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Рисунок 2. Иммуногистохимическое исследование CD4+ и CD8+ положительных клеток в стабильной туберкулеме
Примечание. А – образование групповых очагов скопления CD4+ клеток в капсуле стабильной туберкулемы. Б – CD4+ клетки в перифокальной 
зоне стабильной туберкулемы. В – локализация компактных групп CD8+ клеток вокруг зоны казеозного некроза в стабильной туберкулеме. 
Г – единичные CD8+ клетки в перифокальной зоне стабильной туберкулемы. Микроскоп Сarl Zeiss Primo Star. Ув. 400×. 
Figure 2. Immunohistochemical study of CD4+ and CD8+ positive cells in stable tuberculosis
Note. A, formation of group foci of accumulation of CD4+ cells in the capsule of stable tuberculoma. B, CD4+ cells in the perifocal zone of stable tuberculoma. 
C, localization of compact groups of CD8+ cells around the zone of caseous necrosis in stable tuberculoma. D, single CD8+ cells in the perifocal zone of stable 
tuberculoma.The Carl Zeiss Primo Star microscope. Magnification 400×.
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Рисунок 3. Иммуногистохимическое исследование CD79a и Fascin положительных клеток в стабильной туберкулеме
Примечание. А – образование групповых очагов скопления CD79a-клеток в капсуле стабильной туберкулемы. Б – CD79a-клетки 
в перифокальной зоне стабильной туберкулемы. В – локализация компактных групп Fascin-клеток вокруг зоны казеозного некроза 
в стабильной туберкулеме. Г – единичные Fascin-клетки в перифокальной зоне стабильной туберкулемы. Микроскоп Сarl Zeiss Primo Star. 
Ув. 400×. 
Figure 3. Immunohistochemical study of CD79a and Fascin positive cells in stable tuberculosis
Note. A, formation of group foci of accumulation of CD79a cells in the capsule of stable tuberculoma. B, CD79a cells in the perifocal zone of stable tuberculoma. 
C, localization of compact groups of Fascin cells around the zone of caseous necrosis in stable tuberculoma. D, single Fascin cells in the perifocal zone of stable 
tuberculoma.The Carl Zeiss Primo Star microscope. Magnification 400×.
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Рисунок 1. Микроскопическая картина стабильной туберкулемы легких: 1 – очаг казеозного некроза; 2 – соединительнотканная 
капсула
Примечание. Окраска гематоксилин – эозин. Микроскоп Сarl Zeiss Primo Star. Ув. 400×. 
Figure 1. Microscopic picture of stable pulmonary tuberculosis: 1, focus of caseous necrosis; 2, сonnective tissue capsule
Note. Hematoxylin, eosin staining. The microscope the Carl Zeiss Primo Star microscope. Magnification 400×.
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КОНТРОЛЬНЫЕ ТОЧКИ ИММУНИТЕТА В КОНТЕКСТЕ 
НАРУЖНОГО ГЕНИТАЛЬНОГО ЭНДОМЕТРИОЗА
Белевич А.С.1, Ярмолинская М.И.1, Сельков С.А.1, 2, Соколов Д.И.1, 2

1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт акушерства, гинекологии и репродуктологии имени 
Д.О. Отта», Санкт-Петербург, Россия 
2 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Наружный генитальный эндометриоз – хроническое рецидивирующее заболевание, па-
тогенез которого остается до конца не изученным. Эндометриоз делит общие черты с опухолевым 
процессом. Так, для данного заболевания характерно распространение ткани, подобной эндометрию, 
вне полости матки. Пролиферация и инвазия клеток в эктопических очагах возможна только при 
нарушении местных процессов иммунной защиты. Одним из механизмов избегания иммунологиче-
ского надзора, доказанным для опухолевого процесса, является использование контрольных точек 
иммунитета. Контрольные точки иммунитета представляют собой белки, расположенные на поверх-
ности клеток иммунной системы (преимущественно Т-лимфоцитов). Связывание контрольных точек 
иммунитета с их лигандами на поверхности опухолевой клетки приводит к ингибированию клеток 
иммунитета и помогает таким образом опухоли «выжить». В данном обзоре собраны данные лите-
ратуры об известных на сегодняшний день контрольных точках иммунитета: CTLA-4, PD-1, LAG-3, 
Tim-3, TIGIT, 4-1BB, GITR. Рассмотрены наиболее изученные их лиганды, такие как: CD80/CD86, 
PD-1L, Gal-3, Gal-9. В обзоре систематизированы данные о клетках, на которых экспрессируются 
контрольные точки иммунитета и их белки с ними связывающиеся, приведены примеры опухолей, 
которые используют данное взаимодействие для защиты от распознавания. Помимо этого, в обзоре 
описаны препараты – ингибиторы контрольных точек иммунитета, успешно используемые в тера-
пии определенных опухолей. Наряду с отсутствием полноты знаний о патогенезе эндометриоза, на 
сегодняшний день единственным достоверным методом его диагностики является проведение лапа-
роскопии с визуализацией очагов и последующим их гистологическим исследованием. В обзоре со-
браны результаты исследований, посвященных изучению некоторых биомаркеров для неинвазивной 
диагностики эндометриоза: CA-125, MCP-1, IL-6, BDNF и других. Авторами рассмотрены резуль-
таты нескольких работ, в которых контрольные точки иммунитета изучались в аспекте наружного 
генитального эндометриоза. Следует подчеркнуть, что по результатам этих исследований экспрессия 
контрольных точек иммунитета Т-лимфоцитами и концентрация растворимых форм была значимо 
повышена среди женщин с эндометриозом. Также в обзоре представлены результаты эксперимента, в 
котором определение уровня одного из лигандов контрольных точек иммунитета в крови пациенток 
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показало высокую чувствительность и специфичность. Таким образом, изучение контрольных точек 
иммунитета в качестве механизма, потенциально используемого эндометриоидными клетками для 
уклонения от иммунологического ответа, а также биомаркеров неинвазивной диагностики является 
многообещающим направлением. 

Ключевые слова: контрольные точки иммунитета, эндометриоз, CTLA-4, PD-1, LAG-3, Tim-3, TIGIT, 4-1BB, GITR

IMMUNE CHECKPOINTS IN THE CONTEXT OF EXTERNAL 
GENITAL ENDOMETRIOSIS
Belevich A.S.a, Yarmolinskaya M.I.a, Selkov S.A.a, b, Sokolov D.I.a, b

a D. Ott Research Institute of Obstetrics, Gynecology and Reproductology, St. Petersburg, Russian Federation 
b First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Endometriosis is a chronic recurrent disease with insufficiently studied pathogenesis. Endometriosis 
is known to share similar features with tumors. Thus, the outgrowth of endometrium-like tissue outside the 
uterus is the main feature of this condition. The dysfunction of local immune response is required for cell 
proliferation and invasion in ectopic sites. The involvement of immune checkpoints is among the mechanisms 
allowing avoidance of immune surveillance shown for the tumors. Immune checkpoints are presented by 
proteins expressed on immune cells (most on T cells). The checkpoint binding to its ligand expressed on immune 
cells leads to its functional inhibition and, thus, facilitates survival of tumor cells. The data about immune 
checkpoints, e.g., CTLA-4, PD-1, LAG-3, Tim-3, TIGIT, 4-1BB, GITR are summarized in this review. Their 
ligands (CD80/CD86, PD-1L, Gal-3, Gal-9) are also described. The review article contains information 
about cells expressing checkpoints and other proteins involved, We also discuss the examples of tumors using 
such checkpoint-ligand interactions in order to avoid recognition by immune cells. Furthermore, the review 
describes immune checkpoint inhibitors currently used in cancer therapy. Due to scarce knowledge about 
endometriosis pathogenesis, the only diagnostics of this condition is laparoscopic surgery with visualization 
of ectopic loci and histological study of biopsies. The studies of some biomarkers for non-invasive diagnosis of 
endometriosis, such as CA-125, MCP-1, IL-6, BDNF etc. are also discussed in this review. The authors describe 
some studies which concern immune checkpoints in the context of endometriosis. Noteworthy an elevated 
expression of some checkpoints by T cells was found, along with elevated concentration of their soluble forms 
in blood of women with endometriosis. The review also includes the studies showing significant sensitivity and 
specificity of immune checkpoint ligand measurement in patients with endometriosis. Hence, investigation of 
immune checkpoints as a potential mechanism to avoid immune reaction used by endometriotic cells, and its 
application as a biomarker for non-invasive diagnostics is a promising direction for the further studies. 

Keywords: immune checkpoints, endometriosis, CTLA-4, PD-1, LOG-3, Tim-3, TIGER, 4-1BB, GITR
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Введение
Наружный генитальный эндометриоз 

(НГЭ) – это хроническое рецидивирующее за-
болевание, поражающее около 10% женщин ре-
продуктивного возраста [81], сопровождающее-
ся разрастанием эктопического эндометрия вне 
полости матки, сходным, но не идентичным по 
морфологическим и функциональным свой-
ствам с эндометрием здоровой женщины. Эн-
дометриоз – доброкачественное заболевание, 
характеризующееся пролиферацией, миграцией, 

имплантацией и «метастазированием». Помимо 
этого, доказано, что клетки эндометриоидных 
гетеротопий имеют онкогенные мутации генов 
KRAS, ARID1A, PIK3CA, PPP2R1A [14], при этом 
общий риск малигнизации при наличии у паци-
ентки эндометриоза возрастает в 2,8 раза [19, 20]. 
Патогенез эндометриоза по-прежнему до конца 
не изучен. Наиболее популярной является тео-
рия J. Sampson, предложенная в 1927 г., согласно 
которой первопричиной развития эндометриоза 
является ретроградный заброс менструальной 
крови. Однако данная теория имеет свои огра-
ничения: она не может объяснить развитие эн-
дометриоза у девочек до наступления менархе, а 
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также у пациенток с синдромом Майера–Роки-
танского–Кюстнера–Хаузера (аплазией матки и 
влагалища). Более того, доказано, что не у всех 
женщин рефлюкс менструальной крови приво-
дит к развитию заболевания. Было показано, что 
для выживания эндометриоидных очагов важна 
не только устойчивость к апоптозу, но и способ-
ность ткани избегать иммунологический надзор. 
Важной характеристикой заболевания также яв-
ляется высокая пролиферативная активность 
клеток, которая стимулируется воспалитель-
ным микроокружением ткани, обусловленной 
местными нарушениями иммунитета [27, 41]. 
Во многих исследованиях показана сниженная 
цитотоксичность Т-лимфоцитов у пациенток с 
эндометриозом, в том числе и ингибирование 
активности данного вида клеток при добавле-
нии к ним сыворотки пациенток с эндометри-
озом [88]. Активность естественных киллеров 
также значительно снижена у пациенток с НГЭ, 
однако считается, что это явление – лишь след-
ствие развития заболевания, а не его причина [70, 
89]. Также по результатам исследований доказа-
но более высокое содержание Т-хелперов 17-го 
типа в перитонеальной жидкости пациенток с 
эндометриозом и увеличение их концентрации 
с прогрессированием стадии заболевания [74]. 
Все вышеперечисленные звенья и обуславливают 
способность эндометриоидных гетеротопий вы-
живать вне полости матки, избегая «атаки» им-
мунными клетками. 

Помимо фрагментарности знаний о патогене-
зе эндометриоза, задержка в постановке диагноза 
на сегодняшний день в среднем составляет от 7 
до 9 лет от момента первых клинических прояв-
лений [66]. Такой временной разрыв не может не 
оказывать негативное влияние на качестве жиз-
ни женщины и впоследствии на ее овариальный 
резерв, так как доказано более прогрессивное 
его снижение среди пациенток с наружным ге-
нитальным эндометриозом (НГЭ) [46]. Золотым 
стандартом диагностики по-прежнему остается 
лапароскопия с последующей гистологической 
верификацией эндометриоза. Так как данный ме-
тод требует инвазивного вмешательства, а также 
имеет высокую стоимость, то множество иссле-
дований было проведено в попытке разработать 
метод неинвазивной диагностики с достаточной 
чувствительностью и специфичностью. В каче-
стве материала исследователи используют раз-
личные биологические жидкости: менструальную 
или периферическую кровь, перитонеальную 
жидкость, мочу. В связи с тем, что эндометриоз – 
многофакторное и гетерогенное заболевание, то 
интерес представляет исследование комбинации 

маркеров и разработка диагностической модели. 
На протяжении многих лет проводятся иссле-
дования, в которых оцениваются концентрации 
различных цитокинов в периферической кро-
ви пациенток с эндометриозом (табл.  1), однако 
достоверного способа диагностики до сих пор 
не найдено. Так, S. Naseri и соавт. в своей рабо-
те сравнивали содержание патогенетически зна-
чимых для НГЭ цитокинов в периферической и 
менструальной крови здоровых женщин и жен-
щин с эндометриозом. Из шестидесяти двух про-
анализированных цитокинов значимые различия 
в проанализированных группах женщин обнару-
жили только для трех из них [72]. Систематиче-
ский обзор 2014 г., посвященный использованию 
хемокинов (в исследование были включены 27 
различных молекул) в качестве неинвазивной ди-
агностики, отметил IL-8, MCP-1 и RANTES как 
наиболее перспективные молекулы, чьи уровни в 
периферической крови женщин с эндометриозом 
были значительно выше по сравнению с уровня-
ми в крови здоровых пациенток [18]. Метаанализ 
2023  г. продемонстрировал высокую эффектив-
ность оценки IL-6 для диагностики эндометрио-
за [50]. Различные исследования также показали 
значимое повышение уровня IL-6 среди пациен-
ток с НГЭ любой стадии [76], что позволило уве-
личить чувствительность и специфичность мето-
дов ранней диагностики эндометриоза [53].

Наиболее широко изученной и используе-
мой молекулой в качестве диагностики эндоме-
триоза является раковый антиген-125 (СА-125), 
онкомаркер эпителиальных опухолей яичника, 
что еще раз указывает на схожесть эндометрио-
за с опухолевым процессом. По данным иссле-
дования 2023 г., в котором сравнивались уровни 
концентраций различных веществ в перифери-
ческой крови здоровых женщин и пациенток с 
эндометриозом, наиболее значимые различия 
были в значениях СА-125 [22]. Также уровни 
СА-125 оценивались не только изолированно, 
но и в комбинации с другими веществами. На-
пример, E. Kovalak и соавт. использовали оценку 
комбинации уровней аннексина-5, растворимой 
молекулы межклеточной адгезии-1 (ICAM-1), 
васкулярной молекулы клеточной адгезии-1 
(VCAM-1), IL-6, TNFα, VEGF и CA-125. Значе-
ния концентраций ни одной из молекул, оцени-
ваемых по отдельности, не имели статистической 
значимости при сравнении с таковыми у здо-
ровых пациенток; только комбинация уровней 
СА-125 и аннексина-5 имела чувствительность 
73% и специфичность 98% для диагностики эн-
дометриоза [55, 87]. Диагностическая модель с 
использованием уровня гемоглобина крови в 
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ТАБЛИЦА 1. НЕКОТОРЫЕ НЕИНВАЗИВНЫЕ МАРКЕРЫ ДИАГНОСТИКИ НГЭ

TABLE 1. SOME BIOMARKERS FOR THE NON-INVASIVE DIAGNOSIS OF ENDOMETRIOSIS

Белок плазмы
Serum protein

Роль белка в патогенезе НГЭ
Protein’s function in endometriosis 

pathogenesis

Наибольшая диагностическая значимость 
достигается за счет определения белка 

в периферической крови
Highest diagnostic value is reached with protein 

measurement 

IL-6
подавление активности  

NK-клеток [67]
inhibition of NK cell activity [67]

изолированно (только IL-6) – чувствитель-
ность 93% и специфичность 80%) [72] 

single (IL-6 alone) – sensitivity 93%,  
specificity 80% [72] 

IL-32

стимулирует пролиферацию, 
подвижность клеток [75]

induction of cell proliferation and 
motility [75]

в сочетании с СА-125 – чувствительность 
60%, специфичность 72,9% [35]

in combination with CA-125 – sensitivity 60%, 
specificity 72,9% [35]

MCP-1

активация моноцитов 
и макрофагов [65]

monocyte and macrophage activation 
[65]

в сочетании с СА-125 – чувствительность 
92,2%, специфичность 81,6% [4]

in combination with CA-125 – sensitivity 92,2%, 
specificity 81,6% [4]

TNFαα 

индуцирует воспаление через 
NF-Kappa-B [13]

induction of inflammation  
via NF-Kappa-B [13]

в сочетании с VEGF, IL-6, МСР-1, растворимым 
рецептором FMS-подобной киназы – 

чувствительность 85,8%, специфичность 
87,4% [86, 124]

in combination with VEGF, IL-6, МСР-1, soluble 
receptor FMS-like kinase – sensitivity 85,8%, 

specificity 87,4% [86, 124]

Растворимый 
рецептор TNFαα 
Soluble receptor TNFα 
(sTNFR1)

снижает индуцированный TNFαα 
апоптоз клеток эктопического 

эндометрия
reduces TNFα-induced apoptosis of 

ectopic endometrial cells

изолированно (только sTNFR1) – чувствитель-
ность 51,6% и специфичность 75,0% [102]

single (only sTNFR1) – sensitivity 51,6%,  
specificity 75,0% [102]

Каспаза-3
Caspase-3

апоптоз клеток
cell apoptosis

изолированно (только каспаза-3) – чувстви-
тельность 90% специфичность 87% [68]

single (only caspase-3) – sensitivity 90%,  
specificity 87% [68]

Трансформи рующий 
фактор роста ββ 
Transforming growth 
factor β
(TGF-β)

адгезия и инвазия клеток 
cell adhesion and invasion

в сочетании с СА-125 – чувствительность 83% 
и специфичность 67% [61]

in combination with CA-125 – sensitivity 83%, 
specificity 67% [61]

BDNF
стимуляция роста нервных 

волокон
stimulation of nerve fibers growth 

изолированно (только BDNF) – чувствитель-
ность 91,7% и специфичность 69,4% [137]

single (only BDNF) – sensitivity 91,7%,  
specificity 69,4% [137]

СА-125

маркер эпителиальных опухолей 
яичника

tumor marker of epithelial ovarian 
cancer

в сочетании с аннексином-5 – чувствитель-
ность 73% и специфичность 100% [157]

in combination with annexin-5 – sensitivity 73%, 
specificity 100% [157]

Фактор транскрип-
ции-1 белков 
теплового шока 
(HSP-1)
HSP-1 transcription 
factor

способствует росту и 
подвижности клеток эндометрия 
promote endometrial cell growth and 

motility

изолированно (только HSP-1) – чувствитель-
ность 91,3% и специфичность 63,4% [104]

single (only HSP-1) – sensitivity 91,3%,  
specificity 63,4% [104]

Сиртуин 
Sirtuin

опосредует резистентность 
к прогестерону [110]

mediate progesterone resistance [110] 

в сочетании с BCL6 [110]
in combination with BCL-6 [110]
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сочетании с уровнями CA-125, человеческого 
эпидидимального белка-4 (HE-4) и CA-199 сре-
ди 137 пациенток с установленным диагнозом 
«эндометриоз» продемонстрировала чувстви-
тельность 85,4% и специфичность 78,83% [28]. 
Помимо определения известного онкомаркера в 
периферической крови проводились исследова-
ния его концентраций и в других биологических 
жидкостях. Например, уровни СА-125 в комби-
нации с уровнем белка, связывающего витамин 
D (VDBР) и альфа-антитрипсина в моче пациен-
ток с эндометриозом продемонстрировали 81,8% 
чувствительности и 76,5% специфичности [29]. 
Несмотря на многочисленные исследования дан-
ного маркера, согласно рекомендациям ESHRE 
2022 г., определение уровня CA-125 не рекомен-
довано для диагностики эндометриоза [107]. Так, 
например, в исследовании J.M. Wessels определе-
ние нейротрофического фактора мозга (BDNF) 
продемонстрировало более высокую чувстви-
тельность и специфичность, 97,1% и 69,4%, в ди-
агностике ранних стадий эндометриоза по срав-
нению с СА-125 [97]. Другой, менее изученный 
в рамках диагностики эндометриоза опухолевый 
маркер – липокалин, ассоциированный с жела-
тиназой нейтрофилов (NGAL), был исследован 
в крови пациенток с эндометриозом. В отличие 
от СА-125 концентрация NGAL была значитель-
но повышена у пациенток с НГЭ по сравнению с 
группой контроля [40]. 

Помимо сходства патогенеза эндометриоза 
с опухолевым процессом очевидным является 
и наличие общих черт с аутоиммунной патоло-
гией [82]. В связи с этим в литературе найдено 
множество исследований, посвященных опре-
делению ауто-антител в крови пациенток, по-
раженных данным заболеванием. Метаанализ 
2021 г. продемонстрировал небольшую диагно-
стическую значимость определения ауто-анти-
тел, сопоставимую по специфичности и чувстви-
тельности с определением уровня СА-125 [54]. 
Сопоставимые результаты были получены и в 
2023 г. при определении содержания ауто-антител 
в перитонеальной жидкости женщин с НГЭ [57]. 

Поиск маркеров эндометриоза с целью его 
раннего выявления включает в себя анализ мно-
жества молекул, в теории способных участвовать 
в реализации механизмов патогенеза этого забо-
левания. Установлено, что содержание фибро-
нектина [96] и урокортина-1 [13] в перитонеаль-
ной жидкости и в периферической крови женщин 
с НГЭ превышает таковые показатели у здоровых 
женщин. Перспективным для дальнейшего из-
учения оказался цитокератин-19, чей уровень 
в сыворотке крови был статистически значимо 

более высоким среди женщин с НГЭ [105]. Сир-
туин совместно с белком-6 клеточной лимфомы 
(BCL6) опосредует резистентность к прогесте-
рону и, по данным исследования A. Samsone, 
определение его концентрации в крови женщин 
также может быть использовано в качестве диа-
гностики эндометриоза [79].

Изучение метаболома больных с эндометри-
озом рассматривается как многообещающее на-
правление в последние годы. Результаты иссле-
дований соотношения различных аминокислот, 
органических кислот, профиля липидов и дру-
гих соединений имеют противоречивые данные, 
которые можно объяснить отсутствием единых 
критериев оценки концентраций метаболитов в 
различных метаболических жидкостях, а также 
их подверженности влиянию множества фак-
торов, начиная от внешней среды и заканчивая 
днем цикла пациентки [75]. 

Несмотря на обилие исследований, посвя-
щенных поиску маркеров неинвазивной диагно-
стики эндометриоза, эталонный метод все еще 
не найден. Причина этого отчасти заключается 
в недостатке знаний о патогенезе такого много-
факторного заболевания, как НГЭ. Поэтому по-
иски дополнительных маркеров неинвазивной 
диагностики эндометриоза и их комбинаций 
продолжаются.

Контрольные точки иммунитета
Как уже было сказано выше, эндометриоз 

делит общие черты с опухолевым процессом, 
важнейшей из которых является способность из-
бегать иммунологического надзора. Опухолевые 
клетки ускользают от распознавания иммунной 
системой с помощью различных механизмов, 
например, за счет активации контрольных то-
чек иммунитета (КТИ) [1, 5, 6, 8]. КТИ (табл.  2) 
называют белки на поверхности иммунных 
клеток (преимущественно Т-клеток), которые 
распознают и связываются с лигандами на по-
верхности некоторых антиген-презентирую-
щих (АПК) или опухолевых клеток. Связывание 
КТИ со своим лигандом на поверхности другой 
клетки воспринимается иммунной клеткой как 
сигнал к «выключению», опосредуя тем самым 
иммунологическую толерантность и выжива-
ние клетки. К КТИ относят следующие белки: 
CTLA-4 (cytotoxic T lymphocyte-associated protein 
4), PD-1 (programmed cell death protein 1), LAG- 3 
(lymphocyte-activation gene 3), Tim-3 (T cell immu-
noglobulin and mucin-domain containing-3), TIGIT 
(T cell immunoreceptor with Ig and ITIM domains), 
VISTA (V-domain Ig suppressor of T cell activation), 
CD137 (4-1BB, TNFRSF9), GITR (glucocorticoid-
induced TNFR-related protein, CD357). Наиболее 
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изученными лигандами вышеуказанных белков 
являются: PD-1L – лиганд PD-1; CD86 – лиганд 
CTLA-4 на поверхности дендритных клеток; га-
лектин-3 (Gal3) – белок семейства галектинов, 
лиганд LAG-3; Gal-9 – белок семейства галекти-
нов, связывается с рецептором TIM-3. 

Следует отметить, что КТИ могут не толь-
ко ингибировать, но и стимулировать сигналы 
иммунной системы и регулировать ее функции, 
поддерживая таким образом иммунологическое 
постоянство. Так, например, Т-клетки активиру-
ются двойным сигналом: связыванием своего ре-
цептора (TCR) и рецептором главного комплекса 
гистосовметимости (МНС) на поверхности клет-
ки-мишени и, второй сигнал, через костимуля-
торные молекулы – КТИ. Одной из таких КТИ 
является молекула 4-1BB (CD137), о функции 
которой будет рассказано ниже.

В рамках изучения канцерогенеза КТИ дока-
зали свою неоспоримую значимость и сформиро-
вали новую мишень для терапии – ингибиторы 
КТИ (ИКТИ). Данная группа препаратов ши-
роко используется в терапии опухолей различ-
ных локализаций, демонстрируя эффективность. 
Рассмотрим функции основных КТИ, а также их 
потенциальную роль в патогенезе опухолеподоб-
ного заболевания, такого как эндометриоз.

CTLA-4
Первая ингибиторная КТИ – CTLA-4 опи-

сана в 1995 г. M.F. Krummel и J.P. Allison [56] и 
является критическим регулятором иммунной 
системы, оказывая влияние на процессы ауто-
иммунитета и гомеостаза Т-клеток. Данная КТИ 
экспрессируется на поверхности Т-клеток, ден-
дритных клеток [11, 93]. В качестве лиганда дан-
ной молекулы выступают белки CD80 и CD86, 
при этом CD86 обладает большим аффинитетом 
к CTLA-4 [111]. Помимо мембранной формы, су-
ществует также и растворимая молекула CTLA-4 
(sCTLA-4), которая секретируется дендритны-
ми клетками и опосредует снижение экспрес-
сии CD80/CD86 на их поверхности [83]. CTLA-4 
конкурирует с CD28 в связывании с общим для 
них лигандом CD80/CD86, экспрессируемым 
Т-лимфоцитами. Рецептор CD28 – костимуля-
торная молекула, активирующая Т-лимфоциты, 
тогда как CTLA-4, напротив, ингибирует актив-
ность Т-лимфоцитов [25]. CTLA-4 играет роль в 
формировании иммунологической толерантно-
сти, что было доказана в эксперименте на мышах, 
у которых отсутствие данной КТИ на поверхно-
сти Т-регуляторных клеток привело к развитию 
выраженной спленомегалии, лимфаденопатии, 
высокому титру антител в крови и последующему 
летальному исходу [99]. Блокировка CTLA-4 с по-

мощью антител или его генетическая делеция ин-
дуцируют образование Тh17-лимфоцитов и улуч-
шают дифференцировку Тh2-лимфоцитов [3, 91]. 
Для опухолей различных локализация доказано, 
что взаимодействие CTLA-4 со своим лигандом 
CD80/CD86 приводит к апоптозу клеток им-
мунной системы и обеспечивает таким образом 
избегание иммунологического надзора [10, 34]. 
Исследование M. Abramiuk и соавт. уровня экс-
прессии мембранного CTLA-4 на СD4+ и CD8+Т-
лимфоцитах в периферической крови пациен-
ток с НГЭ показало, что среди пациенток с НГЭ 
уровень экспрессии данной КТИ на поверхности 
CD4+T-клеток статистически значимо выше по 
сравнению с пациентками без эндометриоза, а 
также имеет положительную корреляционную 
взаимосвязь с тяжестью течения заболевания; 
степень выраженности спаечного процесса также 
имела положительную корреляцию с содержа-
нием в периферической крови T-лимфоцитов с 
фенотипом CD4+CTLA-4+ и CD8+CTLA-4+ [12]. 
Однако взаимосвязи между уровнем экспрессии 
CTLA-4 на поверхности Т-клеток и клинически-
ми проявлениями эндометриоза не было найде-
но [12]. Уровень растворимого CTLA-4 в пери-
ферической крови женщин с эндометриозом был 
значительно выше по сравнению со здоровыми 
женщинами, но не зависел от стадии заболевания, 
сопутствующего бесплодия или спаечного про-
цесса [12]. В то время как, по данным B. Santoso и 
соавт., растворимый CTLA-4 содержится в боль-
ших концентрациях у пациенток с эндометриоз-
ассоциированным бесплодием по сравнению с 
пациентками с бесплодием, ассоциированным с 
другими причинами [80]. Данная группа иссле-
дователей продемонстрировала положительную 
корреляцию между уровнем sCTLA-4 в перифе-
рической крови и перитонеальной жидкости, что 
потенциально делает возможным использование 
данной КТИ в качестве маркера неинвазивной 
диагностики эндометриоза [80]. Использование 
антител к CTLA-4 в качестве терапии эндоме-
триоза на экспериментальной животной модели 
продемонстрировало эффективное торможе-
ние пролиферации и инвазии эндометриоидных 
очагов за счет уменьшения продукции IL-10 и 
TFG-β [61, 68].

PD-1
PD-1 – наиболее хорошо изученная на се-

годняшний день молекула. Она экспрессиру-
ется дендритными клетками, Т-лимфоцитами, 
В-лимфоцитами, естественными киллерами. 
Лигандами для PD-1 являются два рецептора: 
PD-1L и PD-2L. Рецептор PD-1L экспрессиру-
ется клетками различных опухолей, а также ин-
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TABLE 2. IMMUNE CHECKPOINTS AND LIGANDS

Контроль-
ная точка 

иммунитета
Immune 

сheckpoint

Клетки, 
экспрессирующие 
контрольную точку 

иммунитета
The cell expressing immune 

checkpoint 

Лиганд
Ligand

Экспрессирующие лиганд
Ligand expressing

клетки иммунной 
системы

immune cells

клетки опухоли
tumor cells

CTLA-4 T-лимфоциты
T lymphocytes

CD80, 
CD86

антигенпрезенти-
рующие клетки

antigen-presenting 
cells

меланома [38], печеночно-клеточ-
ная карцинома [30], немелкокле-
точный рак легкого (НМРЛ) [140], 
злокачественная мезотелиома 

плевры [93]
melanoma [38], hepatocellular 

carcinoma [30], non-small cell lung 
cancer (NSCLC) [140], malignant 

pleural mesothelioma [93]

PD-1

Т- и В-лимфоциты,  
NK-клетки, дендритные 

клетки [69]
T, B lymphocytes, NK cells, 

dendritic cells [69]

PD-L1

Т- и В-лимфоциты, 
дендритные клет-
ки, макрофаги [69]

T, B lymphocytes, 
dendritic cells, 

macrophages [69]

рак молочной железы (РМЖ) [11], 
рак яичника [52], рак мочевого 

пузыря [95], рак поджелудочной 
железы [97]

breast cancer [11], ovarian cancer [52], 
bladder cancer [95], pancreas 

cancer [97]

PD-L2

дендритные клет-
ки, макрофаги, 

тучные клетки [69]
dendritic cells, 

macrophages, mast 
cells [69]

аденокарцинома легкого [87], 
В-клеточная лимфома [47], рак 

яичника [144], РМЖ [11]
lung adenocarcinoma [87], B cell 

lymphoma [47], ovarian cancer [144], 
breast cancer [11]

LAG-3

Т-лимфоциты,  
NK-клетки, В-лимфоциты, 

дендритные клетки
T lymphocytes, NK cells, 

B lymphocytes, dendritic cells

Gal-3

нейтрофилы, ден-
дритные клетки, 

макрофаги
neutrophils, dendritic 
cells, macrophages

рак предстательной железы [116], 
РМЖ [21], рак яичников [118], пече-

ночно-клеточная карцинома [71]
prostate cancer [116], breast 

cancer [21], ovarian cancer [118], 
hepatocellular carcinoma [71]

TIM-3

дендритные клетки, 
макрофаги, NK-клетки, 

Т-лимфоциты
dendritic cells, 

macrophages, NK cells, 
T lymphocytes

Gal-9

антигенпрезенти-
рующие клетки

antigen presenting 
cells 

РМЖ [148], НМЛР [53]
breast cancer [148], NSCLC [53]

TIGIT

Т-лимфоциты,  
NK-клетки

T lymphocytes, 
NK cells

PVR

антигенпрезенти-
рующие клетки

antigen presenting 
cells

НМРЛ [103], меланома [81], пече-
ночно-клеточная карцинома [41]

NSCLC [103], melanoma [81], 
hepatocellular carcinoma [41]

4-1ВВ

дендритные клетки,  
NK-клетки, Т-лимфоциты, 
моноциты, нейтрофилы

dendritic cells, NK cells, 
T lymphocytes, monocytes, 

neutrophils 

4-1ВВL

антигенпрезенти-
рующие клетки

antigen presenting 
cells

рак предстательной железы [160], 
РМЖ [8]

prostate cancer [160],  
breast cancer [8]

GITR

Т-лимфоциты, дендрит-
ные клетки, NK-клетки
T lymphocytes, dendritic 

cells, NK cells

GITRL

антигенпрезенти-
рующие клетки

antigen presenting 
cells

печеночно-клеточная карцинома, 
НМЛР, рак почки, плоскоклеточный 

рак кожи [128]
hepatocellular carcinoma, NSCLC, 

renal cancer, squamous cell carcinoma 
of skin [128]
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фильтрирующих опухоль клеток [35, 109, 112]. 
Взаимодействие PD-1 на Т-клетке с PD-1L на 
опухолевой клетке или АПК может эффективно 
ингибировать активацию Т-клетки и даже вы-
зывать ее апоптоз, таким образом обеспечив из-
бегание опухолью иммунного распознавания и 
выживание последней [15, 64]. Использование 
ингибиторов PD-1/PD-1L предотвращает их вза-
имодействие друг с другом и обеспечивает рас-
познавание и гибель опухолевой клетки. PD-L2 
экспрессируется на клетках некоторых опухолей, 
зачастую совместно с PD-L1, а также на дендрит-
ных клетках, макрофагах и тучных клетках [7, 
94]. Растворимый PD-1 (sPD-1) может выступать 
как конкурентный лиганд PD-1 на Т-клетках и 
блокировать его взаимодействие с PD-1L, спо-
собствуя противоопухолевому иммунитету [2, 
4, 39, 86]. Так, использование аденовируса для 
переноса sPD-1 в клетки опухоли вызывало ее 
регресс [110]. Среди всех ИКТИ ингибиторы 
PD1/PD-L1 являются самой широко использу-
емой группой препаратов. К ним относятся ни-
волумаб, пембролизумаб, цемиплимаб, ретифан-
лимаб. Данные об ИКТИ и их использовании 
в терапии опухолей представлены в таблице 3. 
M. Walankiewicz впервые оценила уровень экс-
прессии PD-1 и PD-1L на мононуклеарных лим-
фоцитах периферической крови 25 пациентов с 
установленным диагнозом «эндометриоз» [92].

Установлено, что T-лимфоциты и B-лим фо-
циты периферической крови женщин с НГЭ об-
ладают повышенной экспрессией PD-1 [59, 100], 
а содержание PD-L1 (sPD-L1) в их перифериче-
ской крови было ниже [85], чем у здоровых жен-
щин. Параллельно установлено, что экспрессия 
PD-1 и PD-1L эутопическим эндометрием жен-
щин с НГЭ выше, чем таковая у здоровых жен-
щин; при этом не обнаружено разницы экспрес-
сии этих молекул эутопическим и эктопическим 
эндометрием [59, 100]. В других исследованиях 
описаны совершенно противоположные от-
меченным выше данные о содержании sPD-1 и 
sPD-1L в периферической крови женщин с НГЭ 
и здоровых женщин [73, 80]. Такие противоречи-
вые данные о концентрациях sPD-1L еще раз до-
казывают необходимость дальнейшего изучения 
роли PD-1 в патогенезе эндометриоза и его диа-
гностической значимости.

LAG-3/Gal-3
Следующая ингибиторная КТИ, схожая по 

своим функциям с CTLA-4 – LAG-3, продукт 
транскрипции гена-3, активирующего лимфо-
циты (Lymphocyte activation gene 3). Относится к 
белку семейства иммуноглобулинов, который 
оказывает множество влияний на Т-клетки и на-

ряду с CTLA-4 оказывает супрессорное действие. 
Белок LAG-3 экспрессируется на поверхности 
естественных киллеров, Т- и В-лимфоцитов, 
дендритных клеток [65]. LAG-3 взаимодейству-
ет с главным комплексом гистосовметимости II 
(MHC II), что приводит к подавлению пролифера-
ции CD4+Т-клеток и секреции ими цитокинов [9, 
44]. Для клеток меланомы доказано, что взаимо-
действие MHC II c LAG-3 позволяет им избегать 
не только атаку иммунных клеток, но и лекар-
ственно-индуцированный апоптоз [45]. Помимо 
MHC II в качестве лиганда LAG-3 также высту-
пает галектин-3 (Gal-3) и лектин синусоидальных 
эндотелиальных клеток печени (LSECtin) [49]. 
Взаимодействие LAG-3 c галектином-3 в свою 
очередь ведет к подавлению активности CD8+Т-
лимфоцитов [37]. Роль LSECtin наиболее изучена 
для клеток меланомы, где его взаимодействие с 
LAG-3 способствует росту опухоли за счет сни-
жения активности Т-лимфоцитов [101]. Доказа-
на роль данной КТИ в развитии аутоиммунных 
состояний: NOD-мыши (non-obese diabetes, мо-
дель диабета без ожирения) нокаутные по Lag3, 
кодирующему белок LAG-3, продемонстрирова-
ли усиленный инвазивный инсулит с более выра-
женной инфильтрацией островков Лангерганса 
CD4+CD8+Т-лимфоцитами [17]. Нам не удалось 
найти в литературе данных о роли LAG-3 в патоге-
незе эндометриоза. Вместе с тем широко изучена 
роль LAG-3 в патогенезе и терапии рака эндоме-
трия и яичников [38, 47, 48, 108], что не исключает 
возможного участия этой КТИ в развитии такого 
опухолеподобного процесса, как НГЭ. Исследо-
ватели отмечают значительное повышение экс-
прессии Gal-3 клетками как эутопического, так и 
эктопического эндометрия, сопровождающейся 
сниженной активностью NK-клеток [102] и по-
вышенным содержа нием Gal-3 в перитонеальной 
жидкости женщин с эндометриозом [24]. В связи 
с недостаточными данными о роли LAG-3/Gal-3 
в патогенезе НГЭ их изучение является перспек-
тивным направлением.

Tim-3/Gal-9
Tim-3 экспрессируется на Т-лимфоцитах (пре-

имущественно на CD4+ и CD80+), дендритных 
клетках, макрофагах, естественных киллерах [43, 
103]. Основным его лигандом является галек-
тин-9 (Gal-9), взаимодействие с которым ведет к 
апоптозу Тh1- и Тh17-лимфоцитов [95, 114]. Роль 
Tim-3 в подавлении противоопухолевого имму-
нитета доказана для рака толстой кишки [113], 
мочевого пузыря [104], рака шейки матки [23], 
немелкоклеточного рака легкого [106]. Поми-
мо широкого изучения взаимодействия Tim-3 с 
Gal- 9 в онкологии есть исследования, посвящен-
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ТАБЛИЦА 3. ИНГИБИТОРЫ КОНТРОЛЬНЫХ ТОЧЕК ИММУНИТЕТА
TABLE 3. IMMUNE CHECKPOINTS INHIBITORS

Контрольная 
точка 

иммунитета
Immune checkpoint

Препарат, блокирующий 
контрольную точку 

иммунитета
Inhibitor of immune 

checkpoint

Опухоли, поддающиеся терапии препаратом
Tumor treated with immune checkpoint inhibitor

CTLA-4 ипилимумаб
ipilimumab

меланома [43], почечно-клеточный рак [22, 109], 
колоректальный рак [109], печеночно-клеточная 

карцинома [161], НМЛР [40], злокачественная 
мезотелиома плевры [108]

melanoma [43], renal cellular cancer [22, 109], colorectal cancer 
[109], hepatocellular cancer [161], NSCLC [40], malignant 

pleural mesothelioma [108]

PD-1

ниволумаб
nivolumab

меланома, НМЛР [127], печеночно-клеточная 
карцинома [45], почечно-клеточный рак [143]

melanoma, NSCLC [127], hepatocellular cancer [45], renal 
cellular cancer [143]

пембролизумаб
pembrolisumab

РМЖ [113], меланома [83], НМЛР [5]
breast cancer [113], melanoma [83], NSCLC [5] 

цемиплимаб
cemiplimab

плоскоклеточный рак кожи [4]
squamous cell cancer of the skin [4]

ретифанлимаб
retifanlimab

карцинома Меркеля [66]
Merkel carcinoma [66]

PD-L1

атезолизумаб
atesolisumab

уротелиальный рак [120], печеночно-клеточная 
карцинома [125]

urothelial cancer [120], hepatocellular cancer [125]
авелумаб
avelumab

карцинома Меркеля [37]
Merkel carcinoma [37]

дурвалумаб
durvalumab

уротелиальный рак [6], НМРЛ [96]
urothelial cancer [6], NSCLC [96]

LAG-3

эфтилагимод альфа
eftilagimod alpha

РМЖ, меланома [9]
breast cancer, melanoma [9]

релатимаб
relatimab

меланома [107]
melanoma [107]

TIM-3 нет зарегистрированных препаратов, препараты в разработке 
no registered medicines, medicines are in development

TIGIT нет зарегистрированных препаратов, препараты в разработке 
no registered medicines, medicines are in development

4-1BB

урелумаб
urelumab

В-клеточная лимфома [126]
B cell lymphoma [126]

утомилумаб
utomilumab

колоректальный рак [32]
colorectal cancer [32]

GITR нет зарегистрированных препаратов, препараты в разработке 
no registered medicines, medicines are in development

ные изучению их роли в репродуктивной системе 
женщины. Так, в 2005 г. R.M. Popovici изучала уро-
вень мРНК Gal-9 в ткани эндометрия в течение 
менструального цикла и на ранних стадиях бере-
менности. В результате исследования были полу-
чены данные о нарастании концентрации мРНК 
Gal-9 во второй фазе менструального цикла и, в 
особенности, в период окна имплантации [77]. 

Подобные результаты заложили перспективу 
дальнейшего изучения Gal-9 в механизмах ре-
цептивности эндометрия. В литературе освещена 
роль Tim-3/Gal-9 в регуляции иммунного ответа 
и развитии толерантности, в том числе и во время 
беременности [30, 78]. Показано, что экспрессия 
Tim-3 снижена на NK-клетках пациенток с при-
вычным выкидышем, в то время как концентра-
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ция его основного лиганда – Gal-9 повышена в 
периферической крови, что делает данные мар-
керы потенциальными предикторами успешно-
го вынашивания беременности [60]. Впервые 
исследование уровня Gal-9 в крови пациенток с 
эндометриозом было проведено в 2017 г. R. Brubel 
и соавт. [21]. Они показали статистически значи-
мое повышение уровня Gal-9 в крови пациенток 
с эндометриозом по сравнению с пациентками 
с другими доброкачественными гинекологиче-
скими заболеваниями (среди них: миома матки, 
кисты яичников, внематочная беременность, 
бесплодие неясной этиологии), а также по срав-
нению с женщинами без гинекологической па-
тологии. Авторы продемонстрировали высо-
кую чувствительность (94%) и специфичность 
(93,75%) уровня Gal-9 в периферической крови в 
качестве диагностического маркера эндометрио-
за [21]. Исследование 2022 г. также показало, что 
определение уровня Gal-9 в крови пациенток с 
эндометриозом имеет высокую чувствительность 
(100%) и специфичность (88,46%) [51]. Изучение 
роли взаимодействия Tim-3/ Gal-9 в патогенезе 
эндометриоза продолжили М. Meggyes и соавт., 
которые оценивали экспрессию указанных КТИ 
на мононуклеарных лимфоцитах перитонеаль-
ной жидкости и периферической крови женщин 
с эндометриозом [67]. Экспрессия Gal-9 была 
значительно повышена на CD4+Т-лимфоцитах 
и Т-регуляторных клетках периферической кро-
ви по сравнению с контрольными женщинами. 
Помимо этого его значительно более высокая 
экспрессия была обнаружена на CD8+Т-клетках, 
CD56+, CD56dim, CD56bright NK-клетках перитоне-
альной жидкости в сравнении с клетками пери-
ферической крови пациенток с эндометриозом. 
Также было установлено, что экспрессия Tim-3 на 
CD4+Т-лимфоцитах пациенток с НГЭ была зна-
чительно ниже в периферической крови по срав-
нению с перитонеальной жидкостью, что свиде-
тельствует о сниженном влиянии Tim- 3/ Gal-9 
на периферии по сравнению с полостью малого 
таза, где непосредственно происходит развитие 
эндометриоидных гетеротопий. В то же время на 
CD8+Т-клетках перитонеальной жидкости экс-
прессия Tim-3 была значительно повышена. Об-
щий уровень Т-регуляторных клеток был ниже 
как перитонеальной жидкости, так и в перифери-
ческой крови женщин с эндометриозом. Однако 
степень экспрессии на них данных белков была 
выше. Такой дисбаланс может являться отличи-
тельной характеристикой нарушения иммунной 
функции при эндометриозе. В противополож-
ность Т-регуляторным клеткам уровень экспрес-
сии Tim-3 на NK-клетках был значительно ниже. 

Как было отмечено выше, для женщин с эндоме-
триозом характерно повышение концентрации 
Gal-9 как в крови, так и в перитонеальной жид-
кости [21]. Постоянное взаимодействие галек-
тина со своим рецептором Tim-3 на NK-клетках 
может вызывать снижение экспрессии этого 
рецептора и, как следствие, дисфункцию NK-
клеток, характерную для эндометриоза [52, 70]. 
Исследование 2019 г. продемонстрировало, что у 
пациенток с ВИЧ-инфекцией повышенная экс-
прессия Gal-9 на NK-клетках приводит к умень-
шению продукции ими гранзима В, перфорина, 
гранулизина, и повышению синтеза интерферо-
на-гамма [69]. Подобный механизм может лежать 
в основе сниженной цитотоксической активно-
сти естественных киллеров женщин с НГЭ. 

TIGIT
Данная КТИ открыта впервые в 2009 г. и экс-

прессируется на поверхности Т-лимфоцитов и 
естественных киллеров. Его основным лигандом 
является рецептор полиовируса (PVR) – CD155, 
при взаимодействии с которым происходит ин-
гибирование Т-лимфоцитов и снижение цито-
токсической активности NK-клеток [62, 84]. 
Избегание иммунологического надзора с помо-
щью данной КТИ доказано для меланомы [63], 
колоректального рака [71], печеночноклеточной 
карциномы [36]. В 2023 г. C. Li и соавт. опубли-
ковали исследование, на основании результов 
которого не было обнаружено различий в уровне 
экспрессии данной КТИ на поверхности CD4+Т-
лимфоцитов между пациентками с эндометрио-
зом и контрольной группой [58].

Наиболее изученные КТИ, в том числе в кон-
тексте эндометриоза, были рассмотрены выше. 
Далее мы рассмотрим КТИ, для которых описана 
роль в патогенезе опухолей, но имеющих потен-
циальные перспективы и для патогенеза НГЭ.

4-1BB
Несмотря на свое открытие еще в 1989 г. КТИ 

4-1BB (CD137) и ее роль в развитии заболеваний 
еще далеко не изучены. 4-1BB экспрессируется 
Т-лимфоцитами, NK-клетками, дендритными 
клетками, гранулоцитами и макрофагами. В от-
личие от всех рассмотренных выше КТИ моле-
кул, 4-1BB – костимуляторная молекула [90], 
которая взаимодействуя с лигандом 4-1BBL, экс-
прессируемым антигенпрезентирующей клеткой, 
приводит к активации Т-лимфоцитов, включая 
цитотоксические, NK-клеток [111]. Блокирова-
ние специфическими антагонистическими анти-
телами 4-1BB в эксперименте приводит к апопто-
зу вышеперечисленных клеток [31, 32]. Широко 
изучены агонисты 4-1ВВ и их противоопухоле-
вые эффекты, которые действуют по противопо-
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ложному ИКТИ принципу [16, 33]. Нам не уда-
лось найти в литературе данных, посвященных 
изучению 4-1BB при эндометриозе, однако его 
потенцирующее действие на цитотоксическую 
активность Т-клеток и естественных киллеров 
может оказаться перспективным патогенетиче-
ски обоснованным направлением терапии НГЭ.

GITR
Глюкокортикоид-индуцируемый рецептор ту-

моронекротического фактора GITR был впервые 
открыт в 1997 г. Данная КТИ преимуществен-
но экспрессируется на Т-регуляторных лим-
фоцитах [42], в меньшей степени на CD4+ или 
CD8+Т-лимфоцитах, естественных киллерах и 
дендритных клетках [26]. В качестве его лиган-
да выступает GITRL, обнаруженный на поверх-
ности АПК. Так же как и 4-1ВВ, GITR является 
костимулирующей молекулой. На сегодняшний 
день не существует зарегистрированных и раз-
решенных к использованию в терапии монокло-
нальных антител к GITR. Экспериментальные 
данные демонстрируют их эффективное исполь-
зование на мышах в терапии плосклоклеточного 
рака пищевода [98]. Нам не удалось найти в ли-
тературе данных, посвященных изучению GITR 
при эндометриозе, что не снижает его потенци-
альной роли в патогенезе НГЭ.

Заключение
В связи с отсутствием высоко чувствительного 

и специфичного метода диагностики НГЭ поиск 
новых маркеров, наряду с поиском новых теорий 
возникновения этого заболевания, остается ак-
туальной задачей для исследователей. Наличие 
общих черт у эндометриоза с опухолевым про-
цессом является очевидным, в связи с чем роль 
КТИ в установке иммунологической толерантно-
сти при этой патологии является перспективным 
направлением изучения. Принимая во внима-
ние теорию ретроградной менструации, следует 
отметить, что само по себе явление характерно 
для большинства женщин, однако наружный ге-

нитальный эндометриоз развивается лишь у не-
которых из них. При попадании менструальной 
крови в перитонеальную полость у здоровых жен-
щин реализуется адекватный иммунологический 
ответ, сопровождающийся активацией клеток 
врожденного и адаптивного иммунитета и пре-
пятствующий образованию эндометриоидных 
гетеротопий. Известно, что у пациенток с эндо-
метриозом ответ иммунной системы недоста-
точный для подавления развития заболевания, 
что доказывают многочисленные исследования 
о снижении цитотоксической активности клеток 
среди данных больных. Главная функция КТИ 
заключается в подавлении активации иммунных 
клеток и, как следствие, выключении иммуноло-
гического надзора и прогрессии опухолей. Раз-
витие эндометриоза возможно при наличии по-
добных нарушений местного иммунного ответа. 
Имеющиеся данные о дисбалансе экспрессии 
CTLA-4, PD-1, Tim-3, Gal-9 на иммунных клет-
ках как периферической крови, так и перитоне-
альной жидкости подтверждают вовлечение этих 
молекул в патогенез заболевания. Использова-
ние ИКТИ может стать новым патогенетически 
обоснованным методом терапии НГЭ, механизм 
действия которого будет заключаться в индукции 
иммунного ответа. Помимо этого, отсутствие 
точного и малоинвазивного метода диагностики 
эндометриоза заставляет обратить внимание на 
галектин-9, чье достоверное увеличение концен-
трации в крови пациенток с эндометриозом, по 
сравнению со здоровыми женщинами, показало 
высокую диагностическую ценность. Таким об-
разом, КТИ иммунного ответа, доказавшие свою 
высокую значимость в патогенезе онкологиче-
ских заболеваний и ставшие эффективным ме-
тодом их терапии, являются многообещающим 
направлением и в рамках изучения эндометрио-
за, разделяющими большое число характеристик 
опухолевого процесса. 
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ДИСБАЛАНС ЛИПОПОЛИСАХАРИД-СВЯЗЫВАЮЩИХ 
СИСТЕМ КАК ПОТЕНЦИАЛЬНОЕ ЗВЕНО ПАТОГЕНЕЗА 
РЕВМАТОИДНОГО АРТРИТА 
Яцков И.А., Белоглазов В.А., Бублей К.В.
Ордена Трудового Красного Знамени Медицинский институт имени С.И. Георгиевского ФГАОУ ВО «Крымский 
федеральный университет имени В.И. Вернадского», г. Симферополь, Республика Крым, Россия

Резюме. Липополисахарид (LPS, эндотоксин) грамнегативной флоры является одним из силь-
нейших активаторов нативной иммунной системы и индуктором системного и локального воспале-
ния. В связи с увеличением количества факторов, способствующих транслокации LPS в системный 
кровоток, будь то неадекватная антибиотикотерапия, применение энтеро- и гепатотоксичных ле-
карственных препаратов, а также повышение доли углеводной и жирной пищи в рационе совре-
менного человека, роль LPS в поддержании воспалительного фона, в том числе низкоинтенсивного 
растет. Взаимодействия эндотоксина с организмом человека опосредованы целым рядом рецепто-
ров и молекул переносчиков, многие из которых можно выделить в группу так называемых «ли-
пополисахарид-связывающих систем», а именно липополисахарид-связывающий белок (LBP) и 
бактерицидный белок повышенной проницаемости бактерий (BPI). Характер ответа на повышение 
циркулирующего в крови пула LPS во многом зависит от данных молекул, а также дополнительных 
молекул, взаимодействующих с LPS и LPS-связывающими системами, в частности – липопротеи-
дов низкой (LDL) и высокой плотности (HDL). Учитывая имеющиеся в литературе данные о реги-
страции повышенных уровней LPS у пациентов с ревматоидным артритом (РА), а также наличия у 
данных пациентов в подавляющем большинстве дислипидемических состояний, LPS потенциально 
является патогенетически важным фактором при РА. В данном обзоре представлены основные дан-
ные о биологии и роли LPS и «липополисахарид-связывающих систем» в развитии и поддержании 
воспаления при РА. Поиск информации проводился по ключевым словам «ревматоидный артрит и 
липополисахарид», «ревматоидный артрит и липополисахарид-связывающий белок», «ревматоид-
ный артрит и BPI» в зарубежных и отечественных наукометрических базах, в том числе e-Library 
и PubMed. Представленные данные дают право считать сочетание дисбаланса «липополисахарид-
связывающих систем» и дислипидемии важным отягощающим провоспалительным фактором при 
РА, а поиск механизмов влияния на эти состояния по отдельности и в комбинации перспективным 
научным и клиническим направлением.

Ключевые слова: LPS, ревматоидный артрит, BPI, LBP, эндотоксин
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IMBALANCE OF LIPOPOLYSACCHARIDE-BINDING SYSTEMS 
AS A POTENTIAL LINK IN PATHOGENESIS OF RHEUMATOID 
ARTHRITIS 
Yatskov I.A., Beloglazov V.A., Bubley K.V. 
S. Georgievsky Medical Institute, V. Vernadsky Crimean Federal University, Simferopol, Republic of Crimea, Russian 
Federation

Abstract. Lipopolysaccharide (LPS, endotoxin) of Gram-negative bacteria is a strong activator of innate 
immune system and inducer of systemic and local inflammation. Due to increasing number of factors 
contributing to the translocation of LPS into the systemic bloodstream, e.g., non-adequate antibiotic therapy, 
usage of entero- and hepatotoxic drugs, as well as increased proportion of carbohydrate and fatty foods in the diet 
of modern people, the role of LPS is growing, in view of maintaining low-grade inflammatory background. 
Interactions of endotoxin within human body are mediated by a number of receptors and carrier molecules, 
many of which can be distinguished into a group of so-called “LPS-binding systems”, i.e., lipopolysaccharide-
binding protein (LBP) and bactericidal/permeability-increasing protein (BPI). The character of response 
to increased LPS pool in blood circulation depends largely on these molecules, as well as additional 
substances that interact with LPS and LPS-binding systems, in particular, low-density lipoproteins (LDL) 
and high-density lipoproteins (HDL). Given current publications reporting elevated LPS levels in patients 
with rheumatoid arthritis (RA), and persistence of dyslipidemias in the vast majority of these patients, LPS 
is potentially a pathogenetically important factor in RA. This review presents basic data on the biology and 
role of LPS and “lipopolysaccharide-binding systems” in development and maintenance of inflammation 
state in RA. Information was searched using the keywords “rheumatoid arthritis and lipopolysaccharide”, 
“rheumatoid arthritis and lipopolysaccharide-binding protein”, “rheumatoid arthritis and BPI” in foreign 
and Russian scientific databases, including e-Library and PubMed. The presented data allow us to consider 
the combination of “lipopolysaccharide-binding systems” imbalance and dyslipidemia a sufficient aggravating 
pro-inflammatory factor in RA, and the search for potential mechanisms influencing these conditions, either 
separately, or in combined manner, as a promising field for clinical research.

Keywords: LPS, rheumatoid arthritis, BPI, LBP, endotoxin

Введение 
Ревматоидный артрит (РА) – это хроническое 

системное воспалительное заболевание, поража-
ющее синовиальную оболочку суставов, а также 
опосредованно через реакции системного хро-
нического воспаления негативно влияет на ор-
ганы и системы органов. Согласно Всемирной 
организации здравоохранения, РА болеет око-
ло 1% населения мира [1]. В России, по данным 
Федеральной службы государственной статисти-
ки, в 2018 году было зарегистрировано 312 631 
больных РА в России (212,8 на 100 тыс. чел.) [1]. 
РА характеризуется лейко-/лимфоцитарной ин-
фильтрацией синовиальной оболочки и сустав-
ной полости, вследствие чего происходит гипер-
плазия синовиальной ткани за счет лимфоидной 

ткани с образованием пануса и формированием в 

последующем эрозий сустава и костей, участву-

ющих в формировании суставов. При РА форми-

руется хроническое аутоиммунное воспаление, 

которое проявляется такими симптомами, как 

утомляемость, анемия, остеопороз и сердечно-

сосудистые заболевания [1, 10]. Патогенез РА не 

до конца изучен, но считается, что в нем участву-

ют генетические, иммунные, воспалительные и 

факторы окружающей среды [1, 8, 10]. Генетиче-

ские факторы включают наличие аллелей генов 

комплекса гистосовместимости (КГС), таких 

как HLA-DRB1*04, а также индивидуальный по-

лиморфизм генов, кодирующих цитокины, ре-

цепторы и сигнальные молекулы, связанные с 

иммунным ответом [8, 45]. Иммунные факторы 
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включают аномальную активацию и дифферен-
цировку Т- и В-лимфоцитов, продукцию антител 
против собственных антигенов, таких как цикли-
ческий цитруллинированный пептид (CC-P), а 
также высвобождение противовоспалительных и 
пролиферативных цитокинов, таких как фактор 
некроза опухоли-альфа (TNFα), интерлейкин-1 
(IL-1), интерлейкин-6 (IL-6) и интерлейкин-17 
(IL-17) [8, 45]. К факторам риска также относят 
курение, инфекции, стресс и диету [1, 10, 45].

В данном обзоре литературы представлены 
имеющиеся на сегодняшний день сведения о вли-
янии липополисахарида (LPS) грамнегативной 
флоры на развитие РА и роли липополисахарид-
связывающего белка (LBP) и бактерицидного/
повышающего проницаемость белка (BPI) в па-
тогенезе РА. В статье рассматриваются ключевые 
аспекты биологии LBP/BPI и их роль в регуляции 
воспаления и гомеостаза, а также их потенциаль-
ная связь с РА и его осложнениями.

Липополисахарид-связывающие системы мо-
гут участвовать в патогенезе РА, индуцируя или 
поддерживая воспаление в суставах через рецеп-
тор CD14 и провоспалительные цитокины, такие 
как IL-6 и IL-17 [8, 45]. Так, LPS, поступающий 
из кишечника или других источников, активи-
рует иммунные клетки и стимулирует выработ-
ку противовоспалительных цитокинов и хемо-
кинов, которые могут привести к хроническому 
воспалению в суставах [40]. 

Связь LPS с РА и его осложнениями
Ряд исследований показывают, что LPS прямо 

или косвенно участвует в формировании и под-
держании воспаления при РА [40, 53]. LPS сти-
мулирует продукцию большого количества про-
воспалительных медиаторов, таких как TNFα, 
IL-1β, IL-6, IL-8, IL-12 и IL-18, а также хемо-
кинов, таких как C-C motif ligand (CCL2, CCL3, 
CCL4 и CCL5) [9, 22, 29, 31, 44, 51]. Эти медиа-
торы воспаления способствуют рекрутированию 
и активации нейтрофилов, Т- и В-лимфоцитов, 
а также стимулируют синтез простагландинов, 
лейкотриенов, реактивных форм кислорода и 
азота, которые повреждают суставную ткань [18, 
27, 69]. 

У пациентов с РА наблюдается повышение 
уровня LPS в крови и синовиальной жидкости, 
что свидетельствует о наличии бактериальной 
транслокации из кишечника или других источ-
ников [3, 61]. Повышение уровня LPS может 
стимулировать хроническое воспаление при РА, 
активируя TLR4 и CD14 на иммунных и эндо-

телиальных клетках. LPS также может индуци-
ровать продукцию антител к собственным анти-
генам, таким как цитруллинированные белки, 
которые являются маркерами и патогенными 
факторами РА [3, 13, 23, 30, 61].

У пациентов с РА также наблюдается измене-
ние уровня и функции LPS-связывающих систем 
(LBP и BPI), которые могут влиять на течение и 
исход заболевания. Повышенный уровень LBP в 
крови и синовиальной жидкости также коррели-
ровал с активностью заболевания, уровнем СРБ, 
СОЭ и IL-6 [3, 23, 30, 61]. В другом исследовании 
сообщалось, что BPI имеет более сильное срод-
ство к LPS, чем LBP. Прямая конкуренция между 
BPI и LBP за LPS может объяснить ингибиро-
вание BPI провоспалительных эффектов LBP в 
присутствии LPS [13]. Уровень и функция BPI 
при РА менее изучены, чем LBP. Есть противо-
речивые данные о функции BPI, например, зави-
симости от его уровня в крови и его дальнейшем 
эффекте на воспаление и иммунную систему при 
системной красной волчанке [17]. Примечатель-
но, что адаптивный перенос BPI-содержащих 
экзосом повышал уровень IL-1β и аутоантител в 
сыворотке крови у мышей-реципиентов. Пере-
несенные экзосомы проникли во многие ткани 
мышей-реципиентов, что привело к гепатиту, не-
фриту и артриту [17]. Эти противоречивые дан-
ные могут объясняться различиями в методах из-
мерения, типах лечения, стадиях заболевания и 
генетических факторах.

Возможные места транслокации LPS
Пародонтит, при котором Porphyromonas 

gingivalis является основной патогенной бакте-
рией, был связан с РА в эпидемиологических 
исследованиях, а также имеет сходные ассо-
циации генов и окружающей среды. Это также 
единственная идентифицированная бактерия, 
которая экспрессирует эндогенные цитруллини-
рованные белки и свой собственный бактериаль-
ный фермент PAD, хотя точные молекулярные 
механизмы бактериального цитруллинирования 
еще предстоит изучить [19, 42, 48, 63].

Еще один источник эндотоксина в организме 
человека – это тонкий кишечник. В нормальных 
условиях кишечник непроницаем для эндоток-
сина благодаря многокомпонентному барье-
ру [3,  6,  18]. Барьер состоит из механического 
(перистальтическое движение кишечника, сли-
зистый барьер (в который входит муцины, IgA, 
антимикробные вещества)), клеточного (энтеро-
циты, плотные клеточные контакты и т. д.), ло-
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кального иммунного (лимфоидная ткань в тол-
ще слизистой, Пейеровы бляшки) и системного 
компонента (сосудистая стенка, кровь, систем-
ный иммунный ответ, БАВ крови). При наруше-
нии одного из компонентов барьера кишечника 
возможна повышенная транслокация эндотокси-
на в толщу стенок слизистой (нарушение слизи-
стого барьера, нарушение клеточных контактов), 
либо поступление LPS в лимфу и кровоток. При 
этом, поскольку LPS является иммунноактивной 
молекулой, развивается им мунный ответ с вовле-
чением лимфоидной ткани кишечника и актив-
ной секрецией LBP и BPI с возможным форми-
рованием системного иммунного ответа [3, 6, 18]. 
Повышение кишечной проницаемости способ-
ствует транслокации LPS из просвета кишечника 
в кровоток, вызывая «метаболическую эндоток-
синемию» (рис. 1, см. 3-ю стр. обложки) [3, 6, 18].

LBP и BPI играют важную роль в регуляции 
воспаления и гомеостаза, так как они участвуют 
в распознавании и клиренсе LPS, а также в моду-
ляции секреции воспалительных медиаторов [20, 
21, 60]. LBP и BPI могут влиять на выработку 
цитокинов, таких как TNFα, IL-1β, IL-6, IL-8, 
IL-10 и IL-12, которые определяют характер и 
продолжительность воспалительного ответа [20, 
21, 56, 60]. LBP и BPI также модулируют акти-
вацию и дифференцировку иммунных клеток, 
таких как макрофаги, дендритные клетки, Т- и 
В-лимфоциты, которые участвуют в адаптивном 
иммунитете [26, 56, 60]. LBP и BPI играют роль 
в процессах коагуляции и фибринолиза в дан-
ном контексте LBP и BPI могут влиять на эти 
процессы косвенно через их взаимодействие с 
компонентами иммунной системы. Например, 
активация иммунной системы может привести к 
изменениям в системе гемостаза, которая вклю-
чает в себя коагуляцию и фибринолиз. Однако 
прямая роль LBP и BPI в этих процессах не яв-
ляется хорошо изученной и может потребовать 
дополнительных исследований для полного по-
нимания [28, 38, 46, 68]. 

BPI – это белок, синтезируемый нейтрофила-
ми и моноцитами и хранится в их гранулах, от-
куда он высвобождается при активации клеток, 
BPI обладает антибактериальной и противовос-
палительной активностью [20, 21, 38, 56, 60]. 
BPI способен связываться с липидом А LPS и 
нейтрализовать его биологические эффекты, а 
также блокировать его взаимодействие с основ-
ным паттерн-распознающим рецептором для 
эндотоксина – толл-подобным рецептором 4-го 
типа (TLR4) [20, 21, 43]. Кроме того, в контексте 

воспаления, BPI может участвовать в модуляции 
иммунного ответа, но его точное воздействие на 
противовоспалительные цитокины и хемокины 
может зависеть от конкретных условий и кон-
текста воспалительного процесса [17, 20, 60]. BPI 
может снижать экспрессию молекул адгезии на 
эндотелиальных клетках, уменьшая тем самым 
проницаемость сосудов и миграцию лейкоци-
тов. BPI, вырабатываемый нейтрофилами и мо-
ноцитами, может контролировать воспаление, 
связываясь с LPS и блокируя его действие [12]. 
Однако BPI также может стимулировать диффе-
ренцировку Th17 и продукцию IL-17, который 
усиливает воспалительный ответ и тканевое раз-
рушение [17]. Таким образом, воздействие BPI на 
организм пациента с РА может быть как провос-
палительным, так и протективным, а условия дан-
ного взаимодействия не до конца изучены. LBP 
и BPI объединяет общность химического строе-
ния, обе молекулы являются гликопротеинами, 
состоящими из двух доменов: N-терминального 
и C-терминального [20, 21, 64]. N-терминальный 
домен LBP и BPI имеет высокую структурную 
гомологию и способен связывать LPS, тогда как 
C-терминальный домен имеет низкую гомоло-
гию и различные функции [50, 64]. 

LBP синтезируется в печени и секретируется 
в кровь, где он связывается с липопротеидами, 
особенно с липопротеидами высокой плотности 
(HDL) [2, 36].

LBP и BPI участвуют в переносе LPS к рецеп-
торам TLR4 и CD14, которые расположены на 
поверхности макрофагов, дендритных клеток, 
эндотелиальных клеток и других типов клеток [2, 
36, 50, 64]. Авторами сделано предположение, что 
in vivo синовиальные фибробласты у больных ар-
тритом могут быть чувствительны к ЭТ в присут-
ствии растворимого sCD14 и ЭТ-связывающего 
протеина [49, 70]. TLR4 является трансмембран-
ным белком, который активирует внутриклеточ-
ные сигнальные пути, ведущие к экспрессии ге-
нов, кодирующих воспалительные медиаторы [7, 
59]. CD14 является гликозилфосфатидилинози-
тол-связанным белком, который усиливает свя-
зывание LPS с TLR4 и участвует в эндоцитозе 
LPS [35, 67]. LBP и BPI могут модулировать вос-
палительный ответ на LPS по-разному, в зависи-
мости от их концентрации, соотношения и типа 
липопротеидов, с которыми они ассоциирова-
ны. Обе молекулы могут усиливать воспаление, 
а также индуцировать апоптоз эндотелиальных 
клеток, когда они связаны с LPS и липопротеи-
дами низкой плотности (LDL), которые обеспе-
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чивают перенос LPS к TLR4 и CD14 [2, 36, 50, 
64, 67]. Однако, напротив, при связывании LBP 
или BPI с HDL может наблюдаться противопо-
ложный эффект – подавление воспаления путем 
элиминации LPS из циркуляции и блокирования 
его взаимодействия с TLR4 и CD14 [36, 62].

Интересным является факт блокирования 
BPI LPS-индуцированной резорбции костной 
ткани через подавление экспрессии RANKL, 
TNFα, IL-1, IL-6 и других факторов, а также 
стимулирование формирования костной ткани 
через активацию Wnt/β-катенин, BMP (костный 
морфогенетический белок), OPG (остеопроте-
герин) и других факторов [5, 14, 55, 66]. В жи-
вотных моделях РА, таких как коллаген-индуци-
рованный артрит и адъювант-индуцированный 
артрит, монотерапия BPI или в комбинации с 
моноклональными антителами к TNFα приво-
дила к уменьшению воспаления и замедлению 
деструкции суставов [15, 55, 66]. Кроме того, 
BPI 25 кД N-концевым фрагментом способен 
ингибировать выработку TNF в цельной крови 
человека [37, 39]. Эти данные свидетельствуют о 
том, что BPI является фактором защиты от эф-
фектов LPS при РА и что BPI может быть потен-
циальным препаратом для терапии РА. Однако 
есть противоречивые данные, которые показы-
вают отрицательное влияние секретирующих 
BPI нейтрофилов при системной красной вол-
чанке на течение артритов [17, 39]. 

IL-17 – это цитокин, который производит-
ся преимущественно Т-хелперами-17 (Th17), но 
также может быть секретирован другими клет-
ками, такими как γδ-Т-клетки, врожденные 
лимфоидные клетки (ILCs), тучные клетки и 
нейтрофилы [32, 41, 47]. IL-17 взаимодействует 
с рецепторами IL-17RA и IL-17RC, которые экс-
прессируются на многих типах клеток, включая 
фибробласты, хондроциты, остеокласты, эндо-
телиальные клетки, макрофаги и дендритные 
клетки [32, 41, 47]. IL-17 усиливает воспалитель-
ный ответ, индуцируя продукцию противовоспа-
лительных цитокинов, хемокинов, адгезионных 
молекул, металлопротеиназ и RANKL, которые 
способствуют рекрутированию и активации лей-
коцитов, деструкции хряща и костной резорб-
ции [32, 41, 47].

IL-17 может совместно с LPS участвовать в 
активации NF-κB и экспрессии генов, кодиру-
ющих цитокины, хемокины, адгезионные моле-
кулы и другие медиаторы воспаления [16]. IL-17 
также стимулирует пролиферацию и активацию 

синовиоцитов, способствует инфильтрации и ак-
тивации иммунных клеток [16, 32, 41, 47]. Кроме 
того, IL-17 может усиливать резорбцию костной 
ткани через активацию RANKL, TNFα, IL-6 и 
других факторов, а также подавлять формирова-
ние кости через ингибирование Wnt/β-катенин, 
BMP, OPG и других факторов [15, 41, 47]. В жи-
вотных моделях РА, таких как коллаген-индуци-
рованный артрит (КИА) и адъювантный артрит 
(АИА), проведение анти-IL-17 генной терапии 
приводит к ослаблению воспаления и замедле-
нию деструкции суставов [7, 33]. В клинических 
исследованиях у пациентов с РА обнаружено 
повышение уровня IL-17 в сыворотке и синови-
альной жидкости, что свидетельствует о том, что 
IL-17 может быть активирован при РА [57, 58]. 
Кроме того, блокировка IL-17 у пациентов с РА 
приводит к улучшению клинических и лабора-
торных показателей активности заболевания [4, 
34, 54]. Эти данные свидетельствуют о том, что 
IL-17 является цитокином, потенцирующим 
эффекты LPS при РА, и что IL-17 может быть 
потенциальной мишенью для терапии РА. Од-
нако необходимо проведение дальнейших углу-
бленных исследований в связи с наличием про-
тиворечивых данных о двойственном влиянии 
IL-17 на LPS-индуцированное воспаление, что 
обуславливает потребность в поиске молекул-
«переключателей» данного эффекта.

Экспериментальные данные подтверждают 
влияние LPS на развитие и прогрессирование 
РА. На животных моделях РА, КИА и АИА вве-
дение LPS вызывает или усиливает воспаление 
и деструкцию суставов [52, 61]. LPS также может 
индуцировать артрит у мышей, что указывает на 
то, что LPS может инициировать артрит [7, 11, 
24, 25]. Кроме того, LPS может усиливать артрит, 
индуцированный другими агентами, такими как 
кристаллы мочевой кислоты, адъювант Фрейн-
да или стафилококковый энтеротоксин B [7, 11, 
24, 25]. В этих моделях LPS увеличивает экс-
прессию цитокинов, хемокинов, адгезионных 
молекул, РФ и других медиаторов воспаления в 
синовиальной ткани и суставной жидкости [7, 11, 
24, 25]. LPS также стимулирует пролиферацию и 
активацию синовиоцитов, а также инфильтра-
цию и активацию иммунных клеток, таких как 
моноциты, макрофаги, дендритные клетки, Т- и 
В-лимфоциты, нейтрофилы и эозинофилы [7, 11, 
24, 25]. LPS также влияет на дифференцировку и 
функцию остеокластов, клеток, ответственных 
за резорбцию кости, и остеобластов, клеток, от-
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ветственных за формирование кости [7, 11, 24, 

25]. LPS может усиливать резорбцию кости через 
активацию NF-κB, RANKL, TNFα, IL-1, IL-6 и 
других факторов, а также подавлять формирова-
ние кости через ингибирование Wnt/β-катенин, 
BMP, OPG и других факторов [7, 11, 24, 25]. Эти 
данные свидетельствуют о том, что LPS является 
важным фактором, способствующим воспале-
нию и деструкции суставов при РА и что TLR4 яв-
ляется потенциальной мишенью для терапии РА.

Заключение
Влияние LPS, BPI и IL-17 на РА – это интерес-

ная и актуальная тема для исследований, которая 
может раскрыть новые механизмы патогенеза и 
потенциальные мишени для терапии этого забо-
левания. Однако необходимы дальнейшие экс-
периментальные и клинические исследования, 
чтобы подтвердить или опровергнуть эту гипоте-
зу и уточнить роль LPS, BPI и IL-17 в развитии и 
прогрессировании РА.
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ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ РАЗЛИЧНЫХ 
ФЕНОТИПОВ ХРОНИЧЕСКОГО РИНОСИНУСИТА
Лазарева А.М., Смирнова О.В.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт медицинских проблем Севера», г. Красноярск, Россия

Резюме. Хронический риносинусит (ХРС) – патология, которая проявляется воспалением в верх-
них дыхательных путях и в которой можно выделить два главных фенотипа: РС с полипозной тканью 
в носу и околоносовых пазухах и РС без полипов. Полагаясь на высокие концентрация различных 
цитокинов, воспалительные реакции при ХРС можно разделить на три эндотипа: Тh1 (IFNγ), Th2 
(IL-4, IL-5 и IL-13) и Тh3 (IL-17, IL-22). Патогенез воспаления как при ХРС без назальных полипов, 
так и при ХРС с назальными полипами достаточно различен, а частота встречаемости вышеуказан-
ных эндотипов весьма противоречива по данным исследований, что подтверждает целесообразность 
дальнейшего изучения этапов развития ХРС. Эти важные медико-социальные черты заболеваний 
слизистой носа и придаточных пазух обуславливают необходимость дальнейшего исследования пато-
генеза ХРС. В данном обзоре освещена информация об иммунологических особенностях и дисфунк-
циях, приводящих к появлению хронического риносинусита с полипами или без них. Цель данного 
обзора – изучить по данным литературы влияние первой линии защиты компонентов врожденного и 
приобретенного иммунитета на патогенез полипозного и неполипозного ХРС. 

В статье представлен обзор зарубежной научной литературы. Авторами был проведен научный по-
иск по тематике иммунного ответа при формировании хронических риносинуситов с полипами и 
без них. Использовали соответствующие ключевые слова и фильтры в поисковых системах PubMed и 
Google Scholar, по базам данных Scopus, Web of Science. 

Низкая эффективность различных используемых методов лечения может быть обусловлена ге-
терогенной иммунопатологией. Использование биологических препаратов, хотя и одобрено, может 
быть ненадежным, поскольку эти препараты, воздействующие на Тh2, могут вводиться пациентам 
с заболеванием, не связанным с Тh2. Наличие эозинофилов и гноя могут дать основу для экстра-
поляции эндотипа, но сейчас у врачей, лечащих ХРС, нет широкого распространенного доступа к 
лабораторным анализам для типирования РС и обоснования медикаментозной тактики. Пациенты 
с любым типом воспаления могут страдать от скрытых инфекций, вызванных бактериями и грибами 
или вирусами, и это затрудняет диагностику поляризации иммунного ответа. Дальнейшее изучение 
звеньев иммунологического патогенеза ХРС позволит разработать персонифицированный алгоритм 
диагностики и лечения таких больных.

Ключевые слова: хронический риносинусит, полипозный риносинусит, эндотипы, иммунный ответ, патогенез, фенотип
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IMMUNOLOGICAL FEATURES OF DIFFERENT PHENOTYPES 
IN CHRONIC RHINOSINUSITIS
Lazareva A.M., Smirnova O.V.
Research Institute of Medical Problems of the North, Krasnoyarsk, Russian Federation

Abstract. Chronic rhinosinusitis (CRS) is a disease which manifests with inflammation of the upper 
respiratory tract. Two main phenotypes can be distinguished in CRS: a clinical form with polypous tissue, 
and a clinical variant without polyposis. With regard of increased cytokine concentrations, the inflammatory 
response in CRS can be divided into 3 endotypes: Th1 (IFNγ), Th2 (IL-4, IL-5, IL-13) and Th3 type (IL-17, 
IL-22). The pathogenesis of inflammation in CRS with nasal polyps and polyposis-free cases is quite different, 
and, according to current publications, the data on prevalence of different endotypes is very contradictory, 
thus confirming the need for further studies of CRS development. These important medical and social features 
of diseases affecting nasal mucosa and paranasal sinuses require further studies in pathogenesis of CRS. This 
review covers information about the immunological features and dysfunctions that lead to occurence of CRS 
with or without polyps. The purpose of this review article is to study the influence of the first-line immune 
defense, components of innate and acquired immunity on the pathogenesis of CRS.

The article provides a review of the worldwide research publications in the field. The authors conducted a 
search for different items of immune response related to development of CRS with and without polyps. We used 
keywords and filters in the PubMed and Google Scholar, as well as in Scopus and Web of Science databases.

So far, low efficiency of various treatment methods used may be due to heterogeneous immunopathology. 
The use of biological preparations, although approved, may be non-reliable, since these Th2-targeted drugs 
may be administered to patients with non-Th2 disease. The presence of eosinophils and pus may provide a basis 
for endotype extrapolation. However, the clinicians treating CRS do not have widespread access to laboratory 
tests in order to specify the CRS type and to administer a tailored drug management. Patients with any type 
of inflammation may suffer from latent infections caused by bacteria, fungi or viruses, thus making difficult a 
specific evaluation of polarized immune response. Further studies on the links of immunological pathogenesis 
in CRS will allow us to develop a personalized algorithm for the diagnosis and treatment of such patients.

Keywords: chronic rhinosinusitis, polypous rhinosinusitis, endotypes, immune response, pathogenesis, phenotype

Хронический риносинусит (ХРС) – патоло-
гия, которая проявляется воспалением в верхних 
дыхательных путях и в которой можно выделить 
два главных фенотипа: РС с полипозной тканью 
в носу и околоносовых пазухах и РС без полипов. 
Полагаясь на высокие концентрация различных 
цитокинов, воспалительные реакции при ХРС 
можно разделить на три эндотипа: Тh1 (IFNγ), 
Th2-тип (IL-4, IL-5 и IL-13) и Тh3-тип (IL-17). 
Патогенез воспаления при ХРС без назальных 
полипов, так и при ХРС с назальными полипа-
ми достаточно различен, а частота встречаемости 
вышеуказанных эндотипов весьма противоречи-
ва по данным исследований, что подтверждает 
целесообразность дальнейшего изучения этапов 
развития ХРС. 

Респираторный эпителий носа и околоносо-
вых пазух является своеобразным защитным ба-
рьером для инородных веществ. Различные виды 
изменений в работе этого барьера характерны для 

любого эндотипа ХРС. Это подтверждает дис-
баланс содержания эпителиальных цитокинов 
как проявления адаптивных реакций иммунной 
системы. Эпителий дыхательных путей активно 
принимает участие во врожденном иммунитете и 
через распознавание врожденными рецепторами 
патогенов. Выброс хемокинов и цитокинов ха-
рактеризует звено адаптивного иммунитета 

Цель этого обзора – изучить и систематизи-
ровать по данным литературы эндотипическую 
гетерогенность и различных механизмов патоге-
неза ХРС.

В статье представлен обзор зарубежной на-
учной литературы. Выполнен научный поиск по 
теме патогенеза иммунного ответа при возникно-
вении хронических риносинуситов с полипами и 
без них. Использованы соответствующие ключе-
вые термины и фильтры в поисковых системах 
PubMed и Google Scholar, по базам данных Web of 
Science и Scopus.
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Хронический риносинусит (ХРС) – это одно 
из самых распространенных хронических воспа-
лительных патологий, встречаемое в работе вра-
ча-оториноларинголога. ХРС встречается при-
мерно у 10% населения во всем мире. 

ХРС является многоликим заболеванием, 
проявляющееся воспалительными явлениями в 
верхних дыхательных путях и придаточных око-
лоносовых пазухах, эти явления присутствуют 
более 12 недель и оказывают выраженное нега-
тивное влияние на качество жизни пациентов. 

Основополагающим делением ХРС по до-
кументу EPOS 2020 является разделение на 2 
основных фенотипа на основании наличия или 
отсутствия назальных полипов (НП): ХРС с НП 
(полипозный риносинусит, ПРС) и ХРС без НП 
(ХРС) [2]. Многочисленные исследования по-
казали, что воспаление при обоих вариантах 
ХРС очень гетерогенно, и каждый фенотип мо-
жет проявлять 3 основных эндотипа воспаления: 
тип Тh1, Th2 и Th3, в зависимости от повышения 
канонических цитокинов Т-клеток (Th1, Th2 и 
Th17). Многообразие эндотипов РС объясняет 
трудности терапии риносинуситов.

Роль эпителия слизистой оболочки носа и 
придаточных пазух в развитии ХРС

За последние несколько десятилетий исследо-
вания доказали, что эпителий слизистой носа об-
ладает множеством иммунологических функций, 
как с врожденными, так и адаптивными компо-
нентами. Развитие риносинусита связано с дис-
функциональной регуляцией этих компонентов.

Слизистая оболочка носовых пазух является 
местом первичного контакта организма с внеш-
ними ингаляционными патогенами. Координи-
рованные изменения в работе респираторного 
эпителия при контакте с антигенами являются 
проявлением врожденного иммунитета. Непол-
ноценная реакция, вызванная нарушением за-
щитного барьера, запускает иммунологические 
реакции [10]. Различные наблюдения показали 
значимость дисфункции респираторного эпите-
лия при ХРС. Наиболее часто описаны умень-
шения плотных контактов, так и увеличением 
ионной проницаемости [10, 18]. Например, сни-
жение экспрессии белков плотного соединения 
окклюдина-1 и zonula occludens 1 было проде-
монстрировано при ПРС по сравнению с кон-
тролем [12]. Аналогичным образом сообщалось 
об изменениях в синтезе E-кадгерина, укороче-
нии десмосом и снижении уровня клаудина-1 в 
образцах слизистой оболочки при ХРС [4, 11]. 

Описано, что обсеменение микроорганиз-
мом Pseudomonas aeruginosa может разрушать 
как окклюдин, так и клаудин-1. Инфицирова-
ние же Staphylococcus aureus, как было обнару-

жено, секретирует продукты, разрушающие zona 
occludens 1 человека [16]. При Th2-типе цито-
кины IL-4 и IL-13 снижают функцию эпители-
ального барьера [12]. Активация эозинофилов 
также играет роль в барьерной дисфункции по-
средством высвобождения белков-гранул и эози-
нофильных внеклеточных ловушек [8, 18]. В ус-
ловиях, отличных от Th2-типа, цитокин Тh1типа 
IFNγ снижает функцию эпителиального барьера 
в синоназальных эпителиальных клетках [12]. 
Было обнаружено, что содержание различных 
биологических участников, таких как онкоста-
тин М (OSM) и IL-6, высвобождаемый нейтро-
филами, выше у пациентов с ПРС относительно 
ХРС. Эти медиаторы усиливают проницаемость 
тканей и приводят к биоэлектрическим наруше-
ниям [2, 20]. Естественные клетки-киллеры син-
тезируют гранзимы, которые могут иницииро-
вать нарушения в барьерной функции эпителия 
верхних дыхательных путей [5]. Исследования 
кинетики барьерной дисфункции у пациентов с 
ХРС – это перспективная отрасль, похожие на-
рушения обнаружены при астме и при атопиче-
ском дерматите [7].

Роль мукоцилиарного клиренса в формировании 
ХРС

Активным компонентом слизистой оболоч-
ки дыхательных путей является мукоцилиарный 
клиренс (МК), который очищает поверхность 
слизистой оболочки от различных инородных 
субстанций. MК регулируется низкомолекуляр-
ными нейромедиаторами и нейропептидами, ко-
торые влияют как на секрецию слоя слизи, так и 
на частоту сокращений ресничек [23, 28]. 

Нарушение работы МК наблюдается при та-
ких заболеваниях как муковисцидоз и первичная 
дискинезия ресничек, способствующие хрони-
ческому синоназальному воспалению носовых 
пазух [9]. При ХРС очевидна приобретенная ци-
лиарная дисфункция со снижением сокращения 
реснитчатых мышц на стимулы, стимулирующие 
подвижность, после воздействия инфекционных 
токсинов и/или эндогенного воспалительно-
го процесса [22]. Микроорганизмы Haemophilus 
influenzae, Streptococcus pneumoniae, S. aureus, 
Aspergillus fumagatus и P. aeruginosa вырабатывают 
факторы, изменяющие нормальное функциони-
рование мукоцилиарного клиренса.

Дисбаланс в работе респираторного эпителия 
при ХРС

Изменения в структурных особенностях 
врожденного мукозального иммунитета связаны 
с группой рецепторов, которые могут идентифи-
цировать эпитопы чужеродных белков и иниции-
ровать быстрый иммунный ответ.
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Рецепторы идентификации являются пептида-
ми, они определяют большой перечень структур, 
известные как молекулярные паттерны, ассоции-
рованные с антигенами [3]. Toll-подобные рецеп-
торы (TLR) представляют собой интегральные 
мембранные гликопротеины, характеризующи-
еся доменом узнавания [1]. Вкусовые рецепторы 
являются участниками врожденного эпителиаль-
ного иммунитета. Было показано, что полимор-
физмы рецептора горького вкуса T2R38 лежат в 
основе отсутствия способности ощущать горькие 
соединения в пище. Нефункциональный аллель 
T2R38 был установлен как аллель риска тяжести 
заболевания как при ХРС без полипов, так и при 
муковисцидозе. Бактерии, образующие биоплен-
ки, могут активировать T2R38-индуцированные 
реакции Ca2+, что активирует работу мукоцили-
арного клиренса и синтез оксида азота, обладаю-
щим антибактериальным действием [24].

TLR широко изучены относительно их воз-
можности регулировать быстрый релиз анти-
микробных пептидов как эпителиальными, так 
и одиночными хемосенсорными клетками дыха-
тельных путей в ответ на распознавание PAMP и 
трансдукцию вкусовых рецепторов соответствен-
но [4]. Некоторые из наиболее широко изучен-
ных антимикробных пептидов – это лизоцим, 
лактоферрин, антитрипсин, дефензины, белки 
S100 и поверхностно-активные вещества [2]. Все 
они играют значительную роль в развитии ХРС. 
Например, при ПРС снижается уровень эпите-
лиальных защитных белков S100A7 (псориазин) 
и S100A8/9 (кальпротектин) [4].

Хотя антимикробные пептиды могут высво-
бождаться непосредственно из эпителиальных 
клеток, они также были обнаружены в экзосомах 
слизистой оболочки носа [7]. Стимуляция TLR4 
назального эпителия приводит к двукратному 
увеличению высвобождения экзосом, происхо-
дящих из слизистой оболочки носа, содержащих 
как индуцибельную NO-синтазу, так и множе-
ственные антмикробные пептиды, обеспечивая 
значительную микробиоцидную активность про-
тив P. aeruginosa [27].

Рецепторы распознавания паттернов играют 
решающую роль во врожденном иммунном от-
вете посредством прямой антипатогенной актив-
ности, они также способствуют синтезу многих 
провоспалительных цитокинов и хемокинов, 
рекрутирующих клетки иммунной системы, та-
кие как Т- и В-клетки, базофилы и эозинофи-
лы в эпителиальное микроокружение. При ХРС 
адаптивный иммунитет активно производит 
цитокины эпителиального происхождения, в 
том числе тимический стромальный лимфопо-
этин (TSLP), IL-25, IL-33 и фактор активации 

B-клеток семейства TNF [3]. Усиление выработ-
ки P-гликопротеина (P-gp) внутри мембраны 
клетки является признаком воспаления эпите-
лия [8]. P-gp может локально вырабатываться при 
ХРС, переноситься между клетками респиратор-
ного эпителия посредством экзосом и характери-
зуется спектром экспрессии, который наиболее 
выражен при заболевании T2-типа [2, 5]. Было 
показано, что P-gp модулирует высвобождение 
эпителиальных цитокинов при ХРС и способен 
усиливать глюкокортикоидную активность [14]. 
Эти данные позволяют предположить, что P-gp 
можно идентифицировать как маркер усиления 
цитокин-опосредованного воспалительного про-
цесса у пациентов с ХРС. Эта теория была до-
казана клиническим испытанием, которое по-
казало улучшение показателей при ХРС после 
ингибирования P-gp с помощью верапамила [5].

Дисбаланс эпителиальных протеаз и ингибито-
ров протеаз при ХРС

Как структурные, так и функциональные 
врожденные эпителиальные иммунные реакции 
происходят в ответ на атаку патогенов из окружа-
ющей среды, они осуществляют возврат к исход-
ному гомеостатическому состоянию. При ХРС 
по различным причинам не удается затормозить 
каскад биохимических реакций воспаления, что 
ведет к появлению множества этиопатологиче-
ских гипотез, фокусирующихся на взаимодей-
ствиях эпителия и окружающей среды хозяина 
как с грибами, так и с бактериями [5]. Также были 
исследованы «суперантигены» S. aureus, пока-
зывающие их потенциальную роль в некоторых 
формах ХРС [4]. 

Эти направления исследований предполагают 
общий путь чрезмерного воздействия протеаз.

Действительно, все аллергены, такие как кле-
щи домашней и библиотечной пыли, плесневые 
грибы и различные бактерии, обладают выра-
женной эндогенной протеазной активностью, 
активируют клетки Th2-типа и врожденные 
лимфоидные клетки группы 2 (ILC2) для выра-
ботки цитокинов T2-типа [1]. При воздействии 
экзогенных протеаз дыхательный эпителий вы-
рабатывает эндогенные ингибиторы протеаз. 
При ХРС эндогенные ингибиторы протеазы, та-
кие как цистатин А и ингибитор сериновой про-
теазы SPINK5, экспрессируются в недостаточной 
концентрации [16]. Однако было доказано, что 
концентрации эндогенных ингибиторов протеаз 
(цистатина SN и ингибитора цистеиновой проте-
азы) статистически значимо выше на слизистой 
оболочке носа и пазух у пациентов с эозинофиль-
ным типом ХРС (ХРС T2) по сравнению с ХРС 
без Th2-типа [1, 17]. Цистатин SN способен за-
пускать биосинтез TSLP и IL-33 [6]. Также циста-
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тин SN индуцирует фибробласты НП, повышая 
экспрессию периостина. 

Периостин является маркером эозинофиль-
ного воспаления, характерного для Th2-типа, 
т.к. он инициирует рекрутирование и активацию 
эозинофилов [9, 12]. Вероятно, общий дисбаланс 
между экзогенными протеазами и эндогенными 
ингибиторами протеаз может действовать как 
важный пусковой момент эпителиального воспа-
ления при ХРС.

Эпителиальные реакции при воспалении дыха-
тельных путей

Эпителий слизистой оболочки носа выступа-
ет как активный иммуномодулятор. К примеру, 
клетки эпителия респираторного тракта могут 
запускать миграцию дендритных клеток (ДК) в 
эпителий посредством медиатора CCL20 (MIP-
3α) в ответ на попадание инородных агентов [28]. 
CCL20 – единственный известный хемокин, 
осуществляющий контакт с CCR6, который экс-
прессируется незрелыми ДК и клетками Лангер-
ганса [17].

Клетки респираторного эпителия оказывают 
воздействие на ДК при дифференцировке Th-
клеток через синтез TSLP, активатора ДК, ко-
торый может дополнительно синтезироваться 
под действием IL-4 [21]. Другими характерными 
проявлениями реакции эпителия на длительное 
воспаление является фиброз и ремоделировние 
тканей.

Изменения в работе коагуляционной и фибри-
нолитической систем были широко описаны при 
ХРС на клинических и животных моделях [6]. 
Активации тромбина, снижения активности t-PA 
и повышение экспрессии фактора свертывания 
крови XIII-A стимулирует повышенное отло-
жение фибрина в наночастицах [7]. Тромбин и 
пептиды-агонисты рецептора-1, активируемые 
протеазой, могут провоцировать увеличение эн-
дотелиального фактора роста in vitro. 

Эти труды демонстрируют, что активация 
свертывающей системы крови в комплексе со 
снижением фибринолиза приводит к выраженно-
му ремоделированию слизистой оболочки носа и 
придаточных пазух при ХРС посредством захвата 
белков из плазмы, усилению тканевого отека, по-
явлению псевдокист и выделению фактора роста 
эндотелия сосудов. Также тромбин может усугу-
блять эпителиальную воспалительную реакцию, 
стимулируя производство простагландина PGE2, 
CCL2, IL-6, IL-8, тромбоцитарного фактора ро-
ста и MUC5AC из эпителиальных клеток дыха-
тельных путей [22].

Дальнейшие исследования ремоделирования 
эпителия при ХРС были сосредоточены на фи-
брозе слизистой решетчатой кости, а также на 

пролиферации бокаловидных клеток. Активация 
преобразователя сигнала и активатора транс-
крипции 6 (STAT6) в клетках респираторного 
эпителия индуцирует IL-13-зависимое воспале-
ние у мышей [18]. IL-13, помимо передачи сиг-
налов рецептора эпидермального фактора роста, 
необходим для синтеза фибриногена и клеток-
продуцентов назальной слизи.

Аналогично белок периостин может синтези-
роваться как IL-13, так и IL-4, может связывать 
белки внеклеточного матрикса (фибронектин, 
тенасцин-C, коллагены), участников процесса 
фиброза [27].

Полиморфизмы в матриксной металлопроте-
иназе-9, который разрушает белки внеклеточного 
матрикса, считаются геном риска при ПРС [21]. 
TGF-β является дополнительным важным меди-
атором фиброза дыхательных путей. 

Было показано, что передача сигналов TGF-β 
повышена в тканях ХРС без полипов относитель-
но группы здоровых [2]. Однако при анализе сре-
ди ПРС были получены противоречивые данные: 
исследования показали диапазон уровней его 
содержания наравне с контрольной группой [20, 
28].

Эпителиально-мезенхимальный переход и цито-
логическое разнообразие при ХРС

Нарушение защитных механизмов эпители-
ального барьера, развитие фиброза и ремоде-
лирование является частью эпителиально-ме-
зенхимального перехода (ЭМП). Этапы ЭМП 
изучены при патологиях с Тh2-типом, не только 
для ХРС [1, 19]. Инициирует ЭМП нарушение 
целостности респираторного эпителия и откло-
нения в системе гомеостаза, делающим невоз-
можным возврат к исходному состоянию. Было 
описано, что множественные протеазы, включая 
протеазы респираторных аллергенов, таких как 
плесневые грибы и клещи домашней пыли запу-
скают ЭМП [8]. В эпителии придаточных пазух 
носа ЭМП характеризуется потерей белков плот-
ного соединения, включая ZO-1 и окклюдин. 
Показано снижение уровня Е-кадгерина при 
ХРС, а также низкие концентрации виментина 
и цитокератинов, что коррелировало с размером 
базальной мембраны и инфильтрацией эозино-
филами [10]. Потеря соединительных белков вы-
зывает отделение от базальной мембраны, сни-
жение полярности и усиление деления клеток, 
чтобы заполнить место деструкции. Одномо-
ментно клетки мезенхимы дифференцируются из 
базальных эпителиальных клеток и синтезируют 
большое количество компонентов внеклеточно-
го матрикса: фибронектин, десмин, тенасцин, 
ламинин и коллагены для создания биосвязки на 
повержденных местах. Специфические факторы, 
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которые связаны с ЭМП и акантозом при ХРС, 
включают TGF-α, OSM, эпирегулин и HIF1α [18, 
21]. Периостин играет важную роль в формиро-
вании ХРС не только как активатор притока эо-
зинофилов, но и как участник ЭМП через TGF-
β-зависимый путь [19].

ЭМП имеет определенные черты для каж-
дого из этапов. По мере осуществления ЭМП 
увеличиваются определенные маркеры: повы-
шение синтеза TGF-β, повышенное содержание 
α-гладкомышечных миофибробластов, интен-
сивное окрашивание виментином повышенное 
содержание фибронектина и более высокие 
уровни миофибробластов и концентрация ма-
крофагов М2. Интенсивное отложение коллагена 
характерно для ПРС, что указывает на большую 
активность фибробластов на начальных стадиях 
формирования полипов [8].

Недавние исследования клеточных измене-
ний при ХРС с использованием массово-парал-
лельного секвенирования одноклеточной РНК 
предоставили дальнейшее представление об дис-
функциях в эпителиальной клеточной экосисте-
ме. Описано отсутствие клеточного разнообра-
зия при гистологическом исследовании ткани 
полипа относительно контрольной ткани. При 
ХРС наблюдалась гиперплазия базальных кле-
ток, снижение содержания железистых клеток 
и сдвигом транскриптомов секреторных клеток, 
включая значительное увеличение экспрессии 
цистатина SN [14].

Воспалительные эндотипы при ХРС
Исследования показывают, что воспаление 

при ХРС очень гетерогенно и может быть раз-
делено на 3 основных эндотипа воспаления: тип 
Тh1 по повышению цитокина Т1 IFNγ, эндотип 
Тh2 по эозинофилии и повышению цитокинов 
Тh2 и эндотип Тh3 по нейтрофилии и большому 
количеству IL-17 Обнаружена связь между эндо-
типами и клиническими проявлениями заболе-
вания РС, вот некоторые ассоциации: эндотип 
Тh2 связан с потерей обоняния, сопутствующей 
бронхиальной астмой и полипозом носа, тогда 
как эндотип Тh3 связан с наличием интраопера-
ционного гноя, что указывает на связь с инфек-
цией [18].

Эндотип Тh2 является самым распространен-
ным эндотипом в западных странах [13, 18]. Кро-
ме того, распространенность Тh2 в последние 
десятилетия растет, подобно другим аллергиче-
ским заболеваниям, таким как астма и аллерги-
ческий ринит [3, 21]. Существует географическая 
изменчивость даже в пределах одной страны, и 
действительно, наличие Th2 ПРС сильно раз-
личалось между Пекином (60%) и Чэнду (20%) в 
Китае [10]. Это может означать то, что эндотип 

воспаления контролируется микроокружением в 
большей степени, чем генетическими фактора-
ми.

ПРС Тh2-типа цитокины Тh2, включая IL- 4, 
IL-5 и IL-13, продуцируемые клетками Th2, 
ILC2 и тучными клетками, играют важную роль 
в развитии ПРС T2-типа. IL-5 в первую очередь 
участвует в эозинофилии, а также участвует в 
активации плазматических клеток в тканях НП. 
IL-4 и IL-13 являются ключевыми факторами, 
которые контролируют многие важные факто-
ры при НП, включая реакцию IgE, дисфункцию 
эпителиального барьера, выработку слизи, ремо-
делирование и отложение фибрина [3]. Лечение 
антителом против IL-4Rα (дупилумаб), которое 
ингибирует оба фактора: передача сигналов IL-4 
и IL-13 уменьшила размер НП и улучшила каче-
ство жизни и симптомы, включая заложенность 
носа и аносмию, у пациентов с тяжелым течени-
ем ПРС [9].

Идентифицировали гены с повышенной регу-
ляцией в НП Th2 [9, 20].

Гены с повышенной регуляцией в НП Th2 
включали клеточные маркеры и хемокины для 
эозинофилов, макрофаги, Th2/ILC2, тучные 
клетки, эпидермальную дифференцировку и вне-
клеточный матрикс, и другие распространенные 
гены, индуцированные IL-4/IL-13 (цистатин SN 
и периостин) [9, 21]. Исследование пациентов с 
НП жителей Японии и жителей США путем сек-
венирования РНК и обнаружено, что профиль 
экспрессии генов в Тh2 при НП из обеих групп 
показал почти полное перекрытие. Это говорит о 
том, что ключевые молекулярные механизмы НП 
Тh2 в азиатских и западных странах, вероятно, 
одинаковы.

ILC2 и клетки TH2Антиген-независимое вос-
паление Т2-типа в основном контролируется 
ILC2. ILC2 экспрессируют рецепторы, реаги-
рующие на врожденные индукторы Т2 эпите-
лиальных клеток, TSLP, IL-25 и IL-33. В случае 
ХРС повышенный уровень TSLP в ткани НП 
Т2 был обнаружен во всем мире [10, 15]. TSL 
Pиндуцируется вирусами, протеазосодержащими 
аллергенами и цитокинамиТh2-типа IL-4 и IL-13 
в эпителиальных клетках, а также комбинацией 
этих стимулов [6, 9]. Активность TSLP в ткани 
НП усиливалась за счет посттрансляционных 
модификаций тканевых протеаз, и эти активные 
метаболиты TSLP стимулируют ILC2, а также 
дендритные и тучные клетки гораздо эффектив-
нее, чем зрелые TSLP [4, 7]. Напротив, повыше-
ние уровня других врожденных индукторов Тh2 
эпителиального происхождения, IL-25 и IL-33, 
является спорным. Повышение уровня IL-25 
в НП было обнаружено в Азии, а исследование в 



281

Фенотипы хронических риносинустов
Phenotypes in chronic rhinosinusitis2025, Vol. 27,  2

2025, Т. 27, № 2

США также продемонстрировало, что IL-25 был 
обнаружен в незначительной подгруппе эпители-
альных клеток, называемых одиночными хемо-
сенсорными клетками, и был повышен в НП [15, 
18]. Напротив, в других исследованиях показало 
почти неопределяемые низкие уровни IL-25 в 
НП [10].

Это может свидетельствовать о том, что IL- 25 
играет роль на каком-то определенном этапе раз-
вития полипозной ткани. Относительно IL-33 
были получены неоднозначные результаты [2, 
15]. Поскольку IL-33 требует двух стадий получе-
ния цитокиновой активности (высвобождения из 
ядра и расщепления ферментами), мы не можем 
делать выводы, основываясь только на его экс-
прессии [1, 11].

Предполагается, что активация 4 различных 
путей транскрипции (NF-κB, ядерный фактор ак-
тивированных Т-клеток (NFAT, STAT5 и STAT6) 
нужны для биосинтеза цитокинов Тh2-типа в 
ILC2 [12]. Активаторы ядерного фактора каппа 
B (рецептор-активатор лиганда ядерного факто-
ра каппа B, IL-25 в Азии и IL-33, NFAT (PGD2, 
цистеиниллейкотриен C4 и LTD4), STAT5 (TSLP) 
и все STAT6 (IL-13) повышены в ткани носовых 
полипов [12, 15] Это предполагает, что ткань по-
липа имеет мощное микроокружение, которое 
активирует ILC2 для активной продукции цито-
кинов T2.

Клетки Th2-типа дифференцируются от наи-
вных CD4+Т-клеток через активацию передачи 
сигналов через рецептор Т-клеток и активации 
STAT6 сигналами цитокинов (IL-4 и IL-13), 
а GATA3 – это основной фактор транскрип-
ции контролирующий дифференцировку Th2-
типа [15, 25]. TSLP также участвует в диффе-
ренцировке Th2 посредством индукции OX40L 
на дендритных клетках, которые обнаружены 
в высоких количествах в полипах носа [17, 21]. 
Th2-клетки в наночастицах также экспрессируют 
рецептор-активатор лиганда ядерного фактора 
каппа B.

Доказано, что накопление клеток B-линии 
(B-клеток, плазмобластов и плазматических кле-
ток) и высокие местные концентрации имму-
ноглобулинов (IgA, IgG и IgE) играют важную 
роль в развитии ПРС [9, 15]. Накопление клеток 
B-линии в носовых полипах было связано с ло-
кальной продукцией B-клеточного фактора ак-
тивации семейства TNF. Повышенный уровень 
IgE играет роль при ПРС Th2 посредством ак-
тивации тучных клеток и базофилов, а лечение 
антителом против IgE уменьшало размер поли-
па и улучшало симптомы у пациентов [27]. Ис-
пользование антител IgE против энтеротоксинов 
S. aureus показало хорошие результаты [28]. Вы-

сокие уровни IgE в тканях также связаны с реци-
дивом НП [13]. Было обнаружено, что IgG4 и IgE 
были дополнительно повышены в ткани полипов 
у пациентов с астматической триадой (респира-
торный синдром, состоящий из тяжелого ПРС, 
бронхиальной астмы и непереносимости инги-
биторов циклооксигеназы. Таким образом, IgG4 
можно использовать в качестве биомаркера для 
прогнозирования тяжелого течения ПРС. Было 
обнаружено, что экспрессия IL-5Ra усилена на 
плазматических клетках в наночастицах при аст-
матической триаде, что IL-5 активирует плазма-
тические клетки. Это свидетельствует о том, что 
биологические препараты, нацеленные на IL-5 и 
IL-5Ra, не только ингибируют эозинофилы, но и 
подавляют плазматические клетки, секретирую-
щие антитела, что улучшает результаты лечения 
пациентов с АТ [13, 23].

Макрофаги
Макрофаги сдвинуты к фенотипу М2 и их ко-

личество повышено в НП [6, 13]. Повышенное 
содержание макрофагов М2 в НЧ демонстри-
рует нарушение фагоцитарной активности про-
тив S. aureus. Сведение о колонизации S. aureus 
слизистой оболочки носа часто встречается в 
литературе при ПРС [13, 25]. Макрофаги фено-
типа М2 продуцируют фактор XIII-A, который 
инициирует отложение фибрина, участвующе-
го в образовании полипов носа. Макрофаги M2 
также синтезируют CCL13 и CCL18, и хемокины, 
рекрутирующие эозинофилы и незрелые миело-
идные ДК [9, 13].

Тучные клетки и базофилы
Тучные клетки и базофилы занимают основное 

положение в атаке против паразитов и аллерги-
ческом воспалении и [18]. Первичным стимулом 
для тучных клеток и базофилов при воспалении 
Т2 является активация посредством высокоаф-
финного рецептора IgE FcεRI. При перекрестном 
связывании FcεRI через IgE-антиген они высво-
бождают несколько медиаторов аллергическо-
го воспаления, включая гистамин и протеазы, и 
интенсивно синтезируют липидные медиаторы, 
включая CysLT и PGD2 [12]. IL-5 и IL-13 синте-
зируются тучными клетками, тогда как базофи-
лы продуцируют главным образом IL-4. Тучные 
клетки отвечают на IL-33 и TSLP эпителиального 
происхождения, а также IL-1β, происходящий из 
макрофагов/нейтрофилов, с дальнейшим выде-
лением IL-5 и IL-13 [3, 14]. Тучные клетки можно 
разделить на 2 фенотипа: тучные клетки-трип-
таза (MCT) и триптаза/химаза тучных клеток 
(MCTC). Повышенный уровень MCT характе-
рен для эпителия слизистой оболочки, а уровень 
MCTC повышен в железистом эпителии.
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Активированные тучные клетки в высоких 
концентрациях определяются в полипозной тка-
ни при Тh2. Обнаружили, что уровень базофилов 
значительно повышен в НП при ПРС и более вы-
сок в НП при аспириновой триаде. Важно отме-
тить, что базофилы в НП при триаде были более 
активированы и дегранулированы, а уровни этих 
маркеров в базофилах коррелировали с тяжестью 
синоназальных и легочных заболеваний [14]. Не-
сомненно, базофилы участвуют в развитии ПРС, 
особенно в его серьезном варианте в виде астма-
тической триады.

Эозинофилы и нейтрофилы
Большое количество эозинофилов – это важ-

ный отличительный признак Тh2-типа при ХРС 
во всем мире, а лекарственные препараты биоло-
гической природы, нейтрализующие эозинофи-
лы с помощью анти-IL-5 и анти-IL-5-рецепторов, 
применяются для лечения пациентов с тяжелым 
Th2-типом ПРС и БА [15]. Высокие концентра-
ции эозинофилов при Th2-ответе на слизистой и 
особенно в полипозных тканях, контролируется 
локальным повышением молекул адгезии, инду-
цированных IL- 4 и IL-13 [14]. Эозинофилы в НП 
демонстрируют повышенную экспрессию CD69, 
который является маркером активации [25].

При активации эозинофилы высвобождают 
предварительно сохраненные цитотоксические 
гранулярные белки, включая основной белок, 
катионный белок эозинофилов, нейротоксин и 
пероксидазу эозинофилов, которые способству-
ют повреждению и ремоделированию тканей [15, 
17]. Активированные эозинофилы также могут 
проявлять гибель внеклеточных клеток-лову-
шек и высвобождать внеклеточные ловушки. 
Внеклеточные ловушки эозинофилов образуют-
ся из ДНК, белков-гранул и кристаллов Шар-
ко-Лейдена, они индуцируют про воспалитель-
ные цитокины, включая IL-6, TNF и GM- CSF, 
а также рекрутирование нейтрофилов [20, 27]. 
Они являются адъювант для усиления Тh2-
иммунитета [27]. Активированные эозинофилы 
синтезируют и высвобождают cysLT. 

Важно отметить, что эозинофилы носовых по-
липов имеют повышенные уровни LTC4-синтазы 
и производят больше LTD4 при активации по 
сравнению с эозинофилами периферической 
крови [21]. Высвобожденные cysLT способствуют 
дальнейшему привлечению эозинофилов, секре-
ции слизи, проницаемости сосудов и активации 
ILC2. Наконец, эозинофилы являются ключе-
вым производителем хемокина CCL23, кото-
рый рекрутирует моноциты и макрофаги в ткани 
НП [15].

Нейтрофилы играют важную роль в воспа-
лении у пациентов с ПРС, с Тh1- и Тh17-типом 

иммунного ответа [15]. После активации нейтро-
филы высвобождают различные биологически 
активные вещества: эластазу, катепсин G, про-
теиназу, миелопероксидазу и антимикробные 
белки, защищающие от бактерий, которые по-
вреждают и вызывают ремоделирование тканей 
нейтрофилы вырабатывают и секретируют ли-
пидные медиаторы (в основном LTB4), актив-
ные формы кислорода и некоторые цитокины и 
хемокины, онкостатинM (OSM), IL-1β и IL-8, 
способствуя развитию воспалению и рекрутиро-
ванию нейтрофилов. Нейтрофилы высвобожда-
ют внеклеточные ловушки нейтрофилов.

Хотя нейтрофилы играют центральную роль 
в Th17, недавние исследования показывают, что 
нейтрофилы также способствуют патогенезу 
ХРС при Th2. Обнаружили, что цитокин OSM, 
разрушающий эпителиальный барьер, повышен 
при Тh2 и что OSM обнаруживается в нейтрофи-
лах в ткани НП при Th17 [19, 21]. Показано по-
вышение количества нейтрофилов в НП Тh2 и 
обнаружили, что отложение кристаллов Шарко-
Лейдена связано с инфильтрацией нейтрофилов. 
Впоследствии показали повышение уровня ак-
тивированных нейтрофилов в НП Тh2 в США и 
обнаружили, что эти нейтрофилы способствуют 
выработке IL-1β и связаны с рецидивом НП [12].

Также показано, что у пациентов со смешан-
ным Тh2/Тh3 наблюдались самые высокие пока-
затели симптомов заболевания ПРС. Поскольку 
тяжесть заболевания и частота рецидивов ниже 
при Тh3, чем при НП Тh2, нейтрофилы могут 
иметь разные патогенные роли между Т2 и не-
Т2 ПРС [9, 13]. Отложение фибрина как основ-
ной механизм гипертрофии в полипах и пазухах. 
Установлено широко распространенное отло-
жение фибрина в ткани НП. Ранее было предо-
ставлено доказательство присутствия активного 
тромбина в жидкостях промывания носа у паци-
ентов с ХРС. Это доказывает феномен активации 
системы свертывания крови. Процесс коагуля-
ции запускается эндогенным путем через по-
верхностный контакт, так и внешним путем через 
тканевый фактор.

Оба варианта имеют место при ПРС в тканях 
носовых полипов и ведут к активации фактора X 
с дальнейшим формированием тромбина и фи-
брина [8, 18]. Хотя можно ожидать, что любое 
состояние или заболевание, вызывающее на-
рушение проницаемости сосудов, будет способ-
ствовать сопутствующей активации коагуляции 
и образованию внесосудистого сгустка фибрина.

Тканевый активатор плазминогена, который в 
первую очередь продуцируется эпителиальными 
клетками дыхательных путей, активирует плаз-
мин и вызывает разложение тканевого фибрина. 
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Выработку и отложение фибрина у пациентов с 
ПРС можно связать с ингибированием произ-
водства и выброса tPA, что ведет к подавлению 
главного пути фибринолиза и тормозит деграда-
цию сгустка [5, 26]. Экспрессия фактора XIII-A, 
фермента, который сшивает и стабилизирует фи-
брин, повышена на ткани НП. Его синтезируют 
альтернативно активированными макрофагами 
(макрофаги М2), которые в большом количестве 
обнаруживаются в тканях пациентов с НП [13].

Интересно, что уровни как комплекса тром-
бин/антитромбин, так и тромбин-активируе-
мого ингибитора фибринолиза статистически 
значимо выше при ПРС с коморбидной астмой 
относительно групп ПРС без астмы. Это может 
говорить о том, что активация коагуляции кор-
релирует с тяжестью патологии [16]. Было опи-
сано, что культивирование полипозной ткани в 
течение суток с фибринолитическим ферментом 
наттокиназой привело к выраженному лизису и 
уменьшению размера полипа, но не до нормаль-
ных размеров слизистой. 

Вероятно, что большая часть массы ткани по-
липа (около 90%) ассоциирована с задержкой 
воды на фибриновой сетке [11]. Это важное ис-
следование демонстрирует, что появление по-
липов серьезно связано с отложением большого 
количества фибрина. Интересно, что в том же 
исследовании показано, что эксперименталь-
ная деградация фибрина в слизи привела к поч-
ти полной потере вязкости слизи, что позволяет 
предположить, что фибрин придает назальной 
слизи адгезивные и эластичные свойства [1]. 

Биохимический анализ для количественного 
определения фибрина показал 10-20-кратное его 
увеличение в ткани НП по сравнению с нормаль-
ной ткани решетчатых костей или крючковидно-
го отростка. Интересно, что гипертрофирован-
ная ткань решетчатых пазух пациентов с ХРС без 
полипов также содержит фибриновую сетку, по-
вышенную почти до того же уровня, что и в ткани 
НП.

Механизмы, с помощью которых путь коагу-
ляции способствует отложению фибрина и по-
следующему образованию, росту полипов и ги-
перпластических тканей, обсуждались в других 
исследованиях [18]. Обнаружено, что количество 
фибрина увеличивается, а концентрация ткане-
вого активатора плазминогена снижается в тка-
нях как эозинофильных, так и неэозинофильных 
полипов. Комплекс тромбин/антитромбин также 
был увеличен у всех эндотипов пациентов. Нако-
нец, исследования in vitro подтвердили, что ци-
токины Тh1 и Тh3 могут уменьшать содержание 
тканевого активатора плазминогена [21]. Эта ин-
формация свидетельствует о том, что коагуляции 

и отложение фибрина не характерны только для 
определенного эндотипа ХРС с определенным 
эндотипом ХРС.

Стоит отметить, что подавление коагуляции 
местными или системными препаратами может 
способствовать фибринолизу и сокращению 
НП независимо от эндотипа. Показано, что ко-
роткоцепочечные жирные кислоты, такие как 
пропионовая, масляная кислота и ретиноевая 
кислота, активны в индукции экспрессии ткане-
вого активатора плазминогена в эпителиальных 
клетках [24]. Испытания антикоагулянтов, как 
местных, так и системных, также могут быть це-
лесообразными, чтобы определить, способны ли 
эти препараты сокращать ткань НП [2, 27].

Гетерогенность эндотипов ХРС
Сложность эндотипирования ХРС усугубляет-

ся тем фактом, что во всем мире растет числен-
ность пациентов с аллергией. Трудно дифферен-
цировать тип ХРС с учетом местных и системных 
биохимических процессов в организме. Гистоло-
гические исследования ткани при ХРС без по-
липов осложняются использованием различных 
участков биопсии придаточных пазух носа, воз-
можно, имеющих тканеспецифические молеку-
лярные различия. Каждый эндотип варьируется 
географически [7, 23, 27]. Эндотип Тh2 стал наи-
более распространенным в западных странах, он 
обнаружен от 30% до 55% пациентов с ХРС без 
полипов. Напротив, Th1 по-прежнему является 
преобладающим эндотипом при ХРС без поли-
пов в странах Азии, где 30% до 40% пациентов с 
ХРС без полипов в Китае имеют эндотипы Th2 
или Th3.

Исследование, включающее 354 пациента с 
ХРС, показало, что при ХРС (с полипами и без) 
наиболее часто встречаемый тип – это Тh2, наи-
менее это Тh1, далее Тh17-тип. Одна треть паци-
ентов ХРС обоих вариантов имела комбинацию 
воспаления Th1, Th2 и/или Th3 и, таким образом, 
были отнесены к группе смешанных эндотипов. 
В другой трети пациентов (в обеих группах) не 
было обнаруживаемого повышения уровня вос-
паления Th1, Th2 или Th3, и поэтому их считали 
имеющими нетипируемый эндотип.

Было выполнен микрочиповый анализ пред-
варительно эндотипированной слизистой обо-
лочки решетчатой пазухи при ХРС без полипов. 
В этом исследовании установлены гены, опреде-
ляющие эндотипы T1, T2 и T17, необходимые для 
расшифровки главных молекулярных механиз-
мов отдельного эндотипа. Например, для Th1, 
помимо накопления TH1 клеток, характерно уве-
личение CD8+ естественных клеток-киллеров, 
цитотоксических Т-клеток и антигенпрезентиру-
ющих клеток. Высвобождение IFNγ и цитотокси-
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ческих молекул (гранзимы) может играть ключе-
вую патогенную роль в Th1.

Th2-тип характеризуется повышением цито-
кинов Th2 IL-4, IL-5 и IL-13, маркеров иммунных 
клеток T2, включая клетки TH2, ILC2, эозино-
филы, тучные клетки, базофилы, ДК и макрофа-
ги M2. Маркеры регуляторных Т-клеток (FoxP3 
и IL-10) также были повышены в Тh2 без НП, и 
это может быть связано с присутствием обычных 
регуляторных Т-клеток [21]. Кроме того, это ис-
следование выявило, что гены, специфичные для 
Th2 ХРС без полипов, также повышены при ПРС 
с эндотипом Th2, что позволяет предположить, 
что механизмы воспаления Th2 при ХРС очень 
схожи независимо от наличия полипозной ткани.

Для ХРС Th3-типа без НП характерно вы-
сокое количество Th17, B-клеток, дендритных 
клеток, макрофагов (M1) и нейтрофилов. Высво-
бождение провоспалительных цитокинов TNF и 
IL-1β макрофагами и нейтрофилами, активация 
нейтрофильных лейкоцитов и компонентов ком-
племента могут играть ключевую роль. Важно 
отметить, что у большого количества пациентов 
с ХРС не наблюдалось видимого повышения ка-
ких-либо эндотипических маркеров Th1, Th2 или 
Th17 в слизистой оболочке решетчатой пазухи во 
всем мире [7, 18]. 

Существует множество потенциальных объ-
яснений для этого: у этих пациентов может быть 
небольшое повышение эндотипических марке-
ров, но это не позволяет классифицировать их 
на основе пороговых значений; у них может быть 
воспаление Тh1, Тh2 или Тh3 в других слизистых 
оболочках носовых пазух; или они могут иметь 
нераспознанные или смешанные эндотипы, по-
мимо Th1, Th2 и Th17.

Выводы
Несмотря на большое количество современ-

ных исследований о гетерогенности ХРС, это 
остается серьезной медико-социальной пробле-
мой.

Низкая эффективность различных исполь-
зуемых методов лечения может быть частично 
обусловлена гетерогенной иммунопатологией и 
результаты могут быть разными. Использование 
биологических препаратов, хотя и одобрено, мо-
жет быть ненадежным, поскольку эти препараты, 
воздействующие на Тh2, могут вводиться паци-
ентам с заболеванием, не связанным с Тh2.

Наличие эозинофилов и гноя могут дать ос-
нову для экстраполяции эндотипа, но сейчас у 
врачей, лечащих ХРС, нет широкого распростра-
ненного доступа к лабораторным анализам для 
типирования РС и обоснования медикаментоз-
ной тактики.

Пациенты с любым типом воспаления могут 
страдать от скрытых инфекций, вызванных бак-
териями и грибами или вирусами соответствен-
но, и это затрудняет диагностику поляризации 
иммунного ответа.

Доступные и быстрые методы эндотипиро-
вания и эффективный выбор методов лечения 
могут быть улучшены. Эти анализы также могут 
стать основой для больших клинических, эпиде-
миологических или генетических исследований, 
которые позволят нам узнать о специфическом 
влиянии эндотипа на тяжесть заболевания, со-
путствующие заболевания, исходы и помочь с 
правильной тактикой ведения пациентов.
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РОЛЬ IL-4 И IL-13 В ПАТОГЕНЕЗЕ АТОПИЧЕСКОГО 
ДЕРМАТИТА: ПУТИ ИНГИБИРОВАНИЯ
Мачарадзе Д.Ш.
ФБУН «Московский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии имени 
Г.Н. Габричевского» Роспотребнадзора, Москва, Россия

Резюме. Обзор посвящен двум ключевым цитокинам Th2 – IL-4 и IL-13, которые напрямую уча-
ствуют в иммунопатогенезе атопического дерматита. Впервые об идентификации IL-4 и IL-13 при 
АД сообщили Q. Hamid и соавт. в 1994 г. За это время появилось огромное количество исследований, 
подтверждающих связь этих цитокинов Th2 с нарушением эпидермального барьера кожи; сниже-
нием иммунного ответа кожи за счет ингибирования экспрессии антимикробных пептидов против 
золотистого стафилококка и т.д. Исследования также убедительно подтверждают связь с IL-4/IL-13 
таких клинических проявлений атопического дерматита, как кожные инфекции, а также воспале-
ние, лихенизация и зуд кожи. Роль IL-4 и IL-13 подтверждается и клиническими исследованиями, 
которые указывают на благоприятное влияние препаратов, ингибирующих эти цитокины, на купи-
рование кожных симптомов атопического дерматита (зуд, высыпания). Оказалось, что IL-4 и IL-13 
связывают сигнальный путь JAK/STAT за счет общей α-субъединицы рецептора IL-4 – IL-4Rα. Еще 
одной важной способностью IL-4, IL-13 и других цитокинов (включая IL-31), является активация 
сенсорных нейронов, поэтому их часто рассматривают как мощные пруритогены. В статье обсуж-
даются также вопросы, касающиеся роли сигнального пути JAK/STAT и, в частности, белка JAK1 в 
развитии атопического дерматита. Исходя из патогенетической значимости IL-4 и IL-13, в последнее 
время были разработаны препараты, блокирующие их активность и тем самым воздействующие на 
важные молекулярные пути развития атопического заболевания. Эти препараты классифицируются 
как системная терапия, которая включает, в том числе: 1) биологическую терапию (дупилумаб, первое 
моноклональное антитело IgG4), который блокирует IL-4Rα и тем самым подавляет ось IL- 4/ IL-13, и 
2) ингибиторы янускиназы (JAK) или ингибиторы малых молекул (на сегодня в России доступны та-
кие препараты из группы ингибиторов янускиназы, как аброцитиниб, упадацитиниб и бароцитиниб). 
Исследования показывают, что и биологичекая терапия, и малые молекулы оказывают иммуномо-
дулирующее действие на течение атопического дерматита. В обзоре кратко представлены основные 
данные недавних метаанализов по сравнительной характеристике биологической терапии и ингиби-
торов янускиназы при данном заболевании.

Ключевые слова: атопический дерматит, IL-4, IL-13, лечение, дупилумаб, ингибиторы малых молекул, упадацитиниб, 
аброцитиниб
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PATHOGENETIC ROLE OF IL-4 AND IL-13 IN ATOPIC 
DERMATITIS: THE INHIBITORY PATHWAYS
Macharadze D.Sh.
G. Gabrichevsky Research Institute of Epidemiology and Microbiology, Moscow, Russian Federation

Abstract. The review article is devoted to the two key Th2 cytokines, IL-4 and IL-13, which are directly 
involved in the immunopathogenesis of atopic dermatitis (AD). The identification of IL-4 and IL-13 in AD 
was first reported by Q. Hamid et al. in 1994. Since then, a number of studies have appeared confirming 
the relationship of these Th2 cytokines with disruption of the skin epidermal barrier; a decrease in skin 
immune response due to inhibited expression of antimicrobial peptides against Staphylococcus aureus, etc. 
The convincing studies also confirm a relationship with IL-4/IL-13 to such clinical manifestations of ADs as 
skin infections, as well as inflammation, lichenification and itching of the skin. The role of IL-4 and IL-13 
is also confirmed by clinical studies, which indicate a beneficial effect of drugs inhibiting these cytokines on 
the relief of skin symptoms in atopic dermatitis (itching, rashes). The IL-4 and IL-13 are shown to connect 
the JAK/STAT signaling pathway due to the common α-subunit of IL-4 receptor (IL-4Rα). Importantly, 
IL-4, IL-13 and other cytokines (including IL-31) are capable of activating the sensory neurons, thus being 
often considered potent pruritogens. The article also discusses issues related to the role of the JAK/STAT 
signaling pathway and, in particular, the JAK1 protein in development of atopic dermatitis. As based on 
pathogenetic significance of IL-4 and IL-13, drugs have recently been developed that block their activity 
and, thereby, affect important molecular pathways of the AD development. These drugs are classified as 
systemic medications which include, e.g., (1) biological therapy (dupilumab, the first monoclonal IgG4 
antibody), which blocks IL-4Rα and, thereby, suppresses the IL-4/IL-13 axis, and (2). Janus kinase (JAK) 
inhibitors or small-molecule agents. Currently, some Janus kinase inhibitors, e.g., abrocitinib, upadacitinib, 
and barocitinib, are available in Russia. Clinical studies show that both biological therapy and small molecules 
have an immunomodulatory effect on the course of atopic dermatitis. The review briefly presents the main 
data of recent meta-analyses on the comparative characteristics of biotherapy and usage of Janus kinase 
inhibitors in this disorder.

Keywords: atopic dermatitis, IL-4, IL-13, treatment, Dupilumab, small molecule inhibitors, upadacitinib, abrocitinib

Введение
В последние десятилетия произошли револю-

ционные изменения сначала в изучении сложных 
патофизиологических механизмов развития ато-
пического дерматита (АтД), а в последующем – и 
в разработке инновационных препаратов для его 
лечения. Исследования подтверждают вовлече-
ние в иммунопатогенез АтД не менее пяти основ-
ных факторов: генетической предрасположен-
ности; влияние множества различных факторов 
окружающей среды; нарушений эпителиального 
барьера кожи и иммунного ответа; дисбиоз ми-
кробиоты кожи [1, 2, 3, 4]. По последним пред-
ставлениям АтД рассматривают в основном как 
воспалительное заболевание 2-го типа, опосре-
дуемое Th2-клетками, однако все больше данных 
указывает на участие также других цитокиновых 
путей: Th1, Th17, Th22 и Th1 [1, 2, 3, 4, 5, 6, 7]. 
Кроме того, молекулярные исследования кожи и 
крови продемонстрировали различия по возра-

сту, этнической принадлежности/расе, степени 
тяжести заболевания, статусу мутации филаггри-
на, уровню IgE и т. п. [4, 5]. В связи с этим недав-
но появилось даже новое понятие – эндофеноти-
пы АтД [1]. 

Иммунопатогенез атопического дерматита
Иммуннопатология АтД – сложный процесс, 

который включает в себя различные подтипы 
дифференцированных Т-клеток, активирован-
ные кератиноциты и множество воспалительных 
цитокинов [1, 2, 8]. 

Дисфункцию эпителиального барьера – еще 
одно важное звено патогенеза АтД, рассматрива-
ют как причину и следствие заболевания, кото-
рую связывают с аномалией дифференцировки 
кератиноцитов из-за многих причин: мутации 
гена филаггрина; нарушения состава и содержа-
ния липидов; дисфункции самих кератиноцитов 
и т. п. [3, 4, 5]. 

Нарушение кожного барьера способствует 
высвобождению из кератиноцитов тимическо-
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го стромального лимфопоэтина (thymic stromal 
lymphopoietin, TSLP) [7, 8]. TSLP, секретируемый 
также фибробластами и базофилами, участвует 
в активации и миграции в эпидермальный слой 
кожи, помимо Th2-лимфоцитов, дендритных и 
других антигенпрезентирующих клеток (макро-
фаги, моноциты, Т- и В-лимфоциты) [8, 9, 10]. 
IL-33, IL-25 и TSLP, высвобождающиеся из эпи-
дермальных кератиноцитов при воздействии ал-
лергенов, различных инфекционных агентов или 
в результате повреждения ткани (царапин кожи), 
вызывают иммунные реакции Т2-типа [7, 8, 9, 
10]. Развитие воспаления, подобное АтД, не за-
висит от IL-33 и IL-25, но тесно связано с уров-
нем TSLP, что было подтверждено на модели мы-
шей еще в 2013 г. [10]. 

Кроме Th2-клеток, не менее важную роль в 
развитии Т2-воспаления при АтД играет актива-
ция врожденных лимфоидных клеток 2-й группы 
(group 2 innate lymphoid cells, ILC2) [8, 9]. ILC2 
кожи имеют лимфоидную морфологию, но ли-
шены антиген-специфических рецепторов и фе-
нотипически определяются как CD45+Lin-CD3-

CD161+CD127+ [9].
По сравнению с неповрежденными тканями, 

где они присутствуют только в небольшом коли-
честве, количество ILC2 значительно увеличива-
ется в очагах поражения кожи [9]. Оказалось, что 
находящиеся в ткани ILC2 являются даже более 
ранним источником Th2-цитокинов, особенно 
IL-4, IL-5, IL-13 и IL-9, чем сами Th2-клетки [8, 
9, 10]. Также ILC2 обладают способностью ин-
дуцировать продукцию IgE В-клетками. Как из-
вестно, у некоторых больных АтД в результате 
сенсибилизации и выработки Тh2-цитокинов 
обнаруживают высокий уровень общего IgE (ал-
лергический тип заболевания); у других встре-
чается неаллергический тип, характеризующий-
ся его нормальным уровнем [3, 4, 5]. Активация 
Th2-клеток с гиперэкспрессией IL-4, IL-5, IL-9 
и IL-13 имеет место у пациентов как с неаллер-
гическим, так и аллергическим типом АтД [12]. 
Однако в целом роль атопии в развитии АтД до 
сих пор не ясна.

Дендритные клетки, активированные IL-4 и 
IL-13, продуцируют хемокины типа 2 (CCL17, 
CCL18, CCL22) и CCL26, экспрессия которых 
также повышена в очагах поражения кожи у 
больных АтД [13]. 

В свою очередь, кератиноциты, продуцирую-
щие повышенный уровень цитокинов-аларми-
нов (например, TSLP, IL-25, IL-33), приводят к 
выработке в самих Th2 и ILC2 клетках дополни-
тельно еще и IL-5 [14]. Таким образом, получает-
ся замкнутый круг: TSLP повышает уровень IL-4, 

что затем вызывает увеличение продукции само-
го TSLP [13, 14, 15]. 

Далее между дендритными клетками, ILC2, 
Th2 и резидентными тканевыми клетками проис-
ходят другие сложные перекрестные взаимодей-
ствия – тем самым запускается воспалительный 
каскад и усиливается Т2-иммунный ответ. В свою 
очередь, локальная поляризация Th2 еще больше 
нарушает эпителиальный барьер кожи, вызывает 
зуд и дисбиоз кожи [16].

 По последним представлениям, при АтД сна-
чала происходит активация локального врожден-
ного ответа через ILC2, за которым следует акти-
вация адаптивного иммунитета – Th2-клеток [17, 
18]. 

 Общепринято выделять двухфазное течение 
Т-клеточного воспаления при АтД, при котором 
Th2-ответ характеризует острую стадию заболе-
вания, а иммунная ось Th1 – хроническую [1]. 
В частности, при острой фазе АтД в очагах пора-
жения кожи определяют значительно более вы-
сокое содержание Th2-клеток, экспрессирующих 
IL-4 и IL-13, по сравнению с не затронутой ко-
жей [8]. Имеет место также преобладание других 
цитокинов: IL-5, IL-31, IL-33 и TSLP. В хрони-
ческой стадии заболевания ведущую роль играют 
цитокины Th17 (продуцируют IL-17A, IL-17F, 
IL-22 и TNF-α) и Th22, особенно у детей, а также 
у генетически предрасположенных пациентов и 
больных азиатской расы [4, 8]. Также при хрони-
ческой фазе отмечается повышение уровня экс-
прессии IL-12, IFNγ и GM-CSF, что указывает на 
вовлечение уже Th1-иммунного ответа [4, 8, 19].

В последующем IL-4, IL-13 и другие цито-
кины участвуют в активации генов-мишеней 
Th2-цитокинов с помощью так называемого сиг-
нального пути JAK/STAT, о чем будет подробно 
сказано ниже [7, 20]. 

Таким образом, IL-4 и IL-13 – это цитокины, 
которые занимают центральное место в патогене-
зе АтД и опосредуют в основном Т2-воспаление в 
коже [5, 6, 8, 19]. Кроме того, они же играют клю-
чевую роль в активации Th2 и ILC2, тучных кле-
ток, базофилов, эозинофилов и макрофагов [12, 
13, 14, 15, 21]. 

Почему именно IL-4 и IL-13?
Во-первых, уровни IL-4 и IL-13 повышены 

в пораженной и непораженной коже при АтД, 
и их экспрессия коррелирует с тяжестью забо-
левания [22]. В частности, степень тяжести АтД 
напрямую связана с повышенной экспрессией 
IL- 13 в коже, а снижение его концентрации в 
крови хорошо коррелирует с улучшением клини-
ческих проявлений заболевания [6].
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Кроме того, на мышиных моделях было пока-
зано, что IL-4 и IL-13 непосредственно участву-
ют в развитии в эпидермисе фенотипа, подоб-
ного АтД, который характеризуется зудом кожи, 
ксерозом, воспалением и повышенной колони-
зацией кожи S. аureus [23].

Также IL-4 и IL-13 связывает сигнальный путь 
JAK/STAT за счет общей α-субъединицы рецеп-
тора IL-4 – IL-4Rα. Как известно, различают два 
подтипа IL-4R: тип I включает IL-4Rα и общую 
гамма-цепь (γ), тогда как IL-4R типа II – тот же 
IL-4Rα и еще дополнительно альфа-1-рецептор 
IL-13 – IL-13Rα1 [24]. 

Несмотря на то, что оба цитокина имеют об-
щий рецептор и сигнальные пути, их экспрес-
сия в иммунных клетках отличается. Так, IL-13 
продуцируется в основном Th2-лимфоцитами, 
тучными клетками, ILC2 и эозинофилами. Ре-
цепторы IL-13Rα1 экспрессируются на поверх-
ности определенных клеток (кератиноциты, 
В-клетки, моноциты, тучные клетки, макрофаги, 
базофилы и эндотелиальные клетки), но отсут-
ствуют в Т-клетках [25]. IL-13 может влиять на 
Th2-клетки независимо от IL-4, в частности на 
приток Т-клеток и эозинофилов в очаги пораже-
ния кожи за счет синтеза хемокинов в кератино-
цитах [5, 6, 25]. IL-13 стимулирует фибробласты 
к выработке коллагена и способствует развитию 
фиброзных изменений кожи при АтД [6]. 

Цитокины типа 2, особенно IL-4 и IL-13, спо-
собствуют продукции IgE В-клетками и, наряду 
со стимуляцией эозинофилов и тучных клеток, 
поддерживают активацию Th2-клеток [5,  26]. 
В свою очередь, сами аллергены (в том числе кле-
щи домашней пыли), помимо разрушения эпи-
дермального барьера кожи, за счет присущей им 
ферментативной активности и прямой актива-
ции ILC2 индуцируют синтез IL-4, IL-13, TSLP, 
IL-25 и IL-33 [27].

Эти цитокины также способствуют наруше-
нию кожного барьера, в том числе за счет сни-
жения в кератиноцитах экспрессии филаггрина, 
лорикрина и инволюкрина [28]. При нарушении 
эпителиального барьера цитокины-алармины 
(например, TSLP, IL-25, IL-33) активируют тка-
неспецифические иммунные клетки (тучные 
клетки, дендритные клетки и ILC2), одновре-
менно способствуя притоку в ткань эозинофилов 
и базофилов. Известно, что снижение количества 
филаггрина в коже, независимо от его геноти-
па, приводит к развитию суперинфекции кожи 
S. aureus. В данном процессе важную роль играет 
способность IL-4 и IL-13 ингибировать продук-
цию самих антимикробных пептидов в коже [29, 

30]. Все это в совокупности влияет на микробиом 
и эпидермальный барьер кожи.

Еще одна важная способность IL-4, IL-13 и 
других цитокинов (IL-31, TSLP) заключается в 
активации сенсорных нейронов, в связи с чем их 
нередко рассматривают в качестве мощных пру-
ритогенов. Так, после присоединения IL-13 со 
своим рецептором IL-13Rα1 происходит акти-
вация сенсорных нейронов [30, 31, 32, 34]. Сен-
сорные нейроны и кератиноциты экспрессируют 
также IL-4Rα/IL-13Rα1 и IL-13Rα2 [33]. Кроме 
того, периферические нервы в коже экспрессиру-
ют IL-4Rα, который напрямую вызывает зуд че-
рез IL-4/IL-13 и сигнальный путь JAK1 [31]. Про-
тивозудный эффект препарата дупилумаб связан 
с блокированием непосредственно IL- 4Rα. 

В свою очередь, эпителиальные клетки напря-
мую стимулируют сенсорные нейроны кожи че-
рез TSLP, что приводит к появлению зуда [15, 32]. 
Однако более сильный эффект на развитие зуда, 
по последним данным, оказывает IL-31, который 
способствует удлинению и разветвлению сенсор-
ных нервов (его концентрация повышена  у па-
циентов с АтД и хорошо коррелирует с тяжестью 
заболевания) [34]. 

Также IL-4/IL-13 участвуют в регуляции про-
воспалительных цитокинов (например, IL-1α, 
IL-19, IL-20, IL-25) [22, 25, 29]. 

Исследования последних десятилетий убеди-
тельно подтверждают связь с IL-4/IL-13 таких 
клинических проявлений АтД, как инфекции 
кожи, а также воспаление, лихенизация и зуд 
кожи [13, 15, 28]. 

О том, что механизмы действия IL-4 и IL-13 
могут различаться, стало особенно понятно по-
сле открытия полвека назад так называемого 
сигнального пути JAK/STAT. Установлено, что 
усиление Th2-иммунного ответа при АтД проис-
ходит в том числе в результате фосфорилирова-
ния цитокинами белков STAT (signal transducer 
and activator of transcription, белок-трансдуктор/
активатор транскрипции) путем активации дру-
гими ферментами – янус-киназами (JAK) [7, 24]. 
Действительно, подавляющее большинство ци-
токинов, связанных с АтД, использует сигналь-
ные молекулы с участием ферментов JAK/STAT. 
Итогом фундаментальных исследований стала 
разработка новейшей группы препаратов – ан-
тагонистов JAK, небольших молекул, вводимых 
перорально, которые ингибируют цитоплазмати-
ческие рецепторы, в том числе IL-4 и IL-13.

Что такое сигнальный путь JAK/STAT?
Путь JAK/STAT состоит из лиганд-рецептор-

ных комплексов: 4 ферментов янус-киназы JAK 
(JAK1, JAK2, JAK3 и тирозинкиназа 2 [Tyk2]) и 7 
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ферментов STAT (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, 
STAT5A, STAT5B и STAT6) [36].

Когда сигнальная молекула (например, IL-4 
и IL-13) связывается с рецептором на поверх-
ности клетки, JAK (посредник, который уча-
ствует в передаче сигнала от цитокина к ядру 
клетки) активируется и фосфорилирует рецептор 
на клеточной мембране, образуя димер. В свою 
очередь, активированные JAK связываются с 
STAT-белками, которые транслоцируются в ядро 
и посредством специфической ДНК регулируют 
транскрипцию генов, влияя на воспалительный 
процесс. 

На сегодняшний день известно более 50 цито-
кинов, факторов роста и гормонов, которые ак-
тивируют путь JAK/STAT и запускают клеточные 
ответы с помощью этих молекул (табл. 1) [36].

Описано несколько иммунных фенотипов и 
миелопролиферативных заболеваний, вызван-
ных мутациями в различных локусах белков JAK 
и STAT. В частности, когда у больного не удается 
идентифицировать точную причину тяжелого те-
чения АтД, а кортикостероидная терапия не эф-
фективна, следует заподозрить мутацию STAT3 
GOF. В таких случаях кожные проявления, очень 
схожие с тяжелой формой АтД, часто встречают-
ся в сочетании с ранним началом тяжелой пище-
вой аллергии; бронхиальной астмы; эозинофиль-
ными гастроинтестинальными заболеваниями 
или эпизодами тяжелой анафилаксии [37]. Фе-
нотип включает также рецидивирующие кож-
ные и респираторные инфекции бактериальной, 
грибковой и вирусной этиологий; задержку пси-
хомоторного развития, гипермобильность ске-
лета, патологические переломы или сосудистые 

аномалии, что, с другой стороны, очень напо-
минает аутосомно-доминантный гипер-IgE син-
дром [37].

Путь JAK/STAT активно участвует в диффе-
ренцировке популяций Th-лимфоцитов. Так, 
дифференцировка Th1-клеток контролируется 
сигнальными путями IFNγ/STAT1 и IL-12/STAT4, 
а дифференцировка Th2 модулируется передачей 
сигналов IL-2/STAT5 и IL-4/STAT6 [36]. В диф-
ференцировке Th17-клеток участвуют STAT3/
STAT4 и IL-6 или IL-23 [36, 37, 38].

Сигнальный путь JAK/STAT регулирует также 
воспалительные процессы при АтД. В частно-
сти, сигнальные цитокины, опосредуемые JAK1, 
включают IL-4, IL-13 и IL-31 (табл. 1) [36, 37, 38]. 
Наибольшую роль в этих процессах играют белки 
STAT3 и STAT6. Причем STAT3 выполняет те же 
функции, что и STAT6 в лимфоцитах и кератино-
цитах (это отчасти объясняет схожесть кожных 
проявлений у больных с мутацией STAT6 GOF и 
АтД) [24]. 

В лимфоцитах и дендритных клетках IL-4 мо-
жет активировать JAK1 через комплекс IL- 4Rα/ γc 
(т. е. тип I рецептора IL-4), что приводит к фос-
форилированию STAT6 и STAT3. Напротив, об-
разование комплекса IL-4Rα /IL-13Rα1 (тип II) 
приводит к активации TYK2 и JAK, которые 
активируют белки STAT3, STAT1 и STAT6 [39]. 
В результате данных процессов в кератиноцитах 
повышается продукция цитокинов-аларминов 
(TSLP, IL-25 и IL-33), что приводит к торможе-
нию экспрессии филаггрина и лорикрина, дефи-
цит которых способствует нарушению кожного 
барьера [38]. 

ТАБЛИЦА 1. ОСНОВНЫЕ ЦИТОКИНЫ И ФАКТОРЫ РОСТА, НА КОТОРЫЕ ВЛИЯЕТ СИГНАЛИЗАЦИЯ РАЗЛИЧНЫХ 
ПОДТИПОВ JAK

TABLE 1. MAIN CYTOKINES AND GROWTH FACTORS INFLUENCED BY THE SIGNALING OF DIFFERENT JAK SUBTYPES

JAK Цитокины и факторы роста
Cytokines and growth factors

JAK1

IFNαα, IFNββ, IFNγγ, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-11, IL-13, IL-15, IL-19, IL-21, IL-22, IL-27, IL-28, 
IL-29, IL-31, IL-35, Цилиарный нейротрофический фактор, Онкостатин-М, Кардиотрофин
IFNα, IFNβ, IFNγ, IL-2, IL-4, IL-6, IL-7, IL-9, IL-10, IL-11, IL-13, IL-15, IL-19, IL-21, IL-22, IL-27, IL-28, 
IL-  29, IL-31, IL-35, Ciliary neurotrophic factor, Oncostatin-M, Cardiotrophin

JAK2

IFNγγ, IL-3, IL-5, IL-6, IL-10, IL-11, IL-13, IL-12, IL-19, IL-22, IL-23, IL-27, IL-35, гранулоцитарно-
макрофагальный колониестимулирующий фактор (GM-CSF), эритропоэтин, 
тиреоидпероксидаза, лептин, вирусный онкоген миелопролиферативного лейкоза, 
пролактин, гормон роста
IFNγ, IL-3, IL-5, IL-6, IL-10, IL-11, IL-13, IL-12, IL-19, IL-22, IL-23, IL-27, IL-35, granulocyte-macrophage 
colony stimulating factor, erythropoietin, thyroid peroxidase, leptin, myeloproliferative leukemia viral 
oncogene, prolactin, growth hormone

JAK3 IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-13, IL-15, IL-21
TYK2 IFNα, IFNβ, IL-10, IL-11, IL-12, IL-19, IL-22, IL-23, IL-27, IL-28, IL-29
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В свою очередь, активированный STAT3 по-
давляет дифференцировку кератиноцитов, также 
вызывая нарушение барьера кожи. Являясь од-
ним из факторов, ответственных за экспрессию 
IL-23, STAT3 имеет решающее значение для диф-
ференцировки Th17-лимфоцитов [38, 39].

Активированный STAT6 влияет на хемоат-
трактанты; способствует снижению экспрессии 
филаггрина за счет ингибирования STAT3 по-
средством периостина и IL-24. Кроме того, ак-
тивированные белки STAT3/STAT5 влияют на 
окончания периферических нервов и усиливают 
зуд кожи у больных АтД [31, 32, 33, 34]. Эта сиг-
нальная ось отвечает за синтез IgE В-клетками и 
продукцию дендритными клетками ряда хемоки-
нов (например, CCL17 и CCL22) [34].

Белки JAK и STAT, помимо IL-4 и IL-13, свя-
зываются также с рецепторами других ключевых 
цитокинов (IL-31, IL-22, TSLP), иммунных кле-
ток, кератиноцитов и периферических сенсор-
ных нейронов [34, 38]. 

Основываясь на этих знаниях, исследователи 
рассматривают АтД как кожное воспаление, при 
котором нарушена передача сигналов от IL-4/
IL- 13 c участием JAK1 и STAT3 [38].

 Таким образом, блокирование оси IL-13/
IL- 4-STAT3/STAT6 позволит значительно умень-
шить эффект не только самих IL-4/IL-13, но и 
множества других ключевых провоспалительных 
цитокинов, участвующих в патогенезе АтД [39, 
40, 41]. 

В свою очередь, это окажет существенное вли-
яние на барьерную функцию кожи и активацию 
Th2-, Th22- и даже Th17-лимфоцитов. В экспери-
ментальной модели лечение АтД с помощью JAKi 
приводило к быстрому подавлению зуда, улучше-
нию кожного барьера, а также уменьшению лим-
фоцитарного инфильтрата и уровня воспалитель-
ных цитокинов (например IL-4 и IL- 13) [41].

Ингибирование JAK будет способствовать 
также уменьшению зуда кожи за счет блокирова-
ния клеточной сигнализации в ганглиях задних 
корешков сенсорных нервов, с одной стороны, 
и частично – за счет ингибирования высвобож-
дения медиаторов зуда из кожи и иммунных кле-
ток [40, 41]. 

Накопленные научные знания о ключевых пу-
тях воспаления и роли IL-4 и IL-13 при АтД при-
вели к разработке новых методов лечения.

Пути ингибирования IL-4 и IL-13
В настоящее время созданы две группы таргет-

ных иммуномодулирующих агентов – биологиче-
ские препараты и ингибиторы JAK. К вариантам 
Т2-биологического лечения относят препараты, 
блокирующие следующие мишени: IgE, IL-4Rα 

(анти-IL-4/IL-13) и TSLP. Продолжаются иссле-
дования средств, ингибирующих другие цитоки-
ны, мембранные молекулы и внутриклеточные 
сигнальные пути.

Биологическая терапия: дупилумаб
Дупилумаб (Dupixent®, Sanofi. Франция) – 

первый биологический препарат (моноклональ-
ное антитело IgG4), который блокирует IL-4Rα 
и тем самым ингибирует ось IL-4/IL-13. Однако 
блокада рецепторов IL-4α не влияет на выработ-
ку TSLP и IL-33, которые стимулируют ILC2 и 
активируют Th2-клетки. По этой причине, воз-
можно, уровни IL-4 и IL-13 в сыворотке крови 
не снижаются при лечении дупилумабом [42]. 
Дупилумаб разрешен для лечения умеренной и 
тяжелой рецидивирующей формы АтД у детей 
от 6 месяцев и взрослых. Клинически значимое 
улучшение кожных проявлений заболевания 
обычно проявляется спустя 2 недели от начала 
применения дупилумаба, а колонизация кожи 
S. aureus значительно снижается через 3 дня [43]. 
Принято считать, что при лечении дупилумабом 
нет необходимости в мониторинге лабораторных 
анализов со стороны крови, почек, печени и т.п., 
в том числе у детей в возрасте от 6 месяцев. Од-
нако после 16 недель монотерапии им менее 50% 
пациентов достигают чистой или почти чистой 
кожи, т. е. не отвечают на терапию [44]. Также 
в процессе 8-летнего клинического опыта при-
менения дупилумаба появляется все больше со-
общений о парадоксальных эффектах препарата: 
дупилумаб-ассоциированных артритах, фациаль-
ной эритеме, псориазоподобном дерматите [11, 
44, 45, 46]. В связи с этим исследователи про-
должают поиск более безопасных ингибиторов 
IL-4Rα. Альтернатива дупилумабу – другой био-
логический препарат тралокинумаб, ингибитор 
IL-13, который блокирует связывание IL-13Rα1 
и IL-13Rα2. Препарат (торговое наименование 
Adtralza®, аналогичный препарат компании LEO 
Pharma A/S – Adbry®) разрешен в США с 2021 г. 
для лечения АтД средней и тяжелой степени тя-
жести у взрослых пациентов. Не все клинические 
исследования по препаратам на сегодня завер-
шены. Инфекции верхних дыхательных путей 
и конъюнктивит были наиболее частыми неже-
лательными явлениями. Лебрикизумаб – еще 
одно моноклональное антитело IgG4k, которое 
специфически связывается с IL-13, предотвра-
щая гетеродимеризацию IL-13Rα1/IL-4Rα и по-
следующую передачу сигналов. Более высокая 
эффективность дупилумаба по сравнению с тра-
локинумабом или лебрикизумабом заключается в 
ингибировании передачи сигналов как IL-4, так 
и IL-13. Однако увеличение частоты конъюнкти-
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вита, наблюдаемое при приеме этих трех препа-
ратов, предположительно связано с ингибирова-
нием IL-13.

Ингибиторы янускиназ
Ингибиторы JAK (JAKi) представляют собой 

малые молекулы (< 500 кДа), что способствует их 
быстрому проникновению в кожу и всасыванию 
в кишечнике, несмотря на низкую липофиль-
ность (log p от 1,5 до 2) [45].

Пиковая концентрация в плазме и период 
полувыведения JAKi составляет < 18 часов, а 
фармакологический эффект не зависит от ме-
таболизма [45]. JAKi являются конечными ле-
карственными средствами, поэтому их быстрая 
абсорбция приводит к раннему клиническо-
му эффекту в коже (в частности уменьшению 
зуда) [45, 46]. В связи с рисками, связанными с 
иммуносупрессией или ингибированием JAK2, 
главным образом со стороны крови, лечение 
JAKi рекомендуют начинать с клинически эф-
фективной наименьшей дозы препарата. 

В настоящее время три JAKi разрешено к ис-
пользованию для лечения АтД – аброцитиниб и 
упадацитиниб и бароцитиниб, которые на сегод-
няшний день зарегистрированы также в РФ.

Аброцитиниб (Сайбинкью, Сibinqo®, Пфай-
зер, США) – селективный ингибитор JAK1, ко-
торый непосредственно блокирует сигнализацию 
нескольких воспалительных цитокинов, участву-
ющих в патогенезе AтД: IL-4, IL-13, IL-31, Th1 
(IFNγ) и TSLP [7, 45, 46]. Аброцитиниб не про-
тивопоказан при легкой или умеренной печеноч-
ной недостаточности, однако его дозу уменьшают 
вдвое при умеренной/тяжелой почечной недо-
статочности и в случаях одновременного приме-
нения с ингибиторами CYP2C19 (флуконазол, 
флуоксетин, флувоксамин и тиклопидин); не 
следует применять аброцитиниб одновремен-
но с мощными индукторами CYP2C9/CYP2C19 
(апалутамид и рифампицин), а у больных в воз-
расте ≥ 65 лет рекомендуемая доза составляет 100 
мг 1 раз в день. Противопоказаниями являются: 
повышенная чувствительность к действующему 
веществу или к любому из вспомогательных ве-
ществ; активные серьезные системные инфек-
ции, включая туберкулез; тяжелая печеночная 
недостаточность; беременность и лактация.

Упадацитиниб (Ранвэк, Rinvoq®, AbbVie, 
США) преимущественно ингибирует передачу 
сигнала через JAK1, минимально воздействует 
также на JAK2 и JAK3 (что является причиной 
нескольких побочных эффектов, особенно в си-
стеме кроветворения). Его можно назначать без 
коррекции дозы больным с нарушением функ-

ции почек или лицам с нарушением функции 
печени легкой или средней степени тяжести. Ме-
таболизируется препарат в цитохроме CYP3A4 с 
меньшим участием CYP2D6. 

Упадацитиниб внесен в Клинические Ре-
комендации Российского дерматологического 
общества (06.2021 г.) для лечения среднего и тя-
желого АтД у взрослых пациентов и детей ≥ 12 
лет, которым показано лечение препаратами си-
стемного действия. Упадацитиниб можно при-
менять в качестве монотерапии или в сочетании 
с топическими препаратами (ингибиторы каль-
циневрина, топические глюкокортикостероиды) 
у подростков с массой тела не менее 40 кг в дозе 
15 мг в сутки, а у взрослых в дозе 15 мг или 30 мг в 
сутки в зависимости от индивидуальных особен-
ностей течения заболевания и переносимости 
препарата.

Барицитиниб (Olumiant®, Олумиант, Лил-
ли С.А., Испания) – пероральный ингибитор 
JAK1 и JAK2, одобрен для лечения взрослых с 
умеренной и тяжелой формой АтД в дозах 2 мг 
и 4 мг [44, 45, 46]. В Великобритании разрешено 
назначение барицитиниба в лечении таких па-
циентов еще до применения дупилумаба. В на-
стоящее время препарат проходит клинические 
испытания для использования у детей и подрост-
ков в возрасте от 2 до 17 лет. Больным в возрасте 
старше 75 лет показана доза 2 мг. 

Для всех JAKi наиболее частыми побочными 
эффектами были инфекции верхних дыхательных 
путей, головная боль, а также герпес-инфекции, 
которые встречались нечасто [7]. Однако недавно 
проведенный метаанализ не выявил повышенно-
го риска развития нежелательных побочных эф-
фектов со стороны сердечно-сосудистой системы 
у пациентов, использующих ингибиторы JAK для 
лечения дерматологических заболеваний [4]. 

Заключение
Биологические препараты и пероральные JAKi 

относятся к системной терапии АтД. Их назнача-
ют больным со средней и тяжелой формой АтД, 
имеющим упорно-рецидивирующее течение. Не 
существует универсального алгоритма, который 
помог бы сделать выбор между ними у больных 
АтД. В Великобритании, например, дупилумаб и 
барицитиниб (препараты второй линии) назна-
чают лишь в случае неэффективности и/или вы-
раженных побочных явлений на циклоспорин А 
(препарат первой линии) или неэффективности 
фототерапии УФ-лучами. 

Для принятия индивидуального решения па-
циент и врач должны совместно обсудить такие 
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Исходя из механизмов действия, биологиче-
ские препараты считаются более безопасными, 
чем JAKi (правда, опасения по поводу последней 
группы в основном касаются препаратов старо-
го поколения). Как показывают научные дан-

ные, практически все JAKi представляют собой 
класс препаратов, которые действуют на четыре 
белка: JAK1, JAK2, JAK3 и TYK2. В то же время 
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тивированных STAT; белков SOCS (супрессоров 
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фосфатазы и т. д.). 
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ФЕНОТИПИЧЕСКИЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ НАТУРАЛЬНЫХ 
КИЛЛЕРОВ ПОСЛЕ ГЕНЕРАЦИИ И АКТИВАЦИИ IN VITRO 
Абакушина Е.В.1, Журиков Р.В.1, Балышева К.Д.1, Бекетова М.В.1, 
Румянцев С.А.2
1 ООО «Текон Медицинские Приборы», Москва, Россия  
2 ГНЦ РФ ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр эндокринологии» Министерства 
здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. За счет разработки эффективных методов активации и генерации натуральных киллеров 
in vitro современныe способы адоптивной иммунотерапии онкологических больных получили новое 
развитие. Целью данного исследования явилось изучение экспрессии маркеров активации на натураль-
ных киллерах после генерации и активации in vitro с помощью проточной цитометрии. Мононуклеар-
ные клетки выделяли из периферической крови 10 доноров на градиенте плотности и культивировали 
в среде RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, Германия) с добавлением IL-2 и клеток TMDК562-15 в течение 14 
дней. Цитофлуориметрический анализ проводили на 0-й, 7-й и 14-й дни культивирования на цитоме-
тре Image Stream MkII (Luminex, США). Применяли 10-цветную панель моноклональных меченых ан-
тител к СD45, СD3, СD56, СD16 и маркерам активации CD38/HLA-DR/CD25 (BD Biosciences, США). 
Цитотоксическую активность натуральных киллеров, полученных от доноров, оценивали на 14-й день 
культивирования в отношении опухолевых мишеней AsPC-1, А-549, MDA-MB-231 и PC-3, при соот-
ношении «эффектор:мишень» 5:1 и 10:1 в течение 12 часов. Статистический анализ осуществляли с 
помощью MS Excel 2016, TIBCO STATISTICA 11. До начала культивирования доля натуральных кил-
леров в составе мононуклеарных клеток составляла в среднем 12%, из которых CD38/HLA-DR/CD25 
экспрессировали 7,6%, 0,7%, 0%. Длительное культивирование мононуклеарных клеток in vitro при-
вело к активации и изменению доли субпопуляций лимфоцитов. Количество натуральных киллеров 
на 14-й день культивирования увеличилось в 390 раз, и доля натуральных киллеров составила 86,5%. 
Среди них на 14-й день культивации активационные рецепторы CD38/HLA-DR/CD25 экспрессиро-
вали соответственно 34,7%, 36,5%, 5% натуральных киллеров. При изучении цитотоксичности полу-
ченных натуральных киллеров по отношению к клеткам различных опухолевых линий через 12 часов 
после внесения натуральных киллеров наблюдали 100% лизис клеток-мишеней. Жизнеспособность 
клеток у всех доноров была более 98%, на 7-й день несколько снижалась и в среднем составляла 81%, 
к окончанию культивирования показатель достигал уровня более 95%. Предложенный способ культи-
вирования мононуклеарных клеток позволяет значительно увеличить пролиферативную активность и 
экспрессию активационных маркеров натуральных киллеров при сохранении высокой жизнеспособ-
ности популяции, полученной в процессе культивирования. Функциональная активность натураль-
ных киллеров подтверждается в цитотоксическом тесте по отношению к клеткам опухолевых линий.

Ключевые слова: адоптивная терапия, натуральные киллеры, маркеры NK-клеток, генерация NK-клеток, фенотип
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PHENOTYPIC CHARACTERISTICS OF NATURAL KILLER CELLS 
AFTER THEIR GENERATION AND ACTIVATION IN VITRO
Abakushina E.V.a, Zhurikov R.V.a, Balysheva K.D.a, Beketova M.V.a, 
Rumyantsev S.A.b
a LLC “Tecon MP”, Moscow, Russian Federation  
b National Medical Research Center of Endocrinology, Moscow, Russian Federation

Abstract. The development of new effective methods for in vitro activation and culturing of natural killer 
(NK) cells led to advances in adoptive cancer immunotherapy. Our aim was to evaluate expression of activation 
markers on natural killer cells after cultivation and activation in vitro using flow cytometry. Peripheral blood 
mononuclear cells were isolated from heparinized blood of 10 donors in a density gradient and were cultivated 
in RPMI-1640 medium (Sigma-Aldrich, Germany) supplied with IL-2 and TMDK562-15 feeder cells for 14 
days. Phenotyping of the NK cells was carried out using an Image Stream MkII (Luminex) flow cytometer. 
We used a cytometry panel containing 10 monoclonal antibodies against СD45, СD3, СD56, СD16, and 
against cell activation markers, i.e., CD38/HLA-DR/CD25 (BD Biosciences). Cytotoxic activity of the 
donor-derived NK cells was tested towards cancer cell lines AsPC-1, A-549, MDA-MB-231 and PC-3 on 
14th day of cultivation. The effector-to-target ratios were 5:1 and 10:1. The target cells were exposed to effector 
cells for 12 hours. Statistical analysis was performed using MS Excel 2016, TIBCO STATISTICA 13. Prior to 
cultivation, the percentage of natural killer cells in mononuclear cells was 12%. Of those, activation markers 
(CD38/ HLA- DR/ CD25) were expressed, accordingly, on 7.6%, 0.7%, 0% cells, Cultivation of mononuclear 
cells for 14 days resulted in activation and expansion of distinct lymphocyte subpopulations. NK cell counts 
increased 390-fold on 14th day of cultivation, with percentage of natural killers reaching 86.5%. On the 14th 
day of cultivation, expression levels of activation markers (CD38/HLA-DR/CD25) were 34.7%, 36.5%, 5%, 
accordingly. Studying the cytotoxic activity of NK cells against different cancer cell lines showed that, after 12-h 
incubation of activated cells with target cells, 100% of cancer cells have been lysed. The donor cells were viable 
by 98%. After 7 days of cultivation, the cell viability decreased to 81%; at the end of cultures, their viability was 
95%. The suggested cultivation technique for mononuclear cells cause an increase of proliferative activity and 
expression of activation markers of NK cells, thus allowing to maintain high viability of the cell population. 
High functional activity of cultured NK cells was confirmed in cytotoxicity tests against cancer cells. 

Keywords: adoptive therapy, natural killer cells, NK cell markers, NK cell cultivation, phenotype

Введение
Естественные клетки-киллеры (NK) были 

впервые обнаружены в 1970-х годах и описаны 
как лимфоциты периферической крови с есте-
ственной цитотоксичностью в отношении рако-
вых клеток [6, 11]. Позже были выявлены и дру-
гие функции, такие как контроль над вирусными 
инфекциями или врожденная антибактериальная 
защита [7, 9]. NK-клетки являются частью врож-
денной иммунной системы. Они могут распозна-
вать трансформированные клетки, играют роль 
в противоопухолевом иммунитете, поскольку 
способны непосредственно лизировать опухоле-
вые клетки, чувствительные к уничтожению NK-
клетками и, таким образом, помогают иницииро-
вать сопутствующий врожденный и адаптивный 
иммунный ответ.

В отличие от Т-клеток, NK-клетки не экс-
прессируют антигенспецифические рецепторы, 
а экспрессируют различные активирующие и 
ингибирующие рецепторы, которые распознают, 
например, индуцированные стрессом лиганды 
на опухолевых клетках [5]. Фенотипически NK-

клетки идентифицируются по экспрессии по-
верхностного белка CD56, также известного как 
молекула адгезии нейронных клеток (NCAM), 
и отсутствию экспрессии CD3 [2, 4]. У людей 
подтипы NK-клеток классифицируются на ос-
нове поверхностной плотности CD56 (CD56dim 
или CD56bright), а также наличия или отсутствия 
CD16 [10]. В то время как клетки CD56bright в пер-
вую очередь считаются продуцентами цитоки-
нов, а клетки CD56dim – цитотоксическими, оба 
подтипа могут выполнять обе функции. Приме-
чательно, что только клетки CD56dim участвуют в 
антителозависимой клеточной цитотоксичности 
(ADCC), чему способствует их высокая экспрес-
сия CD16 [12, 13].

У онкологических больных иммунная систе-
ма часто ослаблена и не в состоянии устранить 
опухоль. Опухолевые клетки могут развивать ме-
ханизмы уклонения от иммунной системы в про-
цессе опухолевой прогрессии и предотвращать 
эффективный иммунный ответ. Иммунотерапия 
направлена на стимуляцию иммунного ответа 
для уничтожения опухолевых клеток путем вос-
становления или усиления иммунной реакции 
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пациента. Различные подходы иммунотерапии 
были исследованы и теперь даже являются частью 
стандартного лечения некоторых типов рака.

Адоптивная клеточная терапия – это альтер-
нативный подход, при котором иммунные клет-
ки генерируются и активируется ex vivo перед 
введением пациенту для создания иммунного 
ответа против опухолевых клеток. Хотя боль-
шинство методов иммунотерапии направлено на 
инициацию иммунного ответа Т-клеток, появля-
ется все больше доказательств того, что именно 
NK-клетки необходимы для успешной иммуно-
терапии. Доказанная роль NK-клеток в иммун-
ном надзоре за опухолями побудила к разработке 
иммунотерапии, специфически нацеленной на 
NK-клетки. NK-клеточная инфильтрация вну-
три опухоли обычно незначительна, поэтому 
наиболее простым подходом является исполь-
зование адоптивной терапии NK-клетками. Эф-
фект «трансплантат против рака» (без реакции 
«трансплантат против хозяина») способствует 
терапевтическому эффекту трансплантации, 
что побуждает исследователей к изучению воз-
можности использования NK-клеток в качестве 
самостоятельной терапии или в качестве компо-
нента комбинированной терапии для усиления 
противоопухолевого эффекта [3].

Для активации и генерации NK-клеток ex vivo 
в культурах используются некоторые цитокины, 
такие как интерлейкин-2 (IL-2), IL-12, IL-15, 
IL-18 и IL-21. Также для экспансии и получения 
большого количества NK-клеток применяют 
различные фидерные клетки: мононуклеары пе-
риферической крови (МНПК), клеточные линии 
К562 с генетической модификацией и мембран 
связанными IL-15, IL-21, 4-1BBL.

Ранние клинические испытания подтвердили, 
что терапия NK-клетками безопасна и хорошо 
переносится, что привело к началу как минимум 
420 клинических исследований на основе NK-
клеток в течение последних лет, включая как ге-
матологические злокачественные новообразова-
ния, так и солидные опухоли [8].

Материалы и методы
В исследовании участвовали 10 человек в воз-

расте от 25 до 50 лет (средний возраст 35 лет). Все 
доноры были проинформированы о целях иссле-
дования. Образцы периферической крови соби-
рали в утренние часы в лаборатории «Инвитро» 
(Россия) в вакутейнеры с гепарином натрия. 

МНПК были выделены из периферической 
крови здоровых доноров с помощью центрифуги-
рования в градиенте плотности с использованием 
пробирок Lymphoprep™ (SPL, Корея). МНПК, 
полученные от доноров, культивировались в сре-
де RPMI-1640 (НПП «ПанЭко», Россия) на про-
тяжении 14-18 дней с добавлением 1% гентами-
цина (НПП «ПанЭко», Россия) и 5% сыворотки 
эмбрионов коров (FBS) (Thermo Fisher Scientific 

Life Technologies, Дармштадт, Германия). Для 
стимуляции использовали 250 ЕД/мл IL-2 («Рон-
колейкин», ООО «НПК «БИОТЕХ», Россия) и 
антиген-презентирующие клетки TMDК562-15 
(Текон МП, Россия) [1]. Для культивирования 
при 37 °C и 5% CO2 к 20 × 106 клеткам добавля-
ли 100 мл полной питательной среды (ППС) во 
флаконы Т75. Добавление ППС производили на 
0-й, 7-й и 14-й день. Микроскопический анализ 
использовали для мониторинга плотности и мор-
фологии клеток на всех этапах культивирования. 
Анализ количества клеток и экспрессии рецепто-
ров на NK-клетках от разных доноров проводил-
ся сразу после выделения, а также на 7-й и 14-й 
день. 

Для определения количества клеток исполь-
зовалась камера Горяева глубиной 0,1 мм («Мик-
мед», АО «ЛОМО», Россия). Перед подсчетом 
клетки окрашивали раствором трипанового сине-
го (1:2) (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Германия) 
для селективного окрашивания мертвых клеток. 
Если концентрация клеток была слишком вы-
сокой, их дополнительно разбавляли PBS (НПП 
«ПанЭко», Россия). Количество NK-клеток 
определялось как произведение общего количе-
ства клеток на долю NK-клеток, определенную с 
помощью проточной цитометрии.

Индекс пролиферации (ИП) определяли как 
отношение общего числа клеток на определен-
ный день культивации к количеству клеток до на-
чала культивирования.

Измерения проточной цитометрии прово-
дились с помощью анализатора клеток Amnis 
ImageStream XMk II (Luminex, США). Окраши-
вание проводили при 25  °С в темноте в течение 
15 минут. После окрашивания клетки промы-
вали двукратно в 1хPBS. Для стандартизации 
процессов сбора и анализа данных была подо-
брана оптимальная концентрация клеток в об-
разце – 500  000. Amnis Image Stream MkII имеет 
следующую комплектацию лазеров: синий лазер 
(488 нм), красный лазер (642 нм) и фиолетовый 
лазер (405 нм). Лазеры были настроены на сле-
дующие мощности: 405 нм – 80 мВТ, 488 нм – 
200 мВТ, 642 нм – 120 мВТ. Изображения в светлом 
поле были получены в 1 и 9 каналах с автоматиче-
ски установленной мощностью. Все изображения 
фиксировались 2 камерами с объективом 60×. 
Сбор данных произведен в программном обеспе-
чении INSPIRE200 (Luminex, США). С каждого 
образца собирали 15 000 событий (изображений). 
Анализ изображений проводили с помощью про-
граммного обеспечения IDEAS v6.3 (Luminex, 
США). Для изучения изменений в уровнях экс-
прессии активирующих рецепторов на NK-
клетках мы создали панель для проточной цито-
метрии, включающую такие маркеры, как CD45, 
CD3, CD56, CD16, HLA- DR, CD38, СD25, 7AAD. 
Гейтирование было настроено на избирательное 
содержание событий в стабильном потоке. Ана-
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лиз клеточной популяции начинали с выделения 
изображений клеток в фокусе с использованием 
функции Gradient RMS с последующим выделе-
нием синглетов (Area/Aspect Ratio) по каналам 
светлого поля и определения количества живых 
и мертвых клеток по интенсивности окраши-
вания 7AAD (7-амино-актиномицин D). Полу-
ченные данные были проанализированы путем 
последовательного гейтирования для выявления 
популяций NK-клеток среди всех СD45+ лим-
фоцитов (CD3-CD56+CD16+), а также маркеров 
активации для NK-клеток (CD3-CD56+CD38+, 
CD3-CD56+HLA-DR+, CD3-CD56+CD25+) [2]. 

Цитотоксическую активность CD3-CD56+NK-
клеток, полученных от доноров, оценивали на 
14-й день культивирования в отношении опухо-
левых мишеней AsPC-1, А-549, MDA-MB-231 
и PC-3, при соотношении «эффектор:мишень» 
5:1 и 10:1 в течение 12 часов. Опухолевые клет-
ки сажали за 24 часа до добавления NK-клеток в 
количестве 10 000 клеток. Для анализа цитоток-
сической активности NK-клеток использовали 
клеточный анализатор xCELLigence RTCA (Real 
Time Cell Analyzer) (ACEA Biosciences, Китай).

Статистический анализ и обработку данных 
проводили с помощью MS Excel 2016, TIBCO 
STATISTICA 13. Данные представлены в виде 
среднего ± SD. Для проверки межгрупповых раз-
личий использовался парный тест Стьюдента. 
Различия считались достоверными при p ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение
При генерации NK-клеток из МНПК в тече-

ние 14 дней в присутствии клеток TMDК562-15 

скорость экспансии культуры к 7-му дню увели-
чилась в 5,5 раза, а NK-клеток в 33,9 раза. К окон-
чанию культивирования увеличилась в среднем в 
48 раз, в то время как NK-клетки достигли скоро-
сти размножения, превысив 390-кратное увели-
чение численности популяции (рис. 1). 

Было показано, что к окончанию генерации 
доля NK-клеток составила в среднем 86,5% (от 
77% до 94% в зависимости от донора). На 7-й 
день культивирования доля NK-клеток варьиро-
вала от 44% до 88%, что в среднем составило 68%. 
Исходно наблюдали средний уровень NK-клеток 
в 12% (рис. 2).

Согласно полученным результатам, оценивали 
уровни экспрессии рецепторов CD16, HLA- DR, 
CD-38 на NK-клетках (CD45+CD3- CD56+) в куль-
туре МНПК на 14-й день экспансии NK-кле ток в 
условиях ко-культивирования с фидерными клет-
ками уровень маркеров активации значительно 
превышал значения исследуемых параметров по 
сравнению с исходными данными на 0-й день 
(рис. 3). 

Исследовав уровень экспрессии рецептора 
CD25 в ответ на добавление IL-2 в культуральную 
среду, было показано, что исходно единичные 
NK-клетки экспрессируют этот ранний маркер 
активации. При культивировании на протяже-
нии 7 дней уровень экспрессии увеличивался у 
всех доноров в пределах от 14,5% до 36,5%, чего 
не наблюдалось к концу периода инкубации. 
Экспрессия рецептора снижалась в 5 раз. Уро-
вень экспрессии другого маркера ранней актива-
ции CD38 на 14-й день в среднем увеличился в 

Рисунок 1. Индекс пролиферации натуральных киллеров
Figure 1. Proliferation index of natural killer cells
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Рисунок 2. Содержание натуральных киллеров 
в культуре
Figure 2. Percentage of natural killer cells in culture

Рисунок 3. Уровень экспрессии маркеров натуральных киллеров
Примечание. * – p ≤ 0,05 по парному t-тесту Стьюдента.
Figure 3. Expression of natural killer cells markers
Note. *, p ≤ 0.05 paired Student’s t-test.

4,6 раза, а маркера поздней активации HLA-DR 
на 14-й день – в 51,8 раза.

Начальные пропорции клеток CD16+ среди 
всех доноров варьировались от 6% до 20%. К 7-му 
дню культивации уровень CD16 составлял от 
42% до 65%. К 14-му дню культивации уровень 
экспрессии CD16 увеличился в 6 раз и составил 
73,1% в среднем. Хотя наблюдалась значительная 
вариабельность доноров в уровнях экспрессии 
этих активирующих рецепторов, были выявлены 
последовательные тенденции увеличения экс-
прессии.

Чтобы определить, обладают ли NK-клетки 
способностью эффективно лизировать клетки 
опухоли, был проведен цитотоксический тест с 
использованием различных клеточных линий 
AsPC-1, А-549, MDA-MB-231 и PC-3 в качестве 
клеток-мишеней. Как и ожидалось, наблюдалось 
эффективное уничтожение со средними значени-
ями удельного лизиса через 6 часов в диапазоне 
от 24,2% до 45,8% для 1:5 и от 51,1% до 75,2% для 
соотношения мишень-эффектор 1:10. Через 12 
часов NK-клетки в этих соотношениях приводи-
ли к 100% лизису клеток-мишеней. Эти данные 
иллюстрируют, что культивирование NK-клеток 
в определенных условиях генерирует высокоак-
тивированные NK-клетки, способные эффектив-
но убивать опухолевые клетки различного проис-
хождения.

На протяжении всего периода культивирова-
ния оценивали жизнеспособность клеточной по-
пуляции с помощью прямого подсчета в камере 
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Горяева с использованием витального красите-
ля. Так, после выделения МНПК жизнеспособ-
ность клеток у всех доноров была более 98%, на 
7-й день несколько снижалась и в среднем со-
ставляла 81%, к окончанию культивирования 
показатель достигал уровня более 95%. Полу-
ченные данные подтверждали цитометрией по 
включению красителя 7-AAD. Отличий от пря-
мого подсчета получено не было, что говорит в 
пользу сохранения жизнеспособности генери-
рованных клеток при соответствующих условиях 
культивирования.
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Заключение
Используя данный метод культивирования 

МНПК, мы получили обогащенную популяцию 
NK-клеток с высокой жизнеспособностью и 
функциональной активностью. В работе оптими-

зировали высокопроизводительный и быстрый 
фенотипический анализ популяции активиро-
ванных лимфоцитов, включая NK-клетки, кото-
рый имеет потенциальное клиническое приме-
нение в качестве метода оценки эффективности 
клеточной терапии на основе NK-клеток.
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МОНОНУКЛЕАРНЫЕ КЛЕТКИ ПУПОВИННО-
ПЛАЦЕНТАРНОЙ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА: ОЦЕНКА 
АЛЛЕРГЕННОСТИ И ВОЗДЕЙСТВИЕ НА ИММУННЫЙ 
СТАТУС В ЭКСПЕРИМЕНТАХ НА ТЕПЛОКРОВНЫХ
Скупневский С.В.1, Савельев Р.В.1, Пухаева Е.Г.1, Морозова Я.В.2, 3, 
Радаев С.М.2, Смирнов В.А.2, Гринь А.А.2
1 ФГБОУ ВО «Северо-Осетинский государственный университет имени К.Л. Хетагурова», г. Владикавказ, 
Республика Северная Осетия – Алания, Россия  
2 ГБУЗ г. Москвы «Научно-исследовательский институт скорой помощи имени Н.В. Склифосовского 
Департамента здравоохранения города Москвы», Москва, Россия  
3 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр кардиологии имени академика Е.И. Чазова» 
Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Мононуклеарные клетки пуповинно-плацентарной крови человека (МКППКЧ) приме-
няются в качестве основной или вспомогательной терапии для лечения порядка 80 различных но-
зологий, что связано с их высокой пролиферативной активностью, низкой иммуногенностью и воз-
можностью подбора редких HLA-типов трансплантатов для этнических меньшинств. В этой связи 
оценка безопасности клеточного материала в отношении иммунной системы является актуальной. 
Цель – изучить аллергенное и иммунотоксическое действие мононуклеарных клеток пуповинно-
плацентарной крови человека в рамках доклинических испытаний на животных. Изучение гиперчув-
ствительности I типа к МКППКЧ проводилось по стандартной методике оценки бронхиолоспазма на 
трахее самцов и самок морских свинок. Образцы участков трахеи инкубировали в растворе Рингера–
Тироде с конечной концентрацией суспензии мононуклеарных клеток 2,5%, позитивный контроль – 
гистамина гидрохлорид. Определение антител к МКППКЧ осуществлялось на самцах мышей линии 
CBAxC57B2/6 по реакции связывания комплемента (индикация – отсутствие гемолиза эритроцитов 
барана). Мышам однократно внутривенно вводили клеточный материал в 10, 50 и 100-кратной дози-
ровке от терапевтической для человека (8,57 × 107 клеток/кг, 4,28 × 108 клеток/кг, 8,57 × 108 клеток/кг 
массы тела соответственно); кровь для анализа отбирали через 21 день после введения биоматериала. 
Позитивный контроль – сыворотка мышей, иммунизированных S. aureus. Исследование фагоцитар-
ной активности нейтрофилов проводилось на самцах и самках крыс линии Wistar, которым одно-
кратно внутривенно вводили МКППКЧ из расчета 100-кратной терапевтической дозировки. Через 
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30 дней проводили исследование фагоцитарного индекса и фагоцитарного числа методом тест-туши, 
анализируя по 600 клеток на каждую группу. Рассчитывали медиану, верхний и нижний квартили 
(Ме (Q0,25-Q0,75)); сравнение гипотез проводили по U-критерию Манна–Уитни. В ответ на введение 
МКППКЧ анафилактогенной активности и выработки антител к клеточному материалу в экспери-
ментах на животных не выявлено. У самок крыс статистически значимо (р = 0,004) возросла фагоци-
тарная активность нейтрофилов относительно контрольных животных (56,5 (53,8-60,8) и 44,0 (40,5-
47,5) соответственно); у самцов крыс отмечена тенденция к увеличению фагоцитарной активности 
на 13% (р = 0,054). Фагоцитарный индекс во всех сравниваемых группах остался в зоне флуктуаций 
нормативных величин 1,8-2,0. Мононуклеары пуповинно-плацентарной крови человека не облада-
ют анафилактогенным, а в 100-кратной от терапевтической дозировки (8,57 × 108 кл/кг) – иммуно-
токсическим действием, но способствуют росту фагоцитарной активности нейтрофилов, что требует 
дальнейших доклинических и клинических испытаний эффективности и безопасности применения 
биоматериала с высоким лечебным потенциалом.

Ключевые слова: анафилактогенная активность, гиперчувствительность немедленного типа, гуморальный иммунитет, 
иммунотоксичность, клеточный иммунитет, мононуклеарные клетки пуповинно-плацентарной крови человека, 
фагоцитоз

MONONUCLEAR CELLS FROM HUMAN UMBILICAL CORD/
PLACENTAL BLOOD: ASSESSMENT OF ALLERGENICITY AND 
IMPACT ON IMMUNE STATUS IN EXPERIMENTAL WARM-
BLOODED ANIMALS
Skupnevskiy S.V.a, Saveljev R.V.a, Pukhaeva E.G.a, Morozova Ya.V.b, c, 
Radaev S.M.b, Smirnov V.A.b, Grin A.A.b
a North Ossetian State University, Vladikavkaz, Republic of North Ossetia – Alania, Russian Federation  
b N. Sklifosovsky Research Institute of Emergency Medicine, Moscow Healthcare Department, Moscow, Russian 
Federation  
c E. Chazov National Medical Research Center of Cardiology, Moscow, Russian Federation

Abstract. Human mononuclear cells from umbilical cord blood (HUCBMCs) are used as the main or 
adjuvant therapy for treatment of about 80 different diseases, due to high proliferative activity of these cells, 
low immunogenicity and an opportunity of selecting rare HLA types for transplants. In this regard, assessment 
of cellular material in protocols of immunopharmacology is relevant. Our objective was to study allergenic and 
immunotoxic effects of mononuclear cells from human umbilical cord/placental blood as preclinical testing 
in laboratory animals. The study of type I hypersensitivity to HUCBMCs was carried out using a standard 
method for assessing bronchiolar spasm in male and female guinea pigs. The samples of tracheal sections were 
incubated in Ringer–Tyrode solution at the 2.5 per cent concentration of mononuclear cell suspension, with 
histamine hydrochloride serving a positive control. Antibody detection to HUCBMCs was carried out in the 
CBAxC57B2/6 male mice using by means of complement fixation test (indexed as absence of hemolysis of 
sheep erythrocytes). The mice were subjected to single intravenous injections of cell material exceeding the 
human therapeutic dose 10, 50 and 100-times (8.57 × 107 cells/kg, 4.28 × 108 cells/kg, 8.57 × 108 cells/kg 
body weight, respectively). Blood for analysis was taken 21 days after administration of the biomaterial. Blood 
serum from mice immunized with S. aureus was used as a positive control. A study of the phagocytic activity of 
neutrophils was carried out in male and female Wistar rats, which were subjected to a single intravenous injection 
of HUCBMCs at 10-fold therapeutic dosage. After 30 days, the phagocytic index and phagocytic number 
were studied using the ink test method, by analyzing 600 cells for each group. The median, upper and lower 
quartiles (Me (Q0.25-Q0.75)) were calculated; the hypotheses were compared using the Mann–Whitney U test. We 
didn’t detect anaphylactogenic activity and production of antibodies to cellular material after administration 
of HUCBMCs to the animals. In female rats, the phagocytic activity of neutrophils increased statistically 
significantly (p = 0.004) relative to control animals [56.5 (53.8-60.8) versus 44.0 (40.5-47.5), respectively]. 
In male rats, there was a tendency to increased phagocytic activity by 13% (p = 0.054). The phagocytic index 
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in all compared groups remained within deviations of standard values (1.8-2.0). Human umbilical cord blood 
mononuclear cells do not exhibit an anaphylactogenic, and do not show any immunotoxic effect at 100-fold at 
the human therapeutic dosage (8.57 × 108 cells/kg). However, they contribute to increase of phagocytic activity 
of neutrophils, thus requiring further preclinical and clinical trials of efficiency and safety for usage of this 
biomaterial with high therapeutic potential.

Keywords: anaphylactogenic activity, immediate hypersensitivity, humoral immunity, immunotoxicity, cellular immunity, mononuclear 
cells, human umbilical/placental blood, phagocytosis

Данное исследование выполнено при финан-
совой поддержке АНО «Московский Центр Ин-
новационных Технологий в Здравоохранении» 
(грант на реализацию научно-практического 
проекта в сфере медицины: «Разработка методов 
регенеративной и клеточной терапии заболева-
ний и повреждений центральной нервной систе-
мы»).

Введение
Мононуклеарные клетки пуповинно-плацен-

тарной крови человека широко вошли в совре-
менную клиническую медицину после первой 
успешной трансплантации, осуществленной в 
1988 г. [11]. К настоящему времени они применя-
ются в качестве основной или вспомогательной 
терапии для лечения порядка 80 различных но-
зологий, включая онкологические заболевания, 
анемии, наследственные болезни обмена ве-
ществ, иммунодефицитные состояния [16]. Так, 
один из наиболее перспективных подходов кон-
солидирующего лечения опухолей кроветворной 
ткани основан на применении гемопоэтических 
стволовых клеток [2], что позволяет добиться не 
только репопуляции клеток костного мозга, но и 
восстановления иммунитета. Согласно результа-
там статистических исследований, представлен-
ных Мировым сообществом по трансплантации 
крови и костного мозга (The Worldwide Network for 
Blood and Marrow Transplantation, WBMT), только 
к 2019 г. осуществлено более 1,5 млн трансплан-
таций гемопоэтических стволовых клеток, выде-
ленных из костного мозга, пуповинной крови и 
из периферической крови после ее афереза [15].

Основными преимуществами МКППКЧ по 
сравнению с другими источниками являются 
высокая пролиферативная активность, низкая 
иммуногенность, возможность подбора ред-
ких HLA-типов трансплантатов для этнических 
меньшинств, возможность увеличения количе-
ства стволовых клеток в условиях in vitro, наличие 
более длинных теломерных участков хромосом, 
продукция гемопоэтических ростовых факто-
ров [1, 6]. Так, применение МКППКЧ позволя-
ет значительно сократить период ожидания ре-
ципиентом подходящего трансплантата, а сама 
процедура сбора пуповинной крови является 
безопасной для матери и плода, технически про-
стой, имеет стандартизованный подход к тести-

рованию и типированию по HLA-системе, кон-
сервированию и хранению клеточного материала 
в криобанках [22]. Однако наряду с преимуще-
ствами трансплантации стволовых клеток пупо-
винной крови, существуют недостатки и трудно-
сти их использования в медицинской практике. 
К ним относятся: потенциальный риск передачи 
генетических заболеваний; сниженная скорость 
приживления трансплантата; относительно ма-
лое количество гемопоэтических стволовых кле-
ток в единичном заготавливаемом образце; в ряде 
случаев отсутствие возможности повторного от-
бора материала; зависимость положительного 
результата лечения от подбора правильной дози-
ровки клеток [8, 18]. Дальнейшие исследования, 
посвященные выявлению эффектов МКППКЧ, 
являются актуальными, поскольку направлены 
на повышение безопасности клеточной терапии. 
Кроме того, непрерывно растущее число публи-
каций [3, 5, 17, 20], посвященных применению 
МКППКЧ для лечения негематологических за-
болеваний, при которых клетки применяются 
в больших дозах или длительными курсами, за-
ставляет взглянуть на вопросы безопасности при-
менения МКППКЧ с точки зрения классической 
фармакологии, т. е. рассмотреть их на предмет 
как острой, так и специфической токсичности.

Цель – изучить аллергенное и иммунотокси-
ческое действие мононуклеарных клеток пупо-
винно-плацентарной крови человека в экспери-
ментах на теплокровных животных.

Материалы и методы
Эксперименты проводились на мышах, кры-

сах и морских свинках, приобретенных в филиале 
НИЦ «Курчатовский институт» – ПИЯФ – ПЛЖ 
«Рапполово». Животные содержались в стандарт-
ных условиях вивария с освещением 12:12, вода и 
корм – ad libitum.

Подготовка МКППКЧ к использованию. Об-
разец крови непосредственно перед введением 
размораживали на водяной бане при темпера-
туре +37 °С и ex tempore отмывали от криосреды 
охлажденным до +4 °С раствором – транспорт-
ной средой (ТС): 6 мл альбумина  +  19  мл физио-
логического  раствора  +  25  мл  реополиглюкина 
(«Уман альбумин» 25%, раствор для инфузий, 
альбумин человека; «Реополиглюкин» (декстран, 
ср. мол. масса 30 000-40 000), раствор для инфу-
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зий. Белмедпрепараты). В стерильных условиях 
клеточный материал переносили в пробирку на 
50 мл и доводили охлажденной ТС до верхней 
метки (первые 10 мл при тщательном перемеши-
вании, остальное – струйно). Суспензию клеток 
перемешивали и центрифугировали при +4 °С и 
600 g в течение 10 мин. Отмывку клеток от кри-
осреды проводили дважды. Осажденную клеточ-
ную массу разводили в необходимом объеме ТС и 
хранили при температуре тающего льда в течение 
всего периода применения (не более 2 часов).

Количество МКППКЧ рассчитывалось исхо-
дя из терапевтической дозировки для человека 
(600 млн клеток на 70 кг массы тела (м. т.)) и со-
ставляло, соответственно, 10-, 50- и 100-кратную 
дозу в пересчете на массу тела животного.

Оценка развития гиперчувствительности I 
типа проводилась на половозрелых морских 
свинках (Cavia porcellus) абиссинской породы. 
Статистические группы включали по 3 самца и 
3 самки с массой тела 300-350 г. Непосредствен-
но перед экспериментом животного усыпляли в 
CO2-боксе и декапитировали, ex tempore извле-
кали трахею, которую разделяли на три части по 
5-8 колец в каждой. Образцы трахей инкубирова-
ли 10 мин при 37±0,2 °С в отдельных пробирках, 
заполненных 10 мл раствора Рингера–Тироде 
состава: NaCl – 0,800%, KCl – 0,020%; CaCl2 – 
0,020%; NaHCO3 – 0,010%; MgCl2 – 0,010%; 
NaH2PO4 – 0,005%; глюкоза – 0,100%. По окон-
чании инкубации по 3 образца трахеи помеща-
ли в 30 мл раствора Рингера–Тироде на чашку 
Петри с диаметром 10 см, термостатируемую 
при той же температуре (всего по 18 образцов из 
каждой группы эксперимента), где осуществля-
лась экспозиция тестируемыми веществами или 
клеточной суспензией в течение 1 мин. Первая 
группа: негативный контроль (введение в об-
ласть трахеи ТС); вторая – экспериментальная 
(суспензия МКППКЧ); третья – позитивный 
контроль (раствор гистамина гидрохлорида (ТОО 
«Бурли»)). Конечные концентрации в области 
трахеи составляли: транспортная среда – 5%, 
МКППКЧ – 2,5%, гистамина дигидрохлорид – 
0,002%. Весь процесс сопровождался видеофик-
сацией и контролем изменения размеров трахеи 
на масштабно-координатной чертежной бумаге 
с разметкой 1 × 1 мм. Интенсивность развития 
реакции гиперчувствительности I типа фиксиро-
вали в виде «крестов»: резко положительная ре-
акция «++++», положительная реакция «+++», 
слабоположительная реакция «++», положитель-
ный результат в пределах погрешности «+», реак-
ция отсутствует «-».

Определение антител к МКППКЧ осущест-
влялось на самцах мышей линии CBAxC57B2/6 
с массой тела 20-25 г. Статистические группы 
включали по 10 особей в каждой. Первая группа: 
контроль 1 (внутривенное введение физиоло-

гического раствора из расчета 0,1 мл / 25 г м. т.); 
вторая – контроль 2 (внутривенное введение 
ТС из расчета 0,1 мл / 25 г м. т.); третья – экс-
периментальная 1 (МКППКЧ в количестве 
8,57  ×  107/ кг  м.  т., ресуспендированных в ТС 
из расчета 0,1 мл / 25 г м. т.); четвертая – экс-
периментальная-2 (МКППКЧ в количе-
стве 4,28   ×   108/ кг  м.  т., ресуспендированных 
в ТС из расчета 0,1 мл / 25 г м. т.); пятая – экс-
периментальная-3 (МКППКЧ в количестве 
8,57  ×  108/ кг  м.  т., ресуспендированных в ТС 
из расчета 0,1 мл / 25  г  м.  т.); шестая – пози-
тивный контроль (трехкратная иммунизация 
Staphylococcus aureus путем внутрибрюшинно-
го введения в дозировке 5 × 105 КОЕ/животное 
каждые 72 часа, с последующим отбором крови 
из сердца под общим наркозом через 72 ч после 
последней инокуляция).

Через 21 день животных усыпляли в CO2-боксе 
и из сердца отбирали кровь без антикоагулянта. 
Сыворотку крови инактивировали путем нагрева 
на водяной бане при температуре 53 °С в течение 
30 мин. Реакцию связывания комплемента (РСК) 
осуществляли в тест-системе, включающей эри-
троциты барана (ЭБ), гемолизин (сыворотка 
иммунизированного ЭБ кролика), исследуе-
мую сыворотку мышей и определяемый антиген 
(МКППКЧ или S. aureus) [4]. Результаты оцени-
вали по отсутствию гемолиза ЭБ и фиксировали 
в виде «крестов»: резко положительная реакция 
«++++», положительная реакция «+++», слабо-
положительная реакция «++», положительный 
результат в пределах погрешности «+», реакция 
отсутствует «-».

Оценка фагоцитарной активности нейтро-
филов после введения МКППКЧ проводилась 
на крысах линии Wistar. Статистические группы 
включали по 6 самцов и 6 самок с массой тела 
180-200 г. Первая группа – контроль (внутри-
венное введение ТС из расчета 0,5 мл/200 г м. т.); 
вторая группа – экспериментальная (МКППКЧ 
в количестве 8,57 × 10 8/кг м. т., ресуспендирован-
ных в ТС из расчета 0,5 мл/200 г м. т.).

На 30-е сутки у животных под общим нар-
козом (Золетил, Франция) из сердца отбира-
ли кровь, которую стабилизировали гепарином 
(ООО «Диамед-фарма», Россия), конечная кон-
центрация 50 МЕ/мл, после чего животных усы-
пляли в СО2-камере.

Стабилизированную кровь в объеме 100 мкл 
смешивали с 10 мкл 0,05% суспензии туши, при-
готовленной на изотоническом растворе хлорида 
натрия, и инкубировали при 37 °С ± 0,2 °С в те-
чение 25 мин. После инкубации отбирали 3 мкл 
клеточной взвеси и готовили мазки на аппарате 
Vision (Австрия). Клетки фиксировали в течение 
30 мин в холодной (1-4 °С) смеси, приготовлен-
ной из 96% спирта и 40% формалина в соотно-
шении 10:1. По окончании фиксации препараты 
промывали дистиллированной водой и сушили. 



307

Иммунотоксичность мононуклеаров
Immunotoxicity of umbilical blood mononuclear cells2025, Vol. 27,  2

2025, Т. 27, № 2

ТАБЛИЦА 1. РЕЗУЛЬТАТЫ ОЦЕНКИ АНАФИЛАКТОГЕННОЙ АКТИВНОСТИ МКППКЧ

TABLE 1. RESULTS OF ANAPHYLACTOGENIC ACTIVITY OF HUCBMCs

Параметр
Option

Группы / Groups

Негативный контроль (ТС)
Negative control (solvent)

Суспензия МКППКЧ
Suspension of HUCBMCs

Позитивный контроль 
(гистамин)

Positive control (histamine)
Самцы / Males

n* = 3 3 3
Бронхоспазм
Bronchospasm - - +++

Самки / Females
n = 3 3 3

Бронхоспазм
Bronchospasm - - +++

Примечание. * – n – количество животных.
Note. *, n, number of animals.

Окрашивали 10-12 мин красителем Романовско-
го–Гимзы. Стекла для просветления промывали в 
течение 5 сек 30%-ным раствором этанола. Ана-
лизировали по 100 нейтрофилов на каждое жи-
вотное при 400-кратном увеличении с помощью 
светового микроскопа Primo Star (Zeiss). Рассчи-
тывали фагоцитарный индекс – число нейтрофи-
лов, поглотивших частицы туши, и фагоцитарное 
число – среднее количество поглощенных ча-
стиц.

Статистический анализ осуществляли в 
программном пакете Excel и с помощью он-
лайн-калькулятора (https://www.statskingdom.
com/170median_mann_whitney.html). Определя-
ли медиану (Ме), верхний и нижний квартили 
(Q0,25-Q0,75). Сравнение гипотез проводили по 
U-критерию Манна–Уитни и статистически зна-
чимыми считали результаты при p < 0,05.

Результаты
Оценка гиперчувствительности I типа к 

КМКППКЧ на гладких мышцах трахеобронхиаль-
ной цепочки морских свинок

В ходе определения анафилактогенной ак-
тивности концентрата мононуклеарных клеток 
и транспортной среды в процессе экспозиции 
исследуемых образцов признаков бронхоспазма 
выявлено не было. Результаты исследований сум-
мированы в таблице 1.

Из таблицы 1 видно, что мононуклеарные 
клетки пуповинно-плацентарной крови челове-
ка в концентрации 2,5% по объему не оказывают 
анафилактогенной активности, оцениваемой по 
сокращению гладких мышц трахеобронхиальной 
цепочки морских свинок к предполагаемому ал-
лергену. Половых особенностей в реактивности 

к тестируемым на аллергенность клеткам не вы-
явлено.

Оценка выработки антител к МКППКЧ у мы-
шей

Анализ сыворотки крови мышей после 
введения мононуклеаров пуповинно-плацен-
тарной крови человека показал отрицательную 
реакцию на антитела к тестируемому биоматери-
алу (табл. 2).

Из таблицы 2 следует, что слабая иммунная 
реакция на компоненты транспортной среды, от-
мечаемая в группе контроль 2, нивелируется на 
фоне введения мононуклеарных клеток пуповин-
но-плацентарной крови, в то время как у живот-
ных позитивного контроля отсутствие гемолиза 
в суспензии эритроцитов барана выявляет резко 
положительную реакцию.

Оценка влияния МКППКЧ на функциональную 
активность нейтрофилов

 Введение крысам клеточного материала спо-
собствовало усилению фагоцитарной активности 
гранулоцитов (табл. 3).

Из таблицы 3 видно, что у самок на фоне 
введения ядросодержащих клеток пуповинной 
крови статистически значимо (р = 0,004) возрас-
тает фагоцитарная активность сегментоядерных 
нейтрофилов на 28%; у самцов увеличение ис-
следуемого показателя составило 13%, а разли-
чия между контрольной и экспериментальной 
группами соответствуют уровню статистической 
тенденции (р = 0,054). Фагоцитарный индекс во 
всех экспериментальных группах оказался в зоне 
естественных флуктуаций нормативных величин.

Обсуждение
Результаты исследований МКППКЧ на ал-

лергенность и иммунотоксичность, проведенных 
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в рамках протоколов доклинических испытаний 
фармакологических веществ, свидетельствуют 
об отсутствии негативных воздействий моно-
нуклеаров на иммунную систему теплокровных, 
что обосновывает целесообразность дальнейше-
го (включая клинические исследования) изуче-
ния эффективности и безопасности комплекса 
гемопоэтических стволовых и мезенхимальных 
стромальных клеток из пуповинно-плацентар-
ной крови человека.

Оценка анафилактогенной активности 
МКППКЧ, осуществленная на трахеобронхиаль-
ной цепочке морских свинок, позволила выявить 
отсутствие аллергической реакции к клеточной 
суспензии со стороны гладких мышц, обеспе-
чивающих активные движения трахеи. Это не 
противоречит результатам, представленным в 
литературных источниках [10, 19], где доказано 
ингибирование выброса гистамина мастоцитами 
под воздействием стволовых клеток.

Отрицательная реакция связывания ком-
племента у гибридов мышей свидетельствует 
об отсутствии иммунореактивности со стороны 
B-клеточного звена организма-хозяина на кле-
точный трансплантат. Причиной данного со-

бытия может служить непосредственное инги-
бирование фракцией мезенхимальных клеток 
(входящих в состав МКППКЧ) пролиферации 
В-лимфоцитов в фазе G0/G1 посредством регу-
ляции активности протеинкиназы p38 MAPK – 
ассоциируемой с индукцией апоптоза и контро-
лем ключевых точек клеточного цикла (G2/M и 
G1/S) [13, 21]. В то же время известно, что клетки 
мезенхимального ряда способны ингибировать 
пролиферацию наивных Т-клеток и Т-клеток 
памяти даже при стимуляции поликлональны-
ми антигенами [14], что разрывает цепь в трех-
клеточной системе кооперации иммуноцитов в 
гуморальном иммунном ответе и дополнительно 
обеспечивает отрицательную реакцию связыва-
ния комплемента. Это также может объяснять 
сниженную иммунореактивность мышей по от-
ношению к компонентам транспортной среды, 
в которой человеческий белок может играть ту 
же роль, что и бычий сывороточный альбумин, 
используемый в классической патофизиологи-
ческой модели сывороточной болезни у грызу-
нов [7].

Объяснением возросшей фагоцитарной актив-
ности нейтрофилов в ответ на введение животным 

ТАБЛИЦА 3. ФАГОЦИТАРНАЯ АКТИВНОСТЬ НЕЙТРОФИЛОВ КРЫС
TABLE 3. PHAGOCYTIC ACTIVITY OF RAT NEUTROPHILS

Группа
Group

Фагоцитарный индекс, %
Phagocytic index, %

Фагоцитарное число
Phagocytic number

Самцы / Males
Контроль, n = 6 / Ме (Q0,25-Q0,75)
Control, n = 6 / Ме (Q0.25-Q0.75)

51,5 (47,3-55,0) 2,0 (1,7-2,4)

Эксперимент, n = 6 / Ме (Q0,25-Q0,75)
Experiment, n = 6 / Ме (Q0.25-Q0.75)

58,0 (55,5-61,3) 1,8 (1,6-2,0)

Самки / Females
Контроль, n = 6 / Ме (Q0,25-Q0,75)
Control, n = 6 / Ме (Q0.25-Q0.75)

44,0 (40,5-47,5) 1,8 (1,6-2,0)

Эксперимент, n = 6 / Ме (Q0,25-Q0,75)
Experiment, n = 6 / Ме (Q0.25-Q0.75)

56,5 (53,8-60,8)* 1,8 (1,6-1,9)

Примечание. * – p < 0,01.

Note. *, p < 0.01.

ТАБЛИЦА 2. РЕЗУЛЬТАТЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ АНТИТЕЛ ПРОТИВ МКППКЧ МЕТОДОМ РСК

TABLE 2. ANTIBODY DETECTION AGAINST HUCBMCs WITH COMPLEMENT FIXATION TEST

Показатель
Indicator

Контроль 1 
(физ. р-р)
Control 1
(saline)

Контроль 2 
(ТС)

Control 2 
(solvent)

Эксперимент, введение МКППКЧ
Experiment, administration of HUCBMCs

Позитивный 
контроль 
(S. aureus)

Positive 
control

(S. aureus)

8,57 × 107/
кг м. т.

8.57 × 107/kg 
b. w.

4,28 × 108/
кг м. т.

4.28 × 108/kg 
b. w.

8,57 × 108/
кг м. т.

8.57 × 108/kg 
b. w.

n = 10 10 10 10 10 10
Наличие антител
Antibodies - ++ - - - ++++
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МКППКЧ может служить выделение вводимыми 
стволовыми клетками цитокинов, таких как IL-6, 
IL-10 и др. [12], которые согласно литературным 
данным у человека и животных способны стиму-
лировать фагоцитоз гранулоцитов [9].

Заключение
Согласно результатам исследований на трех 

видах грызунов (морские свинки, мыши, крысы), 

мононуклеарные клетки пуповинно-плацентар-
ной крови человека не обладают анафилакто-
генным, а в 100-кратной от терапевтической до-
зировки (8,57 × 108 кл/кг) – иммунотоксическим 
действием, но способствуют росту фагоцитарной 
активности нейтрофилов, что требует дальней-
ших доклинических и клинических испытаний 
эффективности и безопасности применения био-
материала с высоким лечебным потенциалом. 
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ВЛИЯНИЕ МИКОБАКТЕРИИ ТУБЕРКУЛЕЗА 
НА ИММУНОГИСТОХИМИЧЕСКИЕ ПАРАМЕТРЫ 
ТУБЕРКУЛЕМЫ ЛЕГКИХ СТАБИЛЬНОГО ТЕЧЕНИЯ 
Гималдинова Н.Е., Любовцева Л.А.
ФГБОУ ВО «Чувашский государственный университет имени И.Н. Ульянова», г. Чебоксары, Чувашская 
Республика, Россия

Резюме. На протяжении тысячелетий человечество пытается бороться с возбудителем туберкуле-
за – Mycobacterium tuberculosis, но показатели заболеваемости и смертности, к сожалению, остаются 
по-прежнему высокими во всем мире. Целью исследования данной работы было выявить изменения 
иммуногистохимических параметров в разных зонах легких при туберкулеме стабильного течения. 
Нами изучено 30 случаев туберкулем стабильного течения у мужчин. Исследование проводили в 2 
зонах: капсуле туберкулемы и прилежащих к ней областях (перифокальных зонах). Группой сравне-
ния служили резецированные участки верхних долей правого легкого, взятые у 10 мужчин, погибших 
в ДТП, прижизненно не болевших туберкулезом. Эта группа была названа «условно здоровые». Для 
оценки местного иммунного ответа использовали иммуногистохимический метод с использованием 
моноклональных антител к CD8, CD4, CD79a, Fascin. При оценке локализации экспрессии изучае-
мых маркеров в легких в группе «условно здоровые» число CD4+ и CD8+ клеток определялось преиму-
щественно в интерстициальном пространстве. Число CD4+ клеток в данной исследуемой группе пре-
обладало над CD8+ клетками. CD79а+ и Fascin+ клетки в данной изучаемой группе были обнаружены в 
интерстициальном пространстве в единичном числе. В стабильной туберкулеме было выявлено боль-
шее число лимфоцитов в капсуле с преобладанием Т-киллеров над Т-хелперами. В перифокальной 
зоне стабильной туберкулемы число иммунных клеток было уменьшенным по сравнению с группой 
«условно здоровые», но при этом определялись зоны, где CD4-положительные лимфоциты образо-
вывали контакты с интерстициальными макрофагами. Число CD79а положительных клеток преиму-
щественно определялось в соединительнотканной капсуле туберкулемы, единичные – на перифе-
рии, рядом с макрофагами. Fascin положительные клетки как в капсуле, так и перифокальной зоне 
стабильной туберкулемы встречались редко, в основном они локализовались вокруг кровеносных 
сосудов. При изучении корреляционных взаимодействий в группе «условно здоровые» выявлена уме-
ренная положительная связь между цитотоксическими лимфоцитами и Т-хелперами. В зоне капсулы 
стабильной туберкулемы сильные положительные связи обнаружены в парах CD4+/CD79а и CD79а/
CD8+, в периферической зоне легких прослеживаются связи только между CD79а/CD8+. Таким об-
разом, степень активности туберкулезного процесса в капсуле и перифокальной зоне туберкулемы 
легких стабильного течения связана с разными клеточными взаимодействиями, осуществляющими 
двойной контроль как со стороны клеточного, так и гуморального звеньев иммунной системы. 

Ключевые слова: туберкулема, CD4-лимфоциты, CD8-лимфоциты, CD79a, Fascin, иммунорегулирующий индекс, 
микобактерии
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EFFECT OF MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS ON 
IMMUNOHISTOCHEMICAL PARAMETERS OF STABLE 
PULMONARY TUBERCULOMA
Gimaldinova N.E., Lyubovtseva L.A. 
I. Ulyanov Chuvash State University, Cheboksary, Chuvash Republic, Russian Federation

Abstract. For millennia, the mankind has been trying to fight the causative agent of tuberculosis, 
Mycobacterium tuberculosis, but morbidity and mortality rates, unfortunately, remain high all over the world. 
The purpose of our work was to specify changes of immunohistochemical parameters in different areas of 
the lungs in stable tuberculosis. We have studied 30 cases of stable tuberculosis in male patients. The study 
concerned two 2 areas: the tuberculoma capsule and adjacent areas (perifocal zones). The comparison group 
consisted of resected material from upper lobes of the right lung, taken from 10 men who died in accidents 
and did not have tuberculosis during their lifetime. This group was called “conditionally healthy” controls. 
To assess the signs of local immune response, an immunohistochemical method was used using monoclonal 
antibodies to CD8, CD4, CD79a, Fascin. When assessing location of the markers expressed in the lung tissues 
of “conditionally healthy” group, the number of CD4+ and CD8+ cells was determined mainly in the interstitial 
space. The numbers of CD4+ cells in this study group prevailed over CD8+ cells, whereas CD79a+ and Fascin+ 
cells were found in small quantities within interstitial space. In stable tuberculoma, a greater number of 
lymphocytes were detected in the capsule with a predominance of T killers over T helpers. In perifocal area of 
stable tuberculoma, the number of immune cells was reduced when compared to the “conditionally healthy” 
group. At the same time, we determined the areas where CD4-positive lymphocytes formed contacts with 
interstitial macrophages. The number of CD79a positive cells was mainly determined in the connective tissue 
capsule of tuberculoma, with single cells on the periphery, being close to macrophages. Fascin-positive cells in 
both capsule and perifocal zone of stable tuberculoma were rare, being mainly localized around blood vessels. 
When studying correlations in the “conditionally healthy” group, a moderate positive relationship between 
cytotoxic lymphocytes and T helper cells was revealed. In the capsular area of stable tuberculoma, strong 
positive correlations were found for CD4+/CD79a and CD79a/CD8+ pairs; in the peripheral zone of the lungs, 
correlations were revealed only between CD79a and CD8+ cells. Hence, the degree of activity of the tuberculosis 
process in the capsule and perifocal areas of stable pulmonary tuberculosis is associated with different cellular 
interactions which exert double control from both cellular and humoral immunity.

Keywords: tuberculosis, CD4 lymphocytes, CD8 lymphocytes, CD79a, Fascin, immunoregulatory index, mycobacteria

Введение
Из литературных данных известно, что на 

протяжении тысячелетий человечество пыта-
ется бороться с возбудителем туберкулеза – 
Mycobacterium tuberculosis, но показатели заболе-
ваемости и смертности, к сожалению, остаются 
по-прежнему высокими во всем мире [5, 6, 7]. 
Микобактерии, обладая специфическими факто-
рами вирулентности и патогенности, способны 
модулировать иммунитет хозяина и длительно 
персистировать в его организме [10, 14]. Среди 
всех форм вторичного туберкулеза определен-
ный интерес представляет туберкулема, которую 
часто приходится дифференцировать с перифе-
рическим раком легких [9]. Она состоит из очага 
казеозного некроза и капсулы. В зависимости от 
соотношения слоев в капсуле, можно говорить о 
разной степени активности специфического про-
цесса и, как следствие о стабильном или прогрес-
сирующем течении туберкулемы. Так, преоблада-
ние наружного слоя, представленного компактно 

уложенными коллагеновыми волокнами с малым 
числом лимфоцитов, над грануляционным слоем 
расценивается как процесс заживления [8]. Под 
эту картину попадает стабильная туберкулема. 

При внедрении Mycobacterium tuberculosis в ды-
хательные пути человека запускается каскад кле-
точных взаимодействий, от которых будет зави-
сеть исход заболевания. Важную роль в регуляции 
местной иммунной системы играют как нейроа-
минсодержащие макрофаги и тучные клетки [1, 
2], так и разные популяции и субпопуляции 
лимфоцитов. Для понимания развития ответных 
тканевых реакций, морфологических и клиниче-
ских проявлений туберкулеза, а также разработки 
индивидуальных методов подхода к его лечению, 
необходимы знания о взаимоотношениях между 
популяциями Т- и В-лимфоцитами, а также меж-
ду лимфоцитами и макрофагами. 

Таким образом, целью нашей работы явилось 
выявление изменений иммуногистохимических 
параметров в структурах легких при туберкулеме 
стабильного течения. 
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Материал и методы 
Исследование проведено на базе БУ «Бюро су-

дебно-медицинской экспертизы» Минздрава ЧР. 
Изучали аутопсийный материал верхних долей 
правого легкого, взятый у 30 мужчин в возрасте от 
35 до 50 лет, прижизненно больных туберкулемой. 
Отбор случаев осуществлялся на основе изучения 
сопроводительной медицинской документации 
с целью определения локализации, степени вы-
раженности и активности туберкулезного про-
цесса, анализа заключений рентгенологического 
исследования органов грудной клетки, а также 
результатов бактериологического исследования 
мокроты. Исследование проводили в 2 зонах: кап-
суле туберкулемы и прилежащих к ней областях. 
Группой сравнения служили резецированные 
участки верхних долей правого легкого, взятые 
у 10 мужчин, погибших в ДТП, прижизненно не 
болевших туберкулезом. Это группа была названа 
«условно здоровые». Исследование проведено со-
гласно нормативно-правовым документам (Феде-
ральный закон № 323 от 21.11.2011 г. «Об основах 
охраны здоровья граждан в РФ») и одобрено Эти-
ческим комитетом медицинского факультета Чу-
вашского государственного университета имени 
И.Н. Ульянова (протокол № 3/4 от 31.01.17). 

Методы исследования 
1. Общая окраска гематоксилин-эозином 

применялась для выявления морфологических 
изменений в ткани легких и дифференцировки 
участков пораженных и непораженных микобак-
териями туберкулеза. 

2. Для оценки иммунного ответа использо-
вали иммуногистохимический метод с исполь-
зованием моноклональных антител к CD8, CD4, 
CD79a и Fascin в готовом разведении (RTU) (Leica, 
Германия). Cрезы докрашивались железным ге-
матоксилином. Число клеток подсчитывали с ис-
пользованием светового микроскопа Сarl Zeiss 
Primo Star в 10 полях зрения при увеличении 400. 

3. Вычисление иммунорегуляторного ин-
декса (ИРИ) применяли для оценки состояния 
клеточного иммунитета. ИРИ вычисляли как от-
ношение CD4+/CD8+. Показатель ИРИ оценива-
ли следующим образом: значение 1,5-2,1 – соот-
ветствует нормальному иммунному ответу, более 
2,2 – избыточный иммунный ответ, менее 1,0 – 
иммунодефициту [3, 4]. 

4. Статистическую обработку данных про-
водили с использованием программного обеспе-
чения Statistica 10.0, Microsoft Excel 2010. В работе 
приводятся следующие показатели: М – средняя 
арифметическая величина; m – средняя ошибка 
средней арифметической величины. Статистиче-
скую достоверность определяли критерием Ман-
на–Уитни (t). 

5. Корреляционный анализ применялся 
для определения клеточных взаимодействий в 
следующих парах: CD4+/CD8+; CD4+/CD79а; 
CD4+/Fascin; CD8+/CD4+; CD8+/CD79а; CD8+/

Fascin; CD79а/CD4+; CD79а/CD8+; CD79а/
Fascin; Fascin/CD4+; Fascin/CD8+; Fascin/CD79а. 
Если значение коэффициента корреляции было 
меньше 0,5 – связь в паре была слабая или отсут-
ствовала, 0,5-0,6 – связь умеренная, больше 0,7 – 
связь в паре сильная. 

Результаты
При окрашивании гематоксилином-эозином 

препаратов группы со стабильной туберкулемой 
выявлялись очаги казеозного некроза, окружен-
ные соединительнотканной капсулой и без при-
знаков перифокального воспаления, среднего ди-
аметра 15±1,3 мкм (рис. 1, см. 2-ю стр. обложки). 

При оценке локализации экспрессии из-
учаемых маркеров в легких в группе «условно 
здоровые» число CD4+ и CD8+ клеток опреде-
лялось преимущественно в интерстициальном 
пространстве, единичные – около кровеносных 
сосудов и в собственной пластинке слизистой 
оболочки бронхов. Число CD4-положительных 
клеток в данной исследуемой группе преоблада-
ло над CD8-положительными клетками (табл. 1). 

При изучении CD4- и CD8-положительных 
клеток в стабильной туберкулеме было выявлено 
увеличение их числа в капсуле с преобладанием 
Т-киллеров в 1,7 раза над Т-хелперами (рис. 2А, 
В; см. 2-ю стр. обложки). При этом показатель 
ИРИ снижается в 1,9 раза по сравнению с нор-
мой (табл. 1). В перифокальной зоне число CD4- 
и CD8-положительных Т-лимфоцитов уменьша-
лось по сравнению с группой «условно здоровые», 
число Т-хелперов было в 1,7 раза больше, чем 
Т-киллеров (рис. 2Б, Г; см. 2-ю стр. обложки). 
Кроме того, следует отметить, что определялись 
зоны, где CD4-положительные лимфоциты обра-
зовывали контакты с интерстициальными макро-
фагами (рис. 2Б; см. 2-ю стр. обложки). Значение 
ИРИ соответствовало нормальному иммунному 
ответу (табл. 1).

При изучении CD79а положительные клетки 
определялись преимущественно в соединитель-
нотканной капсуле (рис. 3А; см. 2-ю стр. облож-
ки), небольшое их число до 7,8±0,04 было обна-
ружено в лимфоидных узелках. На периферии 
число положительных клеток было единичное, 
преимущественно в интерстициальном про-
странстве, где они располагались рядом с макро-
фагами (рис. 3Б; см. 2-ю стр. обложки). 

Число Fascin положительных клеток, являю-
щихся маркерами дендритных клеток, относя-
щихся к антигенпрезентирующим, в капсуле и 
перифокальной зоне стабильной туберкулемы 
встречались редко (табл.  1). Следует отметить, 
что в основном они локализовались вокруг кро-
веносных сосудов (рис. 3Г; см. 2-ю стр. обложки).

При изучении корреляционных взаимодей-
ствий в группе «условно здоровые» нами выяв-
лена умеренная положительная связь между ци-
тотоксическими лимфоцитами и Т-хелперами 
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ТАБЛИЦА 1. ИММУНОГИСТОХИМИЧЕСКИЕ ПАРАМЕТРЫ В РАЗНЫХ ИССЛЕДУЕМЫХ ЗОНАХ ТУБЕРКУЛЕМЫ ЛЕГКИХ 
СТАБИЛЬНОГО ТЕЧЕНИЯ
TABLE 1. IMMUNOHISTOCHEMICAL PARAMETERS IN DIFFERENT STUDIED AREAS OF STABLE PULMONARY 
TUBERCULOSIS

Условно здоровые
Conditionally healthy

Капсула 
Capsule

Вне капсулы 
Outside the capsule

CD4+ 9,15±0,45 21,00±0,02* 6,00±0,08
CD8+ 5,72±0,46 35,00±0,06 3,50±0,06
CD79а 2,40±0,13 29,50±0,06 2,80±0,04*
Fascin 1,20±0,04* 3,70±0,04* 1,30±0,01*
ИРИ / IRI 1,6 0,6 1,7

Примечание. Курсивом выделено понижение числа клеток по сравнению с группой «условно-здоровые», полужирным 
курсивом – повышение. Материал представлен как M±σσ. Различия статистически значимы при p < 0,05. 

Note. Italics indicate a decrease in the number of cells compared to the “conditionally healthy” group, in bold italics – an increase. 
The material is represented as M±σ. The differences are statistically significant at p < 0.05.

(табл.  2). В зоне капсулы стабильной туберку-
лемы сильные положительные связи обнару-
жены в парах CD4+/CD79а и CD79а/CD8+. При 
этом связи между дендритными клетками с Т- и 
В-лимфоцитами были слабые. В перифериче-
ской зоне сильные положительные связи опреде-
лялись только между CD79а/CD8+. 

Обсуждение
Из данных литературы известно, что при ин-

фицировании M. tuberculosis происходит актива-
ция клеточного и гуморального звеньев иммун-
ной системы [13, 15]. Изменения абсолютного 
и относительного числа клеток и их взаимодей-
ствий может позволить сформировать персона-
лизированные протоколы лечения и прогнозиро-
вать исход заболевания. 

Важную роль в регуляции местного иммуни-
тета и определении исхода заболевания играют 
две субпопуляции лимфоцитов: Т-хелперы и ци-
тотоксические Т-лимфоциты, которые экспрес-
сируют на поверхности рецепторы CD4+ и CD8+ 
соответственно. Основная роль CD8-Т-клеток 
при инфицировании M. tuberculosis связана с их 
способностью, с одной стороны, секретировать 
цитокины и цитолитические эффекторные моле-
кулы, которые могут ограничивать репликацию 
бактерий; с другой стороны, синтезировать пер-
форин для лизиса инфицированных макрофагов, 
а также могут выделять гранулизин в цитотокси-
ческих гранулах, непосредственно убивая внутри-
клеточно расположенную микобактерию [12, 16]. 
В нашем исследовании изменения этих клеток 
носит тандемный характер. В соединительнот-

ТАБЛИЦА 2. КОРРЕЛЯЦИОННЫЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ МЕЖДУ ИММУННЫМИ КЛЕТКАМИ В СТРУКТУРАХ 
ТУБЕРКУЛЕМЫ ЛЕГКИХ СТАБИЛЬНОГО ТЕЧЕНИЯ
TABLE 2. CORRELATION INTERACTIONS BETWEEN IMMUNE CELLS IN STRUCTURES OF STABLE PULMONARY 
TUBERCULOSIS

Условно здоровые
Conditionally healthy

Капсула 
Capsule

Вне капсулы 
Outside the capsule

CD4+/CD8+ -0,6 0,6 -0,6
CD4+/CD79а -0,3 0,7 -0,5
CD4+/Fascin -0,1 -0,2 -0,2
CD8+/CD4+ 0,6 -0,6 0,6
CD8+/CD79а -0,4 -0,8 -0,8
CD8+/Fascin -0,2 -0,1 -0,4
CD79а/CD4+ 0,3 -0,7 0,5
CD79а/CD8+ 0,4 0,8 0,8
CD79а/Fascin -0,5 -0,1 -0,5
Fascin/CD4+ 0,1 0,2 0,2
Fascin/CD8+ 0,2 0,1 0,4
Fascin/CD79а 0,5 0,1 0,5

Примечание. Коэффициент корреляции меньше 0,5 – связь в паре слабая или отсутствует; 0,5-0,7 – связь умеренная; 
больше 0,7 – связь в паре сильная.

Note. The correlation coefficient is less than 0.5, the connection in the pair is weak or absent; 0.5–0.7, the connection is moderate; 
more than 0.7, the connection in the pair is strong.
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канной капсуле туберкулемы число Т-хелперов 
и цитотоксических лимфоцитов увеличивалось, 
а на периферии отмечалось резкое их снижение. 
Возможно, подобное распределение клеток свя-
зано с наличием возбудителя туберкулеза в кап-
суле и его отсутствием в перифокальной зоне. 

Из литературных данных, а также по резуль-
татам нашего исследования группы «условно 
здоровые» выявлено, что Fascin практически не 
экспрессируется в нормальных тканях легких че-
ловека, но при этом является прогностическим 
индикатором у пациентов [17]. Дендритные клет-
ки обладают способностью не только презенти-
ровать антигены микобактерии, но могут также 
контролировать их репликацию. 

Таким образом, при истощении дендритных 
клеток на фоне активного специфического вос-
паления может происходить нарушение бакте-
риального контроля и задерживается инициация 
адаптивного иммунитета. Число Fascin+ клеток 
в нашем исследовании во всех изучаемых зонах 
выявлялось в единичном количестве, что может 
быть связано с наступлением фазы ремиссии ту-
беркулезного воспаления, отсутствием микобак-
терий в этих зонах или же задержке восстановле-
ния данных клеток. 

Немаловажную роль в течение туберкулезно-
го воспаления играет гуморальный иммунитет. 
CD79a, идентифицированный как альфа-цепь 
комплекса антиген-рецепторов В-клеток, пред-
ставляет собой трансмембранный белок, синте-
зируемый геном CD79A, расположенным на 19-й 
хромосоме [11]. В капсуле стабильной туберкуле-
мы число В-положительных клеток резко увели-
чивается, по сравнению с перифокальной зоной. 
По схеме коррелятивных взаимодействий, на 
подавление микобактерии направлены оба зве-
на иммунитета: клеточное и гуморальное (рис. 
4). Учитывая свойства В-лимфоцитов в моду-
лировании воспаления посредством секреции 
антител и цитокинов и тем самым влияя на ис-
ход инфекции, с одной стороны, можно расце-

Рисунок 4. Схема корреляционных взаимодействий 
между Т- и В-лимфоцитами, где Тх – лимфоцит хелпер, 
Вл – лимфоцит, Тк – лимфоцит-киллер
Примечание. А – в капсуле туберкулемы. Б – в перифокальной 
зоне.
Figure 4. Scheme of correlation interactions between T- and 
B-lymphocytes, where Тh, lymphocyte helper; Vl, lymphocyte; 
Tk, lymphocyte killer
Note. A, in the capsule of tuberculoma. B, in the perifocal zone.

А (А)

Б (B)

Tх / Th

Tх / Th Tк / Tk

Вл / Vl

Вл / Vl

Tк / Tk

нить увеличение их числа как благоприятный 
прогностический признак снижения активности 
специфического воспаления. С другой стороны, 
анализ корреляционных взаимодействий между 
Т- и В-лимфоцитами показывает, что в соедини-
тельнотканной капсуле осуществляется двойной 
контроль стимуляции цитотоксических лимфо-
цитов: прямой от Т-хелперов к Т-киллерам и 
опосредованный через В-лимфоциты (рис. 4А). 
В перифокальной зоне стимуляция Т-киллеров 
связана только с сигналами, поступающими от 
В-лимфоцитов (рис. 4Б). 

Заключение
Таким образом, степень активности тубер-

кулезного процесса в капсуле и перифокальной 
зоне туберкулемы легких стабильного течения 
связана с разными клеточными взаимодействия-
ми, осуществляющими двойной контроль со сто-
роны иммунной системы. 
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КЛИНИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ ОПРЕДЕЛЕНИЯ ГЕНОВ 
HLA II ТИПА (DRB1, DQA1 И DQB1) ПРИ КЛЕЩЕВОМ 
ЭНЦЕФАЛИТЕ
Любезнова О.Н., Бондаренко А.Л.
ФГБОУ ВО «Кировский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ,  
г. Киров, Россия

Резюме. Клещевой энцефалит – это природно-очаговое заболевание, распространенное прак-
тически на всей территории Российской Федерации. В последние годы растет число очаговых 
форм данной инфекции. Поэтому особенно актуальны исследования, которые направлены на вы-
явление ранних предикторов тяжести заболевания и маркеров неблагоприятного прогноза данно-
го заболевания. Целью исследования было определение клинической значимости генов HLA II 
класса при клещевом энцефалите. Молекулярное типирование HLA-генов DRB1, DQA1 и DQB1 
было выполнено у 75 пациентов с клещевым энцефалитом, которые находились на стационарном 
лечении в Кировской инфекционной больнице и центральных районных больницах Кировской 
области в 2020-2023 гг., и проводилось методом полимеразной цепной реакции с набором отече-
ственных сиквенс-специфических праймеров (НПФ «ДНК-Технология», Россия). Лихорадочная 
форма клещевого энцефалита была отмечена у 41,3% пациентов, очаговая – у 34,7%, менингеаль-
ная – 16,0%, инаппарантная – у 8%. Для HLA-генов DRB1 группа сравнения включала 1528 прак-
тически здоровых индивидов той же популяции населения, для HLA-генов DQA1 и DQB1 – 133 
человека. В исследовании был выявлен ряд генов HLA II класса, которые встречаются достоверно 
чаще у пациентов с КЭ в сравнении с группой контроля (DRB1*1 (χ2 = 12,2; pc < 0,01), DRB1*4 
(χ2 = 6,4; pc < 0,05), DRB1*7 (χ2 = 11,7; pc < 0,01), DRB1*8 (χ2 = 4,6; pc < 0,05), DRB1*13 (χ2 = 7,7; 
pc < 0,01), DRB1*15 (χ2 = 9,3; pc < 0,01), DRB1*16 (χ2 = 14,3; pc < 0,01), DQA1*0102 (χ2 = 7,6; pc < 0,01), 
DQB1*0401-2 (χ2 = 3,9; pc < 0,05), DQB1*0502-4 (χ2 = 8,1; pc < 0,01). Среди гаплотипов HLA класса II 
склонность к развитию клещевого энцефалита предопределяли сочетания DRB1*08-DQA1*0401-
DQB1*401/402 (χ2 = 5,7; pc < 0,05), DRB1*09-DQA1*0301-DQB1*303 (χ2 = 5,7; pc < 0,05). и DRB1*16-
DQA1*0102-DQB1*502 (χ2 = 7,4; pc < 0,01). Присутствие их в фенотипе человека повышает риск 
возникновения КЭ в 8-9 раз. Для развития лихорадочной формы клещевого энцефалита самым 
неблагоприятным является носительство гена DRB1*15 (χ2 = 7,8; pc < 0,01; RR = 3,1), особенно 
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в гомозиготном состоянии или в сочетании с DRB1*9 (DRB1*9:15 (χ2 = 4,1; pc < 0,01; RR = 22,6), 
DRB1*15:15 (χ2 = 4,1; pc < 0,01; RR = 22,6)). Встречаемость трехлокусных гаплотипов DRB1*09-
DQA1*0301-DQB1*303 (χ2 = 8,8; pc < 0,01) и DRB1*16-DQA1*0102-DQB1*502 (χ2 = 5,0; pc < 0,05) 
увеличивает риск развития лихорадочной формы КЭ в 14,5 и 10,9 раза соответственно. У пациен-
тов с менингеальной формой КЭ по сравнению со здоровыми достоверно чаще встречаются гены 
DRB1*08 (χ2 = 12,9; pc < 0,01), DQA1*401 (χ2 = 3,9; pc < 0,05), DQB1*401/402 (χ2 = 9,1; pc < 0,01). На-
личие трехлокусного гаплотипа DRB1*16-DQA1*0102-DQB1*502 (χ2 = 10,9; pc < 0,01) увеличивает 
риск развития очаговой формы КЭ в 17,7 раза. Таким образом, клещевой энцефалит ассоциирован 
с определенными HLA-аллелям II класса, которые можно использовать как прогностический кри-
терий для развития отдельных форм клещевого энцефалита или клещевого энцефалита в целом. 

Ключевые слова: клещевой энцефалит, HLA, II класс, клинические формы, прогноз, исходы заболевания

CLINICAL SIGNIFICANCE OF CLASS II HLA GENES (DRB1, 
DQA1 AND DQB1) IN TICK-BORN ENCEPHALITIS 
Lyubeznova O.N., Bondarenko A.L.
Kirov State Medical University, Kirov, Russian Federation 

Abstract. Tick-borne encephalitis is a natural endemic disease which is widely spread in Russia. The 
purpose of the study was to determine clinical significance of HLA class II genes in tick-borne encephalitis. 
We observed 75 patients with tick-borne encephalitis admitted to the Kirov Hospital of Infectious Diseases 
and district hospitals over 2020-2023. Molecular typing of the HLA genes DRB1, DQA1 and DQB1 was 
carried out using PCR technique, with a set of commercial sequence-specific primers (“DNA-Technology”, 
Russian Federation). The febrile form of tick-borne encephalitis was noted in 41.3% of patients; focal, 
in 34.7%; meningeal, in 16.0%, inapparent, in 8% of cases. The comparison group for HLA DRB1 locus 
included 1528 practically healthy individuals from the same population. Comparison group for HLA DQA1 
and DQB1 genes comprised 133 persons. The study has revealed a number of HLA class II genes, which 
are found significantly more often in TBE patients, rather than in control group (DRB1*1 (χ2 = 12.2; 
pc < 0.01), DRB1*4 (χ2 = 6 .4; pc < 0.05), DRB1*7 (χ2 = 11.7; pc < 0.01), DRB1*8 (χ2 = 4.6; pc < 0.05), 
DRB1*13 (χ2 = 7.7; pc < 0.01), DRB1*15 (χ2 = 9.3; pc < 0.01), DRB1*16 (χ2 = 14.3; pc < 0.01), DQA1*0102 
(χ2 = 7.6; pc < 0.01), DQB1*0401-2 (χ2 = 3.9; pc < 0.05), DQB1*0502-4 (χ2 = 8.1; pc < 0.01). Among 
HLA class II haplotypes, the susceptibility to the development of tick-borne encephalitis was determined 
by the combinations DRB1*08-DQA1*0401-DQB1*401/402 (χ2 = 5.7; pc < 0.05), DRB1*09-DQA1*0301-
DQB1*303 (χ2 = 5.7; pc < 0.05) and DRB1*16-DQA1*0102-DQB1*502 (χ2 = 7.4; pc < 0.01). Carriage of 
the DRB1*15 gene was most risky for development of febrile form of tick-borne encephalitis, (χ2 = 7.8; 
pc < 0.01; RR = 3.1). Occurrence of three-locus haplotypes DRB1*09-DQA1*0301-DQB1*303 (χ2 = 8.8; 
pc < 0.01), and DRB1*16-DQA1*0102-DQB1*502 (χ2 = 5.0; pc < 0.05) was associated with increased risk of 
developing a febrile form of TE by 14.5 and 10.9 times, respectively. In patients with meningeal form of EC, 
compared with healthy individuals, the gene variants DRB1*08 (χ2 = 12.9; pc < 0.01), DQA1*401 (χ2 = 3.9; 
pc < 0.05), DQB1*401/402 (χ2 = 9.1; pc < 0.01) were significantly more common. The presence of a three-
locus haplotype DRB1*16-DQA1*0102-DQB1*502 (χ2 = 10.9; pc < 0.01) increases the risk of developing a 
focal TBE by 17.7 times. Thus, tick-borne encephalitis is associated with certain HLA class II alleles, which 
may be used as a prognostic criterion for development of different clinical forms of tick-borne encephalitis, 
or tick-borne encephalitis in general.

Keywords: tick-borne encephalitis, clinical forms, HLA class I genes
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Исследование выполнено за счет средств 
грантовой программы Кировского ГМУ «Уни-
верситетский научный грант» на 2023 год 
№ 1-2023-ГРАНТ.

Введение
Клещевой энцефалит (КЭ) – это природно-

очаговое заболевание, которое регистрирутеся на 
45-48 территориях Российской Федерации. Сред-
немноголетние общефедеральные показатели за-
болеваемости КЭ (2013-2022) составляют 1,56 
на 100 тысяч населения. В Кировской области в 
2021-2022 годах заболеваемость клещевым энце-
фалитом составила 8,6 и 12,07 на 100 тыс. населе-
ния соответственно, что превышает федеральные 
показатели в 5-7 раз. В клинике КЭ выделяют ли-
хорадочную, менингеальную и очаговые формы. 
Очаговые, особенно многоуровневые формы, от-
личаются тяжелым течением и неблагоприятным 
исходом. В последние годы в Российской Феде-
рации растет число очаговых форм. Это объяс-
няют рядом факторов – вирусологических, эко-
логических, климатических, социальных [7, 10]. 
Поэтому сейчас особенно актуальны исследова-
ния, которые направленны на выявление ранних 
предикторов тяжести заболевания и маркеров не-
благоприятного прогноза данного заболевания. 
Одними из таких факторов являются иммуноге-
нетические. Связь между развитием различных 
заболеваний с антигенами HLA-комплекса уста-
новлена, т. е. данные гены можно использовать в 
качестве иммуногенетических показателей пред-
расположенности к заболеваниям и их клиниче-
ским формам [2, 11, 12, 14, 18, 20, 27]. 

Гены, которые отвечают за выраженность им-
мунного ответа, связаны с генами главного ком-
плекса гистосовместимости (МНС). Согласно 
современным представлениям, система HLA, 
регулируя иммунный ответ, осуществляет важ-
нейшие физиологические функции, обеспечивая 
взаимодействие всех иммунокомпетентных кле-
ток организма, распознавание своих и чужерод-
ных, в том числе измененных собственных кле-
ток, запуск и реализацию иммунного ответа. Все 
многообразие указанных функций обусловлено 
строением комплекса HLA-генов [13]. Выделя-
ют три группы генов: класса I, класса II и класса 
III. Гены HLA класса I включают локусы A, B, C, 
E, F, G, среди которых локусы А, В, С относятся 
к так называемым «классическим»; их основная 
функция в организме – обеспечение взаимодей-
ствия всех ядросодержащих клеток. Функция ге-
нов HLA-Е, HLA-F, HLA-G связана с репродук-
цией человека. В классе II основными локусами 

HLA являются DR, DQ и DP, а также открытые в 
более позднее время DM, LMP и TAP. Постоян-
но молекулы II класса присутствуют на клетках 
иммунной системы, презентирующих антигены 
Т-хелперам. 

Клещевой энцефалит является иммуногене-
тически обусловленным заболеванием. Л.О. Чер-
ницыной (1990) определен ряд иммуногене-
тических маркеров, которые определяют риск 
развития заболевания, его различных форм, 
интенсивность гуморального иммунного отве-
та [17]. Данные исследования относятся к HLA 
генам I класса. Научные работы, посвященные 
изучению влияния HLA генов II класса на разви-
тие КЭ, единичны [20].

Целью нашего исследования было определение 
клинической значимости генов HLA II класса 
(DRB1, DQA1 и DQB1) при клещевом энцефали-
те.

Материалы и методы
Под нашим наблюдением находились 75 па-

циентов (постоянно проживающих на террито-
рии Кировской области, которая расположена на 
северо-востоке Европейской части РФ) с клеще-
вым энцефалитом в возрасте от 18 до 84 лет. Все 
больные находились на стационарном лечении 
в Кировской инфекционной клинической боль-
нице и районных больницах Кировской области 
в 2022-2023 гг. Средний возраст пациентов ис-
следуемой группы – 51,1±11,6 года, женщины 
составили 51,1%, мужчины – 48,9%. Диагноз 
клещевого энцефалита был поставлен на осно-
вании данных эпидемиологического анамнеза 
(факт присасывания клеща, пребывание в ле-
сах, на садово-огородных участках, клинической 
картины (наличие интоксикационного синдро-
ма и/ или менингеальной и очаговой симптома-
тики), а также серологического исследования 
(обнаружение и нарастание в ИФА в сыворотке 
крови JgM и G к вирусу клещевого энцефалита). 
Для серологического подтверждения использо-
вался набор реагентов для иммуноферментного 
выявления Jg M и G к вирусу клещевого энце-
фалита (ВекторВКЭ) производство АО «Вектор-
Бест» (Россия). Лихорадочная форма КЭ была 
отмечена у 41,3% пациентов, очаговая – у 34,7% 
(менингоэнцефалитическая – 26,7%, менинго-
энцефалополиомиелитическая – 6,7%, полио-
миелитическая – 1,3%), менингеальная – 16,0%, 
инаппарантная – у 8%. 

Определение HLA-атигенов II класса прово-
дилось в лаборатории иммуногематологии КНИ-
ИГиПК ФМБА России (руководитель лаборато-
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рии А.В. Йовий). Молекулярное типирование 
HLA-генов DRB1, DQA1 и DQB1 проводилось 
методом полимеразной цепной реакции с на-
бором отечественных сиквенс-специфических 
праймеров (НПФ «ДНК-Технология», Россия). 
Используемый метод включает в себя серию ам-
плификаций различных участков HLA-генов II 
класса. Набор реагентов позволяет выявлять 14 
аллелей гена DRB1 (DRB1*01, 04, 07, 08, 09, 10, 
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18), 8 аллелей гена DQA1 
(0101, 0102, 0103, 0201, 0301, 0401, 0501, 0601) и 12 
аллелей и групп аллелей гена DQB1 (DQB1*201, 
301, 302, 303, 304, 305, 401-2, 501, 502/4, 503, 601, 
602-8).

Для HLA-генов DRB1 группа сравнения 
включала 1528 практически здоровых индивидов 
той же популяции населения [9], для HLA-генов 
DQA1 и DQB1 – 133 человека.

Обработку данных с последующим статисти-
ческим анализом осуществляли в соответствии 
со стандартными методами вариационной стати-
стики. Для выявления закономерностей, досто-
верных отличий между сравниваемыми группами 
нами использовались общепринятые статистиче-
ские показатели: средняя арифметическая (М), 
среднеквадратическое отклонение (σ), отно-
сительный показатель в % (Р), средние ошибки 
средней арифметической и относительной вели-
чины (mМ, mР). 

Статистический анализ результатов иммуно-
генетических исследований проводился на осно-
вании следующих показателей [2]: 

1. Частота встречаемости HLA-антигенов, 
фенотипов и гаплотипов (процентное соотно-
шение числа индивидуумов, «несущих» данный 
антиген, фенотип или гаплотип, к общему числу 
индивидуумов в выборке).

2. Достоверность различий в частоте встре-
чаемости антигенов, фенотипов, гаплотипов 
оценивалась при расчете критерия χ2 с поправкой 
Yates на непрерывность выборки:

3. Для определения статистической значи-
мости фенотипических и гаплотипических соче-
таний также использовался критерий χ2:

4. Во избежание ошибочного заключения 
о наличии ассоциаций, найденное при помощи 
критерия χ2 значение p коррегировалось (pc) со-
ответственно числу определяемых антигенов, т. е. 
числу сравнений:

5. Для определения силы ассоциации между 
антигеном или гаплотипом и болезнью рассчи-
тывался показатель относительного риска RR 
(relative risk) по формуле Холдейна–Вулфа:

6. Атрибутивный риск или этиологическая 
фракция (вычислялась для RR > 1), превентив-
ная фракция (вычислялась для RR < 1).

Результаты
Для определения роли антигенов главного 

комплекса гистосовместимости II класса в раз-
витии клещевого энцефалита нами был проведен 
статистический анализ HLA-антигенного соста-
ва крови у 75 пациентов (табл. 1).

У больных клещевым энцефалитом по срав-
нению со здоровыми лицами с повышенной ча-
стотой встречаются антигены DRB1*1 (χ2 = 12,2; 
pc < 0,01), DRB1*4 (χ2 = 6,4; pc < 0,05), DRB1*7 
(χ2 = 11,7; pc < 0,01), DRB1*8 (χ2 = 4,6; pc < 0,05), 
DRB1*13 (χ2 = 7,7; pc < 0,05), DRB1*15 (χ2 = 9,3; 
pc < 0,01), DRB1*16 (χ2 = 14,3; pc < 0,01). При на-
личии этих специфичностей риск развития (RR) 
заболевания увеличивается в 2,2-4,5 раза. 

При анализе встречаемости антигенов DQA1 
и DQB1 были получены следующие результаты. 
При клещевом энцефалите чаще, чем у здоровых 
лиц, встречаются антигены DQA1*0102 (χ2 = 7,6; 
pc < 0,05), DQB1*0401-2 (χ2 = 3,9; pc < 0,05), 
DQB1*0502-4 (χ2 = 8,1; pc < 0,01). Согласно пока-
зателю относительного риска (RR), вероятность 
развития заболевания для обладателей данных 
антигенов увеличивается в 2,4-7,1 раза. 

Проанализировано распределение внутрило-
кусных и межлокусных сочетаний антигенов (фе-
нотипов и гаплотипов) и оценено влияние этих 
комбинаций на развитие клещевого энцефалита.

Перечень фенотипов, встретившихся в общей 
группе пациентов с клещевым энцефалитом и 
имевших наиболее значимые отклонения от нор-
мального распределения, представлен в табли-
це 2.

Среди гаплотипов HLA класса II склонность к 
развитию клещевого энцефалита предопределяли 
сочетания DRB1*08-DQA1*0401-DQB1*401/402 
(χ2 = 5,7; pc < 0,05), DRB1*09-DQA1*0301-
DQB1*303 (χ2 = 5,7; pc < 0,05). и DRB1*16-
DQA1*0102-DQB1*502 (χ2 = 7,4; pc < 0,01) 
(табл. 3). Присутствие их в фенотипе человека 
повышает риск возникновения КЭ в 8,2 и 9,7 раза 
соответственно. 

Таким образом, в общей группе пациен-
тов с КЭ предрасполагающими к развитию за-
болевания являются гены DRB1*1, DRB1*4, 
DRB1*7, DRB1*8, DRB1*13, DRB1*15, DRB1*16, 
DQA1*0102, DQB1*0401-2, DQB1*0502-4, фено-
тип DRB1*9/15, гаплотипы DRB1*08-DQA1*0401-
DQB1*401/402, DRB1*09-DQA1*0301-DQB1*303 
и DRB1*16-DQA1*0102-DQB1*502.
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ТАБЛИЦА 1. ЧАСТОТА ВСТРЕЧАЕМОСТИ ГЕНОВ HLA II КЛАССА (%), ОТНОСИТЕЛЬНЫЙ (RR) И АТРИБУТИВНЫЙ (EF) 
РИСК РАЗВИТИЯ ЗАБОЛЕВАНИЯ, ПРЕВЕНТИВНАЯ ФРАКЦИЯ (PF) У БОЛЬНЫХ КЛЕЩЕВЫМ ЭНЦЕФАЛИТОМ (n = 75)

TABLE 1. FREQUENCY OF OCCURRENCE OF HLA CLASS II GENES (%), RELATIVE (RR) AND ATTRIBUTABLE (EF) RISK OF 
DEVELOPING THE DISEASE, PREVENTIVE FRACTION (PF) IN PATIENTS WITH TICK-BORNE ENCEPHALITIS (n = 75)

Антигены HLA
II класса

HLA class II 
antigens

Здоровые
Healthy 
n = 1528

Пациенты
Patients
(n = 75)

RR EF PF

DRB1*1 14,95 30,7*** 2,548 0,164 -0,2
DRB1*3 8,4 10,6 1,372 0,022 -0,02
DRB1*4 10,16 20,0** 2,279 0,101 -0,11
DRB1*7 15,2 30,7*** 2,496 0,198 -0,25
DRB1*8 2,95 8,0** 3,12 0,054 -0,06
DRB1*9 2,07 8,0*** 4,306 0,031 -0,03
DRB1*10 0,81 1,3 1,559 0,007 -0,01
DRB1*11 10,52 17,3 1,842 0,009 -0,01
DRB1*12 2,7 2,7 1,219 0 0
DRB1*13 12,28 24,0*** 2,288 0,169 -0,2
DRB1*14 1,37 2,7 2,385 0,012 -0,01
DRB1*15 15,41 29,3*** 2,31 0,153 -0,18
DRB1*16 3,1 9,3*** 4,456 0,062 -0,07
Антигены HLA

II класса
HLA class II 

antigens

Здоровые
Healthy

(n = 133)

Пациенты
Patients
(n = 75)

RR EF PF

DQA1*0101 24,8 34,7 1,606 0,117 -0,13
DQA1*0102 23,3 42,7*** 2,431 0,147 -0,17
DQA1*0103 19,5 16,0 0,799 -0,05 0,048
DQA1*0201 30,8 29,3 0,937 -0,02 0,02
DQA1*0301 36,8 28,0 0,673 -0,16 0,142
DQA1*0401 5,3 8,0 1,577 0,029 -0,03
DQA1*0501 36,1 42,7 1,317 0,111 -0,12
DQA1*0601 1,5 0 0,348 0 0
DQB1*201 30,8 37,3 0,0162 1,133 0,035
DQB1*301 31,6 34,7 0,0011 1,094 0,026
DQB1*302 20,3 10,6 2,3028 0,42 -0,12
DQB1*303 18,8 13,3 0,3697 0,7 -0,06
DQB1*305 0,8 0 0,3253 0,971 0
DQB1*0401-2 2,3 9,3** 4,253 5,063 0,088
DQB1*501 33,8 34,7 0,0232 0,895 -0,04
DQB1*0502-4 3,0 14,7*** 7,0952 5,606 0,123
DQB1*503 0,8 4,0 0,9871 5,077 0,032
DQB1*601 6,0 1,3 0,3724 0,498 -0,02
DQB1*0602-8 37,6 33,3 0,4054 1,329 0,109

Примечание. ** – p < 0,05; *** – p < 0,01. 

Note. **, p < 0.05; ***, p < 0.01.
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ТАБЛИЦА 2. ОСОБЕННОСТИ РАСПРЕДЕЛЕНИЯ ВНУТРИЛОКУСНЫХ СОЧЕТАНИЙ ГЕНОВ HLA КЛАССА II У БОЛЬНЫХ 
КЛЕЩЕВЫМ ЭНЦЕФАЛИТОМ (n = 75)

TABLE 2. FEATURES OF THE DISTRIBUTION OF INTRALOCUS COMBINATIONS OF HLA CLASS II GENES IN PATIENTS WITH 
TICK-BORNE ENCEPHALITIS (n = 75)

Внутрилокусные
сочетания
Intralocus 

combinations

Частота фенотипа (%)
Phenotype frequency (%)

χχ² RRЗдоровые
Healthy 

(n = 133)

Пациенты
Patients
(n = 75)

DRB1*
09:15 0,0 4,0** 3,9 12,9
07:11 0,8 4,0 1,2
DQA1*
0102:0301 5,3 10,7 1,4
0301:0301 6,0 1,3 1,5
0102:0102 1,5 5,3 1,3
DQB1*
402:0602-8 0,0 2,6 1,3
201:0602-8 9,0 4,0 1,2

Примечание. ** – p < 0,05; *** – p < 0,01. 

Note. **, p < 0.05; ***, p < 0.01.

ТАБЛИЦА 3. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ГАПЛОТИПИЧЕСКИХ СОЧЕТАНИЙ HLA-АНТИГЕНОВ КЛАССА II У БОЛЬНЫХ 
КЛЕЩЕВЫМ ЭНЦЕФАЛИТОМ (n = 75)

TABLE 3. DISTRIBUTION OF HAPLOTYPE COMBINATIONS HLA ANTIGENS CLASS II IN PATIENTS WITH TICK-BORNE 
ENCEPHALITIS (n = 75)

HLA-гаплотипы
DRB1*-DQA1*-

DQB1*
HLA-haplotype 
DRB1*-DQA1*-

DQB1*

Частота гаплотипов (%)
Haplotype frequency (%)

χχ² RRЗдоровые
Healthy 

(n = 133)

Пациенты
Patients
(n = 75)

01-0101-501 16,5 28,0 3,2 1,9
04-0301-302 16,5 12,0
07-0201-201 15,8 22,7
08-401-401/402 0,8 8,0** 5,7 8,2
09-0301-303 0,8 8,0** 5,7 8,2
11-0501-301 10,5 16,0
16-0102-502 0,8 9,3*** 7,4 9,7

Примечание. ** – p < 0,05; *** – p < 0,01. 

Note. **, p < 0.05; ***, p < 0.01.

Нами было проанализировано наличие взаи-
мосвязи развития клинической формы клещево-
го энцефалита и HLA-фенотипа. Перечень генов, 
фенотипических и гаплотипических ассоциаций, 
которые были выявлены при лихорадочной, 
менингеальной и очаговых формах клещевого 
энцефалита и имевших наиболее значимые от-

клонения от нормального распределения, пред-
ставлен в таблице 4.

Как следует из результатов, представленных 
в таблице 4, предрасположенность к развитию 
лихорадочной формы КЭ выше у лиц, у которых 
определяются гены DRB1*9 (χ2 = 11,3; pc < 0,01; 
RR = 7,5) и DRB1*15 (χ2 = 7,8; pc < 0,01; RR = 3,1), 
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ТАБЛИЦА 4. ХАРАКТЕР РАСПРЕДЕЛЕНИЯ АНТИГЕНОВ HLA КЛАССА II У ПАЦИЕНТОВ С КЛЕЩЕВЫМ ЭНЦЕФАЛИТОМ 
В ЗАВИСИМОСТИ ОТ КЛИНИЧЕСКОЙ ФОРМЫ (n = 75)

TABLE 4. DISTRIBUTION OF HLA CLASS II ANTIGENS IN PATIENTS WITH TICK-BORNE ENCEPHALITIS DEPENDING ON 
THE CLINICAL FORM (n = 75)

HLA-антигены
класса II

HLA antigens
class II

Частота встречаемости (%)
Frequency of occurrence (%)

у 
зд

ор
ов

ы
х

in
 h

ea
lth

y 
pe

op
le

(n
 =

 1
33

)
у пациентов 

in patients

Лихорадочная форма
Fever form

(n = 31)

Менингеальная форма
Meningeal form

(n = 12)

Очаговые формы
Focal forms

(n = 26)

% % χχ² RR % χχ² RR % χχ² RR

DRB 1*

01 14,9 25,8 2,0 8,3 < 1 42,3 12,7 4,2

04 10,1 16,1 < 1 16,8 < 1 30,8 9,6 4,1

07 15,2 22,5 < 1 33,3 1,8 42,3 12,3 4,1

08 2,9 6,4 < 1 25,0 12,9 12,3 3,9 < 1

09 2,1 12,9 11,3 7,5 8,3 < 1 3,9 < 1

13 12,3 32,3 2,5 8,3 < 1 7,7 < 1

15 15,4 35,5 7,8 3,1 33,3 1,7 19,2 < 1

16 3,1 6,5 < 1 0 < 1 15,4 8,6 6,3

DQA 1*

0102 23,3 45,2 4,9 2,7 33,3 < 1 30,7 < 1

0401 5,3 6,5 < 1 25,0 3,9 6,2 3,9 < 1

0501 36,1 19,3 3,5 0,4 41,7 < 1 38,4 < 1

DQВ 1*

401-2 2,3 3,2 < 1 25,0 9,1 13,7 7,7 < 1

501 33,8 29,0 < 1 8,3 2,2 42,3 < 1

502/4 3,0 9,7 < 1 8,3 < 1 15,4 4,6 5,8

602-8 37,6 48,3 < 1 16,7 < 1 11,5 5,5 0,2

Внутрилокусные HLA-фенотипы
Intralocus HLA phenotypes

DRB1* 7:11 0,8 9,7 5,1 10,9 0 < 1 3,9 < 1

DRB1*9:15 0 6,5 4,1 22,6 0 < 1 3,9 < 1

DRB1*15:15 0 6,5 4,1 22,6 0 < 1 0 < 1

DRB1*1:7 4,5 0 < 1 1,7 2,7

DQВ1*201:501 3,8 0 < 1 19,2 6,4 5,9

DQВ1*402:602-8 0 6,5 4,1 22,6 0 < 1 0 < 1

HLA-гаплотипы DRB1*-DQA1*-DQB1*
HLA-haplotype DRB1*-DQA1*-DQB1*

08-401-401/402 0,8 6,4 1,9 25 15,9 32,5 3,9 < 1

09-0301-303 0,8 12,9 8,8 14,5 8,3 < 1 3,9 < 1

16-0102-502 0,8 9,7 5,0 10,9 0 < 1 15,4 10,9 17,7
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DQA1*0102 (χ2 = 4,9; pc < 0,05; RR = 22,6), и вну-
трилокусные сочетания DRB1*9:15 (χ2 = 4,1; 
р < 0,01; pc < 0,01; RR = 22,6), DRB1*15:15 
(χ2 = 4,1; pc < 0,01; RR = 22,6). DQВ 1*402:602-8 
(χ2 = 4,1; pc < 0,01; RR = 2,7). Для развития ли-
хорадочной формы КЭ самым неблагоприятным 
является носительство гена DRB1*15, особенно 
в сочетании с DRB1*9 или в гомозиготном со-
стоянии. Встречаемость трехлокусных гаплоти-
пов DRB1*09-DQA1*0301-DQB1*303 (χ2 = 8,8; 
pc < 0,01) и DRB1*16-DQA1*0102-DQB1*502 
(χ2 = 5,0; pc < 0,05) увеличивает риск развития ли-
хорадочной формы КЭ в 14,5 и 10,9 раза соответ-
ственно.

Наличие гена DQA1*0501 (χ2 = 3,5; pc < 0,05; 
RR = 0,4) обладает превентивным эффектом для 
развития лихорадочной формы КЭ. 

У пациентов с менингеальной формой КЭ 
достоверно чаще встречаются гены DRB1*08 
(χ2 = 12,9; pc < 0,01; RR = 12,3), DQA1*401 
(χ2 = 3,9; pc < 0,05; RR = 6,2), DQB1*401/402 
(χ2 = 9,1; pc < 0,01; RR = 13,7). Учитывая не-
равновесное сцепление данных генов, наличие 
гаплотипа DRB1*08-DQA1*0401-DQB1*401/402 
можно рассматривать не как предрасполагаю-
щим фактором к развитию в целом КЭ, а именно 
менингеальной формы заболевания. У носителей 
данного гаплотипа риск развития менингеальной 
формы КЭ повышается в 32,5 раза.

Предрасположенность к развитию очаговой 
формы КЭ достоверно выше у лиц, у которых 
определяются гены DRB1*1 (χ2 = 12,7; pc < 0,01; 
RR = 4,2), DRB1*4 (χ2 = 9,6; pc < 0,01; RR = 4,1), 
DRB1*7 (χ2 = 12,3; pc < 0,01; RR = 4,1) и осо-
бенно DRB1*16 (χ2 = 8,6; pc < 0,01; RR = 6,3), 
при обнаружении которого риск развития оча-
говой формы КЭ повышается в 6,3 раза. Ген 
DQB1*602-8 обладает превентивным действием 
по отношению к развитию очаговой формы КЭ 
(χ2 = 5,5; pc < 0,05; RR = 0,2). Наличие трехлокус-
ного гаплотипа DRB1*16-DQA1*0102-DQB1*502 
(χ2 = 10,9; pc < 0,01). увеличивает риск развития 
очаговой формы КЭ в 17,7 раза. Данный гапло-
тип также достоверно чаще встречался и у лиц с 
лихорадочной формой КЭ. Однако мы рассма-
триваем его как фактор, предрасполагающий к 
развитию именно очаговой формы КЭ, так как 
у двух пациентов, носителей данного гаплотипа, 
лихорадочная форма КЭ развилась на фоне пол-
ного курса вакцинации против КЭ.

Обсуждение
Гены системы HLA играют важную роль в 

нормальном функционировании иммунной си-

стемы, кодируя α- и β- цепи молекул MHC II 
класса. Функция данных молекул заключается в 
презентации экзогенных пептидов, прошедших 
процессинг, CD4+ лимфоцитам [13, 16]. Состоя-
ние иммунной системы человека и особенности 
вирулентных свойств возбудителя – это основа 
многокомпонентного процесса патогенеза кле-
щевого энцефалита. Его углубленное изучение с 
учетом функции системы иммунитета началось 
лишь во второй половите XX века и продолжа-
ется до сих пор. С появлением новых методов 
исследования описывались новые механизмы 
противовирусного иммунитета при КЭ и его от-
дельных клинических формах. Л.И. Ратниковой 
и соавт. (2002) было описано резкое угнетение Т- 
и В-клеточного иммунитета у больных КЭ, осо-
бенно при очаговых формах, в то время как при 
неочаговых формах КЭ наблюдалось снижение 
CD4+ лимфоцитов при сохранении функций гу-
морального звена иммунитета. При менингеаль-
ной форме КЭ данное снижение было более вы-
ражено [12]. 

Открытие дихотомии Th1/Th2 явилось мощ-
ным толчком в изучении иммунопатогенеза ин-
фекционных заболеваний, в том числе и КЭ [8]. 
Выбор лимфоцитом Th1- или Th2-пути диффе-
ренцировки зависит от многих факторов: функ-
ционального статуса иммунокомпетентных кле-
ток, спектра цитокинов, продуцируемых CD4+ 
лимфоцитами, природы и способа презентации 
антигена, в котором участвуют молекулы MHC 
II класса. Многочисленными исследователями 
показано, что при более тяжелых формах КЭ 
происходит смещение баланса в сторону Th2, за 
счет снижения секреции IL-2, IL-18 и увеличе-
ния IL-4 и IL-10 [3, 5, 8]. С одной стороны, это 
объяснятся свойствами белковых продуктов фла-
вивирусов к блокаде внутриклеточной передачи 
сигналов от рецепторов [19] и цитокинидуциру-
ющей активностью штаммов вируса КЭ, вызыва-
ющих тяжелые очаговые формы заболевания [8]. 
С другой – существенный вклад вносит генети-
ческий полиморфизм важных факторов врож-
денного иммунитета. К ним можно отнести гены 
HLA-комплекса, гены цитокинов, их рецепторов 
и антогонистов [8, 14].

При клещевом энцефалите Л.О. Черницыной 
(1990) описаны антигенные варианты, фенотипы 
и гаплотипы генов HLA I класса, определяющие 
риск возникновения различных вариантов КЭ, 
а также хронического течения заболевания [17]. 
Влияние генов HLA II класса (DRB1*; DQA1*; 
DQB1*) на развитие отдельных клинических 
форм КЭ не описано. 
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В нашем исследовании были выявлены до-
стоверные отличия в частоте встречаемости 
генов DRB1* у пациентов с КЭ в сравнении с 
группой контроля (DRB1*1 (χ2 = 12,2), DRB1*4 
(χ2 = 6,4), DRB1*7 (χ2 = 11,7), DRB1*8 (χ2 = 4,6), 
DRB1*13 (χ2 = 7,7), DRB1*15 (χ2 = 9,3), DRB1*16 
(χ2 = 14,3)). 

В исследовании L. Kovalchka и соавт. (2014) 
выявлена предрасположенность к развитию 
КЭ у носителей специфичностей DRB1*4 и 
DRB1*17 [20]. Также необходимо отметить, что 
отмечается влияние на частоту развития вирус-
ных энцефалитов (герпетического, краснушно-
го, ветряночного) наличие гена DRB1*1 [6], а 
также таких нейродегенеративных заболеваний 
нервной системы, как болезнь Паркинсона – 
ген DRB1*4 и рассеянного склероза – DRB1*13 
и DRB1*15 [1]. Гомозиготное состояние гена 
DRB1*4 описано при тяжелых формах при 
КЭ [21] и болезни Паркинсона [1], однако в на-
шем исследовании данный ген встречался только 
в гетерозиготном состоянии. Описано, что гомо-
зиготы менее приспособлены к формированию 
иммунного ответа из-за существования в услови-
ях окружающей среды с множеством возбудите-
лей [16].

При КЭ достоверно чаще, чем у здоровых 
лиц, встречаются гены DQA1*102 (χ2 = 7,6), 
DQB1*401/402 (χ2 = 3,8), DQB1*502-4 (χ2 = 8,1). 
В доступной нам литературе мы не нашли иссле-
дований, посвященных изучению частоты рас-
пределения генов DQA1* и DQB1* при клещевом 
энцефалите. Есть единичные исследования, в ко-
торых приводятся данные по другим «клещевым 
инфекциям», в частности Лайм-боррелиозу [21, 
26]. Причем достоверных данных о влиянии ге-
нов DQA1* на развитие данной болезни не при-
водится [26]. Описано более частое выделение 
специфичности HLA – DQB1*401/402 при хро-
ническом лимфолейкозе [11].

Нами обнаружены достоверные отличия в 
частоте встречаемости фенотипа DRB1*9:15 у 
пациентов с клещевым энцефалитом, в сравне-
нии с группой контроля (χ2 = 3,9, pc < 0,05). Риск 
возникновения КЭ у носителей данного алле-
ля возрастает в 12,2 раза. В проанализирован-
ных нами работах, авторы не указывают частоту 

встречаемости определенных аллелей у пациен-
тов с КЭ. Но есть данные о риске развития рас-
сеянного склероза (RR = 8,3) у носителей аллели 
DRB1*1:15 [23], что объясняется более эффек-
тивной презентацией аутоантигенов [25]. 

Для установления ассоциаций с развитием за-
болевания важно проводить анализ не только с 
отдельными аллельными вариантами, а с HLA-
ассоциированными гаплотипами. Анализ рас-
пределения частоты встречаемости трехлокусных 
гаплотипов в опытной группе выявил значитель-
ную вариабельность. Наиболее значимые откло-
нения у пациентов с КЭ, в сравнении со здоро-
выми лицами, были определены для гаплотипов 
DRB1*08-DQA1*0401-DQB1*401/402 (χ2 = 5,7; 
pc < 0,05; RR = 8,2), DRB1*09-DQA1*0301-
DQB1*303 (χ2 = 5,7; pc < 0,05; RR = 8,2) и 
DRB1*16-DQA1*0102-DQB1*502 (χ2 = 7,4; 
pc < 0,01; RR = 9,7). В литературе нами не обна-
ружено описания встречаемости трехлокусных 
гаплотипов у пациентов с КЭ.

Иммуногенетические маркеры определяют 
не только развитие заболевания, но и различных 
клинических форм болезни. Имеются описания 
влияния генов HLA II класса на развитие различ-
ных вариантов и течения вторичной формы ин-
фекции Денге [16], COVID-19 [24], криптококко-
вого менингита [22], туберкулеза [4] и др. Однако 
данный вопрос не изучен при клещевом энцефа-
лите. Нами был выявлен трехлокусный гаплотип 
DRB1*16-DQA1*0102-DQB1*502, при котором 
риск развития очаговой формы КЭ увеличивает-
ся в 17,7 раза. Данный показатель можно исполь-
зовать в качестве иммуногенетического показа-
теля предрасположенности к развитию тяжелой 
очаговой формы клещевого энцефалита. 

Заключение
Таким образом, клещевой энцефалит ассоци-

ирован с определенными HLA-аллелями II клас-
са, которые можно использовать как прогности-
ческий критерий для развития отдельных форм 
клещевого энцефалита или клещевого энцефа-
лита в целом. Носителям определенных гаплоти-
пов, проживающих на эндемичных территориях, 
необходимо рекомендовать вакцинацию против 
клещевого энцефалита.
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ОЦЕНКА ЛИПИДНОГО ПРОФИЛЯ ПРИ ХРОНИЧЕСКОЙ 
СПОНТАННОЙ КРАПИВНИЦЕ
Аббас Халили1, Фатиме Азади Талаб Давудабади1, Бамдад Садеги2

1 Университет медицинских наук Шахида Садуги, Йезд, Иран  
2 Тегеранский университет медицинских наук, Тегеран, Иран

Резюме. Хроническая крапивница имеет рекуррентное течение, характеризуется зудом, эритемой, 
отеками слизистых оболочек в течение большей части недели на протяжении 6 недель или более. Есть 
предположение о том, что уровни и состав липидов крови могут вносить вклад в развитие или обо-
стрение крапивницы. Целью данной работы было исследование связи между хронической крапивни-
цей и липидным составом крови. 50 пациентов с хронической крапивницей и 50 здоровых лиц были 
включены в исследование типа «случай-контроль». У пациентов с крапивницей проводилась оценка 
каждого параметра липидного профиля крови и тяжести крапивницы в 4 отдельных возрастных груп-
пах с учетом половых различий. Степень тяжести заболевания анализировали в связи с уровнями ли-
попротеинов высокой плотности, липопротеинов низкой плотности, триглицеридов и холестерина. 
Уровни триглицеридов (p = 0,039), общего холестерина (p = 0,031) и липопротеинов низкой плотно-
сти (p = 0,001) были значительно выше у больных с крапивницей, нежели в контрольной группе. Не 
выявлено корреляций между тяжестью крапивницы (по шкале UAS7), возрастом и полом пациентов. 
Тяжесть крапивницы не различалась при сопоставлении с отдельными параметрами липидного про-
филя. Показано, что средние значения липопротеинов высокой плотности у больных с хронической 
крапивницей различного возраста существенно повышены у женщин по сравнению с мужчинами 
(p < 0,002). В нашем исследовании обранужена корреляция между наличием хронической крапивни-
цы и гиерлипидемией. На основании этих данных можно рекомендовать исследование на гиперлипи-
демию у пациентов с хронической крапивницей. 

Ключевые слова: гиперлипидемия, хроническая крапивница, липидный профиль сыворотки крови

EVALUATION OF LIPID PROFILES IN PATIENTS WITH CHRONIC 
SPONTANEOUS URTICARIA: A CASE-CONTROL STUDY
Abbas Khalilia, Fatemeh Azadi Talab Davoudabadia, Bamdad Sadeghib

a Shahid Sadoughi University of Medical Sciences, Yazd, Iran  
b University of Medical Sciences, Tehran, Iran

Abstract. Chronic urticaria is referred to recurrent, pruritic, erythematous, and edematous mucocutaneous 
lesions on most days of the week, and persists for six weeks or more. There is a hypothesis about the levels 
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of blood lipid profiles in CSU, which may have a contributing role in development or exacerbation of hives 
attacks. The present study was conducted to investigate the association between chronic urticaria and blood 
lipid profiles. Fifty patients with chronic urticaria and fifty healthy people were included in this case-control 
study. In chronic urticaria patients, each parameters of blood lipid profile and urticaria severity were evaluated 
in each of four age and two sex cathegories. Urticaria severity in chronic urticaria patients, was also analyzed 
for levels of HDL, LDL, Triglyceride and Cholesterol. Levels of triglyceride (p value = 0.039), total cholesterol 
(p value = 0.031), and LDL (p value = 0.001) were significantly higher in chronic urticaria patients than in 
control group. No correlation was found between the urticaria severity (UAS7 score) average, and the age 
and sex of the patients. Urticaria severity showed no significant difference within each lipid profile parameter. 
Average values of lipid profiles in patients with chronic urticaria in different age and sex showed that HDL has 
remarkably higher mean quantitation in women than men (p < 0.002). Our study found a correlation between 
chronic urticaria with hyperlipidemia. According to this investigation, we can advise that patients with chronic 
urticaria should be evaluated for hyperlipidemia.

Keywords: hyperlipidemia, chronic urticaria, serum lipid profile

Introduction
Urticaria is characterized by pruritic, erythematous, 

and edematous mucocutaneous lesions. One of its 
most important characteristics is that these lesions 
wax and wane rapidly. Urticaria can be classified 
into two groups based on its time duration. Acute 
urticaria lasts less than six weeks and chronic urticaria 
referred to recurrent lesions on most days of the week 
that persists for six weeks or more [1, 2, 3]. Chronic 
urticaria may significantly alter the patient’s quality 
of life and causes impairment of daily life activities. 
chronic urticaria is estimated to exert influence on 
about 1.8% of the general population [5, 6], with a 
higher prevalence in middle-aged women [3]. 

While Several factors regarding the pathogenesis 
of idiopathic CU were known to be responsible (e.g. 
stress, food allergies, and autoantibody production 
against immunoglobulin E (IgE) receptor [4] ,The 
exact mechanism of chronic urticaria has not been 
understood yet. some immunologic cells such 
as mast cells and basophil cells have the central 
pathophysiologic role, and Autoimmune mechanisms 
in mast cell activation are thought to trigger 
spontaneous urticaria [7, 8, 13]. As we know, chronic 
spontaneous urticaria is an inflammatory disease 
described with infiltration of T cells, neutrophils, 
eosinophils, and cutaneous mast cell degranulation; 
as well as Increased levels of pro-inflammatory 
cytokines such as interleukin (IL)-6, tumor necrosis 
factor , matrix metalloproteinase (MMP)-9, and 
C-reactive protein (CRP) [10, 11, 12].

Some data are reported about previously 
coexistence of hyperlipidemia and metabolic syndrome 
in Chronic Urticaria [9]. Metabolic syndromes are 
the combination of dyslipidemia, obesity, high fasting 
blood sugar, and hypertension. Studies in which 
elevated levels of inflammatory markers such as IL- 1, 
IL-6, TNF, and CRP illustrate pro-inflammatory 
states, are associated with metabolic syndromes [14, 
15]. There is an imbalance between pro-inflammatory 
and anti-inflammatory adiponectin measures in 

patients with chronic urticaria [16]. Adiponectin is a 
biomedical mediator secreted by adipose tissue. It is 
important for inflammation, energy homeostasis, and 
cell proliferation. Any adipose tissue dysfunction may 
lead to adverse tissue secretion, metabolic syndrome, 
and skin inflammation [17]. In one study, metabolic 
syndrome was more prominent in refractory chronic 
urticaria cases than in healthy controls [10]. Several 
studies showed association between dyslipidemia 
and allergic diseases, but the results were 
contradictory [18, 19, 20]. It can be hypothesized 
that the levels of blood lipid profiles may be associated 
with the development or exacerbation of hive attack. 
So, if there is a connection between them, it may be 
possible to prevent the occurrence or relief the severity 
of the disease by proper treatment of hyperlipidemia 
and change in a patient’s diet. Therefore, because of 
insufficient data on relationship between lipid profiles 
and chronic urticaria, current study was conducted 
to clarify the possible association between chronic 
urticaria and blood lipid profiles.

Materials and methods
In a case-control study, Patients and control 

groups were randomly selected. Studied population 
were matched for sex and age in both case and control 
groups, and none of the participants was smoker, or 
with a BMI>25, with a patent food or drug induced 
allergy or already diagnosed autoimmune disease. 
Those with underlying metabolic diseases such as 
obesity, hypothyroidism, rheumatologic disorders, and 
a history of hyperlipidemia were also excluded. Fifty 
patients with the diagnosis of chronic urticaria were 
enrolled in the study as case group from 2018 till 2020. 
Patients were diagnosed by a subspecialist in allergy 
and clinical immunology based on the definition of 
chronic urticaria according to standard European 
Academy of Allergology and Clinical Immunology/
the Global Allergy and Asthma European Network 
(EAACI/GA2LEN) guidelines [2] at their ambulatory 
care visits. The diagnosis of Chronic Urticaria was 
considered if the wheals last for 6 weeks or longer at 
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least 2 times a week and with unidentified underlying 
cause. patients’ medical information was collected 
using a self-made questionnaire. Also, we determined 
atopic patients (atopic dermatitis, allergic rhinitis, 
or bronchial asthma) based on history and physical 
examination in both groups. The control group 
consisted of 50 healthy people without chronic 
urticaria who were matched with the case group in 
terms of age and gender.

The blood levels of triglyceride, total cholesterol, 
LDL and HDL were checked after 14 hours of fasting 
for both case and control groups. 

The information from the two groups was compared 
with each other. Urticaria severity was evaluated 
based on the Urticaria Activity Scale questionnaire 
(UAS7) for patients. Patients were categorized as 
mild, moderate, and severe urticaria based on UAS7 
score (mild = 0-15 wheals/24 hour, moderate = 16-
27 wheals/24 hour, severe = 28-42 wheals/24 hour). 
People who did not want to enter the research project 
and did not complete the questionnaire were excluded 
from the study. The obtained information was entered 
in the SPSS version 21 software and analyzed with 
suitable statistical methods, including descriptive 
statistics methods (frequency indices and relative 
percentages) and appropriate statistical tests (chi-
square test, independent T-test, and paired T-test). 
The significance level was considered at 0.05. 

Results
In this study, the variation range of age in patients 

with chronic urticaria was 7-76 years. The average age 
was 33.36±13.86. Among these patients, 33 (66%) and 
17 (34%) persons were female and male, respectively. 
Among the people with chronic urticaria, 21 people 
(42%) had a history of atopic disorders (atopic 

dermatitis, allergic rhinitis, or asthma) compared 
to 5 people (10%) with a history of atopic diseases 
in the control group. Twenty-five people (50%) also 
had a history of angioedema with urticaria in the 
patients group. Results of the study showed that the 
mean severity of urticaria based on UAS7 criteria 
in patients with chronic urticaria is 23.42 with a 
standard deviation of 12.96. The average UAS7 score 
was higher in females than males (24.73 vs 20.88) but 
the association was not considerable (p value = 0.32). 
Moreover, there was no significant difference between 
age and severity of urticaria (p  value = 0.312), 
Although the UAS7 score was higher in the 3rd and 5th 
decades of life (Table 1). 

Among these patients, 18 (36%), 8 (16%) and 
24 (48%) persons had mild, moderate, and severe 
urticaria respectively. The lipid profiles were 
compared in both groups; and levels of triglyceride, 
total cholesterol and LDL were significantly higher 
in case than control groups. HDL level was lower in 
chronic urticaria group than control, but it was not 
indicating for a significant relationship (Table 2).

In this study, we also evaluated lipid profile levels 
in patients with different urticaria severity. As it is 
shown in (Table 3).

The different levels of triglyceride, total cholesterol, 
LDL and HDL in different severity groups were not 
significant. No significant relationship was found 
between total cholesterol, triglyceride and LDL levels 
and the gender of patients with chronic urticaria. 
However, serum cholesterol levels were significantly 
higher in female patients (p  value = 0.002). No 
significant relationship was seen comparing serum 
lipid profile in patients of different age groups 
(Table 4). It should be noted that the standard 
deviation in some categories is very high; this is due to 
the high dispersion of triglyceride levels in this study. 

TABLE 1. SEVERITY OF CHRONIC URTICARIA IN AFFECTED PEOPLE ACCORDING TO GENDER AND AGE

Gender
Age USA7 score average Number p value

Male 20.88 17
0.320

Fmale 24.73 33
< 20 years 17.2 8

0.312
20-29 years 26.6 12
30-39 years 22.2 21
≥ 40 years 27.4 9

TABLE 2. COMPARING THE LIPID PROFILES IN CASE AND CONTROL GROUPS

Lipid profiles Patients with chronic 
urticaria Control group p value

Total cholesterol 179.34±42.50 164.00±25.56 0.031
Triglyceride 119.20±80.85 94.32±23.65 0.039
LDL 107.5±25.3 81.68±8.57 0.001
HDL 47.90±12.01 50.06±8.86 0.309
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TABLE 4. AVERAGE VALUES OF LIPID PROFILES IN PATIENTS WITH CHRONIC URTICARIA AND THEIR RELATIONSHIP 
WITH AGE AND SEX

Age (year)
Gender

Total cholesterol
Mean±SD

Triglyceride
Mean±SD

LDL
Mean±SD

HDL
Mean±SD

< 20 151.50±35.27 101.63±53.49 95.00±26.70 40.50±10.48
20-29 185.00±46.18 104.17±36.00 103.08±20.04 54.25±16.28
30-39 184.24±49.90 134.38±111.80 110.95±28.30 47.33±9.90
≥ 40 185.11±25.54 119.44±57.02 116.48±2082.00 47.33±7.81
p value 0.25 0.687 0.312 0.08
Female 179.7±37.6 110.76±50.03 107.48±26.12 51.61±12.60
Male 178.65±52.08 135.59±120.76 107.35±24.40 40.71±6.37
p value 0.93 0.3 0.99 0.002

Discussion
Chronic urticaria is a debilitating condition with 

important effects on quality of life. It is associated 
with anxiety, psychosocial disorders, depression, 
hypertensive diseases, lipid metabolism disorders, 
allergic rhinitis, and insomnia [21, 22]. Serum 
lipids and fatty acids may correlate with chronic 
urticaria. unsaturated fatty acids (ω3, ω6) and lipid 
peroxidases are possible risk factors for the onset of 
chronic urticaria [23]. In our study, we investigated 
the association between chronic urticaria and 
dyslipidemia. Fifty patients with chronic urticaria 
were included in this study and compared with 50 in 
healthy individuals. We showed that hyperlipidemia 
(delineated as high cholesterol, LDL and triglyceride) 
is more frequent in chronic urticaria patients than 
healthy people). Similar with our research in the 
study of Maged Amin [24], forty patients with chronic 
urticaria and healthy individuals were included, 
and their results were compatible with our findings. 
All lipid profiles (total cholesterol, LDL, HDL, 
and triglyceride) in the case group had significant 
differences with the control group. In Maged Amin’s 
study, Total cholesterol, LDL, and triglyceride levels 
were higher in patients group, and HDL level was higher 
in the healthy group [24]. In another nationwide survey 
by Chung [25], adult patients with chronic urticaria 
were compared with healthy individuals in one case-
control study. They investigated the significance of 
the differences in demographic characteristics such 
as geographic region, atopic disorders, autoimmune 

diseases, and urbanization levels between the two 
groups of patients. Based on their findings, 43.8% of 
patients in the case group and 28.4% in the control 
group had a prior diagnosis of hyperlipidemia. Patients 
with chronic urticaria had a 1.65-fold increased risk of 
having a diagnosis of prior hyperlipidemia [25]. They 
highlighted the need to evaluation of hyperlipidemia 
in chronic urticaria. They did not measure blood lipid 
profiles, and data had been achieved by history and 
prior registration. In our study, we measured serum 
lipid profiles in both groups and then compared them 
with each other. In addition, we evaluated the chronic 
urticaria severity score by the UAS7 questionnaire and 
compared it with serum lipid profiles in patients with 
chronic urticaria. Finally, there was no significant 
correlation between severity and serum lipid levels. 
With the comparison of urticaria severity score 
with sex and age, we did not find any significant 
relationship between them, although UAS7 was higher 
in female gender and the age group ≥ 40 yrs. Among 
the chronic urticaria group, 21 people (42%) had a 
history of atopic diseases (allergic rhinitis, eczema, 
and bronchial asthma). There are conflicting findings 
about the correlation between chronic urticaria and 
atopic diseases. Inflammatory processes that occur in 
dyslipidemia, can induce an imbalance between anti 
and pro-inflammatory cytokines such as IL-10, IL-17, 
and IL-23 respectively [26, 27, 28]. The study of Manti 
and colleagues was performed on 23 children with 
dyslipidemia disorder, 26 children with dyslipidemia – 
atopy, and 22 healthy children. They detected serum 
pro-inflammatory cytokines (IL-17, IL-23), anti-

TABLE 3. AVERAGE OF LIPID PROFILES AND URTICARIA SEVERITY

Urticaria severity Cholesterol level
Mean±SD

Triglyceride level
Mean±SD

LDL
Mean±SD

HDL
Mean±SD

Mild 168.27±33.90 112.11±50.50 101.35±26.04 48.00±10.11
Moderate 210.8±72.1 177.2±165.2 117.37±32.07 51.50±18.01
Severe 177.80±31.08 105.17±48.10 108.80±22.01 46.60±11.25
Total 179.34±42.50 119.2±80.8 107.5±25.3 47.90±12.01
p value 0.06 0.08 0.31 0.61
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inflammatory cytokines, serum cholesterol (total 
cholesterol, HDL, LDL), and triglyceride levels 
affected by dyslipidemia or dyslipidemia-atopic 
conditions. Serum IL-10 level as anti-inflammatory 
mediator was significantly lower in the dyslipidemia-
atopic group than in children showing exclusively 
dyslipidemia. But pro-inflammatory cytokines such 
as IL-17 and IL-23 were higher in dyslipidemia-
atopic patients than in children showing exclusively 
dyslipidemia [20]. Hsien-Yi Chiu in one study 
investigated the association between chronic urticaria 
and atopic diseases (asthma, atopic dermatitis, 
allergic rhinitis) and some autoimmune disorders. 
There was the most strong association between 
Chronic Urticaria with Kawasaki disease (modified 
OR, 2.76: 95% CI 1.15- 6.63) followed by Henoch-
Schönlein purpura, atopic dermatitis, systemic lupus 
erythematosus, allergic rhinitis, autoimmune thyroid 
diseases, Sjögren syndrome, inflammatory bowel 
disease, and asthma with lower adjusted Odds Ratio, 
respectively [29]. Some literature have declared the 
role of serum LDL concentration in asthmatic patients 
but more studies are needed for definitive results [30]. 
In a systematic review on 3458 asthmatic patients 
in twenty studies compared with 29,146 healthy 
individuals, The levels of total cholesterol and LDL 
were significantly higher in the case group but there 
was no correlation between the case and control group 

for HDL levels [31]. Takashi Kusunoki et al, evaluated 
the relationship between serum lipid levels and allergic 
sensitization. They suggested that hyperlipidemia 
probably is a risk factor for allergic sensitization, and 
early intervention in dietary regiment of children with 
atopia and allergy may be useful to prevent flare up of 
allergic disorders [19].

Conclusion
Several studies showed that abnormality in serum 

lipid profiles can induce many pro-allergic and pro-
inflammatory mechanisms. As we know, chronic 
urticaria is an inflammatory condition with unknown 
etiology, so increased levels of serum lipid profiles may 
induce chronic urticaria or may affect the duration 
and severity of the disease. Our study alongside with 
some other studies, found a correlation between 
hyperlipidemia and chronic urticaria. According to this 
investigation, we can advise that patients with chronic 
urticaria should be evaluated for hyperlipidemia and 
some atopic diseases. on the other hand, prescription 
of anti-lipid agents aimed to control the symptoms 
of chronic urticaria can be hypothesized to be the 
subject for further studies. However, because of some 
limitations in the present study (for example a low 
number of cases and no measurement of an allergic 
and inflammatory mediator), we suggest more 
accurate and expanded research in this field. 
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ОЦЕНКА УРОВНЯ CD163 В МОЧЕ КАК БИОМАРКЕРА 
ДЛЯ ДИАГНОСТИКИ ВОЛЧАНОЧНОГО НЕФРИТА
Эйсса Самар Ахмед1, Кешк Рабаб Алаа Элдин2, Ахмед Хебаталла Абд 
Эльмаксуд1, Салех Салли Али1

1 Университет Кафр-эль-Шейха, Кафр-эль-Шейх, Египет  
2 Университет Танта, Танта, Египет

Резюме. Цель работы – оценить мочевой CD163 как возможный биомаркер, указывающий на ак-
тивность волчаночного нефрита (ВН). Проведено ретроспективное срезовое исследование в группе 
из 68 пациентов с диагнозом «системная красная волчанка» (СКВ) в течение 1 года, с учетом различ-
ных стадий волчаночного нефрита (ВН). Среди пациентов были 38 случаев с активным ВН, 15 – с 
историей ВН в неактивной фазе и 15 – без поражения почек. В исследовании использовали индекс 
SLEDAI для классификации активности заболевания, при этом активная ВН определялась по кон-
кретным параметрам мочи. Биопсия почек проводилась у лиц с активной болезнью, в соответствии с 
установленными критериями классификации. Комплексная клиническая оценка включала анализы 
крови, уровни белка в моче и измерение мочевого sCD163 с помощью ИФА. При статистическом ана-
лизе применяли SPSS, используя различные тесты для сравнения групп и оценки взаимосвязи между 
уровнями sCD163 в моче и клиническими характеристиками, устанавливая достоверное различие при 
p < 0,05. Результаты исследования способствуют пониманию почечных проявлений при СКВ и по-
тенциальной роли биомаркеров мочи в мониторинге прогрессии и активности заболевания. Были 
проанализированы лабораторные данные 68 участников с установлением корреляций между актив-
ным волчаночным нефритом (ВН), неактивным ВН и СКВ без поражения почек. Значимые корре-
ляции (p < 0,05) наблюдались по содержанию CD163, C3, C4, уровням гемоглобина, тромбоцитов, 
сывороточного креатинина, протеинурии и азота мочевины, в то время как количество лейкоцитов, 
сывороточный альбумин и СОЭ не показали значимой корреляции. Примечательно, что 98,5% па-
циентов имели антитела к ds-ДНК. Уровни sCD163 в моче были самыми высокими у пациентов с ак-
тивной ВН. Линейная регрессия показала, что сывороточный альбумин и СОЭ в значительной мере 
предсказывали уровни sCD163 в моче. Оптимальное пороговое значение для sCD163 в моче для про-
гнозирования почечной активности составило > 4,2 с чувствительностью 60,5% и специфичностью 
66,7%. Однако уровни sCD163 не коррелировали с гистопатологией почек по принятой классифика-
ции. Внедрение определения sCD163 в моче в качестве биомаркера для оценки активности ЛН вместе 
с точной градацией по гистопатологическим классам нуждается в дальнейшей оценке. На данном 
этапе исследования sCD163 может быть хорошим показателем активности волчаночного нефрита. 
Однако sCD163 пока не может заменить биопсию почек при дифференциации ЛН по классам, по-
скольку она не обеспечивает достаточного понимания, необходимого для эффективного лечения ЛН.

Ключевые слова: системная красная волчанка, нефрит, CD163, биологический маркер
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EVALUATION OF URINARY CD163 LEVEL AS A BIOMARKER 
FOR THE DIAGNOSIS OF LUPUS NEPHRITIS
Eissa Samar Ahmeda, Keshk Rabab Alaa Eldinb,  
Ahmed Hebatalla Abd Elmaksouda, Saleh Sally Alia

a Kafrelsheikh University,  Kafr El-Sheikh, Egypt  
b Tanta University, Tanta, Egypt

Abstract. Aim of the work: to evaluate urinary CD163 as a possible biomarker indicating activity of lupus 
nephritis (LN). This retrospective, cross-sectional study evaluated 68 patients diagnosed with systemic lupus 
erythematosus (SLE) over a year, focusing on different states of lupus nephritis (LN). Participants included 38 
with active LN, 15 with a history of LN in a non-active phase, and 15 without kidney involvement. The study 
utilized the SLEDAI index to classify disease activity, with active LN identified through specific urinary 
parameters. Renal biopsies were performed for those with active disease, following established classification 
criteria. Comprehensive assessments included blood tests, urinary protein levels, and measurement of urinary 
sCD163 using ELISA. Statistical analyses employed SPSS, utilizing various tests to compare groups and assess 
relationships between urinary sCD163 levels and clinical characteristics, establishing significance at p < 0.05. 
The findings contribute to the understanding of renal manifestations in SLE and the potential role of urinary 
biomarkers in monitoring disease progression and activity. Laboratory data from 68 participants were analyzed, 
focusing on correlations among active LN, inactive LN, and SLE without renal involvement. Significant 
correlations (p < 0.05) were observed in CD163, C3, C4, hemoglobin, platelets, serum creatinine, proteinuria, 
and BUN, while WBC count, serum albumin, and ESR showed no significant correlation. Notably, 98.5% of 
patients had positive anti-ds-DNA antibodies. Urinary sCD163 levels were highest in active LN patients. Linear 
regression showed that serum albumin and ESR significantly predicted urinary sCD163 levels. The optimal 
cut-off for urinary sCD163 to predict renal activity was > 4.2, with 60.5% sensitivity and 66.7% specificity. 
However, sCD163 levels did not correlate with renal histopathological classifications. Integration of urinary 
sCD163 as a biological marker for evaluating the activity of LN together with accurately distinguishing between 
histopathological classes mostly needs to be further evaluated. To this point of the study, sCD163 can be a good 
indicator of LN activity, sCD163 still can’t substitute for renal biopsy in differentiation of LN classes as it would 
not provide the comprehensive understanding necessary for effective management of LN.

Keywords: lupus, nephritis, CD163, biomarker

Introduction
Systemic lupus erythematosus (SLE) Perhaps 

one of the most well-known ongoing autoimmune 
diseases, influences several organs, including the 
kidney, hematological system, skin, and joints [4].

Lupus nephritis (LN) is a common progression 
in up to 60% of SLE patients, with contrasting 
degrees of renal damage up to 17% percent of LN 
cases will eventually develop end-stage renal disease 
(ESRD) [7]. Since renal contribution is a significant 
indicator of prognosis, so early recognition of renal 
contribution in SLE cases is crucial to prevent the 
progression of ESRD [3, 20]. 

Although renal biopsy is currently considered the 
most reliable method for diagnosing and categorizing 
LN, it has limitations. It is an invasive procedure that 
cannot be repeated frequently to monitor treatment 
response, and the small tissue sample obtained may not 
fully represent the overall extent of kidney damage [4]. 
In contrast, urine samples are easily obtainable and 
offer a non-invasive approach to monitoring LN [5]. 
Non-invasive urinary biomarkers have the potential 
to serve as an alternative for evaluating LN [5]. While 

active sediments and proteinuria are commonly used as 
urine indicators of renal involvement, they have certain 
limitations [1]. For example, individuals with LN may 
have proteinuria, but the presence of leukocytes in the 
urine can indicate inflammation related to interstitial 
cystitis or urinary tract infection [5].

CD163 is a glycosylated transmembrane protein 
primarily expressed on tissue macrophages and subsets 
of circulating monocytes, as a scavenger receptor it 
is involved in hemoglobin clearance after hemolysis 
whether occurs in physiological or pathological 
scenarios [21]. It’s considered a marker for M2 
macrophages that have a beneficial role in resolving 
inflammation and aiding in injury recuperation [22]. 

Numerous glomerular disorders in humans, inclu-
ding diabetic nephropathy, ANCA-related vasculitis, 
post-streptococcal glomerulonephritis, and LN, are 
associated with CD163-positive macrophages [2]. 
Several systemic inflammatory conditions and auto-
immune diseases are associated with increased CD163 
levels in tissue as well as various body fluids according 
to the nature of the ongoing condition [8].
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Peripheral blood serum and urinary CD163 
amounts reflect the severity of the illness in cases of 
autoimmune disorders such as idiopathic inflammatory 
myositis, systemic sclerosis, and rheumatoid arthri-
tis [19]. However, several investigations found a 
correlation between the severity of LN and urine-
soluble CD163 [18].

The research aimed to survey whether urinary 
CD163 levels from cases suffering from LN could 
serve as a potential indicator of the disease’s activity 
and to evaluate its ability to predict activity from active 
disease and even SLE patients without renal affection.

Material and methods
Patient selection and enrollment
We conducted a retrospective, cross-sectional 

study between March 1st, 2023, and February 1st, 
2024. This study was carried out on 68 patients; 38 
SLE with active LN, 15 participants with SLE who 
had previously experienced LN but were currently in 
a non-active state, and another 15 participants with 
SLE did not have any kidney inflammation. The 
participants were selected from both the outpatient 
clinic and the inpatient department of the Internal 
Medicine department in Tanta University Hospital; 
informed consent was taken from all patients included 
in the study. The study received approval from the 
ethics committees at both the Tanta and Kafr Elsheikh 
faculties of medicine. Before participation, all indi-
viduals were provided with a detailed explanation of 
the study’s objectives and procedures, and informed 
consent was obtained from each participant involved 
in the study.

The systemic lupus international collaborating 
clinics (SLICC) classification criteria were used to 
diagnose systemic lupus erythematosus (SLE) and 
determine its activity. Clinical nephritis was suspected 
if the urine analysis revealed proteinuria exceeding 
0.5 grams in a 24-hour urine collection, along with 
the presence of hematuria or cellular casts, with or 
without an increase in serum creatinine levels [24].

Exclusion criteria for the study included pregnant 
individuals, those with active infections, and indi-
viduals with other autoimmune diseases. The research 
received approval from the ethics committee at the 
Faculty of Medicine, Tanta University in Egypt.

Baseline assessments and measures
The assessment of disease activity in the study was 

carried out using the Systemic Lupus Erythematosus 
Disease Activity Index (SLEDAI) [6]. Specifically, the 
renal SLEDAI was employed to evaluate the activity 
of kidney disease. This scoring system consists of four 
parameters associated with the kidneys: hematuria, 
pyuria, proteinuria, and urinary casts, with each 
parameter assigned a score of 4. Based on the results 
of the renal SLEDAI, patients were categorized as 
follows: those with active LN if their renal SLEDAI 
score was greater than 4, and patients with no renal 
activity in their SLE if they exhibited inactive kid-

ney disease (renal SLEDAI = 0) during their clinic 
visit [6]. 

A total of 36 patients with active LN underwent 
renal biopsies, while patients with non-active LN 
and those without LN did not receive biopsies. The 
renal biopsies were classified according to the 2003 
classification of LN established by the International 
Society of Nephrology and the Renal Pathology 
Society (ISN/RPS) [27].

All participants in this study underwent a series 
of procedures including taking their medical history, 
conducting a comprehensive clinical examination, and 
performing investigations at the Clinical Pathology 
Department in Kafrelsheikh University Hospital. 
Venous blood samples were collected from each 
patient using strict aseptic measures. The collected 
blood samples were utilized to conduct a range of tests, 
which encompassed a complete blood count (CBC), 
assessment of serum albumin, serum creatinine, blood 
urea nitrogen (BUN), and erythrocyte sedimentation 
rate. Additionally, the blood samples were analyzed 
for diagnostic markers of lupus, including anti-ds-
DNA antibodies and serum complement levels (C3 
and C4). Furthermore, a 24-hour urine sample was 
collected from each participant to measure 24-hour 
urinary protein levels.

Assessment of sCD163 levels
To measure urinary sCD163 levels, mid-stream 

urine samples were collected from all participants 
using sterile containers. For patients with active LN, 
urine samples were collected on the same day as the 
renal biopsy. The urine samples were then subjected 
to centrifugation at 2000-3000 rpm for 20 minutes. 
After centrifugation, the supernatant was carefully 
removed, divided into smaller portions (aliquoted), 
and stored at temperatures between -20 to -80 degrees 
Celsius for subsequent assessment of sCD163. 

The quantitative determination of human sCD163 
in urine was performed using an Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay (ELISA) Kit from DL Sci & 
Tech Development Co., Ltd., China. The specific 
catalog number for the ELISA Kit used was DL-
CD163-Hu.

Statistical analysis
The data were analyzed using the IBM Microsoft 

Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) 
version 22.0 software. The normality of quantitative 
data was assessed using Kolmogorov’s test. Qualita-
tive variables were presented using numbers and 
percentages, and the Monte Carlo exact test was 
employed for analysis when more than 20% of ex-
pected cell values were below 5. Numerical variables 
were reported as means and standard deviations or as 
medians with interquartile ranges (IQR). One-way 
ANOVA, Mann-Whitney U-test, and Kruskal-Wallis 
test were utilized to compare variables between groups. 
Receiver operating characteristic (ROC) curve analy-
sis was performed to determine the diagnostic ability 
of urinary sCD163 in predicting renal disease activity 
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in SLE patients. Univariate linear regression analysis 
was conducted to evaluate the impact of various socio-
demographic and clinical characteristics on urinary 
sCD163 levels in SLE patients. A p-value of less than 
0.05 was considered statistically significant.

Results
Demographic and laboratory data of the patients
Demographic and laboratory data including 

(CD163, C3, C4, hemoglobin, platelets, WBCs, 
serum albumin, serum creatinine, proteinuria, ESR, 
BUN, and The levels of anti-ds-DNA antibodies were 
compared among three groups: active LN, inactive 
LN, and patients without renal activity. The study 
consisted of 64 female and 4 male participants, with 
an average age of 37.73 years.

Significant correlation (p-value > 0.05) was found 
in CD163, C3, C4, hemoglobin, platelets, serum 
creatinine, proteinuria and BUN between the three 
groups, no significant correlation (p-value < 0.05) was 
found in WBCs count, serum albumin level nor ESR 
level 

Out of 68 patients with SLE 67 (98.5%) patients 
had positive anti-ds-DNA; 38 of which were active 

LN patients (100.0% of active LN patients), 14 Non-
active LN patients (93.3% of Non-active LN patients) 
and the rest 15 were SLE without nephritis patients 
(100.0% of SLE without nephritis patients) (Table 1).

Levels of sCD163 among the three groups showed 
a highly significant correlation, Active LN showed the 
highest levels when compared to non-active LN and 
SLE without nephritis (Table 1, Figure 1).

Impact of socio-demographic and clinical chara-
cteristics on urinary sCD163 levels in patients with 
systemic lupus erythematosus

A linear regression model was employed to 
examine the impact of socio-demographic and 
clinical characteristics on urinary sCD163 levels in 
patients with systemic lupus erythematosus. This 
analysis aimed to determine the extent to which these 
variables influenced the levels of urinary sCD163. 
Serum albumin and ESR were the main significant 
predictors found in this model with p values of 0.004 
and < 0.0001 respectively (Table 2). 

The ability of urinary sCD136 to predict renal 
activity

The optimum cut-off value for urinary sCD136 
to predict renal activity was > 4.2 with a sensitivity of 
60.5%, specificity of 66.7, the area under the curve 

TABLE 1. CLINICAL CHARACTERISTICS OF SYSTEMIC LUPUS ERYTHEMATOSUS PATIENTS WITH AND WITHOUT ACTIVE 
RENAL DISEASE

Clinical 
characteristics 

variables

All SLE
(n = 68)

Active LN
(n = 38)

Non-active LN
(n = 15)

SLE without 
nephritis
(n = 15)

p-value

Age (years) 37.73±12.37 36.89±14.19 40.73±8.53 36.86±10.73 0.421

Sex 
Male 4 (5.9%) 0 (0.0%) 0 (0.0%) 4 (26.7%)

0.003*
Female 64 (94.1%) 38 (100.0%) 15 (100.0%) 11 (73.3%)

CD163 level (ng/mL) 5.38 (1.87-10.48) 4.8 (3.5-7.7) 1.1 (0.9-1.6) < 0.0001*

Complement C3 (mg/dL) 24.0 (12.0-110.0) 18.0 (10.0-23.25) 114.0 (110.0-148.2) 102.5 (30.0-134.2) < 0.0001*

Complement C4 (mg/dL) 14.0 (12.00-22.25) 14.0 (12.0-17.5) 23.5 (15.0-33.0) 13.5 (8.0-18.5) 0.013*

Haemoglobin (g/dL) 3.9 (1.4-5.9) 9.0 (8.3-10.0) 10.0 (9.0-13.0) 9.5 (8.5-11.0) 0.005*

Platelets (× 103/µL) 165.0 (150.0-189.0) 186.0 (158.0-210.0) 165.0 (150.0-175.0) 156.0 (125.0-175.0) 0.040*

WBCs (× 103/µL) 4.8 (4.1-6.4) 4.2 (3.7-5.4) 6.1 (4.3-6.4) 6.9 (3.1-8.3) 0.076

Serum Albumin (gm/dL) 4.0 (3.5-5.0) 3.5 (2.4-7.5) 4.0 (4.0-4.5) 4.5 (3.5-5.0) 0.408

Serum Creatinine (mg/L) 1.5 (0.9-1.9) 1.8 (1.5-2.6) 1.2 (0.9-1.6) 0.9 (0.8-0.9) < 0.0001*

Proteinuria (g/24 h) 1.3 (0.4-4.0) 2.9 (1.8-4.8) 0.6 (0.4-1.0) 0.2 (0.1-0.2) < 0.0001*

ESR (mm/1st h) 110.0 (100.0-110.0) 110.0 (107.0-110.0) 100.0 (10.0-115.0) 100.0 (90.0-110.0) 0.194

BUN (mg/dL) 65.0 (65.0-98.7) 65.0 (65.0-110.0) 65 (65) 65.0 (19.0-65.0) < 0.0001*

+ ve anti ds-DNA 67 (98.5%) 38 (100.0%) 14 (93.3%) 15 (100.0%) 0.138

Note. *, significant. Values are presented as number (%), median (IQR) and mean±SD. SLE, systemic lupus erythematosus; ALN, 
active lupus nephritis; ILN, inactive lupus nephritis; NRA, no-renal activity; RBCs, red blood cells; WBCs, white blood cells; ESR, 
erythrocyte sedimentation rate; BUN, blood urea nitrogen; Anti-dsDNA antibody, anti-double stranded deoxyribonucleic acid 
antibody.



339

Мочевой CD163 как биомаркер волчаночного нефрита
Urinary CD163 as a lupus nephritis biomarker2025, Vol. 27,  2

2025, Т. 27, № 2

(AUC) 0.685, 95% confidence interval (CI) (0.558-
0.811), p = 0.009 (Figure 2).

sCD163 levels among different renal histopatho-
logical classes

When comparing sCD163 levels among different 
renal histopathological classes no significant 
correlation was found (p-value 0.211). Levels 
of sCD163 couldn’t substitute renal biopsy in 
histopathological classification (Table 3). 

Discussion
Adequately diagnosing active LN is the first step 

in proper control. Finding a biomarker with accepted 
sensitivity and specificity is a precious aim especially 
if this marker needs a non-invasive procedure to be 
evaluated and is easily estimated. Urinary biomarkers 
which may have more specific targeting of renal 

Figure 1. Violin plot for normalized urinary sCD163 levels in 
systemic lupus erythematosus patients
Note. LN, lupus nephritis; SLE, systemic lupus erythematosus.

Figure 2. Receiver operating characteristic (ROC) curves for 
prediction active lupus nephritis by urinary sCD163 level
Note. The optimum cut-off value for urinary sCD136 to predict renal 
activity was > 4.2 with sensitivity 60.5%, specificity 66.7, area under 
the curve (AUC) 0.685, 95% confidence interval (CI) (0.558-0.811), 
p = 0.009.

TABLE 2. COMPARISON OF URINARY sCD163 LEVELS 
WITH PATHOLOGICAL CLASSIFICATION OF RENAL 
BIOPSY IN ACTIVE LUPUS NEPHRITIS PATIENTS

Clinical characteristics 
variables

Univariate regression 
analysis

B (95% CI) p-value

Age (years) -0.11 
(-0.54-0.31) 0.588

Sex 
Female 8.49 

(-13.92-30.90) 0.452

Male – – 

Complement C3 (mg/dL) -0.07 
(-0.17-0.03) 0.185

Complement C4 (mg/dL) -0.08 
(-0.23-0.07) 0.290

Haemoglobin (g/dL) -0.09 
(-3.37-3.18) 0.953

Platelets (× 103/µL) 0.02 
(-0.05-0.10) 0.580

WBCs (× 103/µL) -0.43 
(-2.18-1.31) 0.619

Serum Albumin (gm/dL) 4.33 
(1.45-7.22) 0.004*

Serum Creatinine (mg/dL) 1.34 
(-4.64-7.34) 0.655

Proteinuria (g/24 h) 0.46 
(-1.94-2.86) 0.703

ESR (mm/1st h) -0.51 
(-0.69 – -0.33) < 0.0001*

BUN (mg/dL) 0.19 
(-0.01-0.38) 0.051

+ ve anti-ds-DNA 7.97 
(-35.98-51.93) 0.718

Note. Values are presented as median (IQR). LN, lupus 
nephritis; ALN, active lupus nephritis; ILN, inactive lupus 
nephritis.

TABLE 3. LINEAR REGRESSION MODEL FOR 
SOCIODEMOGRAPHIC AND CLINICAL CHARACTERISTICS 
AFFECTING URINARY sCD163 LEVELS IN SYSTEMIC 
LUPUS ERYTHEMATOSUS PATIENTS

Renal biopsy LN class 
in … 

patients

Urinary sCD163 
Median (IQR)

Active LN (n = 36)

class III (n = 19) 5.3 (1.4-5.4)

class IV (n = 28) 10.4 (1.8-11.1)

class V (n = 1) 2.7

p-value 0.211

Note. *, significant. RBCs, red blood cells; WBCs, white 
blood cells; ESR, erythrocyte sedimentation rate; BUN, blood 
urea nitrogen; Anti-dsDNA antibody, anti-double stranded 
deoxyribonucleic acid antibody.
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affection compared with systemic ones are the main 
aim [26].

CD163 is a protein that acts as an indicator for 
the M2 phenotype of macrophages, being primarily 
found on their surfaces. It belongs to the scavenger 
receptor cysteine-rich (SRCR) superfamily and 
plays a crucial role in regulating inflammation and 
immune responses. The levels of urinary CD163 can 
be influenced by the proteolytic cleavage of these 
receptors, which occurs as a result of M2 macrophage 
activation [8, 15].

The main function of CD163 can be summarized 
as targeting apoptotic cells for removal and 
preventing the release of self-antigens that could 
trigger an autoimmune response. In cases of LN, 
the impaired clearance of apoptotic cells leads to the 
accumulation of self-antigens in the kidneys, which 
in turn stimulates the immune response [14, 17, 
23]. CD163 expression is often upregulated in the 
presence of infection inflammation, or tissue injury, 
making it a useful marker for certain pathological 
conditions [25]. Macrophages have been implicated 
in the development and progression of Systemic 
Lupus Erythematosus (SLE). 

Two main subtypes of macrophages, namely the 
classically activated inflammatory M1 macrophages 
and the alternatively activated M2 macrophages, 
have been identified. M2 macrophages exhibit 
pro-fibrotic, immune-regulatory, remodeling, and 
anti-inflammatory effects. G. Olmes et al. [23] 
conducted a study and found a higher presence 
of M2 macrophages and a lower presence of M1 
macrophages across all classes of LN. These findings 
suggest that M2 macrophages may play a significant 
role in driving or regulating interstitial inflammation, 
cellular crescent formation, and fibrinoid necrosis, 
which are characteristic features of LN [11, 19]. 
Therefore, CD163+ M2 macrophages are believed to 
be the predominant type of macrophage infiltrates in 
cases of LN.

In this study, the levels of urinary sCD163 were 
found to be significantly higher in patients with active 
LN compared to those with non-active LN, as well 
as in both LN groups compared to individuals with 
Systemic Lupus Erythematosus (SLE) but without 
nephritis. These findings align with the results 
reported by J.M. Mejia-Vilet et al. [19] and R. Gupta 
et al. [11]. The elevated levels of urinary sCD163 in 
active LN may be attributed to the local activation 
of M2 macrophages within the kidneys, leading to 
the production and release of sCD163 into the urine 
through proteolysis [8].

Regarding the prediction of renal activity, this 
study determined that a cutoff value of > 4.2 ng/ mL 
for urinary sCD163 had a sensitivity of 60.5% and 
specificity of 66.7%. In contrast, N.M. Gamal et 
al. [10] obtained a higher sensitivity of 90.3% and 
specificity of 88.89% with a cutoff value of > 0.82 
(U/ mL/mg/dL). J.M. Mejia-Vilet et al. [19], on the 

other hand, identified a cutoff value of > 130 ng/ mmol 
with a sensitivity of 97% and specificity of 94%. 
The variations in sensitivity and specificity among 
these studies may be attributed to differences in 
disease prevalence and patient populations, as these 
factors can influence the prevalence, sensitivity, and 
specificity of the diagnostic test [13].

Urinary sCD163 in this study showed a significant 
correlation with renal SLEDAI in predicting renal 
activity p value 0.009. This agrees with other studies 
that reported that urinary sCD163 has a significant 
role in predicting renal activity [11, 30].

When comparing results obtained regarding 
the capability of urinary CD163 levels to predict 
proliferative LN to other studies mentioning this 
point, our study disagrees with the majority in 
proposing a significant correlation [9, 11, 30]

In this study, a significant correlation was found 
between urinary sCD163 and serum albumin levels. 
This finding aligns with the results reported by 
N.M. Gamal et al. [10]. The correlation may be 
attri buted to the fact that low levels of albumin are 
indicative of kidney injury. Additionally, the acute-
phase response, which occurs during systemic 
inflammation, can affect albumin levels. Serum 
albumin is considered a negative acute-phase 
reactant, and its levels tend to decrease in response to 
inflammation [29]. A.A. Zeraati et al. [29] also found 
that lower albumin levels are significantly associated 
with higher disease activity in lupus. Furthermore, 
this study revealed a significant correlation between 
urinary sCD163 and erythrocyte sedimentation rate 
(ESR). This finding is consistent with the findings 
of Y.J. Huang et al. [12]. The elevation of ESR is 
commonly observed in inflammatory conditions, 
including autoimmune diseases. In patients with 
Systemic Lupus Erythematosus (SLE), higher ESR 
levels are often detected compared to C-reactive 
protein (CRP) levels. ESR elevations have also been 
strongly linked to disease exacerbations in SLE [16].

However, in contrast to the findings of Y.J.  Huang 
et al. and J.M. Mejia-Vilet et al., this study did not find 
a significant relationship between urinary sCD163 
and the presence of anti-ds-DNA antibodies [10, 12]. 
This can be explained by the fact that LN is initiated 
by the deposition of immune complexes containing 
anti-dsDNA antibodies in the kidney. However, the 
presence of immune complexes alone is not sufficient 
to induce renal injury, as additional immunological 
events are required to trigger kidney inflammation 
and damage [12].

In this study, no significant correlation was 
observed between urinary sCD163 and serum C4 
levels. These findings are consistent with the results 
reported by N.M. Gamal et al. and Y.J. Huang et 
al., who also found no correlation between urinary 
sCD163 and C4 levels [19, 24]. Additionally, this 
study found no significant correlation between 
urinary sCD163 and serum C3 levels. This result 
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aligns with the findings of N.M. Gamal et al. [10] 
but differs from the observations made by T. Zhang 
et al. [30] and Y.J. Huang et al. [12] who reported a 
correlation between urinary sCD163 and C3 levels. 
The complex and intricate role of the complement 
system in the pathophysiology of LN contributes to 
this lack of consistent correlation. The complement 
system involves multiple activation pathways, 
numerous regulators, and genetic variations, making 
it challenging to establish a clear relationship. The 
complement system exhibits contradictory roles in 
LN, as it seems to play a protective role in preventing 
lupus initiation and disease activity through the 
classical pathway, while also contributing to tissue 
damage associated with LN [7].

The levels of urinary sCD163 showed variation 
across different pathological classes of active LN in 
patients who underwent renal biopsy, although this 
variation was not found to be statistically significant. 
This finding is consistent with the results reported 
by R.  Gupta et al. [11] and N.M. Gamal et al. [10]. 
However, T. Zhang et al. observed a significant 
elevation of urinary sCD163 specifically in patients 
with proliferative LN [30]. This discrepancy in 
findings could be attributed to the fact that uCD163 
is not specific to LN and its levels can be elevated 

in several other glomerular diseases. Consequently, 
uCD163 may be useful in identifying the inflammatory 
activity in LN, but only if other glomerular diseases 
are excluded [19].

To conclude CD163 is a promising biomarker for 
the diagnosis of active LN. Studies have shown that 
levels of soluble CD163 (sCD163) in the blood and 
urine are significantly elevated in patients with active 
LN compared to those with inactive disease or healthy 
controls.

Measuring sCD163 can help distinguish active 
from inactive LN, which is critical for guiding 
treatment decisions. Elevated sCD163 has shown good 
sensitivity and specificity for detecting active nephritis 
flares. It may also correlate with other markers of 
disease activity and could be used to monitor response 
to therapy.

Conclusion
Further research is needed to fully validate the 

clinical utility of sCD163 testing. However, the current 
evidence suggests it is a useful noninvasive biomarker 
that can complement other tests like kidney biopsies in 
the diagnosis and management of LN. Incorporating 
sCD163 measurement into the standard workup for 
these patients has the potential to improve outcomes.
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ВОЗРАСТНЫЕ ОСОБЕННОСТИ СОДЕРЖАНИЯ ЦИТОКИНОВ 
В КРОВИ У ШКОЛЬНИКОВ С ГАСТРИТОМ ПРИ СЕМЕЙНОЙ 
ПРЕДРАСПОЛОЖЕННОСТИ К ЯЗВЕННОЙ БОЛЕЗНИ
Поливанова Т.В.1, 2, Вшивков В.А.1
1 Научно-исследовательский институт медицинских проблем Севера – обособленное подразделение ФГБНУ 
«Федеральный исследовательский центр “Красноярский научный центр Сибирского отделения Российской 
академии наук”», г. Красноярск, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Красноярский государственный медицинский университет имени профессора В.Ф. Войно-
Ясенецкого», г. Красноярск, Россия

Резюме. Во многих исследованиях показана ассоциация проявлений гастрита с уровнем содержа-
ния конкретных цитокинов. Причем нередко наблюдаются достаточно противоречивые данные. Не 
изученным в возрастных группах детей является вопрос о связи гастрита и содержания цитокинов 
крови при наличии семейной предрасположенности к язвенной болезни, которая, как известно, со-
пряжена с неблагоприятным течением воспалительного процесса в слизистой оболочке желудка.

Цель – оценить ассоциацию цитокинов в сыворотке крови (IL-2, IL-4, IL-8, IL-18, IL-1β, IFNα, 
TNFα) с гастритом в возрастных группах школьников при семейной предрасположенности к язвен-
ной болезни.

Проведена эзофагогастродуоденоскопия с забором биопсийного материала из слизистой желудка 
детям с гастроэнтерологическими жалобами в возрасте 7-17 лет. Всего обследовано 143 ребенка с мор-
фологическим подтверждением у них гастрита (Сиднейская классификация). Также определено на-
личие H. pylori морфологическим методом. Уровень цитокинов сыворотки крови установлен методом 
ИФА. Различия признаков оценивали с помощью критерия Манна–Уитни.

В ходе исследования установлено, что у школьников с гастритом наличие семейной предраспо-
ложенности к язвенной болезни сопряжено с увеличением содержания IFNα в крови, как в старшей 
возрастной группе (р = 0,001), так и в младшей (р = 0,023). При этом между детьми с семейным отя-
гощением в возрастных группах школьников различий содержания IFNα не было. Кроме того, у стар-
ших школьников с отягощением, в отличие от младших, отмечено увеличение уровня IL-2 (р = 0,001) и 
IL-4 (р = 0,015). У детей с семейной предрасположенностью к язвенной болезни при инфицировании 
H. pylori различия содержания цитокинов в зависимости от возраста отсутствовали. Отмечено, что 
при высокой степени активности (2-3-я степень) гастрита различий содержания цитокинов у школь-
ников младшей и старшей возрастных групп не было. Исключение составило содержание IL-4, кото-
рый был выше у старших школьников при гастрите 1-й степени (р = 0,049).

Таким образом, у детей в зависимости от наличия семейного отягощения по язвенной болезни 
имеются отличия цитокинового профиля с особенностями их содержания в возрастных группах, в 
частности это касается уровня IFNα и IL-4.

Ключевые слова: цитокины, дети, возраст, гастрит, язвенная болезнь, семейная предрасположенность
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AGE-RELATED FEATURES OF BLOOD CYTOKINE CONTENTS 
IN SCHOOLCHILDREN WITH GASTRITIS AND FAMILY 
PREDISPOSAL TO PEPTIC ULCER DISEASE
Polivanova T.V.a, b, Vshivkov V.A.a 
a Research Institute of Medical Problems of the North, Krasnoyarsk Research Center, Siberian Branch, Russian 
Academy of Sciences, Krasnoyarsk, Russian Federation  
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Abstract. A number of studies have shown an association of gastritis symptoms with the levels of specific 
cytokines. However, some data observed are quite contradictory. Meanwhile, the peptic ulcer disease is known 
to be associated with unfavorable course of inflammatory processes in gastric mucosa, Moreover, the potential 
relationships between gastritis and blood cytokine levels in cases of familial predisposal to gastric ulcer have 
not been studied in children’s age. The aim of our study was to evaluate associations of cytokines in blood 
serum (IL-2, IL-4, IL-8, IL-18, IL-1β, IFNα, TNFα) with gastritis in the age groups of schoolchildren with 
a family predisposal to peptic ulcer disease. To this purpose, sophagogastroduodenoscopy with biopsies of 
gastric mucosa was performed in the children and adolescents (7 to 17 years old) with gastroenterological 
complaints. A total of 143 children, who had morphologically confirmed gastritis (Sydney classification), 
were under study, The presence of H. pylori was also determined by morphological technique. The levels of 
serum cytokines were measured by ELISA technique. The inter-group differences in laboratory parameters 
were assessed using the Mann–Whitney test. The study has shown that in schoolchildren with gastritis and 
reported family predisposal for peptic ulcer, the disease is associated with increased content of IFNα in blood, 
both in the older age group (p = 0.001) and among younger children (p = 0.023). Meanwhile, there were no 
differences in IFNα content between children with hereditary burden in different age groups. In addition, in 
older patients with familial burden, in contrast to younger children, an increased level of IL-2 (p = 0.001) and 
IL-4 (p = 0.015) was noted. Among children with family predisposal to peptic ulcer and H. pylori infection, no 
age-dependent differences in cytokine levels were found. No differences in the cytokine contents were revealed 
between schoolchildren of younger and older age with highly active gastritis (grade 2-3). IL-4 contents was the 
only exception which was higher in older schoolchildren with grade 1 gastritis (p = 0.049). The differences in 
blood cytokine profile in the schoolchildren may depend on family history of peptic ulcer disease, with some 
age-dependent characteristics, in particular, concerning IFNα and IL-4 levels.

Keywords: cytokines, children, age, gastritis, peptic ulcer, family predisposal

Введение
Ассоциация клинико-морфологических про-

явлений гастрита с уровнем концентрации кон-
кретных цитокинов показана в многочисленных 
исследованиях. Причем нередко наблюдаются 
достаточно противоречивые данные по одному 
и тому же вопросу, что во многом можно объ-
яснить характеристикой самой обследованной 
группой пациентов (пол, этнос, инфицирование 
H. pylori (Helicobacter pylori), специфика условий 
проведения эксперимента и т. д.) [3, 4, 6, 11, 19]. 
В исследованиях показана специфика цитоки-
нового профиля у школьников в зависимости от 
семейной предрасположенности к заболеваниям 
желудка, в частности к язвенной болезни (ЯБ) 
и раку желудка [1, 2]. Наследственная предрас-
положенность к ЯБ в первую очередь влияет на 
баланс защитных и агрессивных факторов слизи-
стой оболочки желудка в сторону усиления агрес-
сии, что сопряжено с усилением воспалительного 
процесса и его прогрессирующим течением [1]. 
Это сопряжено с изменением гормональной ре-

гуляции функциональной активности желудка, 
в частности с увеличением выработки гастрина, 
ацетилхолина, а также активатора кислотообра-
зования гистамина [8], имеющей особенности 
в детском возрасте. Она связана с тем, что при-
сутствует существенная динамика морфо-функ-
циональных параметров физиологических си-
стем организма, затрагивающая иммунные, 
гормональные, морфологические процессы в 
организме и т. д., обусловленная формированием 
зрелости функциональных систем [9, 10]. Это не-
сомненно находит отражение в закономерностях 
течения воспалительных процессов в возрастных 
группах. Очевидно, что немаловажным является 
состояние регуляторных механизмов, обеспе-
чиваемых цитокинами при гастрите у детей раз-
личного возраста, в том числе при ассоциации с 
инфекцией H. pylori, которой присуще крайне не-
гативное влияние на течение гастрита [5, 15, 16]. 
Не изученным в возрастных группах школьников 
является вопрос о ассоциации гастрита и содер-
жания цитокинов крови при наличии семейной 
предрасположенности к ЯБ, которая также, как 
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известно, сопряжена с неблагоприятным течени-
ем воспалительного процесса в слизистой обо-
лочке желудка [1]. 

Цель – оценить ассоциацию цитокинов в 
сыворотке крови (IL-2, IL-4, IL-8, IL-18, IL-1β, 
IFNα, TNFα) с гастритом в возрастных группах 
школьников при семейной предрасположенно-
сти к язвенной болезни.

Материалы и методы
Оценено содержание цитокинов IL-2, IL-4, 

IL-8, IL-18, IL-1β, IFNα, TNFα в сыворотке кро-
ви у школьников в возрасте 7-17 лет с морфоло-
гически подтвержденным гастритом.

Скрининговым методом осуществлен подбор 
детей для исследования. Для этого использова-
лись стандартные анкеты, которые содержали 
комплекс вопросов о наличии у ребенка гастро-
энтерологических жалоб и заболеваний желу-
дочно-кишечного тракта у родственников (1-2-й 
степени родства). Детям с гастроэнтерологиче-
скими жалобами проведена эзофагогастродуоде-
носкопия с забором биопсийного материала из 
слизистой оболочки антрального отдела желудка.

Морфологически определялись наличие и ак-
тивность воспалительного процесса в слизистой 
оболочке желудка с использованием световой 
микроскопии биопсийных срезов после окраски 
гематоксилин-эозином согласно Сиднейской 
клас сификации, базирующейся на оценке интен-
сивности нейтрофильной инфильтрации эпителия 
и/или собственной пластинки. Подтверждение 
бактериальной инвазии H. pylori осуществлялось 
морфологическим методом – в биопсийных сре-
зах после их окраски по Гимзе [7, 18].

Определение содержания цитокинов в сы-
воротке крови проводили методом иммунофер-
ментного анализа (ИФА) с применением тест си-
стем фирмы АО «Вектор-Бест» (г. Новосибирск, 
Россия). Для этого производился забор крови 
у обследуемых объемом 5 мл, которую центри-
фугировали, отделяли сыворотку и хранили при 
температуре -20 °C до проведения методики в со-
ответствии с инструкцией производителя.

Критериями исключения детей из исследо-
вания являлись: 1) возраст ребенка младше 7 и 
старше 17 лет; 2) наличие острых воспалительных 
заболеваний в течение последнего месяца; 3) на-
личие хронических заболеваний других органов в 
стадии обострения; 4) функциональная недоста-
точность органов и систем организма; 5) наличие 
аллергических заболеваний; 6) отсутствие мор-
фологических признаков гастрита; 7) наличие 
органической патологии желудка (язвенная бо-
лезнь, эрозивный гастрит); 8) наличие сведений 
о эрадикационной терапии H. pylori в течение по-
следних 2 месяцев. Всего обследовано 143 ребен-
ка с гастритом: 38 младших школьников 7-11 лет 
и 105 старших школьников 12-17 лет. При анали-

зе материала мы разделяли обследованных детей 
на группы: с семейной предрасположенностью к 
ЯБ и без нее.

Протокол исследования соответствует эти-
ческим принципам статьи 24 Конституции РФ 
и Хельсинкской декларации Всемирной меди-
цинской ассоциации. Исследование выполнено 
в рамках научной темы и одобрено комитетом 
по этике ФГБНУ «Научно-исследовательский 
институт медицинских проблем Севера», г. Крас-
ноярск (протокол № 9 от 12 сентября 2016 г.). От 
всех участников исследования предварительно 
были получены письменные информированные 
согласия. В работе использовалось эндоскопи-
ческое оборудование Красноярского региональ-
ного центра коллективного пользования ФИЦ 
КНЦ СО РАН.

Анализ статистической значимости различий 
признаков проводили с помощью программы 
SPSS version 23.0 (IBM, Inc., США). Значимость 
различий количественных признаков оценива-
лась с помощью критерия Манна–Уитни. Резуль-
таты исследования представлены для выборок, 
не подчиняющихся нормальному закону рас-
пределения, медианой (Ме) и интерквартильным 
интервалом (Q0,25-Q0,75). Уровень статистической 
значимости различий признаков равен 0,05.

Результаты
Установлено, что в возрастных группах 

школьников с гастритом при наличии семейной 
предрасположенности к язвенной болезни име-
лось своеобразие цитокинового профиля в срав-
нении с детьми без предрасположенности. При 
этом имелись особенности в возрастных груп-
пах. Так, среди старших школьников при нали-
чии семейного отягощения по ЯБ был выше IL-2 
(р = 0,001) и IL-4 (р = 0,015), чем без семейного 
отягощения (табл. 1). Кроме того, у детей с пред-
расположенностью к ЯБ наблюдалось увеличе-
ние содержания IFNα, причем это наблюдалось, 
как в старшей возрастной группе (р = 0,001), так 
и в младшей (р = 0,023). Особо обращало на себя 
внимание то, что содержание цитокинов в крови 
у детей с семейной предрасположенностью к ЯБ 
в старшей и младшей возрастных группах разли-
чий не имело. Очевидно, это является свидетель-
ством выраженного специфического влияния 
цитокинового регуляторного звена на течение 
гастрита у школьников с семейной предрасполо-
женностью к ЯБ. 

Проанализировано состояние цитокиново-
го профиля при гастрите, ассоциированном с 
H. pylori у обследуемых в возрастных группах при 
семейном отягощении по ЯБ, учитывая особую 
его негативную роль в развитии язвенной бо-
лезни. Мы сделали предположение о наличии у 
школьников с предрасположенностью к ЯБ воз-
растных физиологических особенностей цито-
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киновой регуляции гастрита, ассоциированного 
с инфекцией (табл. 2). Установлено, что у детей, 
имеющих семейную предрасположенность к ЯБ, 
при инфицировании H. pylori, различия содержа-
ния цитокинов в зависимости от возраста отсут-
ствовали, что еще раз подчеркивает генетические 
аспекты специфики регуляторного цитокиново-
го звена при гастрите у лиц с семейной предрас-
положенностью к ЯБ.

Однако инфицирование H. pylori отражалось 
на содержании цитокинов в сыворотке крови при 
гастрите у школьников с семейным отягощением 
по ЯБ, что наблюдались при сравнении с про-
филем цитокинов у детей аналогичного возрас-
та без семейного отягощения по ЯБ. Причем это 
касалось только старших школьников, у которых 
при наличии семейной предрасположенности к 
ЯБ, как у инфицированных, так и неинфициро-
ванных, отмечено увеличение содержания в кро-
ви IFNα (р = 0,015 и р = 0,008 соответственно) в 
сравнении с показателями у детей без семейного 
отягощения по ЯБ. Кроме того, в группе неинфи-
цированных старших школьников с отягощени-
ем по ЯБ отмечено увеличение содержания IL-4 
в сравнении с детьми без отягощения (р = 0,032). 

Наличие инфекции H. pylori, как известно, 
сопряжено с усилением активности воспали-

тельного процесса. При этом исследователи еди-
нодушны в том, что наличие или даже ее дли-
тельная персистенция, не всегда ассоциирована 
с высокой активностью гастрита. Учитывая, что 
предрасположенность к ЯБ также имеет выра-
женное негативное влияние на прогрессирова-
ние гастрита, мы проанализировали содержание 
цитокинов в крови при различной активности 
гастрита у школьников младшей и старшей воз-
растных групп с семейным отягощением по ЯБ 
(табл. 3). Было отмечено, что при высокой сте-
пени активности (2-3-я степень) различий содер-
жания цитокинов у школьников младшей и стар-
шей возрастных групп не отмечено. Исключение 
составило содержание IL-4, который был выше 
у старших детей при гастрите 1-й степени. Все 
остальные различия между группами преимуще-
ственно касались сравнения содержания цитоки-
нов у школьников с отягощением и без отягоще-
ния по ЯБ. Важно, что и у младших, и у старших 
школьников с семейной отягощенностью по ЯБ 
наблюдалось увеличение IL-4 (р = 0,039; р = 0,043 
соответственно). При этом у старших оно выше 
уже при 1-й степени активности, чем у младших, 
как уже было отмечено. 

Другой цитокин, который имел особенности 
содержания в сыворотке крови у детей с семей-

ТАБЛИЦА 1. СОДЕРЖАНИЕ ЦИТОКИНОВ В КРОВИ У ДЕТЕЙ С ГАСТРИТОМ ПРИ СЕМЕЙНОЙ 
ПРЕДРАСПОЛОЖЕННОСТИ К ЯЗВЕННОЙ БОЛЕЗНИ
TABLE 1. CONTENT OF CYTOKINES IN THE BLOOD IN CHILDREN WITH GASTRITIS WITH A FAMILY PREDISPOSITION 
TO PEPTIC ULCER DISEASE

Возрастная 
группа

Age group

Семейная предрасположенность 
к язвенной болезни

Family predisposition to peptic 
ulcer disease

Цитокины
Cytokines

IL-2 IL-4 IL-8 IL-18 IL-1ββ IFNαα TNFαα

7-11 лет
7-11 years

Есть (n = 10)
Yes (n = 10)

Me 0,1 1,5 13,8 161,4 0,1 1,2 0,1
Q0,25 0,1 0,6 1,4 98,6 0,1 0,1 0,1
Q0,75 0,3 1,9 89,6 196,6 0,1 1,7 0,1

Нет (n = 28)
No (n = 28)

Me 0,1 1,2 13,5 128,7 0,1 0,1 0,1
Q0,25 0,1 0,3 0,1 52,7 0,1 0,1 0,1
Q0,75 0,1 2,0 95,1 327,1 1,8 1,2 0,1

12-17 лет
12-17 years old

Есть (n = 44)
Yes (n = 44)

Me 0,1 1,7 19,7 117,9 0,1 0,6 0,1
Q0,25 0,1 0,9 0,1 71,5 0,1 0,1 0,1
Q0,75 0,5 2,0 73,1 183,4 0,1 2,0 0,1

Нет (n = 61)
No (n = 61)

Me 0,1 1,1 14,4 121,9 0,1 0,1 0,1
Q0,25 0,1 0,5 0,1 44,2 0,1 0,1 0,1
Q0,75 0,1 1,8 70,9 184,1 0,1 1,0 0,1

р

1-2 0,205 0,739 1,0 0,946 0,074 0,023 0,229
3-4 0,001 0,015 0,486 0,784 0,245 0,001 0,441
1-3 0,854 0,489 0,933 0,337 0,764 0,736 0,206
2-4 0,395 0,603 0,363 0,546 0,028 0,611 0,636

Примечание. n – число детей; p – уровень значимости.

Note. n, number of children; p, level of significance.
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ТАБЛИЦА 2. СОДЕРЖАНИЕ ЦИТОКИНОВ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ПРИ СЕМЕЙНОЙ ПРЕДРАСПОЛОЖЕННОСТИ 
К ЯЗВЕННОЙ БОЛЕЗНИ У ДЕТЕЙ С H. PYLORI-АССОЦИИРОВАННЫМ ГАСТРИТОМ

TABLE 2. CONTENT OF CYTOKINES IN BLOOD SERUM WITH A FAMILY PREDISPOSITION TO PEPTIC ULCER DISEASE 
IN CHILDREN WITH H. PYLORI-ASSOCIATED GASTRITIS

Возрастная 
группа

Age group
H. pylori

Семейная 
предрасположенность 

к язвенной болезни
Family predisposition 

to peptic ulcer disease

Цитокины
Cytokines

IL-2 IL-4 IL-8 IL-18 IL-1ββ IFNαα TNFαα

7-11 лет
7-11 years

H. pylori +

Есть (n = 4)
Yes (n = 4)

Me 0,1 1,0 13,8 182,2 0,1 0,3 0,1
Q0,25 0,1 0,1 3,4 91,7 0,1 0,1 0,1
Q0,75 0,4 1,2 68,3 262,3 0,1 1,0 1,7

Нет (n = 13)
No (n = 13)

Me 0,1 1,1 24,8 168,9 0,1 0,1 0,1
Q0,25 0,1 0,1 0,8 97,5 0,1 0,1 0,1
Q0,75 0,1 1,8 95,1 355,0 0,1 1,2 0,1

H. pylori -

Есть (n = 6)
Yes (n = 6)

Me 0,1 1,5 7,3 145,3 0,1 1,3 0,1
Q0,25 0,1 0,6 0,5 57,0 0,1 0,1 0,1
Q0,75 0,4 2,0 81,7 174,0 0,1 1,7 0,1

Нет (n = 15)
No (n = 15)

Me 0,1 1,2 7,3 129,0 0,1 0,1 0,1
Q0,25 0,1 0,4 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
Q0,75 0,4 2,0 103,0 318,3 5,9 1,3 0,1

12-17 лет
12-17 years 
old

H. pylori +

Есть (n = 24)
Yes (n = 24)

Me 0,1 1,5 24,3 117,9 0,1 0,6 0,1
Q0,25 0,1 0,6 1,4 33,9 0,1 0,1 0,1
Q0,75 0,5 2,1 93,4 206,7 0,1 1,8 0,1

Нет (n = 42)
No (n = 42)

Me 0,1 1,0 16,4 138,1 0,1 0,1 0,1
Q0,25 0,1 0,5 0,1 70,6 0,1 0,1 0,1
Q0,75 0,4 1,8 80,8 219,7 0,1 0,9 0,1

H. pylori -

Есть (n = 20)
Yes (n = 20)

Me 0,1 1,7 14,0 109,5 0,1 0,5 0,1
Q0,25 0,1 1,0 0,2 80,5 0,1 0,1 0,1
Q0,75 0,5 2,4 74,3 179,1 0,1 1,9 0,1

Нет (n = 19)
No (n = 19)

Me 0,1 1,1 7,8 88,1 0,1 0,1 0,1
Q0,25 0,1 0,3 0,1 24,7 0,1 0,1 0,1
Q0,75 0,1 1,7 76,8 117,7 0,1 0,1 0,1

p

1-2 0,152 1,0 0,665 0,714 0,736 0,736 0,469
3-4 0,897 0,923 0,857 1,0 0,177 0,076 0,833
1-3 0,862 0,864 1,0 0,482 0,862 0,212 0,521
2-4 0,150 0,632 0,584 0,836 0,215 0,521 0,805
5-6 0,828 0,201 0,285 0,597 0,077 0,015 0,197
7-8 0,108 0,032 0,567 0,179 0,658 0,008 1,0
5-7 0,954 0,332 0,425 0,763 0,137 0,968 0,346
6-8 0,138 0,761 0,716 0,186 0,410 0,600 1,0
1-5 0,874 0,844 0,427 0,509 1,0 0,718 0,505
3-7 0,882 0,129 0,929 0,536 0,744 0,836 1,0
2-6 0,042 0,647 0,701 0,412 0,903 0,498 1,0
4-8 0,681 1,0 0,985 1,0 0,079 0,537 1,0

Примечание. n – число детей; p – уровень значимости.

Note. n, number of children; p, level of significance.
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ТАБЛИЦА 3. СОДЕРЖАНИЕ ЦИТОКИНОВ В КРОВИ У ДЕТЕЙ С РАЗЛИЧНОЙ АКТИВНОСТЬЮ АНТРАЛЬНОГО 
ГАСТРИТА ПРИ СЕМЕЙНОЙ ПРЕДРАСПОЛОЖЕННОСТИ К ЯЗВЕННОЙ БОЛЕЗНИ

TABLE 3. CONTENT OF CYTOKINES IN THE BLOOD IN CHILDREN WITH DIFFERENT ACTIVITY OF ANTRAL GASTRITIS WITH 
A FAMILY PREDISPOSITION TO PEPTIC ULCER DISEASE

Возрастная 
группа

Age group

Активность 
гастрита
Gastritis 
activity

Семейная 
предрасположенность 

к язвенной болезни
Family predisposition 

to peptic ulcer disease

Цитокины
Cytokines

IL-2 IL-4 IL-8 IL-18 IL-1ββ IFNαα TNFαα

7-11 лет
7-11 years

1-я степень
1st degree

Есть (n = 6)
Yes (n = 6)

Me 0,1 0,5 4,8 126,0 0,1 0,1 0,1
Q0,25 0,1 0,1 0,1 100,9 0,1 0,1 0,1
Q0,75 2,0 1,0 39,2 156,2 0,1 1,4 0,1

Нет (n = 12)
No (n = 12)

Me 0,1 0,9 0,9 213,3 0,1 0,1 0,1
Q0,25 0,1 0,1 0,1 108,3 0,1 0,1 0,1
Q0,75 0,1 1,8 98,9 265,9 3,7 0,1 0,1

2-3-я 
степень

2nd-3rd degree

Есть (n = 4)
Yes (n = 4)

Me 0,3 2,0 21,5 137,0 0,1 0,8 0,1
Q0,25 0,1 1,0 13,6 22,9 0,1 0,2 0,1
Q0,75 0,5 2,2 72,1 194,9 0,1 1,2 1,7

Нет (n = 16)
No (n = 16)

Me 0,1 1,1 13,4 240,6 0,1 0,1 0,1
Q0,25 0,1 0,3 0,1 32,0 0,1 0,1 0,1
Q0,75 0,1 1,7 89,6 357,9 3,2 0,1 0,1

12-17 лет
12-17 years 
old

1-я степень
1st degree

Есть (n = 21)
Yes (n = 10)

Me 0,1 1,2 16,7 111,0 0,1 0,2 0,1
Q0,25 0,1 0,7 0,7 103,9 0,1 0,1 0,1
Q0,75 0,6 1,7 66,7 231,2 0,1 2,0 0,1

Нет (n = 28)
No (n = 28)

Me 0,1 1,1 16,4 129,6 0,1 0,1 0,1
Q0,25 0,1 0,3 0,1 23,6 0,1 0,1 0,1
Q0,75 0,1 1,8 69,8 189,3 0,1 0,1 0,1

2-3-я 
степень

2nd-3rd degree

Есть (n = 23)
Yes (n = 23)

Me 0,1 1,7 22,6 113,7 0,1 0,5 0,1
Q0,25 0,1 1,0 0,8 35,3 0,1 0,1 0,1
Q0,75 0,5 2,3 74,7 132,1 0,1 1,5 0,1

Нет (n = 33)
No (n = 33)

Me 0,1 1,0 6,4 123,2 0,1 0,1 0,1
Q0,25 0,1 0,5 0,1 50,2 0,1 0,1 0,1
Q0,75 0,5 1,7 94,8 208,0 0,1 1,6 0,1

p

1-2 1,0 0,328 0,892 0,667 0,291 0,616 1,0
3-4 0,039 0,211 0,596 0,486 0,494 0,029 0,494
1-3 0,257 0,071 0,257 1,0 1,0 0,476 0,610
2-4 0,631 0,631 0,614 1,0 0,837 0,909 1,0
5-6 0,251 0,516 0,605 1,0 0,264 0,001 1,0
7-8 0,751 0,043 0,450 0,373 0,756 0,124 0,231
5-7 0,909 0,151 0,587 0,180 0,947 0,695 0,339
6-8 0,284 0,778 0,812 0,840 0,283 0,012 1,0
1-5 0,798 0,049 0,376 0,641 0,887 0,476 1,0
3-7 0,448 0,680 0,869 0,596 0,918 0,918 0,531
2-6 0,965 0,738 0,822 0,800 0,443 0,652 1,0
4-8 0,069 0,930 0,775 0,446 0,074 0,392 1,0

Примечание. n – число детей; p – уровень значимости.

Note. n – number of children; p – level of significance.
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ной отягощенностью по ЯБ, был IFNα. У млад-
ших школьников с предрасположенностью к ЯБ 
он был выше при высокоактивном гастрите в 
сравнении с детьми без отягощения по заболева-
нию (р = 0,029). У старших школьников с семей-
ным отягощением по ЯБ также имелось увеличе-
ние IFNα, но при гастрите с низкой активностью 
(р = 0,001).

Обсуждение
Исследование цитокинового профиля в сы-

воротке крови, включающего в себя IL-2, IL-4, 
IL-8, IL-18, IL-1β, IFNα, TNFα, показало, что 
у школьников с гастритом наличие семейной 
предрасположенности к ЯБ, независимо от воз-
раста, сопряжено с увеличением содержания 
IFNα в крови. Экспериментальными работами 
показано, что введение IFNα [13] в организм 
мышей сопровождается снижением нейтрофиль-
ной инфильтрации слизистой желудка (основной 
признак активности гастрита), индуцированной 
инфекцией H. pylori. При этом данная реакция ре-
ализуется через Toll-подобные рецепторы (TLR), 
которые играют важную роль во врожденном 
иммунитете по защите слизистой оболочки от 
микробов посредством распознавания бактери-
альных молекул, грибов и вирусов, зависящей от 
генетических особенностей макроорганизма (хо-
зяина) [12, 13]. Исходя из имеющихся сведений 
в научной литературе, можно предположить, что 
изменение содержания IFNα у детей с семейным 
отягощением по ЯБ обусловлено особенностя-
ми врожденного иммунитета, который особен-
но важен для детей младшего возраста. Увели-
чение IFNα в сыворотке крови свидетельствует 
о переходе на системный уровень регуляции, 
что дает основание предполагать дефицит реак-
ций врожденного иммунного ответа на местном 
уровне. При этом особенности содержания IFNα 
при семейном отягощении по ЯБ у младших и 
старших школьников: связь с усилением актив-
ности, инфицированием H. pylori относительно 
детей без отягощения, очевидно, обусловлены 

возрастными физиологическими особенностя-
ми ребенка. При этом между детьми с семейным 
отягощением в возрастных группах школьников 
различий содержания IFNα не было. Наряду с 
этим у старших школьников с отягощением по 
ЯБ в отличии от младших, помимо увеличения 
содержания IFNα, отмечено увеличение уровня 
IL-2 и IL-4. При этом данные цитокины имеют 
разнонаправленность своего воздействия: IL-4 
противоспалительное и IL-2 провоспалитель-
ное. Последний (IL-2) обеспечивает естествен-
ную иммунную реакцию на микробную инвазию 
в организм и способствует ее вычленению [17]. 
Системный уровень увеличения IL-2 у детей с 
семейным отягощением по ЯБ также может сви-
детельствовать о недостаточности иммунного от-
вета слизистой оболочки желудка. При этом су-
ществует множество исследований, связанных с 
вовлечением полиморфизмов генов цитокинов в 
риск развития рака желудка, которые активно из-
учаются, в частности это касается IL-4 [14].

Интересен тот факт, что представлены новые 
научные данные о цитокинах, различия содержа-
ния которых нами установлены в исследовании. 
Это IFNα и IL-4. Так, показаны отрицательные 
корреляции между концентрациями TNFα и 
прогнозом хронического атрофического гастри-
та. Тогда как между содержанием IL-4 и про-
гнозом хронического атрофического гастрита 
исследователи фиксировали положительные 
корреляции [20]. 

Заключение
Таким образом, у школьников с гастритом 

наличие семейной предрасположенности к ЯБ 
является фактором, значимо ассоциирующим с 
показателями цитокинового профиля, независи-
мо от возраста школьников. При этом у детей в 
зависимости от наличия семейного отягощения 
по ЯБ имеются отличия цитокинового профиля, 
с особенностями содержания ряда цитокинов в 
возрастных группах школьников, в частности это 
касается уровня IFNα и IL-4.
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СОДЕРЖАНИЕ Th17-СВЯЗАННЫХ И Th2-ЦИТОКИНОВ 
У БОЛЬНЫХ БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМОЙ С ХОЛОДОВОЙ 
ГИПЕРРЕАКТИВНОСТЬЮ ДЫХАТЕЛЬНЫХ ПУТЕЙ
Пирогов А.Б., Приходько А.Г., Пирогова Н.А., Наумов Д.Е., 
Гассан Д.А., Перельман Ю.М. 
ФГБНУ «Дальневосточный научный центр физиологии и патологии дыхания», г. Благовещенск, Россия

Резюме. Феномен холодовой гиперреактивности дыхательных путей весьма распространен среди 
больных бронхиальной астмой. Возможное участие иммунных механизмов в ее формировании не-
достаточно изучено. В частности, отсутствует информация о взаимодействии Th17-связанных цито-
кинов с цитокинами Th2 иммунного ответа, сопровождающими воспаление у больных бронхиаль-
ной астмой при холод-индуцированном бронхоспазме. Цель – оценить содержание интерлейкинов 
IL- 17A, IL-6, IL-22, IL-4 и IL-13 у больных бронхиальной астмой и их роль в формировании холодо-
вой гиперреактивности дыхательных путей. У 43 больных бронхиальной астмой проводили измере-
ние спирометрических показателей форсированного выдоха, оценивали содержание интерлейкинов 
в сыворотке крови до и после проведения бронхопровокационной пробы с 3-минутной изокапниче-
ской гипервентиляцией холодным (-20 °С) воздухом. Сформированы 2 группы пациентов с наличием 
(1-я группа, n = 14) и отсутствием (2-я группа, n = 29) холодовой гиперреактивности дыхательных пу-
тей, верифицируемой по степени падения объема форсированного выдоха за 1 сек (∆ОФВ1игхв) после 
холодовой пробы (-16,5 (-20,0 – -12,0)% и -2,3 (-3,5 – -0,8)% соответственно; р < 0,0001). У больных 
1-й группы по отношению ко 2-й группе регистрировались более низкие исходные значения ОФВ1 
(88,1±3,1% и 96,6±2,2%, р = 0,044) и средней объемной скорости выдоха на уровне 25-75 % жизнен-
ной емкости легких (СОС25-75 62,4±3,87% и 75,6±3,7%, р = 0,013). Кроме того, исходное содержание 
IL-17A, IL-6, IL-4 у лиц с холодовой гиперреактивностью дыхательных путей было значимо выше, 
чем у больных, не реагировавших на холодный воздух. Прослеживалась корреляционная связь меж-
ду содержанием IL-17А в крови и выраженностью реакции бронхов (∆ОФВ1игхв) на холодовую пробу 
(Rs = -0,33; р = 0,049). У больных бронхиальной астмой с холодовой гиперреактивностью дыхатель-
ных путей высокое содержание IL-17A, IL-6 и IL-4 свидетельствует об участии в регуляции холод-ин-
дуцированного бронхоспазма и иммунного ответа как Th2, так и Тh1/Тh17-цитокинов с формирова-
нием иммунного воспаления «Th2-низкого» подтипа.

Ключевые слова: бронхиальная астма, холодовая гиперреактивность дыхательных путей, холод-индуцированный 
бронхоспазм, Тh1/Тh17-цитокины, Th2-цитокины, неаллергический фенотип астмы
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CONTENT OF Th17 RELATED AND Th2 CYTOKINES 
IN ASTHMA PATIENTS WITH COLD AIRWAY 
HYPERRESPONSIVENESS
Pirogov A.B., Prikhodko A.G., Pirogova N.A., Naumov D.E., 
Gassan D.A., Perelman J.M.
Far Eastern Research Center of Respiratory Physiology and Pathology, Blagoveshchensk, Russian Federation

Abstract. The phenomenon of cold airway hyperresponsiveness is rather common among patients with 
bronchial asthma. Possible participation of immune mechanisms in its occurence is scarcely studied. In 
particular, there is no information about interaction between Th17-related cytokines, and cytokines of Th2 
immune response related to inflammation in asthma patients with cold-induced bronchospasm.Our objective 
was to evaluate the contents of IL-17A, IL-6, IL-22, IL-4 and IL-13 interleukins in asthma patients, and to 
specify their role in the formation of cold airway hyperresponsiveness. Spirometric indices of forced expiratory 
flow were measured in 43 patients with bronchial asthma. The content of interleukins in blood serum was 
estimated before and after bronchoprovocation test with 3-min. isocapnic hyperventilation with cold (-20 °C) 
air. Two groups of patients were formed with presence (group 1, n = 14) and absence (group 2, n = 29) of cold 
airway hyperresponsiveness, verified by the degree of forced expiratory volume reduction per 1 sec. (∆FFV1ihca) 
after the cold test  (-16.5 (-20.0 – -12.0)%  and -2.3 (-3.5 – -0.8)%, respectively; p < 0.0001). In group 1, when 
compared with group 2, lower baseline values of FEV1 (88.1±3.1% and 96.6±2.2%, p = 0.044), and forced 
midexpiratory flow (MEF25-75 62.4±3.87% and 75.6±3.7%, p = 0.013) were registered. Moreover, the baseline 
contents of IL-17A, IL-6, IL-4 in subjects with cold airway hyperresponsiveness were significantly higher than 
in patients who did not respond to cold air. There was a correlation between IL-17A content in blood and 
severity of bronchial reaction (∆FEV1ihca) to cold test (Rs = -0.33; p = 0.049). In asthma patients with cold 
airway hyperresponsiveness, high contents of IL-17A, IL-6 and IL-4 suggest a participation of both Th2 and 
Th1/Th17 cytokines in regulation of cold-induced bronchospasm and immune response with development of 
immune inflammation of “Th2 low” subtype.

Keywords: bronchial asthma, cold airway hyperresponsiveness, bronchospasm, cold-induced, Th1/Th17 and Th2 cytokines,  
non-allergic asthma

Введение
Бронхиальная астма (БА) рассматривает-

ся преимущественно как Th2-опосредованный 
иммунопатологический процесс, связанный с 
атопией, эозинофильным воспалением дыха-
тельных путей, повышенным содержанием эози-
нофилов в мокроте, жидкости бронхоальвеоляр-
ного лаважа, сыворотке крови. Аллергическая 
форма болезни является наиболее изученным 
фенотипом, присущим около 50% астматиков [7] 
и обусловленным центральной ролью IL-4 и 
IL-13 в активации экспрессии фактора транс-
крипции Th2 GATA-3, регулирующего секрецию 
Th2-цитокинов [14, 25]. Неатопическую, плохо 
поддающуюся лечению кортикостероидами, тя-
желую астму ассоциируют с аллергическим вос-
палением «Th2-низкого» подтипа, отличающим-
ся от аллергического воспаления «Th2-высокого» 
подтипа профилем медиаторов, контролирую-
щих воспалительный паттерн бронхов [10], или с 

не Th2-опосредованным нейтрофильным воспа-
лением, характеризующимся активацией нейтро-
фильного компонента при снижении активности 
его атопического компонента [7, 19].

Приоритетная роль в рекрутировании и ак-
тивации нейтрофилов при БА принадлежит 
гиперпродукции Th17-цитокинов – IL-17A и 
IL-17F [5, 16, 20, 25, 26]. Прогрессирование об-
струкции и гиперреактивности бронхов, тяжелое 
течение астмы отмечаются при увеличении со-
держания в дыхательных путях двойных поло-
жительных клеток Тh2/Тh17, более устойчивых к 
индуцированной дексаметазоном клеточной ги-
бели, по сравнению с клетками Тh2. Это обуслов-
лено экспрессией высокого уровня MAP3K1, 
способствующей невосприимчивости к глюко-
кортикоидам [24]. Резистентность к противо-
воспалительной терапии ингаляционными глю-
кокортикостероидами представляет собой одну 
из главных клинических особенностей эндотипа 
нейтрофильной БА [7, 25]. 
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Дифференцировка Th17-клеток проходит при 
стимуляции IL-6, индуцирующего в Т-хелперах 
экспрессию ключевого для Th17 фактора транс-
крипции RORγt (retinoid orphan nuclear receptor) 
и родственного ему RORα, содержание которых 
зависит от активности STAT3 [5,  6,  26]. Th17 
спо собны продуцировать, помимо IL-17A и 
IL- 17F, и другие провоспалительные цитокины: 
IL-21, IL- 22, IL-23 из семейства IL-17, а также 
TNFα, потенцирующий активность макрофагов. 
IL- 17A, в свою очередь, индуцирует синтез TNFα 
и IL-6 [16, 17, 20, 26]. 

Отсутствие достаточной информации о взаи-
модействии Th17-связанных цитокинов с цито-
кинами Th2 иммунного ответа, сопровождающих 
воспаление у больных БА с гиперреактивностью 
дыхательных путей на холодовой стимул, послу-
жило основанием для настоящей работы. 

Цель исследования предполагала определение 
содержания IL-17A, IL-6, IL-22, IL-4 и IL-13 у 
больных БА и доли их участия в формировании 
холодовой гиперреактивности дыхательных пу-
тей (ХГДП).

Материалы и методы 
Пациенты
В исследовании приняли участие пациенты 

(n = 43) с диагнозом «персистирующая БА легкой 
степени тяжести» [12], ранее не получавшие си-
стематическую противовоспалительную терапию 
ингаляционными глюкокортикостероидами.

Критерии включения: лица обоего пола; воз-
раст 18-60 лет; объем форсированного выдоха 
за первую секунду (ОФВ1) > 75% должной ве-
личины по данным спирометрии; отсутствие в 
анамнезе аллергической реакции на холод, до-
кументально подтвержденной аллергологом (ме-
тод Дугласа); добровольное информированное 
письменное согласие больного на соблюдение 
требований исследовательского протокола по-
сле разъяснения цели, процедуры сбора данных и 
гарантии сохранения тайны информации о боль-
ном. Критерии невключения: нарушение венти-
ляционной функции легких по обструктивному 
типу с уменьшением ОФВ1 ниже 75% должной 
величины, сопутствующие заболевания органов 
дыхания (острые бактериальные или вирусные 
инфекции на момент тестирования, ХОБЛ и др.); 
клинически значимая коморбидность со стороны 
других органов и систем; злоупотребление нар-
котиками, алкоголем; прием лекарственных пре-
паратов, которые могли повлиять на дальнейшую 
интерпретацию результатов исследования.

Пациенты проходили инструментальное те-
стирование в условиях лаборатории функци-
ональных методов исследования дыхательной 
системы Федерального государственного бюд-

жетного научного учреждения «Дальневосточ-
ный научный центр физиологии и патологии 
дыхания». На этапе отбора всем больным прово-
дился клинический осмотр, сдавались рутинные 
лабораторные анализы, выполнялось стандарт-
ное спирометрическое исследование и проба с 
β2-агонистом, в соответствии с требованиями 
федеральных клинических рекомендаций обсле-
дования больных БА.

На следующий день после включения пациен-
та в исследование осуществлялся забор крови из 
вены, выполнялась бронхопровокационная про-
ба ИГХВ. 

Методы исследования
Все спирометрические тесты выполнялись 

на аппарате Easy on-PC (ndd Medizintechnik AG, 
Швейцария), оснащенном ультразвуковым дат-
чиком для регистрации потока по технологии ndd 
True Flow™. Измеряли объемные и скоростные 
параметры (ЖЕЛ, ОФВ1, ОФВ1/ЖЕЛ, МОС50, 
МОС75, СОС25-75), выражая их в процентах от 
должного значения (% долж.). Для оценки выяв-
ленных вентиляционных нарушений у больного 
использовались должные значения ECSC для лиц 
европеоидной расы старше 18 лет. Бронходилата-
ционная проба с β2-адреномиметиком короткого 
действия (сальбутамол, 400 мкг) выполнялась по 
стандартной методике с использованием дозиро-
ванной формы аэрозольного ингалятора. 

Бронхопровокационная проба изокапниче-
ской гипервентиляции холодным (-20 °С) воз-
духом (ИГХВ) проводилась в режиме субмак-
симальной гипервентиляции (60% должной 
максимальной вентиляции легких) воздушной 
смесью, содержащей 5% СО2, в течение 3 ми-
нут. Глубина и частота дыхания во время венти-
ляционной нагрузки подбирались индивиду-
ально каждому пациенту, исходя из полученных 
значений. Перед ИГХВ и после нее на 1-й и 5-й 
минутах выполнялись спирометрические тесты 
с регистрацией ОФВ1 (в литрах). Анализирова-
лись изменения данного параметра после пробы 
ИГХВ относительно исходного, разность полу-
ченных фактических величин выражалась в про-
центах от исходного (∆ОФВ1игхв, %). Снижение 
ОФВ1 на 10% и более от базового фактического 
значения показателя свидетельствовало о нали-
чии у больного синдрома ХГДП [3].

Процедура забора биологического материала 
была стандартизована. Забор периферической 
крови из средней локтевой вены осуществлялся 
в утренние часы (9:00), натощак, в вакутейнер 
(5 мл). Образцы периферической крови собира-
лись и хранились в замороженном виде (-80 °С) 
до момента проведения анализа биологических 
проб. Цитокиновый профиль (IL-17A, IL- 6, 
IL- 22, IL-4 и IL-13, в пг/мл) исследовался на 
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проточном цитофлуориметре (BD FACSCanto II, 
BD, США) наборами LEGENDplex HU Essential 
Immune Response Panel (BioLegend, США) со 
строгим соблюдением протоколов, представлен-
ных производителем.

Статистические методы
Для статистического анализа полученных 

результатов использовали программу «Автома-
тизированная система диспансеризации» [4]. 
Проверка количественных параметров на нор-
мальность распределения проводилась по крите-
риям Колмогорова–Смирнова, Пирсона–Мизе-
са. При нормальном (гауссовом) распределении 
параметров, сравнение рядов осуществляли при 
помощи непарного и парного критерия t (Стью-
дента) (при условии гомогенности дисперсий 
групп сравнения по критерию Фишера). При 
распределении параметров, отличном от нор-
мального (негауссовом), использовали критерии 
Манна–Уитни и Вилкоксона. Количественные 
параметры представлены как М±m (М – среднее 

арифметическое, m – стандартная ошибка) или 
как Me (Q0,25-Q0,75) (медиана и межквартильный 
размах). Анализ распространенности признака 
в сравниваемых группах (частот альтернатив-
ного распределения) проводили по критерию 
χ2 (К.  Пирсона) для четырехпольной таблицы. 
С целью определения степени связи между двумя 
случайными величинами проводили корреляци-
онный анализ по Спирмену (Rs). Критический 
уровень значимости (р) менее 0,05.

Результаты
Больные были распределены на 2 группы, 

В 1-ю группу включены 14 пациентов с ХГДП 
(∆ОФВ1игхв (-16,5 (-20,0 – -12,0)%), во 2-ю – 29 
пациентов с отсутствием бронхоконстрикции в 
ответ на гипервентиляцию холодным воздухом 
(∆ОФВ1игхв -2,3 (-3,5 – -0,8)%; р < 0,0001). 

Зарегистрированные базовые параметры вен-
тиляционной функции легких у пациентов 1-й 
группы, по сравнению со 2-й группой, характе-

ТАБЛИЦА 1. ВЕНТИЛЯЦИОННАЯ ФУНКЦИЯ ЛЕГКИХ И ВОЗРАСТНО-АНТРОПОМЕТРИЧЕСКИЕ ПАРАМЕТРЫ (М±m)

TABLE 1. LUNG FUNCTION AND AGE-ANTHROPOMETRIC INDICES (М±m)

Показатели
Indicators

1-я группа
Group 1

2-я группа
Group 2

Значимость
Value

(p)
Возраст, лет
Age, years 38,5±3,6 43,2±2,9 р = 0,343

Рост, см
Height, cm 173,6±2,7 170,1±1,5 р = 0,232

Вес, кг
Weight, kg 76,9±2,7 80,3±3,7 р = 0,552

ИМТ, кг/м2

BMI, kg/m2 25,9±1,5 27,6±1,2 р = 0,423

ЖЕЛ, % долж.
VC, % pred. 98,1±4,2 102,3±2,3 р = 0,361

ОФВ1, % долж.
FEV1, % pred. 88,1±3,1 96,6±2,2 р = 0,044

ОФВ1/ЖЕЛ, %
FEV1/VC, % 74,4±3,4 79,2±1,5 р = 0,220

МОС50, % долж.
FEF50, % pred. 65,8±3,0 78,3±3,8 р = 0,012

СОС25-75, % долж.
MMEF25-75, % pred. 62,40±3,87 75,6±3,7 р = 0,013

∆ОФВ1β, %
∆FEV1β, % 4,5 (-3,0-14,0) 4,0 (1,5-8,5) р = 0,491

Примечание. р – значимость различий показателей между 1-й и 2-й группами; ИМТ – индекс массы тела; ЖЕЛ – 
жизненная емкость легких; ОФВ1 – объем форсированного выдоха за 1 сек; МОС50 – максимальная объемная 
скорость выдоха на уровне 50%-ной форсированной ЖЕЛ; СОС25-75 – средняя скорость выдоха на уровне 25-75%-ной 
форсированной ЖЕЛ; ∆ОФВ1ββ – изменение ОФВ1 после бронходилатационной пробы с β2-адреномиметиком короткого 
действия.

Note. p, significance of differences between groups 1 and 2; BMI, body mass index; VC, vital capacity; FEV1, forced expiratory 
volume in 1 sec.; FEF50, forced expiratory flow in the level of 50% forced VC; MMEF25-75, maximal midexpiratory flow; ∆FEV1β, change 
of FEV1 after bronchodilation test with short-acting β2-adrenomimetic.
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ризовались более низкими значениями основных 
скоростных показателей форсированного выдоха 
(табл.  1) при отсутствии возрастных и антропо-
метрических различий. В обеих группах средние 
значения индекса массы тела (ИМТ) превыша-
ли область диапазона нормы по критериям ВОЗ, 
рекомендованного для лиц старше 18 лет. 43% 
больных 1-й группы и 24% больных 2-й группы 
курили (χ2 = 0,80; р > 0,05).

Оценивая базовый уровень цитокинов в сы-
воротке крови больных с различной реакцией 
бронхов на пробу ИГХВ, мы обратили внима-
ние на существенные различия в их содержании 
(табл. 2). Так, медианные значения IL-17A, IL- 6, 
IL-4 у лиц с ХГДП были значимо выше, чем у 
лиц с отсутствием бронхоконстрикции в ответ на 
пробу ИГХВ. В общей группе больных просле-
живалась корреляционная связь между содержа-
нием IL-17А в крови и выраженностью реакции 
бронхов (∆ОФВ1игхв) на пробу ИГХВ (Rs = -0,33; 
р = 0,049). 

Обсуждение 
Развившийся в результате ингаляции холод-

ного воздуха бронхоспазм у больных 1-й группы 
подтверждал клинический синдром ХГДП, об-
условленный комплексом генетически детерми-
нированных реакций дыхательных путей в ответ 
на воздействие низкой температуры и влажно-
сти воздуха – условий внешней среды, которые 
присущи резко континентальному климату [3]. 
Согласно нашим данным, чрезмерная реакция 
бронхов на холодовой стимул выявляется у боль-
шинства (60-80%) не получавших лечения боль-
ных БА, проживающих на северо-восточных 
территориях России, зачастую ассоциируется с 

неаллергическим фенотипом астмы, смешанным 
клеточным паттерном бронхиального воспале-
ния и проблемой достижения контроля над забо-
леванием [2, 3]. 

Наблюдаемые в 1-й группе более низкие зна-
чения параметров бронхиальной проходимости 
(табл.  1), по всей видимости, были обусловлены 
длительно текущим активным хроническим вос-
палением, имеющим ключевое значение для ме-
ханизмов формирования ХГДП. Персистенция 
воспаления в малых дыхательных путях является 
фактором, стимулирующим гиперреактивность 
бронхов, влекущим за собой формирование ле-
гочной дисфункции уже при легкой форме БА, 
утяжеляя течение и увеличивая частоту обо-
стрений болезни [2]. Воспалительные клетки в 
стенках мелких бронхов обладают более высокой 
плотностью распределения и глубиной распро-
странения по сравнению с плотностью клеточ-
ного инфильтрата, пронизывающего слизистую 
оболочку бронхов среднего и крупного калибров, 
и отличаются высоким уровнем экспрессии ци-
токинов [2].

Принимая во внимание исследуемые цитоки-
ны, предполагалось, что индукция ХГДП в пер-
вую очередь должна быть обусловлена активно-
стью IL-13, который способствует реализации 
гиперергического ответа гладкой мускулатуры 
бронхов на действие бронхоконстрикторов [14]. 
В гладкомышечных клетках, снабженных ре-
цепторами к IL-13, данный цитокин регулирует 
экспрессию плейотропного белка CD38. По-
следний экспрессируется лейомиоцитами и им-
мунокомпетентными клетками бронхов, являясь 
маркером иммунопатологических процессов, 
характерных для БА, совмещая ферментативную 

ТАБЛИЦА 2. КОНЦЕНТРАЦИЯ IL-17A, IL-6, IL-22, IL-4 И IL-13 В СЫВОРОТКЕ КРОВИ, Me (Q0,25-Q0,75) 

TABLE 2. CONCENTRATIONS OF IL-17A, IL-6, IL-22, IL-4 AND IL-13 IN BLOOD SERUM, Me (Q0.25-Q0.75) 

Показатели
Indicators

1-я группа
Group 1

2-я группа
Group 2

Значимость
Value

(p)
IL-17A, пг/мл
IL-17A, pg/mL 0,76 (0,22-3,44) 0,10 (0,06-0,38) р = 0,031

IL-6, пг/мл
IL-6, pg/mL 10,94 (6,59-16,88) 6,7 (2,64-10,80) р = 0,049

IL-22, пг/мл
IL-22, pg/mL 5,66 (3,54-30,74) 5,55 (3,73-10,30) р = 0,780

IL-4, пг/мл
IL-4, pg/mL 11,48 (10,82-22,48) 1,88 (0,66-5,96) р = 0,021

IL-13, пг/мл
IL-13, pg/mL 4,23 (1,72-9,47) 4,57 (2,31-8,59) р = 0,690

Примечание. р – значимость различий показателей между 1-й и 2-й группами.

Note. p, significance of differences in indicators between groups 1 and 2.
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и рецепторную функции и контролируя каль-
ций-зависимые процессы сокращения гладких 
мышц [14]. Однако  анализ цитокинового статуса 
показал, что базовый уровень IL-13 в сыворотке 
крови больных с ХГДП достоверно не отличался 
от лиц, не реагировавших на холодовой триггер 
(табл.  2). Передача сигналов IL-13 в большей 
степени сопряжена с IgE-инициированным эо-
зинофильным воспалением, мобилизацией эо-
зинофилопоэза, пролонгированием выживания, 
активацией и транспортировкой эозинофилов 
в дыхательные пути [8, 14] и в меньшей степени 
имеет отношение к формированию бронхиаль-
ного ответа на холодовой стимул.

Зарегистрированное более высокое базовое 
содержание IL-4 в 1-й группе (табл. 2) указы-
вало на первостепенную роль Th2 иммунного 
ответа, вызванного усиленным синтезом дан-
ного цитокина, активацией воспаления аллер-
гического типа и сопряженных с ним гиперре-
активностью и ремоделированием дыхательных 
путей. Секреция Th2-цитокинов, обусловлива-
ющих развитие такого воспаления, реализует-
ся в результате каскадов сигнальных реакций, 
ассоциированных с IL-4 (и/или IL-13). Дан-
ные реакции индуцируют STAT6-опосредован-
ную экспрессию фактора транскрипции Th2 
GATA- 3, ингибирующего специфичные факто-
ры транскрипции Th1-типа (сигнального пути 
IFNγ/STAT1, пути T-bet) [15, 18]. 

О заинтересованности Th1/Th17-иммунного 
ответа в формировании реакции дыхательных 
путей на холодовой стимул свидетельствовало 
более высокое содержание IL-17A в сыворотке 
крови больных 1-й группы. Как известно, IL-17A 
в результате активации эффекторных функций 
макрофагов и нейтрофилов стимулирует синтез 
TNFα [16]. В свою очередь TNFα следует рассма-
тривать как фактор индукции холодового брон-
хоспазма ввиду его возможности, наряду с IL-13, 
регулировать экспрессию СD38 в лейомиоцитах. 
Способность TNFα влиять на сопротивление 
воздушному потоку, прогрессирование обструк-
ции дыхательных путей, увеличение сократимо-
сти мускулатуры бронхов связывают с активаци-
ей сигнального пути NF-kB, стимулирующего 
транскрипцию CD38 в лейомиоцитах [18]. 

К высокому содержанию IL-17A в профиле 
цитокинов в 1-й группе, по всей вероятности, 
причастен и IL-6, продукция которого в крови 
была более высокой у этих больных. Кроме того, 
известно прямое влияние IL-6 на экспрессию ге-
нов IL-17A. Продукция IL-6 при БА также сопря-
жена с активацией бифункционального СD38, 
участвующего в поддержании персистенции 
хронического воспаления дыхательных путей, 
контролирующего пролиферацию, хемотаксис 

и трансэндотелиальную миграцию лейкоцитов. 
Ранее показано, что экспрессия СD38 на лимфо-
цитах периферической крови пациентов со сред-
нетяжелым и тяжелым течением БА достоверно 
превышает контрольные значения и коррелирует 
с содержанием IL-6 в плазме [18].

В Th17-клетках IL-6 действует через тиро-
зиновые остатки сигнального преобразователя 
(субъединицы рецептора IL-6R) gp130, что не-
обходимо для активации STAT3, регулирующего 
дифференцировку Th17-клеток. Стимулирован-
ные Th17-клетки характеризуются повышенной 
экспрессией генов IL-17A и STAT3 [1,  21,  26]. 
По мнению ряда авторов, активация сигнально-
го пути IL-6-gp130/STAT3 выступает в качестве 
IL-6/STAT3-зависимого механизма нейтрофиль-
ного воспаления в легких, делающего его ком-
поненты перспективными терапевтическими 
мишенями при кортикорезистентной нейтро-
фильной БА [1]. Также IL-6 считается тем крити-
ческим фактором, в присутствии которого TGF-β 
поляризует обладающие регуляторной функци-
ей CD4+CD25+FoxP3+ Treg в контролирующие 
воспаление клетки Th17 [6,  22,  26]. Индуцируе-
мую IL-17A экспрессию IL-6, как и экспрессию 
TNFα, связывают со стимуляцией макрофагов 
и активацией транскрипции многочисленных 
IL- 17А-целевых генов-мишеней, играющих ве-
дущие роли при воспалении [27]. 

Усиление транскрипции IL-17А-зависимых 
генов, участвующих в кодировании экспрес-
сии провоспалительных цитокинов и хемоки-
нов (TNFα, IL-6, IL-1β, IL-8, IL-12, GM-CSF, 
MIP1α, RANTES, эотоксина), белков острой 
фазы, молекул межклеточной адгезии ICAM-1, 
ICAM-3, ICAM-4, ICAM-5, ICAM-6, индуци-
бельных эффекторов ферментов (iNOS, COX-2), 
ассоциируют с каноническим путем активации 
транскрипционного фактора NF-kB [20, 22, 27]. 
Последний контролирует экспрессию генов им-
мунного ответа, апоптоза и клеточной пролифе-
рации, способствующих формированию хрони-
ческого воспалительного процесса в дыхательных 
путях [22, 27]. Особенностью сигнального пути 
IL-17А, приводящего к активации NF-κB после 
взаимодействия с трансмембранным рецептором 
IL-17ra (вторая молекула, определяющая лиганд, 
который связывается с рецептором – IL-17RС), 
является привлечение к передаче сигнала фак-
тора 6, ассоциированного с рецептором фактора 
некроза опухоли (TNF receptor-associated factor 6, 
TRAF6). Регулятор TRAF6 указывается как клю-
чевой компонент сигналинга IL-17А, требуемый 
для реализации регуляторной провоспалитель-
ной функции цитокина [17].

Широкий спектр воспалительных эффек-
тов IL-17A в дыхательных путях больных БА не 
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ограничивается индукцией транскрипции генов 
провоспалительных цитокинов и хемокинов, ре-
крутирующих в воспалительный инфильтрат ней-
трофилы. IL-17A активирует продукцию цитоки-
нов, которые мобилизуют, помимо нейтрофилов, 
макрофаги и эозинофилы. Он вызывает накопле-
ние в дыхательных путях бронхоконстрикторных 
лейкотриенов, протеолитических ферментов 
(нейтрофильной эластазы, матриксной металло-
протеиназы-9), миелопероксидазы, способствует 
гиперсекреции бокаловидного эпителия путем 
стимуляции экспрессии гена муцина MUC5B, 
приводит к ремоделированию бронхов вслед-
ствие активации пролиферации и гипертрофии 
лейомиоцитов [11, 13, 23].

При астме IL-17A выступает первичным эф-
фекторным цитокином линии Th17 [6], очевидно 
более значимым, чем IL-22, который тем не менее 
вместе с IL-17A стимулирует гиперпластически-
гипертрофические процессы в гладкомышечных 
клетках бронхов [23]. В нашем исследовании со-
держание IL-22 в группах значимо не различа-
лось (табл. 2), что расценивалось как свидетель-
ство лишь косвенного участия этого цитокина в 
генезе холодового бронхоспазма и отсутствия его 
непосредственной причастности к формирова-
нию воспалительного фенотипа, сопряженного с 
этим видом гиперреактивности бронхов.

Высокое содержание IL-17A у лиц 1-й группы 
и полученные корреляции позволяют рассуждать 
о причастности данного цитокина к формирова-
нию ХГДП и его роли как движущей силы эскала-
ции смешанного паттерна бронхиального воспа-
ления, наиболее часто встречающегося у данных 
больных [2]. Опубликованы свидетельства, под-
тверждающие связь между нейтрофилией брон-
хиального инфильтрата и высоким содержанием 
IL-17A в мокроте, БАЛ жидкости, бронхобиоп-
татах (в эпителиоцитах, субэпителиальном слое 
слизистой оболочки, лейомиоцитах) у пациен-
тов со среднетяжелой и тяжелой неатопической 
стероидорезистентной БА [5, 9, 13, 14]. Доказа-
но, что тяжелое неконтролируемое течение аст-
мы неаллергического фенотипа ассоциируется с 
развитием Тh1/Тh17-иммунного ответа, увели-
чением в дыхательных путях провоспалительных 

цитокинов, модифицирующих структуру респи-
раторного тракта и индуцирующих обструкцию 
бронхов с их дальнейшим ремоделированием [9, 
13]. Количество Th17-клеток в периферической 
крови, мокроте и бронхоальвеолярной лаважной 
жидкости у больных БА имеет прямую корре-
ляционную связь с тяжестью ремоделирования 
дыхательных путей [26]. Судя по более низким 
параметрам бронхиальной проходимости у лиц с 
ХГДП, можно предположить, что развивающая-
ся морфофункциональная перестройка мелких 
бронхов была стимулирована высокими значе-
ниями IL-17А.

Заключение
Представленные результаты цитокинового 

профиля больных БА с ХГДП позволяют прий-
ти к выводу об участии в регуляции холод-инду-
цированного бронхоспазма и иммунного ответа 
бронхов как Th2-, так и Тh1/Тh17-цитокинов, 
обладающих многообразными воспалительны-
ми эффектами. Высокие концентрации IL-17A, 
IL-6 и IL-4 и смещение баланса в сторону про-
воспалительного спектра Тh1/Тh17 создают фон 
для развития в дыхательных путях таких пациен-
тов иммунного воспаления «Th2-низкого» под-
типа и формирования неатопического фенотипа 
астмы. В случае утяжеления клинико-функци-
ональных проявлений болезни эскалации со-
держания IL- 17A в периферической крови или 
в дыхательных путях может быть отведена роль 
предиктора Тh1/Тh17-эндотипа неаллергиче-
ской БА, а сигнальный путь IL-17A стать целью 
антицитокиновой терапии в дополнение к тра-
диционно используемым в повседневной клини-
ческой практике комбинированным препаратам 
ингаляционных кортикостероидов и длительно 
действующих β2-адреномиметиков для достиже-
ния максимального противовоспалительного эф-
фекта. Необходимы дальнейшие исследования 
для изучения механизмов, лежащих в основе этих 
взаимодействий, и их значения при ХГДП у боль-
ных БА.
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ЦИТОКИНОВЫЙ ПРОФИЛЬ У ПАЦИЕНТОВ С 
БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМОЙ РАЗНЫХ ЭНДОТИПОВ ПРИ 
ВАКЦИНАЦИИ ПРОТИВ ПНЕВМОКОККОВОЙ ИНФЕКЦИИ
Костинов А.М.1, Конищева А.Ю.1, Протасов А.Д.2, Костинов М.П.1, 3

1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток имени И.И. Мечникова», Москва, 
Россия  
2 ФГБОУ ВО «Самарский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ,  
г. Самара, Россия  
3 ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» 
Министерства здравоохранения РФ (Сеченовский Университет), Москва, Россия

Резюме. В ходе многочисленных наблюдений за пациентами с бронхиальная астмой (БА), вакци-
нированными от пневмококковой инфекции, было показано существенное снижение частоты обо-
стрений и госпитализаций в краткосрочном и среднесрочном периодах после иммунизации. В ряде 
работ пневмококковые вакцины рассматриваются как потенциальные иммунорегуляторы, улучша-
ющие клиническое течение БА через модуляцию иммунного ответа. Однако из-за гетерогенности 
самой болезни и применения различных вакцинных препаратов интерпретация результатов исследо-
ваний несет серьезные ограничения. Цель работы заключалась в проведении сравнительного анали-
за уровней ключевых цитокинов, характеризующих формирование эндотипа БА у пациентов, после 
введения конъюгированной пневмококковой вакцины. Материалами исследования являлись сыво-
ротки крови (n = 31) пациентов с БА, а также индивидуальные клинические карты испытуемых, им-
мунизированных 13-валентной конъюгированной пневмококковой вакциной (ПКВ13, Превенар 13). 
Сыворотки крови посредством метода ИФА исследовали для определения содержания Th1/Th2/Treg 
цитокинов (IFNγ, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18, TNFα и MCP-1), характеризующих наличие различ-
ных эндотипов БА, и уровня общего IgE. Временные точки сбора данных в исследовании составляли 
исходно, через 6 недель, 6 и 12 месяцев после проведенной вакцинации.

Результаты исследования показали, что вакцинация против пневмококковой инфекции с при-
менением ПКВ13 у пациентов с БА сопровождалась высокой клинической эффективностью незави-
симо от эндотипа заболевания, которая соответствует уменьшению числа пациентов с обострениями 



362

Kostinov А.М. et al.
Костинов А.М. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

БА и увеличению количества больных без госпитализаций в течение года наблюдений. Кластери-
зация пациентов по профилю воспаления позволила выявить специфические паттерны изменений 
цитокинового профиля, включая статистически значимое повышение концентрации IFNγ в сыво-
ротке крови спустя 6 недель после проведенной иммунизации у пациентов с эндотипом высоко-
го Т2-воспаления. Статистически значимые изменения наблюдали у пациентов с атопией и повы-
шенным уровнем общего IgE в сыворотке крови, у которых отмечали пик нарастания концентрации 
IFNγ также спустя 6 недель после вакцинации. В то же время у пациентов с эндотипом низкого Т2-
воспаления не было обнаружено значимых изменений уровней цитокинов в течение года после вак-
цинации. 

Результаты исследования продемонстрировали значимую роль IFNγ в части возможной корректи-
ровки иммунного статуса больных с эндотипом высокого Т2-воспаления после иммунизации пнев-
мококковой конъюгированной вакциной.

Ключевые слова: астма, пневмококковая вакцина, IFNγ, цитокины, эндотипы астмы, атопия, IgE

CYTOKINE PROFILE IN THE PATIENTS WITH BRONCHIAL 
ASTHMA OF DIFFERENT ENDOTYPES AFTER VACCINATION 
AGAINST PNEUMOCOCCUS 
Kostinov А.М.a, Konishcheva F.Yu.a, Protasov A.D.b, Kostinov M.P.a, c

a I. Mechnikov Research Institute for Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation  
b Samara State Medical University, Samara, Russian Federation  
c I. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University), Moscow, Russian Federation

Abstract. Numerous observations of patients with bronchial asthma (BA) vaccinated against pneumococcal 
infection have revealed a significantly reduced frequency of exacerbations and hospitalisations after 
immunisation. Several studies have considered pneumococcal vaccines potential immunoregulators that may 
improve the clinical course of BA via modulation of the immune response. However, interpretation of these 
results has serious limitations due to heterogeneity of primary disease and differences in vaccine preparations. 
The aim of the present study was to perform a comparative analysis of the key cytokines levels which characterize 
development of distinct BA endotypes in patients following administration of conjugated pneumococcal 
vaccine. We have analyzed serum samples (n = 31) from patients with BA immunized by PCV13 (Prevenar 
13), using ELISA technique, for Th1/Th2/Treg cytokines (IFNγ, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18, TNFα, 
and MCP-1), and total IgE level. The time points of sampling were as follows: initial terms, 6 weeks, 6 and 12 
months after vaccination.

The results of the study indicate that vaccination against pneumococcal infection using a PCV13 in patients 
with BA was accompanied by high clinical efficacy, regardless of the disease endotype. This finding was evidenced 
by a decreased number of BA exacerbations in the patients, and an increased number of non-hospitalized 
BA patients during 1 year of observation. The clustering of patients according to their inflammatory profile 
enabled us to detect specific patterns of the cytokine profile. These changes included a statistically significant 
increase in the concentration of IFNγ in blood serum at 6 weeks after immunisation in the patients with the 
T2-“high” asthma endotype. Statistically significant changes were observed in patients with atopy and elevated 
total IgE levels in serum, who exhibited a peak increase in IFNγ concentration, also 6 weeks after vaccination. 
Conversely, no significant changes in cytokine levels were observed in patients with T2-“low” asthma endotype 
within a year after vaccination. The results of the study demonstrate that IFNγ plays a significant role in 
the potential adjustment of immunity in the patients with T2-«high» asthma endotype following immunisation 
with a pneumococcal conjugate vaccine.

Keywords: bronchial asthma, endotypes, pneumococcal vaccine, IFNγ, cytokines, atopy, IgE
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Введение
Бронхиальная астма (БА) представляет со-

бой гетерогенное заболевание, проявляющееся 
в виде вариабельной обструкции дыхательных 
путей, бронхиальной гиперреактивности и вос-
паления, вызванных различными раздражителя-
ми [6]. Нарушения регуляции иммунного ответа 
при БА обусловлены дисбалансом между субпо-
пуляциями лимфоцитов – Th1, Th2, Th17, Treg 
и NKT-клетками, а также компонентами врож-
денной иммунной системы, включая тучные 
клетки, базофилы, нейтрофилы, эозинофилы и 
врожденные лимфоидные клетки [11, 13]. Дан-
ные факторы обуславливают иммунологические 
различия на молекулярном уровне у пациентов с 
некоторой однородной клинической картиной, 
демонстрируя преобладание той или иной спец-
ифической активности [17]. Воспалительный 
профиль дыхательных путей является ключевым 
фактором при так называемом эндотипировании 
БА: эозинофильный характер присущ эндотипу 
высокого Т2-воспаления [2, 10], в то время как 
«не-эозинофильный» профиль связан с эндо-
типом низкого Т2-воспаления [5]. Эндотип вы-
сокого Т2-воспаления из-за его преобладания у 
пациентов принято считать наиболее понятным 
и изученным. С другой стороны, на данный мо-
мент нет четкого определения и полного понима-
ния механизма возникновения эндотипа низкого 
Т2-воспаления.

В ряде работ, посвященных долгосрочных на-
блюдениям за пациентами, иммунизированными 
против пневмококковой инфекции, было отме-
чено, что применение данных вакцин значимо 
снижает частоту обострений БА и госпитализа-
ций в коротком и среднесрочном периодах [1, 12, 
14]. Пневмококковые конъюгированные и по-
лисахаридные вакцины также изучали в качестве 
иммунорегуляторного терапевтического агента, 
который за счет формирования адаптивного им-
мунитета к S. pneumoniae через модуляцию Th1, 
Th2, Th17, Treg иммунного ответа приводил к 
улучшению клинической картины БА [9, 19, 20]. 
Однако интерпретация результатов данных работ 
связана с определенной сложностью по причине 
гетерогенности самой БА, что отражается в неод-
нородности групп пациентов, а также вследствие 
применения разных препаратов – нескольких 
вариантов полисахаридной и конъюгированных 
вакцин. 

По этой причине на данный момент согласи-
тельный документ GINA не включают плановую 
вакцинацию против пневмококковой инфекции 
для пациентов с БА, аргументируя это недостат-

ком масштабных качественных исследований по 
данному вопросу [6].

Учитывая вышеизложенное, целью исследова-
ния являлось проведение сравнительного анали-
за уровней ключевых цитокинов, характеризую-
щих формирование того или иного эндотипа БА 
у пациентов, после введения конъюгированной 
пневмококковой вакцины. 

Материалы и методы
В период с февраля 2019 года по октябрь 

2020 года было проведено одноцентровое, от-
крытое, нерандомизированное, проспективное, 
когортное, контролируемое исследование. Для 
этого использовали сыворотки крови (n = 31) 
пациентов с БА, отобранных в отделении пуль-
монологии и аллергологии клиник ФГБОУ ВО 
СамГМУ Минздрава России, а также индивиду-
альные клинические карты испытуемых. 

В исследование включали пациентов в возрас-
те от 18 до 80 лет, имеющих установленный диа-
гноз «БА» в соответствии с GINA. Применяемые 
критерии исключения: вакцинация против пнев-
мококковой инфекции в анамнезе; вакцинация 
против гриппа и других инфекций на период ис-
следования; применение препаратов иммуногло-
булина или переливание крови в течение трех по-
следних месяцев до начала исследования.

На базе лаборатории аллергодиагности-
ки ФГБНУ «НИИ вакцин и сывороток им. 
И.И. Мечникова» (Москва, Российская Феде-
рация) с использованием сертифицированного 
оборудования Центра коллективного пользо-
вания ФГБНУ «НИИ вакцин и сывороток им. 
И.И. Мечникова» сыворотки крови исследова-
ли для определения содержания Th1/Th2/Treg 
цитокинов (IFNγ, IL- 4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18, 
TNFα и MCP-1) посредством трехстадийного 
«сэндвич»-варианта твердофазного ИФА с при-
менением соответствующих коммерческих на-
боров АО «Вектор-Бест» (Россия), согласно ин-
струкции. 

Уровни общего IgE были определены методом 
ИФА с использованием коммерческих наборов 
АО «Вектор-Бест» (Россия), согласно инструк-
ции. Уровни считались повышенными в слу-
чае детекции концентрации общего IgE в пробе 
130 МЕ/мл и выше.

Образцы сывороток крови и данные индиви-
дуальных карт испытуемых были оценены в соот-
ветствии с временными точками сбора данных – 
исходно, через 6 недель, 6 и 12 месяцев после 
проведения иммунизации 13-валентной конъю-
гированной пневмококковой вакциной Преве-
нар 13 (ПКВ13).
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Исследование было одобрено комитетом по 
биоэтике при ГБОУ ВПО «Самарский государ-
ственный медицинский университет» Мини-
стерства здравоохранения Российской Феде-
рации 5 сентября 2012 года (протокол № 122) и 
локальным советом по этике ФГБНУ НИИВС 
им. И.И. Мечникова 18 мая 2023 года (протокол 
№ 8).

Обработку полученных данных проводили с 
использованием пакета статистической програм-
мы Statistica (StatSoft Inc., США). При анализе 
количественных данных проверяли гипотезу о 
нормальности распределения с использованием 
критерия Шапиро–Уилка. В случае соблюдения 
условия нормальности при рассмотрении неза-
висимых выборок применяли t-критерий Стью-
дента при проведении дополнительного анализа 
сравнения равенства дисперсий (критерий Леви-
на), а также дисперсионный анализ ANOVA. При 
парном сравнении ненормально распределенных 
выборок применяли критерий Манна–Уитни, а 
при сравнении трех и более выборок – критерий 
Краскела–Уоллиса. В случае анализа зависимых 
выборок применяли парный t-критерий Стью-
дента или критерий Уилкоксона. При множе-

ственном анализе в случае зависимых выборок 
использовали критерий Фридмана.

Результаты
При рассмотрении изменений клинических 

характеристик течения БА отмечали положи-
тельный эффект от вакцинации ПКВ13, который 
соответствует уменьшению числа пациентов с 
обострениями БА и увеличению количества паци-
ентов без госпитализаций в течение года наблю-
дения по сравнению с аналогичным периодом до 
иммунизации (табл. 1). При этом положительную 
динамику перечисленных показателей демон-
стрировали пациенты как с эндотипом высокого, 
так и низкого Т2-воспаления. Примечательно, 
что у последних за рассматри ваемый временной 
период вовсе не было отмечено госпитализаций 
по причине БА. 

При анализе случаев обострений БА чис-
ло таких больных с эндотипом высокого Т2-
воспаления уменьшилось на 75,0% (p < 0,001) по 
сравнению с аналогичным периодом до вакцина-
ции, а с эндотипом низкого Т2-воспаления – на 
86,7% (p < 0,001). Статистически значимой раз-
ницы по изучаемым показателям клинической 

ТАБЛИЦА 1. ИЗМЕНЕНИЯ КЛИНИЧЕСКИХ ХАРАКТЕРИСТИК ТЕЧЕНИЯ БА У ПАЦИЕНТОВ, ВАКЦИНИРОВАННЫХ ПКВ13 
(n = 31)

TABLE 1. CHANGE IN CLINICAL FEATURES OF ASTHMA IN PATIENTS VACCINATED WITH PCV13 (n = 31)

Параметр
Parameter

Временной период
Time period

Изменения
Changes

12 месяцев до 
вакцинации

12 months before 
vaccination

12 месяцев после 
вакцинации

12 months after 
vaccination

Кол-во пациентов 
с обострениями, 
абс. (%)
Number of patients 
with exacerbations, 
absolute (%)

высокое  
Т2-воспаление
T2-“high” asthma

12
(85,7)

3
(21,4)

↓ (75,0)
p < 0,001

низкое  
Т2-воспаление
T2-“low” asthma

15
(88,2)

2
(11,8)

↓ (86,7)
p < 0,001

Всего
Total

27 
(87,1)

5 
(16,1)

↓ 22
↓ (81,5)
p < 0,001

Кол-во 
пациентов без 
госпитализаций, 
абс. (%)
Number of 
patients without 
hospitalization, 
absolute (%)

высокое  
Т2-воспаление
T2-“high” asthma

9
(64,3)

14
(100,0)

↑ (55,6)
p < 0,001

низкое  
Т2-воспаление
T2-“low” asthma

8
(47,1)

16
(94,1)

↑ (100,0)
p < 0,001

Всего
Total

17 
(54,8)

30 
(96,8)

↑ 13
↑ (76,5)
p < 0,001
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ТАБЛИЦА 2. КОНЦЕНТРАЦИЯ ЦИТОКИНОВ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ПАЦИЕНТОВ С БА, ВАКЦИНИРОВАННЫХ ПКВ13, 
пг/мл (n = 31)

TABLE 2. CONCENTRATION OF CYTOKINES IN THE BLOOD SERUM OF PATIENTS WITH ASTMA VACCINATED WITH PCV13, 
pg/mL (n = 31)

Цитокин
Cytokine

Временные точки
Time points

исходно
initially

6 недель
6 weeks

6 месяцев
6 months

12 месяцев
12 months

IL-4 1,33 
(0,00-2,87)

1,18 
(0,50-2,26)

1,56 
(0,09-2,53)

0,78 
(0,00-1,87)

IL-6 1,44
(0,82-2,62)

2,05
(0,88-3,52)

1,52
(0,80-2,82)

1,33
(0,47-2,25)

IL-8 5,93
(4,84-8,67)

6,63
(5,19-9,20)

6,87
(4,90-8,37)

6,01
(2,69-7,94)

IL-10 1,46
(0,51-2,68)

1,08
(0,16-3,38)

1,70
(0,09-3,54)

0,57
(0,00-2,57)

IL-18 155,50
(99,30-248,00)

210,72 (124,35)
(0,00-178,50-525,00)

182,06 (108,63)
(4,63-167,00-461,00)

135,00
(87,40-216,00)

IFNγγ 0,00 
(0,00-1,24)

0,15* 
(0,00-2,62)

0,00 
(0,00-1,15)

0,00 
(0,00-0,97)

TNFαα 5,23
(3,61-6,94)

5,50
(3,09-7,11)

5,48
(5,04-6,91)

6,02
(5,04-7,48)

MCP-1 144,00
(84,10-185,00)

167,39 (89,52)
(4,40-180,00-361,00)

161,50
(71,40-193,00)

162,62 (132,87)
(0,00-160,00-519,00)

Примечание. Данные, соответствующие нормальному распределению, представлены как среднее (СО) (min-медиана-
max), не соответствующие – в виде медианы (Q0,25-Q0,75). * – p < 0,05 – достоверное отличие значения временной точки 
от значений других временных точек.

Note. The data that conforms to a normal distribution is presented as mean (SD) (min–median–max), while the data that does not 
conform is presented as median (Q0.25–Q0.75). *, p < 0.05 is a significant difference between the value of a time point and the values 
of other time points.

эффективности вакцинации между группами с 
разными эндотипами БА обнаружено не было, 
что говорит о схожем положительном эффекте 
для всех пациентов.

При проведении оценки динамики цитокино-
вого профиля статистически значимые измене-
ния отмечали только в случае противовоспали-
тельного Th1 цитокина IFNγ (табл. 2). Так, при 
рассмотрения всей группы пациентов наблюдали 
повышение концентрации данного цитокина в 
сыворотке крови до 0,15 (0,00-2,62) пг/мл спустя 
6 недель после проведения иммунизации, однако 
уже через полгода статистически значимой раз-
ницы с довакцинальными значениями обнару-
жено не было. 

В то же время в ходе анализа изменений кон-
центрации IFNγ в сыворотке крови при класте-
ризации пациентов по подгруппам в зависимости 
от эндотипов БА были выявлены определенные 
закономерности (табл. 3). Так, у пациентов с эн-
дотипом высокого Т2-воспаления спустя 6 недель 
после проведенной вакцинации наблюдали по-

вышение уровня IFNγ в сыворотке крови до 1,42 
(0,00-2,87) пг/мл, а затем в течение года значение 
опускалось до показателей, схожих с исходными 
уровнями до вакцинации. 

Поскольку в ходе многих работ была показана 
ассоциация данного эндотипа БА с рядом кли-
нических параметров у пациентов, в частности 
наличием высоких уровней общего IgE в сыво-
ротке крови, сенсибилизации к аэроаллергенам, 
повышенных уровней эозинофилов в крови и 
мокроте, а также сопутствующих заболеваний, 
включая атопический дерматит и аллергический 
ринит, была проведена оценка ряда указанных 
факторов в данной группе пациентов [3]. Были 
получены статистически значимые результаты, 
демонстрирующие аналогичную эндотипу высо-
кого Т2-воспаления динамику IFNγ при класте-
ризации пациентов в зависимости от таких фак-
торов, как наличие атопии в анамнезе и уровень 
общего IgE в сыворотке крови. У пациентов с 
атопией, а также с повышенным уровнем общего 
IgE наблюдали пик концентрации IFNγ в сыво-
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ТАБЛИЦА 3. ИЗМЕНЕНИЕ КОНЦЕНТРАЦИИ IFNγγ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ПАЦИЕНТОВ С БА, ВАКЦИНИРОВАННЫХ 
ПКВ13, В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ЭНДОТИПА ЗАБОЛЕВАНИЯ И СОПУТСТВУЮЩИХ ЕМУ ПАРАМЕТРОВ, пг/мл (n = 31)

TABLE 3. CHANGES IN SERUM IFNγ CONCENTRATION IN PATIENTS WITH ASTHMA AFTER PCV13 VACCINATION 
DEPENDING ON THE ENDOTYPE OF THE DISEASE AND ITS ACCOMPANYING PARAMETERS, pg/mL (n = 31)

Параметр
Parameter

Временные точки
Time points

исходно 
initially

6 недель
6 weeks

6 месяцев
6 months

12 месяцев
12 months p

Эндотип БА
Asthma endotype
высокое Т2-воспаление
T2-“high” asthma

0,00 
(0,00-0,51)

1,42 
(0,00-2,87)

0,00 
(0,00-0,00)

0,00 
(0,00-0,51) 0,003

низкое Т2-воспаление
T2-“low” asthma

0,00 
(0,00-2,66)

0,00 
(0,00-0,75)

0,00 
(0,00-2,41)

0,00 
(0,00-2,33) 0,480

Атопия в анамнезе
Atopy in the anamnesis
отсутствует
does not contain

0,00 
(0,00-1,60)

0,00 
(0,00-1,15)

0,00 
(0,00-2,41)

0,00 
(0,00-1,20) 0,589

присутствует
contains

0,00 
(0,00-1,22)

2,52 (2,40)
(0,00-2,51-

6,64)

0,00 
(0,00-0,00)

0,00 
(0,00-0,69) 0,002

Уровень общего IgE-АТ при первом визите (исходно)
The level of total IgE at the first visit (initially)
в норме
normal

0,00 
(0,00-1,24)

0,24 
(0,00-2,51)

0,00 
(0,00-2,30)

0,00 
(0,00-1,26) 0,154

повышенный
increase

0,00 
(0,00-1,42)

0,00 
(0,00-4,15)

0,00 
(0,00-0,00)

0,00 
(0,00-0,51) 0,025

Примечание. Данные, соответствующие нормальному распределению, представлены как среднее (СО) (min-медиана-
max), не соответствующие – в виде медианы (Q0,25-Q0,75).

Note. The data that conforms to a normal distribution is presented as mean (SD) (min–median–max), while the data that does not 
conform is presented as median (Q0.25–Q0.75).

ротке крови спустя 6 недель после вакцинации. 
Статистически значимых изменений в течение 
года после вакцинации у пациентов с низким Т2-
воспалением, напротив, обнаружено не было.

Обсуждение
В ходе проведенного исследования были 

подтверждены данные других авторов, что им-
мунизация пациентов с БА ПКВ13 значимо по-
нижала риски возникновения обострения БА и 
госпитализации по ее поводу [1, 12, 14]. При этом 
статистически значимой разницы по клиниче-
скому течению заболевания между подгруппа-
ми пациентов с эндотипами высокого и низкого 
Т2-воспаления БА обнаружено не было, что де-
монстрирует универсальность применения конъ-
югированной вакцины. 

Однако наблюдающаяся у пациентов с БА 
дисрегулируемость иммунного ответа на кле-
точном и молекулярном уровне по причине 

возникновения дисбаланса в популяциях эф-
фекторных T-клеток может способствовать су-
боптимальному гуморальному ответу, особенно 
Т-независимому иммунному ответу против пнев-
мококковых полисахаридов [21]. Это приводит к 
тому, что у пациентов с БА и атопическими забо-
леваниями могут наблюдаться более низкие кон-
центрации IgG-антител к полисахаридам сероти-
пов пневмококка, входящим в состав вакцинных 
препаратов, по сравнению со здоровыми людь-
ми [7]. Кроме того, впоследствии было показано, 
что определенный профиль воспаления, наблю-
дающийся у пациентов с БА, может так или ина-
че сказываться на характере иммунного ответа к 
пневмококку. Так, преобладающий Th2-профиль, 
характерный для пациентов с эндотипом высоко-
го Т2-воспаления, негативно воздействует на гу-
моральный ответ против полисахаридных анти-
генов пневмококка в отличие от положительной 
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корреляции данного уровня с нормализованной 
продукцией Th1-цитокинов [8].

Тем не менее улучшение клинической карти-
ны заболевания у таких пациентов может быть 
связано как с прямым клиническим эффектом 
от проводимой вакцинации, который выражает-
ся в профилактике и элиминации S. pneumoniae 
из верхних дыхательных путей, так и с тем, что 
данная иммунизация, а конкретно комплекс 
специфических антигенов S. pneumoniae, спо-
собны оказывать модулирующий эффект на  
Th1/Th2/Treg иммунный ответ за счет индукции 
Treg клеток и супрессии Th2 иммунного отве-
та [15, 16, 18, 19].

По этой причине возможная корректировка 
иммунного статуса больных БА, опосредуемая 
изменениями в регуляции иммунного ответа из-
за возникновения дисбаланса в популяциях эф-
фекторных T-клеток, включая Th1, Th2, Th17 и 
NKT-клетки, и в их секретируемых молекулах, 
в ходе иммунизации против S. pneumoniae может 
являться одной из причин улучшения состояния 
пациентов. Поэтому полученные нами данные по 
изменению содержания IFNγ в сыворотке крови, 
особенно у пациентов с эндотипом высокого 
Т2-воспаления, могут быть отражением данного 
явления. Действительно, ряд авторов предпола-
гают, что низкие уровни IFNγ способствуют ал-
лергической реакции дыхательных путей за счет 

усиления презентации АГ и рекрутирования вос-
палительных клеток, тогда как высокие уровни 
IFNγ подавляют ответы Th2 и действия соответ-
ствующих цитокинов [4]. Однако эффект IFNγ на 
аллергические реакции в легких с учетом плейо-
тропности цитокинов еще предстоит изучить. 
С другой стороны, повышенные значения IFNγ 
могут способствовать снижению частоты вирус-
ных инфекций и инфекций, обусловленных вну-
триклеточными патогенами, что также снижает 
вероятность обострений БА и госпитализаций по 
данной причине.

Заключение
Вакцинация против пневмококковой инфек-

ции с применением конъюгированной вакцины 
у пациентов с БА сопровождается высокой кли-
нической эффективностью вне зависимости от 
эндотипа заболевания. При этом кластеризация 
пациентов по профилю воспаления позволяет 
выявить у них специфические паттерны измене-
ний цитокинового профиля. Прежде всего значи-
мое увеличение концентрации IFNγ в сыворотке 
крови спустя 6 недель после вакцинации ПКВ13 
было характерно для пациентов с эндотипом вы-
сокого T2-воспаления, что может демонстриро-
вать значимую роль данного цитокина в части 
возможной корректировки иммунного статуса 
таких пациентов.
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УРОВЕНЬ АНТИТЕЛ И ОСОБЕННОСТИ ЦИТОКИНОВОГО 
ПРОФИЛЯ СЫВОРОТКИ КРОВИ У МОЛОДЫХ ЛЮДЕЙ  
В ПЕРИОД ПАНДЕМИИ COVID-19
Ли Ю.А.1, Дмитраченко М.Н.1, Маркелова Е.В.1, Костинов М.П.2, 3, 
Королев И.Б.1, Немцев К.К.1
1 ФГБОУ ВО «Тихоокеанский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Владивосток, Россия  
2 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток имени И.И. Мечникова», Москва, 
Россия  
3 ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» 
(Сеченовский университет), Москва, Россия

Резюме. В период пандемии COVID-19 множество вопросов, связанных с особенностями иммун-
ного ответа на перенесенное заболевание, вакцинацию, развитие постковидного синдрома или его 
атипичных форм, остались не вполне разрешенными. Также не определены оптимальные и эффек-
тивные стратегии вакцинации против респираторных вирусных инфекций в «эру постковида». Раз-
нообразие вакцин, прививочный анамнез, факторы риска, а также присоединение COVID-19 к спек-
тру сезонных инфекций в значительной степени влияют на исходный иммунологический профиль 
различных групп населения. Исследуемая группа – 80 юношей в возрасте 19 лет, проживающих в 
закрытых коллективах. Забор крови производился в 2022 г., через 9 месяцев после курса вакцинации 
препаратом «Спутник V». В сыворотках венозной крови проводились исследования уровня про- и 
противовоспалительных цитокинов (IL-1β, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, IFNγ, TNFα), а также анти-
тел IgM и IgG к SARS-CoV-2. Результаты обрабатывались при помощи Microsoft Excel, R-Statistics, 
SPSS 22. Нормальность распределения количественных данных оценивалась по критерию Колмого-
рова–Смирнова. Количественные данные представлены в виде Me (Q0,25-Q0,75), качественные – в виде 
n (%). Для определения статистической значимости использовался коэффициент корреляции Спир-
мена. Средний уровень IgG к SARS-CoV-2 через 9 месяцев после вакцинации превышал заявленный 
защитный уровень более чем в 3 раза. При сравнении уровней цитокинов в зависимости от уровня ан-
тител IgG к SARS-CoV-2 были получены разноплановые данные. В группе 1 с IgG к SARS-CoV-2, не 
достигавшими рекомендованного защитного уровня (< 150 BAU/мл), уровни исследованных провос-
палительных цитокинов (IL-1β, TNFα, IL-6, IL-8) были в 2 и более раз выше, чем в группе 2 с IgG к 
SARS-CoV-2 от 150 до 500 BAU/мл. При этом уровень противовоспалительного цитокина IL-10 был в 
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5 раз выше в 1-й группе по сравнению со 2-й группой. Значительно выше (в 4 раза) уровень IL-10 был 
и в группе 3 с IgG к SARS-CoV-2 от 500 и более BAU/мл. По нашему мнению, существует множество 
факторов, влияющих на иммунный ответ, что требует персонализированного подхода к вакцинации с 
учетом исходного иммунного состояния. Для оптимизации повторной вакцинации необходимо учи-
тывать предыдущие уровни антител, а также использовать иммунологические показатели для оценки 
необходимости дополнительных доз.

Ключевые слова: антитела, цитокины, вакцинация, юноши, пандемия, COVID-19

THE LEVELS OF SARS-CoV-2 IgG ANTIBODY AND CYTOKINE 
PROFILE IN BLOOD SERUM OF YOUNG PEOPLE DURING 
THE COVID-19 PANDEMIC
Li Yu.А.a, Dmitrachenko M.N.a, Markelova E.V.a, Kostinov M.P.b, c, 
Korolev I.B.a, Nemtsev K.K.a 
a Pacific State Medical University, Vladivostok, Russian Federation  
b I. Mechnikov Research Institute for Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation  
c I. Sechenov First Moscow State Medical University, Moscow, Russian Federation

Abstract. During the COVID-19 pandemic, many issues remained unclear, i.e., those related to features 
of immune response in the disease, vaccination, and development of post-COVID syndrome, or its atypical 
forms. Optimal and effective vaccination strategies against respiratory viral infections in the “post-COVID era” 
have not been determined so far. The variety of vaccines, vaccination history, risk factors, as well as joining of 
COVID-19 to the spectrum of seasonal infections significantly influence the initial immunological profile of 
various population groups. The study group included 80 young men aged 19 years living in closed communities. 
Blood sampling was carried out in 2022, 9 months after the course of vaccination with the Sputnik V vaccine. 
The levels of pro- and anti-inflammatory cytokines (IL-1β, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, IFNγ, TNFα), 
as well as IgM and IgG antibodies to SARS-CoV-2 were measured in venous blood sera. The results were 
processed by Microsoft Excel, R-Statistics, SPSS 22. The normality of distribution for quantitative data was 
assessed by the Kolmogorov–Smirnov test. Quantitative data are presented as Me (Q0.25-Q0.75); qualitative, in 
the form of n (%). Spearman’s correlation coefficient was used to determine statistical significance. The average 
level of SARS-CoV-2 IgG antibodies 9 months after vaccination exceeded the protective level by more than 
3 times. Comparisons of cytokine levels and SARS-CoV-2 IgG antibodies have yielded various findings. In 
group 1 with SARS-CoV-2 IgG antibodies < 150 BAU/mL, the levels of pro-inflammatory cytokines (IL- 1β, 
TNFα, IL-6, IL-8) were > 2-fold higher than in group 2 with SARS-CoV-2 IgG antibodies ranging from 150 
to 500 BAU/mL. Moreover, IL-10 level was 5 times higher in group 1 compared to group 2. The level of IL- 10 
was significantly higher (4 times) in group 3 with SARS-CoV-2 IgG antibody levels of > 500 BAU/mL. In 
our opinion, there are many factors influencing the immune response, thus requiring a personalized approach 
to vaccination by taking into account the initial immune state. To optimize booster vaccination, the initial 
antibody levels should be checked, and immunological indices may be used in order to assess the necessity of 
re-vaccination.

Keywords: antibodies, cytokines, vaccination, young adults, pandemic, COVID-19

Введение
По данным Всемирной организации здра-

воохранения (ВОЗ), с января 2020 г. по октябрь 
2023 г. в Российской Федерации зарегистрирова-
но 23 045 833 подтвержденных случая заболевания 
COVID-19 и 400 077 случаев смерти [19]. Наибо-
лее эффективным методом борьбы с SARS-CoV-2 
на сегодняшний день считается вакцинация. 
Всего в России за период пандемии введено бо-

лее 180 млн доз вакцины против COVID-19 [20]. 
И несмотря на тот факт, что 5 мая 2023 г. ВОЗ 
официально объявила о завершении режима 
чрезвычайной ситуации в мире [21] и перехо-
де COVID-19 в разряд сезонных респираторных 
инфекций, множество вопросов, связанных с 
особенностями иммунного ответа на перенесен-
ное заболевание, вакцинацию, развитие постко-
видного синдрома [18] или его атипичных форм, 
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таких как «медленный ковид» (long COVID) [22], 
остались не вполне разрешенными. 

Еще один немаловажный вопрос – это опре-
деление оптимальной и эффективной стратегии 
вакцинации против респираторных вирусных 
инфекций в «эру постковида» [2]. Разнообразие 
вакцин, прививочный анамнез, факторы риска, 
а также присоединение COVID-19 к спектру се-
зонных инфекций в значительной степени вли-
яют на исходный иммунологический профиль 
различных групп населения [1].

Активно проводятся исследования в данных 
направлениях, но где же теперь та «точка отсче-
та» – общепопуляционные показатели иммуните-
та на фоне пандемии COVID-19, на которые мож-
но было бы опираться в дальнейших изысканиях. 
В нашем исследовании мы попытались опреде-
лить некоторые из таких показателей и, возмож-
но, выявить их региональные особенности.

Материалы и методы
Исследуемая группа включала 80 юношей в 

возрасте 19 лет, проживающих в закрытых кол-
лективах на территории Приморского края. Забор 
крови для анализа производился в 2022 г., через 
9 месяцев после курса вакцинации (2 дозы) пре-
паратом «Спутник V» (Гам-Ковид-Вак). В свя-
зи с однородностью выборки по полу, возрасту, 
условиями проживания и т. п., с учетом первой 
группы здоровья, которая была выставлена после 
прохождения медосмотра, критериями исклю-
чения являлись только лихорадка и симптомы 
острых респираторных заболеваний.

В сыворотках венозной крови проводились 
исследования уровня про- и противовоспали-
тельных цитокинов (IL-1β, IL-4, IL-6, IL-8, 
IL- 10, IL-17, IFNγ, TNFα), а также антитела 
IgM и IgG к SARS-CoV-2 методом иммунофер-
ментного анализа с использованием тест-систем 
АО «Вектор-Бест» (г. Новосибирск), «сэндвич»-
варианта твердофазного иммуноферментно-
го анализа согласно прилагаемой инструкции. 
Учет результатов проводили с помощью авто-
матического иммуноферментного анализатора 
Multiscan (Китай). Расчет количественных пара-
метров проводили путем построения калибро-
вочной кривой с помощью компьютерной про-

граммы. Концентрацию цитокинов выражали в 
пикограммах на миллилитр (пг/мл), IgM и IgG 
к SARS-CoV-2 в единицах связывающих антител 
(BAU/мл). Сравнение результатов до вакцина-
ции происходило с референсными значениями, 
взятыми из литературных источников [3].

Коэффициенты воспаления рассчитывались 
следующим образом: К = сумма провоспалитель-
ных цитокинов / сумма противовоспалительных 
цитокинов, в различных комбинациях.

Результаты обрабатывались при помощи 
Microsoft Excel, R-Statistics, SPSS 22. Нормаль-
ность распределения совокупностей количе-
ственных данных оценивалась по критерию Кол-
могорова–Смирнова. Количественные данные 
представлены в виде медиан и интерквантильно-
го размаха (Q0,25-Q0,75 – 25-й и 75-й перцентили), 
качественные – в виде абсолютных и относи-
тельных частот (n (%)). Корреляционный анализ 
признаков выполнялся с использованием непа-
раметрического метода Спирмена (коэффициент 
корреляции – rs). Для определения статистиче-
ской значимости при сравнении двух попарно не 
связанных между собой вариационных рядов при 
ненормальном распределении количественных 
признаков использовался непараметрический 
U-критерий Манна–Уитни. Уровень доверитель-
ной вероятности был задан равным 95%.

Клиническое исследование основано на эти-
ческих принципах, предъявляемых Хельсинк-
ской декларацией всемирной медицинской 
ассоциации, и одобрено локальным Междис-
циплинарным комитетом по этике ФГБОУ ВО 
ТГМУ Минздрава России.

Результаты
После вакцинации антитела IgG к SARS-

CoV-2 были обнаружены у всех субъектов, 
включенных в исследование. Средний уровень 
антител IgG к SARS-CoV-2 в исследуемой груп-
пе через 9 месяцев после вакцинации составил 
540,0 (414,7-789,5) BAU/мл и превышал заяв-
ленный защитный уровень [4] более чем в 3 раза 
(≥ 150 BAU/ мл). Антитела IgM к SARS-CoV-2 не 
были обнаружены. 

Уровни про- и противовоспалительных цито-
кинов представлены в таблице 1.

ТАБЛИЦА 1. ЗНАЧЕНИЯ УРОВНЕЙ ЦИТОКИНОВ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ИССЛЕДУЕМОЙ ГРУППЫ (пг/мл) 
TABLE 1. CYTOKINE LEVELS IN BLOOD SERUM OF THE STUDY GROUP (pg/mL)

IL-10 IL-17 IL-6 IL-1ββ IFNγγ IL-8 TNFαα IL-4

Me 4,47 7,33 27,80 5,60 0,70 295,50 3,90 1,02

Q0,25 1,84 6,82 7,10 3,10 0,40 193,90 2,20 0,75

Q0,75 14,75 8,58 59,90 14,20 0,90 317,50 6,40 1,28
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ТАБЛИЦА 2. КОЭФФИЦИЕНТЫ ПРО- И ПРОТИВОВОСПАЛИТЕЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ ИММУНИТЕТА (ЕД.) 
TABLE 2. PRO- AND ANTI-INFLAMMATORY IMMUNE ACTIVITY COEFFICIENTS (UNITS)

К1
IFNγγ/IL-4

К2
IFNγγ/IL-4 + IL-10

К3
IL-1ββ + IL-6 + IFNγγ/IL-4 

+ IL-10

К4
(IFNγγ + IL-1ββ + TNFαα + 
IL-6 + IL-8)/IL-4 + IL-10

Me 0,48 0,09 4,07 74,64

Q0,25 0,20 0,05 1,33 22,85

Q0,75 0,70 0,30 32,46 106,70

ТАБЛИЦА 3. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ СРЕДНИХ УРОВНЕЙ IgG К SARS-CoV-2 ПО ГРУППАМ, Me (Q0,25-Q0,75)
TABLE 3. GROUPS DISTRIBUTION ACCORDING TO AN AVERAGE SARS-CoV-2 IgG ANTIBODIES LEVELS, Me (Q0.25-Q0.75)

Группа 1
Group 1
(n = 5)

Группа 2
Group 2
(n = 27)

Группа 3
Group 3
(n = 38)

< 150 BAU/мл
< 150 BAU/mL

150-500 BAU/мл
150-500 BAU/mL

> 500 BAU/мл
> 500 BAU/mL

67,30
(57,50-80,90)

417,70
(366,0-440,1)

789,0
(591,0-840,0)

ТАБЛИЦА 4. ПОКАЗАТЕЛИ ЦИТОКИНОВ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ УРОВНЯ IgG К SARS-CoV-2, Me (Q0,25-Q0,75)
TABLE 4. CYTOKINE INDICIES AND SARS-CoV-2 IgG ANTIBODIES LEVELS, Me (Q0.25-Q0.75)

Показатели, 
пг/мл

Indicators,
pg/mL

Группа 1
Group 1

Группа 2
Group 2

Группа 3
Group 3

< 150 BAU/мл
< 150 BAU/mL

150-500 BAU/мл
150-500 BAU/mL

> 500 BAU/мл
> 500 BAU/mL

IL-17 6,69
(6,57-6,81)

7,42
(7,25-8,58)

7,40***
(6,88-8,60)

IL-6 76,30
(75,40-77,20)

15,50*
(7,10-30,60)

28,80**
(3,50-73,70)

IL-1ββ 9,40
(8,20-10,60)

4,60*
(3,60-7,80)

5,60***
(2,80-9,00)

IFNγγ 0,10
(0,10-1,40)

0,60*
(0,40-0,80)

0,80**
(0,40-0,90)

IL-8 317,50
(195,10-367,50)

295,50*
(257,20-321,40)

236,30**
(137,00-314,90)

TNFαα 9,20
(4,20-14,20)

3,90*
(3,70-7,90)*

3,00***
(2,20-4,70)

IL-4 0,71
(0,54-0,88)

1,07
(0,95-1,13)

0,83
(0,75-1,42)

IL-10 17,34***
(11,94-22,74)

3,14*
(2,53-5,66)

13,25**
(1,52-69,04)

Примечание. * – p ≤ 0,05, при сравнении 1-й и 2-й группы; ** – p ≤ 0,05, при сравнении 2-й и 3-й группы; *** – p ≤ 0,05, при 
сравнении 1-й и 3-й группы.

Note. *, p ≤ 0.05, between groups 1 and 2; **, p ≤ 0.05, between groups 2 and 3; ***, p ≤ 0.05, between groups 1 and 3.

Для сравнительной характеристики преобла-
дания уровня про- или противовоспалительной 
активности иммунитета были подсчитаны коэф-
фициенты, представленные в таблице 2.

Несмотря на высокие показатели среднего 
уровня антител IgG к SARS-CoV-2 в общей вы-
борке встречались показатели как < 150 BAU/ мл, 
так и > 500 BAU/мл. Таким образом, согласно 
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ТАБЛИЦА 5. КОЭФФИЦИЕНТЫ ПРО- И ПРОТИВОВОСПАЛИТЕЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ ИММУНИТЕТА В ЗАВИСИМОСТИ 
ОТ УРОВНЯ IgG К SARS-CoV-2, Me (Q0,25-Q0,75)
TABLE 5. PRO- AND ANTI-INFLAMMATORY IMMUNE COEFFICIENTS AND LEVELS OF SARS-CoV-2 IgG ANTIBODIES,  
ME (Q0.25-Q0.75)

Показатели 
Indicators

Группа 1
Group 1

Группа 2
Group 2

Группа 3
Group 3

< 150 BAU/мл
< 150 BAU/mL

150-500 BAU/мл
150-500 BAU/mL

> 500 BAU/мл
> 500 BAU/mL

К1 
IFNγγ/IL-4

0,14
(0,14-1,59)

0,60*
(0,19-0,63)

0,48***
(0,29-1,01)

К2 
IFNγγ/IL-4 + IL-10

0,01***
(0,01-0,50)

0,05*
(0,05-0,16)

0,09**
(0,05-0,36)

К3 
IL-1ββ + IL-6 + IFNγγ/IL-4 + 
IL-10

4,75***
(3,47-6,03)

3,23*
(1,40-4,07)

1,33**
(0,70-54,29)

К4 
(IFNγγ + IL-1ββ + TNFαα + IL-6 
+ IL8)/IL-4 + IL-10

22,85
(9,00-36,70)

72,35*
(28,13-81,40)

74,64***
(5,48-151,79)

Примечание. См. примечание к таблице 4.

Note. As for Table 4.

Рисунок 1. Корреляционные взаимосвязи уровней 
цитокинов в исследуемой группе 
Примечание. * – p ≤ 0,05; ** – p ≤ 0,01.
Figure 1. Сytokine сorrelations in the study group
Note. *, p ≤ 0.05; **, p ≤ 0.01.

уровню антител IgG к SARS-CoV-2, было сфор-
мировано 3 подгруппы исследуемых: 1-я группа – 
менее 150 BAU/мл, 2-я группа – 150-500 BAU/ мл, 
3-я группа – 500 и более BAU/мл (табл. 3).

При анализе средних показателей цитоки-
нов в сыворотке крови и коэффициентов про- и 
противовоспалительной активности в зависимо-
сти от уровня антител IgG к SARS-CoV-2 были 
получены следующие данные, представленные в 
таблицах 4 и 5.

При анализе корреляционной взаимосвязи 
цитокинов было выявлено, что практически все 
цитокины провоспалительной группы достовер-
но прямо коррелировали между собой (p ≤ 0,05) 
и только IL-1β – обратно коррелировал с IL-10 
(p ≤ 0,05), который является противовоспали-
тельным цитокином (рис. 1).

Обсуждение
В свете полученных данных, в первую очередь 

обращает на себя внимание средний уровень IgG 
к SARS-CoV-2, который через 9 месяцев после 
вакцинации превышал заявленный защитный 
уровень более чем в 3 раза. Причем в 2 раза и более 
выше защитного – у 50% исследуемого контин-
гента. Таким образом, главные вопросы, которые 
возникают: с чем связан такой высокий уровень 
антител почти через год после вакцинации, каков 
их протективный потенциал и нужна ли в данной 
ситуации ревакцинация от COVID-19?

В целом, при сравнении уровней цитокинов 
в зависимости от уровня антител IgG к SARS-

CoV-2 были получены разноплановые данные. 
В группе 1 с IgG к SARS-CoV-2, не достигав-
шими рекомендованного защитного уровня 
(<  150  BAU/ мл), уровни исследованных провос-
палительных цитокинов (IL-1β, TNFα, IL-6, 
IL- 8) были в 2 и более раз выше, чем в группе 2 
с IgG к SARS-CoV-2 от 150 до 500 BAU/мл. При 
этом уровень противовоспалительного цитокина 
IL-10 был в 5 раз выше в 1-й группе по сравнению 
со 2-й группой. Значительно выше (в 4 раза) уро-
вень IL-10 был и в группе 3 с IgG к SARS-CoV-2 
от 500 и более BAU/мл (табл. 4). При расчете 
сводного коэффициента воспаления К4 было 
выявлено, что в группе с IgG к SARS-CoV-2, не 
достигавшими защитного уровня, его значения 
были более чем в 3 раза ниже по сравнению с 
группами, где IgG к SARS-CoV-2 превышали 
значение 150 BAU/мл. 

IL-10 IL-8

IL-6 TNFαIL-1β
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Эффективность, кинетика и защита после 
естественного инфицирования и при формирова-
нии поствакцинального иммунитета к COVID-19 
до конца не изучены. Специфические антитела 
играют важную роль в защите от COVID-19 по-
средством эффектов нейтрализации и выведе-
ния [5].

По данным некоторых исследований, спец-
ифический иммунитет после вакцинации от 
COVID-19 характеризуется формированием 
высоких уровней IgG к SARS-CoV-2 в группах, 
вакцинированных мРНК-вакцинами, по срав-
нению с естественно инфицированными паци-
ентами. С другой стороны – после вакцинации 
инактивированными вирусными вакцинами 
уровни антител к SARS-CoV-2 были более при-
ближены к значениям, как после естественного 
инфицирования [7, 13, 17]. Сравнительные ис-
следования в когортах реципиентов, получив-
ших две дозы вакцин разных производителей, 
показали, что вакцины Pfizer/BioNTech и «Спут-
ник V» вызывают более выраженный иммунный 
ответ и стимулируют устойчивую выработку 
антител, чем, например, вакцины Sinopharm и 
Sinovac [10, 11].

Уровень антител IgG к SARS-CoV-2 являет-
ся важнейшим показателем при оценке сфор-
мированности поствакцинального иммунитета. 
Полученные нами данные также согласуются со 
многими другими исследованиями, проводив-
шимися в разных сообществах, которые показа-
ли значительные различия в продолжительно-
сти циркуляции защитных титров антител IgG к 
SARS-CoV-2 через разные промежутки времени 
после вакцинации. При оценке титра антител IgG 
к SARS-CoV-2 через пять месяцев после введе-
ния второй дозы вакцин «Спутник V», Sinopharm 
и AstraZeneca медицинским работникам у 96,4% 
наблюдались приемлемые уровни антител [6]. 
Также уровни антител IgG были значительно 
выше у переболевших людей, которые получили 
хотя бы одну дозу мРНК-вакцины. Влияние этих 
факторов на титр антител можно объяснить тем, 
что инфекция SARS-CoV-2 в анамнезе индуциру-
ет активацию врожденного иммунитета и выра-
ботку антител. Таким образом, наблюдался высо-
кий титр антител, что было связано с вовлечением 
врожденного и адаптивного иммунитета после 
вакцинации. Результаты исследований факто-
ров, связанных с демографическими характери-
стиками, видами вакцин и анамнезом заболева-
ния отдельных индивидов крайне неоднородны. 
По одним данным, они в значительной степени 
прямо или обратно коррелируют с иммуногенно-
стью и «долговечностью» вакцинации [6, 12, 14]. 

По другим данным, было установлено, что титр 
антител, наоборот, не коррелирует с возрастом 
и полом, а вероятность заражения, тяжесть сим-
птомов не связаны с возрастом, полом и уровнем 
антител. Более того, время, прошедшее после 
вакцинации, также не было существенным фак-
тором, определяющим вероятность заражения. 
И в относительно однородных группах здоровых 
медработников возраст и ИМТ также не оказы-
вали существенного влияния на силу иммунного 
ответа [15].

Что касается стратегий вакцинации: нужно 
ли повторно вакцинировать контингент, вклю-
ченный в наше исследование, если нужно, то в 
какие сроки – это важные тактические вопросы, 
т. к. речь идет о закрытых коллективах. С одной 
стороны, специфическая стимуляция иммунной 
системы при ревакцинации, особенно вскоре по-
сле естественного заражения или после послед-
ней дозы вакцины с высоким уровнем антител, 
может привести к ограниченному усилению гу-
морального ответа – «потолок иммунитета» [16]. 
Т. е., если сравнивать инфекцию с дополнитель-
ной дозой вакцины, введенной через несколько 
недель после последней дозы, повторное воз-
действие вирусных антигенов либо посредством 
вакцинации, либо путем заражения через корот-
кие интервалы времени вызывает ограниченный 
бустерный эффект. Это позволяет предположить, 
что двух-трех доз может быть достаточно для до-
стижения максимального иммуногенного эффек-
та вакцины у здоровых лиц. С другой стороны, 
непрерывная эволюция SARS-CoV-2 определя-
ет структурные изменения, которые позволяют 
возникающим штаммам частично уклоняться от 
генерируемого вакциной или предыдущими ин-
фекциями иммунного ответа. 

В исследованиях Н. Баратто и соавт. [8] была 
обнаружена интересная тенденция: у пациентов, 
перенесших COVID-19, исходные уровни анти-
тел IgG к SARS-CoV-2 до и после третей дозы 
вакцины были выше по сравнению с теми, кто 
не заболел COVID-19 в течение 8 месяцев после 
ревакцинации. 

В нашем исследовании наиболее выражен-
ная комплексная провоспалительная активность 
системы цитокинов была выявлена у людей с 
уровнем антител, достигавших и превышавших 
защитный уровень в несколько раз. Своего мак-
симального значения коэффициент К4 = 74,64 
достигал при уровне антител 500 и более BAU/ мл 
(табл.  5). Также в данной исследуемой группе 
обращают на себя внимание повышенный по 
сравнению с другими группами уровень IFNγ и 
пониженные уровни IL-8 и TNFα (табл. 4). Ко-
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эффициент воспаления К2, посчитанный с уче-
том только IFNγ в качестве провоспалительного 
цитокина, отражает тенденцию к увеличению 
одновременно с увеличением уровня антител IgG 
к SARS-CoV-2 (табл. 5).

Поскольку иммунная система представляет 
собой сложный механизм, комбинированный 
анализ набора различных гетерогенных биомар-
керов должен дать лучшую прогностическую 
информацию и предоставить более подробную 
картину иммунологического контекста здоровых 
людей в ответ на вакцинацию и инфицирование. 
По всей видимости, сывороточные антитела IgG 
к SARS-CoV-2 хоть и считаются индикаторами 
серологических тестов, но не являются един-
ственными эффективными маркерами для про-
гнозирования ответа иммунной системы после 
полного цикла вакцинации против SARS-CoV-2. 
Контакт антигена с компонентами иммунной 
системы по сути определяет активацию как гу-
морального, так и клеточного иммунитета, игра-
ющего ключевую роль в индивидуальном ответе, 
на который также влияют генетические факто-
ры [9].

Отрицательная сторона исследования состоит 
в том, что нам не удалось собрать адекватный эпи-
демиологический анамнез в исследуемой группе, 
чтобы сделать выводы по поводу взаимосвязей 

уровней антител и заболеваемостью COVID-19, 
т. к. впоследствии весь контингент был провак-
цинирован сначала от гриппа, затем – повтор-
но от COVID-19. Поэтому полученные данные в 
процессе обработки и станут темой дальнейших 
исследований с поправками на сочетанную вак-
цинацию и новый эпидемиологический сезон. 

Заключение
Наше исследование подчеркивает сложность 

и разнообразие факторов, способствующих ре-
акции иммунитета на COVID-19 среди насе-
ления, и указывает на необходимость в совре-
менных условиях более тщательного подхода к 
выбору стратегий вакцинации, особенно с уче-
том исходного иммунологического контекста. 
Тем не менее следует подчеркнуть, что, исходя 
из полученных результатов, при составлении 
плана повторной вакцинации важно учитывать 
исходный уровень антител, оставшихся по-
сле предыдущих вакцинаций, а для адекватной 
оценки необходимо не только сравнивать их с 
рекомендованным защитным уровнем, но и, 
возможно, рассматривать в совокупности с рас-
считанными в коэффициентах иммунологиче-
скими показателями. 



376

Li Yu.А. et al.
Ли Ю.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

7. Azak E., Karadenizli A., Uzuner H., Karakaya N., Canturk N.Z., Hulagu S. Comparison of an inactivated 
Covid19 vaccine-induced antibody response with concurrent natural Covid19 infection. Int. J. Infect. Dis., 2021,  
Vol. 113, pp. 58-64.

8. Baratto N., Maistrello L., Pazienza E., Barresi R. Anti-SARS-CoV-2 IgG antibody response in individuals 
infected post complete vaccination: a 6-month longitudinal study in healthcare professionals. Vaccines (Basel), 2023, 
Vol. 11, no. 6, 1077. doi: 10.3390/vaccines11061077.

9. Cheetham N.J., Kibble M., Wong A., Silverwood R.J., Knuppel A., Williams D.M., Hamilton O.K.L., Lee P.H., 
Bridger S.C., Di G.G., Zhu J., Katikireddi S.V., Ploubidis G.B., Thompson E.J., Bowyer R.C.E., Zhang X., Abbasian G., 
Garcia M.P., Hart D., Seow J., Graham C., Kouphou N., Acors S., Malim M.H., Mitchell R.E., Northstone K., Major-
Smith D., Matthews S., Breeze T., Crawford M., Molloy L., Kwong A.S.F., Doores K., Chaturvedi N., Duncan E.L., 
Timpson N.J., Steves C.J. Antibody levels following vaccination against SARS-CoV-2: associations with post-
vaccination infection and risk factors in two UK longitudinal studies. Elife, 2023 Vol. 12. e80428. doi: 10.7554/
eLife.80428.

10. Dashdorj N.J., Wirz O.F., Röltgen K., Haraguchi E., Buzzanco A.S., Sibai M., Wang H., Miller J.A., Solis D., 
Sahoo M.K., Arunachalam P.S., Lee A.S., Shah M.M., Liu J., Byambabaatar S., Bat-Ulzii P., Enkhbat A., Batbold E., 
Zulkhuu D., Ochirsum B., Khurelsukh T., Dalantai G., Burged N., Baatarsuren U., Ariungerel N., Oidovsambuu O., 
Bungert A.S., Genden Z., Yagaanbuyant D., Mordorj A., Pulendran B., Chinthrajah S., Nadeau K.C., Jardetzky T., 
Wilbur J.L., Wohlstadter J.N., Sigal G.B., Pinsky B.A., Boyd S.D., Dashdorj N.D. Direct comparison of antibody 
responses to four SARS-CoV-2 vaccines in Mongolia. Cell Host Microbe, 2021, Vol. 29, no. 12, pp. 1738-1743.

11. Ebrahim F., Tabal S., Lamami Y., Alhudiri I.M., El Meshri S.E., Al Dwigen S., Arfa R., Alboeshi A., 
Alemam H.A., Abuhtna F., Altrhouni R., Milad M.B., Elgriw N.A., Ruaua M.A., Abusrewil Z., Harroush W., Jallul M., 
Ali F.S., Eltaib F., Elzagheid A. Anti-SARS-CoV-2 IgG antibodie's Post-COVID-19 or post-vaccination in libyan 
population: comparison of four vaccines. Vaccines, 2022, Vol. 10, no. 12, 2002. doi: 10.3390/vaccines10122002.

12. Efrati S., Catalogna M., Abu Hamed R., Hadanny A., Bar-Chaim A., Benveniste-Levkovitz P., Strugo R., 
Levtzion-Korach O. Early and long term antibody kinetics of asymptomatic and mild disease COVID-19 patients. 
Sci. Rep., 2021, Vol. 11, no. 1, 13780. doi: 10.1038/s41598-021-93175-y.

13. Jackson L.A., Anderson E.J., Rouphael N.G., Roberts P.C., Makhene M., Coler R.N., McCullough M.P., 
Chappell J.D., Denison M.R., Stevens L.J., Pruijssers A.J., McDermott A., Flach B., Doria-Rose N.A., Corbett K.S., 
Morabito K.M., O’Dell S., Schmidt S.D., Swanson P.A., Padilla M., Mascola J.R., Neuzil K.M., Bennett H., Sun W., 
Peters E., Makowski M., Albert J., Cross K., Buchanan W., Pikaart-Tautges R., Ledgerwood J.E., Graham B.S., 
Beigel J.H. An mRNA Vaccine against SARS-CoV-2 – Preliminary Report. N. Engl. J. Med., 2020, Vol. 383, no. 20, 
pp. 1920-1931. 

14. Luo C., Liu M., Li Q., Zheng X., Ai W., Gong F., Fan J., Liu S., Wang X., Luo J. Dynamic changes and 
prevalence of SARS-CoV-2 IgG/IgM antibodies: Analysis of multiple factors. Int. J. Infect. Dis., 2021, Vol. 108,  
pp. 57-62.

15. Montero S., Urrunaga-Pastor D., Soto-Becerra P., Cvetkovic-Vega A., Guillermo-Roman M., Figueroa-
Montes L., Sagastegui A.A., Alvizuri-Pastor S., Contreras-Macazana R.M., Apolaya-Segura M., Díaz-Vélez  C., 
Maguiña J.L. Humoral response after a BNT162b2 heterologous third dose of COVID-19 vaccine following two 
doses of BBIBP-CorV among healthcare personnel in Peru. Vaccine X, 2023, Vol. 14, 100311. doi: 10.1016/j.
jvacx.2023.100311.

16. Noh J.Y., Cheong H.J., Kim W.J., Choi J.Y., Lee H.W., Kim S.S., Kim B., Song J.Y. Robust neutralizing antibody 
responses after single-dose BNT162b2 vaccination at long intervals from prior SARS-CoV-2 infection and ceiling 
effect with repeated vaccination. J. Infect., 2022, Vol. 85, no. 5, pp. 573-607. 

17. Sahin U., Muik A., Derhovanessian E., Vogler I., Kranz L.M., Vormehr M., Baum A., Pascal K., Quandt J., 
Maurus D., Brachtendorf S., Lörks V., Sikorski J., Hilker R., Becker D., Eller A.K., Grützner J., Boesler C., Rosenbaum C., 
Kühnle M.C., Luxemburger U., Kemmer-Brück A., Langer D., Bexon M., Bolte S., Karikó K., Palanche T., Fischer B., 
Schultz A., Shi P.Y., Fontes-Garfias C., Perez J.L., Swanson K.A., Loschko J., Scully I.L., Cutler  M., Kalina W., 
Kyratsous C.A., Cooper D., Dormitzer P.R., Jansen K.U., Türeci Ö. COVID-19 vaccine BNT162b1 elicits human 
antibody and TH1 T cell responses. Nature, 2020, Vol.586, no. 7830, pp. 594-599. 

18. Soriano J.B., Murthy S., Marshall J.C., Relan P., Diaz J.V., WHO Clinical Case Definition Working Group on 
Post-COVID-19 Condition. A clinical case definition of post-COVID-19 condition by a Delphi consensus. Lancet 
Infect. Dis., 2022, Vol. 22, no. 4, pp. 102-107.

19. WHO Coronavirus (COVID-19) Dashboard. Available at: https://data.who.int/dashboards/covid19/
cases?n = c. (Access date: June 6, 2024).

20. WHO Coronavirus (COVID-19) Dashboard. Vaccination. Available at: https://covid19.who.int/?mapFilter =  
vaccinations. (Access date: June 6, 2024).



377

Антитела и цитокины в период COVID-19
Antibodies and cytokines during COVID-192025, Vol. 27,  2

2025, Т. 27, № 2

21. WHO Director-General’s Report to Member States at the 76th World Health Assembly  – 22 May 2023. 
Available at: https://www.who.int/director-general/speeches/detail/who-director-general-s-report-to-member-
states-at-the-76th-world-health-assembly---22-may-2023. (Access date: June 6, 2024).

22. Yelin D., Moschopoulos C.D., Margalit I., Gkrania-Klotsas E., Landi F., Stahl J.P., Yahav D. ESCMID rapid 
guidelines for assessment and management of long COVID. Clin. Microbiol. Infect., 2022, Vol. 28, no. 7, pp. 955-972. 

Авторы:

Ли Ю.А. – к.м.н., врач-инфекционист, майор 
медицинской службы, преподаватель военного учебного 
центра ФГБОУ ВО «Тихоокеанский государственный 
медицинский университет» Министерства 
здравоохранения РФ, г. Владивосток, Россия

Дмитраченко М.Н. – студентка лечебного 
факультета ФГБОУ ВО «Тихоокеанский 
государственный медицинский университет» 
Министерства здравоохранения РФ, г. Владивосток, 
Россия

Маркелова Е.В. – д.м.н., профессор, заведующая 
кафедрой нормальной и патологической физиологии 
ФГБОУ ВО «Тихоокеанский государственный 
медицинский университет» Министерства 
здравоохранения РФ, г. Владивосток, Россия

Authors:

Li Yu.А., PhD (Medicine), Infectious Diseases Doctor, Major 
of Medical Service, Teacher of the Military Training Center, 
Pacific State Medical University, Vladivostok, Russian 
Federation 

Dmitrachenko M.N., Student, Medical Faculty, Pacific State 
Medical University, Vladivostok, Russian Federation 
 
 

Markelova E.V., PhD, MD (Medicine), Professor, Head, 
Department of Normal and Pathological Physiology, Pacific 
State Medical University, Vladivostok, Russian Federation



378

Li Yu.А. et al.
Ли Ю.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Костинов М.П. – д.м.н., профессор, член-корр. РАН, 
заведующий лабораторией вакцинопрофилактики и 
иммунотерапии аллергических заболеваний ФГБНУ 
«Научно-исследовательский институт вакцин и 
сывороток имени И.И. Мечникова»; заведующий 
кафедрой эпидемиологии и современных технологий 
вакцинации ФГАОУ ВО «Первый Московский 
государственный медицинский университет имени 
И.М. Сеченова» (Сеченовский университет), Москва, 
Россия

Королев И.Б. – к.м.н., полковник медицинской 
службы, начальник военного учебного центра ФГБОУ 
ВО «Тихоокеанский государственный медицинский 
университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Владивосток, Россия

Немцев К.К. – студент лечебного факультета 
ФГБОУ ВО «Тихоокеанский государственный 
медицинский университет» Министерства 
здравоохранения РФ, г. Владивосток, Россия

Kostinov M.P., PhD, MD (Medicine), Professor, 
Corresponding Member, Russian Academy of Sciences, Head, 
Laboratory of Vaccination and Immunotherapy of Allergic 
Diseases, I. Mechnikov Research Institute for Vaccines 
and Sera; Head, Department of Epidemiology and Modern 
Technologies of Vaccination, I. Sechenov First Moscow State 
Medical University (Sechenov University), Moscow, Russian 
Federation 
 

Korolev I.B., PhD (Medicine), Colonel of Medical Service, 
Head of the Military Training Center of Pacific State Medical 
University, Vladivostok, Russian Federation 
 

Nemtsev K.K., Student, Medical Faculty, Pacific State 
Medical University, Vladivostok, Russian Federation

Поступила 06.06.2024
Принята к печати 14.09.2024

Received 06.06.2024
Accepted 14.09.2024



379

Оригинальные статьи
Original articles

Медицинская иммунология
2025, Т. 27, № 2,  
стр. 379-394

Medical Immunology (Russia)/ 
Meditsinskaya Immunologiya
2025, Vol. 27,  2, pp. 379-394

1 page

Адрес для переписки:

Казаков Сергей Петрович
ФГБУ «Главный военный клинический госпиталь  
имени академика Н.Н. Бурденко»
105094, Россия, Москва, Госпитальная площадь, 3.
Тел.: 8 (499) 263-01-73.
E-mail: gvkg.ckld@mail.ru

Address for correspondence:

Sergey P. Kazakov
Main Military N. Burdenko Clinical Hospital,  
Russian Defense Ministry
3 Gospitalnaya Square
Moscow
105094 Russian Federation
Phone: +7 (499) 263-01-73.
E-mail: gvkg.ckld@mail.ru

Образец цитирования: 

Н.В. Давыдова, С.Б. Путков, Д.В. Решетняк, 
С.П. Казаков «Исследование взаимосвязей 
и диагностической эффективности цитокинов 
в оценке степени тяжести больных COVID-19» 
// Медицинская иммунология, 2025. Т. 27, № 2. 
С. 379-394. doi: 10.15789/1563-0625-SIO-3067

© Давыдова Н.В. и соавт., 2025 
Эта статья распространяется по лицензии 
Creative Commons Attribution 4.0

For citation: 

N.V. Davydova, S.B. Putkov, D.V. Reshetnyak, S.P. Kazakov 
“Studying interconnections of cytokines and their diagnostic 
effectiveness when assessing severity grade in COVID-19 
patients”, Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya 
Immunologiya, 2025, Vol. 27, no. 2, pp. 379-394.  
doi: 10.15789/1563-0625-SIO-3067

© Davydova N.V. et al., 2025 
The article can be used under the Creative 
Commons Attribution 4.0 License

DOI: 10.15789/1563-0625-SIO-3067

ИССЛЕДОВАНИЕ ВЗАИМОСВЯЗЕЙ И ДИАГНОСТИЧЕСКОЙ 
ЭФФЕКТИВНОСТИ ЦИТОКИНОВ В ОЦЕНКЕ СТЕПЕНИ 
ТЯЖЕСТИ БОЛЬНЫХ COVID-19
Давыдова Н.В.1, Путков С.Б.1, Решетняк Д.В.1, Казаков С.П.1, 2

1 ФГБУ «Главный военный клинический госпиталь имени академика Н.Н. Бурденко», Москва, Россия  
2 ФГБУ «Федеральный научно-клинический центр специализированных видов медицинской помощи 
и медицинских технологий Федерального медико-биологического агентства», Москва, Россия

Резюме. Характер и интенсивность реакции иммунной системы организма человека на зараже-
ние вирусом SARS-CoV-2 зависят от многих факторов. Иммунный ответ на инфекцию включает кле-
точное и гуморальное звено. Гуморальное звено состоит из эффекторных специфических (антитела), 
неспецифических (белки острой фазы, прокальцитонин (PCT), α- и β-интерфероны) и регулятор-
ных факторов, таких как цитокины (интерлейкины (IL), γ-интерферон (IFNγ)) и медиаторы (лейкот-
риены и т. д.). В данном исследовании изучались сывороточные уровни цитокинов (IFNγ, IL-2, IL-6, 
IL-8, IL-10, IL-17А, IL-18) и неспецифический эффекторный фактор иммунной системы PCT при 
разной степени тяжести заболевания COVID-19. 

Биоматериал (сыворотка крови) 91 пациента (15 женщин, 76 мужчин) в возрасте 29-88 лет (сред-
ний возраст 53,9 года) собирался в период с мая 2020 по июль 2021 г. Пациенты были распределены на 
группы по степени тяжести заболевания, в зависимости от клинических данных, потребности в кис-
лороде, данных о госпитализации: больные COVID-19 легкой степени тяжести (n = 9) – пациенты на 
амбулаторном лечении; больные средней степени тяжести (n = 38) – пациенты коечного отделения 
инфекционного стационара; больные тяжелой степени тяжести (n = 44) – пациенты инфекционного 
отделения реанимации и интенсивной терапии; контрольная группа пациентов (n = 20) – доноры 
крови без хронических заболеваний. 

В результате исследования были выявлены наиболее важные маркеры тяжести состояния, с по-
мощью ROC-анализа рассчитаны пороговые значения для дифференциальной диагностики разных 
степеней тяжести по достоверно различающимся критериям, диагностической эффективности по-
казателей медиаторов иммунитета в разработанной логистической регессивной модели. 

Нами были обнаружены и статистически подтверждены показатели, наиболее достоверно влия-
ющие на степень тяжести при COVID-19 – IL-6, IL-8, IL-10, IL-18, PCT, IFNγ; максимальный рост 
IL-17А и IFNγ – при легкой степени и снижение – в средней и максимально в тяжелой степени 
COVID-19. Факторами плохого прогноза являлись повышение IL-6, IL-10, PCT, снижение IFNγ. Об-
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наружены корреляционные связи медиаторов иммунного ответа (IL-8, IL-17А, IL-18, IFNγ), позво-
ляющие глубже понимать механизм развития нарушений, дисбаланса иммунного ответа.

Ключевые слова: SARS-CoV-2, IFNγ, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17А, IL-18

STUDYING INTERCONNECTIONS OF CYTOKINES AND THEIR 
DIAGNOSTIC EFFECTIVENESS WHEN ASSESSING SEVERITY 
GRADE IN COVID-19 PATIENTS
Davydova N.V.a, Putkov S.B.a, Reshetnyak D.V.a, Kazakov S.P.a, b

a Main Military N. Burdenko Clinical Hospital, Moscow, Russian Federation  
b Federal Research and Clinical Center for Specialized Medical Care and Medical Technologies, Federal Medical 
and Biological Agency, Moscow, Russian Federation

Abstract. The origins and intensity of human immune response to SARS-CoV-2 infection depend on many 
factors. The anti-infectious immune response includes both cellular and humoral components. The humoral 
link is mediated by effector-specific (antibodies) and non-specific factors (acute phase proteins, procalcitonin, 
α- and β-interferons), and regulatory factors, e.g., cytokines (interleukins (IL), γ-interferon (IFNγ)) and 
mediators (leukotrienes, etc.). In our work, serum levels of cytokines, i.e., IFNγ, IL-2, IL-6, IL- 8, IL-10, 
IL-17A, IL-18 and procalcitonin (PCТ), a nonspecific effector factor of the immune system were compared 
at varying degrees of COVID-19 severity. Biomaterial samples (blood serum) of 91 patients aged 29-88 years 
(average age 53.9 years; 15 women, 76 males) were collected between May 2020 and July 2021. We divided 
patients into groups according to the disease severity, depending on clinical data, oxygen demand, and 
hospitalization data. COVID-19 patients of “mild degree” (n = 9) were subject to outpatient treatment; the 
patients of “moderate degree” (n = 38) were hospitalized at the infectious hospital; in the “severe degree” cases 
(n = 44), the patients were treated at the infectious intensive care unit. The control group of patients (n = 20) 
was presented by the blood donors without chronic diseases. We have identified the most important markers of 
the disease severity. Moreover, using ROC analysis, we have calculated the thresholds for differential diagnosis 
of distinct degrees of COVID-19 severity, by significantly differing criteria, as well as diagnostic efficiency 
of immune mediator indexes using a developed logistic regression model. We have revealed and statistically 
confirmed the indices that most significantly influence the COVID-19 severity, i.e., IL-6, IL-8, IL-10, IL-18, 
PCT, IFNγ. We found a maximum increase in IL-17A and IFNy at a mild degree, and their reduction in the 
moderate and maximum severe cases of COVID-19. Increase in IL-6, IL-10, PCT levels, and a decrease in 
IFNγ proved to be the factors of poor prognosis. We have also found some correlations between the immune 
mediators (IL-8, IL-17A, IL-18, IFNγ) thus allowing a deeper insight into the mechanisms of the disorders, 
the imbalance of immune response.

Keywords: SARS-CoV-2 infection, cytokine levels, IFNγ, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17А, IL-18

Введение
В 2020 г. началась пандемия новой корона-

вирусной инфекции (COVID-19), вызванная 
вирусом SARS-CoV-2, и для ученых до сих пор 
актуальны вопросы о разработке способов эф-
фективной диагностики и лечения пациентов, 
прогнозе осложнений, так как данное заболева-
ние в настоящее время продолжает распростра-
няться. Всемирная организация здравоохране-
ния объявила о завершении чрезвычайной фазы 
пандемии 5 мая 2023 г. По состоянию на 22 ок-
тября 2023 г. во всем мире было зарегистрирова-

но более 771 млн подтвержденных случаев и бо-
лее 6,9 млн умерших [36]. Попытки разработать 
этиотропное лечение пока не увенчались значи-
тельным успехом в связи с чрезвычайно быстрой 
изменчивостью вируса, мутациями РНК-генома, 
влияющими на способность вируса уклонять-
ся от действия иммунной системы, селекцией, 
и появлением новых контагиозных вариантов, 
различающихся по симптомам и клиническому 
течению, возникновением «волн» пяти эпиде-
мически значимых штаммов: альфа, бета, гамма, 
дельта, омикрон [16]. В связи с этим пытаются 
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выявить предикторы осложнений и группы риска 
больных, оценить параметры иммунной системы 
и влияние общей реактивности организма на раз-
витие заболевания [14].

Цитокины играют важное значение не только 
при инфекционных, но и при аутоиммунных и 
онкологических заболеваниях, позволяя исполь-
зовать их в понимании механизмов нарушения 
иммунного ответа и в диагностике между разны-
ми группами исследуемой патологии [6, 7, 8, 11, 
17, 18, 19, 21].

Иммунный ответ при коронавирусной ин-
фекции характеризуется развитием так называ-
емого цитокинового шторма (ЦШ) – реакция 
организма на различные патогены, связанная с 
избыточной неконтролируемой продукцией не-
которых медиаторов иммунной системы, кото-
рая запускает каскад по принципу положитель-
ной обратной связи [21] и ведет к повреждениям 
органов и тканей организма. В настоящее время 
концепция ЦШ лучше изучена при патогенезе 
многих других состояний, таких как сепсис, ауто-
воспалительные заболевания, первичный и вто-
ричный гемофагоцитарный лимфогистиоцитоз 
и мультицентрический синдром Кастлемана [37] 
и изучается при CAR-Т-терапии [25]. Более того, 
ЦШ стал ключевым аспектом нового коронави-
русного заболевания в 2019 г., поскольку у паци-
ентов наблюдались высокие уровни нескольких 
ключевых провоспалительных цитокинов: IL-1, 
IL-2, IL-6, IL-10, TNFα, IFNγ, IP-10, GM-CSF, 
MCP-1, некоторые из которых коррелировали с 
тяжестью заболевания [36]. 

Главную роль в запуске ЦШ при COVID-19 
играет IL-6, что доказано многими исследовани-
ями [14, 32]. Например, у пациентов с тяжелой 
формой COVID-19 отмечались более высокие 
уровни IL-6 (p = 0,026) [32]. IL-6 индуцирует се-
крецию белков острой фазы, стимулирует диф-
ференцировку В-клеток, активацию и диффе-
ренцировку Т-лимфоцитов в Th17, которые, в 
свою очередь, синтезируют IL-17 [11]. ЦШ игра-
ет решающую роль в развитии тяжелого течения 
COVID-19 [4]. Некоторые исследователи выявля-
ют гипервоспалительный синдром при тяжелом 
течении COVID-19, проявляющийся высокими 
уровнями IL-6, IL-8, IL-15, IL-18, МIG, МDC, 
МСР-1, М-СSF, TNFα [4].

Острая форма COVID-19 была связана с за-
метным повышением почти всех провоспали-
тельных маркеров, в то время как одиннадцать 
маркеров (IL-1β, IL-2, IL-6, IL-10, IL-18, IL-23, 
IL-33, TNFα, IP-10, G-CSF и YKL-40) были свя-
заны с тяжестью заболевания [29]. Повышенный 
уровень провоспалительных цитокинов (осо-
бенно IL-2, IL-6, IL-10, IL-17) и истощенные 
Т-клетки обнаружены в периферической крови 

и легких [30]. При этом необходимо четко знать 
референтные уровни цитокинов, свойственные 
здоровым людям [5]. Эти показатели могут выхо-
дить за пределы значений, которые указываются в 
инструкциях производителей наборов реагентов, 
предназначенных для количественного опреде-
ления цитокинов в биологических жидкостях че-
ловека и культуральных средах. Кроме того, как 
справедливо отмечается в некоторых работах, 
опубликованные данные о количественном со-
держании цитокинов в сыворотке и плазме крови 
как здоровых, так и больных людей, очень про-
тиворечивы, что может быть обусловлено среди 
других причин использованием исследователями 
наборов разных фирм [20].

Цель – проведение сравнительного исследо-
вания уровней цитокинов и медиаторов имму-
нитета, их диагностической эффективности у 
больных COVID-19 с разной степенью тяжести 
заболевания. В нашей работе мы изучали некото-
рые механизмы развития ЦШ.

Материалы и методы
Биоматериал (сыворотка крови) 91 пациен-

та (15 женщин, 76 мужчин) в возрасте 29-88 лет 
(средний возраст 53,9 года) собирался в период с 
мая 2020 по июль 2021 г. В это время регистриро-
вались уханьский, альфа- и дельта-варианты ви-
руса. Пациенты были распределены на группы по 
степени тяжести, в зависимости от клинических 
данных, потребности в кислороде, данных о го-
спитализации: больные COVID-19 легкой степе-
ни (n = 9) – пациенты на амбулаторном лечении; 
больные средней степени (n = 38) – пациенты 
коечного отделения инфекционного стационара; 
больные тяжелой степени (n = 44) – пациенты 
инфекционного отделения реанимации и интен-
сивной терапии (ОРИТ); контрольная группа па-
циентов (n = 20) – доноры крови без хронических 
заболеваний.

Кровь собиралась в вакуумные пробирки с 
активатором свертывания. Пробирки центрифу-
гировались согласно методическим рекоменда-
циям по преаналитике [12]. Из сыворотки выпол-
нялись исследования на IL-6 и прокальцитонин 
(PCT) в день забора материала. В дальнейшем, в 
тот же день, сыворотка отбиралась в пластиковые 
микропробирки («Эппендорф»), сразу заморажи-
валась, хранилась при температуре -80 °C. Поз-
же одномоментно проводилось количественное 
определение уровней цитокинов. Для работы ис-
пользовались наборы реагентов для иммунофер-
ментного анализа ручными методами отечествен-
ных и зарубежных производителей: IFNγ, IL-2, 
IL-8, IL-10, IL-18 (АО «Вектор-Бест», Россия), 
IL-17A (Human, Thermofisher, США) и наборы 
для автоматического определения на анализато-
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ре IL-6 и PCT (Cobas e411, Roсhe, Швейцария). 
С нижними пределами чувствительности и по-
рогом 2-500  пг/мл, 1-500  пг/ мл, 0,5-100  пг/мл и 
2-250  пг/мл для IL-2, IL-10, IL-17А и IL-8 соответ-
ственно; для IL-18 и IFNγ – 2-1000  пг/ мл, опреде-
ление в интервале концентраций 1,5-50 000  пг/ мл 
для IL-6 с чувствительностью от 1,5  пг/мл и для 
PCT – 0,02- 100  нг/ мл с чувствительностью от 
0,02  нг/ мл.

В исследуемых группах определяли среднее 
значение показателей (M) и среднюю ошибку 
(m) для оценки точности расчета и определе-
ния доверительных интервалов [2]. Статистиче-
ская обработка данных проводилась с расчетом 
непараметрического критерия Манна–Уитни, 
корреляционного анализа по Спирмену, постро-
ением ROC-кривых, с использованием ПО SPSS 
Statistics  v.  26. Достоверно значимые различия 
считали статистически значимыми при p < 0,05, 
при сравнении двух групп. Взаимосвязь между 
непрерывными величинами, имеющими ненор-
мальное распределение, оценивали по ранговой 
корреляции Спирмена. Силу связей оценивали 

по шкале Чеддока [1]. Оценку диагностической 
чувствительности и специфичности производи-
ли с помощью анализа ROC-кривых, с расчетом 
максимальной площади под кривой. Для по-
казателей были определены пороги отсечения 
(cut-off). Для определения оптимального порога 
были заданы следующие критерии его определе-
ния: максимальная суммарная чувствительность 
(Se) и специфичность (Sp) модели (cut-off = max 
(Se + Sp)) и баланс между чувствительностью и 
специфичностью, т. е. когда Se~Sp (cut- off = min 
| Se – Sp |).

Результаты
Результаты исследования цитокинов в кон-

трольной группе пациентов и пациентов с 
COVID-19 с легкой, средней и тяжелой степеня-
ми заболевания представлены в таблице 1. 

Динамика изменений уровня показателей при 
разных степенях тяжести заболевания представ-
лена на рисунке 1.

Анализ полученных результатов показал, что 
концентрация основного провоспалительного 

ТАБЛИЦА 1. УРОВНИ МЕДИАТОРОВ ИММУНИТЕТА В ЗАВИСИМОСТИ ОТ СТЕПЕНИ ТЯЖЕСТИ COVID-19

TABLE 1. LEVELS OF IMMUNE MEDIATORS DEPENDING ON THE SEVERITY OF COVID-19

Показатель, 
единицы
Indicator,

units

Контрольная 
группа 
Control
group

(n = 20)

Группы больных COVID-19, количество, n
COVID-19 patient groups, number, n

Легкая степень
Mild degree

(n = 9)

Средняя степень
Moderate degree

(n = 38)

Тяжелая степень
Severe degree

(n = 44)
М ±m М ±m М ±m М ±m

IL-6,  пг/мл
IL-6, pg/mL 3,0 0,4 3,0 1,0 280,3 50,3 3149*** 474,7

PCT, нг/мл
PCT, ng/mL 0,042 0,004 0,036 0,012 0,2** 0,036 0,89*** 0,14

IL-17A,  пг/мл
IL-17A, pg/mL 0,1 0,05 10,0* 3,33 4,1 0,66 3,2 0,51

IL-18,  пг/мл
IL-18, pg/mL 157,4 6,2 267,4* 89,15 490,5** 79,6 519 81,1

IFNγγ,  пг/мл
IFNγ, pg/mL 2 0,5 31,3* 10,4 24,4 3,96 15,3*** 2,4

IL-8,  пг/мл
IL-8, pg/mL 2 0,5 10,7* 3,5 119,4** 19,7 103 16,1

IL-10,  пг/мл
IL-10, pg/mL 6 1 5,2 1,7 46,4** 7,5 101*** 15,7

IL-2,  пг/мл
IL-2, pg/mL 0,3 0,005 0,64 0,2 0,97 0,16 0,763 0,12

Примечание. * – достоверные отличия (p < 0,05, критерий Манна–Уитни) между контрольной группой и легкой 
степенью; ** – достоверные отличия (p < 0,05) между легкой и средней степенями; *** – достоверные отличия (p < 0,05) 
между средней и тяжелой степенями.

Note. *, significant differences (p < 0.05, Mann–Whitney criterion) between control and mild degree; **, significant differences 
(p < 0.05) between mild and moderate degrees; ***, significant differences (p < 0.05) between moderate and severe degrees.
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цитокина IL-6 увеличивалась в зависимости от 
тяжести состояния пациентов с COVID-19. У па-
циентов с легкой степенью тяжести COVID-19 
отмечались показатели среднего уровня IL-6 
(M±m), которые составляли 3,0±1,0  пг/мл и до-
стоверно не отличались от этого показателя в кон-
трольной группе. У пациентов средней степени 
тяжести, находящихся на стационарном лечении 
в инфекционном отделении, был выявлен высо-
кий уровень IL-6 (280,3±50,3  пг/мл). IL-6 имел 
тенденцию к росту, по сравнению с группой боль-
ных с COVID-19 легкой степени тяжести, однако 
достоверных различий выявлено не было. Значи-
тельный рост уровня IL-6 был отмечен в группе 
пациентов с COVID-19, находящихся в ОРИТ с 
тяжелой степенью тяжести заболевания, средний 
уровень IL-6 составил 3149,5±474,7 пг/ мл и до-
стоверно (р = 0,0001) отличался от группы паци-
ентов со средней степенью тяжести.

Исследование уровня IL-2 у пациентов кон-
трольной группы и групп больных COVID-19 с 
легкой, средней и тяжелой степенями заболева-
ния позволило отметить тенденцию к увеличе-
нию этого цитокина в зависимости от степени 
тяжести. Так, уровень данного цитокина у за-
болевших COVID-19 составил 0,64±0,2  пг/ мл, 
0,97±0,16  пг/мл и 0,763±0,12  пг/мл соответствен-
но, при уровне 0,3±0,01  пг/мл в контрольной 

группе. Достоверных различий между группами 
выявлено не было.

Изучение уровня хемокина, продуцируемо-
го нейтрофилами, IL-8, позволило выявить его 
достоверное (р = 0,002) увеличение у больных 
COVID-19 уже при легкой степени тяжести до 
уровня 10,7±3,5  пг/мл по сравнению с контроль-
ной группой, где концентрация IL-8 составляла 
2,0±0,5  пг/мл. Достоверные различия (р = 0,001) 
и прирост были обнаружены при сравнении по-
казателя IL-8 у больных средней степени тяже-
сти, составлявшего 119,4±19,7  пг/мл, и больных 
легкой степени тяжести. Последующее снижение 
уровня IL-8 до 103,1±16,1 пг/мг было отмечено 
в группе пациентов COVID-19, находящихся в 
ОРИТ, по сравнению с показателем IL-8 у боль-
ных в средней степени тяжести без достоверных 
различий. 

Анализ результатов противовоспалитель-
ного цитокина IL-10 выявил, что у больных 
COVID-19 легкой степени тяжести его уровень 
составлял 5,2±1,7  пг/мл и не имел значимых раз-
личий и тенденций к изменению, по сравнению 
с контрольной группой. У больных с COVID-19 
средней степени тяжести, находившихся в ста-
ционарных условиях, отмечалось достоверное 
(р = 0,021) увеличение уровня IL-10 в 9 раз (до 
46,4±7,5  пг/мл), по сравнению с уровнем IL-10 
у амбулаторных больных с легкой степенью тя-

Рисунок 1. Динамика изменения цитокинов в зависимости от степени тяжести COVID-19
Figure 1. Dynamics of cytokine changes depending on the severity COVID-19
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жести. У больных COVID-19, находившихся на 
интенсивной терапии в ОРИТ, концентрация 
IL-10 продолжала нарастать и достигала в группе 
уровня 101,4±15,7  пг/мл, достоверно (р = 0,010) 
отличаясь от показателя IL-10 у больных средней 
степени тяжести заболевания.

IL-17A показал значительное повышение кон-
центрации до уровня 10,0±3,33  пг/мл уже в груп-
пе больных с легкой степенью тяжести заболева-
ния, достоверно (р = 0,034) отличаясь у пациентов 
контрольной группы с уровнем 0,1±0,05 пг/мл. 
Достоверных различий уровней IL-17A в группе 
больных COVID-19, находящихся на стационар-
ном лечении в инфекционном отделении, и па-
циентами ОРИТ выявлено не было. Однако от-
мечена высокая концентрация IL-17A у больных 
с легкой степенью тяжести COVID-19, которая в 
дальнейшем снижалась при утяжелении состоя-
ния больного. Так, в группах больных со средней 
и тяжелой степенями тяжести уровень IL-17A со-
ставлял 4,1±0,66  пг/мл и 3,2±0,51  пг/мл соответ-
ственно. 

В группе больных COVID-19 легкой степени 
тяжести отмечалось достоверное (р = 0,034) уве-
личение уровня IL-18 до 267,4±89,15  пг/мл, по 
сравнению с этим показателем в контрольной 
группе (157,4±6,2  пг/мл). Сравнение концентра-
ции IL-18 у больных COVID-19 в группах больных 
с легкой и средней степенями тяжести заболева-
ния выявило достоверно значимое (р = 0,019) 
увеличение уровня IL-18 в группе больных со 
средней степенью тяжести до 490,5±79,6  пг/мл. 
Отмечалась тенденция к дальнейшему увеличе-
нию уровня IL-18 в группе больных COVID-19, 
находившихся в ОРИТ, до 519,4±81,1  пг/мл, од-
нако достоверных различий выявлено не было.

Изучение иммунорегуляторного цитокина 
IFNγ, продуцируемого клеточным звеном им-
мунной системы и участвующего в цитотоксиче-
ских реакциях, позволило установить его значи-
тельный рост в группе больных с легкой степенью 
тяжести до 31,3±10,4  пг/мл, который достоверно 
(р = 0,0001) отличался от этого показателя у па-
циентов контрольной группы (2,0±0,5  пг/мл). 
Концентрация цитокина в группах больных со 
средней и тяжелой степенями заболевания имела 
четко выраженную динамику к снижению IFNγ 
до уровней 24,4±3,96  пг/мл и 15,3±2,4  пг/мл со-
ответственно, по сравнению с его концентраци-
ей в группе больных с легкой степенью тяжести. 
Уменьшение концентрации IFNγ у больных сред-
ней и тяжелой степенями тяжести заболевания 
было достоверным (р = 0,001).

Сравнение уровня маркера системного вос-
паления PCT в группах больных COVID-19 по-
казало повышение по мере нарастания степени 
тяжести заболевания. Так, у больных с легкой, 

средней и тяжелой степенями тяжести отмеча-
лась динамика повышения этого показателя до 
уровней 0,036±0,012  нг/мл, 0,2±0,036  нг/мл и 
0,89±0,14  нг/ мл соответственно. Достоверное 
увеличение PCT выявлено у больных со средней 
степенью тяжести заболевания, по сравнению с 
легкой степенью (р = 0,034), а также концентра-
ция PCT значимо росла у больных от средней к 
тяжелой степени тяжести заболевания (р = 0,001).

Были изучены корреляционные связи ис-
следуемых цитокинов и медиаторов воспаления 
при различных степенях тяжести заболевания. 
В группе больных COVID-19 легкой степени тя-
жести выявлены высокие отрицательные значи-
мые корреляционные связи между цитокинами 
IL-6 и IL-17A (r = -0,721, p = 0,028), IL-6 и IFNγ 
(r = -0,769, p = 0,015), что указывает на наличие 
сильной обратной связи между этими показате-
лями. Корреляционные связи с IL-6 отсутствова-
ли у следующих цитокинов и медиаторов: IL-2, 
IL-8, IL-10, IL-18 и PCT. 

Изучение IL-2 при легкой степени тяже-
сти COVID-19 выявило значимую высокую от-
рицательную корреляцию с IL-17A (r = -0,726, 
p = 0,027), средние отрицательные связи IL-2 c 
IFNγ (r = -0,661, p = 0.053), IL-2 c PCT (r = -0,671, 
p = 0,215) были недостоверными. 

Значения IL-8 связаны слабой положитель-
ной корреляцией с IL-6 (r = 0,455, p = 0,219), до-
стоверность не выявлена. 

Исследование корреляции IL-10 при легкой 
степени тяжести заболевания не выявило связи 
с исследуемыми цитокинами и медиаторами вос-
паления.

Изучение корреляции IL-17A позволило уста-
новить значимые сильные отрицательные связи 
с IL-2 (r = -0,726, p = 0,027) и IL-6 (r = -0,721, 
p = 0,028) и достоверные сильные положитель-
ные связи IL-17A с IFNγ (r = 0,775, p = 0,014). 
Связь IL-17A с PCT, с цитокинами IL-8, IL-10, 
IL-18 не выявлена или не была достоверной.

Анализ корреляций IL-18 выявил положитель-
ную среднюю связь с IL-10 (r = 0,400, p = 0,286), 
не являющуюся достоверной, остальные медиа-
торы воспаления IL-2, IL-6, IL-8, IL-17A, IFNγ и 
PCT не показали взаимосвязи с IL-18 при легкой 
степени тяжести.

Связи IFNγ показали значимую высокую по-
ложительную корреляцию с IL-17A (r = 0,775, 
p = 0,014) и сильную достоверную отрицатель-
ную связь IFNγ c IL-6 (r = -0,769, p = 0,015); IFNγ 
с IL-2 показал среднюю отрицательную связь 
(r = -0,661, p = 0,053), а IL-8, IL-10, IL-18 и PCT 
не имели взаимосвязи с IFNγ в группе пациентов 
легкой степени тяжести COVID-19.

Медиатор воспаления PCT имел среднюю от-
рицательную корреляционную зависимость от 
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IL-2 (r = -0,671, p = 0,215), без достоверности, 
остальные цитокины IL-6, IL-8, IL-10, IL-17A, 
IL-18 и IFNγ с PCT не имели корреляций при 
оценке показателей в группе легкой степени тя-
жести заболевания.

Изучение корреляционных связей изучае-
мых медиаторов воспаления в группе пациентов 
средней степени тяжести COVID-19 показало 
усиление противовоспалительного звена с одно-
временным увеличением значимых корреляций 
в провоспалительном звене медиаторов воспале-
ния.

Так, изучение корреляции IL-6 позволило 
обнаружить среднюю значимую положитель-
ную связь с IL-10 (r = 0,603 p = 0,0001), сред-
нюю достоверную положительную корреляцию с 
IL-17A (r = 0,486, p = 0,003) и слабую значимую 
корреляционную зависимость от PCT (r = 0,342 
p = 0,048). IL-2, IL-8, IL-18 и IFNγ не имели кор-
реляции с IL-6 при средней степени тяжести.

Корреляционные связи IL-2 показали очень 
слабые связи с IL-6 (r = 0,206, p = 0,274) и IL-10 
(r = 0,250, p = 0,160), не имеющие достоверности. 
Остальные медиаторы воспаления не имели кор-
реляции с IL-2. 

Изучение корреляций IL-8 выявило слабую 
значимую отрицательную связь с PCT (r = -0,450, 
p = 0,011) и недостоверную с IL-10 (r = -0,305, 
p = 0,075). С другими цитокинами IL-2, IL-6, 
IL- 17A, IL-18, IFNγ корреляции не обнаружены.

Корреляционные взаимоотношения проти-
вовоспалительного цитокина IL-10 отмечены 
формированием выраженных связей в группе 
пациентов средней тяжести. Так, выявлены зна-
чимые положительные корреляции средней силы 
с основными провоспалительными цитокина-
ми и медиатором воспаления: IL-6 (r = 0,603, 
p = 0,0001), IL-18 (r = 0,627, p = 0,0001), PCT 
(r = 0,572, p = 0,001), с иммуномодулирующим 
цитокином IFNγ – значимая положительная 
слабая корреляция (r = 0,452, p = 0,006), сла-
бые достоверные положительные корреляции с 
IL- 17A (r = 0,342, p = 0,044) и слабые незначимые 
отрицательные корреляционные связи с IL-8 
(r = -0,305, p = 0,075). Отсутствовали корреляции 
между IL-10 и IL-2.

Анализ корреляционных связей IL-17A по-
зволил обнаружить значимые слабые положи-
тельные корреляции с IL-6 (r = 0,486, p = 0,003) 
и IL-10 (r = 0,342, p = 0,044), а также выявить бо-
лее слабые незначимые положительные взаимо-
отношения с IL-18 (r = 0,260, p = 0,115) и PCT 
(r = 0,244, p = 0,164). Остальные изучаемые цито-
кины не имели корреляционные связи с IL-17A в 
группе средней тяжести.

Изучение корреляционной зависимости IL-18 
позволило установить значимые положительные 

средние связи с IL-10 (r = 0,627, p = 0,0001) и PCT 
(r = 0,450, p = 0,008), очень слабую незначимую 
положительную зависимость от IL-6 (r = 0,224, 
p = 0,195) и IL-17A (r = 0,260, p = 0,115). С ци-
токинами IL-2, IL-8 и IFNγ взаимосвязь IL-18 не 
была обнаружена в этой группе пациентов. IL-18 
связан значимыми корреляциями только с PCT и 
IL-10 при средней и тяжелой степени заболева-
ния COVID-19.

Исследование корреляционной зависимо-
сти IFNγ у пациентов средней степени тяжести 
заболевания показало наличие значимой сла-
бой положительной взаимосвязи IFNγ и IL-10 
(r = 0,452, p = 0,006) и очень слабой незначимой 
положительной корреляции с IL-6 (r = 0,205, 
p = 0,238). С остальными показателями взаимос-
вязь отсутствовала.

Корреляционные взаимоотношения PCT по-
казали достоверную среднюю положительную 
связь с IL-10 (r = 0,572, p = 0,001), слабые зна-
чимые положительные взаимоотношения с IL-6 
(r = 0,342, p = 0,048), IL-18 (r = 0,450, p = 0,008) 
и слабую значимую отрицательную связь с IL-8 
(r = -0,450, p = 0,011), очень слабую незначимую 
корреляцию с IL-17A (r = 0,244, p = 0,164). С IL-2 
и IFNγ связь отсутствовала.

Изучение взаимоотношений медиаторов вос-
паления при тяжелой степени тяжести заболе-
вания пациентов COVID-19 позволяло отметить 
отсутствие корреляционных связей иммуномо-
дулирующего цитокина, сохранение достаточных 
корреляционных взаимоотношений противовос-
палительных цитокинов и увеличение корреля-
ций провоспалительных цитокинов в основном 
со средней и слабой положительной корреляци-
ей.

Наиболее значимые средние корреляцион-
ные взаимоотношения IL-6 при тяжелой сте-
пени заболевания выявлены с IL-10 (r = 0,578, 
p = 0,0001), слабые значимые корреляции были 
получены с IL-17A (r = 0,332, p = 0,034), с PCT 
(r = 0,337, p = 0,033), слабые недостоверные по-
ложительные связи установлены с IL-8 (r = 0,310, 
p = 0,055) и IL-18 (r = 0,272, p = 0,085), слабые 
незначимые отрицательные взаимосвязи – с IL-2 
(r = -0,267, p = 0,128). С IFNγ корреляции отсут-
ствовали.

Анализ корреляционных связей IL-2 выявил 
слабые недостоверные отрицательные взаимос-
вязи с IL-6 (r = -0,267, p = 0,128) и IL-8 (r = -0,285, 
p = 0,103). Остальные цитокины и медиаторы 
воспаления не имели связи с уровнем IL-2.

Корреляционная зависимость IL-8 показыва-
ет среднюю значимую положительную взаимос-
вязь с IL-10 (r = 0,549, p = 0,0001), слабую досто-
верную связь с PCT (r = 0,477, p = 0,004), слабую 
незначимую связь с IL-6 (r = 0,310, p = 0,055), 
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очень слабую недостоверную отрицательную 
связь с IL-2 (r = -0,285, p = 0,103), положительную 
с IL-17A (r = 0,261, p = 0,124) и IL-18 (r = 0,215, 
p = 0,207). С IFNγ корреляции отсутствовали.

Исследование корреляционных взаимосвя-
зей противовоспалительного цитокина IL-10 
показало наличие наибольшего числа зависимо-
стей из всех изученных показателей. Так, сред-
ний значимый уровень связи был выявлен с IL-6 
(r = 0,578, p = 0,0001), IL-8 (r = 0,549, p = 0,0001), 
PCT (r = 0,571, p = 0,0001), слабые достоверные 
корреляционные связи установлены с IL-17A 
(r = 0,381, p = 0,014) и IL-18 (r = 0,390, p = 0,012). 
Отсутствовала зависимость от IL-2 и IFNγ.

Исследование взаимосвязи IL-17A позволи-
ло установить значимые слабые положительные 
корреляции с IL-6 (r = 0,332, p = 0,034), IL-10 
(r = 0,381, p = 0,014) и PCT (r = 0,370, p = 0,034), 
а также выявить очень слабые незначимые взаи-
мосвязи с IL-8 (r = 0,261, p = 0,124) и отсутствие 
взаимоотношений с IL-2, IL-18 и IFNγ.

Оценка корреляционных взаимоотноше-
ний IL-18 позволила выявить достоверные сла-
бые корреляционные связи с IL-10 (r = 0,390, 
p = 0,012) и PCT (r = 0,468, p = 0,003), очень сла-
бые незначимые связи с IL-6 (r = 0,272, p = 0,085) 
и IL-8 (r = 0,215, p = 0,207) и отсутствие зависи-
мости с IL-2, IL-17A и IFNγ.

Изучение IFNγ у больных COVID-19 тяжелой 
степени показало отсутствие зависимости этого 
иммуномодулирующего цитокина от всех изуча-
емых медиаторов воспаления.

Медиатор воспаления PCT также имел в груп-
пе тяжелой степени наибольшее число взаимос-
вязей из всех изученных показателей наравне с 
IL-10, а именно: значимую среднюю корреляци-
онную связь с IL-10 (r = 0,571, p = 0,0001), досто-
верный слабый уровень взаимоотношений с IL-6 
(r = 0,337, p = 0,033), IL-8 (r = 0,477, p = 0,004), 
IL-17A (r = 0,370, p = 0,024), IL-18 (r = 0,468, 
p = 0,003), с IL-2 и IFNγ связь отсутствовала.

С учетом полученных данных в исследуемых 
группах пациентов различной степени тяжести 
COVID-19 целесообразным являлось изучение 
вопроса использования исследованных показате-
лей в качестве диагностического критерия оцен-
ки в дифференциальной диагностике и изучения 
их диагностической эффективности.

Для этих целей мы провели ROC-анализ и 
рассчитали пороговые значения цитокинов IL-8, 
IL- 17A, IL-18 и IFNγ, значения которых досто-
верно отличались от пациентов в контрольной 
группе и позволяли дифференцировать пациен-
тов с легкой степенью тяжести заболевания от 
контрольной группы (табл. 2). 

При анализе ROC-кривых IL-8 у пациентов 
с легкой степенью тяжести заболевания и паци-

ентов контрольной группы показаны следующие 
результаты: оптимальным пороговым значением 
явилось значение 14,1 пг/мг при 100% чувстви-
тельности, 77,8% специфичности, при этом по-
казатель AUC составил 0,889 (p = 0,003). 

Исследование ROC-кривых IL-17A позволяло 
использовать для отличия больных легкой степе-
нью тяжести заболевания от практически здоро-
вых людей пороговое значение 11,28 пг/мг при 
100% чувствительности и 77,8% специфичности, 
AUC = 0,778 (р = 0,033).

Проведенные исследования позволяли ис-
пользовать уровень IL-18 – 361,1  пг/мл в диф-
ференциальной диагностике легкой степени 
течения заболевания и контрольной группы с 
достоверностью р = 0,033 при схожих показате-
лях чувствительности и специфичности 100% и 
77,8% соответственно и AUC = 0,778.

Значимым показателем, который позволяет 
дифференцировать легкую степень заболевания 
от контрольной группы, является IFNγ с порого-
вым значением 39,5  пг/мл, характеризующийся 
самым высоким в этой группе уровнем достовер-
ности р = 0,0001 при сравнительно схожих по-
казателях чувствительности и специфичности – 
100% и 77,8% соответственно и AUC = 0,778.

Таким образом, в дифференциальной диа-
гностике больных COVID-19 легкой степени тя-
жести заболевания от практически здоровых лиц 
наиболее значимыми являются показатели цито-
кинов IL-8 и IFNγ. Уровни цитокинов IL-17A и 
IL-18 также можно использовать для этих групп 
пациентов, но их дифференциально-диагности-
ческие показатели эффективности несколько 
хуже.

Анализ дифференциально-диагностических 
критериев в диагностике больных COVID-19 
легкой и средней степенями тяжести заболева-
ния сформировал пул из нескольких цитокинов 
(IL-8, IL-10, IL-18) и одного маркера воспаления 
(PCT), которые могут использоваться для разде-
ления пациентов по степени тяжести заболева-
ния. 

Уровень IL-8 = 157,91  пг/мл являлся пороговым 
значением, которое позволяло разделить группы 
пациентов COVID-19 с легкой и средней степеня-
ми тяжести заболевания, при этом пороговое зна-
чение характеризовалось хорошей достоверностью 
получаемых результатов р = 0,001 при наиболее 
высокой AUC = 0,854, показателях чувствительно-
сти 100% и специфичности 71,4% (рис. 2).

В группе показателей для дифференциаль-
но-диагностических целей при средней степени 
тяжести заболевания появился IL-10 с невысо-
ким пороговым значением 12,42  пг/мл, что сви-
детельствовало о начале вовлечения в иммунный 
ответ противовоспалительных медиаторов. IL- 10 
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характеризовался достоверностью р = 0,023 при 
показателях AUC = 0,748, чувствительности 
100% и специфичности 71,4%.

В группе цитокинов, используемых для 
разделения легкой и средней степени тяжести 
заболевания остался, как и в сравнении с кон-
трольной группой, IL-18 с пороговым значением 
626,98  пг/мл,  AUC  =  0,751  (р  =  0,02),  при 
чувствительности 100% и специфичности 71,1%.

Еще одним показателем, который может ис-
пользоваться в качестве критерия дифференци-
альной диагностики, являлся PCT с пороговым 
уровнем 0,095 нг/мл. Данный маркер системно-

го воспаления характеризовался значимостью 
р = 0,037 при более высокой AUC = 0,791, чем 
у используемых в этой группе IL-10 и IL-18, и 
хороших показателях чувствительности 100% и 
специфичности 71,4%.

Таким образом, наиболее эффективным по-
казателем, позволявшим разделить больных со 
средней степенью тяжести от пациентов с легкой 
степенью, являлся показатель IL-8. 

Исследование медиаторов воспаления, ко-
торые могут использоваться в дифференциаль-
но-диагностических целях разделения больных 
COVID-19 со средней и тяжелой степенью за-

ТАБЛИЦА 2. ДИАГНОСТИЧЕСКАЯ ЭФФЕКТИВНОСТЬ МЕДИАТОРОВ ИММУНИТЕТА В РАЗРАБОТАННОЙ 
ЛОГИСТИЧЕСКОЙ РЕГРЕССИВНОЙ МОДЕЛИ ПРИ ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНОЙ ДИАГНОСТИКЕ РАЗНЫХ СТЕПЕНЕЙ 
ТЯЖЕСТИ COVID-19

TABLE 2. DIAGNOSTIC EFFECTIVENESS OF IMMUNE MEDIATORS IN THE DEVELOPED LOGISTIC REGRESSION MODEL 
FOR DIFFERENTIAL DIAGNOSIS OF VARIOUS DEGREES OF SEVERITY OF COVID-19

Показатель 
Indicator

Пороговое 
значение
Threshold

value

Достовер-
ность, p

Reliability, p

Площадь под 
кривой, AUC

Area under
the curve

Чувстви-
тельность
Sensitivity

%

Специфич-
ность

Specificity
%

Группы «контрольная» – «легкая степень»
Groups “control” – “mild degree”

IL-8,  пг/мл
IL-8, pg/mL 14,1 0,003 0,889 100 77,8

IL-17A,  пг/мл
IL-17A, pg/mL 11,28 0,033 0,778 100 77,8

IL-18,  пг/мл
IL-18, pg/mL 361,1 0,033 0,778 100 77,8

IFNγγ,  пг/мл
IFNγ, pg/mL 39,5 0,0001 0,778 100 77,8

Группы «легкая степень» – «средняя степень»
Groups “mild degree” – “moderate degree”

IL-8,  пг/мл
IL-8, pg/mL 157,91 0,001 0,854 100 71,4

IL-10,  пг/мл
IL-10, pg/mL 12,42 0,023 0,748 100 71,4

IL-18,  пг/мл
IL-18, pg/mL 626,98 0,020 0,751 100 71,1

PCT, нг/мл
PCT, ng/mL 0,095 0,037 0,791 100 71,4

Группы «средняя степень» – «тяжелая степень»
Groups “moderate degree” – “severe degree”

IL-6,  пг/мл
IL-6, pg/mL 1470,5 0,0001 0,876 97,1 70,5

IL-10,  пг/мл
IL-10, pg/mL 37,42 0,010 0,669 94,1 70,5

IFNγγ,  пг/мл
IFNγ, pg/mL 3,91 0,001 0,717 94,7 70,7

PCT, нг/мл
PCT, ng/mL 0,485 0,003 0,696 85,7 70,0
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Рисунок 2. ROC-кривые уровней IL-8 в сравнении групп 
«легкая степень» – «средняя степень»
Figure 2.ROC-curves IL-8 levels in groups “mild degree” – 
“moderate degree”

Рисунок 3. ROC-кривые уровней IL6 в сравнении групп 
«средняя степень» – «тяжелая степень» 
Figure 3. ROC-curves IL6 levels in groups “moderate degree” – 
“severe degree” 

Рисунок 4. ROC-кривые уровней IFNγ в сравнении групп 
«средняя степень» – «тяжелая степень»
Figure 4. ROC-curves IFNy levels in groups “moderate 
degree” – “severe degree”

сти р = 0,0001, достаточно хорошей AUC = 0,876 
и высокими значениями чувствительности 100% 
и специфичности 70,5% (рис. 3).

При исследовании возможностей использо-
вания противовоспалительного IL-10 для диф-
ференциальной диагностики тяжелой степени 
от средней степени заболевания нами получено 
пороговое значение 37,42  пг/мл при значениях 
достоверности р = 0,010, AUC = 0,699 и показа-
телях чувствительности 94,1% и специфичности 
70,5%.

Обращает на себя внимание появление в этой 
когорте иммуномодулирующего цитокина IFNγ, 
при этом выделялся низкий уровень порогового 
значения 3,91  пг/мл, который использовался для 
диагностики больных с тяжелой степенью за-
болевания COVID-19. Данное пороговое значе-
ние характеризовалось высокой достоверностью 
р = 0,001, хорошими AUC = 0,717, чувствитель-
ностью 94,7% и специфичностью 70,7% (рис. 4). 

В целях дифференциальной диагностики па-
циентов COVID-19 с тяжелой и средней степеня-
ми тяжести был рассчитан PCT, который показал 
высокие значимые различия р = 0,003 для по-
рогового значения 0,485 нг/мл, при показателях 
AUC = 0,696, чувствительности 85,7% и спец-
ифичности 70%.

Подводя итоги, можно с уверенностью пред-
ложить два показателя для диагностического раз-
деления больных COVID-19 со средней степенью 

болевания, позволило предложить IL-6, IL-10, 
IFNγ и PCT.

Для дифференциально-диагностической эф-
фективности разделения на группы наибольший 
интерес представлял уровень IL-6, пороговое зна-
чение по данным анализа ROC-кривых состави-
ло 1470,5  пг/мл, с высоким уровнем достоверно-
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тяжести и тяжелой формой заболевания – IL-6, 
IFNγ, которые с позиции диагностических харак-
теристик являлись наиболее значимыми.

Обсуждение
Инфицирование вирусом SARS-CoV-2 ха-

рактеризуется повышением уровня IL-6, что до-
казано многочисленными исследованиями [32, 
36]. В нашей работе были получены аналогичные 
результаты и рассмотрены взаимосвязи с други-
ми медиаторами воспаления. Причем чем более 
высокий уровень IL-6 у пациента был выявлен, 
тем более тяжелое течение COVID-19 наблюда-
лось. Максимальные значения соответствовали 
крайне тяжелой степени, проявлялся ЦШ. IL-6 
является наиболее важным в патогенезе запуска 
каскадных реакций, лежащих в основе ЦШ при 
COVID-19 [15].

Выявление повышения уровня провоспали-
тельного цитокина IL-17A при инфицировании 
вирусом SARs-CoV-2 является важным для по-
нимания механизмов ЦЩ [11]. Основным его 
продуцентом является Th17. Формирование Th17 
из «наивных» клеток происходит под действием 
таких цитокинов, как TGF-P, IL-1β, IL-6, IL-21 
и IL-23. Основной задачей Th17 является акти-
вация нейтрофилов в целях повышения эффек-
тивности уничтожения внеклеточных патогенов 
за счет фагоцитоза. В нашем исследовании мы 
подтвердили одновременное достоверное повы-
шение уровней IL-8 и IL-18 вместе с IL-17A при 
легкой степени тяжести. Однако гиперактивация 
Тh17 может служить причиной развития широ-
кого спектра патологических состояний, в осно-
ве которых находятся неконтролируемые воспа-
лительные процессы в различных тканях. Этим 
объясняется гипервоспалительный синдром при 
тяжелом течении COVID-19. И мы в своих на-
блюдениях обнаружили достоверное повышение 
IL-17A уже при легкой степени COVID-19, c по-
роговым значением более 11,28  пг/мл, коррели-
рующее с повышением IFNγ и IL-6, при средней 
степени – с IL-6 и IL-10, при тяжелой степени – 
только с IL-10.

IL-8 представляет собой провоспалительный 
цитокин, который играет роль в активации ней-
трофилов, был идентифицирован в патогенезе 
и прогрессировании COVID-19 [24]. IL-8 ответ-
ственен за острое повреждение легких, уровень 
IL-8 значительно увеличивался при пневмо-
нии [22]. Мы обнаружили достоверное повыше-
ние IL-8 в группе с легкой и средней степенями 
тяжести заболевания, коррелирующее с уровнем 
PCT при средней и тяжелой степени тяжести, а 
также с IL-10 при тяжелой степени. Пороговое 
значение IL-8 соответствует 14,1  пг/мл при лег-

кой степени тяжести и 157,91  пг/мл – при сред-
ней степени.

IL-18 является одним из ключевых цитокинов 
при синдроме активации макрофагов. Концен-
трации IL-18 в сыворотке крови коррелируют 
с другими маркерами воспаления и отражают 
тяжесть заболевания COVID-19. Уровень IL-18 
в сыворотке крови выше порогового значения 
576 пг/ мл при поступлении был связан с по-
вышением риска госпитализации в отделение 
интенсивной терапии [33]. Мы также отмети-
ли достоверное повышение IL-18 у пациентов с 
легкой и средней степенью тяжести, с порого-
вым значением более 361  пг/мл при легкой сте-
пени и 627 пг/мл при средней степени тяжести, 
коррелирующее с повышением PCT и IL-10 при 
средней и тяжелой степени тяжести пациентов с 
COVID-19.

Выработка PCT индуцируется в ответ на воз-
действие микробных токсинов и определенных 
цитокинов (IL-1β, TNFα и IL-6). Прогности-
ческая информация при определении уровня 
PCT дает возможность корректировать решения 
о необходимости проведения дальнейших диа-
гностических исследований или использования 
других терапевтических стратегий, влияет на 
принятие решения о целесообразности и необ-
ходимости проведения антибактериального ле-
чения, его длительности и эффективности, что 
связано с определением сроков выписки пациен-
та [3]. Высокий уровень РСТ (≥ 0,5 нг/мл) у паци-
ентов с пневмонией при новой коронавирусной 
инфекции прямо ассоциирован с проявлениями 
тяжелого течения заболевания [9, 10]. В данном 
исследовании уровень РСТ достоверно отличал-
ся при средней и тяжелой степени COVID-19. 
Пороговые значения составили 0,095  пг/ мл и 
0,475 пг/ мл соответственно. При легкой степени 
тяжести корреляции с другими цитокинами и до-
стоверные отличия от нормы не выявлены. При 
средней степени выявлены значимые корреля-
ции PCT с IL-6, IL-8, IL-10, IL-18. При тяжелой 
степени течения выявляется корреляции с теми 
же цитокинами, как и при средней, и еще допол-
нительно корреляция с IL-17A.

Важность IL-10 обусловлена тем, что этот 
плейотропный иммунорегуляторный цитокин 
защищает от иммунопатологии, аутоиммуните-
та и аллергии, связанных с инфекцией [31]. Он 
снижает эффективность взаимодействия с анти-
генпрезентирующими клетками, блокируя акти-
вацию PI3K/AKT пути передачи сигнала от TcR 
на ядро лимфоцитов, который управляет балан-
сом между воспалением и иммунной толерант-
ностью [28]. IL-10 секретируется широким спек-
тром клеток. Для Treg IL-10 является мощнейшим 
фактором ауто- и паракринной активации, так 
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как способствует активации транксрипционного 
фактора STAT3, его транслокации в ядро клетки, 
что сопровождается усилением продукции про-
тивовоспалительных цитокинов, включая IL- 10 
по принципу положительной обратной связи. 
Многие исследования подтверждают, что повы-
шение уровня IL-10 является предиктором тя-
желого течения COVID-19 [27, 35]. Мы выявили 
повышение IL-10 у пациентов c COVID-19, начи-
ная со средней степени тяжести, коррелирующее 
с повышением IL-6, максимально увеличиваю-
щееся к тяжелой степени. При средней степени 
коррелируют IL-10 и IL-18, IFNγ и IL-17А, при 
тяжелой степени – значимая корреляция IL-8 и 
IL-10. Пороговое значение IL-10 соответствует 
12,42  пг/мл при средней степени и 37,42  пг/мл – 
при тяжелой степени тяжести. 

Снижение уровня IFNγ у пациентов с тяже-
лым течением COVID-19 активно изучается [34]. 
Высокие уровни IFNγ связаны с хорошей вы-
живаемостью и обладают защитным действи-
ем [24], в то время как снижение наблюдается 
при тяжелой форме, что также подтверждается 
нашим исследованием. К основным провоспа-
лительным эффектам IFNγ относятся: потен-
цирование активности системы интерферонов 
I типа; поляризация клеточного иммунного отве-
та в направлении Th1; активация внутриклеточ-
ных противовирусных механизмов; активация 
микробицидных механизмов клетки; активация 
продукции иммуноглобулинов IgG B- и плаз-
матическими клетками. IFNγ обладает рядом 
противовоспалительных эффектов: подавление 
миграции нейтрофилов; активация T-reg; пода-
вление дифференциации Th2 и Th17 клеток [13]. 
Изучение клеточного иммунитета и корреляции 
со степенью тяжести и поражением легочной 
ткани мы продолжаем активно вести. 

В настоящем исследовании мы выявили до-
стоверно значимую связь повышения IL-6 и сни-

жения IFNγ при тяжелой степени тяжести забо-
левания COVID-19, причем при легкой степени 
уровень IFNγ достоверно повышался, снижаясь к 
средней степени тяжести.

Существует противоречивая литература о 
влиянии семейства цитокинов IL-2 на патогенез 
COVID-19 и иммунитет. Некоторые исследо-
вания предполагают, что семейство IL-2 повы-
шается во время инфекции и вызывает тяжелую 
воспалительную реакцию и цитокиновый шторм. 
Показано, что уровень IL-2 повышен у пациен-
тов с ослабленным иммунитетом и ухудшает их 
прогноз. У лиц без основного заболевания по-
вышение IL-2 определяет клинический исход 
заболевания и усиливается по мере тяжести за-
болевания. Однако некоторые другие исследова-
ния показывают, что эти цитокины существенно 
не изменяются [26]. В нашей работе не выявлены 
достоверные изменения уровней этого цитокина 
при разных степенях тяжести течения COVID-19. 
В группе больных с легкой степенью тяжести за-
болевания отмечалась достоверно высокая отри-
цательная корреляция по Спирмену по уровню 
IL-17А и IL-2, вероятно, за счет роста IL-17A.

Заключение
Нами были выявлены и статистически под-

тверждены показатели, наиболее достоверно 
влияющие на степень тяжести при COVID-19: 
IL-6, IL-8, IL-10, IL-18, PCT, IFNγ. Мы обна-
ружили максимальный рост IL-17А и IFNγ при 
легкой степени тяжести заболевания и снижение 
в средней и тяжелой степени COVID-19. Фак-
торами плохого прогноза заболевания являлись 
повышение IL-6, IL-10, PCT, снижение IFNγ. 
Обнаружены корреляционные связи медиаторов 
иммунного ответа (IL-8, IL-17А, IL-18, IFNγ), 
позволяющие глубже понимать механизм разви-
тия нарушений и дисбаланса иммунного ответа.
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Резюме. Заболеваемость и смертность по причине гриппа непропорционально высоки среди 
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A(H3N2) была отмечена в возрастной группе ≥ 65 лет – 10%. Эффективность вакцинации против 
гриппа снижается у лиц в возрасте старше 65-70 лет вследствие возрастной иммунной дисфункции 
(иммуностарения), что может быть связано с дисбалансом эффекторных Т-клеток памяти и регуля-
торных реакций. В этой возрастной группе высокодозовые или адъювантные вакцины потенциально 
более эффективны в отношении количества госпитализаций и в экономическом отношении, чем не-
адъювантные вакцины против гриппа в стандартных дозах. Цель исследования – изучить способ-
ность к формированию защитного титра антител после вакцинации к штаммам вируса гриппа на 
этапе завершения пандемии COVID-19 у пожилых людей. Всего в исследовании принял участие 31 
участник в возрасте старше 60 лет, который был иммунизирован гриппозной четырехвалентной инак-
тивированной субъединичной адъювантной вакциной внутримышечным способом введения. Анти-
тела к штаммам вируса гриппа определяли методом постановки реакции торможения гемагглюти-
нации (РТГА) через месяц после введения. Для лиц старше 60 лет через 1 месяц после вакцинации 
статистически значимое увеличение уровня серопротекции (p < 0,05) наблюдается по отношению 
к трем штаммам: А/Виктория/2570/2019(H1N1) pdm09 до 74,2%, A/H3N2/Дарвин/9/2021 до 93,2% 
и В/Австрия/1359417/2021 до 74,2%. Уровень серопротекции к штамму В/Пхукет/3073/13 составил 
35,5%. Средний геометрический титр антител (СГТ) лиц старшей возрастной группы до вакцинации 
по штамму Н1N1 составлял 15,1 (log2 3,91±0,59), после вакцинации – 73,7 (log2 6,20±0,93); по штамму 
H3N2 – 52,7 (log2 5,72±0,97) и 147,4 (log2 7,20±1,22) до и после соответственно; по штамму В/Ямагата – 
8,6 (log2 3,11±0,54) и 24,1 (log2 4,59±0,79); по штамму В/Виктория СГТ составлял 10,1 (log2 3,33±0,38), 
после – 63,0 (log2 5,98±0,69). Фактор сероконверсии (ФСК) достоверно превысил требуемый уровень 
2,00 для всех штаммов (р < 0,05). Для обоих штаммов H3N2 и В/Ямагата ФСК составил 2,8, для штам-
мов Н1N1 и В/Виктория – 4,89 и 6,26 соответственно. Уровень сероконверсии для штаммов H3N2 и 
В/Ямагата составил 41,9%, для штамма H1N1 – 61,3%, для штамма В/Виктория – 77,4%. Иммуноген-
ность каждого компонента гриппозной вакцины при однократной внутримышечной иммунизации 
добровольцев в возрасте старше 60 лет соответствовала как минимум одному критерию требований, 
предъявляемых к инактивированным гриппозным вакцинам.

Ключевые слова: грипп, адъювантная гриппозная вакцина, иммуногенность, эффективность вакцины, безопасность, 
COVID-19

HUMORAL IMMUNITY IN ELDERLY PERSONS VACCINATED 
AGAINST INFLUENZA SHORTLY BEFORE CANCELLATION OF 
COVID-19 PANDEMIC
Iushkova S.V.a, Kostinov M.P.a, b, Gladkova L.S.c, d, Kameleva A.A.c, e, 
Kachnova A.S.c, Kostinova A.M.a, c, Solovyeva I.L.f, Andreeva N.P.g, h, 
Dagil Yu.A.d, Nastaeva N.Yu.i, Kryukova N.O.j, Saifutdinov K.A.k, 
Linok A.V.a, b, Khrapunova I.A.a, Raicic S.R.a, Loktionova M.N.a, b, l, 
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b I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation  
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Abstract. Influenza-related morbidity and mortality are disproportionately high among older population. 
Over 2004-2017, the highest proportion of influenza A(H3N2) virus in the WHO European Region was observed 
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in the age group of ≥ 65 years, i.e., 10%. The efficiency of influenza vaccination is shown to be reduced among 
individuals over 65-70 years of age, due to age-related immune dysfunction (immunosenescence). It may be 
associated with an imbalance in effector memory T cells and regulatory responses. In this age group, high-dose 
or adjuvanted influenza vaccines are potentially more effective in terms of hospitalization days and economy 
than with non-adjuvanted influenza vaccines used at standard doses. The aim of our study was to investigate 
the ability to form a protective titer of antibodies to influenza virus among elderly persons after vaccination 
by the end of the COVID-19 pandemic. A total of 31 participants over 60 years of age took part in the study, 
who were immunized with an influenza quadrivalent inactivated subunit adjuvant vaccine by intramuscular 
injections. Antibodies to influenza virus strains were determined by performing a hemagglutination 
inhibition (HI) test one month after the vaccination. For individuals over 60 years old, one month after 
vaccination, a statistically significant increase in the seroprotection level (p < 0.05) was observed in relation 
to three strains: A/Victoria/2570/2019(H1N1) pdm09 (up to 74.2%), A/H3N2/Darwin/9/2021 (93.2%), and 
B/ Austria/1359417/2021 (up to 74.2%). The seroprotection level to the B/Phuket/3073/13 strain was 35.5%. 
The geometric means of antibody titer (GMT) in older individuals before vaccination was 15.1 (log2 3.91±0.59) 
for the H1N1 strain versus 73.7 (log2 6.20±0.93) after vaccination; for the H3N2 strain, 52.7 (log2 5.72±0.97) 
and 147.4 (log2 7.20±1.22), respectively; for the B/Yamagata strain, 8.6 (log2 3.11±0.54) versus 24.1 (log2 
4.59±0.79). The GMT level for the B/Victoria strain, was 10.1 (log2 3.33±0.38) versus 63.0 (log2 5.98±0.69) 
after vaccination. The seroconversion rate (SCR) significantly exceeded the required level of 2.00 for all strains 
tested (p < 0.05). For both H3N2 and B/Yamagata strains, the GMT was 2.8; for H1N1 and B/Victoria strains, 
4.89 and 6.26, respectively. The seroconversion rate for H3N2 and B/Yamagata strains was 41.9%; for the 
H1N1 strain, 61.3%, for the B/Victoria strain it was 77.4%. The immunogenicity of each component of the 
influenza vaccine following a single intramuscular immunization of volunteers over 60 years old met at least one 
criterion of the requirements for inactivated influenza vaccines.

Keywords: influenza, adjuvant influenza vaccine, vaccine immunogenicity, efficiency, safety, COVID-19

Введение
По оценкам CDC, в сезоне 2023-2024 гг. за-

регистрировано не менее 20 млн случаев за-
болевания гриппом, 230 000 госпитализаций и 
14 000 смертей. При рассмотрении показателей 
по возрасту самый высокий совокупный уровень 
госпитализации на 100 000 населения был сре-
ди взрослых в возрасте 65 лет и старше (128,6), 
за ним следовали взрослые в возрасте 50-64 лет 
(59,5) и дети в возрасте 0-4 лет (50,9). Заболевае-
мость и смертность непропорционально высоки 
среди пожилых людей, детей раннего возраста и 
людей с некоторыми хроническими заболевани-
ями. По данным Отдела народонаселения ООН, 
число пожилых людей, как ожидается, увеличит-
ся с 600 млн в настоящее время до почти 2 млрд 
во всем мире к 2050 г.; в развитых странах 25% 
населения будет старше 65 лет из-за увеличения 
средней продолжительности жизни [7].

В метаанализе, посвященном лабораторно 
подтвержденному сезонному гриппу 2004-2017 гг. 
в Европейском регионе ВОЗ, самая высокая доля 
вируса гриппа A(H3N2) была отмечена в возраст-
ной группе ≥ 65 лет – 10% (95% ДИ: 2-22). Объ-
единенная оценка для всех типов гриппа в воз-
растной группе ≥ 65 лет составила 33% [6].

Волгоградские ученые, проанализировав забо-
леваемость гриппом у пожилых за период с 2015 
по 2019 гг., установили, что в подавляющем числе 
случаев (91,3%) у пациентов пожилого и старче-

ского возраста регистрировались среднетяжелые 
формы гриппа. Однако в остальных случаях за-
болевание протекало в тяжелой форме, ослож-
ненной картиной полисегментарной вирусно-
бактериальной пневмонии с явлениями острой 
дыхательной недостаточности 1-2-й степени, на 
фоне РДСВ. В этой связи летальный исход среди 
наших пациентов наступил у 3,2% из них (4 чело-
века) [2].

Рассчитанная совокупная глобальная частота 
госпитализаций, связанных с гриппом, составила 
40,5 на 100 000 человек, при этом показатели су-
щественно различались в зависимости от возрас-
та: 224,0 у детей в возрасте 0-4 и 96,8 у пожилых 
людей старше 65 лет [14]. По данным Центров по 
контролю и профилактике заболеваний в США 
(Centers for Disease Control and Prevention, CDC), 
43,7% госпитализированных по поводу гриппа в 
сезоне 2021-2022 гг. в США – это пациенты стар-
ше 65 лет, поэтому пожилые люди являются при-
оритетной группой для ежегодной вакцинации 
против гриппа.

Вакцинация ежегодно сохраняет жизнь 5 млн 
человек и предотвращает инвалидность для 
750 тыс. детей, проявляя себя как самое эффек-
тивное медицинское вмешательство в отноше-
нии инфекционных болезней, созданное чело-
веком [1]. Для пожилых людей и других групп 
населения высокого риска рекомендуется еже-
годная вакцинация против сезонного гриппа с 
использованием четырехвалентных гриппозных 
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вакцин, которые включают обе линии гриппа B. 
Одним из ограничений этой профилактической 
стратегии здравоохранения является то, что эф-
фективность вакцины при вакцинации против 
гриппа, как было показано, снижается у лиц в 
возрасте старше 65-70 лет, что является следстви-
ем возрастной иммунной дисфункции (иммуно-
старения), что является одной из причин, по ко-
торой ВОЗ выступает за разработку улучшенных 
вакцин против гриппа [16].

Показатели серопротекции, полученные в 
Индийском исследовании 2018 г., были выше у 
взрослых по сравнению с участниками пожилого 
возраста, что подкрепляет данную гипотезу [5]. 
Снижение эффективности вакцины против 
гриппа с возрастом может быть связано с дисба-
лансом эффекторных Т-клеток памяти и регуля-
торных реакций. CDC приняли новые рекомен-
дации Консультативного комитета по практике 
иммунизации (ACIP) по вакцинации от гриппа 
пожилых людей. ACIP проголосовал за то, чтобы 
предпочтительно рекомендовать использование 
высоких доз вакцин против гриппа или адъю-
вантных вакцин по сравнению со стандартными 
дозами неадъювантных вакцин против гриппа 
для людей 65 лет и старше [9, 10, 11, 12, 13, 15]. 
Эта рекомендация была основана на обзоре до-
ступных исследований, которые показывают, что 
в этой возрастной группе эти вакцины потенци-
ально более эффективны в отношении количе-
ства госпитализаций и в экономическом отноше-
нии, чем неадъювантные вакцины против гриппа 
в стандартных дозах.

Большинство оценок эффективности адъю-
вантных вакцин со стандартной дозой антигена 
относительно безадъювантных вакцин с высо-
кой были сопоставимы, лишь немногие стати-
стически значимые суммарные эффекты были 
небольшими по величине, двигались в противо-
положных направлениях и зависели от спонсо-
ра исследования и специфичности результатов, 
связанных с гриппом. В настоящее время стан-
дартные дозы вакцин с адъювантом MF59 и вы-
сокие дозы вакцин без адъюванта, по-видимому, 
обладают одинаковой эффективностью в профи-
лактике сезонного гриппа у пожилых людей, и не 
удалось дать окончательных рекомендаций от-
носительно предпочтения одной вакцины перед 
другой [8].

Как показано в исследовании, проведенном 
в сезоне 2021/2022 в г. Тяньцзине, Китай, пожи-
лой возраст оказал значимое негативное влияние 
на сероконверсию против H1N1 и B/Виктория. 
Кроме того, наблюдалась значительная отри-
цательная корреляция между хронологическим 
возрастом и поствакцинальными среднегео-
метрическими титрами антител против H1N1, 
B/ Виктория и B/Ямагата [17].

Сообщалось, что у пожилых людей повторная 
вакцинация усиливает нейтрализующие антитела 
к вирусам гриппа B. Напротив, повторная вакци-
нация против вируса гриппа может препятство-
вать реакции нейтрализующих антител и снизить 
эффективность вакцины, особенно против штам-
мов H3N2. Возможно, что у пожилых участников 
с хроническими или острыми воспалительными 
заболеваниями на момент вакцинации иммун-
ный ответ на вакцинацию против гриппа может 
улучшиться, как это наблюдалось в этом иссле-
довании [3].

Исследование, проведенное в Бельгии, Фин-
ляндии и Португалии, показало, что в несколь-
ких странах с разными системами здравоохра-
нения переход от стандартной дозы к высокой 
будет способствовать значительному улучшению 
состояния общественного здравоохранения (т. е. 
меньшему количеству случаев гриппа, посеще-
ний врачей общей практики и неотложной помо-
щи, госпитализаций и смертей), при этом явля-
ясь экономически эффективным вариантом [4].

В совокупности эти исследования предостав-
ляют убедительные доказательства, подтвержда-
ющие нарушение иммунного ответа на вакцины 
против гриппа у пожилых людей и необходи-
мость совершенствования технологий производ-
ства вакцин. 

Цель данного исследования – изучить способ-
ность к формированию защитного титра анти-
тел к штаммам вируса гриппа, входящим в со-
став вакцины, на этапе завершения пандемии 
COVID-19 у пожилых людей.

Материалы и методы
Настоящее исследование проводили среди 

взрослых в возрасте 60-85 лет в Москве, Россия. 
Все участники были набраны в период с октября 
2022 г. по апрель 2023 г. Критерии включения: 
1) возраст старше 60 лет; 2) отсутствие имму-
низации против гриппа в сезон 2022-2023 гг. на 
момент включения в исследование; 3) наличие 
письменного добровольного информированно-
го согласия каждого добровольца. Критерии не-
включения: 1) вакцинация против гриппа в сезон 
2022-2023 гг.; 2) аллергические реакции на кури-
ный белок и компоненты вакцины; 3) аллерги-
ческие реакции на ранее вводимые гриппозные 
вакцины; 4) сильная реакция (температура выше 
40  °С, отек и гиперемия в месте введения свы-
ше 8 см в диаметре) или осложнения на преды-
дущее введение гриппозных вакцин в анамнезе; 
5) острые инфекционные или неинфекционные 
заболевания, обострения хронических заболева-
ний на момент начала проведения исследования; 
6) возраст менее 60 лет. Критерии исключения: 
1) несоблюдение протокола исследования; 2) от-
каз от дальнейшего участия в исследовании. 
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Всего в исследовании принял участие 31 вак-
цинированный участник в возрасте старше 60 лет. 
В данной группе количество женщин составляло 
17 человек (54,8%), мужчин – 14 человек (45,2%), 
средний возраст которых 66,2±5,8 года. Макси-
мальный возраст среди участников составил 85 
лет. Исследование проводилось на базе ФГБНУ 
«Научно-исследовательский институт вакцин и 
сывороток им. И.И. Мечникова», ГБУЗ «ГКБ им. 
Д.Д. Плетнева ДЗМ», ФГАОУ ВО Первый МГМУ 
им. И.М. Сеченова Минздрава России (Сеченов-
ский Университет).

Сбор данных и образцов крови 
Исследование одобрено локальным этиче-

ским комитетом (выписка из протокола № 03- 23 
очередного заседания Локального этического Ко-
митета ФГАОУ ВО Первого МГМУ им. И.М. Се-
ченова Минздрава России (Сеченовского Уни-
верситета) от 16.02.2023 г.). Участники были 
набраны обученным медицинским персоналом с 
информированного согласия. Информация о де-
мографических и клинических характеристиках 
участников, включая имя, возраст, пол и историю 
болезни, переносимость вакцинации, развитие 
респираторных инфекций была получена и за-
писана посредством осмотра и консультаций на 
протяжение 6 месяцев. 

Образцы венозной крови для серологического 
анализа собирали исходно (0-й день, до вакцина-
ции) и через 28-40 дней после вакцинации. После 
центрифугирования по 3 мл сыворотки из каждо-
го образца транспортировали в ФГБНУ Научно-
исследовательский институт вакцин и сывороток 
им. И.И. Мечникова и хранили при -50 °С. 

Вакцина против гриппа 
Вакцина представляла собой гриппозную че-

тырехвалентную инактивированную субъединич-
ную адъювантную вакцину 2022 г. производства и 
была одобрена для использования Минздравом 
Российской Федерации. Препарат содержал по 
5 мкг антигенов вирусов гриппа типа А (А/Вик-
тория/2570/2019 (H1N1) pdm09-подобный ви-
рус, A/Дарвин/9/2021 (H3N2)-подобный вирус), 
типа В (В/Пхукет/3073/2013(линия В/Ямагата)-
подобный вирус, В/Австрия/1359417/2021 (ли-
ния В/Виктория)-подобный вирус) и 0,5 мг по-
лиоксидония (азоксимера бромида) в одной дозе. 
До употребления препарат хранили с соблюде-
нием температурного режима строго по инструк-
ции. Вакцину в дозе 0,5 мл вводили внутримы-
шечно в дельтовидную мышцу. 

Методы
Оценка иммуногенности 
Уровень штамм-специфических антител к 

ингибированию гемагглютинации измеряли с 
использованием стандартных анализов инги-
бирования гемагглютинации, которые прово-

дили в соответствии со стандартными опера-
ционными процедурами. Антитела к штаммам 
вируса гриппа определяли методом постановки 
реакции торможения гемагглютинации (РТГА) с 
применением диагностикумов гриппозных для 
торможения гемагглютинации сухие (ДИГ) А/
Виктория/2570/2019 (H1N1) pdm09, A/H3N2/
Дарвин/9/2021, В/Пхукет/3073/2013, В/Авст-
рия/1359417/2021, сыворотки диагностической 
гриппозной для реакции торможения гемагглюти-
нации сухой (СДГ) А/ Виктория/2570/2019(H1N1) 
pdm09, A/ H3N2/ Дарвин/9/2021, В/Пхукет/3073/ 
2013, В/ Австрия/1359417/2021.

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: 

– уровень серопротекции – процент при-
витых, у которых титр гемагглютинин-ингибиру-
ющих антител составляет более 1:40 к 21-му дню 
после проведения вакцинации; для лиц старше 60 
лет этот показатель должен составлять более 60%;

– уровень сероконверсии или иммуноло-
гическая активность вакцины – относительное 
число привитых, у которых титр гемагглютинин-
ингибирующих антител повысился более чем в 
4 раза по сравнению с исходным уровнем среди 
всех иммунопротективных людей; для лиц стар-
ше 60 лет этот показатель должен составлять бо-
лее 30%;

– фактор сероконверсии или средний гео-
метрический прирост – повышение средних 
геометрических титров гемагглютинин-инги-
бирующих антител на 21-й день по сравнению с 
исходным уровнем, выражающийся в кратности 
увеличения; для лиц старше 60 лет этот показа-
тель должен составлять более 2,0.

Для признания вакцины эффективной должен 
отвечать указанным требованиям как минимум 
один из указанных показателей.

Оценка безопасности вакцин 
За всеми участниками наблюдали в течение 

как минимум 30 минут после вакцинации для 
обеспечения безопасности и фиксации острых 
побочных проявлений после иммунизации 
(ПППИ). В период с 0-го по 7-й день прово-
дился активный опрос участников по телефону. 
О ПППИ участники могли сообщать исследова-
телям в течение 28 дней после вакцинации. 

Статистический анализ 
Проверка нормальности распределения при-

знаков проводилась критерием Шапиро–Уил-
ка. В результате были выявлены значительные 
отклонения распределения признаков от нор-
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мального. Описательная статистика уровня AT 
представлена средним геометрическим титром и 
его 95% доверительным интервалом. Также было 
рассчитано геометрическое среднее кратное уве-
личение по сравнению с исходным уровнем (фак-
тор сероконверсии) и его 95% доверительный ин-
тервал. Сравнение фактора сероконверсии между 
группами исследования проводилось с помощью 
критерия Манна–Уитни в случае несвязанных 
выборок. Для качественных признаков находили 
абсолютные и относительные (в %) частоты, для 
относительных показателей рассчитывался 95%-
ный доверительный интервал, рассчитанный по 
методу Вилсона. Сравнения двух групп по каче-
ственным номинальным показателям проводили 
в ходе анализа таблиц сопряженности точным 
критерием Фишера. 

Групповые различия анализировались с ис-
пользованием двустороннего t-критерия или 
U-критерия Манна–Уитни для непрерывных 
переменных и критерия Хи-квадрат или точно-
го критерия Фишера для категориальных пере-
менных, в зависимости от ситуации. Весь стати-
стический анализ проводился с использованием 
IBM SPSS Статистика 26.0, статистическая зна-
чимость была установлена на уровне p < 0,05.

Результаты 
Иммуногенность 
Для оценки иммуногенности инактивирован-

ной квадривалентной вакцины со штаммовым 
составом, обновленным на сезон 2022–2023 гг., 
были проанализированы парные сыворотки 31 
лица в возрасте старше 60 лет (средний возраст 
66,2±5,8 лет), привитых с ноября 2022 г. по фев-
раль 2023 г. в Москве.

Осенью 2022 г. до проведения вакцинации 
уровень серопротекции лиц в старшей воз-

растной группе составила: к вирусам гриппа 
А/ Виктория/2570/2019(H1N1) pdm09 – 32,3%; к 
вирусам гриппа A/H3N2/Дарвин/9/2021 – 67,7%; 
к вирусам В/Пхукет/3073/2013 – 12,9%; к виру-
сам гриппа В/Австрия/1359417/2021 – 19,4%. 

Для лиц старше 60 лет через 1 месяц по-
сле вакцинации статистически значимое уве-
личение уровня серопротекции (p < 0,05) на-
блюдается по отношению к трем штаммам: 
А/ Виктория/2570/2019(H1N1) pdm09 до 74,2%, 
A/H3N2/Дарвин/9/2021 до 93,2% и В/Ав-
стрия/1359417/2021 до 74,2%. Уровень серопро-
текции к штамму В/Пхукет/3073/13 составил 
35,5% (табл. 1).

Средний геометрический титр антител (СГТ) 
лиц старшей возрастной группы до вакцинации 
по штамму Н1N1 составлял 15,1 (log2 3,91±0,59), 
после вакцинации – 73,7 (log2 6,20±0,93); по 
штамму H3N2 – 52,7 (log2 5,72±0,97) и 147,4 
(log2 7,20±1,22) до и после соответственно; по 
штамму В/Ямагата – 8,6 (log2 3,11±0,54) и 24,1 
(log2 4,59±0,79) до и после соответственно; по 
штамму В/Виктория СГТ составлял 10,1 (log2 
3,33±0,38), после – 63,0 (log2 5,98±0,69) (табл. 2). 

Фактор сероконверсии (ФСК) у лиц старше 60 
лет достоверно превысил требуемый уровень 2,00 
для всех штаммов (р < 0,05). Для обоих штаммов 
H3N2 и В/Ямагата ФСК составил 2,8, для штам-
мов Н1N1 и В/Виктория – 4,89 и 6,26 соответ-
ственно (табл. 3).

Уровень сероконверсии лиц старше 60 лет для 
штаммов H3N2 и В/Ямагата составил 41,9%, для 
штамма H1N1 – 61,3%, для штамма В/Викто-
рия – 77,4% (табл. 4).

Безопасность
У лиц в возрасте старше 60 лет местные по-

ствакцинальные реакции проявлялись в основ-
ном в виде болезненности в верхней конечно-

ТАБЛИЦА 1. УРОВЕНЬ СЕРОПРОТЕКЦИИ К ЧЕТЫРЕМ ШТАММАМ ВИРУСА ГРИППА ИСХОДНО И ЧЕРЕЗ 1 МЕСЯЦ 
ПОСЛЕ ВАКЦИНАЦИИ У ЛИЦ СТАРШЕ 60 ЛЕТ

TABLE 1. SEROPROTECTION RATE (SPR) TO FOUR STRAINS OF INFLUENZA VIRUS INITIALLY AND 1 MONTH AFTER 
VACCINATION IN PERSONS OVER 60 YEARS OLD

Штамм
Strain

Уровень серопротекции исходно
Initial SPR

Уровень серопротекции через 
1 месяц

SPR after 1 month

Н1N1 32,3% (ДИ 18,6-49,9) 74,2% (ДИ 56,8-86,3)

H3N2 67,7% (ДИ 50,1-81,4) 93,2% (ДИ 84,9-98,2)

В/Ямагата
B/Yamagata 12,9% (ДИ 5,1-28,9) 35,5% (ДИ 21,1-53,1)

В/Виктория
B/Victoria 19,4% (ДИ 9,2-36,3) 74,2% (ДИ 56,8-86,3)
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ТАБЛИЦА 2. СРЕДНИЙ ГЕОМЕТРИЧЕСКИЙ ТИТР АНТИТЕЛ (СГТ) К ЧЕТЫРЕМ ШТАММАМ ВИРУСА ГРИППА ИСХОДНО 
И ЧЕРЕЗ 1 МЕСЯЦ ПОСЛЕ ВАКЦИНАЦИИ У ЛИЦ СТАРШЕ 60 ЛЕТ

TABLE 2. GEOMETRIC MEAN TITER (GMT) TO FOUR STRAINS OF INFLUENZA VIRUS INITIALLY AND 1 MONTH AFTER 
VACCINATION IN PERSONS OVER 60 YEARS OLD

Штамм
Strain

СГТ антител исходно
Initial GMT

СГТ антител через 1 месяц
GMT after 1 month

Н1N1 15,1 (log2 3,91±0,59) 73,7 (log2 6,20±0,93)

H3N2 52,7 (log2 5,72±0,97) 147,4 (log2 7,20±1,22)

В/Ямагата
B/Yamagata 8,6 (log2 3,11±0,54) 24,1 (log2 4,59±0,79)

В/Виктория
B/Victoria 10,1 (log2 3,33±0,38) 63,0 (log2 5,98±0,69)

ТАБЛИЦА 3. ФАКТОР СЕРОКОНВЕРСИИ (ФСК) К ЧЕТЫРЕМ ШТАММАМ ВИРУСА ГРИППА ЧЕРЕЗ 1 МЕСЯЦ ПОСЛЕ 
ВАКЦИНАЦИИ У ЛИЦ СТАРШЕ 60 ЛЕТ

TABLE 3. GMT RATIO TO FOUR STRAINS OF INFLUENZA VIRUS INITIALLY AND 1 MONTH AFTER VACCINATION IN PERSONS 
OVER 60 YEARS OLD

Штамм
Strain

ФСК через 1 месяц после вакцинации
GMT ratio 1 month after vaccination

Н1N1 4,89 (ДИ 4,25-5,62)

H3N2 2,80 (ДИ 2,39-3,28)

В/Ямагата
B/Yamagata 2,80 (ДИ 2,39-3,28)

В/Виктория
B/Victoria 6,26 (ДИ 5,61-6,98)

ТАБЛИЦА 4. УРОВЕНЬ СЕРОКОНВЕРСИИ К ЧЕТЫРЕМ ШТАММАМ ВИРУСА ГРИППА ЧЕРЕЗ 1 МЕСЯЦ ПОСЛЕ 
ВАКЦИНАЦИИ У ЛИЦ СТАРШЕ 60 ЛЕТ

TABLE 4. SEROCONVERSION RATE (SCR) TO FOUR STRAINS OF INFLUENZA VIRUS INITIALLY AND 1 MONTH AFTER 
VACCINATION IN PERSONS OVER 60 YEARS OLD

Штамм
Strain

 Уровень сероконверсии через 1 месяц после вакцинации у лиц 
старше 60 лет

SCR after 1 month in persons over 60 years old

Н1N1 61,3% (ДИ 43,8-76,3%)

H3N2 41,9% (ДИ 26,4-59,2%)

В/Ямагата
B/Yamagata 41,9% (ДИ 26,4-59,2%)

В/Виктория
B/Victoria 77,4% (ДИ 60,2-88,9%)

сти – 6 случаев (19,4%). Реакции слабой степени 
выраженности были выявлены у 6 (19,4%) при-
витых (табл.  5). Системные поствакцинальные 
реакции проявлялись в виде общего недомога-
ния, артралгии, повышения температуры тела, 

утомляемости и сонливости, в одном случае – 
ОРВИ (единственный случай сочетания мест-
ной и общей реакции). Реакции слабой степени 
выраженности были выявлены также у 6 (19,4%) 
привитых. В 20 (64,5%) случаях переносимость 
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ТАБЛИЦА 5. МЕСТНЫЕ И СИСТЕМНЫЕ ПОСТВАКЦИНАЛЬНЫЕ РЕАКЦИИ У ДОБРОВОЛЬЦЕВ СТАРШЕ 60 ЛЕТ 
В ТЕЧЕНИЕ 28 СУТОК НАБЛЮДЕНИЯ ПОСЛЕ ВАКЦИНАЦИИ

TABLE 5. LOCAL AND SYSTEMIC POST-VACCINATION REACTIONS IN VOLUNTEERS OVER 60 YEARS OLD DURING 28 DAYS 
AFTER VACCINATION

Характер поствакцинальной 
реакции

Nature of the post-vaccination reaction

Степень 
выраженности

Degree

Количество добровольцев, у которых были 
зарегистрированы поствакцинальные реакции
Number of volunteers with post-vaccination reactions

Абс.
Abs. %

Любые реакции
Any reactions

Отсутствует
No reactions 20 64,5

Присутствует
Any reaction 11 35,5

Местные реакции
Local reactions

Отсутствует
No reactions 25 80,6

Слабая
Mild 6 19,4

Средняя
Medium 0 0

Сильная
Serious 0 0

Системные реакции
Systemic reactions

Отсутствует
No reactions 25 80,6

Слабая
Mild 6 19,4

Средняя
Medium 0 0

Сильная
Serious 0 0

Местные и системные реакции
Local and systemic reactions 1 3,2

вакцинации была хорошей, поствакцинальные 
реакции отсутствовали. 

В течение месяца не возникло никаких тяже-
лых поствакцинальных реакций или событий, 
требующих медицинского вмешательства, все 
реакции купировались самостоятельно в течение 
1-3 дней с момента вакцинации без применения 
медикаментозных препаратов либо с применени-
ем НПВС. 

Обсуждение 
Существует недостаточное количество от-

ечественных исследований, описывающих эф-
фективность вакцинации от гриппа у пациен-
тов старшего возраста, часто с сопутствующими 
заболеваниями, хотя пожилые остаются при-
оритетной целевой группой населения для вак-
цинации. Во всем мире появляется все больше 
доказательств, подтверждающих связь между ин-
фекцией гриппа и сердечными, неврологически-
ми, эндокринными и другими осложнениями, 
которые чаще встречаются у людей с сопутству-

ющими факторами риска. Это может стать пер-
спективной ветвью для будущих исследований. 

ВОЗ рекомендует вакцинацию как наиболее 
эффективный метод профилактики гриппа, в 
это время в России достигается показатель охва-
та вакцинацией против гриппа величиной более 
55% (прививочная кампания 2023-2024).

В ходе настоящего исследования перед про-
ведением вакцинации против гриппа показатели 
иммуногенности значимо отличались от тако-
вых после вакцинации, кроме В/Пхукет/3073/13 
(р < 0,05) – 12,9% (ДИ 5,1-28,9) исходно и 35,5% 
(ДИ 21,1-53,1) через 1 месяц после вакцинации. 
Для штамма A/H3N2/Дарвин/9/2021 уровень 
серопротекции достоверно достиг требуемо-
го значения > 60% (93,2% (ДИ 84,9-98,2)). Для 
штаммов А/Виктория/2570/2019 (H1N1) pdm09 и 
В/ Австрия/1359417/2021 уровень серопротекции 
достиг требуемого значения недостоверно (74,2% 
(ДИ 56,8-86,3)). 
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Фактор сероконверсии лиц старше 60 лет до-
стоверно превысил нормативное значение (> 2,0) 
для всех штаммов.

Что касается уровня сероконверсии, то для 
всех штаммов данный показатель оказался 
высок, однако недостоверно для штамма линии 
В/Ямагата (В/Пхукет/3073/13) (41,9% (ДИ 
26,4-59,2%)), как и для штамма A/H3N2/Дар-
вин/9/2021 (41,9% (ДИ 26,4-59,2%)).

Ниже приведены результаты зарубежных ис-
следований иммуногенности вакцин от гриппа, 
проведенные с период с 2018 по 2022 гг., в сопо-
ставлении с проведенным нами. 

Показатели серопротекции, полученные в 
Индийском исследовании 2018 г. среди обсле-
дуемых в возрасте старше 60 лет, схожи с насто-
ящими показателями – для штамма H1N1 серо-
протекция находилась на уровне 89,3% в 2018 г., 
74,2% в 2022 г. (настоящее исследование), для 
штамма H3N2 – 96,7% и 93,2% соответственно, 
для штамма линии В/Виктория – 51,3% и 74,2% 
соответственно, для штамма линии В/Ямагата 
серопротекция оказалась минимальной в обо-
их исследованиях – 43,6% и 35,5% [9]. Данные, 
полученные в Китае в 2022 г., противоречат вы-
шеописанным – показатель серопротекции для 
штаммов H1N1, H3N2, В/Виктория варьируется 
от 71,6% до 77,3%, что, касаемо H3N2, ниже; од-
нако для штамма линии В/Ямагата уровень серо-
протекции составил 89,8%, что более чем вдвое 
выше [17].

Исследование, проведенное в США в 2021 г. 
среди пожилых вакцинированных лиц, выявило 

наибольшее значение ФСК и уровня сероконвер-
сии для штамма H1N1 (8,1% и 72,1%), в то время 
как в настоящей работе ФСК и сероконверсия 
составили 4,9% и 61,3% соответственно (что не-
много ниже их наивысших значений для штамма 
линии В/Виктория), а в упомянутом выше китай-
ском исследовании 2022 г. эти показатели были 
наименьшие среди всех четырех штаммов (4,13% 
и 47,7%) [12].

Что касается безопасности, вакцины, исполь-
зуемые в предшествующих и настоящем иссле-
довании, продемонстрировали схожие профили 
местной и системной реактогенности. В целом, 
среди участников наблюдался низкий уровень 
развития поствакцинальных реакций легкой 
степени тяжести, единичные случаи средней 
степени тяжести, реакций тяжелой степени за-
регистрировано не было. В нашем исследовании 
побочных проявлений после иммунизации сред-
ней и тяжелой степени не наблюдалось.

Заключение
Результаты этого исследования показывают, 

что четырехвалентная инактивированная субъ-
единичная адъювантная вакцина против гриппа 
была иммуногенна и хорошо переносилась участ-
никами исследования в возрасте старше 60 лет. 
Иммуногенная активность каждого компонента 
вакцины при однократной внутримышечной им-
мунизации добровольцев в возрасте старше 60 лет 
соответствовала требованиям, предъявляемым к 
инактивированным гриппозным вакцинам как 
минимум по одному критерию.
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ПРИМЕНЕНИЕ IFNγγ ИЛИ TNFαα-Т В ПРОТОКОЛАХ 
ПОЛУЧЕНИЯ ЦИК ДЛЯ АДОПТИВНОЙ ИММУНОТЕРАПИИ
Гельм Ю.В.1, Гривцова Л.Ю.1, Пасова И.А.1, Константинова Т.В.1, 
Мушкарина Т.Ю.1, Иванов С.А.1, 2, Каприн А.Д.2, 3, 4

1 Медицинский радиологический научный центр имени А.Ф. Цыба – филиал ФГБУ «Национальный 
медицинский исследовательский центр радиологии» Министерства здравоохранения РФ, г. Обнинск, Россия  
2 ФГАОУ ВО «Российский университет дружбы народов имени Патриса Лумумбы», Москва, Россия  
3 ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр радиологии» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Обнинск, Россия  
4 Московский научно-исследовательский онкологический институт имени П.А. Герцена – филиал ФГБУ 
«Национальный медицинский исследовательский центр радиологии» Министерства здравоохранения РФ, 
Москва, Россия

Резюме. Методы иммунокоррекции, основанные на введении в организм аутологичных лейкоци-
тов, активированных в условиях in vitro различными иммуномодуляторами, получают все более ши-
рокое распространение. Ранее проведенные нами исследования позволяют утверждать об эффектив-
ности применения иммунотерапии лимфоцитами, активированными in vitro с помощью цитокинов 
для лечения онкологических больных и хорошей переносимости данной терапии. В данной статье 
рассмотрены варианты применения препаратов рекомбинантного интерферона гамма (IFNγ) и ре-
комбинантного фактора некроза опухоли-альфа-тимозина-альфа-1 (TNFα-Т) для получения цито-
кин-индуцированных киллеров (ЦИК) человека in vitro. Целью исследования являлась оценка воз-
можности применения препаратов IFNγ и TNFα-Т в протоколах получения ЦИК человека в условиях 
in vitro. Мононуклеары (МНК), выделенные из крови 15 доноров, культивировали в условиях СО2-
инкубатора до 12 суток. Для оценки токсичности IFNγ и TNFα-Т в отношении лимфоцитов in vitro 
концентрации препаратов были выверены экспериментальным путем с учетом контроля уровня жиз-
неспособности клеток. Уровни цитокинов в супернатантах на этапах культивирования клеток опре-
деляли методом иммуноферментного анализ (ИФА). До и после культивирования оценивали наличие 
адгезии и гранулярности изучаемых лимфоцитов, фенотип клеток изучали методом проточной цито-
метрии, оценку уровня жизнеспособности активированных лимфоцитов проводили в камере Горяе-
ва. Проведен сравнительный анализ способов культивирования лимфоцитов в различных средах, со-
держащих: только IFNγ (группа 1); IFNγ, интерлейкин-2 (IL-2) и интерлейкин-15 (IL-15) (группа 2); 
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только TNFα-Т (группа 3); TNFα-Т, IL-2 и IL-15 (группа 4) и только IL-2 и IL-15 (группа контроля). 
При активации МНК в среде, содержажей IFNγ, IL-2 и IL-15 или в среде, содержащей TNFα-Т, IL-2 и 
IL-15, отмечена общая тенденцию к значительному увеличению показателей Т-цитотоксических кле-
ток (CD3+CD8+), NKТ-клеток (CD3+CD16+CD56+), активированных лимфоцитов (HLA-DR+), акти-
вированных Т-лимфоцитов (CD3+HLA-DR+) и маркеров активации на всех лимфоцитах (CD38+) и на 
Т-клетках (CD3+CD38+). Оценена возможность применения препаратов IFNγ и TNFα-Т для получе-
ния ЦИК человека in vitro. Полученные данным способом активированные цитотоксические лимфо-
циты могут применяться для фундаментальных исследований по выявлению новых закономерностей 
и морфо-функциональных особенностей активированных лимфоцитов человека, а также для прове-
дения адоптивной иммунотерапии онкологическим больным.

Ключевые слова: культивирование, IFNγ, TNFα-Т, IL-2, IL-15, ЦИК, ИФА, фенотип

USAGE OF IFNγγ OR TNFαα-T IN PROTOCOLS FOR OBTAINING 
CYTOKINE-INDUCED KILLER CELLS FOR ADOPTIVE 
IMMUNOTHERAPY
Gelm Yu.V.a, Grivtsova L.Yu.a, Pasova I.A.a, Konstantinova T.V.a, 
Mushkarina Т.Yu.a, Ivanov S.A.a, b, Kaprin A.D.b, с, d.

a A. Tsyb Medical Radiological Research Centre, a Branch of National Medical Research Radiological Centre  
of the Russian Federation, Obninsk, Russian Federation  
b P. Lumumba Рeoples Friendship University of Russia, Moscow, Russian Federation  
c National Medical Research Radiological Center of the Russian Federation, Obninsk, Russian Federation  
d P. Herzen Moscow Oncology Research Institute, a Branch of National Medical Research Radiological Centre  
of the Russian Federation, Moscow, Russian Federation

Abstract. Methods of immunocorrection based on injection of in vitro activated autologous leukocytes 
are becoming widespread. Our previous studies suggest that implementation of immunotherapy with in vitro 
activated lymphocytes using cytokines is effective for the treatment of cancer patients, and that this therapy is 
well tolerated. This article discusses the use of biological drugs, i.e., recombinant interferon-gamma (IFNγ) and 
recombinant tumor necrosis factor-alpha-thymosin-alpha-1 (TNFα-T) for the in vitro production of human 
cytokine-induced killer cells (CIC). The purpose of our study was to assess the possibility of IFNγ and TNFα-T 
usage within protocols for in vitro production of human CIC. Isolated mononuclear blood cells from 15 donors 
were cultured in a CO2 incubator for 12 days and the morpho-functional characteristics of lymphocytes were 
studied. To assess the in vitro toxicity of IFNγ and TNFα-T towards lymphocytes, the drug concentrations have 
been adjusted experimentally, with respect to control of cell viability. The levels of cytokines in the supernatants 
at the stages of cell culture were determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). Before and after 
cultivation, the presence of adhesion and granularity of the studied lymphocytes was assessed, the phenotype 
of cultured cells was studied by flow cytometry, and the level of viability of activated lymphocytes was assessed 
in a haemocytometer chamber. We carried out a comparison of methods for culturing lymphocytes under 
different conditions. We studied culture media containing the following supplements: only IFNγ (group 1); 
IFNγ, interleukin-2 (IL-2) and interleukin-15 (IL-15) (group 2); TNFα-T only (group 3); TNFα-T, IL-2 
and IL-15 (group 4), and only IL-2 and IL-15 (control group). When mononuclear cells are activated in a 
medium containing IFNγ, IL-2 and IL-15, or in a medium containing TNFα-T, IL-2 and IL-15, we observed a 
general trend towards significant increase in T-cytotoxic cells (CD3 +CD8+), NKT cells (CD3+CD16+CD56+), 
activated lymphocytes (HLA-DR+), activated T lymphocytes (CD3+HLA-DR+), and activation markers of all 
lymphocytes (CD38+) and on T cells ( CD3+CD38+). We assessed the possibility of using IFNγ and TNFα-T 
to obtain human CIK in vitro. Activated cytotoxic lymphocytes obtained by this approach may be used for 
fundamental research, in order to identify new patterns and morpho-functional characteristics of activated 
human lymphocytes, as well as for adoptive immunotherapy for cancer patients.

Keywords: natural killer cells, culture, IFNγ, TNFα-T, IL-2, IL-15, ELISA, phenotype
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Введение
Как известно, иммуномодуляторы – это био-

логические вещества, которые в терапевтических 
дозах восстанавливают функции иммунной си-
стемы, т. е. приводят патологически измененный 
иммунный ответ в физиологическую норму [10, 
15]. В последние годы проведено большое коли-
чество исследований по использованию иммуно-
модуляторов для коррекции иммунологических 
показателей у онкологических больных, получа-
ющих химиотерапию. Существуют данные о том, 
что такие препараты могут способствовать умень-
шению токсичности химиопрепаратов, сокраще-
нию сроков восстановления лейкоцитов, сниже-
нию заболеваемости от вирусных инфекций, а в 
ряде случаев – увеличению продолжительности 
ремиссии. Однако применение иммуномодуля-
торов также ассоциируют и с возникновением 
побочных эффектов или серьезных осложнений, 
связанных с проведением лечения, а также повы-
шением риска возникновения инфекций и реци-
дива перенесенных ранее заболеваний [5, 16].

Все более широкое распространение полу-
чают методы иммунокоррекции, основанные на 
введении в организм аутологичных лейкоцитов, 
активированных в условиях in vitro различными 
иммуномодуляторами: адоптивная или экстра-
корпоральная терапия [6, 7, 11, 18]. Ранее прове-
денные нами исследования дают основания гово-
рить об эффективности лечения онкологических 
больных и хорошей переносимости иммунотера-
пии лимфоцитами, активированными in vitro с 
помощью IL-2 и IL-15. Полученные данные по-
зволили сделать выводы о том, что адоптивная 
иммунотерапия является безопасным методом 
лечения, а у значительной части пациентов – эф-
фективным методом сопроводительной терапии, 
так как она позволяет увеличить продолжитель-
ность безрецидивного периода, уменьшить ко-
личество побочных эффектов химиотерапии и 
улучшить результаты комплексного лечения он-
кологических пациентов [1, 2, 3]. 

Оптимизация путей введения иммуномодуля-
торов в организм, обеспечивающих максималь-
ную биодоступность препаратов для клеток-ми-
шеней и повышающих эффективность терапии 
при минимизировании побочных реакций, явля-
ется основной задачей исследования. Указанные 
тенденции актуализируют необходимость изуче-
ния иммуномодуляторов в протоколах культиви-
рования в качестве стимулятора для клеточных 
культур. В данной работе рассмотрено примене-
ние таких препаратов, как IFNγ и TNFα-Т (ги-
бридная молекула рекомбинантного TNFα и 
тимозина-альфа-1), для активации лимфоцитов 
человека in vitro. Известно, что IFNγ и TNFα вы-
рабатываются различными клетками иммунной 

системы для регуляции комплекса межклеточных 
взаимодействий при иммунном ответе, а имен-
но – индуцируют активацию киллерных свойств 
мононуклеаров периферической крови человека, 
которые при этом приобретают свойственный 
им фенотип. Цитотоксические Т-лимфоциты, 
NK-клетки, а также макрофаги и нейтрофилы, 
имеют рецепторы к IFNγ, поэтому он активирует 
эффекторные функции этих клеток, а именно: их 
цитотоксичность и цитокинопродукцию. В кли-
нических исследованиях выявлена способность 
IFNγ снижать процент супрессорных Т-клеток 
(CD4+CD25+FoxP3+), ингибировать В-клеточный 
ответ на IL-4 (интерлейкин), подавлять про-
дукцию IgE и экспрессию СD23-антигена. IFNγ 
способен отменять супрессивный эффект IL-4 
на IL-2-зависимую пролиферацию и генерацию 
лимфокин-активированных киллеров (ЛАК). 
TNFα может выделяться NK-клетками перифе-
рической крови, Т-лимфоцитами и гранулоцита-
ми. Он не оказывает цитотоксического действия 
на нормальные клетки, а оказывает стимулиру-
ющее влияние на цитотоксичность NK-клеток 
и фагоцитоз, усиливает экспрессию CD4 и CD8, 
являясь фактором дифференцировки Т-хелперов 
и Т-киллеров [7, 8, 11].

Известно, что TNFα успешно используют в 
протоколах получения активированных дендрит-
ных клеток совместно с GM-CSF и IL-4, IL-1β, 
IL-6 или с IL-12 и IL-18 [12, 13, 14, 17]. Извест-
но о применении IFNγ в питательной среде для 
культивирования макрофагов и для активации 
макрофагов совместно с IL-2 и анти-CD3 [4, 9]. 
Однако данные способы не предусматривают 
применение IFNγ или TNFα совместно с IL-2 и 
IL-15 для активации лимфоцитов in vitro, с по-
следующим их применением для адоптивной 
иммунотерапии. В российских и зарубежных ба-
зах данных отсутствует информация о дозиров-
ках препаратов IFNγ и TNFα совместно с IL-2 и 
IL- 15 и без них, сроках культивирования, и вли-
яния данных препаратов на уровень активации 
лимфоцитов (Т-, NK- и ЦИК-клеток) в услови-
ях in vitro. Целью данного исследования являлось 
изучение морфо-функциональных характери-
стик лимфоцитов, культивируемых с IFNγ или 
TNFα-Т для оценки возможности применения 
данной схемы активации in vitro для получения 
ЦИК-клеток человека.

Материалы и методы
Выделение и культивирование МНК
В исследование включены данные 15 доно-

ров. Объект исследования – периферическая 
кровь доноров для пациентов, поступающих к 
нам в Центр с целью проведения адоптивной 
иммунотерапии (после подписания информиро-
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ванного согласия). Мононуклеары (МНК) вы-
деляли из гепаринизированной венозной крови 
в стерильных условиях на градиенте плотности 
фиколла (ρ = 1,077) путем центрифугирования 
при 2000 оборотов/мин в течение 40 мин, далее 
МНК дважды отмывали фосфатно-солевым бу-
фером (pH = 7,4) путем центрифугирования при 
1800 оборотов/мин в течение 10 мин и доводили 
до концентрации 1,5 млн/мл в изучаемой сре-
де. Выделенные МНК доноров культивирова-
ли в условиях СО2 – инкубатора в 24-луночных 
планшетах в концентрации клеток 1,5 млн/мл в 
среде на основе RPMI-1640 и 5% эмбриональной 
телячьей сыворотки (FBS) с добавлением опре-
деленных цитокинов. Концентрации препаратов 
IFNγ («Ингарон», НПП «Фармаклон», Россия) и 
TNFα-Т («Рефнот», НПП «Фармаклон», Россия) 
выверены экспериментальным путем с учетом 
оценки уровня жизнеспособности культивируе-
мых лимфоцитов (IFNγ – 500 Ме/ мл, TNFα-Т – 
100 Ме/мл), концентрация IL-2 («Ронколейкин», 
ООО «Биотех», Россия) составляла 250 МЕ/мл, 
IL-15 («Активный Интерлейкин-15», Cloud-
Clone Corp., США) – 5 нг/мл. Изучали и срав-
нивали способ культивирования лимфоцитов в 
среде, содержащей только IFNγ (группа 1), со-
держащей IFNγ, IL-2 и IL-15 (группа 2), содер-
жащей только TNFα-Т без интерлейкинов (груп-
па 3), содержащей TNFα-Т, IL-2 и IL-15 (группа 
4) и содержащей только IL-2 и IL-15 (группа кон-
троля). На 3-и и 7-е сутки культивирования со-
бирали и замораживали супернатанты для ИФА: 
группа 1, группа 2, группа 3, группа 4 и группа 
контроля и добавляли новой питательной среды 
в планшеты. До и после культивирования оцени-
вали наличие адгезии и гранулярность изучаемых 
клеток, проводили фенотипирование и считали 
процент живых клеток в камере Горяева с по-
мощью 0,4%-ного раствора трипанового синего 
(ООО «Биотех», Россия), пересчитывали в про-
центном соотношении долю окрашенных (мерт-
вых) к общему количеству клеток. 

Проточная цитометрия
Фенотипирование флуоресцентно мече-

ных клеток проводили на цитофлуориметре 
FACScanto II (Becton Dickinson, США). Оцени-
вали субпопуляционный состав Т-, NK-, NKT-
лимфоцитов (CD3, CD4, CD8, CD14, CD16, 
CD45, CD56) и маркеры активации на них 
(CD25, CD38 и HLA-DR). Субпопуляционный 
состав клеточной суспензии определяли до и по-
сле культивирования – на 12-е сутки.

Иммуноферментный анализ (ИФА)
В супернатантах, полученных на этапах куль-

тивирования на 3-и и 7-е сутки, для определе-
ния функциональной активности клеток изме-
ряли концентрации цитокинов: IL-2, IL-4, IL-6, 

IL- 10, IFNγ и TNFα. ИФА проводили с помощью 
наборов реагентов АО «Вектор Бест» (Россия) 
по инструкции фирмыпроизводителя. Оптиче-
скую плотность образцов измеряли на фотометре 
ChroMate (Awareness Technology, США) в двух-
волновом режиме: основной фильтр – 450 нм, 
референс-фильтр – 620 нм.

Статистика
Статистическую обработку данных прово-

дили с помощью программы Microsoft Excel 
2007. Результаты представлены в виде среднего 
арифметического значения по группе (М) или 
среднее±стандартное отклонение (М±σ). Для 
выявления значимых различий сравниваемых 
показателей использовали непараметрический 
U-критерий Манна–Уитни. Различия считали 
значимыми при уровне p < 0,05.

Работа выполнялась в рамках темы Государ-
ственного задания Центра: «Экспериментальная 
разработка и клиническая апробация подходов 
и схем для иммунной и клеточной терапии при 
комбинированном лечении онкологических за-
болеваний».

Результаты
Проведен сравнительный анализ культиви-

рования лимфоцитов в различных средах. Груп-
па 1 – применялась среда только с препаратом 
IFNγ, без интерлейкинов; группа 2 – IFNγ и 
интерлейкины: IL-2 и IL-15; группа 3 – только 
TNFα-Т без интерлейкинов; группа 4 – TNFα-Т 
и интерлейкины: IL-2 и IL-15; группа контроля – 
только IL-2 и IL-15, без IFNγ или TNFα-Т.

Жизнеспособность и морфология клеток
Жизнеспособность выделенных лимфоцитов 

до культивирования составляла 99,7±0,3% и по-
степенно снижалась во всех группах с каждым 
последующим днем активации (р < 0,05). 

Следует отметить, что при использовании со-
четания препаратов IFNγ или TNFα-Т с цитоки-
нами IL-2 и IL-15 отмечался более высокий уро-
вень жизнеспособности клеток (р < 0,05), чем без 
цитокинов (табл. 1). В группе контроля и группах 
2 и 4 – клетки достаточно хорошо пролифериро-
вали – количество клеток увеличивалось в 1,5-2 
раза, чего не наблюдалось в группах 1 и 3, веро-
ятно, из-за присутствия в среде IL-2 и IL-15, спо-
собствующих данному процессу. 

При ежедневной оценке морфологии лимфо-
цитов доноров в культуре было замечено фор-
мирование скоплений клеток в процессе роста, 
и адгезия некоторых лимфоцитов к поверхности 
культурального пластика, так, в группах 1 и 3 – с 
1-х суток культивирования, а в группах 2, 4 и кон-
трольной – с 3-х суток. Известно, что адгезивны-
ми свойствами могут обладать B-лимфоциты и 
в меньшей степени – Т- и NK-клетки во время 
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ТАБЛИЦА 1. ВЛИЯНИЕ СОСТАВА КУЛЬТУРАЛЬНОЙ СРЕДЫ НА ЖИЗНЕСПОСОБНОСТЬ ЛИМФОЦИТОВ 
В ЗАВИСИМОСТИ ОТ СУТОК КУЛЬТИВИРОВАНИЯ

TABLE 1. EFFECT OF THE COMPOSITION OF THE CULTURE MEDIUM ON THE VIABILITY OF LYMPHOCYTES DEPENDING 
ON THE DAY OF CULTIVATION

Сутки 
культиви-
рования

Cultivation day

Группа 1
Group 1

Группа 2
Group 2

Группа 3
Group 3

Группа 4
Group 4

Группа 
контроля

Control group

0-е сутки
0th day 99,7±0,3 99,7±0,3 99,7±0,3 99,7±0,3 99,7±0,3

3-и сутки
3rd day 95,7±1,9* 97,4±2,2 93,8±1,6** 97,8±2,4 99,2±0,4***

7-е сутки
7th day 89,4±2,6* 93,6±3,4 86,2±5,3** 94,7±6,1 97,4±0,9***

12-е сутки
12th day 77,1±6,0* 91,4±5,7 70,4±10,4** 89,4±7,8 93,5±1,7***

Примечание. Различия статистически значимы при р < 0,05 при сравнении групп 2 и 1 (*), групп 4 и 3 (**), групп 2 и 4 
с группой контроля (***).

Note. The differences are statistically significant at p < 0,05 when comparing groups 2 and 1 (*), groups 4 and 3 (**), groups 2 and 
4 with the control group (***).

активации. В группах 1 и 3 клетки становились 
более гранулярными после 3-х суток и сохраня-
ли адгезивные свойства с 1-х суток до окончания 
наблюдения (до 12 суток). В контрольной группе 
лимфоциты начинали отлипать от поверхности 
пластика после 10-х суток наблюдения, в группе 
2 – после 7-х суток, а в группе 4 – после 3-х су-
ток. Переход клеток в суспензию может означать 
окончание процесса их активации. Отмечено, что 
клетки групп 2, 4 и группы контроля постепенно 
начинали пролиферировать, в отличие от групп 
1 и 3 соответственно, и менять форму с круглой 
на продолговатую и неровную, увеличиваться в 
размерах и сохраняли морфологию больших гра-
нулярных лимфоцитов на протяжении всего пе-
риода наблюдения.

Проточная цитометрия
При изучении фенотипа клеток после куль-

тивирования на 12-е сутки, относительно клеток 
до активации, отмечается общая тенденция во 
всех группах к существенному увеличению по-
казателей Т-клеток (CD3+CD45+), NKТ-клеток 
(CD3+CD16+CD56+), активированных лимфо-
цитов (HLA-DR+) и Т-лимфоцитов (CD3+HLA-
DR+). В группах 1 и 3 замечен рост показателей 
Т-хелперов (CD3+CD4+) в среднем на 11,9% и 
13,7%, в то время как в группах 2, 4 и контроль-
ной группе значительного роста не наблюдалось, 
что подтверждает предварительно полученные 
данные. Однако в группах 2, 4 и контрольной 
группе замечен существенный рост показателей 
Т-цитотоксических клеток (CD3+CD8+) в сред-

нем на 11,2%, 11,0% и на 11% соответственно 
(р < 0,05). Аналогичная тенденция наблюдается 
и для NKТ-клеток (CD3+CD16+CD56+), активи-
рованных лимфоцитов (HLA-DR+), активиро-
ванных Т-лимфоцитов (CD3+HLA-DR+), мар-
керов активации на всех лимфоцитах (CD38+) и 
на Т-клетках (CD3+CD38+), что указывает на эф-
фективность применения препаратов IFNγ или 
TNFα-Т совместно с IL-2 и IL-15 для активации 
клеток in vitro. Сравнивая показатели группы 1 с 
группой 2 и группы 3 с группой 4, можно отме-
тить существенное увеличение активированных 
лимфоцитов (HLA-DR+) в 2,1 раза (на 19,3%) и в 
2,4 раза (на 22,3%) соответственно (р < 0,05), ак-
тивированных Т-лимфоцитов (CD3+HLA-DR+) 
в 2,8 раза (на 22,2% и на 22,0% соответственно) 
(р < 0,05), маркеров активации на всех лимфоци-
тах (CD38+) в 2,8 раза (на 37,4%) и в 2,4 раза (на 
30,0%), на Т-клетках (CD3+CD38+) в 5,0 раза (на 
42,7%) и в 3,5 раза (на 31,4%) соответственно.

ИФА (3-и сутки)
Следует отметить, что уровень всех изучаемых 

цитокинов в группах 1 и 3 был невысоким на 3-и 
сутки культивирования. При сравнении группы 1 
с группой 2 на 3-и сутки культивирования наблю-
дается значительное повышение концентраций 
цитокинов IL-2, IL-6, IL-10, IFNγ, TNFα в сре-
де, содержащей IFNγ, IL-2 и IL-15, чем в среде, 
содержащей только IFNγ (табл. 2). Учитывая, что 
основными продуцентами указанных цитоки-
нов являются цитотоксические Т-лимфоциты, 
NKT- и NK-клетки, подтверждает факт имен-
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но их активации. Содержание IL-2 в группе 2 
было выше, чем в группе 1 в среднем в 7,5 раза 
(р < 0,05); IL-6 в 20,3 раза (р < 0,05); IL-10 в 14,1 
раза (р < 0,05); IFNγ в 10,0 раза (р < 0,05); TNFα 
в 21,4 раза (р < 0,05). Уровень IL-4 на 3-и сутки 
был невысоким и примерно одинаковым во всех 
группах. Сравнив группу 3 с группой 4, заметили 
значительное повышение концентраций цито-
кинов IL-2, IL-6, IL-10 и IFNγ в среде, содержа-
щей TNFα-Т, IL-2 и IL-15, чем в среде содержа-
щей только TNFα-Т. Содержание IL-2 в группе 4 
было выше, чем в группе 3, в среднем в 9,7 раза 
(р < 0,05); IL-6 в 5,1 раза (р < 0,05); IL-10 в 11,3 
раза (р < 0,05); IFNγ в 102,2 раза (р < 0,05). 

При сравнении группы 2 и 4 с группой контро-
ля можно отметить, что уровень IL-2, IL-4, IL-6 
был примерно одинаковым. Уровень IL-10 во 2-й 
группе был несколько выше, чем в контрольной 
на 13,2%, а в 4-й группе – на 9,4%. Уровень IFNγ 
во 2-й группе был значительно выше, чем в кон-
трольной – в 2,2 раза (р < 0,05), а в 4-й группе – 

на 26,8%. Уровень TNFα во 2-й группе был выше, 
чем в контрольной на 71,3%, а в 4-й группе – на 
53,2% (табл. 2). 

ИФА (7-е сутки). При сравнении группы 1 с 
группой 2 на 7-е сутки культивирования наблюда-
ется повышение концентраций цитокинов IL- 2, 
IL-4, IL-6, IL-10, IFNγ, TNFα в среде, содержа-
щей IFNγ, IL-2 и IL-15, чем в среде, содержащей 
только IFNγ (табл. 3). Содержание IL-2 в группе 2 
было выше, чем в группе 1 в среднем в 18,9 раза 
(р < 0,05); IL-4 в 3,3 раза; IL-6 в 4,7 раза (р < 0,05); 
IL-10 в 5,7 раза; IFNγ в 11,9 раза (р < 0,05); TNFα 
в 4,6 раза (р < 0,05). Сравнив группу 3 с группой 
4, можно отметить значительное повышение 
концентраций цитокинов IL-2, IL-6 и IFNγ в 
среде, содержащей TNFα-Т, IL-2 и IL-15, чем в 
среде, содержащей только TNFα-Т. Содержание 
IL-2 в группе 4 было значительно выше, чем в 
группе 3 – в среднем в 29,4 раза (р < 0,05); IFNγ в 
21,5 раза (р < 0,05); IL-6 в 4,5 раза (р < 0,05); IL-4, 

ТАБЛИЦА 2. РЕЗУЛЬТАТЫ ИФА СУПЕРНАТАНТОВ ПОСЛЕ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ ЛИМФОЦИТОВ ПО ГРУППАМ НА 3-И 
СУТКИ

TABLE 2. RESULTS OF ELISA OF SUPERNATANTS AFTER CULTURING LYMPHOCYTES BY GROUP ON THE 3RD DAY

Группа 1
Group 1

Группа 2
Group 2

Группа 3
Group 3

Группа 4
Group 4

Группа 
контроля

Control group
IL-2 38,2* 287,2 30,7** 289,3 284,0
IL-4 1,5 1,7 1,5 1,5 1,7
IL-6 2,2* 44,7 8,8** 45,2 41,7
IL-10 15,2* 213,7 18,3** 206,5 188,7
IFNγγ 120,8* 1203,2 6,8** 694,8 549,5
TNFαα 7,8* 166,7 141,8 147,5 96,3

Примечание. Различия статистически значимы при р < 0,05 при сравнении групп 2 и 1 (*), групп 4 и 3 (**).

Note. The differences are statistically significant at p < 0.05 when comparing groups 2 and 1 (*), groups 4 and 3 (**).

ТАБЛИЦА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ ИФА СУПЕРНАТАНТОВ ПОСЛЕ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ ЛИМФОЦИТОВ ПО ГРУППАМ НА 7-Е 
СУТКИ

TABLE 3. RESULTS OF ELISA OF SUPERNATANTS AFTER CULTURING LYMPHOCYTES BY GROUP ON THE 7TH DAY

Группа 1
Group 1

Группа 2
Group 2

Группа 3
Group 3

Группа 4
Group 4

Группа 
контроля

Control group
IL-2 16,8* 317,5 10,2** 299,5 294,7
IL-4 2,0 6,5 1,8** 3,8 6,0
IL-6 7,5* 35,0 7,7** 34,3 32,5
IL-10 57,0 325,7 115,3 189,7 212,0
IFNγ 72,7* 867,7 30,3** 650,8 661,3
TNFα 31,2* 143,3 135,3 155,0 118,5

Примечание. См. примечание к таблице 2.

Note. As for Table 2.
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IL- 10 и TNFα – незначительно – в 2,1 раза, в 1,6 
раза и в 1,1 раза соответственно. 

При сравнении группы 2 с группой контроля 
на 7-е сутки можно отметить, что уровень IL- 10, 
IFNγ и TNFα во 2-й группе был значительно 
выше, чем в контрольной группе на 53,6%, 31,2% 
и на 20,9% соответственно. Уровень IL-2, IL-4 и 
IL-6 был несколько выше контрольных значе-
ний, но не более чем на 8,3%. Полученные дан-
ные указывают на эффективность применения 
полной питательной среды, содержащей IFNγ 
совместного с IL-2 и IL-15, в протоколах культи-
вирования до 7 суток. При сравнении группы 4 
с группой контроля уровень TNFα был выше на 
30,8%. Уровень IL-2, IL-6 и был незначительно 
выше, чем в группе контроля, но не более чем на 
5,5%. А уровень IL-4, IL-10 и IFNγ был несколько 
ниже: на 36,7%, на 10,5%, и на 1,6% соответствен-
но. Таким образом, цитокинопродуцирующая 
способность клеток в данной схеме культивиро-
вания снижается к 7-м суткам (табл. 3).

ИФА (сравнительная характеристика)
Сравнивая уровень всех изучаемых цитокинов 

в группах 1 и 3, продуцируемых на 3-и и 7-е сут-
ки, можно отметить, что к 7-м суткам несколь-
ко увеличивается рост IL-10 относительно 3-х 
суток. Увеличение концентраций IL-10 в образ-
цах, вероятно, способствовало ингибированию 
индукции секреции воспалительных цитокинов 
TNFα и IFNγ в некоторых образцах, что свой-
ственно для IL-10, а также привело к снижению 
экспрессии цитокинов Т-хелперами-1. Так, в 1-й 
группе уровень IL-10 вырос в 4,8 раза, TNFα – в 4 
раза, а уровень IL-2 при этом снизился в 2,3 раза, 
IFNγ – в 1,7 раза, уровень IL-4 и IL-6 существен-
но не изменился. В группе 3 уровень IL-10 вырос 
в 6,3 раза, IFNγ – в 4,5 раза, а уровень IL-2 при 
этом снизился в 3,0 раза, уровень IL-4 и IL-6 и 
TNFα существенно не изменился. Полученные 
результаты значительно хуже, чем в группах 2, 4 
и группе контроля, что также сопоставимо с худ-
шими показателями по уровню жизнеспособно-
сти в сравнении с данными группами. 

В группе контроля на 7-е сутки продолжается 
рост уровня цитокинов: IL-2, IL-4, IL-10, IFNγ 
и TNFα в супернатантах, что свойственно акти-
вированным клеткам в данной схеме культиви-
рования. В группе 2 и 4 на 7-е сутки несколько 
увеличивается уровень IL-2 на 10,6% и 3,5% со-
ответственно. Однако в группе 2 на 7-е сутки на-
чинает снижаться уровень IL-6, IFNγ, TNFα, но 
остается выше контрольных значений, что по-
зволяет сделать вывод о возможности примене-
ния данной схемы совместного использования 
IFNγ с IL-2 и IL-15 в протоколах культивирова-
ния до 7 суток. В группе 4 на 7-е сутки начина-
ет снижаться уровень IL-6, IL-10, IFNγ, причем 

концентрации IL-10 и IFNγ уже несколько ниже 
контрольных значений (табл. 3, 4). Полученные 
данные указывают на малую эффективность при-
менения полной питательной среды, содержащей 
TNFα-Т совместно с IL-2 и IL-15, в протоколах 
культивирования более 3 суток, так как клетки 
начинают терять свою способность к продукции 
цитокинов.

Обсуждение
В данной работе проведена оценка морфо-

логии, уровня жизнеспособности, фенотипа и 
цитокинопродуцирующей способности лимфо-
цитов доноров до активации и на этапах куль-
тивирования в среде, содержащей IL-2, IL-15, 
IFNγ, TNFα. Следует отметить, что при приме-
нении препарата IFNγ или TNFα-Т в сочетании 
с цитокинами IL-2 и IL-15 в культуре отмечался 
более высокий уровень жизнеспособности кле-
ток, чем без цитокинов, особенно к 12-м суткам 
культивирования, уровень пролиферации кле-
ток также был выше в 1,5-2 раза [1-3]. Отмеча-
ется общая тенденция к значительному увели-
чению показателей Т-цитотоксических клеток 
(CD3+CD8+), NKТ-клеток (CD3+CD16+CD56+), 
активированных лимфоцитов (HLA-DR+), акти-
вированных Т-лимфоцитов (CD3+HLA-DR+), и 
маркеров активации на всех лимфоцитах (CD38+) 
и на Т-клетках (CD3+CD38+). ИФА показал, что 
продукция цитокинов лимфоцитами доноров, 
которые культивировали только в присутствии 
IFNγ или TNFα, была значительно ниже, чем 
при совместном культивировании с IL-2 и IL-15, 
что также сопоставимо с худшими показателями 
по уровню жизнеспособности и пролиферации 
клеток. Показано, что при совместном использо-
вании IFNγ с IL-2 и IL-15 в протоколах культиви-
рования к 7-м суткам в супернатантах начинает 
снижаться уровень IL-6, IFNγ, TNFα, но остает-
ся выше контрольных значений. При совместном 
использовании TNFα-Т с IL-2 и IL-15 в прото-
колах культивирования после 3-х суток начина-
ет снижаться уровень IL-6, IL-10, IFNγ, причем 
концентрации IL-10 и IFNγ уже несколько ниже 
контрольных значений. Полученные данные по-
зволили установить оптимальные сроки культи-
вирования для получения активированных лим-
фоцитов доноров.

Заключение
Оценена возможность применения препа-

ратов IFNγ и TNFα-Т в протоколах получения 
активированных лимфоцитов доноров в услови-
ях in vitro. Препараты IFNγ или TNFα-Т можно 
рекомендовать только в сочетании с цитокинами 
IL-2 и IL-15, причем данные схемы эффектив-
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нее, чем при применении только IL-2 и IL-15 
для получения активированных лимфоцитов в 
более короткий срок [1, 2, 3]. При этом питатель-
ную среду необходимо дополнять препаратами 
в следующих концентрациях: IFNγ – 500 МЕ/ мл, 
TNFα-Т – 100 МЕ/мл, IL-2 – 250 МЕ/мл и IL- 15 – 
5 нг/мл, сроки культивирования при этом долж-
ны составлять до 7 суток с препаратом IFNγ, с 

TNFα-Т – до 3 суток. Полученные данным спо-
собом активированные цитотоксические лимфо-
циты могут применяться для фундаментальных 
исследований по выявлению новых закономер-
ностей и морфо-функциональных особенностей 
активированных лимфоцитов человека, а также 
для проведения адоптивной иммунотерапии он-
кологическим больным.
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ВЛИЯНИЕ ПОЛИМОРФИЗМА IL-2 T-330G НА 
МАРКЕРЫ СИСТЕМНОГО ВОСПАЛЕНИЯ, КИШЕЧНОЙ 
ПРОНИЦАЕМОСТИ И СОСУДИСТОЙ РЕГУЛЯЦИИ 
У ПАЦИЕНТОВ В ПОСТКОВИДНОМ ПЕРИОДЕ
Яцков И.А., Белоглазов В.А., Агеева Е.С., Аблаева Р.Н., Жукова А.А., 
Онучина И.Г.
Ордена Трудового Красного Знамени Медицинский институт имени С.И. Георгиевского ФГАОУ ВО «Крымский 
федеральный университет имени В.И. Вернадского», г. Симферополь, Республика Крым, Россия

Резюме. Исследования последних лет указывают на роль генетических факторов, а именно по-
лиморфизма генов молекул основных иммунных звеньев противовирусного ответа на риск зараже-
ния COVID-19, тяжелого течения и вероятности летального исхода, а также развития клинических 
или лабораторных изменений в постковидном периоде. Интерлейкин-2 (IL-2) играет важную роль в 
иммунопатологии COVID-19, однако данных о влиянии однонуклеотидного полиморфизма (ОНП) 
генов, кодирующих молекулу IL-2 330T/G (rs2069762), на молекулярные изменения в постковид-
ном периоде на данный момент практически нет. Целью исследования было изучение различий в 
показателях маркеров системного воспаления, кишечной проницаемости и сосудистой регуляции 
у пациентов с постковидным синдромом и различными вариантами ОНП гена IL-2 330T/G. В ис-
следование было включено 54 пациента (28 женщин (51,85%) и 26 мужчин (48,15%), средний воз-
раст 45,6±6,14 года), перенесших COVID-19. Всем пациентам проводился анализ полиморфизма 
IL-2 T-330G методом аллель-специфической полимеразной цепной реакции с электрофоретиче-
ской детекцией. Аллель-специфическую ПЦР проводили с использованием набора «IL-2 T-330G» 
(ООО НПФ «Литех», Россия) в соответствии с инструкциями производителя. Детекция продуктов 
амплификации проводилась методом горизонтального электрофореза в 3%-ном агарозном геле. 
Содержание C-реактивного белка (CRP) (мг/л), липополисахарид-связывающего белка (LBP) (нг/
мл), тканевого активатора плазминогена (tPA) (нг/мл), зонулина (нг/мл), эндотелина-1 (пг/мл) и 
ангиотензина-2 (пг/мл) в плазме крови определялось количественным высокочувствительным им-
муноферментным методом с использованием теста ELISA производства Cloud Clone corp. (Ухань, 
Хубей, Китай). У пациентов с гомозиготным вариантом GG полиморфизма гена T-330G IL-2 наблю-
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даются достоверно более низкие показатели уровня CRP, чем в группе гетерозигот TG (p = 0,013) и 
гомозигот TT (p = 0,039). Уровень tPA был статистически значимо выше в группе гомозигот GG, по 
сравнению с гомозиготами TT (p = 0,017). Наиболее высокие значения зонулина были зарегистри-
рованы у гетерозиготной группы TG по сравнению с гомозиготами TT (p = 0,013). Наивысшие по-
казатели ангиотензина-2 были выявлены в группе с гомозиготным вариантом TT ОНП IL-2 T-330G 
(p < 0,05). Статистически значимых колебаний LBP и эндотелина-1 между исследуемыми группами 
зарегистрировано не было. Полиморфизм T-330G гена IL-2 ассоциирован с рядом молекулярных 
изменений в постковидном периоде, которые потенциально могут влиять как на клинические про-
явления постковидного синдрома, так и на его отдаленные последствия в последующей перспекти-
ве. Необходимо дальнейшее более углубленное изучение взаимосвязи ОНП T-330G гена IL-2 для 
понимания клинических аспектов постковидного синдрома. 

Ключевые слова: полиморфизм, новая коронавирусная инфекция, T-330G, IL-2, SARS-CoV-2, СРБ, проницаемость

EFFECT OF IL-2 T-330G POLYMORPHISM ON MARKERS OF 
SYSTEMIC INFLAMMATION, INTESTINAL PERMEABILITY AND 
VASCULAR REGULATION IN POST-COVID PATIENTS
Yatskov I.A., Beloglazov V.A., Ageeva E.S., Ablaeva R.N., Zhukova A.A., 
Onuchina I.G. 
S. Georgievsky Medical Institute, V. Vernadsky Crimean Federal University, Simferopol, Republic of Crimea, Russian 
Federation

Abstract. Recent studies suggest a role of genetic factors, i.e., polymorphisms of genes controlling the 
main immune components of antiviral response, and the risk of COVID-19 infection, severe course and 
lethal outcomes of the disease, as well as development of clinical or laboratory changes in the post-COVID 
period. Interleukin-2 (IL-2) plays an important role in immunopathology of COVID-19. However, there 
are only few data on the impact of single nucleotide polymorphisms, e.g., IL-2 330T/G (rs2069762) gene 
variant on molecular changes during the post-COVID period. The aim of our study was to investigate 
differences in systemic inflammation markers, intestinal permeability and vascular regulation in patients 
with post-COVID syndrome, and single nucleotide polymorphisms (SNPs) of the IL-2 330T/G gene. Fifty-
four patients (28 females (51.85%) and 26 males (48.15%), mean age 45.6±6.14 years) who suffered with 
COVID-19 were included into the study. The patients were tested for IL-2 T-330G polymorphism by allele-
specific polymerase chain reaction (PCR) with electrophoretic detection of products. PCR was performed 
using the IL-2 T-330G kit (LLC "Litech", Russia). The contents of C-reactive protein (CRP, mg/L), 
lipopolysaccharide-binding protein (LBP, ng/mL), tissue plasminogen activator (tPA, ng/mL), zonulin (ng/
mL), endothelin-1 (pg/mL), and angiotensin-2 (pg/mL) in blood plasma were determined by ELISA test 
manufactured by Cloud Clone Corp. (Wuhan, Hubei, China). The patients harboring a homozygous GG 
variant of T-330G IL-2 gene polymorphism showed significantly lower CRP levels than in the heterozygous 
TG group (p = 0.013), and TT homozygous group (p = 0.039). The tPA levels were significantly higher in the 
GG homozygote group compared to TT homozygotes (p = 0.017). The highest zonulin values were recorded 
in the TG heterozygote group, compared to TT homozygotes (p = 0.013). The highest angiotensin-2 values 
were found in the homozygous TT group (p < 0.05). No significant variations of LBP and endothelin-1 were 
registered between the studied groups. The T-330G polymorphism of IL-2 gene is, therefore, associated 
with some molecular changes in the post-COVID period, which may potentially influence both clinical 
manifestations of post-COVID syndrome, and its long-term consequences in future. Further in-depth 
studies of T-330G effects upon activity of the IL-2 gene and related molecular events is necessary in order to 
understand the clinical aspects of post-COVID syndrome. 

Keywords: polymorphism, SARS-CoV-2, new coronavirus infection, IL-2, T-330G polymorphism, CRP, permeability
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Введение
Период после перенесенной острой инфек-

ции SARS-CoV-2 (НКИ, COVID-19) у многих па-
циентов сопровождается симптомокомплексом, 
известным как long COVID (при персистенции 
симптомов после выздоровления) или постко-
видный синдром (при возникновении симпто-
мов через 12 недель после выздоровления) [6]. 
Синдром проявляется когнитивными наруше-
ниями, ухудшением памяти, депрессией, астени-
ей, одышкой, кашлем, болью в грудной клетке, 
тошнотой, а также лабораторными изменения-
ми, а именно: низкоинтенсивным воспалением, 
дисбалансом в системе гемостаза и эндотелиаль-
ной дисфункцией, существенно увеличивая риск 
кардиоваскулярной патологии [7]. На данный 
момент выявлен ряд факторов, увеличивающих 
риск развития постковидного синдрома или усу-
губляющий тяжесть его проявлений, например 
поражение почек или желудочно-кишечного 
тракта в период острого SARS-CoV-2, женский 
пол [4]. Также описаны протекторные с точки 
зрения развития постковидного синдрома фак-
торы, такие как вакцинация и раннее начало те-
рапии препаратами генно-инженерной терапии в 
остром периоде НКИ [4]. Исследования послед-
них лет указывают также на роль генетических 
факторов, а именно полиморфизма генов моле-
кул основных иммунных звеньев противовирус-
ного ответа на риск заражения COVID-19, тяже-
лого течения и вероятности летального исхода, а 
также развития клинических или лабораторных 
изменений в постковидном периоде [12]. Интер-
лейкин-2 (IL- 2) играет важную роль в иммуно-
патологии НКИ, однако данных о влиянии од-
нонуклеотидного полиморфизма (ОНП) генов, 
кодирующих молекулу IL-2 330T/G (rs2069762), 
на молекулярные изменения в постковидном 
периоде на данный момент практически нет [5]. 
В связи с этим целью нашего исследования было 
изучение различий в показателях маркеров си-
стемного воспаления, кишечной проницаемости 
и сосудистой регуляции у пациентов с постко-
видным синдромом и различными вариантами 
ОНП гена IL-2 330T/G. 

Материалы и методы
В исследование было включено 54 пациента 

(28 женщин (51,85%) и 26 мужчин (48,15%), сред-
ний возраст 45,6±6,14 года), перенесших НКИ.

Критериями включения в исследование были: 
предшествующая новая коронавирусная инфек-
ция, подписанное информированное согласие на 

включение в исследование. Критериями исклю-
чения были: наличие осложненных форм вирус-
ной пневмонии при наличии тяжелых функци-
ональных легочных и внелегочных нарушений, 
возраст старше 75 лет.

Верификация перенесенной НКИ была осно-
вана на анамнестических данных и данных, про-
веденных на момент заболевания исследований 
(ПЦР). Все пациенты подписали информирован-
ное согласие на участие в исследовании.

Исследование проводилось в соответствии с 
правилами Хельсинкской декларации 1975 года, 
пересмотренной в 2013 году и одобренной этиче-
ским комитетом ФГАОУ ВО «КФУ им. В.И. Вер-
надского». Протокол комитета ФГАОУ ВО «КФУ 
им. В.И. Вернадского» (г. Симферополь) от 23 июня 
2023 года (№ 7). 

Для анализа полиморфизма IL-2 T-330G ис-
пользовалась аллель-специфическая полиме-
разная цепная реакция с электрофоретической 
детекцией. ДНК выделяли из цельной крови 
пациентов, перенесших НКИ с помощью набо-
ра для выделения ДНК-экспресс из крови в со-
ответствии с предоставленной производителем 
инструкцией. Аллель-специфическую ПЦР про-
водили с использованием набора «IL-2 T-330G» 
(ООО НПФ «Литех», Россия) в соответствии с 
инструкциями производителя. Детекция продук-
тов амплификации проводилась методом гори-
зонтального электрофореза в 3% агарозном геле.

Содержание C-реактивного белка (CRP) (мг/л), 
липополисахарид-связывающего белка (LBP) 
(нг/мл), тканевого активатора плазминогена 
(tPA) (нг/мл), зонулина (нг/мл), эндотелина-1 
(пг/мл) и ангиотензина-2 (пг/мл) в плазме крови 
определялось количественным высокочувстви-
тельным иммуноферментным методом с исполь-
зованием теста ELISA производства Cloud Clone 
corp. (Ухань, Хубей, Китай).

Исследование проводилось в центре коллек-
тивного пользования научного оборудования 
«Молекулярная биология» ФГАОУ ВО «КФУ им. 
В.И. Вернадского».

Статистический анализ полученных данных 
производился с использованием пакета про-
грамм IBM SPSS Statistics 27. Все изучаемые ко-
личественные показатели проверяли на нормаль-
ность распределения с помощью W-критерия 
Шапиро–Уилка; за нормальное распределение 
принимали выборки, в которых критерий состав-
лял р ≥ 0,1, за ненормальное распределение при-
нимали значение W-критерия р < 0,1. При обра-
ботке непараметрических данных для сравнения 
групп использовали критерий Краскела–Уолли-
са для независимых выборок. Статистически зна-
чимыми считали показатели при р < 0,05. 
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Результаты и обсуждение
Как видно из данных, представленных в та-

блице 1, у пациентов с гомозиготным вариантом 
GG полиморфизма гена T-330G IL-2 наблюда-
ются достоверно более низкие показатели уровня 
CRP, чем в группе гетерозигот TG (p = 0,013) и 
гомозигот TT (p = 0,039). Уровень tPA был стати-
стически значимо выше в группе гомозигот GG, 
по сравнению с гомозиготами TT (p = 0,017). 
Наиболее высокие значения зонулина были за-
регистрированы у гетерозиготной группы TG, по 
сравнению с гомозиготами TT (p = 0,013). Наи-
высшие показатели ангиотензина-2 были вы-
явлены в группе с гомозиготным вариантом TT 
ОНП IL-2 T-330G (p < 0,05). Статистически зна-
чимых колебаний LBP и эндотелина-1 между ис-
следуемыми группами зарегистрировано не было. 

По данным литературы, полиморфизм T-330G 
гена IL-2 влияет на риск развития и степень тяже-
сти течения заболевания при различных инфек-
ционных и неинфекционных нозологиях, таких 
как ветряная оспа, вирусный гепатит B и С [3], 
периодонтит [9], эндометриоз [11], а также не-
которые виды онкологических заболеваний [14]. 
Результаты нашего предшествующего исследова-
ния показали, что варианты полиморфизма гена 
IL-2 330T/G ассоциированы с риском инфици-
рования SARS-CoV-2. Так, у детей с риском раз-

вития новой коронавирусной инфекции был ас-
социирован генотип GG полиморфизма T-330G 
гена IL-2 (31,1% у детей и 18,0% в группе контро-
ля, р < 0,05, OR = 2,047), гомозиготный генотип 
ТТ полиморфизма T-330G гена IL-2, напротив, 
являлся протективным генотипом (его частота 
встречаемости составила у пациентов – 26,7%, в 
группе контроля – 54,0%, р < 0,05, OR = 0,315). 
Во взрослой популяции риском инфицирова-
ния был ассоциирован гетерозиготный генотип 
GT полиморфизма T-330G гена IL-2 (в группе 
пациентов – 44,0% против контроля – 28,0%, 
р = 0,028, OR = 2,020), низкий риск развития за-
болевания был ассоциирован с гомозиготного 
вариантом ТТ полиморфизма T-330G гена IL-2 
(в группе пациентов 37,0% против контроля – 
54,0%, р = 0,024, OR = 0,500) [1]. Несмотря на 
увеличения риска заражения при некоторых ва-
риантах полиморфизм T-330G гена IL-2, ассоци-
ации с тяжестью течения и исходами заболевания 
выявлено не было [13]. 

Полученные нами результаты свидетельству-
ют о влиянии полиморфизма T-330G гена IL-2 
на концентрацию ряда маркеров воспаления, ки-
шечной проницаемости и сосудистой регуляции.

IL-2 непосредственно способен влиять на уро-
вень CRP в периферической крови, что может 
объяснить некоторые изменения данного пока-

ТАБЛИЦА 1. ЛАБОРАТОРНЫЕ ПОКАЗАТЕЛИ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ОНП IL-2 T-330G, Me (Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. LABORATORY PARAMETERS IN DEPENDENCE ON THE SNP OF IL-2 T-330G, Me (Q0.25-Q0.75)

Показатель
Parameter GG (n = 12) TT (n = 22) TG (n = 20) p

CRP, мг/л
CRP, mg/L 0,08 (0,07-0,28) 0,56 (0,30-0,94) 0,77 (0,5-1,5)

0,012*
p1-2 = 0,039*
p1-3 = 0,013*

LBP, нг/мл
LBP, ng/mL 2,94 (0,01-13,20) 15,6 (8,9-18,7) 8,98 (0,01-23,50) 0,650

tPA, нг/мл
tPA, ng/mL 0,37 (0,12-0,43) 0,01 (0,01-0,02) 0,01 (0,01-0,07) 0,019*

p1-2 = 0,017*

Зонулин, нг/мл
Zonulin, ng/mL 207,0 (140,0-227,0) 198,0 (143,0-231,0) 278,5 (229,0-331,0) 0,008*

p2-3 = 0,013*

Эндотелин-1, пг/мл
Endothelin-1, pg/mL 43,5 (36,1-52,9) 51,9 (48,6-56,5) 50,5 (38,9-55,6) 0,507

Ангиотензин-2, пг/мл
Angiotensin-2, pg/mL 59,3 (37,0-133,3) 503,7 (279,7-624,1) 83,3 (40,7-237,0)

0,005*
p1-2 = 0,020*
p2-3 = 0,016*

Примечание. * – различия значимы при p < 0,05; CRP – С-реактивный белок, LBP – липополисахарид-связывающий 
белок, tPA – тканевый активатор плазминогена; различия между группами рассчитаны с применением критерия 
Краскела–Уоллиса.

Note. *, differences are significant at p < 0.05; CRP, C-reactive protein; LBP, lipopolysaccharide-binding protein; tPA, tissue 
plasminogen activator; differences between groups were calculated using the Kruskal–Wallis test.
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зателя на фоне различных вариантов полимор-
физма T-330G гена IL-2 [8]. 

IL-2 играет важную роль в предотвращения 
хронического воспаления в желудочно-кишеч-
ном тракте [2]. Исследование Zhou с соавторами 
показывают, что IL-2 необходим для поддержа-
ния иммунологического гомеостаза и толерант-
ность к пищевым антигенам в тонком кишечни-
ке, что, по нашему мнению, может быть связано 
с колебаниями уровня зонулина при различных 
вариантах полиморфизма T-330G гена IL-2 [15]. 

Механизм влияния IL-2 на изменение кон-
центрации ангиотензина II, выявленный в на-
шем исследовании, не совсем ясен. Известно о 
наличии связи между ангиотензином II и сигна-
лизацией рецептора ангиотензина II 1-го типа 
(AGT1R) и активацией Т-лимфоцитов с после-
дующей выработкой IL-2, однако литературных 
данных о действии IL-2 на выработку ангиотен-
зина-2 на данный момент нет [10]. 

Интересной находкой является изменение 
уровня tPA у пациентов с различными варианта-
ми полиморфизма T-330G гена IL-2, что вместе с 
изменением уровня ангиотензина-2 может в пер-
спективе сказаться на клинических проявлениях 
постковидного периода. 

Заключение
Полиморфизм T-330G гена IL-2 ассоцииро-

ван с рядом молекулярных изменений в постко-
видном периоде, которые потенциально могут 
влиять как на клинические проявления постко-
видного синдрома, так и на его отдаленные по-
следствия в последующей перспективе. Необхо-
димо дальнейшее более углубленное изучение 
взаимосвязи ОНП T-330G гена IL-2 для понима-
ния клинических аспектов постковидного син-
дрома. 
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РОЛЬ ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНА HLA-G В ФОРМИРОВАНИИ 
ПАТОЛОГИИ В СИСТЕМЕ «МАТЬ – ПЛОД» 
Гордеева Л.А.1, Воронина Е.Н.2, Поленок Е.Г.1, Мун С.А.1, 
Оленникова Р.В.3, Гареева Ю.В.4, Глушков А.Н.1
1 ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр угля и углехимии Сибирского отделения Российской 
академии наук» (Институт экологии человека СО РАН), г. Кемерово, Россия  
2 ФГБУН «Институт химической биологии и фундаментальной медицины» Сибирского отделения Российской 
академии наук, г. Новосибирск, Россия  
3 ГАУЗ «Кемеровская областная клиническая больница», г. Кемерово, Россия  
4 OOO «Медицинская Практика», г. Кемерово, Россия

Резюме. В настоящее время обсуждается связь полиморфных вариантов гена HLA-G с разными 
осложнениями беременности (неудачи после экстракорпорального оплодотворения, преэклампси-
ей, спонтанными выкидышами). Однако результаты исследований отличаются у женщин разных 
популяций. Остается неизвестным, могут ли материнские аллели HLA-G контролировать врожден-
ные пороки развития (ВПР) у плода. Изучали роль полиморфизма гена HLA-G в формировании па-
тологии в системе «мать – плод» на примере невынашивания беременности (НБ) и ВПР у плода. 
Обследованы 461 женщина с репродуктивной патологией в системе «мать – плод» и 407 здоровых 
и фертильных женщин, родивших 1-2 детей и не имеющих патологичной беременности в анамнезе 
(группа контроль). В группу НБ была включена 151 женщина с привычными выкидышами до 20 не-
дель беременности (min = 2; max = 6). Группу ВПР составили 310 женщин с врожденными пороками 
развития у плода. Диагноз ВПР был поставлен в соответствии с МКБ-10 (Q00-Q99). Все обследуе-
мые женщины подписали информированное согласие на участие в исследовании. Локусы rs41551813, 
rs12722477 и rs41557518 гена HLA-G типировали методом асимметричной ПЦР в режиме реального 
времени. Полиморфизм 14 bp Ins/Del HLA-G (rs66554220) определяли с помощью электрофоретиче-
ского разделения продуктов амплификации. Наше исследование показало, что полиморфные сайты 
rs41557518 и rs66554220 HLA-G были неравновесно сцепленными (D’ = 0,808 (r = 0,017), χ2 = 14,67, 
d(f) = 3, p = 0,002). Выявлена единственная высоко значимая ассоциация аллеля 110Ile HLA-G с ри-
ском НБ у женщин (OR = 3,03 (1,97-4,64), pcor < 0,0006), сохранившаяся после статистической коррек-
ции. Ассоциации полиморфных локусов rs41551813, rs41557518 и rs66554220 гена HLA-G с НБ не об-
наружены. Изучаемые полиморфные локусы HLA-G у матери не были связаны с риском ВПР у плода. 
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По-видимому, роль отдельных полиморфных локусов HLA-G при формировании ВПР у плода может 
быть минимальной. Ассоциация аллеля 110Ile (HLA-G*01:04) с НБ у женщин, вероятно, связана с его 
рецессивными эффектами при локальном воспалении.

Ключевые слова: ген HLA-G, полиморфизм, система «мать – плод», патология, невынашивание беременности, 
врожденные пороки развития у плода

THE ROLE OF HLA-G GENE POLYMORPHISM IN 
THE FORMATION OF PATHOLOGY IN MATERNAL-FETAL 
INTERFACE 
Gordeeva L.A.a, Voronina E.N.b, Polenok E.G.a, Mun S.A.a, 
Olennikova R.V.c, Gareeva Yu.V.d, Glushkov A.N.a
a Federal Research Center of Coal and Coal Chemistry, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences (Institute 
of Human Ecology, SB RAS), Kemerovo, Russian Federation  
b Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, 
Novosibirsk, Russian Federation  
c Kemerovo Regional Clinical Hospital, Kemerovo, Russian Federation  
d LLC “Medical Practice”, Kemerovo, Russian Federation

Abstract. The relation between polymorphic variants of the HLA-G gene and various pregnancy complications 
(failure after in vitro fertilization, preeclampsia, spontaneous abortions) is discussed. However, research 
results vary among women in different populations. It remains unknown whether maternal HLA-G alleles can 
control congenital malformations (CMs) in the fetus. We studied the role of HLA-G gene polymorphism in 
the formation of pathology in in maternal-fetal interface using the example of recurrent miscarriage (RM) 
and CMs in the fetus. We studied 461 women with reproductive pathology and 407 healthy and fertile women 
having 1-2 children and with no history of pathological pregnancy (control group). The RM group included 
151 women with miscarriages before 20 weeks of pregnancy (min = 2; max = 6). The CM group consisted of 
310 women with congenital malformations of the fetus. The diagnosis of CM type was carried out according 
to the International Classification of Diseases, Injuries and Conditions Affecting the Health, Tenth Revision 
(Q00-Q99). All women provided written informed consent to participate in the study. The rs41551813, 
rs12722477 and rs41557518 loci of the HLA-G gene were typed by asymmetric real-time PCR. HLA-G 14 
bp Ins/Del polymorphism (rs66554220) was determined using electrophoretic separation of amplification 
products. Polymorphic loci rs41557518 and rs66554220 of HLA-G were linked disequilibrium (D’ = 0.808 
(r = 0.017), χ2 = 14.67, d(f) = 3, p = 0.002). Found only highly significant the association of the 110Ile HLA-G 
allele with the risk of RM in women after statistical correction (OR = 3.03 (1.97-4.64), pcor < 0.0006). Found no 
statistically significant associations of polymorphic loci rs41551813, rs41557518 and rs66554220 of the HLA-G 
gene with RM in women. Found no associations of maternal HLA-G polymorphic loci with the risk of CMs in 
the fetus. It seems the role of individual the HLA-G polymorphic loci in the formation of CMs in the fetus may 
be minimal. The association of the 110Ile allele (HLA-G*01:04) with RM in women is likely due to its recessive 
effects on local inflammation. 

Keywords: HLA-G gene, polymorphism, maternal-fetal interface, pathology, recurrent miscarriage, congenital malformations

Введение
Как известно, неклассические молекулы че-

ловеческих лейкоцитарных антигенов I класса – 
HLA-G отличаются от классических локусов HLA 
I класса характером клеточной и тканевой экс-
прессии, свойствами связывания пептидов и вы-

полняемыми функциями [6]. Первичная их экс-
прессия на границе «мать – плод», ограниченный 
полиморфизм и способность ингибировать NK-
клетки и T-клетки делают HLA-G ключевыми 
игроками в механизме иммунной толерантности 
матери в отношении полуаллогенного плода [5]. 
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Экспериментальные исследования показали, 
что уровни продукции мРНК и белка (раство-
римых и связанных с мембраной форм) контро-
лируется аллелями гена HLA-G [5]. Обнаружены 
ассоциации полиморфных вариантов гена с раз-
ными осложнениями беременности (преэкламп-
сией, спонтанными выкидышами, неудачами 
после экстракорпорального оплодотворения), но 
их характер варьирует у женщин в разных попу-
ляциях [4, 10]. До сих пор неизвестно, могут ли 
материнские аллели HLA-G контролировать фор-
мирование таких нарушений в системе «мать – 
плод», как врожденные пороки развития (ВПР) 
у плода. Поэтому целью настоящего исследова-
ния стало изучение роли полиморфных локусов 
HLA-G в формировании патологии в системе 
«мать – плод» на примере невынашивания бере-
менности и ВПР у плода/новорожденного. 

Материалы и методы
Обследована 461 женщина с репродуктивной 

патологией в системе «мать – плод» и 407 здоро-
вых и фертильных женщин, родивших 1-2 детей 
и не имеющих патологичной беременности в 
анамнезе (группа контроль, 26,8±5,3 (SD) лет). 
Группу невынашивание беременности (НБ) со-
ставили 151 женщина с привычными выкидыша-
ми на сроках до 20 недель беременности (min = 2; 
max = 6). Женщины не имели медицинских 
абортов, родов и внематочных беременностей 
в анамнезе. Средний возраст женщин в группе 
был 29,4±4,8 (SD) лет. Вторую группу (ВПР) со-
ставили 310 женщин с врожденными пороками 
развития у плода. Диагноз ВПР у плода ставился 
на основании УЗИ на разных сроках беременно-
сти женщины, отклонения от нормы маркеров 
состояния плода (АФП и ХГЧ) и патологоана-
томического заключения о наличии порока(ов) 
у абортусов и мертворожденных. Диагноз ВПР 
у живорожденных детей ставился неонатологом 
согласно МКБ-10 (Q00-Q99). Средний возраст 
женщин в группе был 26,1±5,1 (SD) лет. Нали-
чие ВПР, хромосомных аномалий в кариотипе у 
одного из супругов и заболевание сахарным диа-
бетом были критериями исключения женщин из 
обследуемых групп. Все обследуемые женщины 
подписали информированное согласие на уча-
стие в исследовании. 

Методология выделения геномной ДНК 
из лимфоцитов периферической крови и ти-
пирование полиморфных локусов rs41551813, 
rs12722477, rs41557518 и rs66554220 гена HLA-G 
детально представлена в работах [1, 2].

Соответствие частот генотипов гена HLA-G 
равновесию Харди–Вайнберга оценивали с по-
мощью критерия χ2 Пирсона. Нулевую гипотезу 

отвергали при p ≤ 0,05. Неравновесие по сцепле-
нию между полиморфными сайтами HLA-G ана-
лизировали на основе значений D’, рассчитан-
ных с использованием программы CubeX (http://
www.oege.org/software/cubex/). Значение отноше-
ния шансов (OR) и его доверительный интервал 
(95% ДИ) оценивали с помощью логистической 
регрессии (функция glm, пакет статистических 
программ GenABEL, Genetics программного обе-
спечения R-project (www.r-project.org). В качестве 
базовой модели использовали аддитивную мо-
дель наследования признака. 

Результаты и обсуждение 
Во всех группах обследуемых нами женщин 

наблюдаемые частоты генотипов rs41551813, 
rs12722477, rs41557518 и rs66554220 гена HLA-G 
соответствовали их ожидаемым частотам соглас-
но закону Харди–Вайнберга (p > 0,05, табл.  1). 
Сайты rs41557518 и rs66554220 HLA-G были не-
равновесно сцепленными (D’ = 0,808 (r = 0,017), 
χ2 = 14,67, d(f) = 3, p = 0,002). 

Сравнительный анализ показал, что поли-
морфные локусы rs41551813 и rs41557518 гена 
HLA-G не имели каких-либо ассоциаций с риском 
НБ и ВПР у плода (p ≥ 0,05, табл.  1). В то же вре-
мя обнаружена связь материнского аллеля 110Ile 
(rs12722477) с риском НБ (OR = 3,03 (1,97-4,64), 
p < 0,0001) и ВПР у плода (OR = 1,27 (1,07-2,30), 
p = 0,02). Также выявлена ассоциация аллеля 
14bp Ins с риском НБ у женщин (OR = 1,41 (1,08-
1,85), p = 0,01), но не с ВПР у плода (p > 0,05). 
Для исключения ошибки I рода провели стати-
стическую коррекцию по Бонферрони. Оказа-
лось, что после введения поправки значимой 
осталась только ассоциация аллеля 110Ile HLA-G 
с риском НБ у женщин (табл. 1). Сравнение рас-
пределения частот генотипов rs12722477 HLA-G 
у женщин с НБ и ВПР у плода показало значи-
мые отличия между этими группами (χ2 = 12,28 
d(f) = 2, p = 0,003). Аллель 110Ile чаще выявлялся 
у женщин группы НБ, чем в группе ВПР (0,169 
против 0,095). 

Наше исследование показало, что полиморф-
ный локус rs12722477 гена HLA-G ассоциирован 
с риском НБ у обследуемых женщин. Наши ре-
зультаты подтверждаются данными литературы, 
где ранее была обнаружена связь аллеля 110Ile 
(HLA-G*01:04) с повторяющимися самопроиз-
вольными выкидышами у европейских женщин 
и в бразильских супружеских парах [4, 14]. Также 
обнаружены ассоциации этого аллеля с высоким 
риском отторжения аллотрансплантата легко-
го [7] и почки [11] у людей. Как показали иссле-
дования, у людей разных этносов аллель 110Ile 
(HLA-G*01:04) относится к UTR3-гаплотипу. Об-
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наружены корреляции аллеля и гаплотипа с низ-
кой продукцией секреторных HLA-G (sHLA-G) 
в сыворотке крови у реципиентов трансплантата 
легкого [7, 8]. Как известно, низкая продукция 
sHLA-G в крови у женщин на ранних сроках бе-
ременности является фактором риска самопро-
извольного выкидыша [5]. Интересно, что гапло-
тип HLA-G*01:04~UTR3 содержит замену +1827 

G > A (кодон 267) в 4-м экзоне гена, связанную 
с образованием двух аллелей HLA-G*01:04:01 и 
HLA-G*01:04:04, коррелирующих как с повы-
шенной, так пониженной продукцией sHLA-G у 
людей [9]. Кроме того, эта замена может влиять 
на неклассическую коровую консенсусную по-
следовательность элемента ответа на прогестерон 
в 5’UTR-регионе. По-видимому, нарушается ак-

ТАБЛИЦА 1. АССОЦИАЦИИ ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНА HLA-G С РИСКОМ РЕПРОДУКТИВНЫХ НАРУШЕНИЙ В СИСТЕМЕ 
«МАТЬ – ПЛОД» (АДДИТИВНАЯ МОДЕЛЬ НАСЛЕДОВАНИЯ ПРИЗНАКА)

TABLE 1. ASSOCIATIONS OF HLA-G GENE POLYMORPHISM WITH THE RISK OF REPRODUCTIVE DISORDERS 
IN THE MOTHER-FETUS INTERFACE (ADDITIVE INHERITANCE MODEL)

Полиморфизм гена HLA-G
HLA-G gene polymorphism

Женщины 
с репродуктивной 

патологией
Women with 

reproductive pathology

Группа 
контроль

Control 
group

n = 407

ORНБ (95% ДИ)*, 
p

ORRM (95% CI)*, 
p

ORВПР (95% ДИ), 
p

ORCM (95% CI), 
pНБ

RM 
n = 151

ВПР
CM 

n = 310
Thr31Ser (rs41551813) Thr/Thr
Thr/Ser
Ser/Ser
аллель риска 31Ser (*01:03)
risk allele 31Ser
PHWE**

Leu110Ile (rs12722477) Leu/Leu
Leu/Ile
Ile/Ile
аллель риска 110Ile (*01:04)
risk allele 110Ile
PHWE

1597 delС (rs41557518) C/C
C/delC
delC/delC
аллель риска delC (*01:05N)
risk allele delC
PHWE

3’UTR 14bp Ins/Del 
(rs66554220)
Del/Del
Ins/Del
Ins/Ins
аллель риска 14bp Ins
risk allele 14bp Ins
PHWE

144
7
–

7 (0,023)***

0,77

103
45
3

51 (0,169)

0,44

142
9
–

9 (0,030)

0,70

33
74
44

162 (0,536)

0,85

295
15
–

15 (0,024)

0,66

256
50
4

58 (0,095)

0,38

291
19
–

19 (0,030)

0,58

72
169
69

307 (0,495)

0,11

388
18
1

20 (0,024)

0,11

355
51
1

53 (0,065)

0,55

394
13
–

13 (0,016)

0,74

116
212
79

370 (0,454)

0,31

0,91

3,03 (1,97-4,64);
 < 0,0001 

(cor < 0,0006)****

0,14

1,41 (1,08-1,85); 
0,01 (cor 0,06)

0,65

1,27 (1,07-2,30); 
0,02 (cor 0,12)

0,05

0,07

Примечание. НБ – невынашивание беременности; ВПР – врожденные пороки развития у плода/новорожденного; * – 
показаны только значимые результаты; ** – уровень статистической значимости согласно закону Харди–Вайнберга; 
*** – в скобках показана наблюдаемая частота аллеля; **** – значения p после коррекции по Бонферрони (количество 
статистических тестов равно 6).

Note. RM, recurrent miscarriage; CM, congenital malformations in fetus/newborn; *, shown only significant results; **, level of 
statistical significance according to Hardy–Weinberg equilibrium; ***, observed allele frequency is shown in parentheses; ****, 
p-values after Bonferroni correction (number of statistical tests equal to 6). 
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тивация экспрессии гена HLA-G и, как следствие, 

теряется контроль над локальным воспалени-

ем [12]. Мы не выявили значимого влияния ма-

теринского полиморфизма гена HLA-G с риском 

ВПР у плода, что также подтверждается отдель-

ными авторами. Есть вероятность, что отдельно 

полиморфные локусы HLA-G «имеют мини-

мальную роль в иммунных нарушениях в системе 

“мать-плод”» [3]. 

Заключение
Обнаружена значимая ассоциация аллеля 

110Ile (HLA-G*01:04) с НБ у женщин, которая, 
вероятно, может быть связана с его рецессив-
ными эффектами при локальном воспалении. 
Полиморфные локусы гена HLA-G не влияли на 
риск ВПР у плода. Наше исследование может 
быть полезным в понимании роли полиморфных 
локусов гена HLA-G при формировании патоло-
гии в системе «мать – плод».  
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КОРРЕЛЯЦИОННЫЙ АНАЛИЗ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ 
МУЛЬТИФУНКЦИОНАЛЬНОГО БЕЛКА YB-1, ЦИТОКИНОВ 
ВОСПАЛЕНИЯ И БЕЛКА ЛЕКАРСТВЕННОЙ УСТОЙЧИВОСТИ 
P-gp В ОПЕРАЦИОННОМ МАТЕРИАЛЕ БОЛЬНЫХ 
ТУБЕРКУЛЕЗОМ ЛЕГКИХ
Ерохина М.В.1, 2, Павлова Е.Н.1, Щербакова Е.А.1, Рыбалкина Е.Ю.1, 
Лепеха Л.Н.1, Тарасов Р.В.1, Тарасова Е.К.1
1 ФГБНУ «Центральный научно-исследовательский институт туберкулеза», Москва, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова», Москва, Россия

Резюме. YB-1 – мультифункциональный белок, фактор транскрипции, участвующий в регуляции 
многочисленных клеточных процессов. YB-1 является важным участником молекулярных каскадов, 
через которые регулируются реакции организма на присутствие возбудителя, активность воспаления, 
эффективность заживления и излечения. Эти функции YB-1 являются актуальными и при таком со-
циально значимом заболевании, как туберкулез легких, при котором выявление транскрипционной 
активности YBX1 и роли YB-1 в патогенезе ранее не проводилось. В связи с этим была поставлена цель 
исследования – определить у больных туберкулезом легких (туберкулемами) наиболее значимые кор-
реляции между экспрессией гена белка YB-1, генами ключевых цитокинов, участвующих в регуляции 
воспаления при ТБ (IL-6, IL-10, IFNγ, TGF-β, TNFα, IL-1β), фактором гипоксии HIF1a и геном бел-
ка P-gp ABCB1. Уровни экспрессии генов определяли с помощью количественной ПЦР в образцах 
перифокальной области гранулем, полученных от 35 пациентов в ходе плановой операции. На основе 
результатов ПЦР был проведен корреляционный и иерархический кластерный анализ. Статистиче-
скую обработку проводили с помощью статистического пакета GraphPad Prism Version 7.04. Корре-
ляцию между переменными оценивали с помощью коэффициента корреляции Спирмена. Иерар-
хический кластерный анализ и тепловые карты выполняли с использованием инструмента ClustVis 
2.0. Обнаружена положительная корреляция между экспрессией генов YBX1, TGFB1 и ABCB1. Кор-
реляция между экспрессией генов YBX1 и ABCB1 умеренная, при этом экспрессия гена ABCB1 имеет 
сильную положительную корреляцию с генами HIF1A и IL6. Наиболее сильная корреляция выявлена 
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между YBX1 и TGFB1 (r = 0,62). Корреляция YBX1 с генами других цитокинов отсутствует. При этом 
TGFB1 имеет умеренную корреляцию с TNF (r = 0,56). Взаимосвязь YBX1 с TGFB1 также подтвердил 
иерархический кластерный анализ, который демонстрирует формирование единого кластера генов 
YBX1, TGFB1, TNF. Мы предполагаем, что выявленный в нашей работе кластер генов YBX1, TGFB1, 
TNF образует регуляторную систему, играющую важную роль в развитии туберкулезного воспаления. 
Наша работа расширяет данные о молекулярно-генетической характеристике одной из форм тубер-
кулезом легких – туберкулемах. Мы предполагаем, что белок YB-1 потенциально может выполнять 
при туберкулезе легких разные функции: выступать в качестве одного из участников туберкулезного 
воспаления через влияние на экспрессию генов ключевых цитокинов, а также модулировать актив-
ность белка-транспортера P-gp и изменять фармакокинетику противотуберкулезных препаратов, что 
требует дальнейшего изучения. 

Ключевые слова: туберкулез, YB-1, P-gp, цитокины, воспаление, ПЦР

CORRELATIONS BETWEEN EXPRESSION LEVELS OF 
GENES ENCODING MULTIFUNCTIONAL YB-1 PROTEIN, 
INFLAMMATORY CYTOKINES AND MULTIDRUG RESISTANCE 
P-gp PROTEIN IN SURGICAL MATERIAL FROM PATIENTS 
WITH LUNG TUBERCULOSIS 
Erokhina M.V.a, b, Pavlova E.N.a, Scherbakova E.A.a, Rybalkina E.Yu.a, 
Lepekha L.N.a, Tarasov R.V.a, Tarasova E.K.a
a Central Tuberculosis Research Institute, Moscow, Russian Federation  
b Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russian Federation

Abstract. YB-1 is a multifunctional protein, being a transcription factor involved in the regulation of 
numerous cellular processes. YB-1 is an important factor in molecular cascades that regulate the response to 
the pathogen invasion, inflammatory activity, as well as efficient curation and healing. We suggest that YB-1 
may also play an important role in pulmonary tuberculosis. However, the YBX1 transcriptional activity and 
the role of the YB-1 protein in pathogenesis of this disease have not yet been determined. The aim of our 
study was to identify the most significant correlations between expression rates of YB-1 gene with expression of 
some key cytokine genes involved in the regulation of tuberculous inflammation (IL-6, IL-10, IFNγ, TGF-β, 
TNFα, IL-1β), hypoxia factor-1 (HIF1a) gene, and P-gp protein gene ABCB1 in the patients with pulmonary 
tuberculosis. Gene expression was determined by quantitative PCR in the samples obtained at surgery from 
35 patients. Correlation and cluster analysis were performed based on the PCR results. A positive correlation 
was found between the expression of YBX1, TGFB1, and ABCB1 genes. Correlation between the expression of 
YBX1 and ABCB1 genes were moderate, whereas ABCB1 gene expression exhibited a strong positive correlation 
with HIF1A and IL6 genes. The strongest correlation was found between YBX1 and TGFB1 gene expression 
(r = 0.62). There is no correlation found between YBX1 and the genes encoding other cytokines. TGFB1 showed 
a moderate correlation with TNF (r = 0.56). The relationship of YBX1 with TGFB1 was confirmed by cluster 
analysis, thus demonstrating a single cluster of YBX1, TGFB1, TNF. We assume that the YBX1, TGFB1, TNF gene 
cluster forms a regulatory system that plays an important role in development of tuberculous inflammation. Our 
work expands the knowledge on the molecular genetic features in tuberculoma, a clinical form of pulmonary 
tuberculosis. We suggest that the YB-1 protein can potentially have different functions: (1) being a participant 
in tuberculous inflammation via the cytokine expression; (2) modulating the P-gp activity and changing the 
pharmacokinetics of anti-tuberculosis drugs, thus requiring future studies.

Keywords: tuberculosis, YB-1, P-gp, cytokines, inflammation, PCR
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Введение 
YB-1 (Y-box binding protein-1, кодируется ге-

ном YBX1) – мультифункциональный белок, 
фактор транскрипции, который участвует в ре-
гуляции многочисленных клеточных процессов. 
Его роль особенно важна в условиях быстрого 
изменения программы экспрессии генов и пере-
ключения молекулярных каскадов, в том числе в 
ответ на инфицирование возбудителем. Проде-
монстрировано, что бактериальные липополиса-
хариды выступают в роли триггера, вызывающего 
значительное возрастание уровня белка YB-1 при 
развитии острой фазы воспаления у мышей. При 
воспалении YB-1 активирует фактор гипоксии 
HIF1a, транскрипцию генов цитокинов и хемо-
кинов, влияет на их секрецию [17]. Нокаут гена 
YBX1 приводит к отсутствию выраженной воспа-
лительной реакции [10] и снижению активности 
фиброзирования [4], что позволило подтвердить 
ключевую роль YB-1 в этих процессах. При хро-
ническом воспалении (эндометриозе) у больных 
также выявлено возрастание экспрессии гена 
YBX1 [19]. Отдельно хотелось бы подчеркнуть 
участие YB-1 в регуляции экспрессии гена ABCB1 
белка-транспортера P-gp, опосредующего сниже-
ние эффективности химиотерапии, что является 
актуальным при многих заболеваниях [5]. Таким 
образом, белок YB-1 является важным участни-
ком молекулярных каскадов, через которые ре-
гулируются реакции организма на присутствие 
возбудителя, активность воспаления, эффектив-
ность заживления и излечения. Мы предполага-
ем, что эти функции YB-1 являются актуальными 
и при таком социально значимом заболевании, 
как туберкулез (ТБ) легких, при котором выявле-
ние транскрипционной активности YBX1 и роли 
YB-1 в патогенезе ранее не проводилось. В связи 
с этим в данном исследовании была поставле-
на цель: определить в операционном материале 
больных ТБ легких (туберкулемами) наиболее 
значимые корреляции между экспрессией гена 
белка YB-1, генами ключевых цитокинов, уча-
ствующих в регуляции воспаления при ТБ (IL-6, 
IL-10, IFNγ, TGF-β, TNFα, IL-1β), фактором ги-
поксии HIF1a и геном белка P-gp ABCB1. 

Материалы и методы
Операционный материал
Образцы (25-50 мг) были получены из пери-

фокальной области туберкулем легкого от 38 па-
циентов в ходе плановых операций. Образцы хра-
нили при температуре -80°С. Все исследования 
были одобрены этическим комитетом ЦНИИT 
(Протокол № 1 от 15 января 2017 г.) и проводи-
лись в соответствии с принципами, изложен-
ными в Хельсинкской декларации. От каждого 
пациента, участвовавшего в этом исследовании, 

было получено письменное информированное 
согласие. Настоящее исследование выполнено на 
базе Центрального научно-исследовательского 
института туберкулеза (Москва) с частичным ис-
пользованием приборной базы Биологического 
факультета МГУ им. М.В. Ломоносова (Москва), 
согласно Договору о некоммерческом сотрудни-
честве от 25 мая 2022 г. № НС-2022/1.

Полимеразная цепная реакция (ПЦР) в реаль-
ном времени

Экстракцию РНК проводили с использовани-
ем TRI Reagent (MRC, США) согласно инструк-
ции производителя. Концентрацию РНК измеря-
ли с помощью спектрофотометра NanoDrop 8000 
(Thermo Fisher Scientific, США). Целостность 
РНК оценивали методом гель-электрофореза, 
для анализа брали образцы с видимыми поло-
сами 5S и 18S РНК. После проверки качества и 
сохранности РНК в анализ были взяты 35 об-
разцов. 1 мкг тотальной РНК обрабатывали с 
помощью ДНКазы I (Thermo Fisher Scientific, 
США) согласно протоколу производителя. Об-
ратную транскрипцию проводили с использова-
нием набора MMLV RT (ЗАО «Евроген», Россия) 
с использованием случайных гексамерных прай-
меров в соответствии с предоставленными ин-
струкциями. Полученную кДНК использовали 
для количественного ПЦР-анализа. Для ПЦР в 
реальном времени использовали коммерческую 
смесь qPCRmix-HS SYBR Low-Rox (ЗАО «Евро-
ген», Россия), содержащую полимеразу, буфер и 
смесь нуклеотидов согласно инструкции произ-
водителя. В реакцию брали 250 нг синтезирован-
ной кДНК с последующим добавлением прямого 
и обратного праймеров в конечной концентра-
ции 1 мкМ. ПЦР в реальном времени проводили 
с использованием системы QuantStudio 12K Flex 
(Applied Biosystems, США) с использованием по-
следовательностей праймеров, которые приведе-
ны в таблице 1.

Каждый образец амплифицировали в двух 
технических повторах, используя следующий 
профиль циклов ПЦР: 95 °С в течение 3 мин, за-
тем 40 циклов при 95 °С в течение 15 с и 60 °С в 
течение 60 с. Относительные уровни экспрессии 
определяли количественно с использованием ме-
тода ∆Ct, а условные единицы (у. е.) рассчитыва-
ли как 2-∆Ct × 104, где ∆Ct – разница между поро-
говыми циклами целевого гена и гена домашнего 
хозяйства B2M.

Обработка данных и статический анализ
Статистическую обработку проводили с по-

мощью статистического пакета GraphPad Prism 
Version 7.04 (GraphPad Software, США). Корреля-
цию между переменными оценивали с помощью 
коэффициента корреляции Спирмена. Иерархи-
ческий кластерный анализ и тепловые карты вы-
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полняли с использованием инструмента ClustVis 
2.0 (https://biit.cs.ut.ee/clustvis).

Результаты и обсуждение
Для исследования связи между экспрессией 

YBX1, генами ключевых цитокинов, участвую-
щих в регуляции воспаления при ТБ, фактором 
гипоксии HIF1a и геном белка P-gp был проведен 
корреляционный анализ. Данные представле-
ны в таблице 2, в которой корреляция считается 
умеренной при значениях коэффициента корре-
ляции (r) 0,40-0,59 и сильной – при значениях 
0,6- 0,8 (0,2-0,39 – слабая корреляция и в таблице 
ее значения не приводятся).

Мы обнаружили, что YBX1 имеет сильную 
корреляцию с TGFB1 (r = 0,62) и умеренную кор-

реляцию с геном ABCB1 (r = 0,4). TGFB1 имеет 
умеренную корреляцию с TNF (r = 0,56). Экс-
прессия гена HIF1A сильно коррелирует с гена-
ми: IL10 (r = 0,69), IL6 (r = 0,9) и ABCB1 (r = 0,65). 
ABCB1 имеет сильную корреляцию с IL6 (r = 0,65) 
(табл. 2). 

Взаимосвязь YBX1 с TGFB1 также подтвердил 
иерархический кластерный анализ, который де-
монстрирует формирование единого кластера 
генов YBX1, TGFB1, TNF (рис. 1, см. 3-ю стр. об-
ложки). Таким образом, взаимосвязь между ге-
нами YBX1 и TGFB1 подтверждена корреляцион-
ным и кластерным методами анализа. 

Полученные результаты расширяют имею-
щиеся данные о развитии туберкулезного вос-
паления и задействованных в нем молекулярных 
механизмов при одной из форм ТБ легких – ту-

ТАБЛИЦА 1. ПАРЫ ПРАЙМЕРОВ, ИСПОЛЬЗОВАННЫЕ ДЛЯ ПЦР В РЕАЛЬНОМ ВРЕМЕНИ

TABLE 1. PRIMER PAIRS USED FOR REAL-TIME PCR

Ген
Gene

Прямой праймер
Forward primer

Обратный праймер
Reverse primer

B2M GGGTTTCATCCATCCGACATTG ACACGGCAGGCATACTCATCTTTT
ABCB1 TTGCTGCTTACATTCAGGTTTCA AGCCTATCTCCTGTCGCATTA
HIF1A CTGAACGTCGAAAAGAAAAGTC AAATCACCAGCATCCAGAAGT
IL1B TTACAGTGGCAATGAGGATGAC TGTAGTGGTGGTCGGAGATTC
IL6 ACTCACCTCTTCAGAACGAATTG CCATCTTTGGAAGGTTCAGGTTG
IL10 CGCTGTCATCGATTTCTTCCC AGAGTCGCCACCCTGATGTC
TNF TCAGCAAGGACAGCAGAGGA GTCAGTATGTGAGAGGAAGAGAACC
IFNG TCGGTAACTGACTTGAATGTCCA TCGCTTCCCTGTTTTAGCTGC
TGFB1 AACAATTCCTGGCGATACCTCA AAGCCCTCAATTTCCCCTCC
YBX1 CCCCAGGAAGTACCTTCGC AGCGTCTATAATGGTTACGGTCT

ТАБЛИЦА 2. МАТРИЦА ЗНАЧИМЫХ КОЭФФИЦИЕНТОВ КОРРЕЛЯЦИИ СПИРМЕНА (r) МЕЖДУ ОТНОСИТЕЛЬНЫМИ 
УРОВНЯМИ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ В ОБРАЗЦАХ ЛЕГКИХ БОЛЬНЫХ ТБ

TABLE 2. MATRIX OF SIGNIFICANT SPEARMAN CORRELATION COEFFICIENTS (r) BETWEEN RELATIVE LEVELS OF GENE 
EXPRESSION IN THE LUNGS OF TB PATIENTS 

YBX1 ABCB1 HIF1A IL1B IL6 IL10 IFNG TNF TGFB1
YBX1 – < 0,05 < 0,001
ABCB1 0,4 – < 0,001 < 0,001 < 0,01
HIF1A 0,65 – < 0,01 < 0,001 < 0,001
IL1B 0,46 – < 0,01 < 0,001
IL6 0,65 0,9 0,46 – < 0,001
IL10 0,69 0,63 0,59 –
IFNG -0,54 – < 0,01
TNF 0,49 – < 0,01
TGFB1 0,65 0,56 –

Примечание. * – коэффициент Спирмена (r) – белый фон, статистическая значимость (p) – серый фон.

Note. *, Spearman’s coefficient (r), white background; statistical significance (p), gray background.
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беркулемах, доля которых составляет в настоящее 
время не менее 18,8% [9]. Туберкулемы состоят 
из центрального казеозного слоя, окружающей 
его капсулы, образованной грануляционным и 
фиброзным слоями, степень выраженности ко-
торых может варьировать и является маркером 
активности воспаления. Для анализа мы брали 
материал из прилегающей к капсуле перифокаль-
ной области. Предполагается, что анализ микро-
окружения может лежать в основе прогноза за-
живления или прогрессирования заболевания у 
больных ТБ легких. Основной результат нашей 
работы – это выявление в операционном матери-
але больных ТБ легких наибольшей взаимосвязи 
экспрессии гена YBX1 с геном TGFB1. 

Согласно современным данным, цитокин 
TGF-β играет определяющую роль в формиро-
вании иммуносупрессивной среды в туберкулез-
ных гранулемах за счет ограничения экспансии 
CD4+Т-клеток и уменьшения выработки ими 
IFNγ. Селективная блокада TGF-β, наоборот, 
приводит к накоплению терминально диффе-
ренцированных эффекторных CD4+Т-клеток в 
гранулеме, возрастанию уровня IFNγ и умень-
шению бактериальной нагрузки [8]. Экспрес-
сия гена TGFB1 регистрируется в миелоидных 
клетках в центральной части гранулемы и на 
периферии – преимущественно в регуляторных 
Т-клетках (Treg). TGF-β стимулирует актив-
ность и пролиферацию Treg, которые, в свою 
очередь, препятствуют активации эффекторных 
Т-клеток, что способствует выживанию возбуди-
теля Mycobacterium tuberculosis (M. tb) [14]. 

В настоящее время совместное действие YB-1 
и TGF-β рассматривается в качестве ключевого 
тандема, регулирующего формирование фиброза 
и постулируется, что YB-1 необходим для синтеза 
TGF-β. Как было показано, повышенные уровни 
TGF-β в сыворотке крови и бронхоальвеолярном 
лаваже коррелируют с увеличением площади фи-
бротических изменений в легких через 6 меся-
цев с начала лечения ТБ [1]. На клетках человека 
HK-2 выявлено, что YB-1 повышает экспрессию 
гена TGFB1 через связывание с 5’-нетранслиру-
емой областью мРНК. В свою очередь подавле-
ние экспрессии гена YBX1 с помощью миРНК 
предотвращает синтез TGF-β de novo [12]. На 
модели фиброза почки у мышей продемонстри-
ровано, что YB-1 стимулирует экспрессию гена 
коллагена 1-го типа Col1a1 через индукцию син-
теза TGF-β, воздействует на сигнальный путь 
Smad7. TGF-β также индуцирует дифференци-
ровку фибробластов в коллаген-продуцирующие 
миофибробласты. YB-1 отвечает за метилирова-
ние β-глюкуронидазы (Klotho). В норме Klotho 
блокирует сигналы TGF-β, но ее метилирование 
под действием YB-1 приводит к возрастанию экс-

прессии генов Col1a1, Tgfb1 и, соответственно, 
индукции процессов фиброза в эксперименте [4]. 

Другой важный защитный цитокин при ТБ – 
IFNγ – вызывает транслокацию YB-1 в ядро, где 
он взаимодействует с областью промотора гена 
коллагена 1-го типа Col1a2, ингибируя его транс-
крипцию [11]. В ответ на инфицирование M. tb 
происходит образование высоких уровней IFNγ, 
который, по-видимому, предотвращает фиброти-
ческий эффект YB-1. В противодействии TGF-β, 
IFNγ также подавляет опосредованный TGF-β 
синтез проколлагена и коллагена в миофибро-
бластах. Таким образом, про- или противофи-
брозный эффект YB-1 зависит от его взаимодей-
ствия с ключевыми цитокинами туберкулезного 
воспаления и их баланса.

В нашей работе также была обнаружена уме-
ренная корреляция между TGFB1 и TNF и при-
сутствие их в одном кластере генов. TNFα – ци-
токин, обладающий плейотропными функциями 
и продуцируемый различными иммунными клет-
ками. Он способствует борьбе фагоцитов с M. tb, 
рекрутированию иммунных клеток и формиро-
ванию гранулемы. Тогда как при ингибировании 
TNFα адалимумабом наблюдается индукция экс-
прессии гена TGFB1 и увеличение бактериальной 
нагрузки [2]. Это указывает на роль TNFα в по-
давлении действия TGF-β. В свою очередь YB-1 
необходим для экспрессии TRAF2 – централь-
ного компонента комплекса рецептора TNFα, 
который играет важную роль в транслокации в 
ядро транскрипционного фактора NF-κB под 
действием TNFα [18]. NF-κB является одним из 
ключевых медиаторов воспалительных реакций, 
участвует в регуляции разных аспектов актива-
ции врожденного и адаптивного иммунитета и 
через действие на TNF YB-1 влияет на эффекты 
NF-κB и воспалительный процесс.

Таким образом, TGF-β и TNFα являются про-
тивоположными по своему действию цитокина-
ми, вовлечены в формирование гранулемы и на-
ходятся под регуляцией YB-1. Мы предполагаем, 
что выявленный в нашей работе кластер генов 
YBX1, TGFB1, TNF образует регуляторную систе-
му, играющую важную роль в развитии туберку-
лезного воспаления. Следует отметить, что YB-1, 
TGF-β и TNFα являются объектами разработок 
таргетной терапии [2, 7, 20], что может быть акту-
ально и при ТБ легких. 

Нами также обнаружена умеренная корре-
ляция между экспрессией генов YBX1 и ABCB1: 
взаимодействию этих генов посвящены работы, 
изучающие их в контексте развития лекарствен-
ной устойчивости опухолевых клеток. Известно, 
что ABCB1 содержит в своем промоторе Y-box, 
который необходим для базовой экспрессии гена 
ABCB1. Показано, что в родительских клетках 
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аденокарциномы молочной железы MCF-7 экс-
прессия ABCB1 отсутствует и YB-1 локализуется 
в цитоплазме. В то же время устойчивые клетки 
MCF-7 экспрессируют ABCB1, и в них YB-1 лока-
лизован как в цитоплазме, так и в ядре: ядерная 
локализация YB-1 совпадала с возрастанием экс-
прессии ABCB1. Это позволило предположить, 
что YB-1 является индуктором экспрессии 
ABCB1 [17], что было подтверждено на клет-
ках аденокарциномы молочной железы линии 
HBL100. Эти клетки имеют ген ABCB1, но не экс-
прессируют его: трансфекция этих клеток YBX1 
привела к гиперэкспрессии ABCB1 и приобрете-
нию клетками лекарственно-устойчивого фено-
типа [3]. Противотуберкулезные препараты также 
могут являться субстратами для P-gp, а полимор-
физм гена ABCB1 влияет на их фармакокинети-
ку [16]. Экспрессия гена ABCB1 характеризуется 
более высокими уровнями в группе туберкулем с 
высокой активностью, по сравнению с группой 
туберкулем с умеренной активностью и связана 
с разными молекулярно-генетическими сигна-
турами [15]. Экспрессия гена ABCB1 имеет силь-

ную положительную корреляцию с геном HIF1A. 
Известно, что фактор гипоксии HIF1a, так же 
как и YB-1, является индуктором экспрессии 
гена ABCB1, но его роль при ТБ неоднозначна. 
HIF1a способствует активации макрофагов про-
тив M. tb, но нарушает дифференцировку CD4+Т-
клеток, что имеет иммуносупрессивный эффект 
и способствует выживанию M. tb. В свою очередь, 
YB-1 регулирует трансляцию мРНК HIF1a и обе-
спечивает поддержания его высоких уровней в 
условиях гипоксии [6].

Заключение
Таким образом, белок YB-1 потенциально мо-

жет выполнять при ТБ легких разные функции: 
выступать в качестве одного из участников тубер-
кулезного воспаления через влияние на экспрес-
сию генов ключевых цитокинов, а также моду-
лировать активность белка-транспортера P-gp и 
изменять фармакокинетику противотуберкулез-
ных препаратов, что является важным при ТБ и 
требует дальнейшего изучения.
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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ЦИТОКИНОВОГО 
ПРОФИЛЯ, ИНДУЦИРУЕМОГО СУПЕРНАТАНТАМИ 
ПРОИЗВОДСТВЕННЫХ И КИШЕЧНЫХ ШТАММОВ 
БИФИДО- И ЛАКТОБАКТЕРИЙ В УСЛОВИЯХ IN VITRO 
Бухарин О.В.1, Иванова Е.В.1, Чайникова И.Н.1, 2, Перунова Н.Б.1, 
Бондаренко Т.А.1, Бекпергенова А.В.1
1 Институт клеточного и внутриклеточного симбиоза Уральского отделения Российской академии наук – 
обособленное структурное подразделение ФГБУН «Оренбургский федеральный исследовательский центр 
Уральского отделения Российской академии наук», г. Оренбург, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Оренбургский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Оренбург, Россия 

Резюме. Иммуномодулирующие свойства пробиотиков зависят не только от микробных клеток, 
но и от метаболитов, секретируемых в культуральную среду, которую исследуют как бесклеточный 
супернатант и относят к постбиотикам. Цель работы – провести скрининг цитокинового профиля 
кишечных штаммов бифидо- и лактобактерий с использованием монононуклеаров периферической 
крови человека и, сравнив его с цитокиновым профилем типовых производственных штаммов, ото-
брать перспективные штаммы с противовоспалительными свойствами в качестве про-/постбитиков. 
В работе использовались типовые производственные культуры бифидо- и лактобактерий, входящие 
в состав отечественных пробиотиков, и кишечные штаммы бифидо- и лактобактерий, отобранные 
среди выделенных бактериальных культур при исследовании микробиоты толстого кишечника здо-
ровых лиц в возрасте от 18 до 45 лет. Для оценки иммунорегуляторных свойств исследуемых культур 
определяли влияние их бесклеточных супернатантов на продукцию про- (IFNγ, TNFα, IL-17, IL-8, 
IL-6) и противовоспалительных (IL-10, IL-1ra) цитокинов, секретируемых мононуклеарными клет-
ками периферической крови здоровых людей. Установлено, что по профилю воздействия суперна-
тантов на секрецию цитокинов, как типовые производственные, так и кишечные штаммы, в равной 
степени распределились по трем типам влияния на цитокиновый профиль мононуклеарных клеток 
человека: 1-й тип: преимущественное увеличение продукции IL-10 и снижение TNFα, IL-17, IL-6; 
2-й тип: снижение в основном провоспалительных цитокинов (IL-6, IL-17, IL-8, TNFα, IFNγ) и 3-й 
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тип: снижение секреции как про-, так и противовоспалительных цитокинов. Среди кишечных куль-
тур 1-го и 2-го типа высоким противовоспалительным потенциалом обладали штаммы Bifidobacterium 
bifidum ICIS- 202 и Bifidobacterium bifidum ICIS-504, способные не только подавлять секрецию про-
воспалительных цитокинов, но и усиливать продукцию противовоспалительных цитокинов. Кроме 
того, перспективной культурой оказался штамм лактобактерий L. ruminis ICIS-540, супернатант ко-
торого характеризовался многократной способностью снижать уровень раннего провоспалительного 
цитокина TNFα. В целом было установлено, что выраженность противовоспалительной активности 
указанных штаммов не уступает, а в отношении отдельных цитокинов (IL-10, TNFα, IL-6) превосхо-
дит известные пробиотические штаммы. Использование бесклеточных супернатантов, содержащих 
продукты метаболизма микроорганизмов, для оценки их влияния на уровень цитокинов in vitro по-
зволило отобрать перспективные штаммы L. ruminis ICIS-540, B. bifidum ICIS-504 и B. bifidum ICIS-
202, пригодные для создания бактерийных препаратов с противовоспалительной активностью. Ре-
зультаты исследований могут быть использованы в практике при отборе и тестировании кишечных 
штаммов по влиянию их на цитокиновый профиль клеток хозяина для создания новых биопрепара-
тов таргетного действия.

Ключевые слова: цитокины, бесклеточные супернатанты, бифидобактерии, лактобактерии, скрининг, пробиотики, 
постбиотики

СOMPARATIVE CHARACTERISTICS OF CYTOKINE PROFILE 
INDUCED IN VITRO BY SUPERNATANTS OF INDUSTRIAL AND 
INTESTINAL STRAINS OF BIFIDO- AND LACTOBACTERIA 
Bukharin O.V.a, Ivanova E.V.a, Chainikova I.N.a, b, Perunova N.B.a, 
Bondarenko T.A.a, Bekpergenova A.V.a
a Institute of Cellular and Intracellular Symbiosis, Orenburg Federal Research Center, Ural Branch, Russian Academy 
of Sciences, Orenburg, Russian Federation  
b Orenburg State Medical University, Orenburg, Russian Federation

Abstract. The immunomodulatory properties of probiotics largely depend on the metabolites secreted 
into the culture medium, which is studied as a cell-free supernatant and referred to as postbiotics. The aim 
of the present work was to conduct screening of cytokine profiles for intestinal strains of Bifidobacteria and 
Lactobacillus by testing it with mononuclear cells from human peripheral blood, and comparing it with cytokine 
profile of typical industrial bacterial strains, in order to select promising strains with anti-inflammatory 
properties as potential pro-/postbiotics. The cytokine profile of probiotic and intestinal strains of Bifidobacteria 
and Lactobacillus isolated from the large intestine of healthy people was determined by the biological effects 
of cell-free supernatants on the production of pro- (IFNγ, TNFα, IL-17, IL-8, IL-6) and anti-inflammatory 
(IL-10, IL-1ra) cytokines in the in vitro model of peripheral mononuclear cells isolated from human blood. 
We have established three types of effects on the cytokine profile: type 1 was characterized by a predominant 
increase in IL-10 production, and a decrease in TNFα, IL-17, IL-6; type 2, produced a decrease, mainly at the 
level of pro-inflammatory cytokines; type 3 caused a decreased secretion of both pro- and anti-inflammatory 
cytokines. Among type 1 and type 2 cultures, the Bifidobacterium bifidum ICIS-202 and Bifidobacterium 
bifidum ICIS-504 strains had high anti-inflammatory potential, capable of both suppressing the secretion of 
pro-inflammatory cytokines, and enhancing the production of anti-inflammatory cytokines. The supernatant 
of L. ruminis ICIS- 540 strain showed a promising effect, i.e., it repeatedly reduced the level of early pro-
inflammatory TNFα cytokine. The anti-inflammatory activity of these strains was not inferior, but, in relation 
to individual cytokines (IL-10, TNFα, IL-6), was superior to the known probiotic bacterial cultures. The in 
vitro testing of metabolic products in bacterial supernatants enabled us to select promising strains of L. ruminis 
ICIS-540, B. bifidum ICIS-504 and B. bifidum ICIS-202 which may be suitable for implementation of bacterial 
preparations with anti-inflammatory activity.

Keywords: cytokines, cell-free supernatants, bifidobacteria, lactobacilli, screening, probiotics, postbiotics
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Введение
Появляется все больше материалов о том, что 

полезными для организма человека могут быть 
не только пробиотики, обеспечивающие под-
держание здоровой микробиоты кишечника, 
антагонистическую активность, стабилизацию 
и укрепление барьерной функции кишечни-
ка, но и метаболиты пробиотических штаммов. 
Биологически активные вещества, полученные 
в результате метаболических процессов микро-
биоты, рассматриваются как постбиотики, ко-
торые обладают широким спектром полезных 
для человека свойств, в том числе антибактери-
альными, иммуномодулирующими и противо-
воспалительными свойствами [13]. В настоящее 
время появляется все больше доказательств того, 
что пероральный прием постбиотиков может ре-
гулировать микробиоту кишечника, повышать 
иммунитет, подавлять воспалительные процессы 
в кишечнике [2]. Поэтому постбиотики рассма-
триваются в качестве дополнительной терапевти-
ческой стратегии.

 Постбиотики, полученные из молочнокислых 
бактерий в качестве биологически активных ме-
таболитов, содержат широкий спектр органиче-
ских кислот, короткоцепочечных жирных кислот, 
углеводов, антимикробных пептидов, фермен-
тов, витаминов, кофакторов, иммуносигнальных 
соединений и других молекул [12, 13]. Поэтому 
можно предположить возможность их направ-
ленного действия в отношении влияния на се-
крецию цитокинов, оппозитных по отношению 
к воспалению. Вместе с тем вопросы, касающи-
еся отбора пробиотических штаммов с учетом их 
иммунорегуляторного профиля с оценкой ин-
дукции/ингибирования про- и противовоспали-
тельных цитокинов, изучены недостаточно. Ука-
занные моменты и определили направленность 
наших исследований, которые могли бы способ-
ствовать изысканию новых подходов по отбору 
эффективных пробиотиков (постбиотиков) ми-
шень-направленного действия. 

Цель работы – провести скрининг цитоки-
нового профиля кишечных штаммов бифидо- и 
лактобактерий с использованием монононуклеа-
ров периферической крови человека и, сравнив 
его с цитокиновым профилем типовых произ-
водственных штаммов, отобрать перспективные 
штаммы с противовоспалительными свойствами 
в качестве про-/постбитиков.

Материалы и методы
В работе были использованы типовые про-

изводственные штаммы: Lactobacillus plantarum 
8P-A3 (№ 900811), Lactobacillus fermentum 90Т-С4 

(№ 900812), депонированные в Государствен-
ной коллекции патогенных микроорганизмов 
(ГКПМ) ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава Рос-
сии; Lactobacillus acidophilus K3Ш24 (№ 42) и 
Bifidobacterium longum МС-42 (№ 210) – в Государ-
ственной коллекции микроорганизмов нормаль-
ной микрофлоры ФБУН МИИИЭМ им. Г.Н. Га-
бричевского Роспотребнадзора; Bifidobacterium 
bifidum 791 (№ В-3300) – во Всероссийской 
коллекции промышленных микроорганизмов 
(ВКПМ) ФГУП ГосНИИгенетика.

В работе были также использованы бифи-
до- и лактобактерии, выделенные в лаборато-
рии инфекционной симбиологии ИКВС УрО 
РАН (Bifidobacterium bifidum ICIS-643, ICIS-202, 
ICIS- 629, ICIS-310, ICIS-504; Bifidobacterium 
longum ICIS-1113, ICIS-505; Lactobacillus rham-
nosus ICIS-627, Ligilactobacillus ruminis ICIS-540), 
депонированные в Государственной коллекции 
микроорганизмов нормальной микрофлоры 
ФБУН МИИИЭМ им. Г.Н. Габричевского Ро-
спотребнадзора и в сетевой коллекции симби-
онтных микроорганизмов и их консорциумов 
ИКВС УрО РАН. Исследуемые кишечные куль-
туры были отобраны среди выделенных бактери-
альных культур при исследовании микробиоты 
толстого кишечника здоровых лиц в возрасте от 
18 до 45 лет. Идентификацию микроорганизмов 
проводили с помощью времяпролетной масс-
спектрометрии MALDI TOF MS серии Microflex 
LT (Bruker Daltoniсs, Германия) и ПЦР-анализом 
с использованием оригинальных праймеров 
16sРНК (ООО «ДНК-технология», Россия).

Микробные бесклеточные супернатанты 
получали из бульонных культур микроорга-
низмов двукратным центрифугированием при 
3200 об/ мин с последующей фильтрацией через 
мембранные фильтры с диаметром пор 0,22 мкм 
(Milipore, США). 

Мононуклеарные лейкоциты выделяли в сте-
рильных условиях из гепаринизированной крови 
здоровых доноров методом градиентного цен-
трифугирования (400 g) в градиенте плотности 
фиколл-верографин (Pharmacia, Швеция) плот-
ностью 1,077 г/см3. После отмывки клетки лей-
коцитов доводили до концентрации 2х106/ мл в 
культуральной среде: RPMI-1640 с 10% феталь-
ной сывороткой и с добавлением Hepes (25 мМ), 
0,01% L-глутамина и гентамицина (100 мкг/ мл). 
Полученную суспензию клеток разносили в лун-
ки планшета с последующим добавлением су-
пернатантов культур бифидо- и лактобактерий 
(опыт) и без их добавления (контроль). Исследо-
вание проводилось в 3 параллелях. После 24-ча-
совой инкубации клеток при 37 °С в атмосфере 
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5% СО2 собирали культуральную жидкость и за-
мораживали (-20 °С). 

В опытных и контрольных пробах определяли 
уровень про- (IFNγ, TNFα, IL-17, IL-8, IL-6) и 
противовоспалительных (IL-10, IL-1ra) цитоки-
нов методом ИФА (ООО «Цитокин», Россия). 
Регистрацию результатов проводили на фотоме-
тре Multiskan (Labsystems, Финляндия). Резуль-
тат влияния микроорганизмов на мононуклеары 
оценивали по изменению концентрации цитоки-
нов в культуральной среде.

Полногеномное секвенирование штаммов 
микроорганизмов было осуществлено с исполь-
зованием технологии высокопроизводительного 
секвенирования на платформе MiSeq (Illumina, 
США).

Статистическая обработка проводилась с ис-
пользованием пакета прикладных программ 
Microsoft Excel и STATISTICA 10.0, включая ме-
тоды параметрического (t-критерий Стьюдента), 
непараметрического (U-критерий Манна–Уит-
ни) анализов. Результаты исследований пред-
ставлены в виде M±m, где М – средняя ариф-
метическая, m – стандартная ошибка средней, 
в виде медианы (Ме) и границ межквартильных 
25-го и 75-го интервалов Me (Q0,25-Q0,75). Стати-
стически значимыми считали изменения при 
p < 0,05. Все эксперименты были проведены в 5 
независимых повторах.

Результаты и обсуждение
Проведенный анализ цитокин-модулирую-

щего эффекта супернатантов исследуемых про-
изводственных и кишечных штаммов позволил 
выделить три типа модуляции цитокинового 
профиля мононуклеарных клеток человека: пер-
вый – преимущественное увеличение продукции 
IL-10 и снижение TNFα, IL-17, IL-6; второй – 
снижение уровня в основном только провоспа-
лительных цитокинов (IL-6, IL-17, IL-8, TNFα, 
IFNγ) и третий – снижение секреции про- и про-
тивовоспалительных цитокинов (табл. 1).

Первый тип модуляции был характерен для 
трех кишечных штаммов, выделенных в лаборато-
рии инфекционной симбиологии ИКВС УрО РАН 
(B. bifidum ICIS-310, B. bifidum ICIS- 202, B. bifidum 
ICIS-504), а также двух типовых производствен-
ных штаммов лактобактерий (L. plantarum 8P-A3, 
L.  acidophilus K3Ш24), входящих в состав проби-
отиков (табл. 1). По выраженности модулирую-
щего влияния на базовую продукцию цитокинов 
мононуклеарами исследуемые штаммы можно 
расположить в порядке убывания эффекта вли-
яния на цитокины. По уровню стимуляции про-
тивовоспалительного цитокина IL-10 штаммы 

располагались в следующем порядке: B. bifidum 
ICIS-504 ≈ B. bifidum ICIS- 202 > L. acidophilus 
K3Ш24 > B. bifidum ICIS- 310 > L. plantarum 8P-A3. 
По выраженности подавления секреции провос-
палительного цитокина TNFα культуры распо-
лагались в ряду: L. plantarum 8P-A3 > B. bifidum 
ICIS- 310 > B. bifidum ICIS-202 > B. bifidum ICIS- 504 
≈ L. acidophilus K3Ш24; по уровню подавления се-
креции IL-6 – B. bifidum ICIS-202 > B. bifidum 
ICIS-310 > B. bifidum ICIS- 504 > L. plantarum 
8P- A3 > L. acidophilus K3Ш24; по влиянию на про-
дукцию IL-17 – B. bifidum ICIS- 310 > B. bifidum 
ICIS- 504 > L. acidophilus K3Ш24 > B. bifidum ICIS-
202 > L. plantarum 8P-A3.

Второй тип модуляции был свойственен двум 
кишечным штаммам бифидобактерий (В. longum 
ICIS-505, B. bifidum ICIS-629), штамму лактобак-
терий L. ruminis ICIS-540, выделенным в лабора-
тории инфекционной симбиологии ИКВС УрО 
РАН, а также пробиотическому штамму бифи-
добактерий B. bifidum 791. Анализируя свойства 
штаммов второго типа модуляции по уровню 
ингибирования провоспалительных цитокинов 
(табл. 1), их можно расположить в следующем по-
рядке: для TNFα – L. ruminis ICIS-540 > B. bifidum 
ICIS-629 ≈ B. bifidum 791 > В. longum ICIS-505; 
для IL-6 – B. bifidum 791 > L. ruminis ICIS-540 
≈ B.bifidum ICIS-629 ≈ В. longum ICIS- 505; для 
IFNγ – B. bifidum ICIS-629 ≈ B. bifidum 791 ≈ 
В. longum ICIS-505 > L. ruminis ICIS-540; для 
IL- 17 – В. longum ICIS-505 ≈ L. ruminis ICIS- 540 
> B. bifidum ICIS-629 ≈ B. bifidum 791; для IL-8 – 
В. longum ICIS-505 > B. bifidum ICIS-629 > 
B. bifidum 791 > L. ruminis ICIS-540 (табл. 1).

Третий тип модуляции цитокинов был пред-
ставлен штаммами, супернатанты которых инги-
бировали продукцию как провоспалительных, так 
и противовоспалительных цитокинов. Эта груп-
па была представлена тремя кишечными штам-
мами (B. bifidum ICIS-643, В. longum ICIS- 1113, 
L. rhamnosus ICIS-627) и двумя типовыми произ-
водственными культурами (L. fermentum 90-ТС-4, 
B. longum Мс-42). Тем самым указанные культуры 
не обладали какой-либо избирательностью в от-
ношении модуляции продукции цитокинов.

Таким образом, полученные результаты по-
зволили выявить среди выделенных кишечных 
штаммов культуры бифидо- и лактобактрий с 
различной способностью in vitro модулировать 
секрецию цитокинов мононуклеарами перифе-
рической крови человека. Супернатанты штам-
мов 1-го типа (B. bifidum ICIS-310, B. bifidum 
ICIS-202, B. bifidum ICIS-504) и 2-го типа моду-
ляции (B. bifidum ICIS-629, B. longum ICIS-505 и 
L. ruminis ICIS-540) характеризовались выражен-
ной способностью снижать уровень провоспа-
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ТАБЛИЦА 1. ВЛИЯНИЕ СУПЕРНАТАНТОВ БИФИДО- И ЛАКТОБАКТЕРИЙ НА ПРОДУКЦИЮ ЦИТОКИНОВ 
МОНОНУКЛЕАРАМИ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА

TABLE 1. EFFECT OF BIFIDO- AND LACTOBACTERIA SUPERNATANTS ON CYTOKINE PRODUCTION BY HUMAN 
PERIPHERAL BLOOD MONONUCLEARS

Штаммы 
бифидо- и 

лактобактерий
Strains of 

bifidobacteria 
and 

lactobacteria

Продукция цитокинов периферическими мононуклеарными клетками (пг/мл)
Cytokine production by peripheral mononuclear cells (pg/ml)

IFNγγ TNFαα IL-6 IL-10 IL-1ra IL-8 IL-17
Контроль-уровень цитокинов в среде без добавления супернатантов

Control-the level of cytokines in the medium without the addition of supernatants
26,0 110,5 184,5 50,5 321,1 936,5 138,9

I тип влияния
Type I of influence

B. bifidum  
ICIS-310 29,0±1,9 22,0±2,3* 67,0±3,9* 112,0±12,4* 324,0±39,2 937,8±44,1 45,6±4,1*

B. bifidum  
ICIS-202 33,0±3,2 31,0±0,6* 35,0±4,1* 262,0±26,9* 312,0±25,9 931,2±39,1 69,9±2,8*

B. bifidum  
ICIS-504 32,0±2,8 51,6±2,5* 100,0±15,3* 279,3±19,6* 310,0±11,4 934,3±40,1 56,8±4,2*

L. fermentum  
8- PA-3 18,5±0,2 10,5±1,8* 115,8±12,3* 106,6±12,3* 315,3±21,9 925,7±36,4 73,6±4,8*

L. acidophilus 
K3Ш24

19,7±4,2 59,2±5,3* 121,4±9,3* 183,3±9,3* 322,9±22,9 935,6±25,8 64,4±3,6*

Me (Q0,25-Q0,75)
29,0

(19,7-29,0)
31,0

(22,0-31,0)
100,0

(67,0-100,0)
183,3

(112,0-183,3)
315,3

(312,0-315,3)
935,7

(931,0-935,7)
64,4

(56,9-64,4)
II тип влияния

Type II of influence
В. longum  
ICIS-505 11,0±3,2* 26,4±1,4* 88,0±5,3* 40,00±0,01 269,0±14,3 167,0±28,6* 36,1±3,1*

B. bifidum  
ICIS-629 8,0±2,5* 10,00±0,01* 82,0±4,8* 40,00±0,02 275,0±29,4 324,0±45,3* 39,1±2,8*

B. bifidum  
791 10,0±1,5* 12,00±0,15* 51,0±25,3* 63,0±3,8 300,0±35,9 534,2±36,1* 37,1±3,4*

L. ruminis  
ICIS-540 15,0±2,1* 3,00±0,01* 82,0±3,9* 45,0±0,01 288,0±16,9 639,4±33,2* 36,3±3,0*

Me (Q0,25-Q0,75)
10,5

(9,5-10,5)
11,0

(8,25-11,00)
82,0

(74,25-82,00)
42,5

(40,0-42,5)
281,5

(273,5-281,5)
429,0

(284,7-429,0)
36,7

(35,9-36,7)
III тип влияния

Type III of influence
B. bifidum  
ICIS-643 17,0±2,2* 18,0±0,1* 120,0±12,4* 14,0±0,1* 223,0±34,3 419,0±45,2* 37,9±3,5*

B. longum  
ICIS-1113 16,0±2,1* 12,17±1,10* 140,0±8,3* 15,2±0,2* 121,0±15,3* 149,0±27,3* 36,8±2,5*

L. rhamnosus 
ICIS-627 11,0±3,1* 32,20±0,02* 96,0±2,6* 10,00±0,01* 90,0±10,3* 299,0±33,6* 34,8±2,9*

L. fermentum  
90-TC-4 2,9±0,3* 45,8±1,9* 124,6±11,3* 39,2±1,5* 219,8±15,6* 345,1±41,6* 34,2±5,3*

В. longum  
Mc-42 3,40±0,03* 41,6±2,2* 132,0±14,3* 23,7±2,1* 228,9±25,9* 531,2±42,3* 34,8±2,9*

Me (Q0,25-Q0,75)
11,0

(3,5-11,0)
32,2

(18,0-32,2)
124,0

(120,0-124,0)
15,2

(14,0-15,2)
219,8

(121,0-219,8)
345,1

(299,0-345,1)
34,2

(32,1-34,2)

Примечание. * – p < 0,05 по отношению к контролю.

Note. *, p < 0.05 in relation to the control.
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лительных цитокинов. Дополнительно, бифидо-
бактерии B. bifidum ICIS-202, B. bifidum ICIS-504 
(1-й тип модуляции) значительно стимулировали 
секрецию противовоспалительного цитокина 
IL- 10 (5-10-кратно), что усиливало противовос-
палительный потенциал данных штаммов. Тем 
самым выявленные цитокин-стимулирующие 
(в отношении противовоспалительных цитоки-
нов) и цитокин-ингибирующие (в отношении 
провоспалительных цитокинов) свойства пред-
ставленных в работе бифидо- и лактобактерий 
позволяют характеризовать их как перспектив-
ные для создания современных бактерийных 
биопрепаратов с противовоспалительным эф-
фектом. 

Кроме того, среди исследованных кишечных 
штаммов перспективной культурой оказался 
штамм лактобактерий L. ruminis ICIS-540, супер-
натант которого характеризовался многократной 
способностью in vitro снижать уровень провоспа-
лительных цитокинов: TNFα (в десять раз), IL-17 
(четырехкратно) и IL-6 (двукратно). 

В отношении кишечных штаммов бифидо- и 
лактобактерий было проведено определение биобе-
зопасности, молекулярно-генетической паспорти-
зации с генотипированием с помощью полногеном-
ного секвенирования. Геномная последовательность 
культур депонирована в базе данных NCBI BioProject  
GenBank: L.  ruminis ICIS-540-SRNR00000000.1; 
B. longum ICIS-505-RJZF00000000.1; B. bifidum 
ICIS-629-JAJFBS000000000.1; B. bifidum ICIS- 
 202-SSMS00000000.1; B. bifidum ICIS- 504- 
JAJJPE000000000.1; B. bifidum ICIS-310-NBYL01000001.1.

Терапевтический потенциал современных 
пробиотиков в настоящее время рассматривает-
ся как с позиции возможности направленного 
иммуномодулирующего влияния на механизмы 
врожденного и адаптивного иммунитета, так и с 
использованием их как эффективных противо-
воспалительных препаратов [12]. Приоритетным 
является применение не только непосредственно 
живых/инактивированных микробных культур, 
но и секретируемых ими метаболитов, являющих-
ся основой постбиотиков, обладающих высоким 
лечебным потенциалом благодаря разнообразию 
состава метаболических компонентов, хороше-
му усвоению, безопасности их использования [9, 
13]. Разнообразная биологическая активность 
бесклеточной среды отдельных пробиотических 
штаммов, включая противовоспалительный, 
противоопухолевый и противовирусный эффек-
ты, установленная рядом исследователей [1, 12], 
может быть объяснена биологически активными 
веществами, выделяемыми бактериями. К ним 
относятся растворимые белки, [8], полисахари-

ды клеточных мембран, гликопротеины [4, 15], 
которые обеспечивают важнейшие сигналы, не-
обходимые для развития и функционирования 
иммунной системы. Кроме того, установлено, 
что бесклеточная надосадочная жидкость проби-
отических штаммов – L. rhamnosus, L. fermentum, 
Pediococcus acidilactici и Lactobacillus delbrueckii 
богата активными фенольными соединениями и 
флавоноидами, которые известны своими проти-
вовоспалительными, антиоксидантными и им-
муномодулирующими свойствами [6]. 

Противовоспалительные свойства пробио-
тиков и их метаболитов, как указывалось выше, 
обосновывают возможность применения их в 
качестве успешного средства для лечения вос-
палительных заболеваний [5], противовоспали-
тельный эффект которых может реализовываться 
различными механизмами. Так, на модели диф-
ференцировки моноцитарных клеток человека 
THP-1, индуцированной форбол миристатаце-
татом, показано, что противовоспалительная ак-
тивность бесклеточных супернатантов двух видов 
лактобацилл (L. acidophilus и L. rhamnosus GG) 
проявлялась в способности снижать экспрессию 
и активность ферментов из группы матриксных 
металлопротеиназ, секретируемых активиро-
ванными макрофагами [10]. С другой стороны, 
противовоспалительные свойства пробиотиков 
и их супернатантов могут реализовываться через 
усиление секреции противовоспалительных ци-
токинов IL-10 [11], TGF-β [3] и подавление про-
дукции ранних провоспалительных цитокинов, 
например IL-6 [14]. В других работах показан 
противоположный эффект влияния пробиотиче-
ских штаммов лакто-, бифидобактерий на ранние 
провоспалительные цитокины [7], что связывают 
со штаммоспецифичностью. Иммуностимули-
рующие свойства бесклеточных супернатантов 
смеси коммерческих пробиотиков Dophilus™ 
были выявлены на модели мышиных макрофагов 
RAW264 в отношении продукции TNFα, выра-
женности миграции и активности фагоцитоза [1]. 

Хотя наше исследование не включало деталь-
ный химический анализ бесклеточных суперна-
тантов исследуемых штаммов бифидо- и лакто-
бактерий, вместе с тем выявленные различные 
профили воздействия на секрецию цитокинов 
мононуклеарами крови человека обосновывают 
дальнейшую необходимость проведения допол-
нительных исследований для выяснения спец-
ифических путей и сигнальных механизмов, 
участвующих во взаимодействии между метабо-
литами исследованных новых кишечных штам-
мов и иммунными клетками. 
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Заключение
Проведенное в работе исследование in vitro 

цитокин-модулирующей активности бесклеточ-
ных супернатантов новых кишечных штаммов 
бифидо- и лактобактерий позволило выделить 
штаммы с противовоспалительным потенциа-
лом, реализуемым через подавление секреции 
провоспалительных цитокинов и/или усиление 
продукции противовоспалительных цитокинов. 
Выраженность противовоспалительной актив-
ности исследованных штаммов не уступала, а в 
отношении отдельных цитокинов (IL-10, TNFα, 

IL-6) превосходила известные пробиотические 
штаммы. В результате проведенного скрининга 
модулирующих свойств кишечных штаммов би-
фидо- и лактобактерий отобраны перспективные 
штаммы L. ruminis ICIS-540, B. bifidum ICIS-504 
и B. bifidum ICIS-202, пригодные для создания 
бактерийных препаратов с противовоспалитель-
ной активностью. Результаты исследований мо-
гут быть использованы в практике при отборе и 
тестировании кишечных штаммов по влиянию 
их на цитокиновый профиль клеток хозяина для 
создания новых биопрепаратов таргетного дей-
ствия.
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РЕГУЛЯЦИЯ ЦИТОКИНОВОГО ПРОФИЛЯ NK-КЛЕТОК 
ФАКТОРАМИ МИКРООКРУЖЕНИЯ, ХАРАКТЕРНЫМИ ДЛЯ 
БЕРЕМЕННОСТИ
Гребенкина П.В.1, Михайлова В.А.1, Беспалова О.Н.1, Сельков С.А.1, 2, 
Соколов Д.И.1, 2

1 ФГБНУ «Институт акушерства, гинекологии и репродуктологии имени Д.О. Отта», Санкт-Петербург, Россия 
2 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Децидуальные NK-клетки обладают отличными фенотипическими и функциональными 
характеристиками по сравнению с периферическими NK-клетками. Однако механизмы, лежащие в 
основе развития этих уникальных свойств, остаются малоизученными. Предполагается, что клетки 
макроокружения оказывают как прямое, так и косвенное влияние на NK-клетки в матке, модулируя 
их уровень «агрессии» по отношению к тканям плода, включая клетки трофобласт.

Одним из механизмов регуляции NK-клеток является выделение цитокинов. Трофобласты, как и 
другие элементы микроокружения, продуцируют цитокины. Связываясь с рецепторами на поверх-
ности клеток-мишеней, они изменяют поведение NK-клеток. В результате NK-клетки сами могут 
выделять цитокины, которые, в свою очередь, влияют на поведение других клеток. Как упоминалось 
ранее, недостаточно данных о причинах и механизмах, лежащих в основе изменений характеристик 
NK-клеток в матке. Тем не менее эти данные могут стать основой для создания более точной клеточ-
ной модели взаимодействия между клетками плода и иммунной системой матери. Кроме того, они 
могут послужить основой для разработки инструментов диагностики репродуктивных проблем.

Целью исследования – изучение цитокинового профиля NK-клеток (продукция TNFα, TGF-β, 
IFNγ, RANTES, IL-10, VEGF) под влиянием цитокинов, связанных с беременностью, – TNFα, IFNγ, 
TGF-β1, IL-15, IL-18 или IL-10.

Уровни этих цитокинов в кондиционированных средах, полученных после культивирования 
NK-клеток, были измерены с помощью проточной цитометрии. Было обнаружено, что TGF-β1, се-
кретируемый клетками трофобласта, обладает способностью регулировать цитокиновый профиль 
NK-клеток. Под его воздействием уровни IFNγ, IL-10 и RANTES в средах, полученных из культуры 
NK-клеток, были снижены.

Основываясь на этих результатах, можно сделать вывод, что существует система, которая контро-
лирует активность NK-клеток через сеть цитокинов. Эти данные указывают на потенциальную воз-
можность использования TGF-β1 для моделирования взаимодействия между NK-клетками и трофо-
бластами in vitro.

Ключевые слова: NK-клетки, цитокины, беременность, трофобласт, TGF-β, межклеточные взаимодействия, микроокружение
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REGULATION OF THE CYTOKINE PROFILE OF NK CELLS 
BY THE MICROENVIRONMENT FACTORS TYPICAL FOR 
PREGNANCY 
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Sokolov D.I.a, b

a D. Ott Research Institute of Obstetrics, Gynecology and Reproductology, St. Petersburg, Russian Federation 
b First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Decidual NK cells exhibit distinct phenotypic and functional characteristics as compared to 
peripheral NK cells. However, the mechanisms underlying development of these unique properties remain 
poorly understood. The cells in microenvironment are known to exert both direct and indirect influence on 
NK cells within uterus, modulating their level of “aggressiveness” towards fetal tissues, including trophoblasts. 
Cytokine release presents a remote regulatory tool for the NK cells. Trophoblasts produce cytokines like as 
other components of the microenvironment. These cytokines bind the receptors on surface of target cells 
thud changing the behavior of NK cells. As a result, NK cells may release the own cytokines, which, in turn, 
influence the behavior of other cells. As mentioned above, there is a lack of data on causes and mechanisms 
behind the changes in characteristics of NK cells in uterus. Nevertheless, this data can lay the foundation for 
designing a more accurate cellular model of interactions between fetal cells and maternal immune system. 
Moreover, it may serve as a basis for developing diagnostic tools for reproductive issues.

The aim of our study was to investigate changes in cytokine profile of NK cells, in particular, their production 
of TNFα, TGF-β, IFNγ, RANTES, IL-10, and VEGF under the influence of cytokines associated with 
pregnancy, i.e., TNFα, IFNγ, TGF-β1, IL-15, IL-18, or IL-10. The levels of these cytokines in the culture 
media conditioned by NK cells were measured using flow cytometry. TGF-β1, produced by trophoblasts was 
found to have the ability of regulating cytokine secretion by NK cells. The levels of IFNγ, IL-10, and RANTES 
in the media derived from NK cell culture have been decreased under its influence.

On the basis of these findings, one may propose the existence of a regulatory system that controls activity of 
NK cells via the cytokine network. These data suggest a potential for using TGF-β1 to model in vitro interactions 
between NK cells and trophoblasts.

Keywords: NK cells, cytokines, pregnancy, trophoblast, TGF-β, intercellular communication, microenvironment

This study was funded by the project – 
“Development of diagnostic criteria for predicting and 
overcoming reproductive losses”, head O.N. Bespalova.  
State registration number 122041500061-8.

Introduction
NK cells are found in peripheral blood, but there 

are also local populations of these cells with special 
properties. One such population is decidual NK cells, 
which are found in the uteroplacental contact zone. 
These cells have a different phenotype and function 
compared to NK cells in peripheral blood [6]. 

One of the mechanisms of long-distance 
regulation of natural killer (NK) cells is cytokine 
secretion. The primary population of cells that 
influence NK cells is trophoblasts, but other cells 
such as uterine macrophages and endometrial cells 
also produce cytokines in the context of maternal-
fetal interaction. Cytokines bind to receptors on cell 
membranes, triggering signaling cascades that result 

in changes in NK cell function, including cytokine 
secretion, which in turn allows NK cells to influence 
other cells. The cytokines under consideration in this 
study were detected in the region of uterine-placental 
interaction – IL-15, IL-18, IL-10, TGF-β, TNFα, 
IFNγ, RANTES VEGF [4, 7, 8, 15]. Data on possible 
uterine-placental cells that produce these cytokines 
are presented in Table 1.

The intricate molecular mechanisms governing 
the regulation of natural killer (NK) cell functions by 
pregnancy-specific cytokines remain underexplored. 
Therefore, the objective of this study was to elucidate 
the nature of alterations in the cytokine profile of NK 
cells in response to microenvironmental cues.

Materials and methods
Cell cultures
This study was performed using the NK-92 cell line 

(ATCC, USA), which reflect the main characteristics 
of and natural killer cells, respectively. The cells 



447

Цитокиновый профиль NK-клеток и беременность
NK cells cytokines and pregnancy2025, Vol. 27,  2

2025, Т. 27, № 2

were cultured together with the manufacturer’s 
recommendations in a humid environment at 37 °C, 
5% CO2. The viability of the cells was controlled by 
trypan blue exclusion, it was 95±3.4%.

Cytokines
The following inductors were used: TNFα 

(50 U/ mL), IFNγ (1000 U/mL), TGF-β1 (5 ng/ mL), 
IL-15 (10 ng/mL), IL-18 (10 ng/mL), IL- 10 
(10 ng/ mL) (R&D, USA). These concentrations were 
chosen according to the concentrations in human 
biological fluids, including in the area of utero-
placental contact.

NK-92 cells were added to a part of the wells in 100 
µL of a medium of 20,000 cells. IL-2 (500 U/mL) was 
added to all wells (LLC “Biotech”, Russia), cytokines 
were added to some of the wells and then cells were 
cultured for 96 hours in the presence of TNFα, IFNγ, 
TGF-β1, IL-15, IL-18, or IL-10. After that, the 
analysis of their cytokine production was conducted. 
Four experiments were conducted with two technical 
repetitions in each.

Analysis of cytokine level in conditioned media 
obtained after cultivation of NK-92 cells

After cultivation for 96 hours in the presence of 
cytokines, NK-92 cells were centrifuged for 5 minutes 
at 2500 g, the supernatants (hereinafter “conditioned 
media”, CM) were frozen at -20 °C and stored until 
the study. Then, the level of IL-10, RANTES, VEGF, 
TNFα, IFNγ and TGF-β1 in CM was evaluated 
using commercial kits for CBA (Cytometric Bead 
Array) (BD, USA) and a flow cytofluorimeter 

BD FACSCanto II (BD, USA) according to 
the manufacturer’s instructions.

Results and discussion
The content of TNFα, TGF-β, IFNγ, RANTES, 

IL-10, and VEGF was evaluated in CM obtained 
after cultivation of NK-92 cells for 96 hours in the 
presence of cytokines. We found that NK-92 cells on 
the baseline level secreted IFNγ, IL-10 and RANTES 
and in low concentrations TGF-β, but did not secrete 
VEGF and TNFα (Figure 1). 

It has previously been shown that NK-92 cells 
are capable of secreting VEGF [13], TNFα [5]. 
During the 96-hour incubation period, it is likely 
that secreted cytokines are internalized by NK cells 
in order to regulate their properties. However, in 
order to confirm this hypothesis, further analysis will 
be required to determine the intracellular content of 
cytokines. The content of IFNγ, RANTES, and IL-
10 in CM was reduced after cultivation of NK-92 cells 
in the presence of TGF-β1 when compared with the 
content of these cytokines after cultivation without 
inducers (Figure 1). 

TGF-β1, a major cytokine secreted by trophoblast 
cells, exerts an immunosuppressive influence [11], 
nonetheless, it has been demonstrated that in certain 
instances, it may enhance the cytotoxic potency of 
cytotoxic cells [9]. The pro-inflammatory cytokine 
IFNγ enhances the effector functions of NK 
cells [12], has an inhibitory effect on trophoblast 
cells, reducing their ability to invade [1]. IL-10 it can 

TABLE 1. LIST OF CYTOKINES ANALYZED IN THE RESEARCH AND THEIR EFFECTS

Cytokine Cell-producer Effect

IL-15 Trophoblast cells, endometrial 
cells, placental macrophages

Regulation of effector functions of NK cells, stimulation of invasion 
and proliferation of trophoblast cells

IL-18 Decidual stromal cells Induces cytotoxicity proteins expression by uterine,  
natural killer (uNK) cells

IL-10 NK cells, trophoblast cells
Inducing the effector functions of NK cells,

stimulating the expression of the protective molecule HLA-G on the 
surface of trophoblast cells, anti-invasive effect on trophoblast cells

TGF-ββ NK cells, trophoblast cells, 
T regulatory cells

Reduction of cytotoxicity of NK cells, regulation of trophoblast cell 
invasion

TNFαα NK cells Enhancement of effector functions of NK cells, invasive effect 
on trophoblast cells

IFNγγ NK cells, trophoblast cells Enhancement of effector functions of NK cells, inhibition 
of trophoblast cell invasion

RANTES  NK cells, trophoblast cells Stimulation of NK cell proliferation and migration,
increased migration and invasion of trophoblast cells

VEGF Decidual NK cells, endometrial 
cells

Regulation of vascular growth and formation at the uteroplacental 
contact boundary.

Promotes the acquisition of an endothelial phenotype by 
the extracellular trophoblast, which ensures the successful 

embedding of the trophoblast into the experimental vessel model
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also serve as an enhancer of the effector capabilities 
of NK cells [3], elicit the secretion of IFNγ, thereby 
augmenting the cytotoxic capacity [2]. Moreover, the 
cytokine exerts an anti-invasive and pro-apoptotic 
influence on trophoblast cells [10]. Accordingly, 
inhibition of IFN-y and IL-10 secretion by the action 
of TGF-β1 may be a mechanism used by trophoblast 
cells to establish a tolerant microenvironment for a 
semiallegenic fetus. 

Nonetheless, this notion does not align with the 
reduction in RANTES secretion upon TGF-β1 
treatment. On the contrary, it has been observed that 
RANTES serves as a stimulant for the proliferation 
and migration of NK cells [14], this is a piece of 
evidence that supports the hypothesis of fostering 
tolerance towards fetal cells. Nonetheless, it should 
be noted that cytokine also serves as a stimulant for 
the migration and infiltration of trophoblast cells [4]. 

Consequently, a reduction in the production of NK 
cells hinders the development of fetal cells. This 
observation may suggest the existence of a regulatory 
mechanism employed by trophoblast cells to prevent 
their own over-invasion.

Conclusion
In the presence of TGF-β1, NK cells decrease the 

production of IFNγ, IL-10 and RANTES. This finding 
may indicate that trophoblast cells and other cells in 
the microenvironment, producing TGF-β1, can alter 
NK cell function, creating an optimal environment 
for fetal development. The data obtained reflect 
processes occurring between cells of the maternal and 
fetal immune systems during pregnancy and could 
serve as a basis for developing tests to diagnose causes 
of reproductive pathologies resulting from disruptions 
in intercellular communication. 

Figure 1. Content of IFNγγ (A), IL-10 (B), RANTES (C), VEGF (D), TNFαα (E), and TGF-ββ (F) in CM after cultivation of NK-92 
cells in the presence of various cytokines (indicated on the abscissa axis) for 96 hours: NI – NK-92 cells without inductors
Note. Significance of differences: *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001.
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ЦИТОКИНОВЫЙ ПРОФИЛЬ В ПЕЧЕНИ ПРИ ЕЕ 
ДИФФУЗНОМ ПОВРЕЖДЕНИИ И ВВЕДЕНИИ ГЕПТОРА
Альпидовская О.В.
ФГБОУ ВО «Чувашский государственный университет имени И.Н. Ульянова», г. Чебоксары, Чувашская 
Республика, Россия

Резюме. Хронические диффузные болезни печени являются одной из актуальных проблем в 
современном мире. В качестве модели для воспроизведения патологии печени было использова-
но воздействие табачного дыма. Цель исследования – оценить уровень цитокинов – IL-6, IL-18, 
IL- 1α, IFNγ, TNFα, TGF-β1 на модели табачной интоксикации и при введении Гептора в течение 
7-го, 14-го, 21-го дня. Исследования проводились на крысах-самцах, разделенных на интактных и 
3 опытные группы по 10 крыс в каждой. В течение одного, двух и четырех месяцев животные на-
ходились в табачном дыме. Для опытов применялась камера – V = 0,3 м3, в которой происходило 
задымление при сгорании сигарет. После четырехмесячного воздействия (3-я группа) вводили per os 
Гептор в дозе 120 мг/кг с дистиллированной водой на 7-й, 14-й, 21-й день. После выведения живот-
ных из эксперимента брались образцы печени для изучения уровня цитокинов и готовились срезы, 
которые окрашивались гематоксилином и эозином. В 1-й группе в печени выявлялась воспали-
тельная клеточная инфильтрация, дистрофические изменения, фиброз отсутствовал. Во 2-й группе 
в печени помимо кровоизлияний, дистрофических изменений отмечались некробиотические оча-
ги, фиброз отсутствовал. В 3-й группе определялись деструктивные изменения, участки некроза в 
печени, портопортальные и портоцентральные септы. Уровень TNFα повысился в цитоплазмати-
ческой фракции ткани печени в 1-й группе в 1,6 раза по сравнению с интактной группой, во 2-й 
группе – увеличился в 1,7 раза, в 3-й группе – увеличился в 1,9 раза. Концентрация IL-6 отмечалась 
самой высокой в 3-й группе. TGF-β1 зачимо увеличился в этот же срок, гистологически вывля-
лись деструктруктивные изменения и фиброз в печени. Использование препарата Гептор в течение 
21 дня у животных 3-й группы способствовало снижению уровня провоспалительных цитокинов  
IL-18, IL-6, IFNγ в ткани печени и TNFα, TGF-β. Вследствие их воздействия отмечалось уменьше-
ние воспалительной реакции, детруктивных изменений и степени фиброза, развивалось постепен-
ное восстановление структурной организации печени. 

Ключевые слова: IL-6, IL-1α, IL-18, TNFα, IFNγ, TGF-β1, табачная интоксикация, Гептор
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CYTOKINE PROFILE IN THE LIVER DURING ITS DIFFUSE 
DAMAGE AND HEPTOR INTRODUCTION 
Alpidovskaya O.V.
I. Ulyanov Chuvash State University, Cheboksary, Chuvash Republic, Russian Federation

Abstract. Chronic diffuse liver diseases are among urgent problems in the modern world. Exposure to tobacco 
smoke was used as a model to reproduce liver pathology. The purpose of the study was to evaluate the level of 
cytokines, i.e., IL-6, IL-18, IL-1α, IFNγ, TNFα, TGF-β1 in an animal model of tobacco intoxication, with 
administration of Heptor substance for 7, 14, 21 days. The studies were carried out on male rats, divided into 
intact and 3 experimental groups of 10 rats each. The animals were exposed to tobacco smoke for one, two and 
four months. For the experiments, a chamber was used with a volume of 0.3 m3, in which the cigarette smoke 
was produced. After four months of exposure (3rd group), Heptor was administered per os at a dose of 120 mg/kg 
with distilled water for 7, 14, 21 days. After withdrawal from experiment, the liver specimens were sampled, in 
order to study the level of cytokines. Liver sections were also prepared and stained with Hematoxylin/Eosin. In 
group 1, inflammatory cell infiltration and degenerative changes were detected in the liver; fibrosis was absent. 
In the 2nd group, necrobiotic foci were noted in the liver along with hemorrhages and dystrophic changes; fibrosis 
was absent. In the 3rd group, destructive changes, areas of necrosis in the liver, porto-portal and porto-central 
septa were observed. The level of TNFα was 1.6 times increased in the cytoplasmic fraction of liver tissue in the 
1st group compared to the intact group; in the 2nd group it was 1.7 times higher; in the 3rd group it increased by 
1.9 times. The concentration of IL-6 was the highest in the group 3. At these terms, TGF-β1 was significantly 
increased, with destructive changes and liver fibrosis being detected by histology. The use of the drug Heptor 
for 21 days in animals of the third group contributed to decreased levels of pro-inflammatory cytokines (IL-18, 
IL-6, IFNγ) in liver tissue, along with reduced TNFα and TGF-β. As a result of their influence, a decrease 
in the inflammatory response, destructive changes and lower degree of fibrosis was noted, as well as gradual 
restoration of the liver structures was developed.

Keywords: IL-6, IL-1α, IL-18, TNFα, IFNγ, TGF-β1, tobacco intoxication, Heptor

Введение
Хронические диффузные болезни печени яв-

ляются одной из актуальных проблем в совре-
менном мире. Течение и прогноз при данной 
патологии определяются состоянием иммунного 
статуса. На всех этапах иммунного ответа уча-
ствуют цитокины или медиаторы воспаления, 
регулирующие иммунный ответ, регенерацию, 
апоптоз, воспаление, пролиферацию и фибро-
генез [1, 2, 3, 4]. Каскадный механизм действия 
цитокинов объясняется индукцией выработки 
одним цитокином другого, а также синергизмом 
во взаимодействии. В последние годы интенсив-
но изучается роль цитокинов в патогенезе хрони-
ческих гепатитов и циррозов печени [5, 6, 7]. Из-
учение цитокинового профиля при хронических 
диффузных болезнях печени имеет важное зна-
чение для прогноза, так как уровень цитокинов 
отражает интенсивность регенераторных процес-
сов в печени и прогрессирование болезни [6, 7, 8, 
9]. Существуют цитокины: а) провоспалительные 

(IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, IFNγ); б) противовоспа-
лительные (IL-4, IL-10, TGF); в) регулирующие 
клеточный иммунитет (IL-1, IL-12 IFNγ, TGF-β); 
г) регулирующие гуморальный иммунитет (IL-4, 
IL-5, IFNγ, трансформирующий фактор роста-β). 
В связи с этим является актуальным изучение ме-
ханизмов повреждения, цитокиновый профиль 
в печени и возможная терапия под влиянием 
Гептора® (аdemetionine) является многокомпо-
нентным универсальным препаратом, обладает 
заметным воздействием на фактор некроза опу-
холей [2], этот цитокин во многом определяю-
щий воспалительный процесс и являющийся 
главным агентом, приводящим к воспалитель-
ной реакции, деструктивным изменениям и не-
крозу. Помимо этого подавляет активность про-
воспалительных цитокинов. Препарат оказывает 
влияние на клетки Купфера и рекрутированные 
макрофаги, что подавляет синтез TGF-β. Также 
препарат обладает детоксикационными, антиок-
сидантными свойствами. Цель исследования – 
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оценить уровень цитокинов – IL-6, IL-18, IL-1α, 
IFNγ, TNFα, TGF-β1 на модели табачной инток-
сикации и при введении Гептора® в течение 7-го, 
14-го, 21-го дня. 

Материалы и методы
Исследования проводились на крысах-сам-

цах, которых разделили на интактную и 3 опыт-
ные группы по 10 крыс в каждой. В течение одно-
го (1-я группа), двух (2-я группа) и четырех (3-я 
группа) месяцев животные находились в табач-
ном дыме (два раза в день по 5 крыс в одной клет-
ке). Для опытов применялась камера – V = 0,3 м3, 
в которой происходило задымление при сгорании 
сигарет. 3-й опытной группе (крысы находились 
в затравочной камере четыре месяца) вводили 
per os Гептор®, МНН: адеметионин (форма выпу-
ска: таблетки) в дозе 120 мг/кг с дистиллирован-
ной водой на 7-й, 14-й, 21-й день. Контрольная 
группа соответствовала количеству опытных жи-
вотных. После выведения животных из экспери-
мента брались образцы печени для определения 
уровня цитокинов и готовились срезы, которые 
окрашивались гематоксилином и эозином.

Проводилась оценка уровня цитокинов в пе-
чени: IL-6, IL-18, IL-1α, IFNγ, TNFα, TGF-β1. 
После извлечения печень промывалась и поме-
щалась в фосфатно-солевой буфер (PBS) с pH 
7,6 (ООО «Эко-Сервис», Россия) из расчета 1 мл 
раствора на 1 мг органа. Все процедуры прово-
дили на льду для предотвращения протеолиза. 
Ткань дезагрегировали с использованием авто-
матизировнной системы для дезагрегации тка-
ней BD Medimachine (Becton Dickinson, США). 
Суспензию пропускали через фильтр falcon, BD 
Bioscience, размером пор 50 мкм, затем центри-
фугировали 30 минут при 4 °C и 15 000 оборотах 
в минуту, собирали супернатант и разводили в 2 
раза PBS. Полученный супернатант распределя-
ли по 200 мкл в микроцентрифужные пробирки 
типа «Эппендорф», замораживали и хранили до 
использования при -80 °C. Концентрацию цито-
кинов в гомогенатах печени определяли методом 
ИФА согласно стандартным протоколам (наборы 
и приборы Lazurite Automated Elisa System). 

Этическая экспертиза
Эксперименты основывали на принципах 

гуманности, изложенных в Директиве Совета 
Европейского Союза (86/609/ЕЭС), а также в 
ГОСТ Р 53434-2009 от 1 марта 2010 г. «Принци-
пы надлежащей лабораторной практики» (иден-
тичен GLP OECD). Проведение эксперимента 
одобрено этическим комитетом Марийского го-

сударственного университета (протокол № 1 от 
28.04.2023 г.).

Статистическая обработка проводилась в 
программе Statistica-10 (StatSoft Inc., США). 
Статистическая обработка результатов иссле-
дования проводилась с помощью программного 
обеспечения OriginPro 2018 software (OriginLab 
Corporation, США) с применением непараме-
трического критерия Краскела–Уоллиса для 
множественных сравнений (непараметрический 
метод сравнения трех или более независимых 
групп). 

Результаты
У животных 1-й группы отмечалось полно-

кровие сосудов, воспалительная клеточная ин-
фильтрация, дистрофические изменения, от-
сутствовала соединительная ткань. При анализе 
цитокинового профиля в цитоплазматической 
фракции ткани печени отмечалось статистиче-
ски значимое повышение уровня IFNγ и IL-6, 
что очевидно способствует миграции лейкоци-
тов в поврежденные зоны. Показатели TNFα и 
TGF-β1 также изменились (табл. 1).

Во 2-й группе в печени помимо кровоизлия-
ний, дистрофических изменений отмечались не-
кробиотические очаги. Отмечалось отсутствие 
фиброза. Уровень IL-18 повысился (табл. 1), что 
способствует усилению провоспалительного им-
мунного ответа, повышая концентрацию TNFα 
и IL-1α. IL-18 сигнализирует гепатоцитам в по-
врежденной печени о продукции белков острой 
фазы. 

В 3-й группе определялись деструктивные из-
менения, участки некроза в печени, портопор-
тальные и портоцентральные септы. Значимо 
повысился уровень TGF-β1, концентрация IL- 18 
оставалась высокой (табл.  1). IL-18 является мощ-
ным индуктором вырабтки IFNγ Т-клетками и 
NK-клетками и действует как костимулирующий 
фактор для активации Т-клеток. 

После приема препарата Гептор® в 3-й груп-
пе отмечалось увеличение IL-1α и уменьшение 
IL-6, IFNγ, TGF-β1. Гистологически у животных 
отмечалось уменьшение выраженности фиброза. 
По данным М. Pachöwka и соавт. [9], IL-6 играет 
ключевую роль в регенерации печени. В экспери-
менте было показано, что в течение нескольких 
часов после частичной гепатэктомии увеличива-
лась концентрация большого количества митоге-
нов в гепатоцитах. Среди них важную функцию в 
восстановлении играет IL-6. 
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ТАБЛИЦА 1. СОДЕРЖАНИЕ ЦИТОКИНОВ В ЦИТОПЛАЗМАТИЧЕСКОЙ ФРАКЦИИ ПЕЧЕНИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ 
ЖИВОТНЫХ

TABLE 1. CONTENT OF CYTOKINES IN THE CYTOPLASMIC FRACTION OF THE LIVER OF EXPERIMENTAL ANIMALS

Опытные 
животные
Experienced 

animals

ТNFαα,  
пг/мл
ТNFα,  
pg/mL

IL-6,  
пг/мл
IL-6,  

pg/mL

IL-1αα,  
пг/мл
IL-1α,  
pg/mL

IL-18,  
пг/мл
IL-18,  
pg/mL

IFNγγ,  
пг/мл
IFNγ,  
pg/mL

TGF-ββ1,  
пг/мл

TGF-β1,  
pg/mL

Интактная 
группа
Intact group

689,3±44,9 31,44±3,70 941,2±77,3 552,3±19,4 929,3±83,5 821,2±18,5

1-я группа
1st group 1087,8±56,2 45,7±4,4a 1144,64±84,10 589,9±27,3 1211,2±79,8 568,4±16,9

2-я группа
2nd group 1166,3±136,2 37,4±8,5 1288,8±41,3a 781,1±44,2a, e 861,56±51,20b 763,9±17,7

3-я группа
3rd group 1276,2±89,7a 13,5±2,3a, b, e, f 1422,55±98,30a, e 612,5±20,7 681,4±63,8b 1524,8±23,7

Введение 
Гептора® 
течение 7 дней
Administration of 
Heptor® for 7 days

1188,9±145,1 29,7±2,1b 956,7±89,7 534,1±23,4 846,3±78,4b 1314,5±21,9

Введение 
Гептора® 
течение 14 дней
Administration 
of Heptor® for 14 
days

1472,6±234,2 79,4±1,9a, b, e 1712,8±121,5a, c, e 744,6±39,6a, e 681,2±18,7a, b, c 1277,8±19,9

Введение 
Гептора® в 
течение 21 дня
Administration 
of Heptor® for 21 
days

1142,1±68,3 9,2±1,1a, b, c, e, f 1389,9±103,1a, e 581,9±41,3c, f 665,4±41,1a, b, c 946,0±18,7

Примечание. TNFαα (tumor necrosis factor alpha) – фактор некроза опухоли альфа, IL – интерлейкин, IFNγγ (interferon 
gamma) – интерферон гамма, TGF-ββ1 (transforming growth factor beta 1) – трансформирующий фактор роста; a, b, c, d, e, f – 
статистически значимые различия (p < 0,05) с группой (a), (b), (c), (d), (e), (f).

Note. TNFα (tumor necrosis factor alpha), necrosis factor tumors alpha; IL, interleukin; IFNγ (interferon gamma), interferon gamma; 
TGF-β1 (transforming growth factor beta 1), transforming growth factor; a, b, c, d, e, f, statistically significant differences (p < 0.05) with 
group (a), (b), (c), (d), (e), (f).
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Обсуждение
После повреждения печени отмечались изме-

нения уровня цитокинов, таких как IL-1β, IL- 6, 
IL-18, а также факторов роста (TGF-β, TNF). 
IFNγ значительно увеличивает выработку медиа-
торов воспаления макрофагами. Клетки Купфера 
активированные IFNγ, экспрессируют провоспа-
лительные цитокины (IL-6 и TNFα). Эти провос-
палительные сигналы могут привести к усилению 
воспалительной реакции и повреждению печени. 
Значимо повысился уровень TGF-β в 3-й группе, 
без приема препарата Гептор®, гистологически 
отмечались альтеративные изменения в виде дис-
трофических и некротических изменений, фи-
броз (портопортальные и портоцентральные сеп-
ты). Сигнальные пути, инициируемые TGF-β1, 
играют важную роль в регуляции различных кле-
точных процессов: пролиферации, дифферен-
цировке, миграции или гибели клеток [7, 8, 9]. 

Клетки Купфера, рекрутированные макрофаги, 
активированные звездчатые клетки и в меньшей 
степени синусоидальные эндотелиальные клет-
ки печени способны к синтезу TGF-β [6, 7]. До-
казано, что высокий уровень TGF-β приводит к 
трансдифференцировке покоящихся звездчатых 
клеток печени в миофибробласты и массовой 
гибели гепатоцитов, что способствует развитию 
фиброза печени и последующего цирроза. 

Заключение
Использование препарата Гептор® у животных 

3-й группы способствовало снижению уровня 
провоспалительных цитокинов IL-18, IL-6, IFNγ 
в ткани печени и TGF-β. Вследствие их воздей-
ствия отмечалось уменьшение воспалительной 
реакции, деструктивных изменений и степени 
фиброза, развивалось постепенное восстановле-
ние структурной организации печени. 
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ВНЕДРЕНИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ ФАГОЦИТАРНОЙ 
АКТИВНОСТИ НЕЙТРОФИЛОВ МЕТОДОМ ПРОТОЧНОЙ 
ЦИТОФЛУОРИМЕТРИИ В КЛИНИЧЕСКУЮ ЛАБОРАТОРНУЮ 
ПРАКТИКУ 
Шушкова И.Г.1, 2, Панина А.А.1, 2, Никулина Л.В.2, Павловская В.Н.1, 2, 
Олейникова И.С.1, 2

1 ФГБОУ ВО «Волгоградский государственный медицинский университет», г. Волгоград, Россия  
2 ГУЗ «Консультативно-диагностическая поликлиника № 2», г. Волгоград, Россия

Резюме. В последнее время проточная цитофлуориметрия используется как в научных целях, так 
и в рутинной лабораторной практике. Круг задач, решаемых методом проточной цитофлуориметрии 
постоянно расширяется, и на данный момент она используется не только для диагностики гемобла-
стозов и оценки эффективности терапии, но и является перспективным методом анализа функцио-
нирования различных популяций клеток, в том числе нейтрофилов крови, играющих роль в патоге-
незе целого ряда иммунодифицитных состояний, сопровождающихся развитием рецидивирующих 
бактериальных инфекций. Данная работа посвящена внедрению в лабораторную практику метода 
определения фагоцитарной активности нейтрофильных гранулоцитов с помощью проточной цитоф-
луориметрии. При проведении исследования данный тест был сопоставлен с традиционно использу-
емым в лаборатории методом простой визуальной оценки реакции фагоцитоза суспензии пекарских 
дрожжей. Результаты фагоцитарной активности нейтрофилов, полученные методом проточной флу-
ориметрии, оказались более воспроизводимыми, легко контролировались по сравнению с методом 
простой визуальной оценки. В ходе работы было установлено, что на результаты исследования пара-
метров фагоцитоза, измеренных методом проточной цитофлуориметрии, не оказывает влияние пол и 
возраст пациентов. Поэтому были рассчитаны единые границы референтных интервалов для различ-
ных категорий пациентов. Клиническая апробация метода определения фагоцитарной активности 
нейтрофильных гранулоцитов с помощью проточной цитофлуориметрии была проведена на группе 
пациентов, страдающих рецидивирующими бактериальными инфекциями. Оценка фагоцитарной 
активности методом проточной цитофлуориметрии позволила выявить пациента с дефектом фаго-
цитарного звена, в то время как метод простой визуальной оценки реакции фагоцитоза суспензии 
пекарских дрожжей оказался в данной ситуации недостаточно чувствительным, и полученные по-
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казатели фагоцитарной активности нейтрофилов не выходили за границы референтных интервалов. 
Таким образом, метод определения фагоцитарной активности нейтрофильных гранулоцитов с помо-
щью проточной цитофлуориметрии предпочтителен при использовании его в рутинной лаборатор-
ной практике по сравнению с методом простой визуальной оценки реакции фагоцитоза суспензии 
пекарских дрожжей.

Ключевые слова: фагоцитарная активность, проточная цитофлуориметрия, фагоцитоз пекарских дрожжей, 
референтный интервал, иммунодефицит

IMPLEMENTATION OF FLOW CYTOMETRY TECHNIQUE FOR 
EVALUATION OF NEUTROPHIL PHAGOCYTIC ACTIVITY IN 
CLINICAL LABORATORY PRACTICE
Shushkova I.G.a, b, Panina A.A.a, b, Nikulina L.V.b, Pavlovskaya V.N.a, b, 
Oleinikova I.S.a, b

a Volgograd State Medical University, Volgograd, Russian Federation  
b Consultative and Diagnostic Polyclinic No. 2, Volgograd, Russian Federation

Abstract. Recently, flow cytometry (FC) has been used both for scientific purposes and in routine laboratory 
practice. The range of tasks solved by the FC technique is constantly expanding, and flow cytometry is currently 
used not only for the diagnosis of hemoblastoses and evaluation of therapeutic efficiency, but also is a promising 
method for analyzing functions of various cell populations, including blood neutrophils, which play a role in 
pathogenesis of different immunodeficiency conditions accomplished by recurrent bacterial infections. This 
work concerns implementation of an FC-based method for determining phagocytic activity of neutrophil 
granulocytes into laboratory practice. In the course of this study, this test was compared with a traditional 
technique used in laboratories, i.e., simple visual assessment of phagocytosis reaction of baker’s yeast in 
suspension. Determining the phagocytic activity of neutrophils by means of flow cytofluorimetry proved to be 
more reproducible and easily controlled when compared to simple visual assessment technique. We have found 
that the results of studying the phagocytosis parameters measured by FC-based technique were not influenced 
by gender and age of the patients. Therefore, uniform ranges for the reference intervals were calculated for 
different categories of patients. Clinical testing of the FC-based method for determining phagocytic activity of 
neutrophils was performed in a group of patients suffering from recurrent bacterial infections. Assessment of 
phagocytic activity by FC approach enabled us to identify a patient with phagocytosis deficiency. Meanwhile, 
the method of simple visual phagocytosis with a suspension of baker’s yeast showed inferior sensitivity in this 
case, and the obtained indices of neutrophils’ phagocytic activity did not exceed the reference intervals. Thus, 
the FC-based method of determining phagocytic activity of neutrophils using FC approach is preferable when 
used in routine laboratory practice as compared with the method of simple visual assessment of baker’s yeast 
phagocytosis.

Keywords: phagocytic activity, flow cytometry, baker’s yeast phagocytosis, reference interval, immune deficiency

Введение
Нейтрофильные гранулоциты – это клетки, 

которые выполняют различные функции в ре-
ализации адаптивного и врожденного иммуни-
тета. Они способны синтезировать различные 
белки, которые обладают ферментативной ак-
тивностью, антибактериальными и регуляторны-
ми свойствами, выполняют рецепторную функ-

цию, обеспечивая взаимосвязи нейтрофилов с 
микроокружением и другими клетками иммун-
ной системы. Однако основная функция данных 
клеток – фагоцитарная, заключается захвате и 
последующем уничтожении бактерий, вирусов, 
грибов и пр. Поэтому они играют важную роль в 
патогенезе многих инфекционно-воспалитель-
ных (в том числе сепсис), аллергических, аутоим-
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мунных, неопластических заболеваний [4]. Для 
пациентов, страдающих данными заболевания-
ми, исследование фагоцитарной активности ней-
трофилов клинически целесообразно. Методы 
оценки фагоцитоза известны достаточно давно, 
но внедренных в рутинную лабораторную прак-
тику – относительно ограниченное количество, 
прежде всего это простые и доступные методы 
с визуальной оценкой реакции фагоцитоза, но 
стандартизация данных тестов невозможна [2]. 
Включение в программу неонатального скри-
нинга новорожденных оценки риска развития 
первичных иммунодефицитов путем определе-
ния TREC и KREC привело к необходимости 
внедрения в лабораторную практику более на-
дежных и чувствительных методов исследования 
фагоцитарного звена иммунитета, так как в 10-
20% случаев первичные иммунодефицитные со-
стояния связаны с дефектом фагоцитоза [3]. 

ГУЗ «Консультативно-диагностическая по-
ликлиника № 2» оказывает специализированную 
иммунологическую и аллергологическую по-
мощь населению г. Волгограда и Волгоградской 
области в том числе, с 2023 года проводит кон-
сультирование и обследование лиц, подозревае-
мых в наличии первичных иммунодефицитных 
состояний по результатам проведения скринин-
говых исследований TREC и KREC. Поэтому 
возникла необходимость внедрения исследова-
ния фагоцитарной активности нейтрофилов.

Материалы и методы
В работе использовались образцы гепарини-

зированной цельной крови условно здоровых до-
бровольцев (55 человек, в возрасте от 2 до 67 лет: 
24 женщины и 31 мужчина), а также пациентов, 
страдающих рецидивирующими бактериальны-
ми инфекциями (6 человек). Группа здоровых 
добровольцев включала 28 взрослых человек (15 
мужчин, 13 женщин) и 27 детей (15 мальчиков, 13 
девочек).

В лаборатории ГУЗ «Консультативно-диагно-
стическая поликлиника № 2» с 2003 года для опре-
деления фагоцитарной активности нейтрофилов 
использовали прямой визуальный метод оценки 
реакции фагоцитоза суспензии пекарских дрож-
жей в модификации [2]. Приготовление 1%-ной 
суспензии пекарских дрожжей проводили путем 
разведения свежих дрожжей в 0,9%-ном растворе 
хлорида натрия в соотношении 1:5. Затем взвесь 
выдерживали на водяной бане в течение 60 ми-
нут. После охлаждения несколько раз отмывали 
полученную смесь физиологическим раствором 
до получения прозрачной надосадочной жидко-

сти и готовили 1%-ную взвесь дрожжевых клеток. 
Далее в несенсебилизированном полистероло-
вом 96-луночном планшете смешивали в равном 
соотношении 1%-ную взвесь пекарских дрожжей 
и крови пациента. Полученную смесь инкуби-
ровали при 37 °С в течение 30 минут. После чего 
проводили приготовление мазка с последующей 
окраской по Романовскому–Гимзе. Оценку фа-
гоцитарной активности проводили по двум по-
казателям: фагоцитарное число (ФЧ) и фагоци-
тарный показатель (ФП). Расчет проводили по 
следующим формулам:

ФП (фагоцитарный показатель) = Д/НГ,
где Д – количество фагоцитированных дрож-

жевых клеток, НГ – количество «активных» ней-
трофилов.

ФЧ (фагоцитарное число) = НГ/100,
где НГ – число фагоцитирующих нейтрофи-

лов на 100 подсчитанных нейтрофилов.
Для оценки фагоцитарной активности ме-

тодом проточной цитофлуориметрии исполь-
зовался коммерческий набор FagoFlowEx®Kit 
(«ЭКСБИО Прага, а.с.», Чешская Республи-
ка). Детекцию образующегося в ходе реакции 
флуоресцентного родамина 123 осуществляли 
с помощью проточного цитфлуориметра FS500 
(Beckman Coulter, США). На основании полу-
ченных данных рассчитывали индекс стимуля-
ции (ИС), который равен отношению средней 
интенсивности флуоресценции активированных 
гранулоцитов стимулированных образцов и от-
рицательных контролей.

Статистическую обработку данных проводили 
с использованием пакета программ Statistica 7.0 
и Microsoft Excel. Расчет себестоимости методов 
исследования осуществлялся в соответствии с 
приложением 13 Приказа № 380 Минздрава РФ 
от 25.12.97 г. Проверка соответствия распреде-
лений распределению Гаусса (по критерию Ша-
пиро–Уилка) показала, что распределения по-
казателей в группе здоровых лиц значительно 
отличались от нормального. Поэтому наличие 
различий между несвязанными выборками про-
веряли с помощью критерия Манна–Уитни. В 
качестве референсного интервала (РИ) исполь-
зовали значения 2,5% и 97,5% перцентилей. 

Результаты и обсуждение
Согласно литературным данным, для оценки 

фагоцитарной активности на первом этапе осу-
ществляют активацию нейтрофилов с помощью 
различных микроорганизмов, частиц и пр. А за-
тем проводят детекцию реакции фагоцитоза, ис-
пользуя методы световой микроскопии, хемилю-



460

Shushkova I.G. et al.
Шушкова И.Г. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

менисценции, проточной цитофлуориметрии и 
пр. [1]. Анализ публикаций в базе PubMed пока-
зал, что в последние годы интерес исследователей 
к определению параметров фагоцитоза методом 
проточной цитофлуориметрии растет и для него 
разработаны коммерческие наборы, прошедшие 
процедуру валидации методики и имеющие доку-
менты, разрешающие их использование в клини-
ческой практике. 

Для внедрения нового теста в лабораторную 
практику необходимо сопоставить его с суще-
ствующей на данный момент методикой, оценить 
преимущества и недостатки и затем принимать 
обоснованное решение. Параметрами для сопо-
ставления могут служить аналитические характе-
ристики метода, себестоимость, трудоемкость. 

В ходе исследования была определена фагоци-
тарная активность 54 образцов гепаринизирован-
ной цельной крови методом прямой визуальной 
оценки реакции фагоцитоза суспензии пекар-
ских дрожжей и методом проточной цитофлуо-
риметрии. Результаты корреляционного анализа 
представлены на рисунке 1. При сопоставлении 
результатов, полученных двумя методами, ста-
тистически значимых взаимосвязей параметров 
(индекса стимуляции и фагоцитарного числа – 
рисунок 1Б, индекса стимуляции и фагоцитарно-
го показателя – рисунок 1А) обнаружено не было.

Определение основных аналитических харак-
теристик, таких как сходимость, воспроизводи-
мость и правильность, предполагает наличие до-
ступных стабильных контрольных материалов, 
а в случае фагоцитоза таким материалом могут 
быть только образцы, содержащие функциональ-
но активные нейтрофильные гранулоциты. Та-
ким образом, оценка воспроизводимости и пра-
вильности не проводилась в связи с отсутствием 
стабильного биоматериала. В таблице 1 представ-
лены основные характеристики методов исследо-
вания фагоцитарной активности, используемых 
в ГУЗ «Консультативно-диагностическая поли-
клиника № 2».

Для оценки экономической составляющей 
внедрения нового теста была рассчитана стои-
мость 1 исследования. Она составила 285 руб. для 
исследования фагоцитарной активности мето-
дом прямой визуальной оценки и 1875 руб. при 
проведении данного исследования методом про-
точной цитофлуориметрии. Кроме того, прямой 
визуальный метод не требует дорогостоящего 
оборудования и высококвалифицированного 
медицинского персонала, быстр и прост. Однако 
данный тест уступает по своим аналитическим 
характеристикам, оценка получаемых результа-
тов субъективна, контроль качества не разрабо-
тан, что существенно ограничивает использова-
ние данной методики на современном этапе. 

Рисунок 1. Взаимосвязь показателей фагоцитоза, полученных методом прямой визуальной оценки реакции 
фагоцитоза суспензии пекарских дрожжей и методом проточной цитофлуориметрии
Примечание. А – взаимосвязь индекса стимуляции и фагоцитарного числа. Б – взаимосвязь индекса стимуляции 
и фагоцитарного показателя.
Figure 1. Relationship between phagocytosis indicators obtained by direct visual assessment of the phagocytosis reaction 
of a suspension of baker’s yeast and the method of flow cytometry
Note. А, the relationship between the stimulation index and the phagocytic number. В, the relationship between the stimulation index and 
the phagocytic index.
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До использования метода в клинической 
практике требуется определить границы рефе-
рентного интервала. При анализе фагоцитарной 
активности нейтрофилов методом проточной 
цитофлуориметрии статистически значимых раз-
личий показателей индекса стимуляции нейтро-
филов у мужчин и женщин обнаружено не было 
(р = 0,734). Кроме того, результаты определения 
индекса стимуляции не коррелировали с возрас-
том пациента (R2 = 0,011, при р = 0,81). Таким об-
разом, согласно полученным данным, было уста-
новлено, что границы референтного интервала 
фагоцитарной активности нейтрофилов перифе-
рической крови, измеренной методом проточной 
цитофлуориметрии, составляли 20,4-74,2 ед., и 
их можно использовать для пациентов различных 
возрастных групп вне зависимости от пола. 

Клиническая апробация метода проводилась 
среди пациентов, страдающих рецидивирующи-
ми бактериальными инфекциями. Анализ фаго-
цитарной активности у 5 пациентов не выходил 
за границы рефернтного интервала. Тем не менее 
у одного пациента С. 25 лет данный показатель 
индекса стимуляции составил 6 ед. Из анамнеза 
пациента следует, что он страдает частыми про-

студными заболеваниями, хроническим риноси-
нуситом. При осмотре было выявлено затруднен-
ное носовое дыхание без отделяемого, на коже 
многочисленные папилломы. Данному пациенту 
было проведено развернутое лабораторное об-
следование, результаты которого представлены 
в таблице 2. При анализе иммунограммы па-
циента С. обнаружено снижение абсолютного 
количества Т-цитотоксических лимфоцитов и 
NK-клеток. Интересным является тот факт, что 
при существенном снижении индекса стимуля-
ции показатели фагоцитоза, измеренные пря-
мым визуальным методом, не выходят за грани-
цы референтного интервала. Вероятно, отличие 
результатов фагоцитарной активности, полу-
ченных двумя методами, связаны различными 
принципами, лежащими в основе данных тестов. 
Согласно литературным данным, прямой визу-
альный метод оценки реакции фагоцитоза су-
спензии пекарских дрожжей используют при вы-
явлении дефектов компонента С5, а определение 
фагоцитарной активности методом проточной 
цитофлуориметрии предполагает оценку окис-
лительного взрыва в гранулоцитах после стиму-
ляции их E. сoli [2, 5]. Различие механизмов, на 

ТАБЛИЦА 1. СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА МЕТОДОВ ИССЛЕДОВАНИЯ ФАГОЦИТАРНОЙ АКТИВНОСТИ, 
ИСПОЛЬЗУЕМЫХ В ГУЗ «КОНСУЛЬТАТИВНО-ДИАГНОСТИЧЕСКАЯ ПОЛИКЛИНИКА № 2»
TABLE 1. COMPARATIVE CHARACTERISTICS OF PHAGOCYTIC ACTIVITY RESEARCH METHODS USED IN 
THE CONSULTATIVE AND DIAGNOSTIC POLYCLINIC No. 2

Наименование параметра
Name of the parameter

Прямой визуальный метод
Direct visual method

Метод проточной 
цитофлуориметрии

Flow cytometry method
Упоминание в литературе 
за период 2014-2024 год 
(согласно данным PubMed)
References in the literature 
for the period 2014-2024 (according 
to PubMed data)

5 717

Сходимость, %
Coefficient of variation inter-assay, % 28,4 7,7

Себестоимость исследования, 
руб.
Cost of the study, RUB

285 1875

Трудозатраты, мин
Labor costs, min 20 45

Оборудование
Equipment

Микроскоп
Microscope

Проточный цитофлуориметр
Flow cytometer

Квалификация медицинского 
персонала
Qualification of medical personnel

Нет требований
No requirements

Требуется 
высококвалифицированный 

медицинский персонал
(врач КЛД, биолог)

Highly qualified medical personnel 
(KLD doctor, biologist)
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ТАБЛИЦА 2. РЕЗУЛЬТАТЫ ЛАБОРАТОРНОГО ОБСЛЕДОВАНИЯ ПАЦИЕНТА С., 1998 г. р.

TABLE 2. RESULTS OF A LABORATORY EXAMINATION OF A PATIENT BORN IN 1998

Показатель
Laboratory test

Результат
Result

Референтный интервал
Reference range

Риноцитограмма
Rhinocytogram

Клетки эпителия 12 в п/з
12 epithelial cells in the field 

of view
–

IgA в крови, г/л
Level IgA in blood, g/L 1,6 0,7-4,0

IgM в крови, г/л
Level IgM in blood, g/L 1,96 0,4-2,3

IgG в крови, г/л
Level IgG in blood, g/L 12,05 7-16

IgE в крови, ME/мл
Level IgE in blood, U/mL 11,9 0-87

Лейкоциты, × 109/л
Leukocytes, × 109/L 6,4 3,8-8,6

Эритроциты, × 1012/л
Red blood cells, × 1012/L 4,8 3,5-5,2

Гемоглобин, г/л
Hemoglobin, g/l 150 110-150

Тромбоциты, × 109/л
Platelets, × 109/L 256 140-360

Нейтрофилы, × 109/л
Neutrophils, × 109/L
%

4,54
71

1,52-6,62
40-77

Лимфоциты, × 109/л
Lymphocytes, × 109/L
%

1,49
23

0,72-3,35
19-39

Моноциты, × 109/л
Monocytes, × 109/L
%

0,29
4,5

0,11-1,03
3-12

Эозинофилы, × 109/л
Eosinophils, × 109/L
%

0,05
0,8

0,03-0,60
1-7

Базофилы, × 109/л
Basophils, × 109/L
%

0,02
0,4

0,00-0,11
0-1

Скорость оседания эритроцитов 
по Вестергрену, мм/ч
Erythrocyte sedimentation rate 
according to Westergren, mm/h

8 0-20

T-лимфоциты (СD3+), кл/мкл
T lymphocytes, cells/µL
%

1208
81

1100-1900
60-85

В-лимфоциты (СD22+), кл/мкл
В lymphocytes, cells/µL
%

89
6

50-600
1-15

NK-клетки, кл/мкл
NK cells, cells/µL
%

104
7

6-29
200-600

T-хелперы, кл/мкл
T helper cells, cells/µL
%

746
50

700-1400
29-59
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которых основаны данные методы, объясняет и 
отсутствие корреляционной взаимосвязи между 
индексом стимуляции и показателями фагоци-
тоза, полученными методом простой визуальной 
оценки, описанными выше.

Заключение
Таким образом, определение фагоцитарной 

активности нейтрофилов методом проточной ци-

тофлуориметрии характеризуется целым рядом 
преимуществ, среди которых хорошие аналити-
ческие характеристики, возможность проведения 
контроля качества для каждого пациента, высо-
кая чувствительность и надежность. В совокуп-
ности это дает право рекомендовать данный ме-
тод для проведения скрининговых исследований 
фагоцитарного звена у пациентов с первичными 
иммунодефицитами.
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Показатель
Laboratory test

Результат
Result

Референтный интервал
Reference range

Т-цитотоксические, кл/мкл
Cytotoxic T cells, cells/µL
% 

418
28

500-1100
19-46

Иммунорегуляторный индекс, ед.
Immunoregulatory index, units
CD4+/CD8+ ratio

1,79 1,0-1,5

ФП, %
Phagocytic index, % 42 40-90

ФЧ, ед.
Phagocytic number, units 2,5 1,0-2,5

ИС, ед.
Stimulation index, units 6 20,4-74,2
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Рисунок 1. Клиренс и роль LPS в регуляции воспаления
Figure 1. Clearance and role of LPS in the regulation of inflammation
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Рисунок 1. Тепловая карта корреляции экспрессии генов в легких больных туберкулезом и кластерный иерархический анализ
Примечание. Использовалась трехцветная шкала, где синий цвет обозначал низкий, белый – средний, красный – высокий относительный 
уровень экспрессии гена. Тепловая карта выполнена на основе преобразованных по рангу относительных экспрессий генов анализа.
Figure 1. Gene expression correlation heat map in lungs of tuberculosis patients and cluster hierarchical analysis
Note. A three-color scale was used, where blue color denoted low; white, medium; red, high relative gene expression level. The heat map was compiled based on 
transformed rank expression analysis of genes.
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