3

Возраст, лет
Age, years 
Me (min-max)

29,5 (21-41) 29,5 (18-39) 30 (19-38)
p1-2 = 0,98
p1-3 = 0,89
p2-3 = 0,84

Срок беременности, недель
Pregnancy, weeks
Me (min-max)

9 (9-10) 18 (17,5-20,0) 38 (35,0-39,5)

Количество беременностей
Number of pregnancy
Ме (min-max)

2 (1-4) 1,5 (1-2) 2 (1-4)
p1-2 = 0,31
p1-3 = 0,97
p2-3 = 0,18

Паритет родов
Childbirth parity
Ме (min-max)

1,5 (1-3) 1 (1-2) 2 (1-2)
p1-2 = 0,23
p1-3 = 0,91
p2-3 = 0,20

Компенсированная экстрагенитальная патология, n (%)
Compensated extragenital pathology, n (%) pFET

Частота в целом по группе 
Extragenital pathology rate 9/14 (64%) 16/20 (80%) 20/26 (77%)

p1-2 = 0,74
p1-3 = 0,22
p2-3 = 0,13

Ожирение 1-2-й ст.
Obesity stage 1-2 1 (7%) 2 (10%) 3 (11%)

p1-2 = 0,53
p1-3 = 0,63
p2-3 = 0,91

Гипертоническая болезнь 
1-й ст.
Hypertonic disease stage 1

1 (7%) 1 (5%) 1 (3%)

Субклинический гипотиреоз
Subclinical hypothyroidism 0 3 (15%) 2 (7%)

Хронический пиелонефрит
Chronic pyelonephritis 0 1 (5%) 2 (7%)

Хронический гастрит
Chronic gastritis 1 (7%) 1 (5%) 1 (3%)

Другая патология
Another pathology 6 (43%) 8 (40%) 11 (42%)

Кесарево сечение, n (%)
Cesarean section, n (%) 5 (35%) 7 (35%) 16 (60%)

Примечание. р – достоверность различий. pU – критерий Манна-Уитни; pFET – точный критерий Фишера.

Note. p, significance of differences; pU, Mann–Whitney U test; pFET, Fisher’s exact test.

Так, относительное содержание CCR2+ клеток в 
пМо было достоверно ниже, чем в кМо, а доля 
CCR2+ клеток в нМо – ниже, чем в пМо и кМо. 
Различия в экспрессии CCR2 проявлялись также 
при оценке средней интенсивности флюоресцен-
ции CCR2 (MFI). Уровни MFI CCR2 были наи-
большими в кМо и наименьшими в нМо, одна-
ко различия в интенсивности экспрессии CCR2 
между субпопуляциями моноцитов в этом случае 
проявлялись на уровне выраженных тенденций. 
Содержание CD206+ клеток было наибольшим в 

субпопуляциях пМо и нМо, достоверно превы-
шая уровень этих клеток в кМо. Интенсивность 
экспрессии CD206 в нМо была также достоверно 
выше, чем в пМо.

Чтобы выяснить, меняется ли в ходе беремен-
ности экспрессия CCR2 и CD206, был поведен 
однофакторный дисперсионный анализ Краске-
ла–Уоллиса (табл. 4), характеризующий разли-
чия медиан анализируемых параметров в 4 груп-
пах, включая небеременных и беременных в 1-м, 
2-м и 3-м триместрах. Как видно, относительное 
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ТАБЛИЦА 2. СУБПОПУЛЯЦИИ МОНОЦИТОВ В ДИНАМИКЕ БЕРЕМЕННОСТИ

TABLE 2. MONOCYTE SUBSETS DURING PREGNANCY

Субпопуляции 
Мо (%)

Mo subsets (%)

Фертильные 
небеременные

Fertile non-
pregnant

n = 21

Беременные 
Pregnant

рU
1-й триместр

1st trimester 
n = 14

2-й триместр
2nd trimester

 n = 19

3-й триместр
3rd trimester

n = 22
0 1 2 3

кМо (cMo)
CD14++16- 90 (88-93) 92 (88-93)

p0-1 = 0,61
91 (87-92)
p0-2 = 0,81

88 (84-90)
p0-3 = 0,2

p1-3 = 0,13
p1-2 = 0,41
p2-3 = 0,32

пМо (iMo)
CD14++16+ 2,6 (2,1-4,5) 3,3 (2,7-4,4)

p0-1 = 0,26
4,9 (4,0-6,5)
p0-2 = 0,003

4,2 (2,6-6,0)
p0-3 = 0,09

p1-3 = 0,42
p1-2 = 0,035
p2-3 = 0,22

нМо (nMo)
CD14+16++ 2,6 (1,5-3,6) 2,3 (1,5-2,9)

p0-1 = 0,51
2,1 (2,0-2,9)
p0-2 = 0,58

2,8 (1,6-4,6)
p0-3 = 0,5

p1-3 = 0,24
p1-2 = 0,95
p2-3 = 0,30

Примечание. Данные представлены в виде медианы (Ме) и интерквартильного диапазона (Q0,25-Q0,75); pU – 
достоверность различий между группами; U – критерий Манна–Уитни.

Note. Data are presented as median (Me) and interquartile range (Q0.25-Q0.75); pU – the significance of the differences between 
groups; Mann–Whitney U test.

ТАБЛИЦА 3. ЭКСПРЕССИЯ CCR2 И CD206 В СУБПОПУЛЯЦИЯХ МОНОЦИТОВ В ГРУППЕ НЕБЕРЕМЕННЫХ 

TABLE 3. CCR2 AND CD206 EXPRESSION IN THE THE MONOCYTE SUBSETS IN THE NON-PREGNANT GROUP

Параметры
Parameters

Субпопуляции моноцитов
Mo subsets

кМо (cMo) пМо (iMo) нМо (nMo)
1 2 3

CCR2 (М1) 

% 97 (88-99) 75 (58-98)
р1-2 = 0,0033

69 (44-87)
р1-3 = 0,0028
р2-3 = 0,0034

MFI 5230 (1880-8340) 4825 (2810-6000)
р1-2 = 0,05

3860 (2480-4520)
р1-3 = 0,08
р2-3 = 0,14

CD206 (M2)

% 4,1 (2,1-7,7) 10 (8,4-16,0)
р1-2 = 0,0015

14 (7,1-19,0)
р1-3 = 0,0035
р2-3 = 0,43

MFI 1210 (760-1730) 830 (716-1430)
р1-2 = 0,17

1200 (790-1860)
р1-3 = 0,59
р2-3 = 0,023

Примечание. Данные представлены в виде медианы (Ме) и интерквартильного диапазона (Q0,25-Q0,75); p – 
достоверность различий между группами; W – парный критерий Вилкоксона.

Note. Data are presented as median (Me) and interquartile range (Q0.25-Q0.75). p, the significance of the differences between groups; 
Wilcoxon matched pairs test.

содержание CCR2+Мо между анализируемыми 
группами достоверно различалось, причем уров-
ни этих клеток у беременных были ниже, чем у 
небеременных. Наиболее выраженные различия 
в содержании CCR2+ клеток регистрировались 
в субпопуляции кМо и пМо, и менее выражен-
ные, но тем не менее статистически значимые – 
в субпопуляции нМо. Изменения в содержании 

CD206+ клеток при беременности были выра-
жены еще в большей степени. Причем доля этих 
клеток у беременных была в целом выше, чем у 
небеременных. Аналогично CCR2, различия в 
содержании CD206+ клеток в кМо и пМо были 
более выраженными, чем в нМо.

Учитывая достоверные изменения в экспрес-
сии CCR2 и CD206 в ходе гестации, на следу-
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ТАБЛИЦА 4. ИЗМЕНЕНИЯ ЭКСПРЕССИИ CCR2 И CD206 В СУБПОУЛЯЦИЯХ МОНОЦИТОВ В ХОДЕ БЕРЕМЕННОСТИ

TABLE 4. CHANGES OF CCR2 AND CD206 EXPRESSION IN THE MONOCYTE SUBSETS DURING PREGNANCY

Группы
Groups

CCR2+ клетки 
(%, Me (Q0,25-Q0,75))

CCR2+ cells
(%, Me (Q0.25-Q0.75))

CD206+ клетки 
(%, Me (Q0,25-Q0,75))

CD206+ cells
(%, Me (Q0.25-Q0.75))

кМо
cMo

пМо
iMo

нМо
nMo

кМо
cMo

пМо
iMo

нМо
nMo

Небеременные
Non-pregnant

97 
(88-99)

75 
(58-98)

69 
(44-87)

4,1
(2,1-7,7)

10 
(8,4-16,0)

14 
(7,1-19,0)

Беременные:
1-й триместр
Pregnant:
1st trimester

92
(68-99)

68
(48-96)

44
(35-62)

2,1
(2-5)

9,5
(6-15)

8,3
(6-13)

2-й триместр
2nd trimester

63
(56-85)

50
(37-60)

45
(31-51)

14
(9-21)

16
(14-20)

15
(10-19)

3-й триместр
3rd trimester

68
(52-86)

61
(59-70)

57
(44-67)

9,7
(7-10)

26
(18-31)

23
(13-26)

ANOVA
p = 0,0015 p = 0,009 p = 0,037 p = 0,0000 p = 0,0000 p = 0,009
Н = 15,4 Н = 11,4 Н = 8,5 Н = 29,8 Н = 22,8 Н = 11,6

Примечание. Н – критерий Краскела–Уоллиса.

Note. H, Kruskal–Wallis test. 

ющем этапе мы провели попарное сравнение 
относительного содержания CCR2+ и CD206+ 
клеток между группами небеременных и бере-
менных, обследованных в 1-м, 2-м и 3-м триме-
страх (рис. 1). При этом наряду с относительным 
содержанием клеток сравнивались различия в 
интенсивности экспрессии (MFI) молекул CCR2 
и CD206. Изменения в экспрессии CCR2 в 1-м 
триместре выявлялись только в субпопуляции 
нМо в виде 2-кратного усиления интенсивности 
экспрессии данного маркера, которое сочеталось 
со снижением доли CCR2+ нМо. Во 2-м триме-
стре наблюдалось снижение содержания CCR2+ 
клеток в субпопуляциях кМо и пМо, что под-
тверждалось достоверно меньшим их содержани-
ем по сравнению с таковым у беременных в 1-м 
триместре и небеременных. Доля CCR2+ клеток 
в нМо по сравнению с 1-м триместром не меня-
лась, оставаясь сниженной. Кроме того, CCR2+ 
клетки во всех субпопуляциях Мо во 2-м три-
местре характеризовались сниженными показа-
телями MFI, уровни которых были ниже анало-
гичных показателей беременных в 1-м триместре 
и небеременных. В 3-м триместре отмечалось 
усиление экспрессии CCR2 в сравнении со 2-м 
триместром. В кМо это проявлялось увеличени-
ем интенсивность экспрессии CCR2 до нижнего 
порога данного показателя у небеременных, тог-
да как относительное содержание CCR2+ кле-
ток значимо не менялось, оставаясь сниженным 
(в сравнении с небеременными). В то же время 

в пМо и нМо отмечалось достоверное возраста-
ние доли CCR2+ клеток до уровня небеременных. 
Таким образом, изменения в содержании CCR2+ 
клеток в различных субпопуляциях Мо имели 
свою динамику. В кМо содержание этих клеток 
снижалось во 2-м триместре и сохранялось сни-
женным в 3-м триместре, в пМо – также умень-
шалось во 2-м триместре, но восстанавливалось 
в 3-м триместре; в нМо – уменьшалось уже в 1-м 
триместре, сохранялось на этом уровне во 2-три-
местре и восстанавливалось до уровня небермен-
ных в 3-м триместре.

Изменения в содержании CD206+Мо реги-
стрировались уже в 1-м триместре. Несмотря на 
снижение доли CD206+ клеток в нМо (самой ма-
лочисленной субпопуляции Мо), интенсивность 
экспрессии CD206 в доминирующей по числен-
ности субпопляции кМо, а также в пМо по срав-
нению с аналогичными показателями неберемен-
ных достоверно возрастала. Во втором триместре 
относительное количество CD206+ клеток во всех 
субпопуляциях увеличивалось, достоверно пре-
вышая уровень таковых в 1-м триместре. При 
этом доля CD206+ кМо статистически значимо, 
а CD206+ пМо – на уровне выраженного тренда 
превышала содержание таковых у небеременных. 
Интенсивность экспрессии CD206 в субпопуля-
циях Мо сохранялась на уровне первого триме-
стра. В 3-м триместре содержание CD206+ клеток 
и интенсивность экспрессии CD206 в кМо (по 
сравнению со 2-м триместром) достоверно сни-
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Рисунок 1. Экспрессия CCR2 и CD206 в субпопуляциях моноцитов в динамике беременности
Примечание. Содержание CCR2+ и CD206+ клеток (%) и интенсивность экспрессии (MFI) в субпопуляциях кМо, пМо и нМ 
представлены в виде медиан, интерквартильного диапазона (боксы) и диапазона «мин-макс». Анализируемые группы – 
небеременные (0), беременные в 1-м (1), 2-м (2) и 3-м (3) триместрах. * – достоверность различий с группой небеременных, 
pU < 0,05, U-критерий Манна–Уитни, I

_____
I – достоверность различий между группами беременных, pW < 0,05, W-парный критерий 

Вилкоксона. 
Figure 1. CCR2 and CD206 expression in monocyte subsets during pregnancy
Note. The content of CCR2+ and CD206+ cells (%) and the intensity of expression (mean fluorescence intensity, MFI) in the cMo, iMo and nMo 
subsets are presented as median, the interquartile range (IQR, boxes) and the Min-Max ranges. Analyzed groups are non-pregnant (0), pregnant 
in the 1st (1), 2nd (2) and 3rd (3) trimesters. *, the significance of the differences with the non-pregnant group, pU < 0.05, Mann–Whitney U  test, I

_____
I, 

the significance of the differences between groups of pregnant women, pW < 0.05, Wilcoxon matched pairs test.

кМо / cMo

СС
R2

 (%
)

СС
R2

 (%
)

СС
R2

 (%
)

СD
20

6 (
%

)
СD

20
6 (

%
)

СD
20

6 (
%

)

ССR2 CD206

пМо / iMo

нМо / nMo

кМо / cMo

пМо / iMo

нМо / nMo

15000

10000

5000

0

10000

8000

6000

4000

2000

0

5000

4000

3000

2000

1000

0

5000

4000

3000

2000

1000

0

3000

2000

1000

0

100

50

0

50

40

30

20

10

0

50

40

30

20

10

0

50

40

30

20

10

0

100

50

0

100

50

0

*

0 0 0

0

0 0

0

0

0

0 0

0

III III III

III

III III

III

III

III

III III

III

II II II

II

II II

II

II

II

II II

II

I I I

I

I I

I

I

I

I I

I

*

*

*

*

*

*

*

*

**

*

*
*

*

* *

*

*

15000

10000

5000

0

MFI

MFI

MFI

MFI

MFI

MFI



187

Фенотип моноцитов в динамике беременности 
Phenotype of monocytes during pregnancy 2025, Vol. 27,  1

2025, Т. 27, № 1

жались. Тем не менее доля этих клеток все еще 
оставалась повышенной, превышая уровень не-
беременных. В то же время в субпопуляциях пМо 
и нМо содержание CD206+ клеток продолжало 
увеличиваться, достигая в 3-м триместре наи-
больших значений и превышая уровень таковых 
в группах небеременных, а также беременных в 
1-м и 2-м триместрах. Таким образом, в кМо и 
пМо увеличение экспрессии CD206+ клеток на-
блюдалось, начиная с 1-го триместра, и достига-
ло наибольшего уровня во 2-м (для кМо) и 3-м 
(для пМо) триместрах, тогда как в нМо – про-
градиентному возрастанию CD206+ клеток во 2-м 
и 3-м триместрах предшествовало транзиторное 
снижение этих клеток в 1-м триместре. 

Учитывая разнонаправленные изменения в 
экспрессии CCR2 и CD206 и различную дина-
мику этих изменений в субпопуляциях моно-
цитов, далее проанализировали, как в ходе ге-
стации меняется индекс соотношения CCR2/
CD206-клеток в качестве интегрального показа-
теля баланса моноцитов с М1- и М2-подобным 
фенотипом. Однофакторный дисперсионный 
анализ продемонстрировал, что небеременные 
и беременные на разных сроках гестации харак-
теризовались достоверными различиями индек-
са CCR2/CD206. Эти различия наиболее ярко 
проявлялись в субпопуляции кМо (H = 26,1; 
p = 0,0000) и пМo (H = 21,5; p = 0,0001) и в виде 
тенденции – в субпопуляции нМо (H = 6,4; 
p = 0,09). Проведенное далее попарное сравне-
ние анализируемых индексов между группами 
показало, что в 1-м триместре, CCR2/CD206 со-

отношение в кМо и нМо умеренно возрастало, 
не достигая статистической значимости. В то же 
время во 2-м и 3-м триместрах этот показатель 
был достоверно ниже, чем в 1-м триместре, что 
было наиболее выражено в субпопуляции кМо 
(табл. 5). 

Согласно данным литературы изменения им-
мунной системы при гестации носят динамичный 
характер с чередованием 3 фаз – воспалитель-
ной, противовоспалительной и снова воспали-
тельной, соответствующих в целом триместрам 
беременности [14]. Поскольку CCR2/CD206 со-
отношение отражает баланс М1/М2-профилей 
моноцитов, обладающих соответственно про- и 
противовоспалительной активностью, снижение 
индекса CCR2/CD206 в субпопуляциях моно-
цитов во 2-м триместре свидетельствует о сдвиге 
баланса в сторону М2-фенотипа и участии моно-
цитов в формировании противовоспалительного 
статуса. 

Теоретически снижение индекса CCR2/CD206 
может быть обусловлено уменьшением CCR2+ 
клеток, увеличением CD206+ клеток, либо одно-
временным уменьшением CCR2+ и увеличением 
CD206+ моноцитов. Согласно представленным 
выше данным (рис. 1), переход из 2-го в 3-й три-
местр сопровождался достоверным снижением 
доли CD206+ клеток в кМо в отсутствие значи-
мых изменений в содержании CCR2+ клеток, 
тогда как в субпопуляциях пМо и нМо – мани-
фестировал возрастанием доли CCR2+ клеток. 
Увеличение относительного содержания CCR2+ 
клеток в последнем случае сочеталось с одно-

ТАБЛИЦА 5. CCR2/CD206-СООТНОШЕНИЕ В СУБПОПУЛЯЦИЯХ МОНОЦИТОВ В ДИНАМИКЕ БЕРЕМЕННОСТИ

TABLE 5. CCR2/CD206 RATIO IN THE MONOCYTE SUBSETS DURING PREGNANCY

CCR2/CD206 
Me (Q0,25-Q0,75)

Небеременные
Non-pregnant

1-й триместр
1st trimester 

2-й триместр
2nd trimester 

3-й триместр
3rd trimester рW

1 2 3

кМо
cMo 20 (10-28) 28 (18-44)

p = 0,22
4,7 (2,7-11,0)

p = 0,0003
6,8 (4,4-9,9)

p = 0,007

p1-3 = 0,002
p1-2 = 0,00003
p2-3 = 0,18

пМо
iMo 7,9 (5,1-11,0) 6,2 (4,9-11)

p = 0,98
3,3 (1,8-5,4)

p = 0,003
2,6 (2,3-3,3)

p = 0,005

p1-3 = 0,0002
p1-2 = 0,0007
p2-3 = 0,74

нМо
nMo 4,3 (2,2-12,0) 5,4 (4,5-6,8)

p = 0,23
2,8 (2,3-5,1)

p = 0,45
3,0 (2,1-3,7)

p = 0,22

p1-3 = 0,006
p1-2 = 0,02
p2-3 = 0,73

Примечание. p – достоверность различий по сравнению с группой небеременных; p1-3, p1-2 и p2-3 – достоверность 
различий между группами беременных с различным сроком гестации. W – парный критерий Вилкоксона.

Note. p, the significance of the differences with the non-pregnant group; p1-3, p1-2 and p2-3, the significance of the differences 
between groups of pregnant women with different gestation period; W, Wilcoxon matched pairs test.
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временным возрастанием относительного со-
держания CD206+ клеток. Эти данные, с одной 
стороны, объясняют, почему умеренное возрас-
тание индекса CCR2/CD206, наблюдаемое в 3-м 
триместре в кМо, не выявлялось в пМо и нМо, 
а с другой стороны – свидетельствуют о том, что 
усиление воспалительного потенциала в различ-
ных субпопуляций Мо происходит различны-
ми путями, в частности в кМо – за счет сниже-
ния экспрессии CD206, а в субпопуляциях пМо 
и нМо – за счет увеличения экспрессии CCR2. 

При этом оставалось неясным, с чем связано од-
новременное возрастание CD206+ клеток в суб-
популяциях пМо и нМо – либо с присутствием 
в компртменте циркулирующих моноцитов кле-
ток с промежуточным М1/М2-фенотипом, одно-
временно коэкспрессирующих CCR2 и CD206, 
или с одновременным компенсаторным возрас-
танием CD206+М2-клеток на фоне увеличения 
ССR2+М1-моноцитов.

Чтобы проверить это предположение, на сле-
дующем этапе проанализировали различные 

ТАБЛИЦА 6. КОЭКСПРЕССИЯ CCR2 И CD206 В СУБПОПУЛЯЦИЯХ МОНОЦИТОВ

TABLE 6. CCR2 AND CD206 CO-EXPRESSION IN MONOCYTE SUBSETS

Группы
Groups

Субпопуляции моноцитов
Monocyte subsets pW

кМо
cMo

пМо 
iMo)

нМо
nMo 1-2 1-3 2-3

1 2 3
CCR2+CD206- (%)

Небеременные
Non-pregnant 71 (68-75) 52 (46-61) 49 (41-52) 0,012 0,012 0,65

Беременные
Pregnant

60 (51-62)
р = 0,007

48 (46-49)
р = 0,25

43 (36-53)
р = 0,56 0,007 0,007 0,33

CCR2+CD206+ (%)
Небеременные
Non-pregnant 2,1 (1,8-4,8) 10 (6,7-13,0) 12 (7,9-12,0) 0,012 0,012 0,59

Беременные
Pregnant

8,7 (7,1-12,0)
р = 0,01

16 (15-27)
р = 0,005

15 (12-17)
р = 0,27 0,01 0,015 0,21

CCR2-CD206+ (%)
Небеременные
Non-pregnant 0,95 (0,25-2,50) 4,5 (2,4-10,0) 5,5 (3,6-15,0) 0,012 0,018 0,1

Беременные
Pregnant

4,2 (2,9-7,0)
р = 0,005

7 (5,2-11,0)
р = 0,33

8,2 (8-12)
р = 0,23 0,11 0,12 0,4

CCR2-CD206- (%)
Небеременные
Non-pregnant 22 (18-28) 30 (28-33) 30 (26-37) 0,017 0,018 0,99

Беременные
Pregnant

26 (21-40)
р = 0,44

17 (15-30)
р = 0,08

21 (17-38)
р = 0,27 0,12 0,77 0,12

% CCR2+CD206+ коэкспрессирующих клеток в популяции CCR2+ Мо
% CCR2+CD206+ co-expressing cells in the CCR2+ Mo subset 

Небеременные
Non-pregnant 3 (2,3-6,4) 16 (11-22) 19 (13-30) 0,012 0,018 0,035

Беременные
Pregnant

15 (10-19)
р = 0,004

31 (25-37)
р = 0,005

25 (21-39)
р = 0,25 0,007 0,008 0,37

Примечание. Представлены данные экспрессии и коэкспрессии CCR2 и CD206 в субпопуляциях моноцитов 
небеременных (n = 8) и беременных (n = 9) в 3-м триместре; р – достоверность различий с аналогичным показателем 
небеременных, U – критерий Манна–Уитни; pW – достоверность различий между субпопуляциями моноцитов, W – 
парный критерий Вилкоксона.

Note. Data of CCR2 and CD206 expression and co-expression are presented in monocyte subsets of non-pregnant (n = 8) and 
pregnant women (n = 9) in the 3rd trimester; p, the significance of the differences with a similar parameter of non-pregnant, Mann–
Whitney U test; pW, the significance of the differences between monocyte subsets, Wilcoxon matched pairs test.
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комбинации экспрессии СCR2 и CD206 у фер-
тильных небеременных и сравнили эти показа-
тели с аналогичными параметрами беременных 
в 3-м триместре (табл. 6). В процессе анализа 
оценивалось относительное содержание четы-
рех типов клеток (CCR2+CD206-, CCR2+CD206+, 
CCR2-CD206+ и CCR2-CD206- клеток) в субпопу-
ляциях моноцитов и доля дабл-позитивных кле-
ток среди всех CCR2-позитивных моноцитов. 

Анализ фенотипов моноцитов в группе небе-
ременных показал, что наряду с клетками с изо-
лированной экспрессией ССR2 (ССR2+CD206-) и 
CD206 (ССR2-CD206+) во всех субпопуляциях мо-
ноцитов присутствовали дабл-позитивные клет-
ки со смешанным фенотипом (ССR2+CD206+) 
и дабл-негативные (ССR2-CD206-) клетки. От-
носительное содержание ССR2+CD206+ клеток 
было наиболее высоким в субпопуляциях пМо и 
нМо и достоверно превышало уровень таковых 
в кМо. Удельный вес этих клеток среди общей 
популяцииССR2+ клеток в пМо и нМо был до-
стоверно выше, чем в кМо. Характерно, что от-
носительное содержание ССR2+CD206+ клеток в 
пМо и нМо двукратно превышало уровень CCR2-

CD206+ клеток. Т. е. две трети CD206-позитивных 
пМо и нМо были представлены моноцитами со 
смешанным М1/М2-фенотипом и только одна 
треть имеет фенотип М2-моноцитов.

В группе беременных, обследованных в тре-
тьем триместре, значительная часть CD206-
экспрессирующих моноцитов была также пред-
ставлена клетками со смешанным фенотипом. 
Содержание этих клеток в промежуточных и 
неклассических моноцитах было достоверно 
выше, чем в кМо, и во всех субпопуляциях моно-
цитов практически двукратно превышало долю 
ССR2-CD206+ клеток. При этом повышенное 
содержание CD206-экспрессирующих клеток в 
третьем триместре в кМо было обусловлено уве-
личением моноцитов как со смешанным М1/М2 
(CCR2+CD206+), так и М2 (CCR2-CD206+) фе-
нотипом, тогда как в пМо – экспансией клеток 
преимущественно со смешанным фенотипом. 
Увеличение последних объясняет описанное 
нами в третьем триместре одновременное увели-
чение популяций CCR2+ и CD206+ клеток при их 
изолированной оценке (см. рис. 1). В свою оче-
редь сниженное содержание ССR2+ клеток в кМо 
в 3-м триместре, судя по полученным данным, 
связано исключительно с меньшим содержани-
ем моноцитов с М1-фенотипом (CCR2+CD206). 
Другой особенностью пМо у беременных в тре-
тьем триместре является меньшее (на уровне вы-
раженного тренда) содержание дабл-негативных 
(CCR2-CD206-) клеток, что может указывать на 
более интенсивную поляризацию этой субпопу-
ляции моноцитов при гестации.

Обсуждение
Адаптация иммунной системы при беремен-

ности представляет строго контролируемый 
динамический процесс, который включает 3 
иммунологических фазы, соответствующие три-
местрам беременности – воспалительную фазу 
(на этапе имплантации эмбриона и ранней пла-
центации); противовоспалительную фазу (на ста-
дии быстрого роста плода) и снова воспалитель-
ную фазу (в период подготовки к родам) [14, 26]. 
В настоящей работе мы попытались оценить во-
влеченность моноцитов в обеспечение динамич-
ных изменений баланса между воспалительным 
и противовоспалительным статусом, исследуя 
фенотипические профили моноцитов в динами-
ке беременности. 

При оценке субпопуляций Мо с использо-
ванием стандартной классификации по экс-
прессии CD14/CD16-молекул [54], мы выявили 
повышенное содержание пМо (CD14++CD16+), 
наиболее выраженное во 2-м триместре бере-
менности, что хорошо согласуется с данными 
литературы [16]. Однако это не отражало смены 
иммунологических фаз в ходе гестации. Поэто-
му для дальнейшего изучения про- и противо-
воспалительных профилей моноцитов мы ис-
следовали экспрессию хемокинового рецептора 
CCR2 и скавенджер рецептора CD206 в качестве 
молекул, ассоциированных с М1/провоспали-
тельным и М2/противовоспалительным фено-
типом, соответственно. Присутствие М1- и М2-
ассоциированных молекул на циркулирующих 
моноцитах и их связь с про- и противовоспали-
тельным потенциалом макрофагов/моноцитов 
позволили охарактеризовать изменения М1/М2-
баланса при многих патологиях – сахарном диа-
бете, ревматоидном артрите, геморрагической 
лихорадке, атеросклерозе, раке [18, 21, 33, 50], 
однако баланс М1/М2-моноцитов в динамике ге-
стации ранее не исследовался. 

Оценка CCR2+ и CD206+ клеток в субпопуля-
циях классических, промежуточных и некласси-
ческих моноцитов в группе фертильных небере-
менных показала, что доля CCR2+ клеток была 
наибольшей в кМо, а максимальное содержа-
ние CD206+ клеток выявлялось в субпопуляции 
нМо. Учитывая, что кМо участвуют в индукции/
поддержании воспалительной реакции, а нМо 
вовлечены в разрешение воспаления [27], полу-
ченные данные косвенно подтверждают принад-
лежность CCR2+ и CD206+ клеток к моноцитам 
с соответственно про- и противовоспалительным 
фенотипом. 

Сравнение относительного содержания 
CCR2- и CD206-клеток в 4 группах, включающих 
небеременных и беременных, обследованных 
в 1-м, 2-м и 3-м триместрах, показало, что экс-
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прессия CCR2 и CD206 в ходе гестации подвер-
жена достоверным изменениям, которые судя по 
данным однофакторного дисперсионного анали-
за, происходят во всех субпопуляциях моноци-
тов с наибольшей выраженностью в кМо и пМо 
и сильнее проявляются в отношении экспрессии 
CD206. Связанные с гестацией изменения в це-
лом проявлялись снижением экспрессии CCR2 
и возрастанием экспрессии CD206 и свидетель-
ствовали о смещении баланса в сторону моно-
цитов с М2-фенотипом. Эти изменения были 
наиболее выражены во 2-м триместре, проявля-
ясь однотипно во всех субпопуляциях моноцитов 
снижением доли CCR2+ клеток и интенсивности 
экспрессии CCR2 (в сравнении с аналогичными 
показателями небеременных и беременных в 1-м 
триместре) и возрастанием CD206+ клеток (по 
сравнению с 1-м триместром), и обусловлива-
ли достоверное снижение соотношения CCR2+/
CD206+ клеток во всех субпопуляциях Мо в срав-
нении с таковыми в 1-м триместре, а для класси-
ческих и промежуточных Мо также по сравнению 
с небеременными, что подтверждало универсаль-
ный характер смещения М1/М2-баланса в сторо-
ну противовоспалительного профиля. 

Согласно данным литературы, быстрый рост 
плода во 2-м триместре соответствует противо-
воспалительной фазе иммунной перестройки, 
необходимой для поддержания иммунологиче-
ской толерантности и во многом опосредуется 
локальными механизмами, в том числе дециду-
альными М2-макрофагами [52]. В то же время 
изменения моноцитов при беременности описы-
ваются в ключе активированного статуса и уси-
ления провоспалительной активности. На это 
указывает характерное для воспалительных забо-
леваний возрастание пМо [27], экспрессия акти-
вационных маркеров и возрастание в сыворотке 
растворимых рецепторов (CD14, CD163), а также 
повышенная продукция активных метаболитов 
кислорода и провоспалительных цитокинов [17, 
40, 45]. Считается, что указанные изменения, яв-
ляясь компенсаторной реакцией усиления врож-
денного иммунитета на фоне ослабления реак-
ций адоптивного иммунитета, проградиентно 
возрастают по мере развития беременности [32]. 
Вместе с тем рядом авторов отмечается сниже-
ние продукции моноцитами провоспалительных 
цитокинов [40], особенно после 1-го триместра 
беременности [53], толерогенный статус моно-
цитов [16] и повышенная экспрессия иммуносу-
прессивных факторов [29], что свидетельствует 
об усилении М2-фенотипа. 

Полученные нами результаты указывают на 
то, что функциональная перестройка миелоид-
ных клеток происходит не только на локальном, 
но и системном уровне. При этом нами впервые 

показано, что во 2-м триместре беременности 
изменения фенотипических профилей в клас-
сических, промежуточных и неклассических 
моноцитах имеют однотипный характер, про-
являясь уменьшением клеток с М1-фенотипом 
и одновременным возрастанием клеток с М2-
фенотипом. В настоящем исследовании мы не 
оценивали внутриклеточную продукцию про- и 
противовоспалительных цитокинов в популяци-
ях CCR2- и CD206-экспрессирующих моноци-
тов, что является ограничением этого исследова-
ния. Тем не менее, согласно данным литературы, 
CD206-экспрессирующие моноциты отличаются 
от CCR2+ клеток более низкой продукцией TNFα 
и IL-6, большей фагоцитарной активностью и 
меньшей способностью к трансэндотелиальной 
миграции [19], а возрастание экспрессии CCR2 
в кМо при старении ассоциировано со сниже-
нием экспрессии аргиназы и коингибиторных 
молекул [9]. Кроме того, недавно нами показано, 
что моноциты беременных характеризуются по-
вышенной экспрессией тирозинкиназы Мер и 
аргиназы-1 [1], т. е. маркеров, которые являются 
ключевыми медиаторами и драйверами противо-
воспалительной и иммуносупрессорной актив-
ности миелоидных клеток [8, 37, 47]. Причем эти 
молекулы причастны к подавлению антигенпре-
зентирующей (в частности аллостимуляторной) 
активности М2-клеток [2]. Указанные факты по-
зволяет рассматривать ССR2+ и CD206+ клетки 
как моноциты с про- и противовоспалительным 
фенотипами и интерпретировать выявленные 
нами изменения в экспрессии CCR2 и CD206 как 
свидетельство изменений М1/М2-баланса в сто-
рону усиления противовоспалительного профиля 
моноцитов.

Важно отметить, что в отличие от 2-го три-
местра, сопряженного с формированием имму-
нологической толерантности, 1-я и 3-я имму-
нологические фазы являются воспалительными 
процессами [14]. Поэтому оценка моноцитов в эти 
сроки позволяет проанализировать значимость 
изменений М1/М2-баланса в формировании 
воспалительного статуса. Согласно полученным 
нами данным, усиление провоспалительного по-
тенциала в 1-м триместре было рестриктировано 
минорной субпопуляцией нМо, в которой отме-
чалось выраженное усиление экспрессии ССR2 
(MFI) и снижение относительного содержания 
CD206+ клеток. В то же время в преобладающих 
по численности кМо и субпопуляции пМо реги-
стрировалось достоверное возрастание экспрес-
сии CD206 (MFI), свидетельствующее о раннем 
начале формирования противовоспалительного 
фенотипа. Т. е., если в нМо происходило смеще-
ние в сторону усиление М1-фенотипа, то в кМо – 
в сторону М2-фенотипа. Разнонаправленные 
изменения про- и противовоспалительного про-
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филей в различных субпопуляциях Мо описано 
в литературе при старении, когда снижение экс-
прессии М2-ассоциированной молекулы CD163 
в кМо сочетается с одновременным увеличением 
CD163+ клеток в нМо [13]. В 1-м триместре бере-
менности наблюдается иная ситуация – усиление 
М1-фенотипа в нМо и М2-фенотипа в класси-
ческих и промежуточных моноцитах, что может 
быть связано с выполнением одновременно двух 
задач – поддержанием умеренно-выраженного 
воспалительного статуса, что опосредуется нМо, 
и ограничением избыточного воспалительного 
ответа, что контролируется кМо. 

В настоящей работе мы также показали, что 
смещение М1/М2-баланса в сторону провос-
палительного фенотипа в 3-м триместре (по 
сравнению со 2-м триместром) проявлялось в 
кМо – снижением экспрессии CD206, а в пМо 
и нМо – возрастанием экспрессии CCR2. При 
этом доля CD206+ кМо оставалась повышенной, 
а содержание CCR2+ пМо и нМо восстанавли-
валось до уровня небеременных. Усиление экс-
прессии CCR2+ в пМо и нМо поддерживает ги-
потезу о большей детерминированности CD16+ 
неклассических моноцитов к поляризации в сто-
рону провоспалительного фенотипа. Выявленное 
нами усиление провоспалительного потенциала 
моноцитов в 3-м триместре согласуется с данны-
ми других авторов, продемонстрировавших воз-
растание стимулированной продукции провос-
палительных цитокинов, в частности IL-12 [40], 
и экспрессии провоспалительных генов в моно-
цитах в конце беременности [10]. 

Изменения М1/М2-баланса в ходе беремен-
ности охарактеризованы на локальном уровне на 
границе «мать – плод». В период имплантации 
макрофаги имеют М1-фенотип, а после внедре-
ния трофобласта в строму матки приобретают 
М1/М2-фенотип, который сохраняется до за-
вершения плацентации (начало 2-го триместра), 
когда сосудистая сеть матки подвергается ремо-
делированию с целью установления адекватного 
кровоснабжения плаценты и плода. Далее (2-й 
триместр) происходит смещение баланса в сто-
рону М2-макрофагов, предотвращающих оттор-
жение плода в период его быстрого роста. Перед 
родами (3-й триместр) макрофаги снова приоб-
ретают М1-фенотип и играют ключевую роль в 
поддержании воспалительного процесса, способ-
ствующего сокращению матки, изгнанию плода, 
отторжению плаценты и инволюции матки [52].

Об ассоциированных с беременностью си-
стемных изменениях М1/М2-баланса моноцитов 
известно гораздо меньше. Так, показано, что экс-
прессия CCR2 на моноцитах снижается при бе-
ременности [6], однако в третьем триместре зна-
чительно увеличивается в сравнении с первым и 
вторым триместром [51], что в целом согласуется 

с нашими данными. Bjorkander S. и соавт. выяви-
ли сниженную экспрессию CCR2 в субпопуляции 
кМо в 3-м триместре [7], что также не противо-
речит нашим данным, согласно которым, несмо-
тря на более высокое содержание CCR2+ клеток 
в эти сроки по сравнению со 2-м триместром, 
доля CCR2+ кМо оставалась сниженной в срав-
нении с небеременными. В то же время Pflitsch 
C. и соавт. отмечает повышенное содержание 
CCR2+ пМо во 2-м и 3-м триместрах в сравнении 
с группой контроля, что может объясняться раз-
личиями в сроках гестации и использованием в 
качестве контроля доноров женского и мужского 
пола [40]. 

Относительно экспрессии М2-ассоцииро ван-
ных маркеров, T.I. Alahakoon и соавт. выявили 
возрастание CD163+ нМо в 3-м триместре, корре-
лирующее со сроком гестации [4]. Повышенное 
содержание клеток, экспрессирующих CD163+ и 
CD206+ в 3-м триместре описано также в субпо-
пуляции кМо [23]. Поскольку маннозный рецеп-
тор CD206 вовлечен в антигенную презентацию 
и модуляцию клеточного иммунитета [39], воз-
растание CD206+ Мо может являться компенса-
торной реакцией, направленной на сдерживание 
воспалительного ответа в 3-м триместре [23]. 
Нами впервые описаны изменения экспрессии 
данного маркера в динамике беременности и 
показано, что однотипное усиление экспрессии 
CD206 во всех субпопуляциях моноцитов харак-
терно для 2-го триместра. В то же время в 1-м и 
3-м триместрах эти изменения в кМо и пМ/нМо 
носят разнонаправленный характер. Так, возрас-
тание MFI CD206 в кМо и пМо в 1-м триместре 
сочетается со снижением CD206+ клеток в нМо, 
а снижение доли CD206+ кМо в 3-м триместре 
сочетается с возрастанием содержания CD206+ 
клеток в промежуточных и неклассических Мо. 
Кроме того, сравнение беременных с различны-
ми сроками гестации показало, что содержание 
CD206+ кМо в 3-м триместре становится ниже, 
чем во 2-м триместре, свидетельствуя об ослабле-
нии противовоспалительного потенциала кМо. 
Схожие данные, свидетельствующие об ослабле-
нии противовоспалительного и усиления про-
воспалительного профиля моноцитов в конце 
беременности получены при оценке метаболизма 
моноцитов [41].

Важно отметить, что возрастание доли CD206+ 
пМо/нМо в 3-м триместре сочеталось с увеличе-
нием CCR2+ клеток, что в определенной степени 
связано с увеличением пула Мо, коэкспрессиру-
ющих CCR2 и CD206. Действительно, доля дабл-
позитивных пМо в 3-м триместре достоверно 
превышала аналогичный показатель у небере-
менных. Данные о функциональной активности 
моноцитов со смешанным М1/М2-фенотипом 
неоднозначны. Ряд авторов рассматривает та-
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кие клетки, как предшественники поляризован-
ных моноцитов, способных приобретать М1- и 
М2-фенотипы, тогда как другие полагают, что 
эти клетки обладают преимущественно провос-
палительным фенотипом [20]. Показано, что со-
держание моноцитов со смешанным фенотипом 
возрастает при инфекционно-воспалительных и 
аутоиммунных заболеваниях и коррелирует с тя-
жестью заболевания [24, 34, 36, 46]. Появление 
моноцитов с М1/М2-фенотипом при беремен-
ности может быть обусловлено влиянием клеток 
трофобласта, которые как показали исследова-
ния in vitro, способны индуцировать дифферен-
цировку CD14+ моноцитов в клетки со смешан-
ным (CD14+CD206highCD86low) фенотипом [5]. 
В любом случае, выяснение функциональной ак-
тивности моноцитов со смешанным фенотипом 
требует дальнейших исследований. 

Заключение
В ходе гестации изменения в экспрессии 

М1-ассоциированной молекулы CCR2 и М2-
ассоциированной молекулы CD206 регистриру-
ются во всех субпопуляциях моноцитов и в срав-

нении с небеременными проявляются в целом 
снижением экспрессии CCR2 и возрастанием 
экспрессии CD206, свидетельствуя о смещении 
М1/М2-баланса в сторону моноцитов с противо-
воспалительным фенотипом. Эти изменения вы-
являются уже в 1-м триместре, достигают макси-
мума и регистрируются во всех субпопуляциях 
моноцитов во 2-м триместре и ослабевают в 3-м 
триместре. Указанные изменения в первом и тре-
тьем триместрах сочетаются с усилением про-
воспалительного профиля, который в первом 
триместре рестриктирован субпопуляцией нМо, 
а в третьем триместре опосредуется с участием 
пМо и нМо, проявляясь усилением экспрессии 
ССR2, в том числе за счет возрастания клеток, 
коэкспрессирующих ССR2 и СD206. Получен-
ные данные свидетельствуют о вовлеченности 
моноцитов в регуляцию баланса про- и противо-
воспалительного статуса в динамике гестации, с 
преобладающим формированием М2-профиля в 
классических моноцитах и усилением в первом 
и третьем триместрах М1-провоспалительного 
профиля в субпопуляциях промежуточных и не-
классических моноцитов. 
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УРОВЕНЬ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ ENTPD1, NT5E, ADORA2A, 
FOXP3 И RORγγ В ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ БОЛЬНЫХ 
ЯЗВЕННЫМ КОЛИТОМ 
Аторин Д.А.1, Жулай Г.А.1, Топчиева Л.В.1, Курбатова И.В.1, 
Дуданова О.П.2
1 Институт биологии – обособленное подразделение ФГБУН «Федеральный исследовательский центр 
“Карельский научный центр Российской академии наук”», г. Петрозаводск, Республика Карелия, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Петрозаводский государственный университет», г. Петрозаводск, Республика Карелия, Россия

Резюме. Развитие язвенного колита (ЯК) сопровождается активацией пуринэргического сигналь-
ного пути и повышением уровня внеклеточного аденозина. Аденозин участвует в регуляции баланса 
провоспалительных Т-хелперов типа 17 (Th17) и иммуносупрессорных регуляторных Т-клеток (Treg), 
нарушение которого, как считается, является одним из основных иммунных факторов данного за-
болевания. Тем не менее вопрос о том, как изменяется экспрессия генов, кодирующих транскрипци-
онные факторы Treg-клеток и Th17 (FOXP3 и RORγ соответственно), и генов, кодирующих участников 
CD39/CD73/A2AR сигнального пути (ENTPD1, NT5E, ADORA2A), в периферической крови больных 
ЯК малоизучен. Цель исследования – изучить уровень экспрессии генов ENTPD1, NT5E, ADORA2A, 
FOXP3 и RORγ при язвенном колите. Обследован 41 человек, из которых 23 пациента с диагнозом 
«ЯК» (18 пациентов, находящихся на базисной терапии производными 5-АСК (группа ЯК1) и 5 па-
циентов, принимающих преднизолон (группа (ЯК2)), 18 условно здоровых людей. Тотальную РНК 
выделяли из лейкоцитов периферической крови (ЛПК). Уровень транскриптов генов изучали мето-
дом ПЦР в режиме реального времени. Содержание мРНК гена ENTPD1 у больных ЯК, находящихся 
на базисной терапии производными 5-АСК, было выше, чем у здоровых людей (p = 0,0045). Уровень 
транскриптов гена NT5E и ADORA2Aв ЛПК пациентов группы ЯК1 оказался выше, чем у пациентов 
из группы ЯК2 (p = 0,0486 и p = 0,0289 соответственно) и здоровых индивидов (p = 0,0007 и p < 0,001 
соответственно). У группы пациентов ЯК1 содержание мРНК гена FOXP3 в ЛПК было выше, чем у 
условно здоровых людей (p = 0,0093). Уровень экспрессии гена RORγ в ЛПК пациентов из групп ЯК1 
и ЯК2 был выше, чем у здоровых индивидов (p = 0,0005). В ЛПК больных ЯК, находящихся на базис-
ной терапии, наблюдалось повышение уровня экспрессии генов FOXP3 и RORγ, представляющих со-
бой транскрипционные факторы Treg- и Th17-клеток соответственно, тогда как уровень экспрессии 



198

Atorin D.A. et al.
Аторин Д.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

этих генов у больных ЯК на преднизолоне не отличался от контроля. В контрольной группе и группе 
ЯК1 выявлены корреляционные связи между уровнем экспрессии некоторых из исследуемых генов.

Ключевые слова: язвенный колит, воспаление, пуринэргический сигнальный путь, аденозин, FoxP3, RORγ

ENTPD1, NT5E, ADORA2A, FOXP3 AND RORγγ GENE 
EXPRESSION IN PERIPHERAL BLOOD OF PATIENTS WITH 
ULCERATIVE COLITIS 
Atorin D.A.a, Zhulai G.A.a, Topchieva L.V.a, Kurbatova I.V.a,  
Dudanova O.P.b
a Institute of Biology, Karelian Research Centre, Russian Academy of Sciences, Petrozavodsk, Republic of Karelia, 
Russian Federation  
b Petrozavodsk State University, Petrozavodsk, Republic of Karelia, Russian Federation

Abstract. Development of ulcerative colitis (UC) is accompanied by activation of the purinergic signaling 
pathway and an increased level of extracellular adenosine. Adenosine is involved in regulating the balance 
of pro-inflammatory T-helper type 17 (Th17) cells and immunosuppressive regulatory T-cells (Treg), Their 
disturbance is believed to be one of the main immune factors causing this disease. However, expression of 
genes encoding Treg cell and Th17 transcription factors (FOXP3 and RORγ, respectively) and genes encoding 
members of the CD39/CD73/A2AR signaling pathway (ENTPD1, NT5E, ADORA2A) in peripheral blood 
has not been studied enough. The purpose of our study was to evaluate the expression levels of ENTPD1, 
NT5E, ADORA2A, FOXP3 and RORγ genes in ulcerative colitis (UC). Thirty-eight patients were examined 
including 20 patients diagnosed with UC (15 patients on a basic therapy with 5-ASA derivatives, UC1 group); 
5 patients treated with Prednisone (group UC2), and 18 apparently healthy people. Total RNA was isolated 
from peripheral blood leukocytes (PBLCs). The levels of gene transcripts were studied by real-time PCR 
technique. The ENTPD1 gene mRNA content in UC patients on a basic therapy with 5-ASA derivatives was 
higher than in healthy people (p = 0.0045). The levels of NT5E and ADORA2A transcripts in the PBLCs of 
patients in the UC1 group were higher than those of patients in the UC2 group (p = 0.0486 and p = 0.0289, 
respectively) and healthy individuals (p = 0.0007 and p < 0.001, respectively). The mRNA content of FOXP3 
gene in PBLCs of the UC1 group of patients was higher than in conditionally healthy individuals (p = 0.0093). 
The level of RORγ gene expression in PBLCs of the patients from UC1 and UC2 groups was higher than in 
healthy individuals (p = 0.0005). Increased levels of FOXP3 and RORγ gene expression (the transcription factors 
of Treg and Th17 cells, respectively), were observed in PBLCs of UC patients on baseline therapy, whereas 
expression levels of these genes in prednisolone-treated UC patients did not differ from controls. Correlations 
between the expression levels of some genes under study were revealed in control persons and in the UC1 group.

Keywords: ulcerative colitis, inflammation, purinergic signaling pathway, adenosine, FoxP3, RORγ

Исследования проводились в рамках выпол-
нения НИР (FMEN-2022-0009) ИБ КарНЦ РАН 
на научном оборудовании Центра коллективного 
пользования Федерального исследовательского 
центра «Карельский научный центр Российской 
академии наук».

Введение
 Язвенный колит (ЯК) – хроническое воспа-

лительное аутоиммунное заболевание кишечни-
ка [22]. В последнее время большое внимание при 
изучении патогенеза данного заболевания уделя-
ется внеклеточному аденозину как основному 

компоненту пуринэргического сигнального пути 
в иммунных клетках, регулирующего процессы 
воспаления. Повышенное содержание аденозина 
характерно для многих иммунновоспалительных 
заболеваний, в том числе и при ЯК [10]. Однако 
его роль в патогенезе данного заболевания изучена 
недостаточно [21]. Внеклеточный аденозин моду-
лирует функции клеток адаптивного и врожден-
ного иммунитета, его уровень имеет решающее 
значение для поддержания иммунного гомеоста-
за [3]. Известно, что уровень аденозина связан с 
иммуносупрессорной функцией Т-клеток, поля-
ризацией макрофагов М1 и М2, дифференциров-
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кой CD8+Т-лимфоцитов [3, 26]. Таким образом, 
пуринергический сигнальный путь регулирует 
уровень системного и местного воспаления, а 
нарушение баланса АТФ/аденозин может быть 
ключевым фактором дисрегуляции иммунного 
ответа при воспалительных заболеваниях кишеч-
ника (ВЗК), и в частности ЯК [24]. Образование 
аденозина происходит внутри и внеклеточно за 
счет активности ряда ферментов, участвующих 
в метаболизме нуклеотидфосфатов (АТФ, АДФ, 
АМФ). Также аденозин может образовывать-
ся из S-аденозилгомоцистеина под действием 
фермента гидролазы S-аденозилгомоцистеина. 
Уровень аденозина в периферической крови и 
тканях в условиях воспаления повышается, как 
правило, либо вследствие его выхода во внекле-
точное пространство в результате гибели клеток, 
либо в результате усиления активности фермен-
тов, расположенных на поверхности ряда иммун-
ных клеток (таких, как моноциты, нейтрофилы 
и лимфоциты): эктонуклеозидтрифосфатдифос-
фогидролаза-1 (NTPD1, CD39), кодируемый 
геном ENTPD1, и экто-5›-нуклеотидаза (5›-NT, 
CD73), кодируемый геном NT5E [8].

Внеклеточный аденозин является лигандом 
для четырех рецепторов, связанных с G-белком 
(A1R, A2AR, A2BR, A3R), которые экспрессиру-
ются на поверхности многих клеток [11]. В част-
ности, для Т-лифоцитов характерна экспрессия 
A2AR и A2BR [16]. Считается, что A2AR опосре-
дует противовоспалительные эффекты аденози-
на, например, путем снижения передачи сигналов 
Т-клеточных рецепторов [4]. Передача сигналов 
от A2AR ингибирует пролиферацию и экспансию 
Т-клеток, цитотоксическую активность и вы-
свобождение провоспалительных медиаторов [7, 
20]. Этот рецептор кодируется геном ADORA2A. 
Передача сигналов через A2AR может регулиро-
вать баланс провоспалительных Т-хелперов типа 
17 (Th17) и иммуносупрессорных регуляторных 
Т-клеток (Treg) в сторону повышения пула Treg-
клеток [17]. Вследствие этого, влияние аденози-
на на баланс Treg/Th17 можно рассматривать как 
важное звено патогенеза таких аутоиммунных 
заболеваний, как системная красная волчан-
ка, ревматоидный артрит, диабет первого типа и 
ВЗК [24].

Ключевым транскрипционным фактором для 
Treg-клеток является forkhead box P3 (FoxP3), 
кодируемый геном FOXP3. FOXP3 играет важ-
ную роль в развитии и функционировании Treg-
клеток. Транскрипционный фактор RAR-related 
orphan receptor gamma (RORγ), кодируемый ге-
ном RORγ, играет ключевую роль в дифференци-
ровке и поддержании эффекторных субпопуля-
ций Th17 [16]. 

В настоящее время вопрос о количественном 
и качественном соотношении экспрессии генов 
FOXP3 и RORγ в периферической крови больных 
ЯК малоизучен, и данные, полученные другими 
авторами так же, как и по отношению к генам 
ENTPD1, NT5E и ADORA2A, весьма малочислен-
ны и противоречивы. Так, в одних работах от-
мечено повышение количества циркулирующих 
и кишечных Treg-клеток у пациентов с ЯК при 
сравнении с условно здоровыми людьми [23]. 
Тогда как другими авторами отмечено снижение 
пула Treg-клеток в периферической крови при 
ЯК [14].

Пациентам с ЯК назначают терапию произ-
водными на основе 5-АСК (5-аминосалицило-
вой кислоты) и/или стероидными препаратами 
(такими как преднизолон). Кроме того, лечение 
больных ЯК предполагает использование и дру-
гих терапевтических стратегий для снижения 
воспалительного процесса в кишечнике, напри-
мер назначение особой диеты, хирургическое ле-
чение, иммунотерапию и др. [1]. Однако вопрос 
о том, как влияют эти препараты на экспрессию 
генов ENTPD1, NT5E, ADORA2A, FOXP3 и RORγ, 
изучен еще слабо.

Цель исследования – изучить уровень экспрес-
сии генов ENTPD1, NT5E, ADORA2A, FOXP3 и 
RORγ в лейкоцитах периферической крови боль-
ных ЯК, находящихся на терапии производными 
на основе 5-АСК, на терапии стероидным пре-
паратом (преднизолоном), и условно здоровых 
людей.

Материалы и методы
В исследование включены условно здоровые 

люди и пациенты с диагнозом «ЯК». Всего был 
исследован 41 человек, из которых 23 человека 
были больны ЯК (табл. 1). Больные ЯК были раз-
делены на две группы, в зависимости от терапии. 
Группа ЯК1 (n = 18), медиана возраста которых 
составила 42 (34-52) года, находились на базис-
ной терапии производными 5-АСК: салофальк, 
сульфасалазин (длительностью не менее 3 меся-
цев). Дозировка составляла 3-4 грамма в сутки в 
зависимости от распространенности и степени 
активности воспалительного процесса в слизи-
стой оболочке толстой кишки. Больные группы 
ЯК2 (n = 5) принимали в качестве терапии сте-
роидные гормоны, в частности преднизолон, 
медиана их возраста составила 35 (30-39) лет. До-
зировка препарата составляла 1 мг на кг в сутки 
и зависела от распространенности воспаления 
(или формы ЯК) и клинико-эндоскопических 
показателей больных. Диагноз «ЯК» устанавли-
вали общепринятыми методами диагностики с 
учетом комплекса клинических данных и резуль-



200

Atorin D.A. et al.
Аторин Д.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

татов лабораторных, эндоскопических и гисто-
логических исследований. Активность иммуно-
воспалительного процесса в слизистой толстой 
кишки оценивалась по данным клинической 
картины по традиционной шкале Truelove and 
Witts с учетом частоты стула, примеси крови, тем-
пературы и частоты пульса, уровня гемоглобина 
и скорости оседания эритроцитов. Учитывались 
эндоскопические признаки согласно индексу 
Шредера – наличие эритемы, контактной крово-
точивости, эрозий, язв, спонтанной кровоточи-
вости. При гистологическом исследовании оце-
нивалась степень воспалительной инфильтрации 
собственной пластинки, наличие нейтрофилов, 
эозинофилов, крипт-абсцессов, повреждение 

ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА ОБСЛЕДОВАННЫХ 
ЛЮДЕЙ
TABLE 1. CHARACTERISTICS OF SURVEYED PEOPLE

Характеристика
Сharacteristic

Контроль
Control

ЯК
UC

Обследовано человек, n
Examination of person, n 18 23

Мужчины, n (%)
Men, n (%) 7 (38,9) 13 (56,5)

Женщины, n (%)
Women, n (%) 11 (61,1) 10 (43,5)

Возраст, Me
Age, Me 39 (35-47) 38 (33-44)

Терапия, n (%)
Therapy, n (%)
производными 5-АСК
5-ASA derivatives
преднизолоном
prednisolone

–

–

18 (78,3)

5 (21,7)

Активность, n (%)
Activity, n (%)
высокая
high
умеренная
moderate
слабая
weak

–

–

–

7 (30,4)

4 (17,4)

12 (52,2)

Форма ЯК, n (%)
Forms UC, n (%)
левосторонний
left-side 
панколит
pancolitis

–

–

16 (69,6)

7 (30,4)

крипт, уменьшение числа бокаловидных клеток, 
наличие эрозий и язв.

В группу контроля были отобраны 18 условно 
здоровых людей, возраст которых составлял 39 
(35-47) лет. Возраст индивидов из групп иссле-
дования значимо не различался (р < 0,05). Кри-
терии исключения из исследования для группы 
здоровых людей: наличие хронических иммун-
новоспалительных заболеваний, в том числе са-
харного диабета второго типа, злоупотребление 
алкоголем, курение табака, перенесенные в по-
следние два месяца инфекционные заболевания. 

Использовали периферическую кровь, взятую 
натощак. Тотальную РНК (тотРНК) из лейкоци-
тов периферической крови выделяли с помощью 
набора ExtractRNA (ЗАО «Евроген», Россия). 
Фракцию лейкоцитов периферической крови 
получали после лизиса клеток крови раствором, 
содержащим хлорид аммония. ТотРНК обраба-
тывали ДНКазой (1  е.  а.). кДНК синтезировали, 
используя набор для обратной транскрипции с 
обратной транскриптазой Magnus (ЗАО «Евро-
ген», Россия). Качество тотРНК оценивали после 
электрофореза в 1%-ном агарозном геле. Коли-
чество тотРНК определяли на спектрофотометре 
SmartSpecPlus (Bio-Rad, США).

Уровень транскриптов генов изучали мето-
дом ПЦР в режиме реального времени на при-
боре LightCycler (Roshe, Германия), используя 
набор PCRmix-HS SYBR (ЗАО «Евроген», Рос-
сия). Каждую ПЦР повторяли не менее 2 раз. 
Смесь для ПЦР объемом 20 мкл содержала 1нг 
кДНК, по 50 пкМ прямого и обратного прайме-
ров, 4 мкл реакционной смеси и 13,4 мкл деони-
зованной воды, свободной от нуклеаз. Протокол 
ПЦР: денатурация кДНК 5 мин при 95 °C; 45 ци-
клов: денатурация при 95 °C 30 c; отжиг при 58 °C 
(для генов FOXP3 и RORγ) и при 64 °C (для генов 
ENTPD1, NT5E и ADORA2A) 30 c; элонгация при 
72  °C 30 с. Гены GAPDH и 18S rRNA использова-
ли в качестве референсных. Последовательность 
праймеров дана в таблице 2. Специфичность 
продуктов амплификации проверяли плавлени-
ем ПЦР фрагментов. Эффективность ПЦР оце-
нивали по стандартной кривой. 

Статистическая обработка данных выполне-
на в пакете программ Statgraphics Centurion XVI 
(version 16.1.11) и GraphPad Prism (version 7.0). 
Значимость различий медиан оценивали с по-
мощью U-критерия Вилкоксона–Манна–Уит-
ни. Данные представлены в виде медианы (Me) и 
квартилей (Q0,25-Q0,75). Проводили корреляцион-
ный анализ по Спирмену.

Исследования выполнены на оборудовании 
Центра коллективного пользования ФИЦ КарНЦ 
РАН.
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ТАБЛИЦА 2. ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ ПРАЙМЕРОВ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ОТНОСИТЕЛЬНОЙ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ

TABLE 2. PRIMER SEQUENCES FOR DETERMINING RELATIVE GENE EXPRESSION

Ген
Gene

Последовательность праймеров 5’ – 3’
Primer sequence 5’ – 3’

Размер ПЦР 
продукта, 

п. о.
PCR product 

size, b. p

Источник
SourceПрямой

Foward
Обратный

Reverse

18SrRNA AGAAACGGCTACCACATCCA CACCAGACTTGCCCTCCA 119
Собственный  

дизайн
Own design

GAPDH GAAGGTGAAGGTCGGAGTC GAAGATGGTGATGGGATTTC 226
Собственный  

дизайн
Own design

ENTPD1 AGCAGCTGAAATATGCTGGC GAGACAGTATCTGCCGAAGTCC 200
Собственный  

дизайн
Own design

NT5E ATTGCAAAGTGGTTCAAAGTCA ACACTTGGCCAGTAAAATAGGG 123
Собственный  

дизайн
Own design

ADORA2A CTTGGGTTCTGAGGAAGCAG CAGCAGCTCCTGAACCCTAG 253
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Own design

FOXP3 GCCACAACCTGAGTCTGC GTTCGTCCATCCTCCTTTCC 172
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RORγγt CCAAGGCAGGGCTCAATG GAAGTCCACATCGGTCAGG 123
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Рисунок 1. Уровень мРНК генов ENTPD1, NT5E, ADORA2A в ЛПК условно здоровых людей и больных ЯК 
Figure 1. mRNA levels of the genes ENTPD1, NT5E, ADORA2A in PBL of healthy people and patients with UC

Результаты
Проанализирован уровень мРНК генов 

ENTPD1, NT5E, ADORA2A, FOXP3 и RORγ в ЛПК 
больных ЯК, находящихся на базисной терапии 
производными 5-АСК и на терапии преднизоло-
ном, в сравнении с условно здоровыми людьми. 

Обнаружены значимые различия в содер-
жании мРНК гена ENTPD1 у больных груп-

пы ЯК1 при сравнении с контрольной группой 
(p = 0,0045) (рис. 1). Уровень транскриптов гена 
NT5E в ЛПК пациентов группы ЯК1 оказался 
выше, чем в у пациентов группы ЯК2 (p = 0,0486) 
и контрольной группы (p  =  0,0007) (рис.  1). 
Установлены значимые различия в содержании 
мРНК гена ADORA2A между контролем и ЯК1 и 
контролем и ЯК2. Уровень транскриптов этого 
гена в ЛПК больных группы ЯК1 был выше, чем 
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Рисунок 2. Уровень мРНК генов FOXP3 и RORγγ в ЛПК условно здоровых людей и больных ЯК 
Figure 2. mRNA levels of the FOXP3 and RORγ genes in PBL of healthy people and patients with UC

в ЛПК пациентов из группы ЯК2 (p = 0,0289) и 
контрольной группой условно здоровых людей 
(p < 0,001) (рис. 1).

В ЛПК индивидов группы ЯК1 содержание 
мРНК гена FOXP3 было выше, чем у контроль-
ной группы (p = 0,0093) (рис. 2). Выявлены раз-
личия уровня экспрессии гена RORγ в ЛПК паци-
ентов в группе ЯК1 и пациентов из группы ЯК2 
(p = 0,0005). Как оказалось, содержание мРНК 
этого гена было выше у пациентов с ЯК при 
сравнении со здоровыми людьми. Соотношение 
уровня мРНК генов RORγ и FOXP3 (RORγ/FOXP3) 
между группами исследования не различалось: 
при сравнении групп ЯК1 и ЯК2 с контрольной 
группой (p = 0,4000); при сравнении групп ЯК1 и 
ЯК2 (p = 0,8000). 

Проведен ранговый корреляционный ана-
лиз по Спирмену. В контрольной группе вы-
явлена корреляция уровня экспрессии генов 
FOXP3 и RORγ (r = 0,5973, p = 0,0254), RORγ и 
NT5E (r = 0,5987, p = 0,0251), RORγ и ADORA2A 
(r = 0,6005, p = 0,0264,), ENTPD1 и NT5E 
(r = 0,7036, p = 0,0085), ENTPD1 и ADORA2A 
(r = 0,7321 p = 0,062). В группе пациентов ЯК1, 
выявлена тесная связь по шкале Чеддока уров-
ня мРНК гена RORγ с уровнем мРНК гена NT5E 
(r = 0,7590, p = 0,0446).

Обсуждение
Патология ЯК связана с хроническим воспале-

нием и чрезмерным иммунным ответом на рези-
дентную микробиоту и/или пищевые антигены. 
Клетки врожденного и адаптивного иммунного 
ответа играют важную роль в развитии заболе-
вания. В последнее время особое внимание уде-
ляется балансу провоспалительных RORγ+Th17 
и противовоспалительных FoxP3+Treg-клеток в 
регуляции воспаления.

Как показано в нашем исследовании, в ЛПК 
больных ЯК, находящихся на базисной терапии 
производными 5-АСК, наблюдалось повышение 

уровня экспрессии генов FOXP3 и RORγ, пред-
ставляющих собой транскрипционные факторы 
Treg- и Th17-клеток соответственно. Однако в 
нашем исследовании различий в соотношении 
уровня транскриптов этих генов в ЛПК больных 
и здоровых людей не выявлено, хотя, согласно 
данным литературы, у больных ВЗК происходит 
изменение баланса Th17/Treg-клеток [17].

Представленные данные свидетельствуют 
об активации Т-клеточного звена адаптивного 
иммунитета у больных ЯК и корреспондируют 
с результатами других исследований. Так, по-
вышение уровня экспрессии гена RORγ, а также 
увеличение количества Th17-клеток и продукции 
IL-17 наблюдается в периферической крови и в 
собственной пластинке слизистой толстой киш-
ки у пациентов с ЯК, а также у мышей с экспе-
риментально вызванным ЯК [9, 16]. Отмечается 
повышение количества Treg-клеток в слизистой 
толстой кишки пациентов с ЯК и у мышей с экс-
периментально вызванным заболеванием [13, 
27]. Причем этот показатель у больных людей по-
ложительно коррелировал с активностью заболе-
вания и уровнем С-реактивного белка в сыворот-
ке [13]. Однако сведения об экспрессии FOXP3 и 
количестве Treg-клеток в периферичекой крови 
при ЯК противоречивые. Показано, что в пери-
ферической крови, брыжеечных лимфатических 
узлах, собственной пластинке слизистой толстой 
кишки мышей с экспериментально вызванным 
ЯК количество Treg-клеток было увеличено, 
тогда как уровни мРНК FoxP3 и IL10 уменьша-
лись [19, 27]. У молодых пациентов с ЯК коли-
чество циркулирующих и кишечных Treg-клеток 
было значительно выше, чем у индивидов из 
контрольной группы [23]. Более того, у больных 
людей уровень Treg-клеток в кишечнике был зна-
чительно выше, чем циркулирующих Treg [23]. 
Другие авторы отмечают снижение пула Treg-
клеток в периферической крови при ЯК [14]. Эти 
противоречия, а также парадоксальный эффект 
повышения количества Treg-клеток в слизистой 
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толстой кишки при ЯК отчасти можно объяс-
нить значительной гетерогенностью популяции 
FoxP3+Т-клеток, которые могут включать в себя 
покоящиеся или не супрессорные Т-клетки [16, 
19]. Возможно, обнаруженный нами более высо-
кий уровень экспрессии FOXP3 в ЛПК больных 
ЯК обусловлен повышением количества активи-
рованных эффекторных Т-клеток, которые могут 
временно экспрессировать FoxP3 и не обладать 
супрессорной способностью. 

В литературе имеются данные о том, что про-
тивовоспалительная терапия, в частности анти-
TNFα, быстро увеличивает содержание функ-
циональных FoxP3+Treg в крови и усиливает их 
супрессорную функцию [5, 12]. Как обнаружено 
в нашем исследовании, у пациентов с ЯК, при-
нимающих преднизолон (ЯК2), уровень транс-
криптов генов FOXP3 и RORγ не отличается от 
этих показателей у контрольной группы, что, 
вероятно, свидетельствует о большей эффектив-
ности данной терапии в отношении активности 
Т-клеток по сравнению с группой пациентов с 
ЯК, находящихся на базисной терапии произво-
дными 5-АСК (ЯК1). 

Чрезмерная иммунная активация при ВЗК 
приводит к тканевому повреждению, что спо-
собствует высвобождению АТФ в межклеточное 
пространство и накоплению внеклеточного аде-
нозина [2, 25], который обладает иммуносупрес-
сорным эффектом. В связи с этим в работе было 
исследовано содержание транскриптов генов эк-
тонуклеотидаз ENTPD1, NT5E и аденозинового 
рецептора ADORA2A в ЛПК пациентов с ЯК. По-
казано, что у лиц, находящихся на базисной те-
рапии производными 5-АСК, содержание транс-
криптов генов ENTPD1, NT5E, ADORA2A было 
выше, чем в ЛПК здоровых людей и больных, 
принимающих преднизолон. Повышение уров-
ня мРНК генов CD39/CD73/A2AR сигнального 
пути свидетельствует об активации метаболизма 
аденозина, что согласуется с данными литерату-
ры о высоком по сравнению с нормой содержа-
нии аденозина в плазме больных ЯК [2, 10]. Об-
наруженная нами тесная корреляция экспрессии 
генов ENTPD1 и NT5E, ENTPD1 и ADORA2A в 
ЛПК здоровых людей свидетельствует об их вза-
имной связи в нормальных физиологических ус-
ловиях. 

Эктонуклеотидазы CD39 и CD73 экспрес-
сируются многими типами клеток. Экспрессия 
CD39 характеризует иммуносупрессорные Treg-
клетки, к которым также относят и FoxP3+RORy+ 
supTh17 клетки, которые обнаруживают в боль-
шом количестве в слизистой кишечника [17]. 
Разнообразие супрессорных Т-клеток в барьер-
ных тканях необходимо для поддержания им-
мунологической толерантности, в частности к 
пищевым антигенам и антигенам микрофлоры. 

Экспериментальные исследования на мышиных 
моделях демонстрируют защитную роль сверх-
экспрессии ENTPD1 [6, 24]. У больных ВЗК от-
мечается сниженное количество supTh17-клеток 
во фракции мононуклеаров периферической 
крови и в собственной пластинке слизистой 
кишечника, а также CD39-экспрессирующих 
CD4+CD25+CD127loFoxP3+Treg-клеток на пе-
риферии [12, 17]. Кроме того, исследование 
Libera и соавт. [15] показало снижение количе-
ства еще одной защитной популяции клеток – 
CD39+ γδТ- клеток у больных с ВЗК. С другой 
стороны, при ВЗК отмечено увеличение других 
CD39+ клеток. Так, в собственной пластике ки-
шечника пациентов с ВЗК количество CD39+ 
клеток в популяции FoxP3-T-лимфоцитов ока-
залось выше, чем у здоровых людей [18]. Число 
активированных CD4+Th и цитотоксических 
CD8+Т-клеток положительно коррелировало у 
больных ВЗК [15]. Наши данные не выявили свя-
зи уровня мРНК генов ENTPD1 с FOXP3 и RORγ, 
что свидетельствует о большем вкладе в экспрес-
сию ENTPD1 других клеточных популяций ЛПК. 

Согласно данным литературы, повышенная 
экспрессия гена NT5E и увеличение количества 
CD73+ клеток при ЯК наблюдается как в перифе-
рической крови, так и в тканях кишечника [8]. Од-
нако усиление экспрессии CD73 часто связывают 
с негативным эффектом при ВЗК. Блокада CD73 
ингибирует экспрессию провоспалительных ци-
токинов, но способствует выработке противовос-
палительных цитокинов в макрофагах [26]. In vivo 
блокада CD73 заметно облегчала колит, вызван-
ный DSS, у мышей, что характеризовалось сни-
жением потери веса, снижением частоты диареи 
и уменьшением количества кровавого стула [26]. 
Периферические CD73+CD4+Т-клетки при ВЗК 
были обогащены IL-17A-продуцирующими 
клетками [8]. Вероятно, повышенный уровень 
CD73 при ЯК характерен для провоспалительных 
Т-клеток, о чем также свидетельствует выявлен-
ная в нашем исследовании тесная связь между 
уровнем транскриптов гена NT5E и гена RORγ. 

Заключение
Таким образом, повышение транскрипцион-

ной активности генов FOXP3 и RORγ, кодиру-
ющих маркеры T-регуляторных лимфоцитов и 
эффекторных Th17-клеток у больных ЯК, сви-
детельствует о том, что патологический процесс 
при ЯК сопровождается изменением экспрессии 
этих генов. Кроме этого, показано, что при ЯК 
происходит активация CD39/CD73/A2AR сиг-
нального пути, что согласуется с наблюдаемой 
нами повышенной экспрессией генов эктону-
клеатидаз ENTPD1, NT5E и рецептора аденозина 
ADORA2A у больных, находящихся на базисной 
терапии производными 5-АСК. 
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ВЛИЯНИЕ ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНОВ DEFB1-20G>A 
И DEFB1-52G>A НА УРОВЕНЬ ДЕФЕНЗИНА БЕТА 1 
(DEFB1) У ПАЦИЕНТОВ ПРИЗЫВНОГО ВОЗРАСТА С 
ВНЕБОЛЬНИЧНЫМИ ПНЕВМОНИЯМИ
Загалаев Б.Т., Мироманова Н.А., Мироманов А.М.
ФГБОУ ВО «Читинская государственная медицинская академия» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Чита, Забайкальский край, Россия

Резюме. Цель исследования – установить влияние полиморфизма гена DEFB1-20G>A и гена 
DEFB1-52G>A на экспрессию DEFВ1 у пациентов призывного возраста с развитием внебольничных 
пневмоний. Проведено обследование 160 неродственных пациентов призывного возраста (18-20 лет) 
европеоидной расы. Первая группа (n = 80) – пациенты с COVID-19-инфекцией, осложненной нетя-
желой пневмонией (n = 40) и тяжелой пневмонией (n = 40). Вторая группа – клинического сравнения 
(n = 80) – пациенты с острой респираторной инфекцией (ОРИ) негриппозной этиологии, ослож-
ненной нетяжелой пневмонией (n = 40) и тяжелой пневмонией (n = 40). Контрольная группа – 86 
практически здоровых мужчин аналогичного возраста. Критерии исключения: наличие родственных 
связей; пациенты с острой и/или хронической сопутствующей патологией. Методы исследования: 
клинические; лабораторные (иммунологический – определение DEFВ1 с помощью набора реакти-
вов ELISA Cloud-Clone Corp. (США); генетический (полиморфизм гена DEFB1-20G>A, гена DEFB1-
52G>A) – в работе использовались стандартные наборы праймеров НПФ «Литех»-«SNP» (Москва); 
инструментальные (компьютерная томография). Исследования осуществляли при поступлении в 
стационар. Статистическая обработка результатов исследования проводилась с помощью пакета про-
грамм IBM SPSS Statistics Version 25.0 (IBM, США). Установлено преобладание -20А- аллелей и гено-
типов -20А/А и -52А/А генов DEFB1 у пациентов с развитием тяжелой пневмонии на фоне COVID-
19-инфекции. Отмечено увеличение содержания DEFB1 в группе с COVID-19-инфекцией в 1,1 раза 
по сопоставлению с группой ОРИ и в 1,5 раза – с группой контроля. Изменение уровня DEFВ1 в 
зависимости от тяжести течения внебольничной пневмонии также характеризуется его повышением 
в 1,7 раза в группе с тяжелым течением на фоне COVID-19-инфекции и в 1,2 раза у больных с ОРИ. 
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Концентрация DEFB1 значимо повышается при носительстве генотипа -20А/А и генотипа -52А/А 

гена DEFВ1. У пациентов призывного возраста с внебольничными пневмониями регистрируется по-

вышение концентрации DEFВ1 с наибольшими значениями в группе с тяжелыми пневмониями при 

COVID-19. Носительство генотипа -20А/А и генотипа -52А/А гена DEFВ1 способствует увеличению 

содержания DEFВ1. Наличие -20А- аллелей и генотипов -20А/А и -52А/А генов DEFB1 ассоции-

ровано с тяжелым течением внебольничных пневмоний у пациентов призывного возраста на фоне 

COVID-19-инфекции.

Ключевые слова: внебольничные пневмонии, COVID-19, призывной возраст, полиморфизм, гены, дефензины

EFFECTS OF THE DEFB1-20G>A AND DEFB1-52G>A GENE 
POLYMORPHISM ON THE LEVEL OF BETA 1 DEFENSIN 
(DEFB1) IN YOUNG ADULTS WITH COMMUNITY-ACQUIRED 
PNEUMONIAS 
Zagalaev B.T., Miromanova N.A., Miromanov A.M.
Chita State Medical Academy, Chita, Transbaikal region, Russian Federation

Abstract. The purpose of the present study was to evaluate the effect of DEFB1-20G>A and the DEFB1-

52G>A gene polymorphisms on the expression of DEFB1 in military-age patients with a history of community-

acquired pneumonia. A survey of 160 unrelated patients of military age (18-20 years), Caucasian origin was 

carried out. The first group (n = 80) included the patients with COVID-19 infection complicated by mild 

pneumonia (n = 40) and severe pneumonia (n = 40). The second group was taken for clinical comparison 

(n = 80) included the patients with acute respiratory infection (ARI) of non-influenza etiology, complicated 

by mild pneumonia (n = 40) and severe pneumonia (n = 40). The control group consisted of 86 practically 

healthy men of the same age. Exclusion criteria were as follows: presence of family relations; patients with 

acute and/or chronic concomitant pathology. Research methods included clinical laboratory techniques 

(immunological testing of DEFB1 using a set of ELISA reagents Cloud-Clone Corp. (USA); genetic 

(polymorphism of the DEFB1-20G>A gene, DEFB1-52G>A gene) with standard primer sets of Litech-SNP 

(Russia); instrumental examination (computed tomography). The studies were carried out upon admission 

to the hospital. Statistical evaluation was carried out using the IBM SPSS Statistics Version 25.0 software 

package (IBM, USA). Predominance of -20A- alleles and genotypes was established -20A/A and -52A/A of 

the DEFB1 gene variants in the patients with development of severe pneumonia associated with COVID-19 

infection. There was an increase in the DEFB1 content in the group with COVID-19 infection by 1.1 times 

compared with the ARI group, and a 1.5-fold increase against the control group. The changed levels of DEFВ1 

associated with severity of community-acquired pneumonia were also characterized by its 1.7-fold increase 

in the group with a severe clinical course in presence of COVID-19 infection, and by 1.2 times in patients 

with ARI. The DEFB1 concentration increases significantly in the carriers of DEFB1 -20A/A and -52A/A 

genotypes. In patients of military age with community-acquired pneumonia, an increased concentration of 

DEFВ1 is registered, with highest values observed in the group with severe pneumonia due to COVID-19. 

Carriage of -20A/A and -52A/A genotypes of DEFB1 gene is associated with increased contents of DEFB1. 

Presence of -20A alleles, -20A/A, and -52A/A genotypes of the DEFB1 genes is associated with severe 

community-acquired pneumonia associated with COVID-19 infection in patients of military age.

Keywords: community-acquired pneumonia, COVID-19, conscription age, polymorphism, genes, defensins
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Введение
Актуальность внебольничных пневмоний на 

современном этапе гражданской и военной ме-
дицины определяется высоким уровнем заболе-
ваемости среди пациентов призывного возрас-
та, тяжестью клинического течения, длительной 
утратой трудоспособности, склонностью к эпи-
демическому распространению и увеличиваю-
щимися летальными исходами на фоне эпиде-
мий [2, 6].

Военный призыв является мощным стрессор-
ным фактором, который может приводить к раз-
витию синдрома хронического адаптационного 
перенапряжения и, как следствие, к дисбалансу 
различных систем организма, в том числе и им-
мунной системы [5]. 

Врожденный иммунитет служит первой лини-
ей защиты, обеспечивая начальный барьер для 
микроорганизмов и запуская антигенспецифи-
ческие реакции. Считается, что антимикробные 
пептиды являются эффекторами врожденного 
иммунитета благодаря их антибиотической ак-
тивности и прямому уничтожению микроорга-
низмов [15].

Антимикробные пептиды являются древним 
средством защиты организма. Несмотря на эво-
люцию адаптивного иммунитета, люди и другие 
млекопитающие экспрессируют различные клас-
сы антимикробных пептидов как важнейший 
компонент врожденного иммунитета. Одним 
из наиболее широко экспрессируемых классов 
антимикробных пептидов человека являются 
дефензины. Дефензины представляют собой не-
большие (18-45 остатков), катионные (от +2 до 
+11 суммарного заряда) и амфипатические пеп-
тиды, которые образуют консервативную трех-
мерную структуру, состоящую преимущественно 
из β-слоев, стабилизированных тремя дисуль-
фидными связями. Дефензины позвоночных 
могут быть дополнительно подразделены на ос-
нове структуры и дисульфидной связности на α-, 
β- и θ-дефензины. β-дефензины секретируются 
почти исключительно эпителием легких и явля-
ются предками α-дефензинов, которые, в свою 
очередь, являются предками θ-дефензинов. Эта 
эволюционная взаимосвязь частично объясня-
ет широкое распространение генов β-дефензина 
среди видов при все более ограниченном распре-
делении генов α- и θ-дефензина [8].

В связи с пандемией COVID-19 большое ко-
личество научных работ уделяется изучению роли 
генетического полиморфизма различных белков, 
в том числе и участвующих в патогенетических 

механизмах осложненного течения вирусных за-
болеваний, однако влияние полиморфизма гена 
DEFB1 при течении внебольничных пневмоний 
у пациентов призывного возраста не достаточно 
отображено в отечественной и зарубежной лите-
ратуре, что и явилось целью нашего исследова-
ния. 

Цель исследования – изучить влияние по-
лиморфизма гена DEFB1-20G>A и гена DEFB1-
52G>A на экспрессию DEFВ1 у пациентов при-
зывного возраста с развитием внебольничных 
пневмоний.

Материалы и методы
В работе с обследуемыми лицами соблюдались 

этические принципы, предъявляемые Хельсинк-
ской декларацией Всемирной медицинской ас-
социации (World Medical Association Declaration 
of Helsinki 1964, 2013 – поправки) и «Правилами 
клинической практики в Российской Федера-
ции», утвержденными Приказом Минздрава РФ 
от 19.06.2003 г. № 266.

Проведено клиническое обследование 160 не-
родственных пациентов русской национальности 
в возрасте 18-20 лет с внебольничными пневмо-
ниями. Исследования проводились в период с 
2020 по 2023 г. в НИИ «Молекулярная медицина» 
при ФГБОУ ВО «Читинская государственная ме-
дицинская академия» Минздрава России, кли-
нико-диагностической лаборатории и инфекци-
онном отделении ВГУЗ «321 Окружной военный 
клинический госпиталь» (г. Чита). 

Первая группа представлена 80 пациентами 
призывного возраста с COVID-19-инфекцией, 
осложненной нетяжелой пневмонией (n = 40) и 
тяжелой пневмонией (n = 40). Вторая группа – 
клинического сравнения (n = 80) – пациенты 
призывного возраста с острой респираторной 
инфекцией (ОРИ) негриппозной этиологии, ос-
ложненной нетяжелой пневмонией (n = 40) и тя-
желой пневмонией (n = 40). Контрольную группу 
составили 86 практически здоровых мужчин при-
зывного возраста, сопоставимые по месту про-
живания и национальности. 

Критерии исключения: наличие родственных 
связей; пациенты с острыми и/или хронически-
ми сопутствующими заболеваниями, другими 
патологическими состояниями/травмами. Кро-
ме того, из исследования исключались пациенты 
и резиденты, получающие противовирусную, ан-
тибактериальную, дезагрегационную и антикоа-
гуляционную терапию перед госпитализацией.
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Формирование групп пациентов проводилось 
согласно клиническим рекомендациям Минз-
драва России. Клинические группы больных с 
внебольничными пневмониями были сопостави-
мы по полу, возрасту, классификационным, диа-
гностическим характеристикам и проводимому 
лечению [1]. 

Этиологическую расшифровку возбудителей 
внебольничных пневмоний осуществляли с по-
мощью ПЦР назофарингиальных мазков и мо-
кроты для обнаружения РНК/ДНК вирусов, бак-
терий, атипичных патогенов [5]. Генетические 
исследования для определения мутации гена 
DEFB1-20G>A и гена DEFB1-52G>A осуществля-
ли, используя набор праймеров «Литех»-«SNP» 
(Россия). Концентрацию DEFВ1 в сыворотке 
крови устанавливали с помощью с помощью на-
бора реактивов ELISA Cloud-Clone Corp. (США). 

Клинические, лабораторные и инструмен-
тальные (КТ) исследования выполняли при по-
ступлении пациентов в стационар. КТ органов 
грудной клетки производилась всем пациентам 
при поступлении в стационар. В последующем, 
с целью динамического наблюдения за течени-
ем инфекционного процесса, исследование вы-
полнялось с интервалом в 10 дней. Протокол 
КТ формировался по стандартным правилам, 
принятым при описании данных, а также с при-
менением стандартизованных экспресс-форм 
протоколов [4]. В условиях большого потока па-
циентов для быстрой оценки изменений в легких 
после проведения КТ использовалась «эмпири-
ческая» визуальная шкала, основанная на визу-
альной оценке примерного объема уплотненной 
легочной ткани в легком с наибольшим пораже-
нием [9]: 1) отсутствие характерных проявлений 
(КТ-0); 2) минимальный объем/распространен-
ность < 25% объема легких (КТ-1); 3) средний 
объем/распространенность 25-50% объема лег-
ких (КТ-2); 4) значительный объем/распростра-
ненность 50-75% объема легких (КТ-3); 5) суб-
тотальный объем/распространенность > 75% 
объема легких (КТ-4).

Статистическая обработка результатов иссле-
дования осуществлялась с помощью пакета про-
грамм IBM SPSS Statistics Version 25.0 (лицензия 
№ Z125-3301-14, IBM, США). При проведении 
статистического анализа авторы руководствова-
лись принципами Международного комитета ре-
дакторов медицинских журналов (ICMJE) и ре-
комендациями «Статистический анализ и методы 
в публикуемой литературе» (SAMPL). Оценка 
нормальности распределения признаков прово-
дилась с помощью W-критерия Шапиро–Уилка. 

Учитывая распределение признаков, отличное от 
нормального, интервальные данные представле-
ны в виде медианы, первого и третьего квартилей 
(Me (Q0,25-Q0,75)). Статистическая значимость раз-
личий показателей между группами оценивалась 
путем определения U-критерия Манна–Уитни 
и уровня значимости p. Во всех случаях р < 0,05 
считали статистически значимым. Оценка ста-
тистической значимости различий номинальных 
показателей исследования проводилась с исполь-
зованием критерия χ2 Пирсона. Зависимость от-
носительных показателей оценивалась путем 
сравнения полученного значения критерия χ2 с 
критическим (определяло уровень значимости 
p) [3].

Результаты и обсуждение
Выявляя содержание DEFВ1 в сыворот-

ке крови, отмечено его увеличение в группе с 
COVID- 19-инфекцией в 1,1 раза по сопоставле-
нию с группой ОРИ и в 1,5 раза – с группой кон-
троля. Изменение уровня DEFВ1 в зависимости 
от тяжести течения внебольничной пневмонии 
также характеризуется его повышением в 1,7 раза 
в группе с тяжелым течением на фоне COVID-19-
инфекции и в 1,2 раза – у больных с ОРИ. 

Площадь поверхности легкого более 50 м2 со-
стоит из эпителиальных монослоев, которые по-
крывают верхние и нижние дыхательные пути, 
а также легочные альвеолы. Крупные поверхно-
сти эпителия постоянно подвергаются воздей-
ствию частиц, загрязняющих веществ, микробов, 
вирусов. Различные подмножества легочного 
эпителия обладают своими уникальными про-
тивомикробными и противовирусными меха-
низмами [11, 15]. Однако патогены разработали 
множество приспособлений, позволяющих избе-
жать различных механизмов резистентности эпи-
телия. Уничтожение вторгшегося патогена явля-
ется наиболее эффективной стратегией, однако 
основная цель эпителия – пережить инфекцию. 
Чтобы избежать ненужного воспалительного по-
вреждения, которое может быть неизбежным 
следствием уничтожения патогена, эпителий хо-
зяина переносит симбионтные микробы или ко-
лонизирующие патогены, которые присутствуют 
в более высокой плотности, особенно в верхних 
дыхательных путях [10]. Для поддержания статуса 
колонизации этими патогенами требуется соот-
ветствующий уровень активного эпителиального 
иммунитета. Любое нарушение эпителиального 
иммунитета может привести к инфекции, вызван-
ной колонизирующими патогенными микроор-
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ганизмами, как это наблюдается, например, при 
гриппозной инфекции. Повышенная восприим-
чивость к гриппу обусловлена множеством меха-
низмов, включая повреждение эпителиального 
барьера, повышенное микронутриентное пита-
ние из-за гибели клеток и снижение содержания 
сурфактантных белков. Другие колонизирующие 
патогены демонстрируют сходные механизмы за-
ражения после гриппа, когда колонизирующие 
патогены часто связаны с заболеванием [15]. На-
пример, K. pneumoniae в легких часто вызывают 
очень ограниченную раннюю воспалительную 
реакцию, и она успешно распространяется по ор-
ганам, прежде чем вызвать устойчивую воспали-
тельную реакцию. Таким образом, при контакте 
макроорганизма с патогеном происходит значи-
тельное повышение уровня антимикробных пеп-
тидов, в том числе и DEFB1 [15]. 

Исследуя встречаемость аллелей и генотипов 
генов DEFB1-20G>A, DEFB1-52G>A у больных с 

развитием внебольничных пневмоний, установ-
лено преобладание -20А- аллелей и генотипов 
-20А/А и -52А/А генов DEFB1 у пациентов с раз-
витием тяжелой пневмонии на фоне COVID-19-
инфекции, что может свидетельствовать об их 
влиянии на неблагоприятное течение воспали-
тельного процесса и высокий риск развития тя-
желой пневмонии у пациентов призывного воз-
раста (OR = 1,69 (0,99-2,89); 4,06 (2,32-7,11); 3,53 
(1,58-7,87) и 6,56 (2,85-15,11) соответственно, 
р < 0,001).

Установлено, что ген DEFB1 расположен 
в хромосоме 8p22 и состоит из двух экзонов. 
Первый экзон кодирует богатую лейцином по-
следовательность – Pro и сигнал. Второй экзон 
кодирует зрелый пептид. Полиморфизмы этого 
гена могут встречаться в разных участках 50 не-
кодирующих областей первого экзона, вклю-
чая -52G>A (rs1799946), -44C>G (rs1800972) и 
-20G>A (rs11362) [7, 13]. При исследованиях ча-

ТАБЛИЦА 1. СОДЕРЖАНИЕ DEFВ1 В СЫВОРОТКЕ КРОВИ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ГЕНОТИПА SNP, Me (Q0,25-Q0,75), нг/мл

TABLE 1. CONTENT OF DEFВ1 IN THE BLOOD SERUM DEPENDING ON THE SNP GENOTYPE, Me (Q0.25-Q0.75), ng/mL

Контроль
Control
(n = 86)

COVID-19 
(n = 80)

ОРИ 
Аcute respiratory infection 

(n = 80)

DEFB1-20G>A

Генотип 
Genotype G/G

1,86 (1,43-2,45) 
(n = 37)

2,73 (2,31-3,84) 
(n = 36)

2,31 (2,13-2,90) 
(n = 38)

Генотип 
Genotype G/A

2,12 (1,62-2,47) 
(n = 30) 
р = 0,465

2,41 (2,16-2,52) 
(n = 16)
p = 0,042

2,46 (2,34-2,65) 
(n = 24)
p = 0,443

Генотип 
Genotype A/A

1,67 (1,12-2,45) 
(n = 19) 
р = 0,417 

р1 = 0,139

3,96 (2,71-4,91) 
(n = 28)
p = 0,001 

р1 = 0,0001

3,32 (2,86-3,41) 
(n = 18)
p = 0,002

р1 = 0,0001

DEFB1-52G>A

Генотип 
Genotype G/G

1,63 (1,23-2,13) 
(n = 48)

2,62 (2,24-3,81) 
(n = 38)

2,37 (2,09-2,92) 
(n = 42)

Генотип 
Genotype G/A

1,86 (1,57-2,13) 
(n = 22) 
р = 0,136

2,52 (2,42-4,90) 
(n = 12)
p = 0,356

2,35 (2,30-2,75) 
(n = 16)
p = 0,638

Генотип 
Genotype A/A

2,61 (2,48-2,66) 
(n = 16) 
р = 0,0001 

р1 = 0,0001

3,84 (2,83-4,71) 
(n = 30) 
р = 0,0001 

р1 = 0,0001

2,93 (2,48-3,21) 
(n = 22)
p = 0,01

р1 = 0,003

Примечание. p – статистическая значимость различий с генотипом G/G при р ≤ 0,05; p1 – статистическая значимость 
различий с генотипом G/A при р ≤ 0,05.

Note. p, statistical significance of differences with normal homozygous at p ≤ 0.05; p1, statistical significance of differences with 
heterozygosity at p ≤ 0.05.
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стоты носительства SNP гена DEFB1 у пациентов 
выявлено значительное преобладание генотипа 
GG DEFB1 (-20G/A по сравнению с контрольной 
группой, а также аллеля G, который увеличивал 
вероятность возникновения патологии пример-
но в 60 раз. Однако в контрольной группе ав-
торы продемонстрировали, что генотип DEFB1 
(-20G/A) AA и аллель A были значительно часты-
ми и считались защищающими [13, 14]. В нашем 
исследовании не отмечено ни одного летального 
случая течения тяжелых пневмоний, кроме того, 
оценивая изменения в легких после проведения 
КТ по визуальной шкале, площадь поражения не 
превышала значений КТ-2, что также может го-
ворить о протекторном эффекте -20А- аллелей и 
генотипов -20А/А и -52А/А генов DEFB1. 

Определяя влияние генотипов исследуемых 
полиморфизмов генов на уровень DEFВ1, отме-
чено статистически значимое его увеличение при 
носительстве генотипа -20А/А и -52А/А (табл. 1). 

Установленные нами закономерности экспрес-
сии согласуются с данными Ochoa-Ram rez L.A.  
и соавт., которые исследовали 171 мексиканского 
пациента с витилиго. Они обнаружили, что кон-
центрации DEFВ1 у пациентов с носительством 
генотипа GG были ниже [12].

Вирусная инфекция также может индуциро-
вать экспрессию дефензина. Например, рино-
вирус человека индуцирует DEFВ2 в первичных 
культурах эпителиальных клеток человека. Хотя 
DEFВ2 не оказывает прямого противовирусно-
го действия на вирус, у людей, инфицированных 
риновирусом человека, наблюдались повышен-
ные уровни DEFВ2 при промывании носа, что 
позволяет предположить релевантность результа-
тов in vitro физиологическим. При внутривенном 
инфицировании культивируемых мононуклеар-
ных клеток периферической крови экспрессия 
DEFВ1 увеличивается в моноцитах и дендритных 
клетках. Многие вирусные патогены индуцируют 
экспрессию DEF в слизистой оболочке верхних 
и нижних дыхательных путей, что может играть 
важную роль в инициировании противовирусно-
го ответа [8].

Иммуномодулирующая активность дефензи-
нов также наблюдалась в исследованиях вирус-
ного патогенеза in vivo. Снижение выживаемости 
мышей с нокаутом DEFВ1, инфицированных 
вирусом, коррелировало с повышенной инфиль-
трацией иммунных клеток и периваскулярным 
отеком по сравнению с контрольными мыша-
ми. Эквивалентные вирусные нагрузки в легких 
мышей обоих генотипов позволяют предполо-
жить, что основным эффектом в этой модели 

является иммуномодулирующий, а не непосред-
ственно противовирусный. Мыши, инфициро-
ванные коронавирусом с тяжелым острым ре-
спираторным синдромом и получавшие лечение, 
продемонстрировали снижение патологии лег-
ких и увеличение выживаемости по сравнению 
с контрольной группой, не получавшей лечения. 
Зафиксировано, что лечение приводило не к 
снижению титров вируса, а скорее к более ран-
нему увеличению цитокинов. Также терапия не 
оказывала прямого влияния на коронавирусную 
инфекцию с тяжелым острым респираторным 
синдромом in vitro. Оба исследования являются 
примерами косвенного воздействия дефензи-
нов на вирусный патогенез, однако необходимы 
дальнейшие исследования, чтобы понять, какая 
из иммуномодулирующих или других активно-
стей дефензинов преобладает in vivo [8].

Большая часть нашего понимания противо-
вирусной активности дефензина основана на 
анализах in vitro, в которых очищенный дефензин 
смешивают с вирусами, бактериями или клетка-
ми млекопитающих. Однако это не дает точного 
представления о том, что происходит in vivo. Не-
обходимо уделять больше внимания элементам 
естественно секретируемых дефензинов, их ком-
бинациям, которые встречаются в определенных 
анатомических локализациях, и взаимодействию 
между дефензинами и окружающей средой, ко-
торые могут изменять их активность [8]. 

Таким образом, дефензины играют решаю-
щую роль в реакции хозяина на инфекцию, не-
посредственно взаимодействуя с вирусов и путем 
модуляции врожденных и адаптивных иммунных 
реакций. Хотя дефензины были широко изуче-
ны, многие открытые вопросы все еще остаются. 

Выводы
1. У пациентов призывного возраста с вне-

больничными пневмониями регистрируется по-
вышение концентрации DEFВ1 с наибольшими 
значениями в группе с тяжелыми пневмониями 
при COVID-19. 

2. Носительство генотипа -20А/А и геноти-
па -52А/А гена DEFВ1 способствует увеличению 
содержания DEFВ1. 

3. Наличие -20А- аллелей и генотипов 
-20А/А и -52А/А генов DEFB1 ассоциировано с 
тяжелым течением внебольничных пневмоний у 
пациентов призывного возраста на фоне COVID-
19-инфекции.
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АНАЛИЗ СОДЕРЖАНИЯ РАСТВОРИМОГО 
ТРОМБОМОДУЛИНА В СЫВОРОТКЕ КРОВИ У ПАЦИЕНТОВ 
С ФИБРИЛЛЯЦИЕЙ ПРЕДСЕРДИЙ НЕКЛАПАННОГО 
ГЕНЕЗА В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ПОЛА
Огуркова О.Н., Суслова Т.Е., Лугачева Ю.Г., Драгунова М.А., 
Ситкова Е.С., Баталов Р.Е.
Научно-исследовательский институт кардиологии – филиал ФГБНУ «Томский национальный 
исследовательский медицинский центр Российской академии наук», г. Томск, Россия

Резюме. Исследования последних лет демонстрируют повышенный интерес к разработке новых 
лабораторных методов оценки риска возникновения ТЭО при фибрилляции предсердий. Одним из 
биомаркеров, проявляющим важные противовоспалительные, антикоагулянтные и антифибрино-
литические свойства и участвующим в поддержании сосудистого гомеостаза, является растворимый 
тромбомодулин (sTM). 

Цель – исследование содержания растворимого тромбомодулина в сыворотке крови у больных с 
фибрилляцией предсердий неклапанного генеза, получающих антикоагулянтную терапию и имею-
щих в анамнезе тромботические осложнения и пациентов с фибрилляцией предсердий без тромбо-
тических осложнений.

В исследование были включены 60 пациентов, старше 18 лет с диагнозом «фибрилляция пред-
сердий», верифицированным на основании клинических рекомендаций, получающих антикоагу-
лянтную терапию. Из них у 21 пациента произошло развитие тромботических осложнений (ТО) на 
фоне адекватной антикоагулянтной терапии, а также в исследование было включено 22 здоровых до-
бровольца. Исследование растворимого тромбомодулина (нг/мл) проводилось методом иммунофер-
ментного анализа с использованием оборудования ЦКП «Медицинская геномика» Томского НИМЦ. 

Все обследованные пациенты были разделены на 2 группы: группа пациентов с фибрилляцией 
предсердий без тромботических осложнения и группа пациентов с фибрилляцией предсердий с воз-
никшими тромботическими осложнениями. Содержание растворимого тромбомодулина в сыворотке 
крови у пациентов с возникшими тромботическими осложнениями было снижено по сравнению как 
с группой пациентов без ТО, так и с группой практически здоровых добровольцев. Анализ уровня 
sTM у мужчин и женщин в группах пациентов и у здоровых добровольцев показал, что наиболее низ-
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кие значения данного биомаркера в сыворотке крови отмечены у женщин из группы пациентов с 
фибрилляцией предсердий с ТО по сравнению с женщинами из группы пациентов без тромбозов и со 
здоровыми женщинами. Также отмечается сниженное содержание растворимого тромбомодулина у 
мужчин с тромбозами по сравнению со здоровыми мужчинами. Сравнительный анализ уровней sТМ 
у женщин и мужчин во всех группах не выявил статистически значимых различий.

В изученной группе больных с фибрилляцией предсердий неклапанного генеза, получающих ан-
тикоагулянтную терапию, было отмечено снижение растворимого тромбомодулина в подгруппе па-
циентов с возникшими тромботическими осложнениями. 

Ключевые слова: фибрилляция предсердий, растворимый тромбомодулин, тромботические осложнения, воспаление, 
биомаркеры

ANALYSIS OF SOLUBLE THROMBOMODULIN CONTENTS 
IN BLOOD SERUM OF PATIENTS WITH NON-VALVULAR ATRIAL 
FIBRILLATION: GENDER DEPENDENCE
Ogurkova O.N., Suslova T.E., Lugacheva Yu.G., Dragunova M.A., 
Sitkova E.S., Batalov R.E.
Cardiology Research Institute, Tomsk National Research Medical Center, Russian Academy of Sciences Tomsk, Russian 
Federation

Abstract. Recent studies have demonstrated increased interest in development of new laboratory methods 
for assessing the risk of thromboembolic complications in atrial fibrillation. Soluble thrombomodulin 
(sTM) is one of the biomarkers that exhibit important anti-inflammatory, anticoagulant and antifibrinolytic 
properties and are involved in maintenance of vascular homeostasis. Our objective was to study the contents 
of soluble thrombomodulin (sTM) in blood serum of the patients with non-valvular atrial fibrillation receiving 
anticoagulant therapy with a history of thrombotic complications versus a group of patients with atrial 
fibrillation without thrombotic complications. The study included 60 patients over 18 years of age diagnosed 
with atrial fibrillation, which was verified according to clinical recommendations, who received anticoagulant 
therapy. Of this group, 21 patients developed thrombotic complications during adequate anticoagulant therapy. 
22 healthy volunteers were also included into the study. Evaluation of soluble thrombomodulin in blood serum 
was carried out by ELISA technique using the facilities at the Center for Collective Use “Medical Genomics” 
of the Tomsk National Research Medical Center. All the examined patients were divided into 2 groups: a group 
of patients with atrial fibrillation without thrombotic complications (TC), and a group of patients with atrial 
fibrillation who developed TC. The sTM content in blood serum of patients with thrombotic complications 
was reduced, when compared with results obtained in patients without thrombotic complications, and among 
healthy volunteers. Analysis of the sTM level in men and women in groups of patients and in healthy volunteers 
showed that the values of this serum biomarker were lower in female patients with atrial fibrillation and TC, 
when compared with women from the group of patients without TC and with healthy females. Moreover, the 
content of soluble thrombomodulin prove to be reduced in men with thrombosis compared to healthy males. 
A comparative analysis of sTM levels in women and men in all groups did not reveal statistically significant 
differences. In the studied group of patients with non-valvular atrial fibrillation receiving anticoagulant therapy, 
a decrease in sTM levels was noted in the subgroup of patients with TC.

Keywords: atrial fibrillation, thrombosis risk, thrombomodulin levels, blood serum

Введение 
Фибрилляция предсердий (ФП) является од-

ним из наиболее распространенных нарушений 
сердечного ритма [7]. В последние годы достиг-
нут значительный прогресс в выявлении ФП и ее 

лечении. Известно, что фибрилляция предсер-

дий может приводить к протромботическому или 

гиперкоагуляционному состоянию с аномаль-

ным гемостазом, фибринолизом и эндотелиаль-

ной дисфункцией [2]. Повышение летальности, 
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ассоциирующееся с наличием ФП, наблюдается 
практически во всех группах больных: с ишеми-
ческой болезнью сердца, артериальной гипер-
тензией, а также у лиц с изолированной формой 
ФП [10]. Риск развития тромбоэмболических 
осложнений (ТЭО), в том числе ишемического 
инсульта у пациентов с ФП в 5 раз превышает 
таковой у пациентов с синусовым ритмом, по-
этому одним из основных направлений лечения 
пациентов с данным нарушением ритма является 
профилактика ТЭО [1]. Причины значительного 
эмбологенного потенциала фибрилляции пред-
сердий разнообразны и сложны. Пероральные 
антикоагулянты позволяют уменьшить риск ин-
сульта при ФП, однако частота инсультов и пе-
риферических тромбоэмболий на фоне исполь-
зования антикоагулянтов остается достаточно 
высокой. Антитромботическая профилактика 
при фибрилляции предсердий является важной 
задачей для изучения, поскольку проблема ТЭО 
остается не решенной. В последние годы актив-
но изучаются взаимосвязи между тромбозом и 
воспалением, так как известно, что не только 
воспаление сопровождается повышением актив-
ности системы свертывания крови, но и тром-
бообразование в свою очередь приводит к акти-
вации воспаления [3]. Одним из биомаркеров, 
проявляющим важные противовоспалительные, 
антикоагулянтные и антифибринолитические 
свойства и участвующим в поддержании сосуди-
стого гомеостаза, является тромбомодулин (ТМ). 
Тромбомодулин представляет собой интеграль-
ный мембранный белок, рецептор тромбина, 
находящийся на клетках эндотелия кровенос-
ных сосудов и участвующий в системе антикоа-
гуляции, который способствует опосредованной 
тромбином активации протеина С. Помимо ан-
титромботического и антивоспалительного эф-
фекта, тромбомодулин известен своим влиянием 
на клеточную пролиферацию и адгезию. Экс-
прессия ТМ жестко регулируется для обеспече-
ния быстрой и локализованной гемостатической 
и воспалительной реакции на повреждение [14, 
15]. Понимание патофизиологической роли про-
воспалительной и протромботической актива-
ции у пациентов с фибрилляцией предсердий 
способствует изучению биомаркеров в качестве 
метода индивидуальной оценки риска возник-
новения тромбоэмболических осложнений. Био-
маркеры являются надежным, безопасным и объ-
ективным средством лабораторной диагностики, 
контроля коррекции лечения, прогнозирования 
и стратификации риска развития ТЭО. Исследо-
вания последних лет демонстрируют повышен-
ный интерес к разработке новых лабораторных 

методов оценки риска возникновения ТЭО. Од-
нако среди достаточно большого количества био-
маркеров пока ни один не удовлетворяет усло-
виям чувствительного специфичного маркера в 
оценке вероятности развития ТЭО у пациентов с 
фибрилляцией предсердий неклапанного генеза, 
получающих антикоагулянтную терапию. 

Цель исследования – исследование содержа-
ния растворимого тромбомодулина в сыворотке 
крови у больных с фибрилляцией предсердий не-
клапанного генеза, получающих антикоагулянт-
ную терапию и имеющих в анамнезе тромботи-
ческие осложнения и пациентов с фибрилляцией 
предсердий без тромботических осложнений.

Материалы и методы
Проводимое клиническое исследование яв-

ляется одноцентровым проспективным не-
рандомизированным наблюдательным и реа-
лизовано на базе Научно-исследовательского 
института кардиологии г. Томска. В исследова-
ние были включены 60 пациентов старше 18 лет 
с диагнозом «фибрилляция предсердий», вери-
фицированным на основании клинических ре-
комендаций (рекомендации ESC 2020 по диа-
гностике и лечению фибрилляции предсердий), 
подтвержденным по ЭКГ, суточном монитори-
ровании ЭКГ, получающих антикоагулянтную 
терапию. Из них у 21 пациента (35%) произошло 
развитие тромботических осложнений на фоне 
адекватной антикоагулянтной терапии. Не вклю-
чались пациенты с противопоказаниями к при-
ему антикоагулянтов / нерегулярной терапией, 
с хронической сердечной недостаточностью со 
снижением фракции выброса левого желудоч-
ка менее 40% и значительной дилатацией поло-
стей сердца; клапанной патологией сердца; бе-
ременные или женщины детородного возраста, 
планирующие беременность на время проведе-
ния исследования, а также недееспособные па-
циенты по психоневрологическим состояниям. 
Все пациенты находились на постоянной тера-
пии антикоагулянтами в рекомендованной дозе. 
Приверженность пациентов к лечению оценива-
лась путем интервьюирования и анализа МНО. 
Группой сравнения были здоровые добровольцы 
(n = 22) без указаний на тромбозы в анамнезе и 
терапию антикоагулянтами, сердечно-сосуди-
стую патологию и коморбидные состояния, со-
пряженные с синдромом гиперкоагуляции. При 
наличии показаний и при отсутствии противопо-
казаний – проводилось эндокардиальное ЭФИ 
и РЧА с использованием нефлюороскопической 
навигационной системы CARTO 3 EP (Biosense 
Webster, США). Все пациенты и здоровые добро-
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вольцы дали свое письменное информированное 
согласие на включение в исследование. Иссле-
дование растворимого тромбомодулина (sTM) 
(нг/ мл) проводилось методом иммунофермент-
ного анализа с помощью диагностических набо-
ров фирмы Biomedica GmbH (Австрия), с исполь-
зованием оборудования Центра коллективного 
пользования «Медицинская геномика» Томского 
НИМЦ. Статистическую обработку полученных 
результатов проводили с помощью пакета про-
грамм Statistica 10.0 (StatSoft Inc., США). Количе-
ственные данные представлены в виде медианы 
(Ме) и процентилей (Q0,25-Q0,75), качественные 
признаки – в виде n, % (число больных с данным 
признаком, доля от их количества в группе). Ста-
тистическую значимость различий между двумя 
независимыми количественными переменными 
оценивали, используя U-критерий Манна–Уит-
ни (Mann–Whitney). Статистически значимыми 
считали различия при p < 0,05. Для проведения 
корреляционного анализа был использован ко-
эффициент ранговой корреляции Спирмена 
(Spearman R).

Результаты и обсуждение
Все обследованные пациенты были разделены 

на группы: группа I – пациенты с фибрилляцией 
предсердий без тромботических осложнения, 
группа II – пациенты с фибрилляцией пред-
сердий с возникшими тромботическими ос-
ложнениями. Далее группы были разделены по 
половому признаку – группа A – женщины и 
группа B – мужчины. Пациенты исследуемых 
групп были сопоставимы по возрасту, полу, 
функциональному классу ХСН, наличию ИБС, 
артериальной гипертензии. Основные клинико-
анамнестические параметры пациентов иссле-
дуемых групп представлены в таблице 1. Среди 
всех включенных в исследование пациентов 
тромботические осложнения при ФП без 
поражения клапанного аппарата сердца были 
следующие: тромбоз ушка левого предсердия 
отмечен у 10 пациентов (17%), спонтанное 
эхоконтрастирование II и более степени у 5 
больных (8,3%), кардиоэмболический инсульт – 
у 3 пациентов (5%), тромбоз периферических 
артерий (1 (2%), тромбоз на электродах ЭКС (2 
(4%)). Пациенты исследуемых групп также были 
сопоставимы по частоте применения основных 
групп лекарственных препаратов. Принимаемая 
терапия на момент включения в исследование 
соответствовала современным рекомендациям 
и включала в себя стандартную общепринятую 
антиаритмическую и антикоагулянтную терапию, 
а также терапию основного сердечно-сосудистого 

заболевания (бета-адреноблокаторы, статины, 
ингибиторы ангиотензинпревращающего фер-
мента, диуретики), подробная характеристика 
представлена в таблице 2. 

Исследование содержания растворимого 
тромбомодулина в сыворотке крови продемон-
стрировало, что медиана содержания sTM у па-
циентов с возникшими тромботическими ос-
ложнениями Ме – 2,09 (1,75-2,4) была снижена 
по сравнению как с группой пациентов без ТО 
Ме – 2,54 (2,01-2,89), так и с группой практиче-
ски здоровых добровольцев Ме – 2,84 (2,3-3,31) 
р ≤ 0,005, данные представлены на рисунке 1. 
С каждым годом появляется все больше данных 
о половых особенностях сердечно-сосудистых 
заболеваний и предрасполагающих к их раз-
витию факторах. На сегодняшний день хорошо 
известно, что мужчины и женщины с фибрил-
ляцией предсердий отличаются по большинству 
клинико-демографических характеристик. Такие 
факторы, как дифференциально экспрессируе-
мые биомаркеры крови у женщин и мужчин мо-
гут играть определенную роль в возникновении 
тромбоэмболических осложнений при фибрил-
ляции предсердий. Исследование содержания 
sTM у мужчин и женщин в группах пациентов и 
у здоровых добровольцев показало, что наиболее 
низкие значения данного биомаркера в сыворот-
ке крови отмечены у женщин из группы пациен-
тов с фибрилляцией предсердий с ТО Ме – 1,91 
(1,80-2,53) по сравнению с женщинами из груп-
пы пациентов без тромботических осложнений 
Ме – 2,65 (1,99-2,92) и со здоровыми женщинами 
Ме – 2,60 (1,83-3,07), р ≤ 0,05. Также отмечается 
сниженное содержание растворимого тромбо-
модулина у мужчин с тромбозами по сравнению 
со здоровыми мужчинами Ме – 2,15 (1,94-2,50) 
и 3,03 (2,55-3,31) соответственно, р ≤ 0,05. Одна-
ко сравнительный анализ уровней растворимо-
го тромбомодулина у женщин и мужчин во всех 
группах больных с фибрилляцией предсердий и у 
здоровых добровольцев не выявил статистически 
значимых различий, данные представлены на ри-
сунке 2. 

Свертывание крови в организме контролиру-
ется несколькими естественными антикоагулянт-
ными системами, которые в норме доминируют 
над прокоагулянтными. Одним из самых важных 
путей в антикоагулянтной системе является путь 
протеина С. Его основными компонентами явля-
ются протеин С, тромбомодулин, рецептор эн-
дотелиальных клеток для протеина С (EPCR) и 
протеин S [15, 16]. Тромбин в каскаде коагуляции 
активирует тромбоциты и превращает кофакторы 
свертывания V и VIII в их активные формы – Va 
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ТАБЛИЦА 1. КЛИНИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПАЦИЕНТОВ С ФИБРИЛЛЯЦИЕЙ ПРЕДСЕРДИЙ

TABLE 1. CLINICAL CHARACTERISTICS OF PATIENTS WITH ATRIAL FIBRILLATION

Параметры
Parameters
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Возраст, годы
Me (Q0,25-Q0,75)
Age, years
Me (Q0.25-Q0.75)

66,5
(61,0-71,0)

56,5
(48,0-64,0)

66,0
(63,0-74,0)

68,0
(60,0-73,0)

Размер левого предсердия, мм
Me (Q0,25-Q0,75)
Left atrium size, mm
Me (Q0,25-Q0,75)

39,0*
(37,0-45,0)

41,0*
(40,0-44,5)

45,5
(40,0-48,0)

47,0
(45,0-50,0)

Форма фибрилляции предсердий
Form of atrial fibrillation, n(%):
пароксизмальная форма 
paroxysmal form
персистирующая форма
persistent form

8 (44,4)

10 (55,6)

10 (47,6)

11 (52,4)

4 (40)

6 (60)

3 (27,3)

8 (72,7)

Артериальная гипертензия, n (%)
Arterial hypertension, n (%) 13 (72,2) 14 (66,7) 2 (20) 1 (9,1)

Ишемическая болезнь сердца, n (%)
Coronary heart disease, n (%) 11 (61,1) 10 (47,6) 5 (50) 9 (81,8)

Функциональный класс СН, n (%)
Functional class of heart failure (NYHA), n (%)
I
II
III

5 (27,8)
9 (50)

–

4 (19,0)
8 (38,1)
2 (9,5)

1 (10)
–
–

1 (9,0)
 4 (36,4) 

–
Тромботические 
осложнения
Thrombotic complications
Тромбоз ушка ЛП, n (%)
Left atrial auricular thrombosis, n (%) – – 2 (20) 8 (72,7)

Спонтанное эхоконтрастирование, n (%)
Spontaneous echocontrasting, n (%) – – 5 (50) -

Тромбоз правого предсердия, n (%)
Right atrial thrombosis, n (%) – – 1 (10) -

Инсульт кардиоэмболический, n (%) 
Cardioembolic stroke, n (%) – – – 3 (27,3)

Тромб на электроде ЭКС, n (%)
Right ventricular electrode thrombus, n (%) – – – 2 (18,2)

Тромбоз периферических артерий, n (%) 
Peripheral artery thrombosis, n (%) – – – 2 (18,2)

Примечание. Данные представлены в виде абсолютного значения (%) и медианы (Me (Q0,25-Q0,75)) для непрерывных 
ненормально распределенных переменных. * – статистическая значимость различий между группами пациентов 
с фибрилляцией предсердий без и с тромботическими осложнениями (p < 0,05).

Note. Data are presented as the % and median (Me (Q0.25-Q0.75)) for continuous non-normally distributed variables. *, statistical 

significance of differences between groups of patients with atrial fibrillation without vs with thrombotic complications (p < 0.05).
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ТАБЛИЦА 2. МЕДИКАМЕНТОЗНАЯ ТЕРАПИЯ ВО ВРЕМЯ ИССЛЕДОВАНИЯ

TABLE2. MEDICATION THERAPY AT THE TIME OF THE STUDY

Параметры
Parameters

Пациенты без тромботических 
осложнений

Группа I 
Patients without thrombotic

complications
Group 1 
(n = 39)

Пациенты с тромботическими 
осложнениями

Группа II 
Patients with thrombotic 

complications
Group 2 
(n = 21)

Антикоагулянтная терапия:
Anticoagulant therapy:
Варфарин, n (%)
Warfarin, n (%)
Ксарелто, n (%)
Xarelto, n (%)
Прадакса, n (%)
Pradaxa, n (%)
Эликвис, n (%)
Eliquis, n (%)

8 (20)

19 (48)

1 (2)

11 (28)

8 (38)

5 (24)

1 (5)

8 (38)

Антиагрегантная терапия:
Antiaggregant therapy:
Аспирин, n (%)
Aspirin, n (%)
Клопидогрель, n (%)
Clopidogrel, n (%)
Нет, n (%)
None, n (%)

–

–

39 (100)

2 (9)

2 (9)

15(71)

Статины, n (%)
Statins, n (%) 33 (85) 13 (85)

Бета-блокаторы, n (%)
Beta-blockers, n (%) 12 (31) 13 (62)

Ингибиторы АПФ
ACE inhibitors 25 (64) 17 (81)

Диуретики
Diuretics 5 (13) 3 (14)

Антиаритмическая терапия:
Antiarrhythmic therapy:
Пропанорм, n (%)
Propanorm, n (%)
Кордарон, n (%)
Cordarone, n (%)
Соталекс, n (%)
Sotalex, n (%)

3 (8)

6 (15)

5 (13)

1 (5)

7 (33)

4 (19)

Примечание. Данные представлены в абсолютном значении, (%).

Note. Data are presented as the absolute value, (%).

и VIIIa. При связывании с тромбомодулином, 
тромбин-тромбомодулиновый комплекс акти-
вирует белок С, который циркулирует в плазме в 
виде профермента и который связывается с про-
теином S и расщепляет факторы коагуляции Va и 
VIIIа. Комплекс тромбин-тромбомодулин также 
способен активировать активируемый тромби-
ном ингибитор фибринолиза (TAFI), который за-
тем противодействует фибринолизу (рис. 3) [15]. 
Тромбомодулин широко экспрессируется на по-

верхности эндотелиальных клеток, и в присут-
ствии цитокинов, активированных нейтрофилов 
и макрофагов, эндотелиальный тромбомодулин 
расщепляется ферментативно, высвобождая рас-
творимые фрагменты, которые циркулируют в 
крови. Растворимый тромбомодулин также ока-
зывает ингибирующее действие на активацию 
тромбоцитов тромбином. Растворимая форма 
тромбомодулина считается маркером поврежде-
ния эндотелия и сохраняет свои антикоагулянт-
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Рисунок 1. Антикоагулянтная роль тромбомодулина 
Примечание. APC-PS – активированный протеин С и протеин S; рецептор эндотелиальных клеток для протеина С (EPCR); 
тромбин в каскаде коагуляции превращает кофакторы свертывания V и VIII в их активные формы – Va и VIIIa. При связывании 
с тромбомодулином тромбин-тромбомодулиновый комплекс активирует белок С, который связывается с протеином S 
и расщепляет факторы коагуляции Va и VIIIа. Комплекс тромбин-тромбомодулин также способен активировать активируемый 
тромбином ингибитор фибринолиза (TAFI), который затем противодействует фибринолизу. 
Figure 1. Anticoagulant role of thrombomodulin
Note. APC-PS, activated protein C and protein S; endothelial cell receptor for protein C (EPCR); thrombin in the coagulation cascade converts 
coagulation cofactors V and VIII into their active forms, Va and VIIIa. When bound to thrombomodulin, the thrombin-thrombomodulin complex 
activates the protein С, which binds to protein S and cleaves coagulation factors Va and VIIIa. The thrombin-thrombomodulin complex is also 
capable of activating a thrombin-activated fibrinolysis inhibitor (TAFI), which then counteracts fibrinolysis.

ные свойства [5, 11, 17]. В норме уровень раство-
римого тромбомодулина колеблется от 3 нг/ мл 
до 50 нг/ мл, при заболеваниях, связанных с по-
вреждением сосудов, уровни растворимого тром-
бомодулина повышаются. Однако данные о со-
держании sTM в сыворотке крови при различных 
сердечно-сосудистых заболеваниях разнятся, 
отмечено как повышение, так и снижение зна-
чения его уровня. Экспрессия и активность ТМ 
подавляются при таких заболеваниях, как острое 
повреждение легких, усугубляющийся тромбоз, 
воспаление и повреждение тканей [4, 6]. В на-
шем исследовании мы получили данные о том, 
что значительно снижен уровень растворимого 
тромбомодулина у пациентов с фибрилляцией 
предсердий и возникшими тромбозами не толь-
ко по сравнению со здоровыми добровольцами, 
но и по сравнению с пациентами с фибрилля-
цией предсердий без тромботических осложне-
ний. Клеточные рецепторы тромбомодулина и 
EPCR являются неотъемлимой частью пути про-

Рисунок 2. Содержание растворимого тромбомодулина 
в сыворотке крови у пациентов с фибрилляцией 
предсердий и здоровых добровольцев
Примечание. * р < 0,05 при сравнении групп пациентов с ФП 
с группой здоровых добровольцев; ** р < 0,05 при сравнении 
групп I и II. 
Figure 2. Content of soluble thrombomodulin in serum in 
patients with atrial fibrillation and healthy volunteers
Note. * p < 0.05 when comparing groups of patients with AF with a 
group of healthy volunteers; ** p < 0.05 when comparing groups I and II.
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Рисунок 3. Сравнительный анализ растворимого тромбомодулина у женщин и мужчин с фибрилляцией 
предсердий и здоровых добровольцев
Примечание. Группа I – пациенты с фибрилляцией предсердий без тромботических осложнения, группа II – пациенты 
с фибрилляцией предсердий с возникшими тромботическими осложнениями; группа А – женщины, группа B – мужчины.  
* р < 0,05 при сравнении групп пациентов с ФП с группой здоровых добровольцев; ** р < 0,05 при сравнении групп I и II.
Figure 3. Comparative analysis of soluble thrombomodulin in women and men with atrial fibrillation and healthy volunteers
Note. Group I, patients with atrial fibrillation without thrombotic complications; group II, patients with atrial fibrillation with thrombotic complications; 
group A, women; group B, men. * p < 0.05 when comparing groups of patients with AF with a group of healthy volunteers; ** p < 0.05 when 
comparing groups I and II.

теина С, способствуя активации ПС. Их рас-
творимые формы sTM и sEPCR, соотвественно, 
также влияют на антикоагулянтный потенциал. 
На сегодняшний день исследований активности 
антикоагулянтного пути протеина С при фи-
брилляции предсердий и при ее различных фор-
мах немного и полученные данные разнятся. Так, 
F. Marin и соавт. установили значительно повы-
шенные уровни sTM в плазме при остром начале 
ФП [12], F. Namino и соавт. не зарегистрировали 
существенных изменений в значениях показа-
теля [14]. Неоднозначны также данные о состо-
янии системы протеина С при персистирующей 
и постоянной ФП [5]. Можно предположить, что 
дефицит sTM является возможным объяснением 
изменений активности протеина С. Снижение 
активности пути протеина С является предпо-
сылкой для нарушения тонкого баланса между 
прокоагулянтными и антикоауглянтными сила-
ми и создания протромботического состояния, 
что приводит к возникновению тромботических 

осложнений у пациентов с фибрилляцией пред-
сердий [9, 13]. 

Заключение
Фибрилляция предсердий может приводить к 

протромботическому и гиперкоагуляционному 
состоянию с аномальным гемостазом, фибри-
нолизом, гиперактивацией тромбоцитов и эндо-
телиальной дисфункцией. В изученной группе 
больных с фибрилляцией предсердий неклапан-
ного генеза, получающих антикоагулянтную те-
рапию и имеющих в анамнезе тромботические 
осложнения и пациентов с фибрилляцией пред-
сердий без тромботических осложнений, было 
обнаружено снижение растворимого тромбо-
модулина, оказывающего противовоспалитель-
ный и антикоагулянтный эффект у пациентов с 
возникшими тромбозами. Повышение уровня 
физиологических антикоагулянтов не приводит 
к кровотечениям, в то время как снижение их со-
держания существенно повышает риск тромбо-
зов.
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РОЛЬ СЕНСИБИЛИЗАЦИИ К АЛЛЕРГЕНАМ ПЫЛЬЦЫ 
БЕРЕЗЫ В РАЗВИТИИ ОБОСТРЕНИЙ АТОПИЧЕСКОГО 
ДЕРМАТИТА У ПАЦИЕНТОВ, ПРОЖИВАЮЩИХ В МОСКВЕ 
И МОСКОВСКОЙ ОБЛАСТИ
Елисютина О.Г.1, 2, Смольников Е.В.1, 2, Литовкина А.О.1, 2, 
Чернушевич Д.Д.1, 2, Феденко Е.С.1
1 ФГБУ «Государственный научный центр “Институт иммунологии”» Федерального медико-биологического 
агентства, Москва, Россия  
2 ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов имени Патриса Лумумбы», Москва, Россия

Резюме. Атопический дерматит (АтД) является хроническим воспалительным заболеванием кожи, 
патогенез которого связан с иммунологическими нарушениями и генетически обусловленными де-
фектами эпидермального барьера. Воздействие аэроаллергенов, в том числе пыльцы растений, игра-
ет важную роль в обострениях и прогрессировании АтД. При контакте с пыльцевыми аллергенами 
у сенсибилизированных индивидуумов активируется T2-иммунный ответ, который характеризуется 
высвобождением цитокинов IL-4, IL-13 и IL-31, стимулирующих продукцию IgE. Это приводит к 
усилению воспаления, улучшению проникновения аллергенов через нарушенный эпидермальный 
барьер, активации кератиноцитов и дендритных клеток, дальнейшему нарушению функции барьера 
кожи и обострению симптомов АтД. В ранее проведенных исследованиях показано, что аллергены 
пыльцы могут прямо воздействовать на эпидермальный барьер, активируя протеолитические фер-
менты, которые разрушают межклеточные соединения в эпидермисе, увеличивая его проницаемость 
для аллергенов и патогенов. В данном исследовании анализируется влияние сенсибилизации к аллер-
генам пыльцы березы на обострение атопического дерматита (АтД) у взрослых пациентов, прожива-
ющих в Москве и Московской области. Пыльца березы является значимым аллергеном, способным 
вызывать обострения аллергических заболеваний, особенно в странах Северного полушария, где бе-
реза широко распространена. В исследование включено 30 взрослых пациентов с АтД, сенсибилизи-
рованных к пыльце березы. Для оценки тяжести заболевания использовали индекс SCORAD, кото-
рый позволяет объединять как объективные показатели состояния кожи, так и субъективные жалобы 
пациентов (зуд, нарушение сна). Аллергологическое обследование проводилось с использованием 
аллергочипа ISAC ImmunoCAP, позволяющего определить уровень специфических IgE-антител к бо-
лее чем 100 аллергенам, включая главный аллерген пыльцы березы – Bet v 1. Анализ результатов по-
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казал, что у большинства пациентов в период цветения березы наблюдалось значительное усиление 
симптомов АтД, что коррелировало с уровнем специфических IgE к Bet v 1. Исследование подчерки-
вает клиническую значимость сенсибилизации к пыльце березы как фактора-триггера обострения 
АтД, подтверждая необходимость анализа сенсибилизации к пыльцевым аллергенам для разработки 
персонифицированных подходов к диагностике и терапии пациентов с АтД. 

Ключевые слова: атопический дерматит, Bet v 1, аллергия на пыльцу березы, иммуноглобулин Е, молекулярная 
аллергодиагностика, аппликационный тест

THE ROLE OF SENSITIZATION TO BIRCH POLEN ALLERGENS 
IN THE DEVELOPMENT OF ACUTE ATOPIC DERMATITIS IN 
PATIENTS LIVING IN MOSCOW AND THE MOSCOW REGION
Elisyutina O.G.a, b, Smolnikov E.V.a, b, Litovkina A.O.a, b, 
Chernuchevich D.D.a, b, Fedenko E.S.a
a National Research Center “Institute of Immunology”, Federal Medical Biological Agency, Moscow, Russian 
Federation  
b P. Lumumba Russian University of Peoples’ Friendship, Moscow, Russian Federation

Abstract. Atopic dermatitis (AD) is a chronic inflammatory skin disease, its pathogenesis is associated 
with immunological disorders and genetically determined defects of the epidermal barrier. Exposure to 
aeroallergens, including pollen, plays a crucial role in the exacerbations and progression of AD. When 
individuals sensitized to pollen allergens come into contact with these allergens, a T2 immune response is 
activated, characterized by the release of cytokines IL-4, IL-13, and IL-31, which stimulate the production 
of IgE. This leads to enhanced inflammation, improved penetration of allergens through the compromised 
epidermal barrier, and activation of keratinocytes and dendritic cells, further impairing the skin barrier function 
and exacerbating AD symptoms. Previous studies have shown that pollen allergens can directly affect the 
epidermal barrier by activating proteolytic enzymes that break down intercellular connections in the epidermis, 
increasing its permeability to allergens and pathogens. This study analyzes the impact of sensitization to 
birch pollen allergens on the AD exacerbation in adult patients living in Moscow and the Moscow region. 
Birch pollen is a significant allergen capable of triggering exacerbations of allergic diseases, especially in 
the Northern Hemisphere countries where birch is widely spread. The study included 30 adult AD patients  
sensitized to birch pollen, and the SCORAD index was used to assess the severity of the disease, combining both 
objective skin condition indicators and subjective patient complaints (itching, sleep disturbance). Allergological 
examination was conducted using the ISAC ImmunoCAP allergochip, allowing for the determination of 
specific IgE levels to more than 100 allergens, including the main birch pollen allergen – Bet v 1. The analysis 
showed that most patients experienced a significant increase in AD symptoms during the birch flowering period, 
correlating with the levels of specific IgE to Bet v 1. The study highlights the clinical significance of sensitization 
to birch pollen as a trigger factor for AD exacerbation, confirming the need to analyze sensitization to pollen 
allergens to develop personalized approaches to the diagnosis and treatment of AD patients.

Keywords: atopic dermatitis, Bet v 1, allergy to birch pollen, immunoglobulin E, molecular allergy diagnostics, patch test
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Введение
Атопический дерматит (АтД) – мультифак-

торное генетически детерминированное хрони-
ческое воспалительное заболевание кожи [1, 15].

Ключевыми патогенетическими механизма-
ми АтД являются генетически обусловленные 
нарушения функции эпидермального барье-
ра, нарушение активация T2-иммунного вос-

паления различными антигенами, а также раз-
витие IgE-специфической сенсибилизация к 
различным аллергенам [1, 6, 15]. АтД часто про-
текает в сочетании с другими аллергическими 
IgE-опосредованными заболеваниями: аллерги-
ческим ринитом, бронхиальной астмой, IgE – 
опосредованной пищевой аллергией. Каждое из 
этих заболеваний имеет сложные иммунологи-
ческие и патофизиологические механизмы раз-
вития, а сочетание АтД с бронхиальной астмой, 
аллергическим ринитом и пищевой аллергией 
обусловлено общими генетическими фактора-
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ми, которые нарушают экспрессию определен-
ных генов, отвечающих за иммунный ответ [13, 
15]. Нарушения регуляции иммунного ответа, 
особенности взаимодействия иммунных клеток, 
тканевая гиперреактивность и ремоделирование 
тканей при хроническом течении АтД опреде-
ляют сложности в изучении патогенетической 
связи АтД и IgE-обусловленной сенсибилизации 
к различным аллергенам. В большинстве слу-
чаев АтД характеризуется поливалентной сенси-
билизацией, и в клинической практике нередко 
бывает затруднительно выявить причинно-зна-
чимые аллергены. Наиболее важную роль в па-
тогенезе АтД играет IgE-зависимая сенсибили-
зация к аэроаллергенам клещей домашней пыли, 
пыльцы растений и пищевым аллергенам [13]. 
Спектр причинно-значимых аллергенов может 
сильно различаться в зависимости от географи-
ческого региона, окружающей среды и предрас-
положенности индивидуума к аллергии. Наибо-
лее частыми причинно-значимыми аллергенами 
являются аэроаллергены пыльцы растений: рас-
пространенность сенсибилизации к аллергенам 
пыльцы в европейских странах достигает 40%; у 
пациентов с аллергическими заболеваниями сен-
сибилизация к пыльцевым аллергенам отмечает-
ся в 30-70% случаев [5, 7]. Одним из важнейших 
аэроаллергенов является пыльца березы: аллер-
гическими заболеваниями, ассоциированными с 
этим аллергеном, страдают более 100 миллионов 
человек во всем мире, преимущественно в стра-
нах Северного полушария, Центральной Европы, 
Северной Америки, центральных частей Азии и 
Австралии [2, 5, 9]. Береза произрастает на всей 
территории Российской Федерации и представ-
ляет собой один из наиболее распространенных 
источников высокоаллергенной пыльцы, явля-
ющейся причиной развития аллергических забо-
леваний [4]. Контакт с пыльцевыми аллергенами 
может ухудшать течение АтД и является важным 
фактором обострений заболевания [3,  5,  6,  9]. 
В исследовании Fölster-Holst R. и соавт. [5] было 
показана положительная корреляция между кон-
центрацией пыльцы в окружающей среде и тяже-
стью обострения АтД у пациентов с сенсибили-
зацией к аллергенам пыльцы березы, при этом 
воспалительное поражение открытых участков 
кожи, контактирующих с пыльцой, более выра-
жено. Аллергены пыльцы могут оказывать пря-
мое повреждающее действие на эпидермальный 
барьер за счет активации протеолитических фер-
ментов [10], а также стимулировать иммунный 
ответ T2-типа ассоциированными с пыльцой 
липидными медиаторами из-за их структурного 
и химического сходства с лейкотриенами и про-
стагландинами [8].

Цель исследования – оценить клиническую 
значимость сенсибилизации к пыльце березы у 

пациентов с атопическим дерматитом, прожива-
ющих в Москве и Московской области.

Материалы и методы
В исследование было включено 30 взрос-

лых пациентов с АтД в возрасте от 18 до 56 лет 
(средний возраст 27,9), 20 женщин и 10 мужчин, 
имеющих сенсибилизацию к аллергенам пыль-
цы березы, которые проживают в Москве и Мо-
сковской области и наблюдались в отделении 
аллергии и иммунопатологии кожи ФГБУ «ГНЦ 
Институт иммунологии» ФМБА России в период 
2022-2023 гг. Диагноз «АтД» был установлен со-
гласно международным и российским согласи-
тельным документам [1,  15]. Для оценки тяжести 
течения заболевания использовали индекс оцен-
ки тяжести АтД – полуколичественную шкала 
SCORAD (severity scoring of atopic dermatitis), ко-
торая объединяет объективные (интенсивность 
и распространенность кожного поражения) и 
субъективные (интенсивность ночного кожного 
зуда и нарушение сна) критерии. Легкая степень 
тяжести атопического дерматита соответствует 
значению SCORAD < 25; средняя степень тяже-
сти соответствует значению SCORAD от 25 до 50; 
тяжелая степень тяжести соответствует значению 
SCORAD > 50 [12]. 

Оценку степени тяжести АтД пациентам про-
водили трижды: до начала сезона цветения бе-
резы (в марте 2023 г.), в период цветения березы 
(в мае 2023 г.) и после окончания сезона цветения 
березы (в июне 2023 г.).

Аллергологическое обследование включало 
cбор аллергологического анамнеза и комплекс-
ное молекулярное аллергологическое обследо-
вание с применением технологии микрочипов 
с иммобилизированными на твердой фазе очи-
щенными природными или рекомбинантными 
компонентами аллергенов (Immuno-Solid phase 
Allergen Chip, ISAC), для количественного опре-
деления sIgE против 112 аллергенных молекул из 
51 источника аллергенов в одном исследовании. 
Уровень аллерген-специфического IgE ≥ 0,3 ISU 
расценивали как положительный результат. При 
этом уровень 0,3-1,0 ISU расценивали как низ-
кий уровень сенсибилизации, от 1 до 15 ISU как 
средний, более 15 ISU – как высокий. 

Все пациенты получали стандартную тера-
пию АтД, топические кортикостероиды или то-
пические ингибиторы кальциневрина в периоды 
обострения, антигистаминные препараты при 
интенсивном кожном зуде, а также ежедневно 
использовали эмоленты. Мы не включали в ис-
следование пациентов, которые получали какую-
либо системную терапию заболевания в период 
наблюдения, в том числе системные кортикосте-
роиды, циклоспорин, дупилумаб.
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Вне сезона цветения и в стадии ремиссии АтД 
всем пациентам проведено кожное аппликацион-
ное тестирование c главным аллергеном пыльцы 
березы – rBet v 1 с целью изучения возможности 
участия Т-клеточно-опосредованных иммунных 
механизмов в развитии кожных симптомов ал-
лергии. 

Аллерген Bet v 1 помещался в патч-камеру ди-
аметром 12 мм (Finn Chambers on Scanpor, Large, 
Epitest Ltd Oy), в качестве вещества-носителя 
применялся вазелин (Unilever). Аппликации ал-
лергена производились на неповрежденную кожу 
спины. В качестве отрицательного контроля при-
менялся вазелин (Unilever). Через 48 часов оце-
нивалась реакция кожи. Оценка положительных 
реакций кожного аппликационного тестирова-
ния проводилась в соответствии с Европейской 
целевой группой по атопическому дерматиту 
(ETFAD) [11, 15]: -, отрицательный результат; 
+/-, только эритема, сомнительная; +, эритема, 
инфильтрация; ++, эритема, несколько папул 
(< 3); +++, эритема, количество папул от 4, но 
меньше, чем много; ++++, эритема, много па-
пул; +++++, эритема, везикулы.

Исследование было одобрено этическим ко-
митетом ФГБУ «ГНЦ Институт иммунологии» 
ФМБА России (протокол № 5 от 18 марта 2021 г.).

Результаты и обсуждение 
В исследование было включено 30 взрос-

лых пациентов с АтД различной степени тяже-
сти: тяжелое течение заболевания выявлено у 13 

(43,3%) пациентов; среднетяжелое – у 8 (26,7%) 
пациентов, легкое – у 9 (30%) пациентов. У 25 
пациентов выявлено наличие сопутствующе-
го аллергического ринита, у 15 – бронхиальной 
астмы. Сенсибилизация к другим группам аллер-
генов выявлена у всех исследуемых пациентов c 
АтД. Наиболее часто выявлялась сопутствующая 
сенсибилизация к аллергенам пыльцы злаковых 
трав – у 16 (53,3%) пациентов, аллергенам кош-
ки – у 22 (73,3%) пациентов, аллергенам клещей 
домашней пыли – у 8 (26,7%), перекрестная пи-
щевая аллергия к одному или более PR-10 белкам 
гомологам Bet v 1 (яблока, лесного ореха, сои, 
арахиса, сельдерея) – у 22 (73,3%) пациентов. 

Клинико-демографическая характеристика па-
циентов представлена в таблице 1. 

Несмотря на хроническое течение АтД, у всех 
пациентов в течение года периоды обострения 
чередуются с периодами относительной ремис-
сии. Учитывая выявленное повышение уровня 
специфических IgE-антител к главному аллерге-
ну пыльцы березы Bet v 1, мы провели объектив-
ную оценку тяжести течения АтД на основании 
индекса SCORAD до, во время и после окончания 
сезона цветения березы. У большинства обследо-
ванных пациентов отмечалось усиление симпто-
мов АтД в сезон цветения березы, что отразилось 
в изменении индекса SCORAD: выявлено до-
стоверное повышение данного индекса в период 
цветения и уменьшение после окончания сезона, 
однако после сезона значения данного индекса 
превышали значения до сезона (рис.  1A). Также 

Рисунок 1. Динамика индекса SCORAD у пациентов с АтД до начала, во время и после окончания сезона цветения 
березы
Примечание. А – медиана индекса у пациентов с АтД до начала, во время и после окончания сезона цветения березы SCORAD. 
Б – корреляция степени тяжести АтД в сезон цветения березы (SCORAD) с уровнем специфческих IgE к Bet v 1. ** – p < 0,01,  
*** – p < 0,001, **** – p < 0,0001. 
Figure 1. Dynamics of the SCORAD index in patients with AD before, during and after the end of the birch pollen season
Note. A, median index in patients with AD before, during and after the end of the SCORAD birch flowering season. B, correlation of the severity 
of AD during the birch flowering season (SCORAD) with the level of specific IgE to Bet v 1. **, p < 0.01; ***, p < 0.001; ****, p < 0.0001. 
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ТАБЛИЦА 1. КЛИНИКО-ДЕМОГРАФИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ГРУППЫ ПАЦИЕНТОВ С АтД РАЗЛИЧНОЙ СТЕПЕНИ 
ТЯЖЕСТИ И СЕНСИБИЛИЗАЦИЕЙ К АЛЛЕРГЕНАМ ПЫЛЬЦЫ БЕРЕЗЫ
TABLE 1. CLINICAL AND DEMOGRAPHIC CHARACTERISTICS OF A GROUP OF ATOPIC DERMATITIS PATIENTS WITH 
SENSITIZATION TO BIRCH POLLEN ALLERGENS

Показатель 
Indicators

Пациенты с АтД и сенсибилизацией 
к аллергенам пыльцы березы

AD patients with sensitization to birch pollen 
allergens

n = 30
Возраст, Me (Q0,25-Q0,75)
Age, Me (Q0.25-Q0.75)

24 (18-31) 

Пол, n (%)
Gender, n (%)
Мужской
Male 10 (33,3)

Женский
Female 20 (66,7)

Тяжесть течения АтД, n (%)
AD severity, n (%)
Легкая
Mild 8 (26,7)

Средняя
Moderate 9 (30)

Тяжелая
Severe 13 (43,3)

Индекс SCORAD, Me (Q0,25-Q0,75)
SCORAD index, Me (Q0.25-Q0.75)
До сезона цветения березы
Before the birch pollen season 43 (23,5-56,0)

Во время сезона цветения березы
During the birch pollen season 51 (37,5-62,0)

После окончания сезона цветения березы
After the birch pollen season 45 (27,5-65,0)

Уровень Bet v 1, ISU-E, Me (Q0,25-Q0,75)
Bet v 1 level, ISU-E, Me (Q0.25-Q0.75)

13,5 (5,775-39,500)

Сопутствующие аллергические заболевания, n (%)
Allergic comorbidities
Аллергический ринит
Allergic rhinitis 25 (83,3)

Бронхиальная астма
Asthma 15 (50)

Аллергический ринит и бронхиальная астма 
Allergic rhinitis and asthma 11 (36,7)

Сенсибилизация к другим группам аллергенов, n (%)
Sensitization to other allergens 
Перекрестные пищевые аллергены 
(PR-10 белки яблок и/или орехов, и/или семян и/или 
косточковых фруктов)
Cross-reactivity food allergens 
(PR-10 proteins of apples and/or nuts and/or seeds and/or fruits

22 (73,3)

Пыльца злаковых трав
Grass pollen 16 (53,3)

Пыльца сорных трав 
Weed pollen 12 (40)

Эпидермальные аллергены кошки и/или собаки
Cats and/or dogs 22 (73,3)

Клещи домашней пыли 
House dust mites 8 (26,7)

Плесневые грибы
Moulds 9 (30)
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выявлена прямая положительная корреляция 
степени тяжести АтД с уровнем специфического 
IgE к главному аллергену пыльцы березы Bet v 1 в 
исследуемой группе пациентов (рис. 1Б). 

С целью изучения патогенетических механиз-
мов влияния аэроаллергенов на обострение АтД, 
всем пациентам с АтД и сенсибилизацией к Bet v 1 
было проведено кожное аппликационное тести-
рование c главным аллергеном пыльцы березы – 
rBet v 1 вне сезона цветения, на фоне ремиссии 
АтД. Методика аппликационного тестирования с 
ингаляционными аллергенами у пациентов с АтД 
была разработана в 1989 г. [11], когда впервые 
было показано, что аллергены клещей домашней 
пыли (D. pteronyssinus) способны вызывать экзе-
матозные поражения кожи у больных АтД. Позд-
нее методика постановки аппликационного теста 
была стандартизована в ряде многоцентровых 
исследований, были определены оптимальные 
концентрации аллергенов, вспомогательные ве-
щества, временные интервалы, способы подго-
товки кожи и критерии оценки результатов [11, 
15]. В исследуемой группе из 30 пациентов с АтД 
выявлены положительные результаты апплика-
ционного теста c главным аллергеном пыльцы 

березы Bet v 1 у 6 пациентов со среднетяжелым 
и тяжелым течением заболевания. У 5 из этих 
пациентов ранее отмечалось ухудшение течения 
АтД в сезон цветения березы при отсутствии сим-
птомов аллергического ринита. 

Заключение
Полученные результаты свидетельствуют о 

том, что IgE-зависимая сенсибилизация к аллер-
генам пыльце березы может вызывать обострение 
АтД в период цветения березы. Исследование 
подчеркивает важность анализа профиля аллер-
ген-специфической сенсибилизации в тактике 
ведения пациентов с АтД, особенно в географи-
ческих регионах с высокой распространенностью 
аллергии на пыльцу березы. Результаты под-
тверждают необходимость разработки индивиду-
ализированных методов диагностики и лечения, 
направленных на минимизацию воздействия ал-
лергенов, в том числе рациональное использова-
ние эмолентов, коррекцию противовоспалитель-
ной наружной терапии и определение показаний 
к аллерген-специфической иммунотерапии при-
чинно-значимыми аллергенами и биологической 
терапии генно-инженерными препаратами.

Список литературы / References
Кубанов А.А., Намазова-Баранова Л.С., Хаитов Р.М., Ильина Н.И., Алексеева Е.А., Амбарчян Э.Т., 

Артемьева С.И., Аршинский М.И., Астафьева Н.Г., Вишнева Е.А., Волнухин В.А., Данилычева И.В., Ели-
сютина О.Г., Епишев Р.В., Жестков А.В., Жилова М.Б., Жукова О.В., Заславский Д.В., Знаменская Л.Ф., Ка-
рамова А.Э., Короткий Н.Г., Кохан М.М., Круглова Л.С., Кунгуров Н.В., Левина Ю.Г., Львов А.Н., Мате-
рикин А.И., Мишина О.С., Монахов К.Н., Мурашкин Н.Н., Ненашева Н.М., Пампура А.Н., Плахова К.И., 
Потекаев Н.Н., Притуло О.А., Разнатовский К.И., Сапунцова С.Г., Селимзянова Л.Р., Скороходкина О.В., 
Феденко Е.С., Фомина Д.С., Фриго Н.В., Фролова З.В., Хаитов М.Р., Чикин В.В. Атопический дерматит. Кли-
нические рекомендации // Российский аллергологический журнал. 2021. Т. 18. № 3. С. 44-92. [Kubanov A.A., 
Namazova-Baranova L.S., Khaitov R.M., Ilina N.I., Alekseeva E.A., Ambarchian E.T., Artemieva S.I., Arshinskiy M.I., 
Astafieva  N.G., Vishneva E.A., Volnukchin V.A., Danilicheva I.V., Elisutina O.G., Epishev R.V., Zhestkov A.V., 
Zhilova M.B., Zhukova O.V., Zaslavsky D.V., Znamenskaya L.F., Karamova A.E., Korotky N.G., Kokchan M.M.,  
Kruglova L.S., Kungurov N.V., Levina J.G., Lvov A.N., Materikin A.I., Mishina O.S., Monakhov K.N., Murashkin N.N., 
Nenasheva N.M., Pampura A.N., Plakhova X.I., Potekaev N.N., Prytulо O.A., Raznatovskiy К.I., Sapuntsova S.G., 
Selimzianova L.R., Skorokhod-kina O.V., Fedenko E.S., Fomina D.S., Frigo N.V., Frolova Z.V., Khaitov M.R., 
Chikin V.V. Atopic dermatitis. Rossiyskiy allergologicheskiy zhurnal = Russian Journal of Allergy, 2021, Vol. 18, no. 3, 
pp. 44-92. (In Russ.)]

1. D’Amato G, Cecchi L, Bonini S, Nunes C., Annesi-Maesano I., Behrendt H., Liccardi G., Popov T., van 
Cauwenberge P. Allergenic pollen and pollen allergy in Europe. Allergy, 2007, Vol. 62, pp. 976-990. 

2. Darsow U., Vieluf D., Ring J. Evaluating the relevance of aeroallergen sensitization in atopic eczema with the 
atopy patch test: a randomized, double-blind multicenter study. J. Am. Acad. Dermatol., 1999, Vol. 40, no. 2, Pt. 1, 
pp. 187-193.

3. Elisyutina O., Lupinek C., Fedenko E., Litovkina A., Smolnikov E., Ilina N., Kudlay D., Shilovskiy I., 
Valenta R., Khaitov M. IgE-reactivity profiles to allergen molecules in Russian children with and without symptoms 
of allergy revealed by micro-array analysis. Pediatr. Allergy Immunol., 2021, Vol. 32, Iss. 2, pp. 251-263.

4. Fölster-Holst R., Galecka J., Weißmantel S., Dickschat U., Rippke F., Bohnsack K., Werfel T., Wichmann K., 
Buchner M., Schwarz T., Vogt A., Lademann J., Meinke M.C.  Birch pollen influence the severity of atopic eczema-
prospective clinical cohort pilot study and ex vivo penetration study. Clin. Cosmet. Investig. Dermatol., 2015, Vol. 8, 
pp. 539-548.



231

Дерматит и аллергия на пыльцу березы 
Dermatitis and allergy to birch pollen2025, Vol. 27,  1

2025, Т. 27, № 1

5. Gilles S., Mariani V., Bryce M., Mueller M.J., Ring J., Behrendt H., Jakob T., Traidl-Hoffmann C. Pollen 
allergens do not come alone: Pollen associated lipid mediators (PALMS) shift the human immune systems towards 
a T(H)2-dominated response. Allergy Asthma Clin. Immunol., 2009, Vol. 5, no. 1, 3. doi: 10.1186/1710-1492-5-3. 

6. Lake I.R., Jones N.R., Agnew M., Goodess C.M., Giorgi F., Hamaoui-Laguel L., Semenov M.A., Solmon F., 
Storkey J., Vautard R., Epstein M.M. Climate change and future pollen allergy in Europe. Environ. Health Perspect., 
2017, Vol. 125, Iss. 3, pp. 385-391.

7. Meyer-Hoffert U. Reddish, scaly, and itchy: how proteases and their inhibitors contribute to inflammatory 
skin diseases. Arch. Immunol. Ther. Exp. (Warsz.), 2009, Vol. 57, no. 5, pp. 345-354.

8. Mothes N., Horak F., Valenta R. Transition from a botanical to a molecular classification in tree pollen 
allergy: implications for diagnosis and therapy. Int. Arch. Allergy Immunol., 2004, Vol. 135, Iss. 4, pp. 357-373. 

9. Panzner P., Vachová M., Vítovcová P., Brodská P., Vlas T. A comprehensive analysis of middle-European 
molecular sensitization profiles to pollen allergens. Int. Arch. Allergy Immunol., 2014, Vol. 164, Iss. 1, pp. 74-82.

10. Ring J., Kunz B., Bieber T., Przybilla B. The “atopy patch test” with aeroallergens in atopic eczema (Abstr.). 
J. Allergy Clin. Immunol., 1989, Vol. 82, p. 195. 

11. Severity scoring of atopic dermatitis: The SCORAD index. Consensus Report of the European Task Force 
on Atopic Dermatitis. Dermatology, 1993, Vol. 186, no. 1, pp. 23-31.

12. Stefanovic N., Irvine A.D., Flohr C. The role of the environment and exposome in atopic dermatitis. Curr. 
Treat. Options Allergy, 2021, Vol. 8, no. 3, pp. 222-241.

13. Werfel T., Heratizadeh A., Niebuhr M., Kapp A., Roesner L.M., Karch A., Erpenbeck V.J., Lösche C., Jung T., 
Krug N., Badorrek P., Hohlfeld J.M. Exacerbation of atopic dermatitis on grass pollen exposure in an environmental 
challenge chamber. J. Allergy Clin. Immunol., 2015, Vol. 136, Iss. 1, pp. 96-103.e9.

14. Wollenberg A., Christen-Zäch S., Taieb A., Paul C., Thyssen J.P., de Bruin-Weller M., Vestergaard C., 
Seneschal J., Werfel T., Cork M.J., Kunz B., Fölster-Holst R., Trzeciak M., Darsow U., Szalai Z., Deleuran M., von 
Kobyletzki L., Barbarot S., Heratizadeh A., Gieler U., Hijnen D.J., Weidinger S., De Raeve L., Svensson Å., Simon D., 
Stalder J.F., Ring J.; European Task Force on Atopic Dermatitis/EADV Eczema Task Force. ETFAD/EADV Eczema 
task force 2020 position paper on diagnosis and treatment of atopic dermatitis in adults and children. J. Eur. Acad. 
Dermatol. Venereol., 2020, Vol. 34, no. 12, pp. 2717-2744.

Авторы:

Елисютина О.Г. – д.м.н., ведущий научный сотрудник 
ФГБУ «Государственный научный центр “Институт 
иммунологии”» Федерального медико-биологического 
агентства; заведующая кафедрой ФГАОУ ВО 
«Российский университет дружбы народов имени 
Патриса Лумумбы», Москва, Россия

Смольников Е.В. – научный сотрудник ФГБУ 
«Государственный научный центр “Институт 
иммунологии”» Федерального медико-биологического 
агентства; старший преподаватель кафедры 
иммунологии Медицинского института ФГАОУ ВО 
«Российский университет дружбы народов имени 
Патриса Лумумбы», Москва, Россия

Authors:

Elisyutina O.G., PhD, MD (Medicine), Leading Research 
Associate, National Research Center “Institute of 
Immunology”, Federal Medical Biological Agency; Head of 
the Department, P. Lumumba Russian University of Peoples’ 
Friendship, Moscow, Russian Federation 

Smolnikov E.V., Research Associate, National Research Center 
“Institute of Immunology”, Federal Medical Biological Agency; 
Senior Lecturer, Department of Immunology, Medical Institute 
of P. Lumumba Russian University of Peoples’ Friendship, 
Moscow, Russian Federation



232

Elisyutina O.G. et al.
Елисютина О.Г. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Литовкина А.О. – научный сотрудник ФГБУ 
«Государственный научный центр “Институт 
иммунологии”» Федерального медико-биологического 
агентства; ассистент кафедры иммунологии 
Медицинского института ФГАОУ ВО «Российский 
университет дружбы народов имени Патриса 
Лумумбы», Москва, Россия

Чернушевич Д.Д. – аспирант ФГБУ «Государственный 
научный центр “Институт иммунологии”» 
Федерального медико-биологического агентства; 
ассистент кафедры иммунологии Медицинского 
института ФГАОУ ВО «Российский университет 
дружбы народов имени Патриса Лумумбы», Москва, 
Россия

Феденко Е.С. – д.м.н., профессор, заведующая 
отделением ФГБУ «Государственный научный центр 
“Институт иммунологии”» Федерального медико-
биологического агентства, Москва, Россия

Litovkina A.O., Research Associate, National Research Center 
“Institute of Immunology”, Federal Medical Biological Agency; 
Assistant, Department of Immunology, Medical Institute 
of P. Lumumba Russian University of Peoples’ Friendship, 
Moscow, Russian Federation 
 

Chernuchevich D.D., Postgraduate Student;, National 
Research Center “Institute of Immunology”, Federal Medical 
Biological Agency; Assistant, Department of Immunology, 
Medical Institute of P. Lumumba Russian University of 
Peoples’ Friendship, Moscow, Russian Federation 
 

Fedenko E.S., PhD, MD (Medicine), Professor, Head 
of the Department, National Research Center “Institute 
of Immunology”, Federal Medical Biological Agency, Moscow, 
Russian Federation

Поступила 31.03.2024
Отправлена на доработку 01.04.2024
Принята к печати 03.04.2024

Received 31.03.2024
Revision received 01.04.2024
Accepted 03.04.2024



233

Медицинская иммунология
2025, Т. 27, № 1,  
стр. 233-235

Medical Immunology (Russia)/ 
Meditsinskaya Immunologiya
2025, Vol. 27,  1, pp. 233-235

Статьи представляются в редакцию через систе-
му электронного издательства (http://mimmun.ru)  
в соответствии с требованиями журнала «Меди-
цинская иммунология» и «Инструкцией по подго-
товке и отправке статьи», представленной на сайте.

С 2016 г. в журнале публикуются статьи на рус-
ском и на английском языках. 

В журнал принимаются следующие виды публи-
каций:
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машинописных страниц, включая рисунки, табли-
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риалы и методы; 3) результаты исследований; 4) об-
суждение результатов; 5) благодарности. 

•  Введение содержит обоснование цели и задач 
проведенного исследования. 
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отдельных фрагментов с короткими подза-
головками. Все нетрадиционные модифи-
кации методов должны быть описаны с до-
статочной степенью подробности. Для всех 
используемых в работе реактивов, животных, 
клеточных культур и т. д. необходимо точно 
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института).
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полученных данных в сопоставлении с дан-
ными литературы, что служит обоснованием 
выводов и заключений авторов.

•  Раздел «Благодарности» не является обяза-
тельным, но крайне желателен. В этом раз-
деле авторы могут выразить признательность 
организации, субсидировавшей проведе-
ние исследований, коллегам, консультиро-
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Разделы краткого сообщения аналогичны вышео-
писанным разделам оригинальной статьи, но не вы-
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Обзорные статьи и лекции
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дические документы местного уровня. Количество 
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Обозначения, сокращения и единицы измерения
Для сложных терминов или названий, наиболее 

часто используемых в тексте статьи, можно ввести 
(в круглых скобках после первого упоминания пол-
ного названия термина) не более 3–5 нетрадицион-
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а не русскоязычный вариант «ИЛ»; аналогично это-
му используются сокращения: «TNF», а не «ТНФ» 
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ции с использованием курсива (E. coli, Streptococcus 
pyogenes). Единицы измерения приводятся без точ-
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Таблицы. Каждая таблица печатается на отдель-
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ИЛЛЮСТРАЦИИ К СТАТЬЕ «КЛИНИКО-ИММУНОЛОГИЧЕСКОЕ ОБОСНОВАНИЕ ПРОТОКОЛА ИСПОЛЬЗОВАНИЯ 
ПЛАЗМАФЕРЕЗА И ВНУТРИВЕННЫХ ИММУНОГЛОБУЛИНОВ У БЕРЕМЕННЫХ С АНТИФОСФОЛИПИДНЫМ СИНДРОМОМ» 
(АВТОРЫ: ОРЛОВА Е.С., ЧЕПАНОВ С.В., ЗАЙНУЛИНА М.С., СЕЛЬКОВ С.А. [с. 35-44])
ILLUSTRATIONS FOR THE ARTICLE "USE OF PLASMAPHERESIS AND INTRAVENOUS IMMUNOGLOBULINS IN PREGNANT WOMEN 
WITH ANTIPHOSPHOLIPID SYNDROME" (AUTHORS: ORLOVA E.S., CHEPANOV S.V., ZAINULINA M.S., SELKOV S.A. [pp. 35-44])

Рисунок 1. Частота акушерских осложнений при текущей беременности исследуемых групп
Примечание. * – различия достоверны (р = 0,03) относительно группы с применением только традиционной терапии; ** – различия 
достоверны (р = 0,03) относительно группы с применением плазмафереза на фоне традиционной терапии.
Figure 1. Frequency of obstetric complications in the current pregnancy of the studied groups
Note. *, differences are significant (p = 0.03) relative to the group using only traditional therapy; **, differences are significant (p = 0.03) relative to the group 
using plasmapheresis against the background of traditional therapy.

Рисунок 2. Исходы текущей беременности обследуемых женщин 
Примечание. * – различия достоверны (р = 0,014) относительно группы с применением только стандартной терапии.
Figure 2. Outcomes of the current pregnancy of the examined women
Note. *, differences are significant (p = 0.014) relative to the group using only standard therapy.
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