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ИЛЛЮСТРАЦИИ К СТАТЬЕ «ВЛИЯНИЕ ОКИСЛИТЕЛЬНОГО СТРЕССА НА АКТИВНОСТЬ КИНАЗЫ mTOR В CD4+Т-ЛИМФОЦИТАХ 
ПРИ АУТОИММУННОМ ТИРЕОИДИТЕ» (АВТОРЫ: БУРЦЕВА А.В., ТИХОНОВА А.Н., АФАНАСЬЕВА З.А., АБРАМОВА З.И. [с. 847-862])
ILLUSTRATIONS FOR THE ARTICLE "INFLUENCE OF OXIDATIVE STRESS ON THE ACTIVITY OF mTOR KINASE IN CD4+T LYMPHOCYTES 
IN AUTOIMMUNE THYROIDITIS" (AUTHORS: BURTSEVA A.V., TIKHONOVA A.N., AFANASYEVA Z.A., ABRAMOVA Z.I. [pp. 847-862])

Рисунок 1. Оценка количества АФК при возрастающей концентрации Н2О2 в CD4+Т-лимфоцитах
Примечание. А – методом проточной цитофлуориметрии; клетки обработаны красителем 6-Карбокси-H2DCFDA, флуоресцирующим в зеленой 
области спектра. А (а) – образцы здоровых доноров, А (б) – образцы пациентов с АИТ. Зеленым, голубым, серым и красным цветом 
показаны количества добавленной H2O2 – 10 мкМ, 20 мкМ, 30 мкМ, 40 мкМ соответственно. Б – относительное количество АФК у здоровых 
доноров ( ) и пациентов с АИТ ( ). * – p < 0,05.
Figure 1. Evaluation of the amount of ROS with increasing concentration of H2O2 in CD4+T lymphocytes
Note. A, by flow cytofluorometry; cells were treated with 6-Carboxy-H2DCFDA dye, fluorescing in the green region of the spectrum. A (a), samples of healthy 
donors; A (b), samples of patients with AIT. The amounts of added H2O2 are shown in green, blue, gray and red – 10 μM, 20 μM, 30 μM, 40 μM, respectively.  
B, relative amount of ROS in healthy donors ( ) and patients with AIT ( ). *, p < 0.05.

Рисунок 2. Оценка апоптотической активности в CD4+Т-лимфоцитах методом проточной цитометрии
Примечание. Q1 – аннексин V-FITC-, йодид пропидия+; Q2 – аннексин V-FITC+, йодид пропидия +, Q3 – аннексин V-FITC+, йодид пропидия-, Q4 – 
аннексин V-FITC-, йодид пропидия-. CD4+Т-лимфоциты здоровых доноров (А) и пациентов с АИТ (Б) культивировали в отсутствие (0 мкМ) и 
в присутствии Н2О2 (10 мкМ, 20 мкМ, 30 мкМ и 40 мкМ). В – изменения аннексин V-FITC+Т-лимфоцитов у здоровых доноров ( ) и пациентов 
с АИТ ( ). а – «ранний» апоптоз (частицы, положительные только по аннексину V), б – «поздний» апоптоз (частицы, положительные и по 
аннексину V и по йодиду пропидия). ** – p < 0,005, *** – p < 0,0005, **** – p < 0,0001). Репрезентативные данные.
Figure 2. Evaluation of apoptotic activity in CD4+T lymphocytes by flow cytometry
Note. Q1, annexin V-FITC-, propidium iodide+. Q2, annexin V-FITC+, propidium iodide+. Q3, annexin V-FITC+, propidium iodide-. Q4, annexin V-FITC-, propidium iodide-. 
CD4+T lymphocytes from healthy donors (A) and patients with AIT (B) were cultured in the absence (0 μM) and presence of H2O2 (10 μM, 20 μM, 30 μM and 40 μM). 
(B) Changes in annexin V-FITC+T lymphocytes in healthy donors ( ) and patients with AIT ( ). a, “early” apoptosis (particles positive only for annexin V); b, “late” 
apoptosis (particles positive for both annexin V and propidium iodide). **, p < 0.005; ***, p < 0.0005; ****, p < 0.0001). Representative data.
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ОПУХОЛЕГЕНЕЗ КАК АУТОИММУННЫЙ ПРОЦЕСС
Козлов В.А.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия

Резюме. Данные, представленные в статье, обоснованно говорят о том, что реакции иммунной 
системы в ходе развития аутоиммунной патологии и в процессе опухолевого роста, по существу, яв-
ляются аутоиммунными реакциями, направленными на аутоантигены тканей различных органов и 
опухоль-ассоциированные антигены. Последние, помимо самой опухоли, экспрессируются клетка-
ми нормальных органов и тканей. При этом различия характеризуются недостаточной активностью 
клеток-супрессоров в первом варианте и повышенной активностью во втором варианте. Следует учи-
тывать возможность идентичности механизмов реагирования лимфоцитов как при аутоиммунной па-
тологии, так и при онкогенезе. Положение об аутоиммунности опухолевого процесса является прин-
ципиально важным моментом с точки зрения биологии опухолевого роста, а с точки зрения медицины 
оно может стать вектором поиска новых медикаментозных воздействий, направленных на подавление 
супрессорной активности регуляторных клеток без риска индуцировать аутоиммунные заболевания. 
На основании имеющихся литературных данных можно говорить о том, что процесс формирования 
аутоиммунной патологии основан на нарушении механизмов иммунной толерантности к аутоантиге-
нам. При этом данные механизмы касаются как центральной толерантности, так и периферической 
толерантности. В первом случае Т-клетки с высокоаффинным рецептором с активностью против ау-
тоантигенов не подвергаются негативной селекции в тимусе и мигрируют на периферию с готовно-
стью индуцировать аутоиммунные процессы. При этом на периферии Т-регуляторные супрессорные 
клетки не срабатывают в отношении подавления их активности. Налицо нарушение механизмов как 
центральной, так и периферической толерантности. В случае опухолевого роста показано, что по-
давление активности Т-регуляторных клеток заканчивается развитием аутоиммунной патологии на 
фоне торможения роста опухоли. Последние данные мировой литературы позволяют говорить о на-
правленности реакции клеток иммунной системы против опухоль-ассоциированных антигенов, а не 
против опухоль-специфических антигенов. Следует предположить, что эти Т-клетки эффекторы про-
тив опухоль-ассоциированных антигенов оказались на периферии также после миграции из тимуса, 
не пройдя негативной селекции. Однако на периферии их противоопухолевая активность была пода-
влена Т-регуляторными клетками. По-видимому, следует считать, что реакция иммунной системы на 
рост опухоли носит характеристики аутоиммунной реакции на опухоль-ассоциированные антигены с 
индукцией механизмов ее активности с помощью Т-регуляторных клеток иммунной системы.

Ключевые слова: опухолегенез, онкогенез, тимус, аутоантигены, миграция Т-клеток, Т-регуляторные клетки, 
иммунопатология
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Abstract. The data presented in the article reasonably indicate that the immune system responses during the 
development of autoimmune pathology and in the process of tumor growth are, in fact, autoimmune responses 
directed at autoantigens of various tissues and organs, and tumor-associated antigens. The latter, in addition to 
the tumor itself, are also expressed by the cells of normal organs and tissues. At the same time, the differences 
are characterized by insufficient activity of suppressor cells in the first variant, and enhanced activity in the 
second variant. One should take into account a potential identity of the mechanisms of lymphocyte responses, 
both in autoimmune pathology and in oncogenesis. The concept of autoimmunity promoting the tumor 
development is a fundamentally important point, with regard of the tumor growth biology. In view of medicine, 
this approach may provide a vector for searching novel drug effects aimed at inhibiting the suppressor activity 
of regulatory cells, without higher risk of inducing autoimmune disorders. On the basis of available literature 
data, one may suggest that the formation of autoimmune pathology is caused by the impaired mechanisms of 
immune tolerance to autoantigens. Moreover, these mechanisms concern both central tolerance and peripheral 
tolerance. In the first case, T cells bearing high-affinity receptors directed against autoantigens are not subject 
to negative selection in the thymus and migrate to the periphery, being ready to induce autoimmune processes. 
At the same time, peripheral T regulatory suppressor cells do not work with respect to suppression of their 
activity. There is an evident disturbance of the both central and peripheral tolerance mechanisms. In the case 
of tumor growth, it has been shown that suppression of T regulatory cells results in development of autoimmune 
pathology, along with inhibition of tumor growth. The recent data from the literature allow us to suggest a 
targeted reaction of immune cells against tumor-associated antigens, and not against tumor-specific antigens. 
One should assume that these T cell effectors against tumor-associated antigens also have reached the peripheral 
tissues after migration from the thymus, without undergoing negative selection. However, their antitumor 
activity on the periphery could be suppressed by T regulatory cells. Apparently, it should be considered that the 
immune response to tumor growth exhibited features of an autoimmune response to tumor-associated antigens 
with induction of its activities by means of T regulatory immune cells.

Keywords: tumorigenesis, oncogenesis, thymus, autoantigens, T cell migration, T regulatory cells, immunopathology.

Имеются данные, свидетельствующие об уве-
личении риска развития опухоли на фоне ау-
тоиммунной патологии и аутоиммунной реак-
ции при опухолевом росте [11]. Несколько слов 
об основах активности иммунной системы при 
аутоиммунной патологии и опухолевом росте. 
Аутоиммунный процесс характеризуется нали-
чием аутоантител и цитотоксических Т-клеток 
к различным антигенам тканей и органов орга-
низма и ослабленной супрессорной функцией 
Т-регуляторных клеток (Treg) прежде всего. В 
свою очередь не контролируемый рост опухоли 
происходит на фоне ослабленной или отсутству-
ющей специфической противоопухолевой актив-
ности цитотоксических Т-клеток эффекторов и 
гиперактивности супрессорных Treg. Естествен-
но, что эти два иммунокомпрометированных 
процесса характеризуются многими «второсте-
пенными» процессами, сопровождающими их 
формирование. На первый взгляд, эти два про-
цесса противоположны друг другу по активности 

клеток с эффекторной и регуляторной активно-
стями. Но так ли это?

Несколько слов об органе, который являет-
ся местом производства всех, абсолютно всех 
Т-лимфоцитов. Этим органом является тимус. 
Формирование в тимусе Т-клеточного отдела им-
мунной системы происходит в три этапа: мигра-
ция клеток-предшественников из костного мозга 
в тимус [43, 45]; ряд дифференцировочно-про-
лиферативных процессов в тимусе и, наконец, 
миграция клеток из тимуса с расселением на пе-
риферии [37]. Перед миграцией из тимуса клетки 
проходят этап негативной селекции, когда клетки 
с незначительной аффинностью ТКР (клеточный 
рецептор тимоцитов) мигрируют из тимуса, клет-
ки со средней аффинностью дифференцируются 
в иммунорегуляторные клетки Treg, а клетки с 
высокой степенью аффинности ТКР погибают в 
тимусе [13]. Стоит подчеркнуть, что аффинность 
определяет степень родства ТКР к эпитопам раз-
личных аутоантигенов, презентируемых эпители-
альными и дендритными клетками тимуса. Как 
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можно видеть, крайние степени родства ТКР к 
эпитопам определяют и противоположную судь-
бу клеток: гибель и миграцию. Средняя степень 
аффинности довольствуется дифференцировкой 
наивных тимоцитов в Treg [17].

Возможно, к сожалению, тимус является 
одним из первых органов, который, по-видимому, 
подвержен процессу инволюции, постепенному 
снижению с возрастом морфофункциональных 
характеристик. Существует несколько мнений 
по поводу механизмов возрастной инволюции 
тимуса. Одно из них рассматривает в качестве 
причины данного процесса снижение миграции в 
тимус с возрастом из костного мозга клеток ранних 
предшественников Т-клеток. Другое мнение 
основывается на данных о дефектах клеточных 
стромальных ниш в костном мозге и тимусе [23]. 
Разумно предположить, что оба этих механизма 
участвуют в формировании процесса инволюции 
тимуса в равной или не равной степени, но они 
оба, несомненно, будут принимать участие. Здесь 
необходимы дополнительные исследования. 
Думается, что нельзя не принимать во внимание 
роль в процессе инволюции тимуса дендритных 
клеток, одних из основных индукторов как 
гибели тимоцитов, так и участников избегания 
тимоцитами процесса негативной селекции с 
последующей их миграцией на периферию, что 
будет вносит вклад в уменьшение клеточности в 
тимусе в процессе старения [17].

Сам по себе процесс инволюции тимуса с пер-
вого года жизни несет на себе патофизиологиче-
ский груз, заключающийся в том, что постепенно 
с возрастом на периферии уменьшается число 
Т-клеток, принимающих участие в распознава-
нии чужеродных, в том числе и опухолевых анти-
генов. При этом далеко не все Т-клетки, настро-
енные против аутоантигенов, погибают в тимусе 
в результате негативной селекции при участии 
генов AIRE и Fezf2 [28]. А для чего тогда одно-
временно с наивными Т-клетками в тимусе вос-
производятся регуляторные клетки Treg, которые 
при миграции из тимуса на периферии направ-
лены на подавление, прежде всего, активности 
аутоагрессивных Т-клеток? Надо думать, что на 
периферии Treg будут подавлять активность тех 
Т-клеток-эффекторов, активность которых на-
правлена против аутоантигенов и которые не по-
гибли в тимусе в результате негативной селекции. 
Как это происходит в онтогенезе, не совсем ясно. 
Происходит ли негативная селекции тимоцитов и 
образование Treg-клеток к одним и тем же анти-
генным эпитопам, а не погибшие клетки мигри-
руют вместе с Treg к одним и тем же антигенным 
эпитопам? А последние в тимусе не способны 
подавлять активность будущих индукторов ауто-
иммунных реакций? Или эти оба процесса носят 

некий ступенчатый характер с добавлением ко-
личества эпитопных характеристик в обоих про-
цессах в процессе онтогенеза? 

Теперь о мигрантах Т-клетках с незначитель-
ной аффинностью ТКР к эпитопам, которые на 
периферии становятся наивными Т-клетками 
(нТ-клетки) [41]. В принципе, у них три судь-
бы: либо распознать чужеродный антиген и во-
влечься в процесс формирования иммунного 
ответа к нему, либо провзаимодействовать с ау-
тоантигенам и отдифференцироваться в клетку 
памяти [10], либо в условиях воспаления встать 
на путь дифференцировки в клетки-эффекто-
ры [12]. Третий путь имеет место быть у нТ-клеток 
на периферии – это под влиянием действия на 
них TGF-β и IL-6 превратиться в регуляторные 
iTreg [31].

Но и это еще не совсем все. Оказывается, при 
увеличении количества какого-либо аутоантиге-
на эти Т-клетки с низко-аффинным ТКР могут 
инициировать «нормальный» аутоиммунный от-
вет с образованием клеток-эффекторов [40]. Та-
кое впечатление, что Т-клеточные мигранты из 
тимуса выполняют роль «троянского коня» при 
увеличении количества какого-либо собственно-
го антигена. Принято считать, что клетки с высо-
ко аффинным рецептором к эпитопам аутоанти-
генов погибают в тимусе и не мигрируют из него. 
Но так ли это всегда? По крайней мере показано, 
что при определенных ситуациях активность того 
же AIRE-гена снижается и часть Т-клеток с высо-
ко аффинным рецептором к эпитопам аутоанти-
генов мигрируют из тимуса и взаимодействуют на 
периферии с аутоантигенами. Это показано при 
изучении влияния женских половых гормонов и 
лекарственных препаратов типа denosumab [35]. 
Причем во втором случае это касается Т-клеток, 
специфических к эпитопам аутоантигенов и опу-
холь-ассоциированных антигенов (ОАА), так как 
регистрировался противоопухолевый эффект 
указанных в случае denosumab и индукций ау-
тоиммунных реакций в женском организме [2]. 
Уместно напомнить, что ОАА являются пред-
ставителями ауто-антигенов и подобные им экс-
прессируются также и на нормальных клетках 
различных органов. Представляется интересным 
снижение или отсутствие супрессорного эффек-
та в обоих случаях в отношении этих мигриро-
вавших клеток со стороны как tTreg, так и iTreg 
на периферии. По-видимому, это может говорить 
в пользу предположения, что те клетки тимуса с 
высоко аффинным рецептором, которые должны 
были погибнуть в тимусе в результате негативной 
селекции, либо резистентные к действию регуля-
торных клеток либо их супрессорная активность 
этих клеток снижена.
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В литературе описано достаточное количе-
ство данных, свидетельствующих об участии 
Т-клеток в опухолевом росте, как на уровне ци-
тотоксических клеток эффекторов, так и на уров-
не регуляторных клеток с иммуносупрессорной 
активностью [1, 32]. При этом цитотоксическая 
активность CD8+ лимфоцитов подавлена внутри 
опухолевого микроокружения. Можно опереть-
ся на данные о результатах противоопухолево-
го эффекта антител против чек-поинт молекул 
PD-1, PDL-1 и CTLA-4. Показано, что приме-
нение этих антител, обладающих противоопу-
холевой активностью в определенной степени, 
способствует индукции у 60% опухоленосителей 
аутоиммунного процесса в виде формировании 
различного рода аутоиммунных синдромов [22]. 
Подобного рода данные были получены при ле-
чении пациентов с меланомой препаратом адъ-
ювантом интерфероном alfa-2b, когда на фоне 
положительного терапевтического эффекта в от-
ношении самой опухоли появлялись различные 
симптомы аутоиммунной патологии [14]. О чем 
можно думать в этом случае, если иммуносупрес-
сия способствует активации иммунокомпетент-
ных клеток эффекторов, участвующих в индук-
ции аутоиммунных реакций? Не говорит ли это о 
том, что активность этих аутоагрессивных клеток 
эффекторов была направлена против тех аутоан-
тигенов, которые относятся к ОАА (опухоль-ас-
социированные антигены) на опухолевых клет-
ках и одновременно являются составной частью 
антигенного материала клеток других органов 
и тканей? Если бы цитотоксичность Т-клеток в 
опухолевом микроокружении была направлена 
против ОСА (опухоль-специфические антигены, 
или неоантигены, являющиеся продуктами мути-
ровавших генов и отсутствующие на нормальных 
клетках), то использование чек-поинт-антител 
не должно приводить к развитию аутоиммунных 
реакций, так как среди нормальных клеток от-
сутствуют клеточные элементы с антигенными 
характеристиками, подобными ОСА и поэтому 
клетки вне опухоли не подвергались бы цито-
токсическому действию Т-клеток-эффекторов 
после снятия супрессорного действия на Treg. 
По-видимому, можно думать, что подавление 
супрессорной активности регуляторных клеток 
затрагивает не только активность Treg, распола-
гающихся в опухолевом микроокружении, кото-
рая направлена на подавление активности CD8+ 
клеток-эффекторов с цитотоксической активно-
стью против опухолевых антигенов, включая и 
ОСА, и ОАА опухолевых клеток. Возможно, при 
этом подавляется активность тех Treg, которые 
ингибировали активность Т-клеток-эффекторов 
против аутоантигенов, не экспрессированных на 
опухолевых клетках. В литературе нет данных об 

индукции чек-поинт-антителами аутоиммунных 
реакций в интактном, безопухолевом организ-
ме. Интересные данные получены при лечении 
опухолевых пациентов, у которых до опухоле-
вого процесса регистрировалась та или иная ау-
тоиммунная патология [19]. С одной стороны, 
аутоиммунная патология в большей или мень-
шей степени связана с миграцией из Т-клеток с 
высокоаффинным ТКР к аутоантигенам, актив-
ность которых не была подавлена теми же Treg на 
периферии. С другой стороны, в случае опухоли, 
аналогично из тимуса мигрировали Т-клетки с 
высоко аффинным ТКР к ОАА, но активность 
которых была заингибирована Treg. Во-первых, 
интересно, одни и те же или разные эпитопы 
выступают в роли мишеней в обеих патологиях? 
И почему в первом случае регистрируется недо-
статочная супрессорная активность регулятор-
ных клеток, а во втором – повышенная актив-
ность, но только в отношении цитотоксических 
Т-клеток, участвующих в противоопухолевом 
иммунитете? Остается предположить, что клет-
ки самой опухоли продуцируют некие факторы, 
усиливающие супрессорную активность регуля-
торных клеток. О снятии иммуносупрессорного 
эффекта при действии на опухоль чек-поинт-
антител говорят данные о торможении роста 
опухоли и даже полная остановка роста опухоли. 
Следовательно, чек-поинт-антитела вызывают 
подавление супрессорной активности Т-клеток, 
что ведет к ингибиции роста опухоли и в даль-
нейшем к индукции аутоиммунной реакции. Та-
кова предполагаемая цепь событий при действии 
антител против контрольных молекул. 

Очевидно, как в случае спонтанно развиваю-
щихся аутоиммунных заболеваний, так и в случае 
индуцированных аутоиммунных реакций в ходе 
терапии опухолей регистрируется цитотоксиче-
ская активность Т-клеток эффекторов в отно-
шении аутоантигенов на фоне снижения актив-
ности регуляторных Т-клеток супрессоров. Tо 
есть в первом случае мы имеем дело с активным 
аутоиммунным процессом, во втором случае речь 
идет о потенциальном развитии аутоиммунного 
процесса против ОАА, как бы временного пода-
вленного регуляторными механизмами. Но суть 
при этом одна и та же: развитие реакций, направ-
ленных на взаимодействие с аутоантигенами.

В процессе онтогенеза многочисленные воз-
действия на организм (радиация, инфекция, 
цитотоксические и другие лекарственные сред-
ства, инволюция тимуса, старение) индуцируют 
лимфопению (Lymphopenia-Induced Proliferation, 
LIP). Гомеостатические механизмы внутри им-
мунной системы делают все, чтобы исправить 
эту ситуацию. Корригирующие лимфопению 
механизмы подразделяют на два: медленная го-
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меостатическая пролиферация, поддерживаемая 
комплексом ГКГС с низкой аффинностью к ау-
тоантигенам, IL-7 и IL-15 [8, 38]; быстрая спон-
танная пролиферация, индуцированная IL-6 и 
взаимодействием высокой аффинности рецепто-
ров с аутопептидами или с пептидами симбиоз-
ных бактерий, презентированными молекулами 
ГКГС [21, 26, 36]. 

Интересные данные получены при изучении 
механизмов гомеостатической пролиферации, 
причем в самом процессе принимают участие 
до 30% клеток. Показано, что в процессе гоме-
остатической пролиферации регистрируется 
накопление клеток с аутоагрессивностью про-
тив собственных антигенов как наивных, так и 
клеток памяти, при этом первые могут диффе-
ренцироваться во вторые, увеличивая их чис-
ленность [30]. Следовательно, определенная сте-
пень продолжения аутораспознавания является 
физиологическим требованием Т-клеточного 
гомеостаза. Очевидно, узнавание комплекса 
ауто-ГКГС/пептид чрезвычайно важно для про-
цесса гомеостатической пролиферации, который 
сохраняет постоянный уровень пула перифери-
ческих Т-клеток. Уместно здесь напомнить, что 
все Т-клетки в тимусе в процессе негативной 
селекции проходят ритуал знакомства с аутоан-
тигенами, презентированными эпителиальны-
ми и дендритными клетками. Данные литерату-
ры неопровержимо говорят об индуцирующей 
роли лимфопении в индукции развития целого 
ряда аутоиммунных заболеваний. Интересно, 
что довольно часто лимфопения является одним 
из показателей иммунопатогенеза данных за-
болеваний [30]. При этом эти клетки проявляли 
активность и против опухолевых антигенов, ко-
торые следует отнести к разряду ОАА, так как в 
процессе пролиферации Т-клетки могут стал-
киваться с презентацией эпитопов ОАА. Было 
выдвинуто предположение даже о возможности 
использования индукции гомеостатической про-
лиферации для терапии опухолей [6]. Показано, 
что процесс гомеостатической пролиферации 
индуцирует цитотоксический эффект Т-клеток 
также против клеток опухолевых метастазов [6]. 
Несомненно, это может свидетельствовать о том, 
что специфичность ОАА, тождественная, по-
видимому, с аутоантигенами собственных тканей 
организма, не изменяется в метастазах основной 
опухоли.

В принципе, специфические к ОАА Т-клетки 
должны проходить в тимусе процесс негативной 
селекции с последующей индукцией иммунной 
толерантности к ОАА по центральному типу. 
Следует думать, что в случаях индукции ауто-
иммунной реакции и противоопухолевой актив-
ности при гомеостатической пролиферации эти 

Т-клетки со специфическими TКР к ним не под-
верглись процессу негативной селекции и мигри-
ровали на периферию с потенциальной способ-
ностью реагировать на собственные антигены. 
Однако на периферии их цитотоксическая актив-
ность в обоих случаях не подавлялась супрессии 
со стороны тех же Treg, возможно, это связано с 
недостаточной пролиферативной активностью 
этих клеток при гомеостатической пролифера-
ции. Другое дело, представляется не ясным иден-
тичность или не идентичность эпитопов тех ау-
тоантигенов, которые в одном случае участвуют в 
индукции в аутоиммунной реакции, а в другом – 
в процессе формирования противоопухолевого 
иммунитета. 

В принципе, два гена (AIRE и Fezf2), экспрес-
сирующиеся в эндотелиальных клетках в тимусе, 
несут ответственность за процесс негативной се-
лекции в тимусе, который определяет гибель кле-
ток в тимусе с высоко аффинными рецепторами 
со спецификой к эпитопам аутоантигенов. Пред-
полагается, что в сумме эти два гена отвечают за 
гибель Т-клеток в тимусе со специфическими 
TCR приблизительно к 2000 эпитопам аутоанти-
генов. По некоторым данным, Aire ген взаимо-
действует с продуктами 1553 генов, а Fezf2 ген – с 
640 генами [39]. Эти число ниже количества эпи-
топов аутоантигенов в организме если учесть, 
что количество белок-кодирующих генов в ор-
ганизме насчитывается до 19 411. Вероятно, что 
данные о роли этих двух генов будут дополняться 
числом эпитопов аутоантигенов, которые будут 
распознаваться с их участием. Биоинформати-
ческий анализ показывает, что более 60% ткане-
во-специфических антигенов в mTECs регули-
руются Aire и/или Fezf2 генами. Не исключено, 
что существуют и другие гены, подобные AIRE 
и Fezf2, участвующие в процессе негативной се-
лекции. Наконец, нельзя исключить возмож-
ность, что некое число Т-клеток со спецификой 
к определенной части эпитопов-аутоантигенов 
мигрируют из тимуса, не подвергаясь процессу 
негативной селекции. Естественно и то, что при 
нарушении активности генов AIRE и Fezf2, на 
периферию будут мигрировать Т-клетки с высо-
ко аффинными рецепторами против аутоантиге-
нов, индуцируя развитие аутоиммунных реакций. 
По-видимому, для подавления аутоагрессивных 
Т-клеток, которые мигрируют на периферию из 
тимуса, не подвергаясь негативной селекции, и 
формируется популяция клеток Treg, которые 
мигрируют из тимуса. Именно последним уго-
товлена роль ингибиторов активности аутоагрес-
сивных Т-лимфоцитов на периферии для предот-
вращения развития аутоиммунной патологии.

Показано, что активность AIRE-гена контро-
лируется половыми гормонами. Известно, что 
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женщины болеют аутоиммунными заболевания 
в три и более раз чаще мужчин. Оказалось, что 
женские половые гормоны подавляют активность 
данного гена, что является причиной миграции 
из тимуса Т-клеток с активностью против эпито-
пов аутоантигенов, что и является, по-видимому, 
одной из причин развития у них аутоиммунной 
патологии [35]. Что касается мужских половых 
гормонов, то они обладают противоположным 
эффектом, уcиливая экспрессию AIRE-гена и 
активность процесса негативной селекции [2]. 
Возможно, с этим их эффектом связан факт, что 
онкопатология регистрируется чаще у мужчин, 
чем у женщин. Кстати, следует упомянуть, что в 
процессе старения у мужчин снижается уровень 
продукции того же тестостерона [33], что может 
проявляться снижением активности AIRE гена 
с последующим увеличением частоты заболева-
ния аутоиммунной патологии в старом возрасте. 
Инволюция тимуса быстрее протекает у мужчин, 
чем у женщин со всеми вытекающими послед-
ствиями [16, 18], как то: уменьшение числа кле-
ток, мигрирующих из тимуса, количества состав-
ляющих популяцию наивных Т-клеток на фоне 
возрастания численности Treg. И все это реализу-
ется в виде повышенной склонности к развитию 
аутоиммунной и онкопатологии [23]. 

Было обнаружено, что в индукции централь-
ной Т-клеточной толерантности в тимусе при-
нимает участие ген Btn2a2 своим поверхностным 
рецептором bytyrophilin на тимических эпители-
альных клетках. Оказалось, что гипофункция это-
го гена у мышей обуславливает усиление функ-
циональной активности CD4+ и CD8+Т-клеток 
на фоне изменения активности Treg-клеток. При 
этом у этих можно индуцировать заболевание 
«экспериментальный аутоиммунный энцефало-
миэлит». Кроме того, у мышей регистрировалось 
усиление активности клеток противоопухолевого 
иммунитета [29]. Можно думать, что Т-клетки 
с нарушенной экспрессией данного гена АПК 
имели специфическую направленность к одним 
и тем же эпитопам аутоантигенов как в случае 
индукции аутоиммунного процесса, так и в слу-
чае опухолевых клеток, экспрессирующих опре-
деленные ОАА. 

Данные, приведенные выше, свидетельствуют 
об участии в противоопухолевом иммунном от-
вете ОАА, помимо ОСА. С другой стороны, ОАА 
являются теми же антигенами, против которых, 
этих же или других ОАА тех же опухолевых кле-
ток направлено действие иммунокомпетентных 
клеток-эффекторов с индукцией аутоиммунной 
реакции. Показано, что при спонтанном разви-
тии опухоли в организме животных определятся 
цитотоксические лимфоциты со специфической 
активностью против ОАА, активность которых 

может быть усилена при помощи дополнитель-
ной иммунизации этими антигенами, но регрес-
сия опухоли сопровождается индукцией аутоим-
мунного процесса [27]. При этом оказалось, что, 
усиливая аффинность ТКР к ОАА, можно инду-
цировать противоопухолевый иммунный ответ 
к этой же опухоли без видимых признаков ин-
дукции аутоиммунной реакции [34]. Эти данные 
дополнительно свидетельствуют о роли аутоим-
мунной реакции организма в противоопухолевом 
иммунитете с участием ответа к ОАА.

Отдельные данные говорят о том, что в клет-
ках отдельных опухолей ОАА составляет до 94% 
от всего числа антигенов на клеточной поверх-
ности. К сожалению, такие данные отсутству-
ют в отношении большей части опухолей. Нет 
четких данных о числе мутаций в соматических 
клетках, являющихся потенциальной предтечей 
развития опухли. Показано, например, что среди 
взрослых стволовых клеток тонкого кишечника, 
толстого кишечника, печени определяется око-
ло 40 новых мутаций в год [3]. Имеются неопро-
вержимые доказательства роста числа опухолей в 
процессе старения. По данным ВОЗ, к 2050 году 
пропорция больных раком среди пациентов стар-
ше 60 лет увеличится с 12% до 22% и достигнет 
значения 2 миллиарда человек [9]. В то же вре-
мя, также в процессе старения, регистрируется 
увеличение признаков развития аутоиммунной 
патологии [42]. Данные подобного рода ставят 
вопрос о подобии механизмов развития этих двух 
патологий и конкретно о роли ОАА, если при-
нять во внимание участие последних в индук-
ции противоопухолевого иммунитета. Можно 
предполагать, что Т-клетки с TCR достаточно 
высокой аффинностью к эпитопам ОАА рези-
стентные к процессу негативной селекции в ти-
мусе мигрируют из тимуса на периферию, где их 
активность подавляется Treg. В дальнейшем эти 
Treg по механизму инфекционной супрессии по-
давляют иммунный ответ уже к ОСА, индуцируя 
активность Treg, ингибирующих ответ клеток эф-
фекторов, специфических к эпитопам ОСА [15]. 
Следует подчеркнуть, что ОСА не презентируют-
ся эпителиальными и дендритными клетками в 
тимусе и ответ к ним формируется на периферии 
по законам классических иммунных ответов кле-
точного или гуморального типов. Не исключено, 
что здесь подключается еще один механизм су-
прессии, под названием bystander (подави сви-
детеля), когда регуляторные клетки, индуциро-
ванные в ответе к одному антигену, подавляют 
ответ к другому антигену с участием других анти-
ген-презентирующих клеток [24]. Все эти данные 
дают основание говорить о преимущественном, 
первоочередным ответом иммунной системы 
при опухолевом росте на аутоантигены (ОАА), 
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которые являются потенциальными индуктора-
ми развития аутоиммунной патологии. При этом 
аутоантигены при опухолевом росте и аутоим-
мунном процессе могут быть разные, но базис-
ный механизм, по-видимому, один и тот же – ми-
грация на периферию Т-клеток из тимуса с TCR 
высокой аффинности, специфическими для эпи-
топов аутоантигенов. Принципиальные различия 
заключаются в том, что при опухолевом процессе 
возрастает супрессорная активность Treg, а при 
аутоиммунном процессе супрессорная актив-
ность Treg снижается. Удобней предположить 
для онкогенеза, что клетки опухоли, которых нет 
при аутоиммунной процессе, являются индукто-
рами повышения супрессорной активности Treg. 
В пользу этого предположения имеются данные 
в литературе [1]. С точки зрения последователь-
ности развития аутоиммунного и опухолевого 
процессов при старении организма можно пред-
положить следующее. По времени в онтогенезе 
аутоиммунность формируется достаточно рано, 
когда активность CD8+ цитотокических лимфо-
цитов находится на достаточно высоком уровне, 
чтобы участвовать в гибели соматических клеток, 
а недостаточность активности Treg не позволяет 
осуществить супрессию цитотоксических клеток. 
В процессе старения организма активность по-
следних снижается, и супрессивного потенциала 
Treg недостаточно, чтобы нейтрализовать цито-
токсическую активность Т-клеток. При этом и 
опухолевые клетки определенного генеза начи-
нают продуцировать субстанции, способные по-
вышать супрессорную активность регуляторных 
клеток. Вопрос о сочетанности или несочетан-
ности аутоиммунного процесса и онкогенеза в 
возрастном аспекте упирается в проблему одно-
родности или не однородности тех аутоантиге-
нов, которые индуцируют и аутоиммунный и 
опухолевый процессы, или одни аутоантигены 
являются мишенью для развития аутоиммунно-
го процесса, другие – для опухолевого процесса. 
Представляется логичным, что суть здесь одна: в 
обоих случаях мишенью действия цитотоксиче-
ских лимфоцитов являются аутоантигены.

Несколько слов о происхождении опухоле-
вых клеток в организме как таковых. Если учесть 
огромное количество мутировавших клеток в ор-
ганизме, возникающих на протяжении всего он-
тогенеза организма, и тот факт, что из всего этого 
множества реализуется трансформация в опухо-
левую только у одной клетки, то какова роль в 
этом процессе соотношения на поверхности ОАА 
и ОСА во взаимодействии с иммунной системой? 
В литературе сформировалось предположение о 
роли механизмов «иммунного редактирования» 
опухолевого роста [7,  25]. Противо опухолевый 
им мунный процесс подразделяется на три фазы: 

ликвидация (elimination), равновесие (equili-
brium), убегание (escape). С точ ки зрения анти-
генности опухолевой клетки, фаза ликвидация 
должна быть обусловлена сильным иммунным 
ответом и, по-видимому, без существенного 
участия Treg. Возможно, здесь иммунная систе-
ма реагирует, в основном, на ОСА без участия в 
процессе ОАА. Фаза равновесия, очевидно, ха-
рактеризуется вовлечением в процесс ОАА с по-
степенным накоплением в опухолевом микро-
окружении клеток с супрессорной активностью. 
Наконец фаза убегания отражает законченность 
процессами формирования супрессорного состо-
яния в окружении опухоли в результате механиз-
мов, сопровождающих ответ к ОАА клетками, к 
которым была выработана периферическая толе-
рантность с участием Treg. В принципе, вряд ли 
представляется возможным проследить все эти 
три фаза развития на одной опухоли, когда фазу 
ликвидации вообще невозможно отследить ввиду 
гибели опухоли как таковой. Фазы равновесия и 
убегания подразделяются по формальным при-
знакам, ибо не описаны случаи обратного раз-
вития опухоли в случае «победы» эффекторных 
клеток иммунной системы. Тогда фаза равно-
весия – это просто временная стадия развития 
фазы убегания, когда процесс двигается только в 
одну сторону.

Известно, что гибель Т-клеток в тимусе, ин-
дуцированная AIRE-геном в ЭКТ, происходит 
при взаимодействии таких факторов, как RANK 
и RANKL, экспрессированных на тимоцитах и 
ЭКТ, участвующих в процессе негативной се-
лекции. Показано, что блокада взаимодействия 
RANKL на ЭКТ с RANK на тимоцитах с помо-
щью моАт denosumab способствует миграции из 
тимуса Т-клеток с высоко-аффинным рецепто-
ром, специфичным для ауто-антигенов, без вли-
яния на них негативной селекции [4]. При этом 
регистрируется значительный противоопухоле-
вый эффект, который усиливается при совмест-
ном использование этих антител с чек-поинт-
антителами [5,  20,  35]. Полученные результаты 
следует интерпретировать с точки зрения мигра-
ции из тимуса Т-клеток со специфическими ре-
цепторами для ОАА, но не для ОСА, так как по-
следние являются неоантигенами для организма, 
и они не экспрессируются клетками тимуса и не 
подвергаются процессу негативной селекции.

Таким образом, представленные литератур-
ные данные позволяют говорить о том, что он-
копатологию следует относить к аутоиммунной 
патологии, ибо основа онкопатологии, так же 
как и аутоиммунной патологии, составляет ре-
акция Т-клеток со специфичностью их ТКР к 
определенным эпитопам аутоантигенов, рас-
положенным на клетках нормальных органов и 
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тканей при аутоиммунной патологии или на опу-
холевых клетках. По-видимому, при обеих пато-
логиях в патогенезе принимают участие одни и 
те же регуляторные клетки с иммуносупрессор-
ной активностью тимусного происхождения, а 
именно nTreg, которым уготована роль храните-
лей иммунной толерантности к аутоантигенам. 
При наличии общих характеристик иммунопа-
тогенеза (наличие аутоантигена и цитотоксиче-
ских Т-лимфоцитов), различия касаются функ-
циональной активности клеток Treg, активность 
которых подавлена при аутоиммунной патоло-
гии и увеличена при онкопатологии. Именно 
последние различия лежат в основе отличий в 
активности цитотоксических Т-лимфоцитов, с 

проявлением их активности при аутоиммунной 
патологии и подавленной активности при онко-
патологии. Если учесть, что после проведения 
чек-поинт-иммунотерапии опухоли активность 
цитотоксических лимфоцитов возобновляется в 
полную силу, тогда вся тяжесть различий в имму-
нопатогенезе ложится на популяцию клеток Treg, 
когда вся иммунотерапия должна быть направ-
лена на стимуляцию их активности при аутоим-
мунной патологии и подавление активности – в 
онкопатологии. Безусловно, иммунотерапия в 
обоих случаях должна носить комплексный ха-
рактер с учетом различных частных характери-
стик иммунопатогенеза обеих патологий.
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ЦЕРЕБРАЛЬНЫЕ МАРКЕРЫ НЕЙРОВОСПАЛЕНИЯ 
И НЕЙРОДЕГЕНЕРАЦИИ ПРИ ГИПЕРТЕНЗИВНЫХ 
РАССТРОЙСТВАХ ВО ВРЕМЯ БЕРЕМЕННОСТИ
Таскина Е.С., Кибалина И.В., Мудров В.А., Давыдов С.О.
ФГБОУ ВО «Читинская государственная медицинская академия» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Чита, Россия

Резюме. Преэклампсия/эклампсия во время беременности и послеродового периода являются 
основными факторами риска материнской и младенческой заболеваемости и смертности во всем 
мире. При этом более 70% материнских смертельных исходов имеют неврологическую причину, об-
условленную эклампсией, отеком головного мозга, внутричерепным кровоизлиянием и инсультом. 
Генерализованная эндотелиальная дисфункция, обусловленная плацентарными антиангиогенными 
факторами, приводит к повышению проницаемости гематоэнцефалического барьера и нарушению 
ауторегуляции мозгового кровообращения. Результаты проведенных исследований показали, что 
преэклампсия повышает риск цереброваскулярных и сердечно-сосудистых заболеваний, а также ког-
нитивных нарушений вплоть до развития деменции в будущем. Согласно недавно предложенной ней-
ропатофизиологической гипотезе, преэклапсия рассматривается как протеинопатия с нарушением 
аутофагии, что способствует отложению патологических неправильно свернутых белковых агрегатов 
и антител к ним в головном мозге. Доклинические и клинические исследования выявили, что марке-
ры нейровоспаления и нейродегенерации могут отражать поражение головного мозга до появления 
выраженной неврологической симптоматики, но как эти результаты коррелируют с долгосрочными 
неврологическими осложнениями, не совсем ясно. Несмотря на то что в последние годы получено 
значительное понимание патофизиологии преэклампсии в более широком смысле, этиология и ме-
ханизмы развития дисфункции центральной нервной системы при этом заболевании остаются ак-
туальными для изучения. Проведен детальный систематический анализ современной отечественной 
и зарубежной литературы, посвященной изучению маркеров нейровоспаления и нейродегенерации 
при гипертензивных расстройствах во время беременности. В исследовании использовались инфор-
мационные базы: PubMed, Scopus, eLibrary, Cochrane Library, MEDLINE за период с января 2015  г. 
по декабрь 2024 г. В приведенном литературном обзоре представлена информация о патогенетиче-
ской роли при преэклампсии следующих нейроспецифических биомаркеров: моноцитарный хемо-
таксический белок-1 (MCP-1), мозговой нейротрофический фактор (BDNF), фракталкин (CX3CL1), 
нейроспецифическая енолаза (NSE), S100 кальций-связывающий белок B (S100B), визининоподоб-
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ный белок-1 (VILIP-1), тау-белок (тau), фосфорилированный тау-белок по треонину 181 (p-tau181), 
α-синуклеин (α-syn), амилоид β-40/42 (Aβ40/42), глиальный фибриллярный кислый белок (GFAP), 
легкие цепи нейрофиламентов (NfL). Использование церебральных биомаркеров позволит выявлять 
пациенток высокой группы риска по развитию тяжелых церебральных осложнений, оптимизировать 
тактику их ведения и лечения во время беременности, а также разрабатывать эффективные стратегии 
профилактики развития неврологических изменений в будущем.

Ключевые слова: преэклампсия, эклампсия, гипертензивные расстройства во время беременности, церебральные 
биомаркеры, нейровоспаление, нейродегенерация

СEREBRAL MARKERS OF NEUROINFLAMMATION AND 
NEURODEGENERATION IN HYPERTENSIVE DISORDERS 
DURING PREGNANCY
Taskina E.S., Kibalina I.V., Mudrov V.A., Davydov S.O.
Chita State Medical Academy, Chita, Russian Federation

Abstract. Preeclampsia/eclampsia during pregnancy and postpartum are the major risk factors for maternal 
and infant morbidity and mortality worldwide. At the same time, more than 70% of maternal deaths are of 
neurological origin, i.e., eclampsia, cerebral edema, intracranial hemorrhage and stroke. Generalized endothelial 
dysfunction caused by placental antiangiogenic factors leads to increased permeability of the blood-brain barrier 
and impaired autoregulation of cerebral circulation. Previous studies have shown that preeclampsia increases the 
risk of cerebrovascular and cardiovascular diseases, as well as cognitive impairments, up to evolving dementia in 
the future. According to a recently proposed neuropathophysiological hypothesis, preeclampsia is considered 
proteinopathy with impaired autophagy, thus contributing to brain depositions of wrongly folded pathological 
protein aggregates and antibodies to these proteins. Preclinical and clinical studies have shown that markers of 
neuroinflammation and neurodegeneration may reflect brain damage before the onset of severe neurological 
symptoms. However, is not entirely clear if these results correlate with long-term neurological complications. 
Over recent years, a certain understanding of preeclampsia pathophysiology in a broader sense has been gained. 
However, etiology and mechanisms of development of central nervous system dysfunction in this disease remain 
relevant for studies. A detailed systematic analysis of modern literature has been carried out, concerning the 
search for neuroinflammation and neurodegeneration markers in hypertensive pregnancy-associated disorders. 
The presented study used the following information databases: PubMed, Scopus, eLibrary, Cochrane Library, 
MEDLINE for the period from January 2015 to December 2024. This literature review provides information 
on pathogenetic role of the following neural biomarkers in preeclampsia: monocyte chemotactic protein 1 
(MCP-1), brain-derived neurotrophic factor (BDNF), fractalkine (CX3CL1), neurospecific enolase (NSE), 
S100 calcium-binding protein B (S100B), visinin-like protein-1 (VILIP-1), tau protein (tai), phosphorylated 
tau protein for threonine 181 (p-tau181), α-synuclein (α-syn), amyloid β-40/42 (Aß40/42), glial fibrillary acid 
protein (GFAP), light chains of neurofilaments (NfL). Usage of appropriate cerebral biomarkers will enable 
identification of patients at high risk for severe cerebral complications, optimization of their management and 
treatment during pregnancy, and development of effective strategies to prevent the development of neurological 
changes in the future.

Keywords: preeclampsia, eclampsia, hypertensive disorders, pregnancy, cerebral biomarkers, neuroinflammation, neurodegeneration

Введение
Гипертензивные расстройства являются од-

ними из наиболее частых соматических ослож-
нений, встречающихся во время беременности. 
Преэклампсия встречается в 7-8% беременностей 
и осложняется эклампсией в 0,9% случаев [15]. 

Преэклампсия является одним из самых опасных 
осложнений беременности и ежегодно становит-
ся причиной более 70 000 материнских и 500 000 
внутриутробных смертей во всем мире [22]. За-
болевание характеризуется мультисистемными 
проявлениями, вызванными генерализованной 
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эндотелиальной дисфункцией с поражением 
центральной нервной системы [1]. По данным 
магнитно-резонансной томографии, у 70-100% 
пациенток с тяжелой преэклампсией обнаружен 
отек головного мозга с признаками повышения 
внутричерепного давления [15]. 

Недавние крупные регистровые исследова-
ния показали, что женщины с преэклампсией, 
даже без развития эклампсии, подвергаются по-
вышенному риску неврологических расстройств, 
которые могут возникнуть через несколько меся-
цев или лет после беременности [6, 13, 45, 49, 51, 
63]. Исследование Adank M.C. и соавт. (2021) по-
казало, что у женщин, у которых были гипертен-
зивные расстройства во время беременности, че-
рез 15 лет после беременности был повышен риск 
когнитивных расстройств, связанных с ухудше-
нием рабочей памяти и вербального обучения [6]. 
Когортное исследование Basit S. и соавт. (2018), 
включающее 1 178 005 женщин, выявило повы-
шенный риск развития деменции, особенно со-
судистого генеза, у пациенток c преэклампсией 
в анамнезе [12]. При этом младенцы, рожденные 
от матерей, перенесших преэклампсию во вре-
мя беременности, также имеют повышенный 
риск церебрального паралича, инсульта, задерж-
ки развития, умственной отсталости, тревоги, 
депрессивных симптомов, синдрома дефицита 
внимания и гиперактивности [24]. Несмотря на 
достигнутый в последние годы значительный 
прогресс в понимании патофизиологии пре-
эклампсии в более общем контексте, этиологи-
ческие факторы и механизмы, способствующие 
дисфункции центральной нервной системы при 
данном заболевании, продолжают представлять 
собой актуальную область для дальнейшего из-
учения [6, 13, 45, 51, 63].

Церебральные биомаркеры нейровоспаления 
при гипертензивных расстройствах во время бере-
менности

Церебральные биомаркеры плазмы крови 
могут отражать поражение головного мозга до 
появления выраженной неврологической сим-
птоматики [3]. В регуляции функции гематоэн-
цефалического барьера большую роль играют 
низкомолекулярные пептиды (8-10  кДа) – хемо-
кины, участвующие в селективной проницаемо-
сти паренхимы головного мозга для лейкоцитов. 
В зависимости от количества аминокислот между 
первым и вторым остатками цистеина в пептид-
ной последовательности хемокины делятся на 
четыре подсемейства (C, CC, CXC и CXXXC), где 
X – любой остаток аминокислоты [67]. Моно-
цитарный хемотаксический белок-1 (Monocyte 
Chemoattractant Protein 1, MCP-1) или ли-
ганд-2 мотива хемокина CC (C-C motif ligand 2, 

CCL2) принадлежит к семейству CC-хемокинов 
(β-хемокинов). Данный цитокин является мощ-
ным фактором хемотаксиса моноцитов, Т-клеток 
памяти и дендритных клеток в очаг воспаления, 
продуцируется преимущественно моноцитами/
макрофагами, эндотелиальными клетками, глад-
комышечными клетками, фибробластами, астро-
цитами и клетками микроглии при повреждении 
тканей или внедрении инфекции [55]. Исследо-
вание Vafaei H. и соавт. (2023) показало, что CCL2 
секретируется децидуальной тканью, начиная с 
первого триместра беременности путем актива-
ции внеклеточных сигнал-регулируемых киназ 
(Extracellular signal-regulated kinase, ERK)  /  ми-
тоген-активируемой протеинкиназы (Mitogen-
activated protein kinase, MAPK) [60]. Согласно 
недавним исследованиям, экспрессия и секре-
ция CCL2 во время беременности регулируется 
множеством эндогенных факторов, а нарушение 
ауторегуляции и аномальные уровни данного 
цитокина связаны с такими неблагоприятными 
исходами беременности, как: самопроизволь-
ный аборт, преэклампсия и преждевременные 
роды [40, 60].

За прошедшие годы установлено, что MCP- 1 
является важным хемокином, вовлеченным в 
нейровоспалительные процессы при различных 
заболеваниях центральной нервной системы, 
которые характеризуются нейрональной дегене-
рацией. Экспрессия CCL2 в глиальных клетках 
возрастает при гипоксически-ишемических [39], 
нейровоспалительных, нейродегенеративных и 
демиелинизирующих заболеваниях [53], эпилеп-
сии [30], мигрени [51], а также вторичном повреж-
дении головного мозга после черепно-мозговой 
травмы [20]. Предыдущие исследования показа-
ли, что концентрация MCP-1 в спинномозговой 
жидкости и крови значительно выше у пациентов 
с болезнью Альцгеймера и положительно корре-
лирует с уровнями таких маркеров нейродегене-
рации как тау-белок (тau), α-синуклеин (α-syn) и 
β-амилоид (Aβ) [23, 32, 43, 65]. 

Нейротрофины относятся к эндогенным по-
липептидными нейропротективным факторам, 
которые вырабатываются преимущественно 
клетками центральной нервной системы [4, 58]. 
Мозговой нейротрофический фактор (Brain-
Derived Neurotrophic Factor, BDNF) и его тропо-
миозинкиназный рецептор TrkB играют важную 
роль в процессах нейрорегенерации синаптоге-
неза, нейрогенеза и клеточной дифференциров-
ки в нервной системе при различных патологи-
ческих воздействиях, включая ишемию [4,  9]. 
Данный фактор экспрессируется в эндотелии 
сосудов, в тромбоцитах, печени и гладкомышеч-
ных клетках [42]. Обнаружена взаимосвязь между 
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содержанием BDNF и тяжестью гипертензив-
ных расстройств во время беременности, что по-
зволяет использовать данный маркер в качестве 
лабораторного диагностического критерия [5]. 
Изучение BDNF осложняется наличием мно-
жества форм и источников. Обнаружено, что 
BDNF синтезируется как белок-предшественник 
preproBDNF, который в эндоплазматическом ре-
тикулуме расщепляется до proBDNF с молеку-
лярной массой 30-35 кДа. В везикулах при помо-
щи внутриклеточных эндопротеаз либо конвертаз 
в секреторных гранулах proBDNF расщепляется 
с образованием зрелого BDNF (14 кДа) [4]. В здо-
ровой сетчатке BDNF вырабатывается эндоген-
но ганглиозными клетками сетчатки, клетками 
lamina cribrosa и астроцитами головки зрительно-
го нерва или может попадать в сетчатку путем ре-
троградного транспорта из головного мозга через 
зрительный нерв [42]. Ретроградный аксональ-
ный транспорт BDNF существенно тормозится 
при повышении внутриглазного давления [35]. 

Фракталкин (CX3CL1) относится к семей-
ству хемокинов и представляет собой многодо-
менный белок с молекулярной массой 95 кДа, 
который преимущественно экспрессируется в 
мембраносвязанной форме в нейронах, эпите-
лиальных, эндотелиальных и гладкомышечных 
клетках. Молекула CX3CL1 состоит из внекле-
точного N-концевого хемокинового домена, му-
циноподобного стержня, трансмембранного и 
внутриклеточного доменов [48, 59]. В централь-
ной нервной системе фракталкин действует как 
регулятор активации микроглии в ответ на по-
вреждение или воспаление головного мозга [48]. 
Недавнее исследование Walsh S.W. и соавт. (2023) 
показало, что данный хемокин способствует вы-
живанию клеток путем поддержания гомеостаза 
при различных воспалительных процессах, опос-
редованных интерлейкином-17A (IL-17A) [61]. 
После активации нейтрофилов, моноцитов и 
лейкоцитов при преэклампсии в плазме крови 
повышаются уровни CXCL1 и CXCL8, которые 
действуют как факторы, модулирующие иммун-
ную систему [48]. Согласно данным Szewczyk G. 
и соавт. (2023), CX3CL1 может активироваться 
некоторыми провоспалительными цитокинами, 
такими как фактор некроза опухоли-α (TNFα), 
IL-1 и интерферона-γ (IFNγ), а также облада-
ет способностью индуцировать HIF-зависимую 
транскрипцию фактора роста эндотелия сосудов 
(VEGF) [56]. Учитывая немногочисленные ис-
следования, считаем перспективным дальнейшее 
изучение роли фракталкина в патогенезе цере-
бральных осложнений при гипертензивных рас-
стройствах во время беременности.

Нейроспецифическая енолаза (Neuron-Spe ci fic 
Enolase, NSE) является членом семейства енолаз и 

состоит из γγ-гомодимера и αγ-гетеродимера [10]. 
Поскольку NSE присутствует в нейронах, пред-
полагается, что она является специ фическим 
маркером нейрональных клеток в отличие S100 
кальций-связывающий белка B (S100B), кото-
рый экспрессируется в глиальных клетках. Со-
держание NSE и S100B повышено при тяжелой 
преэклампсии и остается высоким даже через 
год после родов. Согласно данным, полученным 
Brzan Simenc G. и соавт. (2021), уровень NSE кор-
релирует с увеличением диаметра оболочки зри-
тельного нерва по данным ультразвуковой диа-
гностики, что указывает на отек головного мозга 
на фоне повышения внутричерепного давле-
ния [17]. В результате исследования Bergman L. и 
соавт. (2018) обнаружено, что повышение уровня 
S100B у женщин с преэклампсией связано с раз-
витием неврологических симптомов в виде нару-
шений зрения. Также выявлено повышение кон-
центрации NfL, tau, S100B и NSE в плазме крови 
уже на 25-й неделе беременности, что указывает 
на раннее поражение центральной нервной си-
стемы за несколько месяцев до начала явных 
клинических проявлений, даже при легком или 
среднетяжелом течении заболевания [14]. Од-
нако NSE также обнаруживается в эритроцитах 
и тромбоцитах, поэтому гемолиз, возникающий 
при тяжелой преэклампсии, может привести к 
ложноположительному увеличению концентра-
ции NSE в крови [57].

Визининоподобный белок-1 (Visinin-like pro-
tein 1, VILIP-1) представляет собой нейрон-спец-
ифичный белок, который участвует в различных 
патологических нарушениях гомеостаза кальция, 
приводящих к гибели нейронов. Данный белок 
экспрессируется в центральной нервной систе-
ме и проникает в спинномозговую жидкость 
после разрушения клеток головного мозга. При 
дисфункции гематоэнцефалического барьера, 
вызванной эпилепсией, возможна экстраваза-
ция мозгоспецифичных белков в перифериче-
скую кровь [58]. Согласно данным исследования 
Tan Z. и соавт. (2020), VILIP-1 является много-
обещающим и надежным биомаркером для оцен-
ки повреждения нейронов после приступов эпи-
лепсии, а также более точным и применимым в 
клинической практике, чем sNSE [57]. В насто-
ящее время остается актуальным изучение роли 
данного белка в патогенезе судорожного синдро-
ма при эклампсии. 

Церебральные биомаркеры нейродегенерации 
при гипертензивных расстройствах во время бере-
менности

Согласно результатам проведенных иссле-
дований, преэклампсия рассматривается как 
протеинопатия с нарушением аутофагии, что 
способствует отложению патологических (не-
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правильно свернутых) белковых агрегатов и 
антител к ним в головном мозге [41, 44]. Иссле-
дование Joly-Amado A. и соавт. (2020) выявило 
сверхэкспрессию MCP-1 в головном мозге при 
различных таупатиях, которые представляют со-
бой группу нейродегенеративных заболеваний, 
характеризующихся отложениями аномального 
tau в головном мозге [34]. Данный белок пред-
ставлен преимущественно в нейронах, реже – в 
других клетках центральной нервной системы, 
включая астроциты и олигодендроциты. Скре-
пляя микротрубочки, tau формирует цитоскелет 
клетки, обеспечивая ее рост и стабильность, а 
также связь между различными органеллами [2]. 
Баланс между фосфорилированием и дефосфо-
рилированием tau является ключевым регуля-
торным процессом в поддержании стабильности 
микротрубочек. При патологических состояниях 
гиперфосфорилирование tau вызывает агрега-
цию и неправильное сворачивание tau с фор-
мированием нейрофибриллярных клубков, что 
может снижать эффективность транспорта в ак-
сонах нервных клеток и приводить к синаптиче-
ской дегенерации, апоптозу или гибели нервных 
клеток [29]. 

Впервые в ходе исследования Cheng S. и со-
авт. (2021) разработана модель клеток трофобла-
ста с дефицитом аутофагии, при исследовании 
которой обнаружено внутриклеточное накопле-
ние изучаемых белковых агрегатов, о чем сви-
детельствовала дальнейшая оценка их уровня 
в сыворотке крови. В результате проведенного 
исследования предложен чувствительный метод 
диагностики и прогнозирования преэкламп-
сии и болезни Альцгеймера, основанный на 
определении агрегатов сывороточного белка, 
их отдельных нейродегенеративных компонен-
тов, включающих транстиретин, амилоид β-42 
(Aβ42), α-syn и тау-белок, фосфорилированный 
по треонину 181 (p-tau181) и соответствующих 
антител к ним в сыворотке крови. [21]. В иссле-
довании Lederer W. и соавт. (2016) обнаружено, 
что концентрация p-tau181 в спинномозговой 
жидкости связана с развитием тяжелой пре-
эклампсии и HELLP-синдрома [37]. Концентра-
ция tau и p-tau181 в сыворотке крови коррели-
рует с уровнем данных белков в спинномозговой 
жидкости [11, 33]. По данным Wang Y. и соавт. 
(2023), у пациенток с преэклампсией отмече-
но повышение концентрации сывороточного 
tau и p-tau181 [63]. В результате исследования 
Bokstrom-Rees E. и соавт. (2023) обнаружена 
связь между нарушением когнитивных функций 
и концентрацией легкой цепи нейрофиламентов 
(Neurofilament light polypeptide, NfL), tau, а также 
биомаркера активации глии глиального фибрил-

лярного кислого белка (glial fibrillary acidic protein, 
GFAP) у беременных с преэклампсией [16]. По 
результатам проведенных исследований, tau рас-
сматривается в качестве простого, доступного 
и масштабируемого биомаркера-кандидата для 
диагностики и прогнозирования церебральных 
осложнений преэклампсии [16, 27, 50]. 

Нейрофиламенты являются основными бел-
ками цитоскелетной структуры нейронов, об-
разующими гетерополимерные структурные 
каркасные сети, целостность которых имеет 
решающее значение для поддержания структу-
ры аксонов. Они классифицируются как про-
межуточные филаменты (intermediate filament, 
IF) наряду с филаментами, построенными из 
кератинов, ядерных ламинов и других членов 
семейства белков IF [28]. Нейрофиламенты со-
стоят из четырех различных субъединиц. Три из 
этих субъединиц – NfL (легкая), NfM (средняя) 
и NfH (тяжелая) – всегда входят в состав и от-
носятся к IF-белкам IV типа. Четвертая субъеди-
ница может быть либо α-интернексином (также 
IV тип), либо периферином (тип III), которые 
определяются в центральной и периферической 
нервной системы соответственно. Выявлено, что 
NfM и NfH, имеющие длинные и сильно заря-
женные С-концевые домены, в основном обна-
руживаются снаружи филаментов, тогда как NfL 
вместе с α-интернексином или периферином 
формируют основу филамента [28, 66]. Именно 
легкие субъединицы (NfL) играют решающую 
роль в процессе полимеризации нейрофиламен-
тов, а также в поддержании структуры аксонов. 
Согласно результатам ряда исследований, NfL 
высвобождается в спинномозговую жидкость 
и кровь в результате аксональных поражений/
травм и считается маркером повреждения ней-
ронов [52, 46, 62].

В исследовании Evers K.S. и соавт. (2018) со-
общалось, что sNFL является сывороточным 
маркером, позволяющим прогнозировать пре-
эклампсию с большей точностью в сравнении 
с такими известными ангиогенными фактора-
ми, как: растворимая fms-подобная тирозин-
киназа-1 (sFlt-1) и плацентарный фактор роста 
(PlGF). Увеличение уровня sNFL отмечалось у 
матерей старше 36 лет, причем наибольший рост 
наблюдался у женщин с преэклампсией по срав-
нению с контрольной группой [25]. В другом ис-
следовании, проведенном Andersson M. и соавт. 
(2021), выявлено повышение концентрации NfL 
в спинномозговой жидкости и плазме у женщин 
с преэклампсией без клинически выявляемых 
неврологических осложнений по сравнению с 
женщинами с нормальным течением беремен-
ности [8]. Исследование Fang X. и соавт. (2021) 



718

Taskina E.S. et al.
Таскина Е.С. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

показало, что повышенный уровень NfL может 
иметь прогностическую ценность для диагности-
ки синдрома задней обратимой энцефалопатии, а 
его уровень связан как с клинической тяжестью, 
так и с исходом беременности [26]. Однако в на-
стоящее время доступна немногочисленная ин-
формация о роли sNFL в развитии эклампсии и 
отека головного мозга.

Амилоид-β (Aβ) относится к группе амило-
идогенных белков, способных накапливаться 
в головном мозге в виде различных белковых 
агрегатов: от небольших олигомерных промежу-
точных продуктов (<  10 нм) до более крупных 
амилоидных фибрилл (>  50 нм) [7, 64]. Данный 
полипептид с 39-43 аминокислотными остатками 
обладает высокой цитотоксичностью, вызывая 
разрушение мембран и дисфункцию нейронов, 
и, в конечном итоге, гибель клеток [54]. Со-
гласно амилоидной гипотезе, аномальное нако-
пление Aβ в головном мозге является основным 
фактором, способствующим развитию болезни 
Альцгеймера [38, 47]. Считается, что среди всех 
видов изоформ Aβ наиболее важными являются 
Aβ40 и Aβ42 [31]. Более того, процесс накопление 
Aβ с образованием амилоидных бляшек синерги-
чен с патологической агрегацией tau с форми-
рованием нейрофибриллярных клубков [19, 36]. 
В проведенном исследовании Schindler S.E. и со-
авт. (2019) выявлено, что по уровню плазменных 
Aβ42/Aβ40 можно проводить ранний скрининг 
на амилоидоз головного мозга у людей без нару-

шения когнитивных функций [54]. Исследование 
Buhimschi I.A. и соавт. (2014) подтвердило нали-
чие неправильно свернутых белков в моче жен-
щин с преэклампсией по сравнению с контроль-
ной группой того же гестационного срока. Для 
верификации амилоидных белков с β-листовой 
конформацией использовался краситель Конго 
красный [18]. Протеинурия и конгофилия мочи 
являются специфичными для преэклампсии по 
сравнению с другими гипертензивными наруше-
ниями беременности, а интенсивность окраски 
мочи красителем Конго красного коррелирует с 
тяжестью заболевания [18, 41]. 

Заключение
Таким образом, следует сделать вывод, что ней-

ро патофизиология гипертензивных расстройств во 
время беременности требует дальней шего деталь-
ного исследования. Изучение пато генетической 
роли различных маркеров нейро воспаления и 
нейродегенерации важно для разработки мето-
дов прогнозирования и ранней лабораторной 
диагностики цереброваскулярных и когнитив-
ных нарушений у женщин не только во время 
беременности, но и в отдаленном периоде после 
родов. Более того, исследование особенностей 
механизмов развития церебральных нарушений 
на фоне гипертензивных расстройств определяет 
пути совершенствования терапии изучаемой па-
тологии у женщин. 
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CAR-T-КЛЕТКИ И МЕТАБОЛИЧЕСКОЕ 
ПРОГРАММИРОВАНИЕ: ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ
Шекуфе Хатами1, Фатемех Каземи2, Париса Дорудгар3, Сахар 
Шомейль Шуштари4, Мохамад Реза Аташар1 

1 Университет медицинских наук Фаза, Фаза, Иран  
2 Центр изучения метаболических заболеваний, Институт профилактики некоммуникабельных болезней, 
Университет медицинских наук Казвин, Казвин, Иран  
3 Стоматологическая школа, Тегеранский уинверситет медицинских наук, Тегеран, Иран  
4 Школа реабилтитации, Университет медицинских наук Ахваз-Ундишапур, Ахваз, Иран

Резюме. Терапия с применением Т-лимфоцитов с химерным антигенным рецептором (CAR-Т-
клетки) стала перспективным методом лечения онкогематологических заболеваний. Хотя она яв-
ляется успешной при системных злокачественных заболеваниях, остаются нерешенными крупные 
проблемы, которые надо решать для ее более широкого использования. Чтобы преодолеть эти пре-
пятствия, следует учитывать метаболические изменения, возникающие при изготовлении CAR-T-
клеток, что влияет на их терапевтическую эффективность и специфичность. Поэтому продукция 
CAR-T-клеток с манипуляцией их метаболических путей могла бы существенно повысить их проти-
воопухолевый иммунный ответ. В настоящем обзоре мы обобщаем последние достижения и новые 
стратегии, разработанные для улучшения метаболического соответствия и противоопухолевой актив-
ности CAR-T-клеточных продуктов. 

Ключевые слова: рак, CAR-T-клетки, метаболизм T-лимфоцитов, метаболическое репрограммирование
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Abstract. Chimeric antigen receptor (CAR) T cell therapy shown a promising treatment for haematological 
malignancies. Although it has successful achievement in hematological malignancies, there are major challenges 
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that remain to be resolved to the broad application. To overcome these obstacles, changes in metabolism during 
the preparation of CAR T cells increase their therapeutic specificity and potency. Therefore, generation of 
CAR T cells with manipulated metabolic pathways could beneficially enhance antitumor immunity. Here 
in this review we summarize the latest advances and new strategies that have been developed to improve the 
metabolic fitness and antitumor activity of CAR T cells products. 

Keywords: cancer, Chimeric Antigen Receptor T cells, T cell metabolism, metabolic reprogramming

Introduction
Immunotherapeutic interventions represent 

a groundbreaking approach in cancer treatment, 
significantly enhancing the immune system’s inherent 
capabilities to combat the disease [1]. Immunotherapy 
through adoptive cell therapy can now lead to 
promising remissions. Among these, chimeric antigen 
receptor (CAR) T cell therapy, a form of adoptive cell 
therapy (ACT), has emerged as a particularly effective 
strategy [2, 4]. The CAR construct is a sophisticated 
protein design, comprising a fusion of two distinct 
elements: an extracellular antibody fragment, known 
as single-chain variable fragment (scFv), which is 
specific to tumor antigens, and the signaling domains 
derived from T cells [1, 3, 4, 6]. Chimeric antigen 
receptor (CAR) T cells are genetically modified to 
express CAR, enabling them to identify and bind to 
specific antigens via the single-chain variable fragment 
(scFv) domain. This interaction triggers T cell 
activation, bypassing the conventional requirement 
for major histocompatibility complex (MHC) 
molecules [9]. Despite the ability of cancerous cells 
to evade immune surveillance by downregulating 
HLA or antigen-presenting molecules, CAR T cell 
therapy offers a unique advantage. This approach 
enables the engineered T cells to identify and bind 
to target cell surface molecules, independent of the 
MHC complex [7, 10, 11]. The unique characteristics 
of CAR T cells, including their ability to recognize 
various surface antigens, have established their 
significance in cancer immunotherapy, leading to 
their approval as a viable treatment option [17]. 

Despite the notable success of adoptive CAR T cell 
therapy in managing hematological malignancies, its 
effectiveness in treating solid tumors remains a subject 
of debate within the medical community [13]. Solid 
tumors present unique challenges for CAR T cell 
therapy, primarily due to antigen heterogeneity, which 
hinders the precise targeting of tumor cells. This is in 
contrast to hematological tumors, where CAR T cells 
can effectively identify and eliminate cancerous cells. 
The physical barrier of the vascular endothelium 
further complicates treatment, preventing CAR T cells 
from infiltrating solid tumor tissue. Additionally, the 
presence of various immunosuppressive cell types 
within the tumor microenvironment, such as myeloid-
derived suppressor cells (MDSCs), M2 tumor-
associated macrophages (TAMs), and regulatory 
T cells (Tregs), contributes to the complexity. These 

cells promote angiogenesis, metastasis, and tumor 
growth, creating an inhibitory milieu that limits the 
efficacy of CAR T cell therapy in solid tumors [8, 
14, 16, 91]. Nonetheless there are efforts to improve 
the function of these cells [12]. One ongoing activity 
focuses on metabolic reprogramming of CAR T cells 
in various ways [15]. The modulation of metabolic 
pathways, including oxidative phosphorylation 
and glycolysis, has the potential to influence the 
behavior and persistence of CAR T cells within 
tumor microenvironments [30]. The engineering of 
CAR T cells with specialized attributes, including 
those resembling early-memory cells, holds potential 
for boosting the immune system’s response against 
tumors [12, 20]. 

CAR T manufacturing method are including 
several steps: (1) taking peripheral blood mononuclear 
cells (PBMCs) of patient; (2) T cells enrichment; (3) 
T cell activation and expansion; (4) CAR transduction 
into T cells; (5) CAR T cells expansion; (6) infusion 
into patient (Figure 1). Autologous CAR T cell 
therapy, derived from a patient’s own T lymphocytes, 
is the current standard. However, an innovative 
approach, known as universal CAR T (UCAR T) 
cell therapy, utilizes allogeneic CAR T cells sourced 
from healthy donors. While both therapies share a 
common cytotoxic mechanism and metabolic profile, 
they differ significantly in terms of safety, production 
methods, and associated costs [21]. In this review, 
we briefly discuss studies on the manipulation of 
metabolic pathways in some mentioned steps for 
improving CAR T cell therapy.

The role of the tumour microenvironment (TME) 
on immune cell function

One of the suppression mechanisms in TME is 
metabolic suppression. The microenvironment agents 
and tumour cells can alter immune cell function 
by altering their metabolic state and displaying 
reprogrammed metabolism for modulation of 
antitumor immunity [26, 27].

The characteristics of tumour cells exhibit variation 
based on their specific location. Within the tumour 
mass, reduced vascularization significantly lowers 
oxygen availability, thereby compelling cells to adopt 
alternative mechanisms for proliferation and survival, 
deviating from the typical oxidative process [24]. 
Within a low-oxygen environment, the diminished 
synthesis of ATP triggers an enhanced absorption 
of glucose, which remains unconverted into acetyl-
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CoA. This surplus of glucose initiates a metabolic 
alteration, yielding pyruvate and subsequently 
lactic acid. Consequently, the shift from oxidative 
metabolism to lactic acid production induces an 
acidic transformation within the tumor [25]. Both 
of these events, hypoxia and acidification, are 
linked and enhance molecular changes capable of 
increasing acidosis endurance, promoting tumour 
growth, evolution, and metastasis, and increasing 
pharmacological treatment resistance [18, 22].

As well as using similar metabolism pathways and 
nutrients by immune and tumour cells, they create 
a competition that leads to cancer cell survival [19, 
21, 27] effector T cell functionality occurs, leading 
to the disruption of memory T cell sub-populations. 
This decline results in the differentiation of these 
effector cells into a state characterized by reduced 
activity, termed T cell exhaustion [28, 29]. T cell 
exhaustion represents a condition where T cells 
exhibit diminished functionality, including reduced 
proliferation, cytokine production, and cytotoxicity. 
This impairment is associated with increased 
expression of inhibitory molecules LAG-3, PD-1, 

TIM-3, and CTLA-4, which collectively hinder T cell 
activity. Exhausted T cells also display altered energy 
metabolism, with decreased ATP production, reduced 
mitochondrial mass, and a preference for glycolysis 
over oxidative phosphorylation [31, 32, 33, 35, 36, 
38]. Therefore, some signals that originate from 
the tumour microenvironment, such as acidic pH, 
hypoxia, nutrient deficiency, and inhibitory factors, 
can change the metabolic state of immune cells, 
thereby making changes in immune cell response and 
function. 

Interleukin-7 (IL-7) and IL-23 have been employed 
as a strategic approach to enhance the longevity and 
anti-tumour capabilities of CAR T cells. Research has 
demonstrated that IL-7, in particular, plays a crucial 
role in preserving the less differentiated state of CAR 
T cells, thereby mitigating exhaustion [34, 37]. 

Studies shown that longer and more elevated 
antitumor activity of naive and memory T cells than 
effector T cells [41]. Although memory T cells are 
dependent to fatty acid oxidation (FAO) and have a 
slightly higher degree of oxidative phosphorylation 
(OXPHOS) pathways effector cells require aerobic 

Figure 1. Schematic diagram of manipulation of metabolic pathway of CAR T cells
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glycolysis and OXPHOS for energy production [39, 
40]. Suitable manipulation of metabolism pathway 
can maintain CAR T cells in undifferentiated stage 
and improve theirs antitumor activity [48]. 

Elevated glycolytic metabolism in T cells enhances 
cellular proliferation and cytokine production, notably 
interferon γ (IFNγ). Despite their heightened invasive 
capabilities, these cells exhibit a brief lifespan and fail 
to differentiate into memory T cells due to OXPHOS 
metabolism. Conversely, OXPHOS facilitates memory 
T cell differentiation but may constrain proliferation, 
migration, and cytotoxic functionality [23, 43]. 

The optimal CAR T cell exhibits exceptional 
qualities, including heightened invasive capabilities, 
potent cytotoxicity, and prolonged viability. Within the 
realm of immunotherapy, our discovery of metabolic 
reprogramming has significantly contributed to the 
enhancement of immune cell functionality [43]. 

Strategies to enhance CAR T cell efficacy via 
metabolic pathways

The role of glycolysis
Inhibiting glycolysis during T cell expansion and 

purification
Metabolic pathway modifications have been shown 

to influence the proliferation and differentiation 
processes of T cells in laboratory settings [48]. The 
manufacturing of CAR T cells in vitro encompasses 
a critical stage wherein purified T cells experience 
a three-day growth period, leading to a significant 
elevation in cell numbers. This augmentation is vital 
prior to their administration into patients. Cytokines, 
including Interleukin 2 (IL-2), IL-7, IL-15, and 
IL- 21, are introduced into the isolated T cell culture 
medium, stimulating cell proliferation and enhancing 
glycolysis [45]. 

In a clinical trial study for treating patients with 
B cell lymphomas, PBMCs obtained by leukapheresis 
will be cultured in the presence of aldesleukin 
(recombinant IL-2) and anti-CD3 (muromonab-CD3 
(OKT3)) for stimulation of T cell proliferation [49].

The binding of Interleukin-2 (IL-2) to its specific 
receptor, IL-2R, triggers a complex signaling 
network, ultimately upregulating glycolysis through 
the Pi3K/Akt-mediated activation of mTOR. This 
mechanism is pivotal for the metabolic control within 
T cells. Likewise, IL-7 significantly contributes to 
the maintenance of glycolytic processes by regulating 
the expression of key enzymes such as hexokinase 2 
(HK2) and Glucose transporter 1 (Glut1), which are 
fundamental for cellular energy generation. IL-15 and 
IL-21 exhibit a shared function in T cells, particularly 
CD8+ memory T cells, where they stimulate oxidative 
phosphorylation (OXPHOS), mitochondrial 
development, and fatty acid oxidation (FAO) by 
amplifying mTOR signaling [47]. 

The intricate relationship between metabolic 
processes and the proliferation of effector cells poses 

a critical consideration in designing CAR T cell 
therapies. The introduction of 2-Deoxy-D-glucose 
(2DG), a glucose derivative, has the potential to 
disrupt glycolytic and oxidative phosphorylation 
pathways by targeting the initial stages of glucose 
metabolism [46], and the addition of 2DG during 
expansion by inhibition of glycolysis promotes the 
formation of memory T cells [28]. As well as indirectly, 
can inhibit glycolysis. One of the signaling pathways 
is PI3K/AKT, which with continuous activation has 
an important role in T cell activation. Inhibitors of 
PI3K [44] and AKT [42] by inhibition of glycolysis 
lead to an increase of naive T cells, central memory 
T cells and CD8+T cell cytotoxicity. Some memory 
cell transcription factors that are inhibited by the 
mentioned inhibitors include T cell receptor (TCR) 
/lymphoid enhancer factor (LEF)/-catenin, signal 
transducer and activator of transcription 3 (STAT3), 
B cell lymphoma 6, forehead box transcription factors 
(FOXO) and transcriptional regulators [48, 57]. 
AKT inhibitors also promote Th2 differentiation and 
memory T cells [53].

Mitochondria, as vital cellular organelles, signi-
ficantly influence various cellular processes, including 
migration, metabolic activities, proli feration, and 
programmed cell death. Research has established 
a direct correlation between T cell differentiation 
and mitochondrial characteristics, encompassing 
mitochondrial dynamics, such as fusion and fission, 
and mitophagy, the cellular process of eliminating 
damaged mitochondria [51, 55, 58]. The specialized 
effector T cells exhibit heightened mitotic activity 
and predominantly utilize aerobic glycolysis for 
energy production. Conversely, naive memory T 
cells maintain their metabolic equilibrium through 
oxidative phosphorylation, resulting in a higher 
rate of cellular fusion [50]. T cells must be in a low 
differentiated state prior to CAR T cell generation. 
Furthermore, promoting mitochondrial fusion or 
inhibiting mitochondrial fission could prevent T cell 
differentiation and increase the OXPHOS metabolism. 
In addition, mitophagy increases the mitochondrial 
integrity that prevents the differentiation of memory 
T cells [54, 56]. There are some mediators which 
could be used to inhibit glycolysis. For example, 
pretreatment of cells with ser/threonine Pim kinase 
inhibits glycolysis and promotes the efficacy of tumour 
cell clearance [52].

Increase of gluconeogenesis to improve efficacy of 
CAR T cell

The hypothesis posits that cells enduring 
prolonged acidosis could potentially harness lactate 
for gluconeogenesis and subsequently engage it 
in oxidative phosphorylation (OXPHOS). This 
process is facilitated by the heightened activity of 
phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 (PCK1), which 
converts oxaloacetate (OAA) to phosphoenolpyruvate 
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(PEP), thereby augmenting gluconeogenesis and 
alleviating glucose deprivation stress within the 
tumour microenvironment (TME). Recent studies 
suggest a potential mechanism for T cell adaptation 
in the tumour microenvironment (TME). It has been 
observed that T cells may utilize lactate, a byproduct 
of tumour cell metabolism, by upregulating the 
enzyme lactate dehydrogenase B chain (LDHB). This 
adaptation could enhance the metabolic capabilities 
of CAR T cells, thereby improving their effectiveness 
in the TME [62].

Selecting the CAR structure that inhibits glycolysis
The downstream signaling pathways of 

costimulatory molecules have a role in metabolic 
pathways. By selection of suitable costimulatory 
molecules for the CAR T cell design could improve 
their efficacy of these cells [60, 61]. Some costimulatory 
domains such as ICOS [64], CD28 [59], OX40 [63, 
65] stimulate glycolysis by upregulating GLUT1, 
PDK1 and MTOR pathways. However, another 
costimulatory domain such as; CD137 (4-1BB) 
through the AMP kinase signaling pathway are favors 
FAO, OXPHOS and mitochondrial biogenesis that 
lead to increasing the number of memory T cells [71].

The CAR framework incorporates a PI3K 
inhibitory domain, and the application of an 
additional glycolytic inhibitor, specifically a PI3K 
inhibitor, demonstrated efficacy in halting CAR T cell 
maturation during a Phase I clinical study [68]. The 
observed phenomenon suggests a potential elevation 
in memory-like T cell populations, specifically 
those expressing LEF1+, CD27+, and CCR7+. The 
PI3K/AKT/mTOR pathway’s influence on cellular 
differentiation via glucose metabolism requires further 
exploration, as the specific mechanisms underlying 
this interaction are not yet fully understood [68, 70]. 
Recent studies have demonstrated the enhanced anti-
tumour capabilities of CAR T cells incorporating 
CD28 and 4-1BB costimulatory molecules. These 
cells, designed to target two distinct tumour-
associated antigens with a shared CD3ζ-chain, exhibit 
rapid effector T cell responses and prolonged survival. 
This longevity is attributed to their metabolic profile, 
which induces glycolysis while maintaining oxidative 
functions, crucial for the sustained performance of 
CAR T cells [69]. 

CAR T cell maintenance in an undifferentiated stage 
in vitro

Through metabolic engineering of CAR T cells, 
mimicking the processes of T cells, these cells can be 
sustained in a less specialized form. This can be achieved 
by either suppressing glycolysis with 2DG inhibitors or 
by blocking the PI3K/AKT/mTOR signaling pathway, 
resulting in an expanded population of memory CAR 
T cells and enhanced anti-cancer capabilities [42, 66, 
71]. Moreover, mitochondria may have an essential 
role in CAR T cell persistence or differentiation [67]. 

It seems that adjusting mitochondrial membrane 
potential or fusion/fission shifts the metabolism into 
OXPHOS and inhibits glycolysis indirectly. Despite 
advancements in research, the specific function of 
mitochondrial biogenesis in modulating metabolic 
flexibility remains unaddressed in current literature.

The role of CAR T and tumour cell metabolism in vivo
In vitro studies have shown that inhibiting glycolysis 

can prolong the survival of CAR T cells. Nevertheless, 
in vivo conditions present a different scenario due 
to the metabolic competition between CAR T cells 
and tumour cells. Consequently, augmenting both 
glycolytic and OXPHOS metabolic pathways in CAR 
T cells has been found to enhance their antitumor 
efficacy [77]. Some molecules in TME theoretically 
affect the function of CAR T cells. For example, 
although inhibition of the PI3K/AKT pathway in vitro 
prevents the differentiation of CAR T cells [70], 
activating overexpression of AKT or GLUT1 increases 
the antitumor activity of effector CAR T cells 
in vivo [73, 74]. The tumor microenvironment (TME) 
exhibits a complex interplay of cytokines, among which 
transforming growth factor beta (TGF-β) stands out 
for its inhibitory effects. This cytokine significantly 
influences glycolytic and OXPHOS processes. Recent 
studies employing CRISPR technology have revealed 
that blocking TGF-β can enhance glycolysis and 
OXPHOS in TME-specific CAR T cells. Furthermore, 
the metabolic competition within the TME is evident 
as tumor cells’ glucose consumption impedes T cell 
glycolysis, leading to elevated phosphoenolpyruvate 
(PEP) levels. This increase in PEP is noteworthy due 
to its involvement in NFAT1 activation within T cells, 
a crucial component of the antitumor immune 
response. Nonetheless, further research is warranted 
to substantiate these findings and elucidate the precise 
mechanisms involved [76]. There is also a competition 
between immune cells and tumour cells in TME due 
to the same nutrient source (glucose) [79]. Glucose is 
used for glycolysis of tumour cells as well as effector 
activity of T cells [78]. PD-L1 is a crucial factor 
in tumour microenvironment regulation, as it is 
expressed on tumour cells and promotes glycolysis 
through the activation of the AKT/mTOR pathway. 
This process intensifies the metabolic competition 
between immune and tumour cells. Recent research 
has shown that inhibiting the PD-L1/PD1 pathway 
using monoclonal antibodies or engineered CARs can 
significantly enhance the effectiveness of CAR T cell 
therapy [72, 75, 80]. In addition to their direct impact 
on tumour cell glycolysis, certain glycolysis inhibitors 
also influence the metabolic processes of immune cells, 
presenting a dual effect. Moreover, proper approaches 
such as using GLUT1 inhibitors or a ketogenic diet 
could be used to improve CAR T cell efficacy [46]. 
The application of innovative techniques, such as 
CRISPR/Cas9, holds the potential to significantly 
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improve T cell receptor (TCR) signalling and bolster 
the effectiveness of CAR T cell therapy by targeting 
diacyl glycerol kinase [81].

The role of CAR T cell culture medium
The harsh conditions within the tumor micro-

environment (TME), characterized by nutrient scar-
city and oxygen deprivation, present a significant 
challenge to the effectiveness of CAR T cell therapy. 
To address this, a dual-strategy optimization process 
is required. This involves, primarily, improving the 
metabolic adaptability of CAR T cells by focusing 
on glycolysis modulation. Secondly, the precise 
modification of the culture medium’s composition, 
including nutrient and cytokine content, is crucial to 
creating a conducive environment for the successful 
cultivation of CAR T cells [82]. For example, adding 
arginine into the medium shifts metabolism into 
OXPHOS and inhibits glycolysis. Furthermore, 
adding carnosine to TME neutralizes the acidic 
condition caused by aerobic glycolysis. On the other 
hand, IL- 21 also increases the number of memory 
CAR T cells by shifting the metabolism of CAR T cells 
into FAO and OXPHOS pathways [88]. Moreover, 
IL-7 and IL-15 also cause metabolic adaptability 
and increase the number of memory CAR T cells 
by inhibiting glycolysis [84, 85]. However, although 
IL-2 is needed for the rapid proliferation of T cells, it 
promotes glycolysis and leads to T cell differentiation. 
Therefore, more studies are needed for IL-2 
replacement [87].

The effects of mitochondrial biogenesis on CAR T 
cells

The effector T cells require mitochondrial fission 
that is controlled by dynamin-related protein1 
(Drp1) phosphorylation and glycolysis [53]. However, 
the proliferation of memory T cells is dependent 
on mitochondrial fusion and elevated OXPHOS 
activity, which is facilitated by the dephosphorylation 
of Drp1 [58]. Thus, memory T cells have more 
mitochondrial mass than effector T cells [50]. 
Moreover, enhancing memory or effector T cell 
numbers by targeting mitochondrial metabolism might 
represent a strategy to boost CAR T cell therapy [86]. 
PGC1-α (Peroxisome proliferator-activated receptor 
gamma coactivator 1-alpha), a pivotal transcription 
coactivator, exerts significant control over cellular 
metabolic processes, particularly mitochondrial 
bio genesis. Upregulation of PGC1-α in T cells 
has been linked to enhanced cytokine secretion, 
mito chondrial functionality, and optimization of 
OXPHOS and FAO pathways, which are essential for 
memory T cell metabolism. This modulation may 
further enhance the functionality of T cells within 
tumor microenvironments, particularly in cases 
where OXPHOS is compromised [89]. PGC-1α 
activators and immune checkpoint inhibitors exhibit 
a synergistic relationship, enhancing mitochondrial 

metabolism and bolstering the anti-tumor capabilities 
of T cells through improved metabolic function [88, 
89]. Advanced immunotherapy techniques have 
demonstrated the potential of CAR T cells when 
modified to enhance PGC-1 expression. This 
modification leads to the upregulation of critical 
genes such as ERR, TFAM, and NRF2, which are 
instrumental in metabolic reprogramming [95]. 
Activation of the 4-1BB costimulatory domain in 
CARs through a p38-MAPK-dependent pathway 
leads to PGC1-dependent mitochondrial fusion and 
biogenesis. Thus, it enhanced undifferentiated CAR 
T cells in vitro [93].

Oxidative phosphorylation and its role in improving 
the function of CAR T cells

Elevated oxidative metabolism is accompanied 
by an improvement in memory T cell population 
survival [94]. The engagement of 4-1BB significantly 
boosts T cell metabolism through mitochondrial 
fusion, a process mediated by peroxisome proliferator-
activated receptor gamma coactivator 1-alpha (PGC1) 
and biogenesis. This enhancement is facilitated by the 
activation of the p38-microtubule-associated protein 
kinase (MAPK) signaling pathway [93, 99]. The 
4-1BB co-stimulatory molecule enhances oxidative 
phosphorylation (OXPHOS) and subsequently 
augments the generation of memory T cells, which 
exhibit heightened survival capabilities within the 
organism [85, 97]. Also, The integration of the OX40 
costimulatory domain within CAR T cells has been 
shown to enhance glycolysis, leading to the generation 
of memory cells. This process is mediated by the TNF 
receptor-associated factor 2 (TRAF2), which plays a 
crucial role in this metabolic reprogramming [65].

In recent studies, it was demonstrated that co-
stimulation of OX40 and 4-1BB domains in CAR T 
cells also improved glucose uptake, glycolysis, and 
OXPHOS [100]. Also, the transcription factor BATF, 
in conjunction with NFAT and IRF4, plays a pivotal 
role in CD8+T cell dysfunction. This collaborative 
mechanism inhibits metabolic processes and induces 
exhaustion, resulting in a diminished capacity 
for cytokine production, notably TNF, IL-2, and 
IFNγ [102]. JQ1, a bromodomain and extra-terminal 
motif (BET) protein inhibitor, has been observed to 
downregulate BATF expression, leading to enhanced 
glycolytic and OXPHOS activity. This metabolic 
shift promotes the maintenance of CD8+T cells 
with a central memory phenotype and stem cell-like 
characteristics. Furthermore, combining JQ1 with 
CAR T cell therapy significantly augments their anti-
tumor capabilities and persistence in vivo [96]. Another 
strategy to decrease BATF effect on T cell exhaustion 
is overexpression of the C-Jun transcription factor in 
CAR T cells. Interestingly, C-Jun seems to compete 
with BATF/IRF and switch off BATF transcriptional 
functions at the promoter of the genes [92]. Moreover, 
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inhibition of lactate dehydrogenase (LDH) causes 
internalizing of pyruvate into the tricarboxylic 
acid (TCA) cycle [101]. LDH inhibition by 
NCI- 737 treatment combined with IL-21 increases 
mitochondrial fusion and the production of memory 
T cells while suppressing programs of exhaustion T 
cells. These findings demonstrated metabolic states in 
T cells with improving anti tumour immunity [101].

Amino acid metabolism and CAR T cells
Within the tumor microenvironment (TME), both 

tumor and associated cells demonstrate the expression 
of specific amino acid-metabolizing enzymes. These 
enzymes facilitate the utilization of essential amino 
acids, which are crucial for the functionality of local 
T cell populations. Notably, arginine, a vital amino 
acid for T cell activity, is metabolized by enzymes such 
as inducible nitric oxide synthase (iNOS) and arginase, 
which are expressed by tumor-associated macrophages 
(TAMs). This enzymatic activity leads to a decrease 
in arginine availability within the TME [103]. The 
culture medium’s nutritional composition has 
the potential to enhance T cell metabolic activity, 
offering a significant advantage in adoptive T cell 
therapy. This can be achieved by incorporating 
L-arginine, which effectively reduces glycolysis while 
promoting OXPHOS, thereby optimizing T  cell 
function. Consequently, a proposed strategy involves 
pre-treating CAR T cells with specific metabolites, 
including L-arginine, prior to their introduction into 
the patient’s system [82]. Moreover, constructing CAR 
T cells to express the arginine resynthesizing enzymes 
such as; ornithine trans carbamylase (OTC) and 
arginine succinate synthase (ASS), are another way to 
overcome low arginine levels in vivo [103]. As well as 
researchers developed an lead-guide RNA (dgRNA)-
based CRISPR screen in CD8+T cells and introduced 
knocked in or overexpressed proline dehydrogenase 2 
(PRODH2) as a new approaches for improving 
CAR T-based killing. PRODH2 reprograms proline 
metabolism in primary CD8+T cells and enhances 
CAR T cell therapy in multiple cancer models [98]. 
The conversion of ATP to adenosine within tumour 
cells presents a significant challenge, as it depletes the 
essential ATP required for the optimal functioning 
of CAR T cells [106]. The presence of adenosine 
analogues (SCH58261) significantly augments 
the anti-neoplastic capabilities of CAR T cells by 
suppressing specific alterations [105]. A proposed 
method involves the engineering of a CAR (chimeric 
antigen receptor) that responds to adenosine by fusing 
the intracellular costimulatory domain of CARs with 
the extracellular domain of an adenosine receptor. 
This innovative approach transforms a typically 
suppressive signal into an activating one, offering a 
unique strategy in CAR design [104]. The immune 
metabolite 2-hydroxyglutarate (2HG) exists in two 
forms, with the S-enantiomer (S-2HG) being the 

focus of this discussion. S-2HG production is linked 
to HIF-1 stabilisation within the body. Notably, 
CAR T cells enriched with S-2HG demonstrate an 
increased presence of central memory T cells. In 
mouse xenograft studies, these S-2HG-treated CAR 
T cells display heightened anti-tumour capabilities 
and suppress tumour growth. This metabolite inhibits 
various a-ketoglutarate (a-KG)-dependent enzymes, 
including demethylases and hydroxylases. Among 
these, the demethylase Ten-eleven translocation 
2 (TET2) is a known target, and its inhibition by 
S-2HG correlates with reduced tumour progression 
and the promotion of central memory CAR T cells, 
ultimately enhancing the therapeutic potential of 
CD19-targeted T cell therapies [107]. In addition, 
it has an inhibitory role in T cell differentiation into 
effector cells [109]. Indoleamine 2,3-dioxygenase 
(IDO) is a crucial enzyme present in tumour cells, 
facilitating the metabolic conversion of tryptophan 
into kynurenine [103]. Kynurenin exhibits potent 
immunosuppressive properties, specifically targeting 
CAR T cells. This compound suppresses the 
production of IFN and IL-2, crucial cytokines for 
T cell function, and induces apoptosis in these cells. 
Interestingly, inhibiting the enzyme responsible for 
Kynurenin production, through the use of 1-methyl-
tryptophan, appears to rejuvenate CAR T cell activity, 
offering a potential therapeutic strategy [108]. As well 
as, shown that kynureninase modified CAR T cells 
through targeting kynurenine have anti tumour activity 
in the metabolic immunosuppressive TME with high 
kynurenine [110]. The metabolite tetrahydrobiopterin 
(BH4), synthesized by activated T cells, exhibits a 
regulatory role in mitochondrial bioenergetics and 
iron homeostasis. Notably, BH4 can counteract the 
immunosuppressive properties of kynurenine, thereby 
enhancing anti-tumoral immune responses [113].

Glutamine, an essential amino acid, plays a dual 
role in cellular processes. It is a prerequisite for 
the growth of cancer cells, yet simultaneously, it is 
integral to the functioning of T cells, which are vital 
components of the immune system [111, 112]. It 
seems that there is amino acid competition between 
the T cells and tumour cells [26]. A recent study has 
identified a glutamine antagonist, JHU083, which 
exhibits a unique mechanism of action by targeting 
tumour cell metabolism. This compound effectively 
inhibits glycolytic and oxidative processes, leading 
to reduced acidosis and hypoxia within the tumour 
microenvironment. Consequently, this metabolic 
modulation enhances the oxidative capacity of effector 
T cells and promotes their persistence, potentially 
improving anti-tumour immune responses [114]. This 
research reveals that intratumoral T cells can exhibit 
metabolic plasticity with attention to glutamine 
metabolism deletion and may be a promising direction 
to pursue in combination with CAR T cells [114]. As 
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well as demonstrated that glutamine inhibition by 
glutamine antagonist 6-Diazo-5-oxo-l-norleucine 
(DON) enhanced mitochondrial OXPHOS utilizing 
fatty acids and reduced glycolysis of CAR T cells. 
DON retains more naßve T cell or central memory 
T cell subsets and exhibited stronger killing activity 
in vitro and in vivo [115]. Additionally, a promising 
strategy that causes CAR T cell metabolism adaption 
to TME is imitating the TME metabolic stresses 
during ex vivo development. For example, in mouse 
models, adding T cells in a medium with glutamine 
inhibitors or in glutamine-depleted culture improves 
the CD8+T cell antitumor activity [117]. Carnosine, 
a naturally occurring dipeptide, exhibits the ability to 
neutralize extracellular protons (H+) originating from 
lactate within the media. This process facilitates the 
redirection of metabolic pathways in CAR T cells, 
promoting a shift from glycolysis to an oxidative 
phenotype [116].

Lipid metabolism regulation of CAR T cell
It is considered that lipid metabolism reprogram-

ming is an important feature of malignant tumors. 
In acidic, hypoxic, and nutrition-deficient TMEs, 
immune cells and cancer cells use lipids for their 
energy needs [119]. Some studies demonstrated that 
the incubation of specific cytokines in the culture 
medium improved CAR T cell therapy through lipid 
metabolism. For example, IL-7 increased expression 
of triglyceride synthesis and glycerol transporters 
and promoted FAO in CAR T cells [121]. IL-15 
also upregulates the carnitine palmitoyl transferase 
enzyme and increases FAO [106]. IL-21 and IL-9 
seem to have the same effects and improve FAO [83]. 
By using IL-7, IL-15, or IL-21 in conjunction with 
CAR T cells, aerobic glycolysis is switched to FAO 
and metabolic reprogramming, which enhances 
mitochondrial fusion and fitness [118].

Recent study has demonstrated that the activation 
of the NOTCH1 receptor enhances the effectiveness 
of CD19-targeted CAR T cell immunotherapy. This 
enhancement is attributed to the upregulation of 
fatty acid synthesis, heightened OXPHOS activity, 
and the induction of mitochondrial biogenesis, 
which collectively support the preservation of a stem 
cell-like memory T cell population [120]. The study 
elucidates the mechanism of NOTCH1’s impact 
on T cell function, revealing its role in metabolic 
reprogramming and the subsequent upregulation 
of FOXM1, a transcription factor. This process 
enhances the anti-tumor capabilities of CAR T cells 
in leukemia models, providing a novel insight into the 
therapeutic potential of NOTCH1-mediated cellular 
responses [120]. The connection between cholesterol 
and its impact on solid cancers and T cell activity is an 
area of ongoing research. Recent investigations have 
revealed that suppressing the cholesterol esterification 
enzyme, ACAT1, leads to elevated cellular cholesterol 

levels. This, in turn, enhances the accumulation of 
TCR on the plasma membrane, resulting in heightened 
CD8+T cell functionality [122]. Nonetheless, other 
work shows that high cellular cholesterol inhibits 
glycolysis and upregulates inhibitory markers, leading 
to exhaustion of tumour infiltrating lymphocytes [124]. 
Furthermore, inhibition of the Akt pathway by 
MK2206 increases the FAO pathway in CAR T cells 
and improves their antitumor activity [20, 42, 123].

miRNA targeting in CAR T cell therapy
MicroRNAs (miRNAs) and chimeric antigen 

receptors (CARs) have the potential to synergistically 
enhance adoptive T cell therapy through various 
mechanisms. The integration of miRNAs with 
CAR T cells presents a powerful approach to 
cancer treatment. Notably, the IDO enzyme and its 
derivative, kynurenine, are identified as upstream 
regulators of miR-143, with IDO substantially 
elevating its expression. Glut-1 has been confirmed 
as the target gene of miR-143, which inhibits Glut-
1 activity, impedes T cell differentiation, and disrupts 
glycolysis and glucose uptake. Furthermore, miR-
143 upregulation stimulates carnitine palmitoyl 
transferase 1A (CPT1A) expression, augmenting 
FAO and diminishing reliance on glycolysis. This 
study demonstrates that the overexpression of miR-
143 enhances the effectiveness of HER2-CAR T cells 
against the TE-7 esophageal cancer cell line [125, 126]. 
High levels of IDO1 are related to the low survival rate 
of colon cancer (CC) patients. Interferon (IFN) can 
increase IDO1 expression, resulting in tryptophan 
degradation and kynurenine formation in TME. In 
2018, Huang et al. clarified that miR-153 blocks IDO1 
expression in tumour cells, which further improves 
the CAR T cell therapy against CC. It is a tumour 
suppressor miRNA that improves the effectiveness 
of CAR T cell treatment in solid tumours [127]. 
CD8+T cells express HIF-1 and therefore, may 
induce glycolysis and enhance effector T cell activity. 
The evidence demonstrates that miR-17-92 targets 
HIF-1. Overexpression of this miRNA enhances the 
development of terminal effector T cells and reduces 
memory T cell formation by improving mTOR 
function. Therefore, downregulation of miR-17-92 
is needed for memory T cell differentiation [128]. 
In contrast to this study, other research shows that 
miR-17-92 expression improves interferon (IFN) 
production and T cell survival. They reported that 
miR-17-92 expression is decreased in T cells derived 
from glioblastoma patients, and they assumed that co-
expression of miR17-92 in CAR T cells could enhance 
the efficacy of treatment against this disease [129].

Conclusion
A new era in cancer has begun in recent years with 

the use of CAR T cell therapy. In spite of promising 
results in hematological malignancies, these ap-
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TABLE 1. SOME STUDIES OF MANIPULATING THE METABOLISM TO IMPROVE EFFICACY OF CAR T CELLS 

Metabolic 
alteration Intervention Outcome/ result Year Reference

Glycolysis Second-generation of CARs with 
CD28 domain 

Second-generation CARs with ICOS 
domain

Second-generation CARs with CD27 
domain

Using second-generation CAR that 
co-expressed with T-bet 

IL-2 used in generating CAR T cells

IL-7 used in generating CAR T cells

Using of LY294002 (PI3K inhibitor)

Using inhibitors against AKT 
pathway

Using CRISPR/Cas9 technology and 
TGFB2R Knockdown

Blocking the PD-L1/PD1 axis

Inhibition of mTOR function 

Early domination of the effector 
T cells

Shift to the lipogenesis and 
glycolysis path and Glut-1 induction

Enhanced T cell anti-tumor function 
and survival in vivo

Up-regulates the expression of 
glycolytic pathway genes

Effector T cell growth via PI3K/
mTOR path

STAT5 pathway elevates glucose 
uptake

Reduce exhaustion of effector T cells

Increase glucose uptake and reduce 
the expression of pro-apoptotic gen

Deleting the negative effect of 
TGF-β and reducing the CAR T cells 
exhaustion 

Diminish the tumor cell glycolysis

Block aerobic glycolysis

2018

2016

2010

2018

2020

2008

2018

2017

2020

2013

2017

[29]

[31]

[35]

[36]

[46]

[44]

[28]

[87]

[50]

[45]

[49]
OXPHOS Using second-generation CARs with 

the 4-1BB domain

Co-stimulation of OX40 and 4-1BB 
domains in CAR T cells

Diminish in BTAF expression after 
JQ1 treatment or with C-Jun  
over-expression in CAR T-cells

LDH inhibition by NCI-737 treatment 
combined with IL-21

Induces a more OXPHOS and 
memory T cells with a higher 
resistance 

Improved glucose uptake, glycolysis 
and OXPHOS

Diminish exhaustion and increase 
glycolysis and OXPHOS

Interning pyruvate into the 
tricarboxylic acid (TCA) cycle and 
improve metabolic programming 
in CARs

2015

2016

2017

[54]

[61]

[64]

proaches have encountered some complications in 
solid tumors. The success of CAR T cell therapy for 
patients depends on the CARs’ performance, which 
is influenced by the metabolic fitness of the CARs and 
the metabolic status of the tumour cells, complexity 
and high heterogeneity of tumor microenvironment. 
The efficacy of this immunotherapy appears to be 
optimized by improving the metabolism of the CARs 
and harnessing the tumour cells’ metabolic state by 
using of transcriptomic, proteomic, metabolomics and 
the identification of specific markers for designing the 

more effective CAR T cells. Numerous studies support 
the idea that metabolic reprogramming of CAR 
T cells, including modifying glycolysis, increasing 
of OXOHOS, gluconeogenesis, mitochondrial bio-
genesis, and lipid or amino acid metabolism using 
various generations of CARs or other methods, may 
be a useful strategy for production of best CAR T cell 
and improving clinical outcomes (Table 1). Therefore, 
more investigation of the metabolic fitness of CAR T 
cells in response to TME is necessary to improve the 
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Metabolic 
alteration Intervention Outcome/ result Year Reference

Amino acids 
metabolism

Adding L-arginine in culture medium 
or constructing CARs to express the 
arginine resynthesizing enzymes

Using adenosine analogues 

Using CAR T cells with S-2HG 

Inhibition of enzyme controls 
converting tryptophan to Kynurenines 
(indoleamine 2,3-dioxygenase)

Using glutamine antagonist 
(JHU083) 

Carnosine existence in culture media

Compensating arginine deficiency 
for immune cell 

Inhibiting convertion of ATP 
to adenosine by tumor cells

Elevate proportions of memory cells

Inhibiting immune-suppressive effect 
of Kynurenines

Has suppressive activity on both 
glycolytic and oxidative metabolic 
path in tumor cells

Neutralize protons (H+) from lactate 
and improve converting pathway 
to OXPHOS in CARs

2016

2015

2020

2015

2019

2020

[68]

[69]

[67]

[77]

[79]

[75]

Lipid 
metabolism

Adding IL-7,IL-15,IL-19 in the culture 
medium

AKT pathway inhibition

Switching aerobic glycolysis towards 
FAO and improve mitochondrial 
fitness

Increases FAO pathway in CAR 
T cells

2020

2019

[82]

[37]

Mitochon-
drial  
biogenesis

Activation of the NOTCH1 receptor

IL-15 used in generating CAR T cells

4-1BB co-stimulated CAR T cells 
through p38-MAPK dependent 
pathway

Boost fatty acid synthesis, OXPHOS 
and mitochondrial biogenesis 

Improves mitochondrial fitness

Improves PGC1α-dependent 
mitochondrial biogenesis 

2020

2019

2018

[83]

[20]

[29]

function of CAR T cell therapy and its application in 

clinical trials.
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ИНВАЗИВНОЙ КАРЦИНОМЫ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 
НЕСПЕЦИФИЧЕСКОГО ТИПА КАК КРИТЕРИЙ 
ИСПОЛЬЗОВАНИЯ АЦЕТИЛ-АМИДНОЙ ФОРМЫ 
СИНТЕТИЧЕСКОГО ПЕПТИДА HLDF-6 ДЛЯ 
ДИФФЕРЕНЦИРУЮЩЕЙ ТЕРАПИИ РАКА МОЛОЧНОЙ 
ЖЕЛЕЗЫ
Мангазеева Е.Д.1, 2, Студеникина А.А.1, 2, Михайлова Е.С.1, 2, 
Морозов Д.В.3, Рыжикова С.Л.4, Дружинина Ю.Г.4, Проскура А.В.2, 
Богачук А.П.5, Липкин В.М.5, Аутеншлюс А.И.1, 2

1 ФГБОУ ВО «Новосибирский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Новосибирск, Россия  
2 Научно-исследовательский институт молекулярной биологии и биофизики ФГБНУ «Федеральный 
исследовательский центр фундаментальной и трансляционной медицины», г. Новосибирск, Россия  
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М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова” Российской академии наук», Москва, Россия

Резюме. Одним из перспективных направлений в терапии онкологических заболеваний является 
дифференцирующая терапия, направленная на использование агентов, повышающих степень диф-
ференцировки опухолевых клеток и снижающих тем самым злокачественный потенциал неоплазмы. 
Одним из таких веществ является ацетил-амидная форма синтетического пептида HLDF-6. Ранее 
было установлено, что пептид способствует снижению относительного содержания низкодифферен-
цированных клеток в биоптатах рака молочной железы. Однако механизмы влияния пептида на клет-
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ки опухоли и ее микроокружения остаются неизвестными. Не исключено, что вектором приложения 
действия пептида является его воздействие на функциональную активность опухоли. Целью иссле-
дования явилось изучение влияния ацетил-амидной формы синтетического пептида HLDF-6 на про-
дукцию цитокинов биоптатами инвазивной карциномы молочной железы неспецифического типа. 
Проведен морфометрический анализ биоптатов, полученных у 40 женщин, больных инвазивной кар-
циномой молочной железы неспецифического типа, до и после воздействия ацетил-амидной формы 
синтетического пептида HLDF-6. Для оценки эффекта от изучаемого пептида предложена оценка 
индекса влияния HLDF-6, выраженная в условных единицах (у. е.). Показатель ИВ-HLDF-6 0,9 у. е. и 
менее принят за значимый эффект. В зависимости от величины индекса, пациентки были разделены 
на две группы. Первую группу составили 27 человек со значимым эффектом от воздействия изучаемо-
го пептида, вторую – 13 пациенток без значимого эффекта. Параллельно в супернатантах биоптатов 
до и после инкубации с изучаемым пептидом определяли концентрации TNFα, IFNγ, VEGF, G-CSF, 
GM-CSF, MCP-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, IL-18 и IL-1β с помощью иммуноферментного метода. 
Индекс влияния ИВ-HLDF-6-cytokine, выраженный в условных единицах (у. е.), отражал влияние 
ацетил-амидной формы синтетического пептида HLDF-6 на продукцию цитокинов биоптатами опу-
холи. Исследование показало, что спонтанная продукция GM-CSF в первой группе достоверно ниже, 
чем во второй. Однако при воздействии исследуемого пептида концентрация этого цитокина значи-
тельно нарастает именно группе I по сравнению с группой II, о чем говорит статистически значимое 
различие в ИВ-HLDF-6-GM-CSF. По результатам ROC-анализа получено хорошее качество моде-
ли при изучении ИВ-HLDF-6-GM-CSF и относительного содержания низкодифференцированных 
клеток, что может послужить основой для использования этого показателя в качестве точки отсечки, 
используемой для отбора пациенток, которые могут являться кандидатами для дифференцирующей 
терапии ацетил-амидной формой синтетического пептида HLDF-6.

Ключевые слова: рак молочной железы, биоптаты, цитокины, молекулярно-биологические подтипы, клеточная 
дифференцировка, синтетический пептид HLDF-6

СYTOKINE PRODUCTION BY THE BIOPTATES OF INVASIVE 
NON-SPECIFIC BREAST CARCINOMA AS A CRITERION FOR 
THE USE OF ACETYL-AMIDE FORM OF SYNTHETIC HLDF-
6 PEPTIDE FOR DIFFERENTIATION THERAPY OF BREAST 
CANCER
Mangazeeva E.D.a, b, Studenikina A.A.a, b, Mikhailova E.S.a, b, 
Morozov D.V.c, Ryzhikova S.L.d, Druzhinina Yu.G.d, Proskura A.V.b, 
Bogachuk A.P.e, Lipkin V.M.e, Autenshlyus A.I.a, b

a Novosibirsk State Medical University, Novosibirsk, Russian Federation  
b Institute of Molecular Biology and Biophysics of Federal Research Center of Fundamental and Translational 
Medicine, Novosibirsk, Russian Federation  
c City Clinical Hospital No. 1, Novosibirsk, Russian Federation 
d JSC Vector-Best, Novosibirsk, Russian Federation  
e Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian 
Federation

Abstract. Differentiation therapy is a promising direction in treatment of oncological diseases. It is based 
on usage of agents that increase the degree of tumour cell differentiation, and thereby reduce the malignant 
potential of the neoplasm. Such effects are shown for the acetyl-amide form of the synthetic peptide HLDF- 6. 
The peptide was previously found to reduce the relative content of low-differentiated cells in breast cancer biopsy 
specimens. However, the mechanisms of the peptide's effect on tumour cells and its microenvironment remain 
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unknown. The effect of this peptide may be associated with altered functional activity of the tumour. The aim of 
our study was to investigate the effect of acetyl-amide form of synthetic HLDF-6 peptide on cytokine production 
by bioptates of invasive non-specific breast carcinoma. Morphometric analysis of bioptates obtained from 40 
women with invasive breast carcinoma of nonspecific type before and after exposure to acetyl-amide form of 
synthetic peptide HLDF-6 was performed. To evaluate the effect of this peptide, we proposed an estimated 
index for HLDF-6 effect being expressed in conventional units (c. u.). The index of HLDF-6 influence of 0.9 
c. u. and less is accepted as a significant effect. Depending on the index value, the patients were divided into 
two groups. The first group consisted of 27 patients with a significant effect of the studied peptide, the second 
group consisted of 13 patients without a significant effect. Concentrations of TNFα, IFNγ, VEGF, G-CSF, 
GM-CSF, MCP-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, IL-18 and IL-1β were determined in parallel in supernatants of 
bioptates before and after incubation with the studied peptide using the enzyme immunoassay technique. The 
influence (effect) index, IE-HLDF-6-cytokine, expressed in conventional units (c. u.), reflected the effect of 
the acetyl-amide form of the synthetic HLDF-6 peptide on cytokine production by tumour bioptates. The 
study showed that spontaneous production of GM-CSF in the first group was significantly lower than in the 
second group. However, the concentration of this cytokine under the influence of HLDF-6 peptide significantly 
increases in group I in comparison with group II, as evidenced by statistically significant difference in IE-
HLDF-6-cytokine. According to the results of ROC-analysis, a good model quality was obtained in the study 
of IE-HLDF-6-GM-CSF and relative content of low-differentiated cells, which may serve as a basis for using 
this index as a cut-off point used for selection of patients who may be candidates for differentiation therapy with 
acetyl-amide form of synthetic peptide HLDF-6.

Keywords: breast cancer, tumor biopsies, cytokines, molecular subtypes, cell differentiation, synthetic peptide HLDF-6

Введение
Стадирование по TNM и гистологическая 

классификация являются хорошо известными и 
широко используемыми маркерами при выборе 
тактики лечения и определении прогноза у паци-
ентов с онкологическими заболеваниями, в том 
числе и при раке молочной железы (РМЖ) [12]. 
Известно также, что степень дифференцировки 
клеток опухоли является важным показателем 
опухолевой прогрессии. Чем больше в опухоли 
низкодифференцированных клеток, тем боль-
шим злокачественным потенциалом она об-
ладает [2,  7]. Поэтому одним из направлений в 
современной терапии злокачественных новооб-
разований является поиск агентов, влияющих 
на дифференцировку опухолевых клеток [8]. Од-
ним из таких веществ является ацетил-амидная 
форма синтетического пептида HLDF-6, пред-
ставляющая собой химически синтезированный 
шестичленный фрагмент фактора дифференци-
ровки клеток линии HL-60 промиелоцитарного 
лейкоза человека HLDF. Ранее в нашей лабора-
тории было показано влияние пептида на сте-
пень дифференцировки клеток инвазивной кар-
циномы молочной железы неспецифического 
типа (ИКНТ). Установлено, что ацетил-амидная 
форма синтетического пептида HLDF-6 способ-
ствует снижению относительного содержания 
низкодифференцированных клеток в биоптатах 
ИКНТ [1]. Однако остаются неизвестными меха-
низмы влияния пептида на РМЖ.

Одним из векторов приложения действия диф-
ференцирующего агента может стать его влияние 
на функциональную активность клеток опухоли 
и ее микроокружения. По данным литературы 
известна неоднозначная роль иммунной системы 
в противоопухолевом ответе организма [4]. Им-
мунный ответ с точки зрения прогрессирования 
опухолевого процесса может как ослаблять, так 
и усиливать инвазивность неоплазмы [9]. Клетки 
микроокружения и опухолевые клетки использу-
ют различные цитокины в качестве химических 
мессенджеров для обеспечения межклеточной 
коммуникации. Цитокины, действуя аутокринно 
или паракринно, участвуют в иммунном ответе в 
качестве провоспалительных либо противовос-
палительных, а также про- и противоонкогенных 
эффекторов в зависимости от микроокружения. 
Различные типы цитокинов могут действовать 
по отдельности, потенциировать либо ослаблять 
действие друг друга, формировать цитокиновые 
сети, регулируя тем самым иммунные реакции, 
а следовательно, и злокачественную прогрес-
сию [16].

Цель исследования – изучение продукции ци-
токинов биоптатами ИКНТ под влиянием аце-
тил-амидной формы синтетического пептида 
HLDF-6.

Материалы и методы
Материалом исследования служили образцы 

ИКНТ II степени злокачественности 40 женщин 
в возрасте 33-87 лет, средний возраст 62 года, ко-
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торым было проведено хирургическое лечение 
на базе маммологического отделения ГКБ №  1 
г.  Новосибирска. В исследование включали па-
циенток, не имеющих отдаленных метастазов, 
обострений хронических заболеваний, а также 
без проведения неоадъювантной терапии. Сведе-
ния о стадировании по TNM и гистологической 
градации предоставлены патологоанатомом. Все 
пациентки имели размер опухоли T1-T2 и G2-
дифференцировку опухоли.

Образцы опухолей объемом 8 мм3, получен-
ные от каждой пациентки методом трепанобиоп-
сии помещали в два флакона и инкубировали при 
температуре 37  °C в течение 72 ч. При этом пер-
вый флакон содержал только 1 мл питательной 
среды DMEM–F12. А во втором флаконе помимо 
1 мл питательной среды DMEM-F12 содержалось 
20 мкг ацетил-амидной формы синтетического 
пептида HLDF-6. После инкубирования образ-
цы опухолей извлекали из среды и фиксировали 
в 10%-ном растворе формалина для проведения 
дальнейшего патогистологического исследова-
ния. Из зафиксированных в парафин образцов 
готовили серийные срезы толщиной 4-5 мкм, ко-
торые затем окрашивали гематоксилином-эози-
ном. Исследование проводили с помощью свето-
вой микроскопии на базе микроскопа Micros MC 
300A с использованием объектива ×40. Для про-
ведения морфометрического анализа с использо-
ванием цифровой камеры CX 13c (Baumer Electric 
GmbH, Германия) и программного обеспечения 
ImageJ 1.42g (Национальный институт здоровья, 
США) получали 5 микрофотографий каждого об-
разца (2 образца от каждой пациентки). Каждая 
микрофотография оценивалась с учетом Ноттин-
гемской градирующей системы [14]. При этом 
такой показатель как относительное содержание 
низкодифференцированных клеток является са-
мым значимым, поскольку он наиболее четко от-
ражает степень злокачественности опухоли [2]. 
Низкодифференцированные клетки отличались 
выраженным ядерным полиморфизмом, высо-
ким ядерно-цитоплазматическим отношением, 
наличием большого количества патологических 
митозов. Для оценки эффекта ацетил-амидной 
формы синтетического пептида HLDF-6 в каж-
дой паре образцов рассчитывался индекс влия-
ния изучаемого пептида равный отношению про-
цента низкодифференцированных клеток после 
инкубации образцов с пептидом к проценту низ-
кодифференцированных клеток без инкубации 
(ИВ-HLDF-6). ИВ-HLDF-6 выражен в условных 
единицах (у. е.). Значение ИВ-HLDF-6 0,9 у. е. и 
менее принято как выраженный эффект. 

В соответствии с величиной ИВ-HLDF-6 па-
циентки были разделены на две группы. Первую 
группу составили 27 человек, у которых ИВ-

HLDF-6 ≤ 0,9 у. е., во вторую группу вошли 13 па-
циенток с ИВ-HLDF-6 > 0,9 у. е. 

Для определения функциональной активно-
сти клеток опухоли и микроокружения в био-
птатах обеих групп были определены спонтан-
ная и индуцированная ацетил-амидной формой 
синтетического пептида HLDF-6 продукция 
цитокинов. Для этого после инкубирования и 
извлечения биоптатов (см. выше) клетки осаж-
дали центрифугированием в течение 15 мин 
при 900 g и 25 °C. В полученных после осажде-
ния клеток супернатантах при помощи наборов 
для твердофазного иммуноферментного анализа 
производства АО «Вектор-Бест» (Россия) опре-
деляли концентрацию следующих цитокинов: 
TNFα, IFNγ, VEGF, G-CSF, GM-CSF, MCP-1, 
IL-6, IL- 8, IL-10, IL-17, IL-18 и IL-1β. Индекс 
влияния ИВ-HLDF-6-cytokine, выраженный в 
условных единицах (у. е.), отражал влияние аце-
тил-амидной формы синтетического пептида 
HLDF-6 на продукцию цитокинов биоптатами 
опухоли. Показатель высчитывали по формуле: 
ИВ-HLDF- 6-cytokine = А/Б, где А – концентра-
ция цитокина в супернатанте биоптата при воз-
действии синтетического пептида HLDF- 6, а Б – 
концентрация цитокина в супернатанте биоптата 
без его воздействия – спонтанная продукция ци-
токина (СП). Для статистической обработки 
результатов использовали программный пакет 
SPSS v22.0 for Windows. Анализ проведен с ис-
пользованием непараметрического критерия U 
Манна–Уитни. Различия считали статистически 
значимыми при р < 0,05. Показатели выражали 
в виде медианы (Me), нижнего и верхнего квар-
тилей (Q0,25-Q0,75). Кроме того, проведен корреля-
ционный анализ по Спирмену. Для определения 
точки отсчета концентрации цитокинов и оцен-
ки качества моделей использован ROC-анализ.

Результаты
Корреляционные связи, полученные при из-

учении сопряженности относительного содержа-
ния низкодифференцированных клеток в изуча-
емых образцах со спонтанной и индуцированной 
ацетил-амидной формой синтетического пепти-
да HLDF-6 продукцией цитокинов представлены 
в таблице  1. Так, в частности, установлено, что 
процент низкодифференцированных клеток по-
сле воздействия ацетил-амидной формы синтети-
ческого пептида находится в прямой корреляци-
онной связи со спонтанной и стимулированной 
пептидом продукцией IL-6. Из данных литера-
туры известно проонкогенное действие этого 
цитокина при РМЖ. Описана его способность 
потенциировать пролиферацию и миграцию опу-
холевых клеток, а следовательно, прогрессию и 
метастазирование опухоли [6]. Обратная корре-
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ляционная связь наблюдается между относитель-
ным содержанием низкодифференцированных 
клеток после воздействия изучаемого пептида и 
спонтанной, а также индуцированной продукци-
ей TNFα. Следует отметить, что анализ значений 
спонтанной продукции TNFα клетками опухоли 
и ее микроокружения у пациенток в исследуе-
мых группах статистически значимо различался 
(рис.  1). Полученные данные свидетельствуют об 
исходно более высокой концентрации данного 
цитокина в супернатанте опухоли у пациенток, 
которые положительно отвечали на воздействие 
дифференцирующего агента. Также исследова-
ние выявило статистически значимую разни-
цу между спонтанной и стимулированной аце-
тил-амидной формой синтетического пептида 
HLDF-6 концентрацией GM-CSF. Так, спонтан-
ная продукция гранулоцитарно-макрофагально-
го колониестимулирующего фактора в первой 
группе была достоверно ниже, чем во второй. 
Однако при воздействии исследуемого пептида 
концентрация GM-CSF значительно возрастала 
именно в группе I по сравнению с группой II, о 
чем говорит статистически значимое различие 

в ИВ-HLDF-6-cytokine на продукцию этого ци-
токина. Такие результаты скорее всего отражают 
потенциал клеток опухоли и ее микроокружения 
к синтезу данного цитокина при воздействии 
дифференцирующего агента. Для выявления ко-
горты пациенток, которым показано использо-
вание ацетил-амидной формы синтетического 
пептида HLDF-6 в качестве дифференцирующей 
терапии, изучаемые группы были проанализи-
рованы более детально. В частности, произведе-
на оценка каждой группы по принадлежности к 
тому или иному молекулярному подтипу РМЖ. 
В соответствии с действующими клиническими 
рекомендациями выбор терапевтической страте-
гии невозможен без определения молекулярного 
подтипа РМЖ. Выделяют 5 основных молеку-
лярных подтипов РМЖ: люминальный А; люми-
нальный В HER2-отрицательный; люминальный 
В HER2-положительный; HER2-положительный 
не люминальный и тройной негативный РМЖ [3]. 
Более того, известна интратуморальная неодно-
родность даже внутри одного молекулярного 
подтипа [15]. Эта черта наиболее характерна 
для нелюминальных, в частности для тройного 

ТАБЛИЦА 1. КОРРЕЛЯЦИОННЫЕ СВЯЗИ МЕЖДУ СПОНТАННОЙ, СТИМУЛИРОВАННОЙ АЦЕТИЛ-АМИДНОЙ ФОРМОЙ 
СИНТЕТИЧЕСКОГО ПЕПТИДА HUMAN LEUKEMIA DIFFERENTIATION FACTOR (HLDF-6) ПРОДУКЦИЕЙ ЦИТОКИНОВ 
И ОТНОСИТЕЛЬНЫМ СОДЕРЖАНИЕМ НИЗКОДИФФЕРЕНЦИРОВАННЫХ КЛЕТОК У БОЛЬНЫХ ИНВАЗИВНОЙ 
КАРЦИНОМОЙ НЕСПЕЦИФИЧЕСКОГО ТИПА МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ

TABLE 1. CORRELATIONS BETWEEN SPONTANEOUS, STIMULATED BY ACETYL-AMIDE FORM OF A SYNTHETIC PEPTIDE 
HUMAN LEUKEMIA DIFFERENTIATION FACTOR (HLDF-6) CYTOKINE PRODUCTION AND THE RELATIVE CONTENT  
OF LOW-GRADE CELLS IN PATIENTS WITH INVASIVE CARCINOMA OF A NON-SPECIFIC TYPE OF BREAST

Исследуемые параметры
Investigated parameters

Коэффициент 
корреляции r (p)

Correlation  
coefficient r (p)

СП IL-17
Sp IL-17 Относительное содержание низкодифференцированных 

клеток
Relative content of low-grade cells

0,477 (0,002)

СП G-CSF
Sp-G-CSF -0,627 (0,00001)

СП IL-6
Sp-IL-6

Относительное содержание низкодифференцированных 
клеток после инкубации с HLDF-6

Relative content of low-grade cells after incubation with HLDF-6

0,458 (0,003)

СП IL-17
Sp-IL-17 0,453 (0,003)

СП TNFαα
Sp-TNFα -0,403 (0,009)

HLDF-6 IL-6 0,417 (0,007)
HLDF-6 IL-8 -0,411 (0,008)
HLDF-6 TNFαα -0,448 (0,003)

Примечание. Коэффициент ранговой корреляции рассчитывался по Спирмену.

Note. The rank correlation coefficient was calculated by Spearman.
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негативного РМЖ, что обусловливает его наи-
большую злокачественность по сравнению с лю-
минальными подтипами [10]. При анализе ис-
следуемых групп по точному критерию Фишера 
обнаружено, что в группе I встречаемость люми-
нальных форм РМЖ достоверно выше (p = 0,046). 
Так, среди пациенток с эффектом от воздействия 
ацетил-амидной формы синтетического пептида 
HLDF-6 в основном преобладали люминальные 
формы РМЖ: 24 из 27 пациенток в группе отно-
сились к люминальным подтипам, что состави-
ло 89%. В частности, 14 имели люминальный А, 

9 – люминальный B HER2-отрицательный и 1 – 
люминальный B HER2-положительный подтип. 
Оставшиеся три пациентки отнесены к нелю-
минальным подтипам (2 – тройной негативный 
подтип и 1 HER2-положительный не люминаль-
ный подтип). Тогда как в группе пациен ток, у 
которых ацетил-амидная форма синтетического 
пептида HLDF-6 не оказывала эффекта (13 па-
циенток), была более гетерогенной по соста-
ву молекулярных подтипов. Из 13 пациенток 
в группе I, 5 имели нелюминальный, а именно 
тройной негативный подтип, что составило 39%. 

Рисунок 1. Спонтанная и стимулированная ацетил-амидной формой синтетического пептида Human Leukemia 
Differentiation Factor (HLDF-6) продукция цитокинов, а также индекс влияния (ИВ-HLDF-6) на продукцию цитокинов 
биоптатами инвазивной карциномы молочной железы неспецифического типа (ИКНТ) при различной реакции 
клеток опухоли на дифференцирующую активность HLDF-6
Примечание. * – недостоверные различия (р ≥ 0,05); группа I – с реакцией на HLDF-6, группа II – без реакции на HLDF-6.
Figure 1. Spontaneous and stimulated by acetyl-amide form of synthetic peptide Human Leukemia Differentiation Factor (HLDF-6) 
production of cytokines, as well as Indices of effect of the HLDF (IEHLDF-6) on the production of cytokines in bioptates of invasive 
breast carcinoma of a nonspecific type (IBC NST) with different reactions of tumor cells to the differentiating activity of HLDF-6.
Note. *, unreliable differences (р ≥ 0.05); group I, with reaction to HLDF-6; group II, without reaction to HLDF-6.
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Оставшиеся 8 пациенток отнесены к люминаль-
ным подтипам: 4 с люминальным А и 4 с люми-
нальным B HER2-отрицательным подтипом. 
Кроме того, были проанализированы группы по 
наличию метастатических очагов в регионарных 
лимфатических узлах. Оказалось, что по точному 
критерию Фишера (p = 0,047) в группе с эффектом 
от влияния изучаемого пептида встречаемость 
пациенток без лимфогенного метастазирования 
была выше. Среди них преобладали пациентки 
без метастатических очагов в регионарных лим-
фатических узлах (21 из 27 пациенток, что соста-
вило 78%). Еще у 4 пациенток обнаруживалось 
поражение 1 регионарного лимфатического узла, 
и у 2 – поражение двух регионарных лимфатиче-
ских узлов. Тогда как группа пациенток, у кото-
рых ацетил-амидная форма синтетического пеп-
тида HLDF-6 не оказывала эффекта, включала 6 
из 13 пациенток с лимфогенным метастазирова-
нием, что составило 46%. Из них одиночный ме-
тастаз обнаружен у двух человек, 2 метастаза – у 
двух и более 4 метастазов – у двух человек. Еще у 
7 пациенток не обнаруживалось поражения реги-
онарных лимфатических узлов.

Обсуждение
В ходе проведенного нами исследования было 

установлено, что влияние ацетил-амидной фор-
мы синтетического пептида HLDF-6 на ИКНТ 
неоднородно. В соответствии с полученными 
результатами эффект от воздействия пептида 
обусловлен принадлежностью РМЖ к тому или 
иному молекулярному подтипу, выраженностью 
лимфогенного метастазирования, а также функ-
циональной активностью клеток опухоли и ее 
микроокружения. При изучении влияния ацетил-
амидной формы синтетического пептида HLDF-
6 на продукцию цитокинов у пациенток из группы 
с эффектом от воздействия изучаемого пептида 
по сравнению с группой без эффекта обнаружен 
потенциал к синтезу гранулоцитарно-макрофа-
гального колониестимулирующего фактора GM-
CSF при воздействии дифференцирующего аген-
та, о чем свидетельствует статистически значимое 
изменение ИВ-HLDF-6-cytokine на продукцию 
этого цитокина. Роль GM-CSF в туморогенезе 
неоднозначна. Как следует из названия, этот ци-
токин способствует образованию нейтрофилов, 
макрофагов, моноцитов и дендритных клеток 
из гемопоэтических клеток предшественников. 
В то же время GM-CSF регули рует активность 
эпителиальных и эндотелиальных клеток. В свою 
очередь, этот цитокин продуцируется различны-
ми клетками в ответ на иммунные стимулы. Так, 
например, IL-10 подавляет выработку GM-CSF, 
тогда как IL-6, напротив, способствует синтезу 

Рисунок 2. ROC-кривая, характеризующая качество ROC-
модели при изучении индекса влияния ацетил-амидной 
формы синтетического пептида HLDF-6 на продукцию 
GM-CSF (ИВ- HLDF-6-GM-CSF) и относительного 
содержания низкодифференцированных клеток 
в группе I (с эффектом от воздействия пептида)
Примечание. * – значения площади под кривой (AUC): 0,9-1 – 
отличное качество модели; 0,8-0,9 – очень хорошее качество 
модели; 0,7-0,8 – хорошее качество модели; 0,6-0,7 – среднее 
качество модели; 0,5-0,6 – неудовлетворительное качество 
модели.

Figure 2. ROC curve characterizing the quality of the ROC 
model when studying the index of the influence of the acetyl-
amide form of the synthetic peptide HLDF-6 on the production  
of GM-CSF (IE-HLDF-6-GM-CSF) and the relative content of 
low differentiated cells in group I (with the effect of influence of 
the peptide)
Note. *, area under the curve (AUC) values: 0.9-1, excellent model 
quality; 0.8-0.9, very good quality of the model; 0.7-0.8, good quality 
model; 0.6-0.7, average quality of the model; 0.5-0.6, unsatisfactory 
quality of the model.

фактора [11]. Таким образом, в зависимости от 
формирующихся цитокиновых цепей GM-CSF 
может как усиливать, так и подавлять иммунный 
ответ при раке. В литературе описано прямое ин-
гибирующее действие цитокина на стволовые ра-
ковые клетки, а также способность препятство-
вать ангиогенезу через воздействие на VEGF [4]. 
Имеются сведения об использовании данного 
цитокина в качестве вспомогательного средства в 
иммунотерапии РМЖ [13]. С целью определения 
точки отсчета ИВ-HLDF- 6-GM-CSF как кри-
терия для использования ацетил-амидной фор-
мы синтетического пептида HLDF- 6 в качестве 
дифференцирующего агента при терапии РМЖ 
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был проведен ROC-анализ. При анализе ROC-
кривых (AUC 0,749 – хорошее качество модели, 
р = 0,012) обнаружено, что превышение установ-
ленных пороговых значений соответствовало на-
личию эффекта от воздействия изучаемого пеп-
тида, т. е. снижению относительного содержания 
низкодифференцированных клеток в образцах 
РМЖ, тогда как значения ниже пороговой от-
сечки – отсутствию эффекта пептида на процент 
низкодифференцированных клеток (рис.  2). Чув-
ствительность показателя составила 70%, спец-
ифичность – 70%. На основании проведенных 
расчетов было предложено использование ИВ-
HLDF-6-GM-CSF более 0,75 как показателя, 
применяемого для отбора когорты пациенток в 
качестве кандидаток для дифференцирующей те-
рапии ацетил-амидной формой синтетического 
пептида HLDF-6.

Заключение
Результаты настоящего исследования по-

казали, что ацетил-амидная форма синтетиче-

ского пептида HLDF-6 оказывает выраженное 
дифференцирующее действие на клетки ИКНТ, 
что проявляется снижением относительного со-
держания низкодифференцированных клеток 
и изменением цитокинового спектра опухоли. 
Эффект пептида ассоциирован с принадлежно-
стью опухоли к люминальным молекулярным 
подтипам, с отсутствием или минимальной вы-
раженностью лимфогенного метастазирования, 
а также с потенциалом клеток опухоли и ее ми-
кроокружения к продукции GM-CSF. Проведен-
ный ROC-анализ позволяет рассматривать ин-
декс влияния HLDF-6 на продукцию GM-CSF 
(ИВ- HLDF-6-GM-CSF > 0,75) как потенциаль-
ный прогно стический критерий эффективности 
применения пептида. Таким образом, получен-
ные in vitro данные открывают перспективы для 
дальнейших in vivo исследований, направленных 
на оценку терапевтического эффекта HLDF-6 и 
обоснование его клинического применения в со-
ставе персонализированных схем лечения РМЖ.
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Резюме. Люминальные (HR+) HER2- подтипы рака молочной железы (РМЖ) всегда привлекали 
онкологов эффективностью применения малотоксичной гормонотерапии. Появление ингибиторов 
циклин-зависимых киназ в арсенале противоопухолевой лекарственной терапии позволило полу-
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чить оптимальный контроль над опухолевой прогрессией, даже в случае висцерального поражения. 
Успехи в данной области сделали новую комбинированную эндокринотерапию (ЭТ) с CDK4/6-
ингибиторами стандартом первой линии лечения распространенного HR+/HER2- РМЖ. Оценка 
взаимосвязи опухолевой прогрессии и иммунного надзора чаще ассоциировались с тройным нега-
тивным подтипом, при котором отмечаются сравнительно большие уровни мутационой нагрузки и, 
как следствие, появление опухоль-инфильтрирующих лимфоцитов. Однако данные некоторых ис-
следований указывают на возможное влияние иммунных факторов на течение люминальных под-
типов РМЖ. Основываясь на этих выводах, целью нашей работы стала оценка влияния различных 
иммунологических и клинических факторов на эффективность комбинированной ЭТ с CDK4/6-
ингибиторами при метастатическом HR+/HER2- РМЖ, в первую очередь в контексте оценки состоя-
ний дефицита иммунной системы по уровням эксцизионных колец Т-клеточного рецептора (TREC) 
и k-делеционного элемента В-клеток (KREC). В исследование была включена 51 пациентка с лю-
минальным HER2-негативным РМЖ, получившая комбинированную ЭТ с CDK4/6-ингибиторами в 
сочетании с эндокринным агентом. Результаты исследования указали на снижение уровней TREC с 
увеличением возраста пациенток. Был отмечен более низкий уровень TREC в периферической крови 
пациенток, которые имели худшие исходы лечения: низкий уровень ответа на терапию, быстрое про-
грессирование или смертельный исход, а также отмечена значимая взаимосвязь летального исхода 
и низких уровней k-делеционного элемента В-клеток (KREC), что говорит о важной роли данных 
иммунных факторов в прогнозе заболевания. 

Ключевые слова: HR+/HER2- рак молочной железы, CDK4/6-ингибиторы, эндокринотерапия мРМЖ, противоопухолевый 
иммунитет, TREC, KREC
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Abstract. Luminal HER2-negative subtypes of breast cancer have always attracted oncologists due to their 
sensitivity to low-toxicity hormone therapy. The emergence of new inhibitors of cyclin-dependent kinases 
has allowed hormone therapy to achieve optimal control of tumor growth, being prescribed even for visceral 
lesions. Recent advances in this area have provided novel mode of hormonal therapy as the first-line standard 
for extended HR+/HER2- breast cancer. Evaluation of the relationship between tumor progression and immune 
surveillance was more often associated with the triple-negative subtype characterized by relatively high levels 
of mutational load and tumor-infiltrating lymphocytes. However, data from some studies suggest a possible 
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relationship between immunity and luminal types of breast cancer. On the basis of these conclusions, the aim 
of our work was to evaluate different immunological and clinical factors in view of effectiveness of combined 
endocrine therapy with CDK4/6 inhibitors in metastatic luminal HR+/HER2- breast cancer, primarily in the 
context of assessing immune deficiency conditions by the levels of T-cell receptor excision circles (TREC) and 
k-deletion element of B cells (KREC). The study included 51 patients with luminal HER2-negative breast 
cancer who received combined endocrine therapy with CDK4/6 inhibitors. The results of the study indicated a 
decrease in TREC levels with increasing patients’ age. A decrease in the absolute number of TREC was noted 
in peripheral blood of patients with worse treatment outcomes, i.e., insufficient response to therapy, rapid 
progression or death, along with significant intercorrelation between lethal outcomes and low levels of B cell 
k-deletion element (KREC) thus suggesting an important role of these immune factors in clinical prognosis. 
Hence, we consider prognostic significance of T cell receptor excision rings in the patients’ peripheral blood. 
This factor may affect treatment outcomes and survival rates.

Keywords: HR+/HER2- breast cancer, CDK4/6 inhibitors, endocrinotherapy, antitumor immunity, TREC, KREC

Введение
Рак молочной железы (РМЖ) – сложное ге-

терогенное заболевание, определяемое актива-
цией различных сигнальных путей в опухоли и 
наличием (или отсутствием) экспрессии соответ-
ствующих рецепторов в опухолевых клетках [7]. 
У больных с РМЖ в зависимости от индекса 
пролиферации, уровня экспрессии HER2 и гор-
мональных рецепторов выделяют 5 суррогатных 
биологических подтипов заболевания, при этом в 
65-70% случаев встречается люминальный (HR+) 
HER2- РМЖ [4, 6,  17]. В настоящее время при-
менение комбинации гормонотерапии с инги-
биторами циклин-зависимых киназ 4/6-го типа 
в лечении распространенного люминального 
HER2- РМЖ предпочтительной инициирующей 
стратегией лечения [7, 8].

Роль иммунной системы в реализации про-
тивоопухолевого ответа при РМЖ известна уже 
много лет [10, 24]. Для люминального рака харак-
терна невысокая иммуногенность, что обуслов-
лено низким количеством инфильтрирующих 
опухоль лимфоцитов (TILs) [11, 13]. Тем не ме-
нее исследования ряда авторов демонстрируют, 
что люминальный В-подтип РМЖ, в отличие 
от люминального А-подтипа, характеризуется 
более высоким уровнем мутационной нагруз-
ки (TMB), уровней TILs и наличием лигандов к 
рецептору программируемой клеточной смерти 
(PD- L1) [13, 15, 21, 23], что позволяет предпо-
ложить влияние иммунных факторов на течение 
заболевания и прогноз. 

В настоящее время активно изучается потен-
циал противоопухолевой активности коллабора-
ции эндокринотерапии с иммунотерапией при 
HR+/HER2- РМЖ; так, в исследовании II фазы 
I-SPY2 пациентам назначалась комбинация 
CDК4/6-ингибиторов и пембролизумаба с це-
лью увеличения уровня объективного ответа [19]. 
Было продемонстрировано взаимное синергич-

ное усиление ответа как на CDK4/6-ингибиторы, 
так и на пембролизумаб; однако такая терапия 
приводила к развитию серьезных нежелательных 
явлений [12, 18, 20, 22].

Необходимо отметить, что кроме TMB и анти-
генной нагрузки в формировании специфиче-
ского противоопухолевого иммунитета ключевая 
роль отводится Т-клеточным рецепторам. Марке-
ром разнообразия репертуара рецепторов имму-
нокомпетентных клеток к различным антигенам 
являются эксцизионные кольца Т-клеточного 
рецептора (TREC) и k-делеционного элемента 
В-клеток (KREC), которые представляют собой 
внехромосомные структуры ДНК [14]. 

Целью данной работы явилась оценка влияния 
различных иммунологических и клинических 
факторов на эффективность комбинированной 
эндокринотерапии у больных с метастатическим 
люминальным HER2-негативным РМЖ. 

Материалы и методы
В исследование включена 51 пациентка с 

HR+/ HER2- мРМЖ в возрасте от 34 до 79 лет (ме-
диана – 61 год). Распределение пациентов по ха-
рактеру сайта метастазирования и биологическо-
му подтипу РМЖ представлены в таблице 1.

Всем пациентам перед началом терапии 
CDK4/6-ингибитором (палбоциклибом) вы-
полнялся забор венозной крови в вакуумную 
пробирку с калиевыми солями ЭДТА (этилен-
диаминтетрауксусной кислоты). Для выделения 
РНК/ ДНК из клинического материала исполь-
зовался комплект реагентов «РИБО-преп», ко-
торый предназначен для выделения тотальной 
РНК/ДНК из клинического материала для по-
следующего анализа методом обратной транс-
крипции и полимеразной цепной реакции. Ко-
личественный анализ TREC и KREC проводили 
с использованием набора реагентов «ИММУНО-
БИТ» (ООО «АБВ-тест», Россия) методом поли-
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ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА ПАЦИЕНТОВ ПО ХАРАКТЕРУ МЕТАСТАЗИРОВАНИЯ И СУРРОГАТНЫМ ПОДТИПАМ 
РМЖ

TABLE 1. CHARACTERISTICS OF PATIENTS BY THE NATURE OF METASTASIS AND SURROGATE SUBTYPES OF BREAST 
CANCER

Показатели
Indicators

Категории
Categories

Абсолютное количество 
пациентов (n)

Absolute number of patients (n)

Доля пациентов 
от группы (%)

Percentage of patients 
from the group (%)

Суррогатные подтипы 
РМЖ
Surrogate subtypes 
of breast cancer

Люминальный А
Luminal A 31 60,8

Люминальный В
Luminal B 20 39,2

Висцеральные 
метастазы
Visceral metastases

Имеются
Present 25 49,0

Отсутствуют
Absent 26 51,0

Невисцеральные 
метастазы 
Non-visceral metastases

Имеются
Present 40 78,4

Отсутствуют
Absent 11 21,6

Метастазы в печень 
Liver metastases

Имеются
Present 9 17,6

Отсутствуют
Absent 42 82,4

Метастазы в легкие 
Lung metastases

Имеются
Present 18 35,3

Отсутствуют
Absent 33 64,7

Метастазы в головной 
мозг 
Brain metastases

Имеются
Present 1 2,0

Отсутствуют
Absent 50 98,0

Костные метастазы
Bone metastases

Имеются
Present 27 52,9

Отсутствуют
Absent 24 47,1

мераазной цепной реакции (ПЦР) в реальном 
времени. Использовался анализатор: амплифи-
катор Real-time CFX96, Bio-Rad Laboratories, 
США. Детектирующий амплификатор ДТ-96, 
ООО «НПФ ДНК-Технология», Россия. Ана-
ли тическая чувствительность тест-системы: 
1  ×  103 копий/мл. Аналитическая специфичность 
тест-системы: 100%. 

Статистическая обработка полученных ре-
зультатов исследования проводился с исполь-
зованием программы StatTech v. 4.6.1 (разра-
ботчик – ООО «Статтех», Россия). Для оценки 
диагностической значимости количественных 
признаков при прогнозировании определенного 
исхода, применялся метод анализа ROC-кривых. 
Разделяющее значение количественного призна-

ка в точке cut-off определялось по наивысшему 
значению индекса Юдена. Различия считались 
статистически значимыми при p < 0,05.

Результаты
На фоне терапии комбинированной ЭТ с 

палбоциклибом прогрессирование заболевания 
зарегистрировано у 20 пациентов, медиана вы-
живаемости без прогрессирования составила 18 
месяцев; медиана ОВ – 24 месяца, умерло 11 из 
51 пациентки. Показатели выживаемости и уров-
ня эксцизионных колец рекомбинации участков 
ДНК представлены в таблице 2. 

Максимальным ответом на фоне проводимой 
терапии был частичный и полный ответы (52,9 и 
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ТАБЛИЦА 2. РЕЗУЛЬТАТЫ ОПРЕДЕЛЕНИЯ УРОВНЯ ЭКСЦИЗИОННЫХ КОЛЕЦ И ВЫЖИВАЕМОСТИ

TABLE 2. RESULTS OF DETERMINING THE LEVEL OF EXCISION RINGS AND SURVIVAL

Показатели
Indicators

Медиана, Me
Median, Me

Q0,25-Q0,75
Q0.25-Q0.75

Абсолютное 
количество 

пациентов (n)
Absolute number 

of patients (n)

Минимальное 
значение

Minimum value

Максимальное 
значение

Maximum value

ВБП (месяц)
PFS (month) 18,00 9,00-30,50 51 3,00 96,00

ОВ (месяц)
OS (month) 24,00 13,00-33,50 51 7,00 96,00

TREC, копий/105 
клеток
TREC, copies/105 cells

17,83 4,12-52,19 51 0,00 197,33

KREC, 
копий/105 клеток
KREC, copies/105 cells

337,00 115,81-855,20 51 0,26 4751,55

Примечание. Q0,25-Q0,75 – межквартильный интервал. * – различия показателей статистически значимы (p < 0,05). ОВ – 
общая выживаемомть; ВБП – выживаемость без прогрессирования.

Note. Q0.25-Q0.75, interquartile range. *, differences in indicators are statistically significant (p < 0.05). OS, overall survival; PFS, 
progression-free survival.

ТАБЛИЦА 3. ПОКАЗАТЕЛИ ОТВЕТА НА КОМБИНИРОВАННУЮ ЭТ У ПАЦИЕНТОВ В ИССЛЕДОВАНИИ

TABLE 3. RESPONSE RATES TO COMBINATION ET IN PATIENTS IN THE STUDY

Ответ на терапию
Response to therapy

Абсолютное количество 
пациентов (n)

Absolute number 
of patients (n)

Доля пациентов 
от группы (%)

Proportion of patients from 
the group (%)

M±m, 95% 
доверительный 

интервал
M±m, 95% confidence 

interval
Полный ответ
Complete response 5 9,8 3,3-21,4

Частичный ответ
Partial response 27 52,9 38,5-67,1

Стабилизация
Stabilization 15 29,4 17,5-43,8

Прогрессия
Progression 4 7,8 2,2-18,9

9,8% соответственно), стабилизацию опухолево-
го процесса имели 29,4% больных, прогрессиро-
вание имели 7,8% больных (табл. 3).

При оценке связи TREC и возраста была 
установлена обратная корреляционная связь 
(ρ = -0,524; p < 0,001) (рис. 1). Наблюдаемая зави-
симость TREC от возраста описывается уравне-
нием парной линейной регрессии: YTREC = -2,004 
× Xвозраст + 156 029. Из полученных результатов 
следует, что при увеличении возраста пациентки 
на 1 год следует ожидать уменьшение TREC на 
2004 копий/105 клеток. Полученная модель объ-
ясняет 20,2% наблюдаемой дисперсии TREC. 
Полученные нами результаты подтверждают 

уменьшение медианы уровня TREC с увеличе-
нием возраста пациентов, что отмечено другими 
авторами [1, 16]. 

Был проведен корреляционный анализ вза-
имосвязи возраста и KREC. При оценке связи 
KREC и возраста в рассматриваемой группе па-
циенток связь отсутствовала.

При анализе зависимости уровня TREC и 
прогрессирования опухолевого процесса стати-
стически значимой зависимости не выявлено 
(p = 0,370) (табл. 4). При этом показатели бо-
лее низкого уровня TREC у пациентов с про-
грессированием опухолевого процесса (7,38 vs 
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Рисунок 1. График регрессионной функции, 
характеризующий зависимость TREC (копий/105 клеток – 
ось ординат) от возраста (лет – ось абсцисс)
Figure 1. Graph of the regression function characterizing 
the dependence of TREC (copies/105 cells, ordinate axis) on 
age (years, abscissa axis)

30,27) могут свидетельствовать о наличии у них 
Т-клеточного иммунодефицита.

Выполнена оценка зависимости вероятности 
прогрессии от уровня TREC с помощью ROC-
анализа. Площадь под ROC-кривой составила 
0,575±0,082 с 95% ДИ: 0,415-0,735. Получен-
ная модель не была статистически значимой 
(p = 0,370). Пороговое значение TREC в точке 
cut-off, которому соответствовало наивысшее 
значение индекса Юдена, составило 19 000 ко-
пий/105 клеток, а прогрессию заболевания сле-
дует прогнозировать при значении TREC ниже 
данной величины. Чувствительность и спец-
ифичность модели составили 70,0 и 58,1% соот-
ветственно.

При оценке зависимости уровня TREC и ле-
тальности больных была отмечена тенденция бо-
лее низких показателей медианы TREC у умер-
ших пациентов по сравнению с живыми (5,35 vs 
24, p = 0,067) (табл. 5). Полученные результаты 
демонстрируют, что в группе умерших пациенток 
чаще наблюдалась иммуносупрессия, которая 
значительно ограничивает вероятность форми-

ТАБЛИЦА 4. АНАЛИЗ TREC В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ФАКТА ПРОГРЕССИРОВАНИЯ БОЛЕЗНИ

TABLE 4. TREC ANALYSIS DEPENDING ON THE FACT OF DISEASE PROGRESSION

Показатель
Indicator

Категории
Categories

TREC, копий/105 клеток
TREC, copies/105 cells

p
Медиана, Me
Median, Me

Q0,25-Q0,75
Q0.25-Q0.75

Абсолютное 
количество 

пациентов (n)
Absolute number 

of patients (n)

Прогрессирование 
опухолевого 
процесса
Tumor progression

Отсутствует
No 30,27 4,88-60,73 31

0,370
Есть
yes 7,38 3,49-40,61 20

Примечание. Q0,25-Q0,75 – межквартильный интервал.

Note. Q0.25-Q0.75, interquartile range.

ТАБЛИЦА 5. АНАЛИЗ TREC И ЛЕТАЛЬНОСТЬ ПАЦИЕНТОВ

TABLE 5. TREC ANALYSIS AND PATIENT MORTALITY

Категории
Categories

TREC, копий/105 клеток
TREC, copies/105 cells 

p
Медиана, Me
Median, Me

Q0,25-Q0,75
Q0.25-Q0.75

Абсолютное количество  
пациентов (n)

Absolute number of patients (n)
Жив
Alive 24,00 5,38-60,61 40

0,067
Умер
Dead 5,35 1,35-22,48 11

Примечание. Q0,25-Q0,75 – межквартильный интервал.

Note. Q0.25-Q0.75, interquartile range.
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рования специфического противоопухолевого 
иммунитета. 

Нами также выполнена оценка зависимо-
сти риска смерти от уровня TREC с помощью 
ROC-анализа. Площадь под ROC-кривой соста-
вила 0,682±0,084 с 95% ДИ: 0,516-0,847. Полу-
ченная модель не была статистически значимой 
(p = 0,067). Пороговое значение TREC в точке 
cut-off, которому соответствовало наивысшее 
значение индекса Юдена, составило 7,710 ко-
пий/105 клеток. Смерть пациенток следует про-
гнозировать при значении уровня TREC ниже 
данной величины. Чувствительность и спец-
ифичность модели составили 72,7 и 67,5% соот-
ветственно.

При оценке уровня TREC в зависимости от 
ответа на терапию не удалось выявить статисти-

чески значимых различий (p = 0,488). При этом 
необходимо отметить, что чем выше медиана 
уровня TREC, тем лучше объективный ответ на 
проводимую терапию, что может указывать на 
важную роль иммунной системы в формирова-
нии объективного ответа при распространенном 
РМЖ. Максимальный уровень медианы TREC 
(45,95) имели пять больных с полным ответом на 
комбинированную ЭТ, а минимальный (9,19) – 4 
пациента с прогрессированием опухолевого про-
цесса (табл. 6).

При сопоставлении уровня KREC в зависимо-
сти от ответа на терапию не удалось выявить ста-
тистически значимых различий (p = 0,304). При 
этом максимально высокий показатель медианы 
KREC (458,11) имели пациенты без прогрессиро-
вания, в то время как у больных с прогрессирова-

ТАБЛИЦА 6. АНАЛИЗ TREC В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ОТВЕТА НА ТЕРАПИЮ

TABLE 6. TREC ANALYSIS DEPENDING ON THE RESPONSE TO THERAPY

Ответ на терапию
Response to therapy

TREC, копий/105 клеток
TREC, copies/105 cells

p
Медиана, Me
Median, Me

Q0,25-Q0,75
Q0.25-Q0.75

Абсолютное 
количество 

пациентов (n)
Absolute number 

of patients (n)
Полный ответ
Complete response 45,97 30,27-81,00 5

0,488

Частичный ответ
Partial response 17,83 4,56-51,09 27

Стабилизация
Stabilization 9,24 1,74-62,92 15

Прогрессирование
Progression 9,19 6,09-12,71 4

Примечание. ПО – полный ответ; Q0,25-Q0,75 – межквартильный интервал.

Note. CR, complete response; Q0.25-Q0.75, interquartile range.

ТАБЛИЦА 7. АНАЛИЗ KREC В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ПРОГРЕССИРОВАНИЯ ОПУХОЛЕВОГО ПРОЦЕССА

TABLE 7. KREC ANALYSIS DEPENDING ON TUMOR PROGRESSION

Показатель
Indicator

KREC, копий/105 клеток
KREC, copies/105 cells 

p
Медиана, Me
Median, Me

Q0,25-Q0,75
Q0.25-Q0.75

Абсолютное 
количество 

пациентов (n)
Absolute number 

of patients (n)
Нет прогрессии
No progression 458,11 206,19-1033,01 31

0,014*
Прогрессия
Progression 158,87 74,29-332,57 20

Примечание. Q0,25-Q0,75 – межквартильный интервал. *, различия показателей статистически значимы (p < 0,05).

Note. Q0.25-Q0.75, interquartile range. *, differences in indicators are statistically significant (p < 0.05).
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нием уровень KREC был в 3 раза ниже (158,87), 
различия высоко значимы, p = 0,014 (табл. 7). 

Выполнена оценка зависимости вероятности 
прогрессия от KREC с помощью ROC-анализа. 
Площадь под ROC-кривой составила 0,705±0,073 
с 95% ДИ: 0,563-0,847. Полученная модель была 
статистически значимой (p = 0,014). Пороговое 
значение KREC в точке cut-off, которому соот-
ветствовало наивысшее значение индекса Юде-
на, составило 201 670 копий/105 клеток. Про-
грессию следует прогнозировать при значении 
KREC ниже данной величины. Чувствительность 
и специфичность модели составили 70,0 и 77,4% 
соответственно. Полученные данные демонстри-
руют выраженную иммуносупрессию у больных с 
прогрессией заболевания, что обусловлено в том 
числе и негативным воздействием опухолевой 
ткани на специфический гуморальный иммуни-
тет.

При анализе KREC и летальности пациентов 
удалось выявить статистически значимых разли-
чий (p = 0,216) (табл. 8). 

Выполнена оценка зависимости смерти от 
уровня KREC с помощью ROC-анализа. Пло-
щадь под ROC-кривой составила 0,623±0,091 с 
95% ДИ: 0,444-0,801. Полученная модель не была 
статистически значимой (p = 0,216). Пороговое 
значение KREC в точке cut-off, которому соот-
ветствовало наивысшее значение индекса Юде-
на, составило 185,250. Смерть прогнозировалась 
при значении KREC ниже данной величины. 
Чувствительность и специфичность модели со-
ставили 72,7% и 70,0% соответственно.

Обсуждение
Комбинированная ЭТ с CDK4/6-инги бито-

рами является приоритетной инициирующей 
линией лечения больных с распространенным 
HR+/HER2- РМЖ. При этом развитие эндокри-
норезистентности на фоне такой терапии пред-
ставляет собой нетривиальную задачу для выбора 
дальнейшей лечебной стратегии [7, 9, 17]. Иссле-
дование роли различных иммунных маркеров, 

таких как TREC и KREC, в предсказании ответа 
на лечение и оценку прогноза заболевания пред-
ставляет значительный клинический интерес.

Люминальный HER2-негативный РМЖ тра-
диционно считался злокачественной опухолью с 
низкой иммуногенностью. Однако исследования 
последних лет подвергли данный постулат со-
мнению, а поиск новых иммунных предикторов 
развития ответа является актуальным и своевре-
менным [2, 3, 5]. 

Результаты нашего исследования показа-
ли важные связи между уровнями эксцизион-
ных колец Т-клеточного рецептора (TREC) и 
k-делеционного элемента В-клеток (KREC) с 
клиническими исходами, что говорит о нега-
тивной роли клеточного и гуморального имму-
нодефицита в прогнозе заболевания у больных с 
распространенным HR+/HER2- РМЖ. Установ-
ление пороговых значений TREC, ниже которых 
значительно возрастает риск прогрессирования и 
смерти, может стать основой для выбора персо-
нализированного подхода к терапии. Использо-
вание маркеров, таких как TREC и KREC, в каче-
стве прогностических индикаторов представляет 
собой многообещающий подход, который может 
помочь в селекции пациентов для более агрес-
сивного или альтернативного лечения.

Из полученных нами результатов следует, что 
у больных РМЖ на фоне комбинированной ЭТ 
с CDK4/6-ингибиторами снижение количества 
TREC в крови может свидетельствовать о на-
личии иммунодефицита. Представленные дан-
ные указывают на возможность использования 
метода определения уровня TREC для прогно-
зирования риска прогрессии и смерти. На фоне 
терапии палбоциклибом распространенного 
HR+/HER2- РМЖ отмечается численное сни-
жение медианы концентрации эксцизионных 
колец Т-клеточного рецептора при прогресси-
ровании опухолевого процесса, что указывает 
на Т-клеточный иммунодефицит. Кроме того, 
отмечена значимая взаимосвязь летального ис-
хода и низких уровней k-делеционного элемента 

ТАБЛИЦА 8. АНАЛИЗ KREC В ЗАВИСИМОСТИ ОТ СМЕРТИ ПАЦИЕНТОВ

TABLE 8. KREC ANALYSIS ACCORDING TO PATIENT DEATH

Показатель
Indicator

KREC, копий/105 клеток
KREC, copies/105 cells

p
Me Q0,25-Q0,75

Q0.25-Q0.75
n

Жив
Alive 379,16 132,65-954,74 40

0,216
Умер
Died 178,88 98,91-435,08 11
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В-клеток (KREC), что говорит о важной роли гу-
морального иммунитета в прогнозе заболевания. 

Современные подходы лечения РМЖ требуют 
более глубокого понимания иммунологических 
взаимоотношений между опухолью и организ-
мом в целом. Данное исследование приближает 
понимание происходящих иммунологических 
изменений у пациентов при назначении раз-
личных схем противоопухолевой лекарственной 
терапии и патогенетическое обоснование их ис-
пользования для активации противоопухолевого 
иммунитета. 

Заключение
В данной работе впервые представлены ре-

зультаты исследования уровня TREC у больных 
с метастатическим РМЖ, определена прогно-
стическая значимость уровня эксцизионных ко-
лец Т-клеточного рецептора и k-делеционного 
элемента В-клеток (KREC). Дальнейшее разви-
тие иммуноонкологии позволит учитывать из-
менения показателей TREC и KREC в динамике 
и использовать прогностическое значение этих 
изменений на результаты лечения и показатели 
выживаемости. 
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АССОЦИАЦИИ АНТИТЕЛ, СПЕЦИФИЧНЫХ К 
СТЕРОИДНЫМ ГОРМОНАМ, И ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНОВ 
ЦИТОКИНОВ С ПРОЛИФЕРАЦИЕЙ ОПУХОЛИ У БОЛЬНЫХ 
РАКОМ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ
Поленок Е.Г.1, Гордеева Л.А.1, Костянко М.В.2, Антонов А.В.3, 
Байрамов П.В.3, Вержбицкая Н.Е.3, Захаров В.Н.3, Колпинский Г.И.4, 5, 
Глушков А.Н.1
1 ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр угля и углехимии Сибирского отделения Российской 
академии наук», г. Кемерово, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Кемеровский государственный университет», г. Кемерово, Россия  
3 ГБУЗ «Кузбасский клинический онкологический диспансер имени М.С. Раппопорта», г. Кемерово, Россия  
4 ФГБОУ ВО «Кемеровский государственный медицинский университет», г. Кемерово, Россия  
5 ГАУЗ «Клинический консультативно-диагностический центр имени И.А. Колпинского», г. Кемерово, Россия

Резюме. Ранее обнаружили, что у больных раком молочной железы (РМЖ) активно пролифериру-
ющие опухоли, содержащие > 20% клеток, экспрессирующих протеин Ki-67, встречались чаще, если в 
сыворотке крови повышались уровни антител против эстрадиола и прогестерона (IgA1-E2 и IgA1- Pg). 
При повышении уровней соответствующих антиидиотипических антител (IgG2-E2 и IgG2- Pg) такие 
опухоли встречались реже. Генетические механизмы индивидуальных особенностей образования ан-
тител и анти-антител, специфичных к стероидным гормонам, оставались неизвестными. Цель иссле-
дования – выявить предполагаемые взаимосвязи полиморфных локусов генов IL1A (rs1800587), IL1B 
(rs16944), IL6 (rs1554606, rs1800795, rs1800796), IL10 (rs1800896) и TNFA (rs1800629) с содержанием в 
сыворотке крови IgA1-E2, IgA1-Pg, IgG2-E2, IgG2-Pg и Ki-67 положительных клеток в опухоли у боль-
ных РМЖ. Антитела и анти-антитела в сыворотке больных РМЖ (I стадия – 661 и II-IV стадии – 741) 
исследовали с помощью ELISA. Однонуклеотидные полиморфизмы генов цитокинов определяли 
стандартными методами ПЦР. Содержание в опухоли Ki-67 положительных клеток у 484 больных 
РМЖ с I стадией и у 551 – со II-IV стадиями исследовали с помощью иммуногистохимического ме-
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тода. У больных со II-IV стадиями РМЖ с генотипом GG гена IL6 (rs1800796) активно пролифериру-
ющие опухоли встречались чаще, чем у больных с генотипом CG (63,3% vs 48,6%, p = 0,02). По ин-
дивидуальным комбинациям уровней идиотипических и антиидиотипических антител выделили три 
иммунологического фенотипа, по-разному ассоциированных с пролиферацией опухоли у больных 
РМЖ со II-IV стадиями. У больных с «нейтральным» иммунологическим фенотипом активно проли-
ферирующие опухоли (Ki-67 > 20% клеток) встречались в 61,5% случаев. У больных с «тормозящим» 
фенотипом такие опухоли выявляли в 47,3% случаев (p = 0,02 по сравнению с «нейтральным»). У боль-
ных со «стимулирующим» фенотипом активно пролиферирующие опухоли были диагностированы в 
71,2% (p = 0,047 по сравнению с «нейтральным», p < 0,001 по сравнению с «тормозящим»). Удельный 
вес больных с каждым из выделенных иммунологических фенотипов не различался при I и II-IV ста-
диях. «Стимулирующий» фенотип обнаруживали чаще у носителей генотипа GG IL6 (rs1800796), чем 
у носителей генотипа CG (26,8% vs 19,1%, p = 0,028). Таким образом, иммуномодуляция пролифера-
тивной активности опухоли идиотипическими и антиидиотипическими антителами, специфичными 
к стероидным гормонам, у больных РМЖ была детерминирована rs1800796 полиморфизмом гена IL6.

Ключевые слова: рак молочной железы, антитела, интерлейкины, эстрадиол, прогестерон, Ki-67
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Abstract. Earlier it was shown that actively proliferating tumors with Ki-67 positive cells > 20% are more 
frequently detected in breast cancer patients (BC) with high serum levels of autoantibodies against estradiol and 
progesterone (IgA1-E2 and IgA1-Pg), and less common in BC with high levels of corresponding antiidiotypic 
autoantibodies (IgG2-E2 and IgG2-Pg). The genetic factors for development of these auto-antibodies are 
still unknown. The purpose of this study was to search for associations between polymorphic loci of the IL1A 
(rs1800587), IL1B (rs16944), IL6 (rs1554606, rs1800795, rs1800796), IL10 (rs1800896) and TNFA (rs1800629) 
genes and serum levels of IgA1-E2, IgA1-Pg, IgG2-E2, IgG2-Pg as compared with tumor levels of Ki-67-
positive cells in BC patients. Antibodies and antiantibodies specific to steroid hormones were assessed by means 
of ELISA technique, being studied in 661 BC stage I patients, and in 741 patients with stage II-IV disease. 
Single nucleotide polymorphisms of cytokine genes were determined by PCR technique in DNA isolated from 
lymphocytes. Ki-67-expressing cells were detected using immunohistochemical technique in tumor samples of 
484 stage I BC patients, and in 551 patients with disease of II-IV stage. Higher levels of Ki-67 positive tumor 
cells were found in patients with stages II-IV breast cancer carrying GG genotype of IL6 gene (rs1800796) 
more frequently than in patients with the CG genotype (63.3% vs. 48.6%, p = 0.02). Three immunological 
phenotypes have been found according to individual combinations of studied idiotypic and antiidiotypic 
antibodies differently associated with tumor proliferation in BC patients (stage II-IV). Highly proliferating 
tumors (Ki-67 positive cells > 20%) were found in 61.5% BC patients with “neutral” immunological phenotype; 
in 47.3% BCP with “inhibition” phenotype (p = 0.02 vs. “neutral”), and in 71.2% (p = 0.047 vs. “neutral”, 
p < 0.001 vs. “inhibition”). The frequency of BC patients with any mentioned immunological phenotype was 
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Введение
Важным критерием в диагностике молекуляр-

но-биологического подтипа рака молочной же-
лезы (РМЖ) и в выборе оптимального варианта 
лечения является экспрессия в опухоли маркера 
клеточной пролиферации протеина Ki-67 [11, 
16]. Известно влияние сывороточных гормонов 
и стероид-связывающего глобулина сыворотки 
крови на возникновение и рост РМЖ [6, 7]. Од-
нако участие аутоантител, специфичных к стеро-
идным гормонам и к их клеточным рецепторам, в 
прогрессии стероид-зависимых опухолей остает-
ся малоизученным.

Ранее обнаружили [1], что у больных РМЖ 
II-IV стадий опухоли с высоким содержанием 
Ki- 67 положительных клеток (> 20%) встреча-
лись чаще, если в сыворотке крови повышались 
уровни антител класса А, специфичных к эстра-
диолу и прогестерону (IgA1-E2 и IgA1-Pg). И, нао-
борот, при повышении уровней соответствующих 
антиидиотипических антител класса G (IgG2-E2 
и IgG2-Pg) такие опухоли встречались реже. Ис-
следование индивидуальных комбинаций ука-
занных антител позволило выделить отдельные 
иммунологические фенотипы, ассоциированные 
с высокой и низкой пролиферативной активно-
стью опухоли у больных РМЖ. Предположили, 
что индивидуальные особенности образования 
антител, способных участвовать в регуляции про-
грессии гормональных опухолей, обусловлены 
полиморфными вариантами генов цитокинов.

Ассоциации полиморфизма генов цитоки-
нов [9, 15, 17, 20] и содержания их белковых про-
дуктов в сыворотке крови [5, 8, 14] с РМЖ были 
неоднократно продемонстрированы. Обнаруже-
ны взаимосвязи между уровнями цитокинов в 
крови больных РМЖ и количеством Ki-67 экс-
прессирующих клеток в опухоли [3, 8]. Однако 
влияние полиморфных локусов генов цитокинов 
на образование антител и анти-антител, спец-
ифичных к стероидным гормонам, оставалось 
неизвестным.

Цель исследования – выявить предполагае-
мые взаимосвязи полиморфных локусов генов 

IL1A (rs1800587), IL1B (rs16944), IL6 (rs1554606, 
rs1800795, rs1800796), IL10 (rs1800896) и TNFA 
(rs1800629) с содержанием в сыворотке крови 
IgA1-E2, IgA1-Pg, IgG2-E2, IgG2-Pg и Ki-67 поло-
жительных клеток в опухоли у больных РМЖ.

Материалы и методы
Материалом исследования послужили лим-

фоциты и сыворотка крови у 1402 больных РМЖ 
(I стадия – 661, II – 528, III-IV – 213 человек), 
а также трепан-биоптаты опухоли у некоторых 
из них (I стадия – 484, II – 400, III-IV – 151 че-
ловек) в постменопаузе до начала специального 
противоопухолевого лечения. Медиана возраста 
составила 65 лет с интерквартильным интерва-
лом 59-71 год.

Дизайн исследования соответствовал эти-
ческим стандартам Хельсинкской декларации 
(2013 ) и Правилам клинической практики в Рос-
сийской Федерации, утвержденным Приказом 
Минздрава РФ № 266 от 19.06.2003 и был одобрен 
локальным этическим комитетом Института эко-
логии человека ФИЦ УУХ СО РАН (протокол 
№ 83/2 от 15.10.2024). Все больные РМЖ давали 
информированное письменное согласие на уча-
стие в исследовании. 

Из лимфоцитов выделяли ДНК с помощью 
метода фенол-хлороформной экстракции с по-
следующим осаждением этанолом, образцы 
ДНК хранили при -20  °С. Стандартными ме-
тодами ПЦР, описанными ранее [2], опреде-
ляли единичные нуклеотидные замены в генах 
IL1A (rs1800587), IL1B (rs16944), IL6 (rs1554606, 
rs1800795, rs1800796), IL10 (rs1800896) и TNFA 
(rs1800629).

Образцы сыворотки хранили при -70  °С до 
выполнения неконкурентного иммунофермент-
ного анализа по ранее описанной методике [1]. 
Уровни IgA1-E2 и IgA1-Pg определяли, исполь-
зуя конъюгаты E2 и Pg с бычьим сывороточным 
альбумином в качестве адсорбированных анти-
генов и козьи антитела портив IgA человека, ме-
ченные пероксидазой хрена (Invitrogen, США), в 
качестве проявляющих агентов. Уровни IgG2-E2 
и IgG2-Pg исследовали с помощью адсорбирован-
ных моноклональных антител против E2 и Pg в 
коммерческих наборах «ИммуноФА-Эстрадиол» 
и «ИммуноФА-ПГ» (АО «НВО Иммунотех», Мо-

not changed from I to II-IV stages of the disorder. The “stimulating” phenotype was found more often in 
carriers of the GG IL6 genotype (rs1800796) than in persons with CG genotype (26.8% vs. 19.1%, p = 0.028). 
In conclusion, immunomodulation of tumor proliferation by idiotypic and antiidiotypic antibodies specific to 
steroid hormones was associated with functional polymorphism rs1800796 of the IL6 gene.

Keywords: breast cancer, antibodies, cytokines, estradiol, progesterone, Ki-67
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сква) и козьих антител против IgG-человека, ме-
ченных пероксидазой хрена (Invitrogen, США). 

Для анализа Ki-67 применяли стандартный 
иммуногистохимический метод с использовани-
ем кроличьих антител 30-9 (CONFIPM, Ventana, 
США).

С помощью пакета статистических программ 
Statistica 8.0, (StatSoft Inc., США) и онлайн-
калькулятора https://www.snpstats.net/start.htm 
про водили анализ полученных результатов. Ис-
пользовали критерий χ2 Пирсона для оценки со-
ответствия частоты генотипов генов цитокинов 
равновесию Харди–Вайнберга (HWE). Харак-
тер распределения количественных показателей 
определяли с помощью критерия Шапиро–Уил-
ка и статистически значимые различия между 
сравниваемыми группами (р  <  0,05) выявляли 
по непараметрическому критерию χ2 с поправ-
кой Йейтса (Yates) на непрерывность вариации. 
Взаимосвязи между уровнями идиотипических 
и антиидиотипических антител оценивали с по-
мощью ранговой корреляции по Спирмену. По-
роговые значения (cut-off) уровней исследуемых 
антител были рассчитаны на основе ROC-анализа 
между больными РМЖ I стадии с низким (≤ 20%) 
и высоким (> 20%) содержанием Ki-67 положи-
тельных клеток в опухоли [10]. 

Результаты
Сначала исследовали взаимосвязи между со-

держанием в сыворотке больных РМЖ идиоти-
пических антител, специфичных к стероидным 
гормонам, и соответствующих антиидиотипиче-
ских антител. Оказалось, что коррелируют между 
собой уровни только IgA1-E2 с IgA1-Pg (rs = 0,69, 
p < 0,001) и только IgG2-E2 с IgG2-Pg (rs = 0,17, 
p < 0,001). Взаимосвязи между уровнями идиоти-
пических антител, с одной стороны, и уровнями 
антиидиотипических антител, с другой стороны, 
отсутствовали. 

Затем с помощью ROC-анализа рассчитали 
пограничные значения уровней исследуемых ан-
тител (cut-off value), по которым больные на I ста-
дии РМЖ с низким (≤ 20%) и высоким (> 20%) 
содержанием в опухоли Ki-67-положительных 
клеток имели наиболее значимые различия. За-
тем распределили больных I и II-IV стадией 
РМЖ по содержанию в опухоли протеина Ki-67, 
с одной стороны, и по индивидуальным комби-
нациям уровней исследуемых антител в сыво-
ротке крови, с другой стороны. Выделили по-
следовательно следующие иммунологические 
фенотипы: идиотипические (IgA1-E2 + IgA1-Pg), 
антиидиотипические (IgG2-E2 + IgG2-Pg) и иди-
отип-антиидиотипические (IgA1-E2 + IgA1-Pg + 
IgG2-E2 + IgG2-Pg). Полученные результаты та-
кого анализа представлены в таблице 1.

Больные РМЖ по содержанию в опухоли Ki- 67 
положительных клеток и выделенным идио типи-
ческим иммунологическим фенотипам распреде-
лились следующим образом. У больных с I ста-
дией РМЖ с высоким содержа нием Ki- 67 > 20% 
представительство каждого из указанных фено-
типов (комбинации IgA1-E2 + IgA1- Pg) встре-
чалось примерно с одинаковой частотой (34,0-
45,6%), различия между ними были незначимыми 
(р = 0,489).

У больных со II-IV стадией РМЖ с одновре-
менно низкими уровнями IgA1-E2 ≤ 3 + IgA1-Pg ≤ 2 
(комбинация 1.1) и с низким уровнями одного 
из этих антител при высоком другого (комби-
нации 1.2 и 1.3) опухоли с Ki-67 > 20% встреча-
лись в 59,1-54,3%. В среднем (1.5 = 1.1+1.2+1.3) 
эта частота составляла 57,9%. В отличие от них 
у больных с одновременно высокими уровнями 
IgA1-E2 > 3 + IgA1-Pg > 2 (комбинация 1.4) опу-
холи с Ki-67 > 20% обнаруживали чаще, в 68,6%. 
Различия между комбинациями 1.4 и 1.5 оказа-
лись статистически значимыми (р = 0,02).

Аналогичный анализ больных РМЖ по анти-
идиотипам IgG2-E2 и IgG2-Pg показал отсутствие 
искомых взаимосвязей с содержанием Ki-67 в 
опухоли при I стадии. У больных II-IV стади-
ями РМЖ при одновременно низких уровнях 
IgG2-E2 ≤ 4 + IgG2-Pg ≤ 2,5 (комбинация 2.1) и 
низких уровнях одного из этих антител в комби-
нации с высоким уровнем другого (комбинации 
2.2 и 2.3) опухоли с Ki-67 > 20% встречались в 
62,8–70,5% случаев (в среднем в 64,9%, комби-
нация 2.5). При одновременно высоких уровнях 
IgG2-E2 > 4 + IgG2-Pg > 2,5 такая частота была 
значительно ниже (50,8%) и различия между под-
группами 2.4 и 2.5 оказались статистически зна-
чимыми (р = 0,005).

Таким образом, у больных РМЖ на II-IV 
стадиях активно пролиферирующие опухоли 
(Ki- 67 > 20%) встречались в 61,5% случаев без 
учета влияния исследуемых антител. Однако при 
некоторых комбинациях идиотипических анти-
тел IgA1-E2 + IgA1-Pg (1.4) и антиидиотипиче-
ских антител IgG2-E2 + IgG2-Pg (2.1+2.2+2.3) эта 
величина была больше, 68,6% и 64,9% соответ-
ственно. При других комбинациях (1.1+1.2+1.3 и 
2.4) она оказалась меньше, 57,9% и 50,8% соот-
ветственно. Комплексный анализ условно стиму-
лирующих и условно тормозящих пролиферацию 
опухоли идиотипических и антиидиотипических 
иммунологических фенотипов показал следую-
щее (продолжение табл. 1).

У больных II-IV стадией РМЖ с одновременно 
стимулирующими идиотипическими и антииди-
отипическими фенотипами (комбинация 3.1) ак-
тивно пролиферирующие опухоли обнаружива-
лись в 71,2%. Если один из указанных фенотипов 
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ТАБЛИЦА 1. ЧИСЛО (n) И УДЕЛЬНЫЙ ВЕС (%) БОЛЬНЫХ РМЖ С НИЗКИМ (≤ 20%) И ВЫСОКИМ (> 20%) 
СОДЕРЖАНИЕМ В ОПУХОЛИ Ki-67 ПОЛОЖИТЕЛЬНЫХ КЛЕТОК В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ИНДИВИДУАЛЬНЫХ 
КОМБИНАЦИЙ НИЗКИХ (≤ ) И ВЫСОКИХ (> ) УРОВНЕЙ ИДИОТИПИЧЕСКИХ (IgA1) И АНТИИДИОТИПИЧЕСКИХ (IgG2) 
ИССЛЕДУЕМЫХ АНТИТЕЛ
TABLE 1. NUMBERS (n) AND FREQUENCY (%) OF BCP WITH LOW (≤ 20%) AND HIGH (> 20%) LEVELS OF TUMOR 
Ki- 67 POSITIVE CELLS DEPENDING ON PERSONAL COMBINATIONS OF LOW (≤ ) AND HIGH (> ) LEVELS OF STUDIED 
IDIOTYPIC (IgA1) AND ANTIIDIOTYPIC (IgG2) ANTIBODIES

Комбинации антител
Antibodies combinations

РМЖ I стадии
BCP I stage

(n = 484)

РМЖ II-IV стадий
BCP II-IV stages

(n = 551)
Ki-67 ≤ 20% Ki-67 > 20% Ki-67 ≤ 20% Ki-67 > 20%

n/% n/% n/% n/%
1.1. IgA1-E2 ≤ 3 + IgA1-Pg ≤ 2
1.2. IgA1-E2 > 3 + IgA1-Pg ≤ 2
1.3. IgA1-E2 ≤ 3 + IgA1-Pg > 2
1.4. IgA1-E2 > 3 + IgA1-Pg > 2

133/59,9
33/66,0
32/59,3
86/54,4

89/40,1
17/34,0
22/40,7
72/45,6

91/40,9
26/41,3
37/45,7
58/31,4

131/59,1
37/58,7
44/54,3

127/68,6
χχ2 (р), df = 3 2,4 (0,49) 6,5 (0,09)
1.5. (1.1+1.2+1.3) 198/60,7 128/39,3 154/42,1 212/57,9
χχ2 (р1.4-1.5), df = 1 1,5 (0,22) 5,5 (0,02)
2.1. IgG2-E2 ≤ 4 + IgG2-Pg ≤ 2,5
2.2. IgG2-E2 > 4 + IgG2-Pg ≤ 2,5
2.3. IgG2-E2 ≤ 4 + IgG2-Pg > 2,5
2.4. IgG2-E2 > 4 + IgG2-Pg > 2,5

88/56,8
51/57,9
63/59,4
82/60,7

67/43,2
37/42,1
43/40,6
53/39,3

66/35,7
23/29,5
58/37,2
65/49,2

119/64,3
55/70,5
98/62,8
67/50,8

χχ2 (р), df = 3 0,5 (0,92) 9,9 (0,02)
2.5. (2.1+2.2+2.3) 202/57,9 147/42,1 147/35,1 272/64,9
χχ2 (р2.4-2.5), df = 1 0,2 (064) 7,9 (0,005)
3.1. IgG2 (1.1+1.2+1.3)
+ IgA1 (2.4)
3.2. IgG2 (1.1+1.2+1.3)
+ IgA1 (2.1+2.2+2.3)
3.3. IgG2 (1.4)
+ IgA1 (2.4)
3.4. IgG2 (1.4)
+ IgA1 (2.1+2.2+2.3)

60/51,3

142/61,2

26/63,4

56/59,6

57/48,7

90/38,8

15/36,6

38/40,4

42/28,8

105/38,5

16/41,0

49/52,7

104/71,2

168/61,5

23/59,0

44/47,3

χχ2 (р), df = 3 3,7 (0,30) 13,9 (0,004)
3.5 (3.2+3.3) 168/61,5 105/38,5 121/38,3 191/61,2
χχ2 (р3.1-3.5), df = 1 3,1 (0,08) 3,9 (0,047)
χχ2 (р3.4-3.5), df = 1 0,05 (0,83) 5,1 (0,02)
χχ2 (р3.1-3.4), df = 1 1,1 (0,29) 12,8 (< 0,001)

был условно стимулирующим, а другой – тормо-
зящим (комбинация 3.2 и 3.3), то эти величины 
равнялись 61,5% и 59,0% соответственно. При 
сочетании условно тормозящих IgA1 + IgG2 ком-
бинаций (3.4) активно пролиферирующие опухо-
ли встречались в 47,3% случаев.

В результате в группе больных РМЖ II-IV ста-
дий можно выделить три идиотип-антиидиоти-
пических фенотипа по отношению к пролифера-
тивной активности опухоли: 

– нейтральный (комбинация 3.5 = 3.2+3.3), 
при котором удельный вес больных с Ki-67 > 20% 

(61,2%) не отличался от средней величины по 
группе (61,5%);

– стимулирующий (комбинация 3.4), при 
котором доля больных с Ki-67 > 20% (71,2%) ока-
залась статистически значимо больше по сравне-
нию с нейтральным (р = 0,047);

– тормозящий (комбинация 3.1), при кото-
ром активно пролиферирующие опухоли встре-
чались реже по сравнению с нейтральным (47,3%, 
р = 0,020).

Различия между больными со стимулирующим 
и тормозящим идиотип-антиидиотипическими 
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ТАБЛИЦА 2. ЧИСЛО (n) И УДЕЛЬНЫЙ ВЕС (%) БОЛЬНЫХ РМЖ С НИЗКИМ (≤ 20%) И ВЫСОКИМ (> 20%) 
СОДЕРЖАНИЕМ В ОПУХОЛИ Ki-67 ПОЛОЖИТЕЛЬНЫХ КЛЕТОК В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ВАРИАНТОВ ГЕНОВ 
ЦИТОКИНОВ 
TABLE 2. NUMBERS (n) AND FREQUENCY (%) OF BCP WITH LOW (≤ 20%) AND HIGH (> 20%) LEVELS OF TUMOR Ki-67 
POSITIVE CELLS DEPENDING ON STUDIED CYTOKINES GENES POLYMORPHISMS

Гены, генотипы, аллели
Genes, genotypes, alleles

РМЖ I стадии
BCP stage I

(n = 484)

РМЖ II-IV стадий 
BCP stages II-IV

(n = 551)
Ki-67 ≤ 20% Ki-67 > 20% Ki-67 ≤ 20% Ki-67 > 20%

n/% n/% n/% n/%
IL1A (rs1800587)
CC
TC
TT
C
T

136/57,9
120/60,9
26/56,5

392/58,8
172/59,5

99/42,1
77/39,1
20/43,5

275/41,2
117/40,5

110/37,7
86/40,8
15/34,1

306/38,5
116/38,8

182/62,3
125/59,2
29/65,9

489/61,5
183/61,2

p 0,83 0,93
IL1B (rs16944)
CC 
CT
TT
C
T

131/61,8
127/56,9
24/54,5

389/60,1
175/56,3

81/38,2
96/43,1
20/45,5

258/39,9
136/43,7

86/38,1
99/39,6
27/36,0

271/38,6
153/38,3

140/61,9
151/60,4
48/64,0

431/61,4
247/61,7

p 0,24 0,91
IL6 (rs1554606)
GG
GT
TT
G
T

72/54,5
140/60,6
70/59,8

284/57,4
280/60,2

60/45,5
91/39,4
47/40,2

211/42,6
185/39,8

62/40,3
101/39,5
48/34,3

225/39,9
197/36,8

92/59,7
155/60,5
92/65,7

339/60,1
339/63,2

p 0,38 0,30
IL6 (rs1800795)
GG
GC 
CC
G
C

80/55,6
140/60,3
63/59,4

300/57,7
266/59,9

64/44,4
92/39,7
43/40,6

220/42,3
178/40,1

72/43,1
95/36,8
44/35,2

239/40,4
183/36,0

95/56,9
163/63,2
81/64,8

353/59,6
325/64,0

p 0,49 0,15
IL6 (rs1800796) 
GG
CG
CC
G
C

249/60,3
32/47,1
2/100

530/59,3
36/50,0

164/39,7
36/52,9
0/0

364/40,7
36/50,0

174/36,4
37/51,4
0/0

385/37,5
37/51,4

304/63,6
35/48,6
0/0

643/62,5
35/48,6

χχ2 (рGG-CG), df = 1 3,7 (0,06) 5,3 (0,02)
χχ2 (рGG-CG), df = 3 10,4 (0,016)
χχ2 (рG-C), df = 1 2,0 (0,16) 4,9 (0,03)
χχ2 (рG-C), df = 3 8,4 (0,04)
IL10 (rs1800896)
AA
GA
GG
A
G

103/62,0
121/57,6
60/57,7

327/60,3
241/57,7

63/38,0
89/42,4
44/42,3

215/39,7
177/42,3

71/37,2
106/40,3
34/35,4

248/38,4
174/38,2

120/62,8
157/59,7
62/64,6

397/61,6
281/61,8

p 0,43 0,94
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Гены, генотипы, аллели
Genes, genotypes, alleles

РМЖ I стадии
BCP stage I

(n = 484)

РМЖ II-IV стадий 
BCP stages II-IV

(n = 551)
Ki-67 ≤ 20% Ki-67 > 20% Ki-67 ≤ 20% Ki-67 > 20%

n/% n/% n/% n/%
TNFA (rs1800629)
GG
GA
AA
G
A

221/58,3
57/58,8
6/85,7

499/58,4
69/62,2

158/41,7
40/41,2
1/14,3

356/41,6
42/37,8

161/36,8
48/44,4
2/50,0

370/37,6
52/44,8

277/63,2
60/55,6
2/50,0

614/62,4
64/55,2

p 0,45 0,12

фенотипами по частоте диагностированных ак-
тивно пролиферирующих опухолей оказалось 
статистически высоко значимыми (р < 0,001).

В связи с этим возникает вопрос: с чем связа-
ны столь значимые для прогрессии РМЖ разли-
чия по обозначенным иммунологическим фено-
типам? В частности, зависят ли индивидуальные 
особенности образования аутоантител и анти-ан-
тител к стероидным гормонам от полиморфных 
локусов генов цитокинов?

Анализ распределения больных РМЖ по со-
держанию в опухоли Ki-67 в зависимости от 
изучаемых вариантов генов цитокинов пока-
зал следующее (табл. 2). Искомые взаимосвязи 
обнаружены только с полиморфным локусом 
rs1800796 гена IL6. При I стадии РМЖ опухоли 
Ki-67 > 20% встречались у больных с геноти-
пом GG реже, чем у больных с генотипом CG 
(39,7% vs 52,9%, df = 1, p = 0,06). При II-IV ста-
диях, наоборот, активно пролиферирующие опу-
холи обнаруживали чаще у больных с генотипом 
GG, чем с генотипом CG (63,3% vs 48,6%, df = 1, 
p = 0,02). Соответственно, частота выявления 
Ki-67 > 20% опухолей от I ко II-IV стадиям воз-
растала у больных с генотипом GG на 23,9%, а 
у больных с генотипом CG снижалась на 4,3% 
(df = 3, p = 0,016). Аналогичные различия про-
явились при сравнении носительства аллелей G 
и C (62,5% vs 48,6%, df = 1, p = 0,03; возрастание у 
G на 21,7%, снижение у C на 1,4%, p = 0,04).

Удельный вес больных с активно пролифери-
рующими опухолями не зависел от принадлеж-
ности больных к тому или иному генотипу других 
исследованных генов цитокинов.

Для решения основной задачи настоящей ра-
боты выполнили анализ распределения больных 
РМЖ по выделенным иммунологическим фе-
нотипам в зависимости от генотипа изучаемых 
генов цитокинов. Предварительно выяснили, 
что представительство каждого из указанных фе-
нотипов не различалось у больных с I и со II-IV 
стадиями РМЖ. Это свидетельствовало о том, 

что иммунологический фенотип, присущий па-
циенткам в начале заболевания, не изменялся 
при дальнейшем росте опухоли, и послужило 
обоснованием для объединения больных I и II-IV 
стадиями в поисках искомых взаимосвязей с по-
лиморфными локусами генов цитокинов.

Анализ распределения больных РМЖ по иди-
отипическим фенотипам (IgA1) показал следую-
щее (табл.  3). Стимулирующий пролиферацию 
опухоли иммунологический фенотип (комбина-
ция 1.4 по таблице 1) встречался чаще у носите-
лей генотипа GG IL6 (rs1800796), чем у носителей 
генотипа CG (33,7% vs 23,8%, p < 0,01). Соот-
ветственно, у носителей аллелей G и C: 32,9% vs 
24,9% p = 0,02. Во всех остальных случаях иско-
мых взаимосвязей изучаемых полиморфных ло-
кусов генов цитокинов с идиотипическими фе-
нотипами не обнаружено.

Не выявили статистически достоверных ассо-
циаций вариантов генов цитокинов с антиидио-
типическими иммунологическими фенотипами 
(полученные данные в виде отдельной таблице 
не представлены). Частота обнаружений комби-
наций 2.4 и 2.5 по таблице 1 была примерно оди-
наковой при каждом генотипе исследованных 
генов.

В таблице 4 показано, что удельный вес боль-
ных РМЖ с каждым из 3 выделенных идиотип-
антиидиотипических фенотипов не зависел от 
полиморфизма в генах цитокинов как при анали-
зе генотипов, так и при анализе отдельных алле-
лей. Небольшие искомые различия обнаружены 
между генотипами GG и CG гена IL6 (rs1800796). 
У больных с генотипом GG стимулирующий 
иммунологический фенотип встречался чаще, 
чем у больных с генотипом CG (26,8% vs 19,1%). 
И, наобо рот, нейтральный и тормозящий имму-
нологические фенотипы обнаруживали реже у 
носителей генотипа GG, чем у носителей геноти-
па CG (73,2% vs 80,9% p = 0,028).

Вместе с тем выяснилось, что образова-
ние некоторых из исследованных антител по-

Таблица 2 (окончание)
Table 2 (continued)
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ТАБЛИЦА 3. ЧИСЛО (n) И УДЕЛЬНЫЙ ВЕС (%) БОЛЬНЫХ РМЖ С РАЗЛИЧНЫМИ ИДИОТИПИЧЕСКИМИ 
ИММУНОЛОГИЧЕСКИМИ ФЕНОТИПАМИ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ПОЛИМОРФНЫХ ЛОКУСОВ ГЕНОВ ЦИТОКИНОВ

TABLE 3. NUMBERS (n) AND FREQUENCY (%) OF BCP WITH DIFFERENT IDIOTYPIC IMMUNOLOGICAL PHENOTYPES 
DEPENDING ON STUDIED CYTOKINES GENES POLYMORPHISMS

Гены, генотипы, аллели
Genes, genotypes, alleles

Идиотипические иммунологические фенотипы  
(комбинации IgA1)

Idiotypic immunological phenotypes
(IgA1 combinations)

1.1 + 1.2 + 1.3 1.4

IL1A (rs1800587)
CC
TC
TT
C
T

502/68,7
365/67,0
78/67,2

1369/68,2
521/67,1

229/31,3
180/33,0
38/32,8

638/31,8
256/32,9

IL1B (rs16944)
CC 
CT
TT
C
T

416/68,3
425/66,7
106/69,3

1257/67,8
637/67,6

193/31,7
212/33,3
47/30,7

598/32,2
306/32,4

IL6 (rs1554606)
GG
GT
TT
G
T

270/70,1
457/67,1
221/66,4
997/68,7
899/66,7

115/29,9
224/32,9
112/33,6
454/31,3
448/33,3

IL6 (rs1800795)
GG
GC 
CC
G
C

295/69,4
457/67,7
197/65,2

1047/68,7
851/66,5

130/30,6
218/32,3
105/34,8
478/31,3
428/33,5

IL6 (rs1800796)
GG
CG
CC
G
C

802/66,3
144/76,2

2/50,0
1748/67,1
148/75,1

407/33,7*
45/23,8
2/50,0

859/32,9**
49/24,9

IL10 (rs1800896)
AA
GA
GG
A
G

318/68,1
441/66,7
188/69,4

1077/67,5
817/67,9

149/31,9
220/33,3
83/30,6

518/32,5
386/32,1

TNFA (rs1800629)
GG
GA
AA
G
A

740/67,1
198/69,5

11/78,6
1678/67,4
220/70,3

363/32,9
87/30,5
3/21,4

813/32,6
93/29,7

Примечание. * рGG-CG = 0,001; ** рG-C = 0,02.

Note. * рGG-CG = 0.001; ** рG-C = 0.02.
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ТАБЛИЦА 4. ЧИСЛО (n) И УДЕЛЬНЫЙ ВЕС (%) БОЛЬНЫХ РМЖ С РАЗЛИЧНЫМИ ИММУНОЛОГИЧЕСКИМИ 
ФЕНОТИПАМИ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ПОЛИМОРФНЫХ ЛОКУСОВ ИССЛЕДУЕМЫХ ГЕНОВ ЦИТОКИНОВ

TABLE 4. NUMBERS (n) AND FREQUENCY (%) OF BCP WITH DIFFERENT IMMUNOLOGICAL PHENOTYPES DEPENDING 
ON STUDIED CYTOKINES GENES POLYMORPHISMS

Гены, генотипы, аллели
Genes, genotypes, alleles

Идиотип-антиидиотипические иммунологические фенотипы 
(комбинации IgA1 + IgG2)

Idiotype-antiidiotypic immunological phenotypes
(IgA1 + IgG2 combinations)

Нейтральный
Neutral

(3.5)

Тормозящий
Braking

(3.4)

Стимулирующий
Stimulating

(3.1)

n/% n/% n/%
IL1A (rs1800587)
CC
TC
TT
С
T

419/57,3
312/57,2
60/51,7

1150/57,3
432/55,6

127/17,4
89/16,3
27/23,3

343/17,1
143/18,4

185/25,3
144/26,4
29/25,0

514/25,6
202/26,0

IL1B (rs16944)
CC 
CT
TT
C
T

348/57,1
354/55,6
91/59,5

1050/56,6
536/56,8

110/18,1
103/16,1
30/19,6

323/17,4
163/17,3

151/24,8
180/28,3
32/20,9

482/26,0
244/25,9

IL6 (rs1554606)
GG
GT
TT
G
T

212/55,1
401/58,9
182/54,7
825/56,9
765/56,8

78/20,2
102/15,0
63/18,9

258/17,8
228/16,9

95/24,7
178/26,1
88/26,4

368/25,3
354/26,3

IL6 (rs1800795)
GG
GC 
CC
G
C

236/55,5
398/59,0
163/54,0
870/57,0
724/56,6

83/19,5
104/15,4
56/18,5

270/17,7
216/16,9

106/24,9
173/25,6
83/27,5

385/25,2
339/26,5

IL6 (rs1800796)
GG
CG
CC
G
C

679/56,2
117/61,8

2/50,0
1475/56,6
121/61,4

206/17,0
36/19,1
0/0

448/17,2
36/18,3

324/26,8*
36/19,1
2/50,0

684/26,2
40/20,3

IL10 (rs1800896)
AA
GA
GG
A
G

270/57,8
358/54,2
167/61,6
898/56,3
692/57,5

83/17,8
123/18,6
37/13,7

289/18,1
197/16,4

114/24,4
180/27,2
67/24,7

408/25,6
314/26,1

TNFA (rs1800629)
GG
GA
AA
G
A

631/57,2
159/55,8

8/57,1
1421/57,0
175/55,9

183/16,6
56/19,6
4/28,6

422/16,9
64/20,4

289/26,2
70/24,6
2/14,3

648/26,0
74/23,6

Примечание. * рGG-CG = 0,028 в сравнении с 3.4+3.5.

Note. * рGG-CG = 0.028 compared to 3.4+3.5.
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ТАБЛИЦА 5. ЧИСЛО (n) И УДЕЛЬНЫЙ ВЕС (%) БОЛЬНЫХ РМЖ С НИЗКИМИ (≤) И ВЫСОКИМИ (>) УРОВНЯМИ 
ИДИОТИПИЧЕСКИХ (IgA1) И АНТИИДИОТИПИЧЕСКИХ (IgG2) АНТИТЕЛ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНОВ 
ЦИТОКИНОВ
TABLE 5. NUMBERS (n) AND FREQUENCY (%) OF BCP WITH LOW (≤) AND HIGH (>) LEVELS OF IDIOTYPIC (IgA1) 
AND ANTIIDIOTYPIC (IgG2) ANTIBODIES DEPENDING ON STUDIED CYTOKINES GENES POLYMORPHISMS

Гены, генотипы, аллели
Genes, genotypes, alleles

РМЖ I стадии / BCP stage I
(n = 661)

РМЖ II-IV стадий / BCP stages II-IV
(n = 741)

IgA1-Pg ≤ 2 IgA1-Pg > 2 IgA1-Pg ≤ 2 IgA1-Pg > 2

n/% n/% n/% n/%
IL1B (rs16944)
CC 
CT
TT
C
T

180/60,8
168/54,7
21/39,6

528/71,5
210/50,8

116/39,2
139/45,3
32/60,4

371/28,5
203/49,2

149/47,6
178/53,9
62/62,0

476/49,8
302/56,9

164/52,4
152/46,1
38/38,0

480/50,2
228/43,1

χχ2 (рCC-TT), df = 2 7,4 (0,006) 5,7 (0,02)
χχ2 (рCC-TT), df = 3 23,4 (< 0,001)
χχ2 (рC-T), df = 1 6,8 (0,009) 6,8 (0,01)
χχ2 (рC-T), df = 3 19,6 (< 0,001)

Гены, генотипы, аллели
Genes, genotypes, alleles

IgG2-E2 ≤ 4 IgG2-E2 > 4 IgG2-E2 ≤ 4 IgG2-E2 > 4
n/% n/% n/% n/%

IL6 (rs1800796)
GG
CG
CC
G
C

332/58,3
38/43,7
2/50,0

702/57,3
42/44,2

237/41,7
49/56,3
2/50,0

523/42,7
53/55,8

406/63,4
67/65,7
0/0

879/63,6
67/65,7

234/36,6
35/34,3
0/0

503/36,4
35/34,3

χχ2 (рGG-CG), df = 1 6,0 (0,01) 0,1 (0,74)
χχ2 (рGG-CG), df = 3 6,8 (0,08)
χχ2 (рG-C), df = 1 5,6 (0,02) 0,1 (0,75)
χχ2 (рG-C), df = 3 6,6 (0,09)

Гены, генотипы, аллели
Genes, genotypes, alleles

IgG2-Pg ≤ 2,5 IgG2-Pg > 2,5 IgG2-Pg ≤ 2,5 IgG2-Pg > 2,5
n/% n/% n/% n/%

IL10 (rs1800896)
AA
GA
GG
A
G

103/46,4
156/52,5
67/48,6

362/48,9
290/50,6

119/53,6
141/47,5
71/51,4

379/51,1
283/49,4

104/42,4
179/49,2
73/54,9

387/45,3
325/51,6

141/57,6
185/50,8
60/45,1

467/54,7
305/48,4

χχ2 (рAA-GG), df = 1 0,1 (0,77) 4,9 (0,03)
χχ2 (рAA-GG), df = 3 6,2 (0,10)
χχ2 (рA-G), df = 1 0,3 (0,56) 5,5 (0,02)
χχ2 (рA-G), df = 3 6,5 (0,09)
TNFA (rs1800629)
GG
GA
AA
G
A

267/51,9
56/40,9
4/44,4

590/50,6
64/41,3

247/48,1
81/59,1
5/55,6

575/49,4
91/58,7

283/48,0
71/47,9
2/40,0

637/48,0
75/47,5

306/52,0
77/52,1
3/60,0

689/52,0
83/52,5

χχ2 (рGG-GA), df = 1 4,9 (0,03) 0,01 (0,94)
χχ2 (рGG-GA), df = 3 5,6 (0,13)

χχ2 (рG-A), df = 1 4,4 (0,04) 0,003 (0,96)

χχ2 (рG-A), df = 3 5,9 (0,12)
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отдельности взаимосвязано с определенными 
полиморфными локусами изучаемых генов ци-
токинов. В частности (табл. 5), высокие уровни 
IgA1-Pg > 2 встречались чаще у больных с геноти-
пом TT, чем у больных с генотипом CC гена IL1B 
(rs16944): 60,4% vs 39,2% (p = 0,006) на I стадии 
РМЖ и, наоборот, реже у больных с генотипом 
TT, чем у больных с генотипом CC, на II-IV ста-
диях (38,0% vs52,4%, p = 0,02). При этом удель-
ный вес больных с IgA1-Pg > 2 на II-IV стадиях 
был больше на 13,2%, чем на I стадии, у носите-
лей генотипа CC, а у носителей генотипа TT, нао-
борот, меньше на 22,4% (p < 0,001). Аналогичные 
ассоциации IgA1-Pg у больных проявлялись при 
анализе аллелей C и T гена IL1B. 

Высокие уровни IgG2-E2 > 4 обнаруживали 
чаще у носителей генотипа CG IL6 (rs1800796), 
чем у носителей генотипа GG у больных с I ста-
дией РМЖ (56,3% vs 41,7%, p = 0,01), но не со 
II- IV стадиями. Удельный вес больных с I стадией 
РМЖ с аллелями C и G по отдельности составил 
55,8% и 42,7% соответственно (p = 0,02).

Содержание в сыворотке IgG2-Pg оказалось 
ассоциированным с вариантами генов IL10 
(rs1800896) и TNFA (rs1800629). Высокие уров-
ни IgG2-Pg > 2,5 встречались чаще у больных с 
генотипом AA, чем у больных с генотипом GG 
гена IL10 на II-IV стадиях РМЖ (57,6% vs 45,1%, 
p = 0,03), но не на I стадии. Удельный вес боль-
ных с высокими уровнями IgG2-Pg и геноти-
пом GA был больше, чем с генотипом GG TNFA 
(rs1800629) на I стадии РМЖ (59,1% vs 48,1%, 
p = 0,03), но не на II-IV стадиях.

Обсуждение
Исследование механизмов регуляции про-

лиферативной активности опухоли у больных 
РМЖ представляется актуальной задачей в связи 
с необходимостью выбора врачом наиболее опти-
мальной схемы химио-гормонотерапии в каждом 
конкретном случае. Если внеклеточные факторы 
стимулируют пролиферацию опухоли, стандарт-
ный алгоритм лечения может быть ужесточен. 
И наоборот, тормозящее влияние внеклеточных 
факторов предполагает более «мягкое» примене-
ние противоопухолевых препаратов с минимиза-
цией сопутствующих осложнений. 

В настоящей работе подтвердили ранее полу-
ченные данные [1] о влиянии антител против сы-
вороточных гормонов и соответствующих анти-
идиотипических антител на пролиферативную 
активность опухоли у больных РМЖ. В частно-
сти показано синергическое действие IgA1-E2 и 
IgA1- Pg, стимулирующих пролиферацию опухо-
ли, и синергическое антипролиферативное дей-
ствие IgG2-E2 и IgG2-Pg.

Среди больных РМЖ выделили условно три 
иммунологических фенотипа в соответствии с ин-
дивидуальными комбинациями исследованных 
антител, по-разному ассоциированных с содер-
жанием в опухоли Ki-67 положительных клеток. 
У больных с «нейтральным» фенотипом количе-
ство Ki-67-экспрессирующих клеток в опухоли 
не отличалось от величины, средней для больных 
на II-IV стадиях РМЖ, без учета индивидуальных 
уровней антител (61,2% и 61,5% соответствен-
но). Таких больных в общей выборке было 56,8%. 
У больных со «стимулирующим» фенотипом ак-
тивно пролиферирующие опухоли встречались 
чаще, в 71,2%. Таких случаев в общей выборке 
было 25,7%. У больных с «тормозящим» феноти-
пом опухоли с высоким содержа нием Ki- 67 поло-
жительных клеток обнаруживали реже, в 47,3%, и 
таких случаев было 17,5%.

Причины столь различных по влиянию на 
прогрессию опухоли индивидуальных особен-
ностей образования исследованных антител 
остаются неизвестными. Индукторами синтеза 
идиотипических антител против стероидных гор-
монов могут быть ДНК-аддукты их метаболитов, 
обнаруженные у больных РМЖ [18, 19], в кото-
рых низкомолекулярные гормоны выступают 
в роли гаптенов. Вероятной причиной образо-
вания антиидиотипических антител могут быть 
мутации в гормон-связывающих центрах стеро-
идных рецепторов у больных РМЖ [4, 12]. Соот-
ветствующие структурные изменения рецепторов 
могли бы индуцировать синтез специфических 
антител, которые в наших исследованиях прояв-
ляются как антиидиотипические. Однако гипо-
тетические взаимосвязи гормональных аддуктов 
и мутантных форм гормональных рецепторов с 
образованием соответствующих идиотипических 
и антиидиотипических антител остаются неис-
следованными.

Появление антиидиотипических антител мог-
ло бы быть следствием образования идиотипиче-
ских антител по теории иммунологических цепей 
Йерне [13]. Однако в настоящем исследовании 
нам не удалось обнаружить взаимосвязей уров-
ней IgA1-E2 и IgA1-Pg с уровнями IgG2-E2 + IgG2-
Pg, что свидетельствует о независимых механиз-
мах их образования.

Какими бы ни были причины образования 
антител, специфичных к стероидным гормонам 
и их рецепторам, сила иммунного ответа (уро-
вень антител в сыворотке), очевидно, контроли-
руется цитокинами. В настоящей работе впервые 
обнаружены ассоциации вариантов генов IL1B 
(rs16944) с уровнями IgA1-Pg; IL6 (rs1800796) 
с IgG2-E2; IL10 (rs1800896) с IgG2-Pg; TNFA 
(rs1800629) с IgG2-Pg.
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Более того, впервые выявлена искомая вза-
имосвязь генотипов генов цитокинов с имму-
нологическим фенотипом, индивидуальной 
совокупностью уровней идиотипических и анти-
идиотипических антител. У носителей геноти-
па GG IL6 (rs1800796) стимулирующий проли-
ферацию опухоли иммунологический фенотип 
встречался чаще, чем у носителей генотипа CG. 
Примечательно, что у больных с генотипом GG 
активно пролиферирующие опухоли были об-
наружены чаще, чем у больных с генотипом CG. 
Это доказывает, что взаимосвязь полиморфизма 
rs1800796 гена IL6 с пролиферацией РМЖ обу-

словлена влиянием вариантов гена на образова-
ние комплекса антител, специфичных к E2 и Pg, 
и к их рецепторам, модифицирующим пролифе-
рацию опухоли.

Заключение
Иммуноанализ аутоантител, специфичных к 

стероидным гормонам и к их рецепторам, в со-
вокупности с определением полиморфных локу-
сов генов цитокинов рекомендуется для изучения 
внеклеточных механизмов регуляции прогрессии 
РМЖ и других гормонозависимых опухолей.
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МикроРНК И ГЕНЫ-МИШЕНИ КАК РЕГУЛЯТОРЫ 
ИММУННЫХ СИГНАЛЬНЫХ МЕХАНИЗМОВ РАКА  
ТОЛСТОЙ КИШКИ
Кит О.И., Гвалдин Д.Ю., Петрусенко Н.А., Тимошкина Н.Н., 
Савченко Д.А., Новикова И.А.
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Ростов-на-Дону, Россия

Резюме. Колоректальный рак (КРР) относится к числу наиболее распространенных онкозаболе-
ваний в мире, сопряженных с высоким уровнем смертности. В последнее время получили развитие 
имуннотерапевтические подходы лечения КРР, которые позволили добиться длительной и стойкой 
ремиссии у определенной группы больных. Успех иммунотерапии зависит от иммунных процессов, 
сопряженных с онкогенезом в толстой кишке. Ключевую роль в модуляции иммунного окружения 
опухоли играет активность генов, регулирующих дифференцировку и функции иммунных клеток, 
а также пул микроРНК, осуществляющих посттранскрипционный контроль экспрессии генов-ми-
шеней. В связи с этим целью нашей работы являлось исследование экспрессионных профилей им-
мунно-ассоциированных генов и микроРНК для определения иммунных сигнальных механизмов 
рака толстой кишки и поиска потенциальных терапевтических мишеней. В исследование вошли 
18 человек (12 женщин, 6 мужчин, медиана возраста – 66 лет) с диагнозом «ЗНО толстой кишки», 
проходивших лечение на базе ФГБУ «НМИЦ онкологии» в 2018-2019 гг. Все опухоли имели статус 
микросателлитной нестабильности. Транскрипционные профили микроРНК и генов иммунного от-
вета были определены методом секвенирования следующего поколения. По результатам исследова-
ния, количество дифференциально экспрессирующихся в опухоли микроРНК составило 28, из них 
15 микроРНК с повышенной экспрессией и 13 микроРНК с пониженной экспрессией. Из 395 иссле-
дованных генов дифференциально экспрессирующимися были 156, среди которых 62 гена обладали 
повышенной экспрессией и 94 – пониженной. Идентификация клеточных популяций на основании 
транскрипционного паттерна опухолей выявила присутствие 4 типов иммунных клеток: нейтрофи-
лы, B-лимфоциты, CD8+Т-лимфоциты и макрофаги М1. Нейтрофилы оказались наиболее распро-
страненным типом клеток (16 из 18 образцов). Поэтапный анализ наличия возможных связей между 
транскрипционными паттернами позволил отобрать 713 пар микроРНК-мРНК. После фильтрации 
по валидированным взаимодействиям количество пар составило 24, на основании чего была скон-
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струирована сеть взаимодействий микроРНК-мРНК, которая участвовала в регуляции множества 
иммунных сигнальных механизмов и контроля клеточного цикла. В большинстве выделенных сиг-
налингах присутствовал CDK1, для которого известны доступные терапевтические ингибиторы, на-
ходящиеся на разных этапах клинических испытаний. Описанные в работе возможности воздействия 
на CDK1 могут послужить заделом для дальнейших клинических исследований и разработке терапев-
тических стратегий, основанных на молекулярно-селективном подавлении иммунных механизмов 
онкогенеза колоректального рака.

Ключевые слова: транскриптом, микроРНК, иммунное микроокружение, колоректальный рак, NGS, CDK1, таргетная 
терапия

MicroRNAs AND TARGET GENES AS REGULATORS OF COLON 
CANCER IMMUNE SIGNALING 
Kit O.I., Gvaldin D.Yu., Petrusenko N.A., Timoshkina N.N., 
Savchenko D.A., Novikova I.A. 
National Medical Research Centre for Oncology, Rostov-on-Don, Russian Federation

Abstract. Colorectal cancer (CRC) is among the most common oncological diseases in the world, associated 
with a high mortality rate. Recently, immunotherapeutic approaches to the treatment of CRC have been 
developed, which have enabled achievement of long-term and stable remission in a certain group of patients. 
The success of immunotherapy depends on the immune processes associated with oncogenesis in the colon. 
The key role in modulating immune environment of the tumor is played by the activity of genes regulating 
differentiation and functions of immune cells, as well as by a variety of microRNAs that perform post-
transcriptional expression control of target genes. In this regard, the aim of our work was to study the expression 
profiles of immune-associated genes and microRNAs to determine the immune signaling mechanisms of 
colon cancer and search for potential therapeutic targets. The study included 18 persons (12 women, 6 men, 
median age – 66 years) diagnosed with colon cancer, having been treated at the National Medical Research 
Center of Oncology in 2018-2019. All tumors had microsatellite instability status. The transcription profiles 
of microRNAs and immune response genes were determined by next-generation sequencing. The study has 
revealed 28 differentially expressed microRNAs in the tumor tissues, including 15 microRNAs with increased 
expression and 13 microRNAs with decreased expression. Of the 395 genes examined, 156 were differentially 
expressed, including 62 genes with increased expression and 94 genes with decreased activity. Identification 
of cell populations based on the transcriptional pattern of tumors has discerned four types of immune cells: 
neutrophils, B lymphocytes, CD8+T lymphocytes, and M1 macrophages. Neutrophils were the most common 
cell type (16 of 18 samples). A stepwise analysis of possible relationships between transcriptional patterns 
allowed us to select 713 miRNA-mRNA pairs. After filtering by validated interactions, 24 such pairs were 
found. On this basis, a miRNA-mRNA interaction network was constructed, which could be involved into 
the regulation of multiple immune signaling mechanisms and cell cycle control. Most of the revealed signaling 
pathways contained CDK1, for which therapeutic inhibitors are known, being at different stages of clinical 
trials. The possibilities of influencing CDK1 described in the present work may be used for further clinical 
studies and development of therapeutic strategies employing selective molecular suppression of immune-
mediated carcinogenesis in colorectal cancer.

Keywords: transcriptome, microRNA, immune microenvironment, colorectal cancer, NGS, CDK1, targeted therapy

Введение
На сегодняшний день колоректальный рак 

(КРР) удерживает лидирующие позиции среди 
злокачественных нозоологий по распространен-

ности (2-е место) и числу летальных исходов (3-е 
место) в мире [32]. Тенденция роста заболевае-
мости КРР актуальна и для России. По данным 
за 2020 г., темп прироста рака ободочной кишки 
составил 2,62%, рака прямой кишки, ректосиг-
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моидного соединения, ануса – 1,62% [2]. Ос-
новные схемы лечения КРР включают хирурги-
ческое вмешательство в сочетании с химио- и/
или радиотерапией. В последнее время полу-
чили развитие имуннотерапевтические подхо-
ды, которые позволили добиться длительной и 
стойкой ремиссии у больных КРР с определен-
ной молекулярно-генетической классифика-
цией [1,  44]. В первую очередь, успех иммуно-
терапии зависит от микроокружения опухоли 
и иммунных процессов, модифицированных в 
ходе онкогенеза КРР. Современные методы сек-
венирования следующего поколения открывают 
широкие перспективы для изучения экспресси-
онных профилей микроРНК и соответствующих 
генов-мишеней не только опухолевых клеток, 
но и иммунных клеток, стромальных клеток и 
других внеклеточных компонентов. Изучение 
данных экспрессионных изменений представля-
ется ключом к пониманию иммунных сигналь-
ных механизмов КРР и необходимым этапом для 
дальнейшего совершенствования иммунотера-
певтических подходов. 

Целью нашей работы являлось исследование 
экспрессионных профилей иммунно-ассоции-
рованных генов и микроРНК для определения 
иммунных сигнальных механизмов рака толстой 
кишки и поиска потенциальных терапевтических 
мишеней.

Материалы и методы
В исследование вошло 18 человек (медиана 

возраста – 66 лет) с диагнозом КРР, проходив-
ших лечение на базе ФГБУ «НМИЦ онкологии» 
в 2018-2019 (табл. 1). Материалом послужили 24 
образца тотальной РНК: 18 образцов экстрагиро-
ваны из первичной опухоли, 6 – из нормальной 
ткани. Выделение тотальной РНК проводили 
по протоколу изготовителя Trizol (Thermo Fisher 
Scientific, США). Исследуемые образцы были под-
вергнуты секвенированию следующего поколения 
с использованием наборов AmpliSeq for Illumina 
Immune Response Panel (Illumina, США) и TruSeq 
Small RNA Library Preparation Kits (Illumina, США) 
в соответствии с протоколом производителя. 

Для анализа дифференциальной экспрессии 
генов и микроРНК в опухолевой ткани исполь-
зовали пакет DESeq2 программной вычислитель-
ной среды R 4.3.2 [23]. Для последующих ана-
литических этапов отбирали дифференциально 
экспрессирующиеся гены и микроРНК, удов-
летворяющие условиям: |log2FC| > 1 и p < 0,05. 
Определение типов иммуных клеток осущест-
вляли с использованием пакета quantiseqr. В ос-

нове данного пакета лежит модель-классифи-
катор, которая на основании экспрессионных 
изменений генов, специфичных для каждого из 
10 иммунных типов клеток (сигнатура TIL10), 
определяет, к какому типу относятся иммунные 
клетки, входящие в состав исследуемого образ-
ца [24]. Определяли наличие возможных связей 
микроРНК-мРНК с помощью пакета miRLAB 
и таких статистических методов и методов ма-
шинного обучения, как тест ранговой корреля-
ции Спирмена, причинно-следственный анализ 
(causal inference), регрессион ный анализ lasso 
и elastic-net [21]. В финальную сеть взаимодей-
ствий отбирали пары микроРНК-мРНК с по-
мощью пакета multiMiR и баз данных miRecords, 
miRTarBase и TarBase [30]. Для конструирования 
сети взаимодействий микроРНК-мРНК при-
меняли Cytoscape [34]. Анализ обогащения по 
функциональной принадлежности проводили с 
использованием пакета pathfindR и баз данных 
KEGG, Reactome и BioCarta [40]. Поиск мише-
ней для таргетной терапии основывался на веб-
ресурсе canSAR и данных о доступности белковых 
молекул для потенциальных терапевтических ли-
гандов [7]. Сеть взаимодействий белка-мишени с 
другими белками и терапевтическими лигандами 
конструировали при помощи STITCH [20].

Результаты
Все опухоли имели статус микросателлит-

ной нестабильности высокой (MSI-H) или низ-
кой (MSI-L) степени, 2 опухоли имели мутации 
V600E в гене BRAF, 4 опухоли мутации во втором 
экзоне гена KRAS, в гене NRAS мутаций не обна-
ружено (табл. 1).

В ходе исследования обнаружено 28 диффе-
ренциально экспрессирующихся микроРНК 
(|log2FC| > 1; p < 0,05): 15 микроРНК с повышен-
ной экспрессией и 13 микроРНК с пониженной 
экспрессией (рис. 1А). Количество дифферен-
циально экспрессирующихся генов (ДЭГ) соста-
вило 156 (|log2FC| > 1; p < 0,05), среди которых 
62 гена обладали повышенной экспрессией и 94 
гена – пониженной (рис. 1Б).

Идентификация клеточных популяций, 
вносивших вклад в изменения экспрессии ми-
кроРНК и генов, выявила преимущественно 4 
типа иммунных клеток (рис.  2): B-лимфоциты, 
нейтрофилы, CD8+Т-лимфоциты и макрофа-
ги М1. Нейтрофилы оказались наиболее рас-
пространенным типом клеток и единственной 
иммунной клеточной популяцией для 10 из 
18 опухолевых образцов. Примечательно, что 
В-лимфоциты превалировали в паре образцов 4С 
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ТАБЛИЦА 1. КЛИНИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПАЦИЕНТОВ
TABLE 1. CLINICAL CHARACTERISTICS OF PATIENTS

Параметры
Parameters

Частота, абс. (%)
Frequency, abs. (%)

Возраст 
Age

< 40 1 (5,6%)

40-60 4 (22,2%)

> 60 13 (72,2%)

Медиана, лет
Median, years 66

Пол
Gender
Мужчины
Men 5 (27,8%)

Женщины
Women 13 (72,2%)

Стадия заболевания
Stage of the disease

II 5 (27,8%)

III 12 (66,7%)

IV 1 (5,6%)

Локализация КРР
Localization of CRC
Левосторонняя (С18.0, С18.2, С18.3)
Left-handed (C18.0, C18.2, C18.3) 8 (44,4%)

Правосторонняя (С18.5, С18.6, С18.7, С19)
Right-hand (C18.5, C18.6, C18.7, C19) 10 (55,6%)

Молекулярно-генетические исследования
Molecular genetic research

mutKRAS 4 (22,2%)

mutNRAS 0

mutBRAF 2 (11,1%)

MSI 18 (100%)

MSI-H 12 (66,7%)

MSI-L 6 (33,3%)

и 84С, а образцы 35С и 52С имели сходные рас-
пределение CD8+Т-лимфоциты и нейтрофилов.

Поэтапный анализ наличия возможных 
микроРНК-мРНК связей позволил отобрать 713 
пар, в том числе 114 пар микроРНК-мРНК было 
идентифицировано с помощью корреляционного 
анализа, 482 пары – с помощью causal inference, 
19 пар – по результатам регрессионного анали-
за elastic-net, 98 пар – по результатам регресси-
онного анализа lasso. При фильтрации по вали-
дированным взаимодействиям количество пар 
сократилось до 24. На их основании была скон-

струирована сеть взаимодействий микроРНК-
мРНК (рис.  3).

Обнаруженные пары микроРНК-мРНК были 
использованы для установления их связи с сиг-
нальными механизмами, описанными в базах 
данных KEGG (рис.  4А), BioCarta (рис.  4Б), 
Reactome (рис.  4В). Особенно стоит отметить 
дифференциально экспрессирующиеся гены 
CXCL1, CXCL10, MAD2L1, MYC, PSMB9 и CDK1, 
которые оказались задействованы практически 
во всех выше упоминавшихся сигнальных меха-
низмах. 
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Рисунок 1. График рассеивания дифференциально экспрессирующихся (А) микроРНК и (Б) генов
Примечание. Серым цветом выделены микроРНК и гены со статистически не значимыми изменениями экспрессии (|Log2FC| ≤ 1 
и р ≥ 0,05); зеленым цветом выделены микроРНК и гены, изменения экспрессии которых удовлетворяет условию |Log2FC| > 1, 
синим цветом выделены микроРНК и гены, изменения экспрессии которых удовлетворяет условию p < 0,05; красным цветом 
выделены микроРНК и гены, изменения экспрессии которых удовлетворяет обоим условиям |Log2FC| > 1 и p < 0,05. 
Figure 1. Scatter plot of differentially expressed (A) microRNAs and (B) genes
Note. MicroRNAs and genes with statistically insignificant expression changes (|Log2FC| ≤ 1 and p ≥ 0.05) are highlighted in gray; microRNAs and 
genes whose expression changes satisfy the condition |Log2FC| > 1 are highlighted in green; microRNAs and genes whose expression changes 
satisfy the condition p < 0.05 are highlighted in blue; microRNAs and genes whose expression changes satisfy both conditions |Log2FC| > 1 and 
p < 0.05 are highlighted in red.
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Обсуждение
Стремительно накапливающиеся данные сви-

детельствуют о том, что иммунное микроокруже-
ние играет ключевую роль в развитии и опухоле-
вом росте, метастазировании, прогрессировании 
колоректального рака и формировании химио-
резистентности [12]. Микроокружение опухо-
ли обладает сложной гетерогенной структурой, 
представленной, помимо опухолевых клеток, 
различными типами иммунных клеток, стро-
мальными клетками, адипоцитами, фибробла-
стами и внеклеточным матриксом [27]. Клеточ-
ный состав иммунного окружения тесно связан с 
молекулярным подтипом КРР. Так, подтип КРР с 
MSI-статусом характеризуется высоким уровнем 
цитотоксических лимфоцитов (CD8+Т-клетки) и 
макрофагов [38]. На молекулярно-генетическом 
уровне изменения, характерные для иммунного 
профиля опухоли, могут существенно варьиро-
вать внутри одного молекулярного подтипа. Ра-
нее Kim J.H. и соавт. сообщали о мутационных 
и экспрессионных различиях, наблюдаемых в 

образцах опухолей, принадлежащих к разным 
подтипам КРР [17]. Авторы классифицировали 
исследуемые опухоли с MSI-статусом на осно-
вании уровня опухоль-инфильтрирующих лим-
фоцитов и активности третичных лимфоидных 
структур на три подгруппы: подгруппа с низким 
уровнем иммунитета, подгруппа с промежуточ-
ным уровнем иммунитета и подгруппа с высоким 
уровнем иммунитета. Для подгруппы с высоким 
уровнем иммунитета оказались характерны сли-
яния генов тирозинкиназ, повышение экспрес-
сии CTSC, CCL5, CCL18, CXCL9 и дисрегуляция 
сигнальных путей IL-2-STAT5, IL-6-JAK-STAT3, 
α/γ-интерферонов. Тогда как для подгруппы с 
низким уровнем иммунитета были свойственны 
мутации KRAS, сверхэкспрессия POSTN, ZEB1, 
SFRP2 и дисрегуляция сигнальных путей WNT/β-
катенин и NOTCH [17]. Gherman A. и соавт. счи-
тают, что различия в экспрессионных профилях 
генов опухолей, принадлежащих подтипу CMS1, 
обусловлены активностью различных паттернов 
микроРНК. Проведя комплексный метаанализ 



780

Kit O.I. et al.
Кит О.И. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Рисунок 2. Распределение иммунных клеточных популяций среди исследуемых опухолевых образцов пациентов 
с КРР
Figure 2. Distribution of immune cell populations among the studied tumor samples of patients with CRC

Рисунок 3. Сеть взаимодействий микроРНК-мРНК
Figure 3. Network of microRNA-mRNA interactions
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Рисунок 4. Анализ обогащения по функциональной принадлежности: А – сигнальные пути из KEGG, Б – 
сигнальные пути из BioCarta и В – сигнальные пути из Reactome
Figure 4. Functional enrichment analysis: A, pathways from KEGG; B, pathways from BioCarta, and C, pathways from Reactome
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работ, опубликованных по 2023 г. включительно, 
авторы установили, что микроРНК способны мо-
дулировать экспрессию иммуно-ассоциирован-
ных онкобелков, таких как PD-L1, и тем самым 
выступать в качестве промежуточного звена в ме-
ханизмах иммунного уклонения [10].

Нами был исследован спектр иммуно-ассоци-
ированных микроРНК и их генов, дифференци-
ально экспрессирующихся у больных КРР под-
типа CMS1. По результатам исследования были 
определены экспрессионные профили опухоле-
вой ткани, в которые вошли 28 микроРНК и 156 
генов. Экспрессионные изменения микроРНК 
и генов свидетельствовали о превалировании в 
клеточном составе иммунного микроокруже-
ния B-лимфоцитов, нейтрофилов, CD8+Т-лим-
фоцитов и макрофагов М1. 

Согласно классической парадигме, макро-
фаги M1 участвуют в подавлении опухолевого 
роста и в иммуностимуляции [19]. В норме М1-
макрофаги индуцируют апоптоз за счет секре-
ции TNFα и оксида азота NO [46]. Тем не менее 
с каждым годом появляются новые подтверж-
дения проонкогенной роли макрофагов М1 при 
КРР. Как было показано Koelzer V.H. и соавт., 
преобладание в иммунном микроокружении 
iNOS+ макрофагов M1 ассоциируется с наличи-
ем метастазов в лимфоузлах и неблагоприятным 
прогнозом [18]. Данный тип клеток способен 
выделять VEGF, который участвует в ангиоген-
ных процессах. Индукция ангиогенеза обеспе-
чивает опухоль достаточным количеством пита-
тельных веществ и кислорода для последующего 
роста [33]. Еще одним ключевым компонентом в 
структуре иммунного микроокружения являют-
ся нейтрофилы. В процессе онкогенеза нейтро-
филы трансформируются в опухоль-ассоцииро-
ванные нейтрофилы (TAN). TGF-β в опухолевом 
микроокружении индуцирует их переход в N1 
или N2-типы [39]. Развитие и прогрессирование 
КРР связано с тесным взаимодействия интерлей-
кинов и TAN. Так, хемокины CXCL8, выделяе-
мые опухолевыми клетками, способны рекрути-
ровать TAN, миелоидные супрессорные клетки и 
моноциты. TAN, в свою очередь, высвобождают 
MMP2, MMP9, ARG1 и IDO, обладающие анги-
огенной и иммуносупрессивной активностями, 
и тем самым способствуют прогрессированию 
опухоли [25]. TAN также активно секретируют 
цитокины IL-17, IL-23 и TNFα, которые могут 
активировать сигнальный путь Akt/p38. Актива-
ция данного сигнального механизма запускает 
превращение мезенхимальных стволовых клеток 
в опухолевые фибробласты и индуцирует про-
лиферацию опухолевых клеток [47]. Однако уча-

стие TAN в прогрессировании опухолей КРР не 
ограничивается вышеописанными механизма-
ми. TAN способны поляризоваться в проопухо-
левый тип N2. Один из известных механизмов, 
индуцирующий поляризацию TAN, реализуется 
через экзосомы. Экзосомы, выделяемые опу-
холевыми клетками, несут белковый медиатор 
HMGB1, который способен взаимодействовать с 
рецептором TLR4 и запускать сигнальный путь 
NF-kB, что в конечном счете приводит к поля-
ризации TAN [48]. 

В последнее время TAN рассматриваются как 
основной барьер, препятствующий иммуноте-
рапии, так как в активном состоянии они спо-
собны высвобождать аргиназу-1 с последующей 
выработкой NO, что приводит к подавлению 
иммунного ответа. TAN также могут ингибиро-
вать пролиферацию Т-клеток через сигнальный 
мезанизм PD-L1/PD-1 [51]. В связи с этим на-
личие MSI-статуса не может гарантировать эф-
фективность иммунотерапии. Интересно, что по 
данным Sun Z. и соавт. размеры фракций макро-
фагов М1 и нейтрофилов иммунного микроокру-
жения достоверно больше в группе больных КРР 
с MSI-статусом по сравнению с группой больных 
КРР с MSS-статусом [38]. 

CD8+Т-лимфоциты являются эффекторными 
клетками адаптивной иммунной системы, они 
распознают антигены, представленные молеку-
лами MHC I на поверхности клеток-мишеней. 
CD8+Т-лимфоциты выполняют противоопухо-
левую роль, поскольку способны аккумулировать 
цитотоксические молекулы гранзима, перфори-
на или FasL и уничтожать злокачественные опу-
холевые клетки [50]. Хемокины CXCL9, CXCL10 
и CXCL11 обеспечивают рекрутировку CD8+Т-
лимфоцитов в опухоль. На их поверхности лока-
лизованы рецепторы CXCR3, которые связывают 
хемокины и позволяют CD8+Т-лимфоцитам про-
никнуть в опухоль [5]. 

Микросателлитная нестабильность опухоли 
приводит к синтезу неоантигенов опухолевыми 
клетками, а экспрессия неоантигенов, как прави-
ло, сопряжена с высокой инфильтрацией CD8+Т-
лимфоцитов [43]. Размер фракций макрофагов 
М1 и CD8+Т-лимфоцитов может выступать в 
качестве предиктора эффективности иммуноте-
рапии. Как было показано в недавнем исследова-
нии, включавшем 473 пациента с диагнозом КРР, 
фракция макрофагов М1 положительно корре-
лировала, а фракция CD8+Т-лимфоцитов отри-
цательно коррелировала с прогрессированием 
опухоли [13]. 

B-лимфоциты выполняют двойную функцию 
в иммунном микроокружении опухоли. С одной 
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стороны, как антигенпрезентирующие клетки, 
продуценты цитокинов или участники прямого 
уничтожения опухолевых клеток, B-лимфоциты 
могут проявлять противоопухолевую активность. 
С другой стороны, среди B-лимфоцитов вы-
деляют субпопуляцию регуляторных B-клеток, 
которые через секрецию IL-10, TGF-β и IL-35 
реализуют проонкогенный эффект [26]. Ранее 
сообщалось, что размер фракции B-лимфоцитов 
иммунного микроокружения КРР положительно 
коррелировал со снижением общей выживаемо-
сти больных [36]. У больных на более продвину-
тых стадиях преобладает инфильтрация опухолей 
регуляторными B-клетками [35]. Показано, что 
регуляторные B-клетки участвуют в развитии 
М2-подобных макрофагов, которые индуциру-
ют создание толерогенной среды, что приводит 
к прогрессированию опухоли и снижению общей 
выживаемости больных с КРР [16]. 

В целом, учитывая вышеперечисленные фак-
ты, распределение иммунных клеточных популя-
ций не дает однозначного ответа, какие свойства 
иммунного микроокружения опухолей толстой 
кишки преобладают – противоопухолевые или 
онкогенные. Более точные представления о вкла-
де в онкогенез иммуно-ассоциированных генов и 
таргетирующих их микроРНК были получены в 
ходе анализа сигнальных путей.

Результаты свидетельствовали о том, что сре-
ди сигнальных механизмов, подверженных из-
менениям, значительная доля приходилась на 
сигнальные пути, включавшие цитокины. Пре-
жде всего стоит отметить сигнальный путь IL-17, 
IL-7 и взаимодействие хемокиновых рецепторов 
с хемокинами. Не менее значимой представля-
ется активация классических онкогенных меха-
низмов, к которым можно отнести сигнальную 
регуляцию клеточного цикла. 

Сигнальный путь IL-17 тесно связан с активно-
стью и размерами фракций следующих популяций 
иммунных клеток опухолевого микро окружения: 
Т-хелперы-17, NK-клетки, CD8+γδT-клетки, 
нейтрофилы, эозинофилы, макрофаги и дендрит-
ные клетки [28]. IL-17 способен активировать 
экспрессию множества генов, в том числе ин-
терлейкинов (IL-6, IL-19, IL-20, IL-24 и TNFα), 
гранулоцитарно-колониестимулирующего фак-
тора (G-CSF), хемокинов (IL-8, CXCL1, CXCL2, 
CXCL5, CXCL9, CXCL10, CCL2, CCL7 и CCL20), 
матриксной металлопротеиназы-13 (MMP13), 
лиганда активатора рецептора ядерного фактора 
kB (RANKL) и антимикробных пептидов (липо-
калин 2, β-дефенсин-2, S100A7 и S100A8/9) [11]. 
Подтверждением служит гиперэкспрессия CXCL1 
и CXCL10 в настоящем исследовании. Активация 

сигнального пути IL-17 сопряжена с онкогенны-
ми процессами, такими как рекрутировка и ак-
тивация нейтрофилов, привлечение миелоидных 
супрессорных клеток, сокращение популяции 
CD8+Т-лимфоцитов, подавление апоптоза, что в 
совокупности способствует пролиферации, росту 
и выживанию опухолевых клеток [4, 15, 29, 37]. 

В отличие от сигнального пути IL-17, сиг-
нальным механизмам, ассоциированным с IL-7, 
приписывают исключительно противоопухоле-
вую роль. Источником IL-7 являются преиму-
щественно стромальные и эпителиальные клет-
ки, в меньшей степени – дендритные клетки, 
тогда как его рецептор, IL-7R может экспресси-
роваться в естественных киллерах, дендритных 
предшественниках, в зрелых Т-лимфоцитах и 
макрофагах, в развивающихся Т-лимфоцитах и 
B-лимфоцитах [6]. IL-7, взаимодействуя с соот-
ветствующим рецептором, способен привлекать 
Т-лимфоциты и обеспечивать их проникновение 
в опухоль. Он усиливает цитотоксические свой-
ства Т-лимфоцитов и индуцирует лимфокин-ак-
тивированные киллеры. Кроме того, IL-7 может 
выступать как цитотоксический агент, стимули-
рует нейтрофилы, которые высвобождают IFNγ, 
IL-1β и IL-1α [9]. Результаты нашего исследова-
ния свидетельствовали о снижении экспрессии 
IL-7R, что позволяет предположить возможное 
ингибирование сигнального пути IL-7 и суще-
ственное ограничение его противоопухолевого 
потенциала у больных с ЗНО толстой кишки, 
имеющих MSI-статус. 

Взаимодействие хемокинов с соответствую-
щими рецепторами представляет собой обшир-
ную сигнальную сеть, которая, будучи неотъ-
емлемой частью иммунного микроокружения 
опухоли, участвует в прогрессировании КРР. В на-
шем исследовании определенный вклад в данную 
сигнальную сеть вносят гиперэкспрессия CXCL1, 
CXCL10 и снижение экспрессии CXCR4. Хемо-
кин CXCL1 секретируется опухолевыми клет-
ками и взаимодействует с рецепторами CXCR2, 
локализованными на TAN, что приводит к ре-
крутировке TAN в опухоль, аккумуляции VEGF 
и ангиогенезу [42]. Кроме того, сообщалось, что 
сверхэкспрессия CXCL1 в опухолевых клетках 
толстой кишки проводит к увеличению числа 
кровеносных сосудов в опухоли и значительно 
ускоряет рост рака толстой кишки. Такой эффект 
достигается благодаря активации сигнального 
пути NF-kB/P300 [52]. Уровень экспрессии hsa-
miR-30a-5p, микроРНК, нацеленной на CXCL1, 
снижается, что может свидетельствовать об ос-
лаблении ограничений, сдерживающих онко-
генный потенциал хемокина у больных с ЗНО 
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в нашем исследовании. Источником CXCL10 
также может служит опухолевая ткань кишки. 
Данный хемокин взаимодействует с рецептором 
CXCR3, локализованном на поверхности мем-
браны Т-лимфоцитов, активирует сигнальный 
путь PI3K/Akt, что способствует эпителиально-
мезенхимальному переходу и метастазированию 
опухоли [41]. Нами определены микроРНК, ми-
шенью которых является CXCL10 – hsa-miR-99b-
5p и hsa-miR-34a-5p. Интересно, что экспресси-
онные профили данных микроРНК различались: 
уровень hsa-miR-99b-5p снижался, тогда как для 
hsa-miR-34a-5p был характерен повышенный 
уровень экспрессии. То есть ожидаемой отрица-
тельной корреляцией были связаны динамика 
экспрессии hsa-miR-99b-5p и CXCL10, тогда как 
уровень транскриптов hsa-miR-34a-5p в опухолях 
оставался высоким. 

Трансформация сигнальных путей клеточного 
цикла необходима для стимулирования пролифе-
рации опухолевых клеток. В ходе онкогенеза ча-
сто происходят молекулярные нарушения в кон-
трольных точках G1 и G2. Ослабление функции 
контрольной точки G2 приводит к хромосомной 
нестабильности, дисрегуляции генов, связанных 
с клеточным циклом, что может стать причиной 
неконтролируемого роста и пролиферации опу-
холевых клеток [14]. Одним из механизмов дис-
регуляции клеточного цикла может выступать 
перестройка микроРНК-связанного контроля 
транскрипционной активности иммунно-ассо-
циированных генов. В нашей работе изменения 
в микроРНК-профиле отразились на уровне 
hsa-miR-30c-5, hsa-let-7c-5p, hsa-miR-30a-5p, 
hsa-miR-451a, hsa-miR-195-5p, hsa-miR-29a-3p, 
hsa-miR-92a-3p и hsa-miR-99b-5p. Мишенями 
данных микроРНК являются гены MYC, MAD2L1 
и CDK1. 

MYC кодируется одноименным геном и пред-
ставляет собой транскрипционный фактор, регу-
лирующий транскрипцию 15% экспрессируемых 
в клетке генов. Помимо регуляции клеточного 
цикла, он участвует в реализации и других био-
логических функций, в том числе пролиферции, 
дифференцировке клеток, апоптозе и метаболиз-
ме [3]. Однако MYC известен как протоонкоген, 
который интенсивно экспрессируется при многих 
злокачественных патологиях, индуцируя повы-
шение экспрессии генов циклин-зависимых ки-
наз. Кроме того, MYC способен подавлять актив-
ность негативных регуляторов клеточного цикла, 
как, например, p15 [3]. Известно, что высокий 
уровень экспрессии MYC способствует адаптации 
опухолевых клеток к стрессу, метаболическому 
перепрограммированию, иммунному уклонению 

и терапевтической резистентности [31]. В нашем 
исследовании было зафиксировано повышение 
экспрессии MYC и снижении экспрессии соот-
ветствующих таргетирующих микроРНК, за ис-
ключением hsa-miR-29a-3p.

Белок митотической контрольной точки 
сборки веретена деления, MAD2L1, проявляет 
онкогенные функции. Ранее было показано, что 
в опухолевых образцах больных с КРР, наблюда-
ется сверхэкспрессия MAD2L1 [8]. В нашей ра-
боте также установлено повышение экспрессии 
MAD2L1, несмотря на высокий уровень экспрес-
сии таргетирующей этот онкоген hsa-miR-92a-3p. 
В связи с этим можно предположить, что суще-
ствуют иные эпигенетические факторы, которые 
обеспечивают сверхэкспрессию MAD2L1.

Циклинзависимая киназа-1, CDK1, является 
важнейшим драйвером перехода клетки в ста-
дию митоза. Известно, что повышенная транс-
крипционная активность CDK1 обуславливают 
быстрый рост опухоли и спонтанную пролифе-
рацию опухолевых клеток. Согласно биоинфор-
мационному исследованию Li J. и соавт., сверх-
экспрессия CDK1 в опухолевых тканях больных 
с КРР была сопряжена с неблагоприятным про-
гнозом и прогрессированием опухоли. Авторы 
отметили перспективность терапии, нацеленной 
на CDK1 [22]. 

В ходе поиска потенциальных мишеней для 
таргетной терапии нами был выбран имен-
но CDK1 (рис.  5). Ген CDK1 является мишенью 
hsa-miR-99b-5p. Согласно полученным дан-
ным, экспрессия этой пары микроРНК-мРНК 
была связана отрицательной корреляцией: уро-
вень hsa-miR-99b-5p в опухоли снижался, тог-
да как уровень экспрессии самого CDK1 вырос. 
Гиперэкспрессия CDK1 может быть связана с 
нарушением сигнального пути AKAP95 и RB. 
В работе Zhang P. и соавт. сообщалось об эф-
фективности применения ингибитора CDK1 
dinaciclib, индуцировавшего апоптоз в клеточ-
ных линиях КРР. Авторы установили, что сверх-
экспрессия CDK1 в сочетании с мутантным BRAF 
сопряжена с подавлением апоптоза в опухолевой 
ткани [46]. В отличие от dinaciclib, который спо-
собен ингибировать помимо CDK1 также другие 
циклин-зависимые киназы, существуют CDK1-
высокоспецифичные таргетные препараты, та-
кие как RO-3306. В недавнем исследовании было 
показано, что RO-3306 способен восстанавливать 
чувствительность опухолевых клеток КРР к пре-
паратам платины [45]. В связи с этим CDK1 пред-
ставляется перспективной мишенью для терапии 
КРР.
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Заключение
Методом высокопроизводительного секве-

нирования были идентифицированы иммун-
но-ассоциированные гены-мишени и их ми-
кроРНК, дифференциально экспрессирующиеся 
в опухоли, сконструирована сеть взаимодействий 
микроРНК-мРНК и определены дисрегулиро-
ванные иммунные сигнальные механизмы в зло-
качественных опухолях толстой кишки с микро-
сателлитной нестабильностью. Предполагается, 
что при КРР имеет место значительный вклад 

микроокружения опухоли, обуславливающий 
дисрегуляцию многих сигнальных путей, в том 
числе сигнальный путь IL-17, сигнальный путь 
IL-7, сигнальный путь хемокинов. В сочетании 
с нарушением клеточного цикла дисрегуляция 
данных сигналингов представляется неотъемле-
мой частью онкогенеза. Ключевым звеном, уча-
ствующим в регуляции вышеназванных механиз-
мов, является CDK1. Разработка терапевтических 
схем, нацеленных на ингибирование CDK1, мо-
жет оказаться важным шагом на пути к персони-
фицированной терапии.

Рисунок 5. Сеть взаимодействий CDK1 с таргетными препаратами и другими белками
Figure 5. Network of CDK1 interactions with targeted drugs and other proteins

Уровень экспрессии 
hsa-miR-99b-5p 

Expression 
hsa-miR-99b-5p

Аминопурваланол
Aminopurvalanol

Пурваланол
Purvalanol

Флавопиридол
Flavopiridol

Динациклиб 
DinaciclibCDK1CDK1

CDC25BCCNB2CCNB2

CCNB1CCNB1 CCNA1

CCNA2

CDC25CCDC25C

Уровень экспрессии 
CDK1 

Expression 
CDK1

Список литературы / References
1. Кит О.И., Дженкова Е.А., Мирзоян Э.А., Геворкян Ю.А., Сагакянц А.Б., Тимошкина Н.Н., Каймак-

чи О.Ю., Каймакчи Д.О., Толмах Р.Е., Дашков А.В., Колесников В.Е., Милакин А.Г., Полуэктов С.И. Молеку-
лярно-генетическая классификация подтипов колоректального рака: современное состояние проблемы // 
Южно-Российский онкологический журнал, 2021. Т. 2, № 2. С. 50-56. [Kit O.I., Dzhenkova E.A., Mirzoyan E.A., 
Gevorkyan Yu.A., Sagakyants A.B., Timoshkina N.N., Kaymakchi O.Yu., Kaymakchi D.O., Tolmakh  R.E., 
Dashkov A.V., Kolesnikov V.E., Milakin A.G., Poluektov S.I. Molecular genetic classification of colorectal cancer 
subtypes: current state of the problem. Yuzhno-Rossiyskiy onkologicheskiy zhurnal = South Russian Journal of 
Cancerm 2021, Vol. 2, no. 2, pp. 50-56. (In Russ.)]

2. Максимова П.Е., Голубинская Е.П., Сеферов Б.Д., Зяблицкая Е.Ю. Колоректальный рак: эпиде-
миология, канцерогенез, молекулярно-генетические и клеточные механизмы резистентности к терапии 
(аналитический обзор) // Колопроктология, 2023. Т. 22, № 2. С. 160-171. [Maksimova P.E., Golubinskaya E.P., 
Seferov B.D., Zyablitska E.Yu. Colorectal cancer: epidemiology, carcinogenesis, molecular subtypes and cellular 



786

Kit O.I. et al.
Кит О.И. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

mechanisms of therapy resistance (analytical review). Koloproktologiya = Koloproktologia, 2023, Vol. 22, no. 2,  
pp. 160-171. (In Russ.)]

3. Ahmadi S.E., Rahimi S., Zarandi B., Chegeni R., Safa M. MYC: a multipurpose oncogene with prognostic 
and therapeutic implications in blood malignancies. J. Hematol Oncol., 2021, Vol. 14, no. 1, 121. doi: 10.1186/s13045-
021-01111-4.

4. Amicarella F., Muraro M.G., Hirt C., Cremonesi E., Padovan E., Mele V., Governa V., Han J., Huber X., 
Droeser R.A., Zuber M., Adamina M., Bolli M., Rosso R., Lugli A., Zlobec I., Terracciano L., Tornillo L., Zajac P., 
Eppenberger-Castori S., Trapani F., Oertli D., Iezzi G. Dual role of tumour-infiltrating T helper 17 cells in human 
colorectal cancer. Gut, 2017, Vol. 66, no. 4, pp. 692-704.

5. Bai Z., Zhou Y., Ye Z., Xiong J., Lan H., Wang F. Tumor-infiltrating lymphocytes in colorectal cancer: the 
fundamental indication and application on immunotherapy. Front. Immunol., 2022, Vol. 12, 808964. doi: 10.3389/
fimmu.2021.808964.

6. Bednarz-Misa I., Bromke M.A., Krzystek-Korpacka M. Interleukin (IL)-7 signaling in the tumor 
microenvironment. Adv. Exp. Med. Biol., 2021, Vol. 1290, pp. 9-49.

7. Coker E.A., Mitsopoulos C., Tym J.E., Komianou A., Kannas C., Di Micco P., Villasclaras Fernandez E., 
Ozer B., Antolin A.A., Workman P., Al-Lazikani B. canSAR: update to the cancer translational research and drug 
discovery knowledgebase. Nucleic Acids Res., 2019, Vol. 47, pp. D917-D922.

8. Ding X., Duan H., Luo H. Identification of core gene expression signature and key pathways in colorectal 
cancer. Front. Genet., 2020, Vol. 11, 45. doi: 10.3389/fgene.2020.00045.

9. Fu C., Zhang X., Zhang X., Wang D., Han S., Ma Z. Advances in IL-7 research on tumour therapy. 
Pharmaceuticals (Basel), 2024, Vol. 17, no. 4, 415. doi: 10.3390/ph17040415. 

10. Gherman A., Bolundut D., Ecea R., Balacescu L., Curcean S., Dina C., Balacescu O., Cainap C. Molecular 
subtypes, microRNAs and immunotherapy response in metastatic colorectal cancer. Medicina (Kaunas), 2024, 
Vol. 60, no. 3, 397. doi: 10.3390/medicina60030397. 

11. Guo N., Shen G., Zhang Y., Moustafa A.A., Ge D., You Z. Interleukin-17 promotes migration and invasion 
of human cancer cells through upregulation of MTA1 expression. Front. Oncol., 2019, Vol. 9, 546. doi: 10.3389/
fonc.2019.00546.

12. Han L., Chen S., Luan Z., Fan M., Wang Y., Sun G., Dai G. Immune function of colon cancer associated 
miRNA and target genes. Front. Immunol., 2023, Vol. 14, 1203070. doi: 10.3389/fimmu.2023.1203070.

13. Hao M., Li H., Yi M., Zhu Y., Wang K., Liu Y., Liang X., Ding L. Development of an immune-related gene 
prognostic risk model and identification of an immune infiltration signature in the tumor microenvironment of 
colon cancer. BMC Gastroenterol., 2023, Vol. 23, no. 1, 58. doi: 10.1186/s12876-023-02679-6.

14. Holubekova V., Loderer D., Grendar M., Mikolajcik P., Kolkova Z., Turyova E., Kudelova E., Kalman M., 
Marcinek J., Miklusica J., Laca L., Lasabova Z. Differential gene expression of immunity and inflammation 
genes in colorectal cancer using targeted RNA sequencing. Front. Oncol., 2023, Vol. 13, 1206482. doi: 10.3389/
fonc.2023.1206482.

15. Jiang J.K., Lin C.H., Chang T.A., Lo L.C., Lin C.P., Lu R.H., Yang C.Y. Decreased interleukin-17RA expression 
is associated with good prognosis in patients with colorectal cancer and inhibits tumor growth and vascularity in 
mice. Cancer Med., 2024, Vol. 13, no. 5, e7059. doi: 10.1002/cam4.7059.

16. Jordakieva G., Bianchini R., Reichhold D., Piehslinger J., Groschopf A., Jensen S.A., Mearini E., 
Nocentini G., Crevenna R., Zlabinger G.J., Karagiannis S.N., Klaus A., Jensen-Jarolim E. IgG4 induces tolerogenic 
M2-like macrophages and correlates with disease progression in colon cancer. Oncoimmunology, 2021, Vol. 10, no. 1, 
1880687. doi: 10.1080/2162402X.2021.1880687.

17. Kim J.H., Seo M.K., Lee J.A., Yoo S.Y., Oh H.J., Kang H., Cho N.Y., Bae J.M., Kang G.H., Kim S. Genomic and 
transcriptomic characterization of heterogeneous immune subgroups of microsatellite instability-high colorectal 
cancers. J. Immunother. Cancer, 2021, Vol. 9, no. 12, e003414. doi: 10.1136/jitc-2021-003414.

18. Koelzer V.H., Canonica K., Dawson H., Sokol L., Karamitopoulou-Diamantis E., Lugli A., Zlobec I. Pheno-
typing of tumor-associated macrophages in colorectal cancer: Impact on single cell invasion (tumor budding)  
and clinicopathological outcome. Oncoimmunology, 2015, Vol. 5, no. 4, e1106677. doi: 10.1080/2162402X.2015.1106677.

19. Konstantinov A.S., Kovaleva O.V., Samoilova D.V., Shelekhova K.V. Role of macrophages in progression of 
colorectal cancer: a contrast with the traditional paradigm. Int. J. Clin. Exp. Pathol., 2022, Vol. 15, no. 10, pp. 403-411. 

20. Kuhn M., von Mering C., Campillos M., Jensen L.J., Bork P. STITCH: interaction networks of chemicals and 
proteins. Nucleic Acids Res., 2008, Vol. 36, pp. D684-D688.

21. Le T.D., Zhang J., Liu L., Liu H., Li J. miRLAB: An R based dry lab for exploring miRNA-mRNA regulatory 
relationships. PLoS One, 2015, Vol. 10, no. 12, e0145386. doi: 10.1371/journal.pone.0145386.

22. Li J., Wang Y., Wang X., Yang Q. CDK1 and CDC20 overexpression in patients with colorectal cancer are 
associated with poor prognosis: evidence from integrated bioinformatics analysis. World J. Surg. Oncol., 2020, 
Vol. 18, no. 1, 50. doi: 10.1186/s12957-020-01817-8. 

23. Love M.I., Huber W., Anders S. Moderated estimation of fold change and dispersion for RNA-seq data with 
DESeq2. Genome Biol., 2014, Vol. 15, no. 12, 550. doi: 10.1186/s13059-014-0550-8. 



787

МикроРНК при раке толстой кишки
mRNA for colon cancer2025, Vol. 27,  4

2025, Т. 27, № 4

24. Marini F., Finotello F. quantiseqr: Quantification of the Tumor Immune contexture from RNA-seq data. 
2023. Available at: https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/quantiseqr.html. 

25. Ogawa R., Yamamoto T., Hirai H., Hanada K., Kiyasu Y., Nishikawa G., Mizuno R., Inamoto S., Itatani Y., 
Sakai Y., Kawada K. Loss of SMAD4 promotes colorectal cancer progression by recruiting tumor-associated 
neutrophils via the CXCL1/8-CXCR2 Axis. Clin. Cancer Res., 2019, Vol. 25, no. 9, pp. 2887-2899. doi: 10.1158/1078-
0432.CCR-18-3684.

26. Pieniadz P., Piet M., Paduch R. Characteristics of the colorectal cancer microenvironment – role in cancer 
progression and therapeutic possibilities. Appl. Sci., 2024, Vol. 14, no. 7, 2930. doi: 10.3390/app14072930. 

27. Rajtmajerová M., Trailin A., Liška V., Hemminki K., Ambrozkiewicz F. Long Non-Coding RNA and 
microRNA interplay in colorectal cancer and their effect on the tumor microenvironment. Cancers (Basel), 2022, 
Vol. 14, no. 21, 5450. doi: 10.3390/cancers14215450.

28. Razi S., Baradaran Noveiry B., Keshavarz-Fathi M., Rezaei N. IL-17 and colorectal cancer: From 
carcinogenesis to treatment. Cytokine, 2019, Vol. 116, pp. 7-12.

29. Rodriguez C., Araujo Furlan C.L., Tosello Boari J., Bossio S.N., Boccardo S., Fozzatti L., Canale F.P., 
Beccaria C.G., Nuñez N.G., Ceschin D.G., Piaggio E., Gruppi A., Montes C.L., Acosta Rodríguez E.V. Interleukin-17 
signaling influences CD8+ T cell immunity and tumor progression according to the IL-17 receptor subunit expression 
pattern in cancer cells. Oncoimmunology, 2023, Vol. 12, no. 1, 2261326. doi: 10.1080/2162402X.2023.2261326.

30. Ru Y., Kechris K.J., Tabakoff B., Hoffman P., Radcliffe R.A., Bowler R., Mahaffey S, Rossi S, Calin G.A., 
Bemis  L., Theodorescu D. The multiMiR R package and database: integration of microRNA-target interactions 
along with their disease and drug associations. Nucleic Acids Res., 2014, Vol. 42, no. 17, e133. doi: 10.1093/nar/
gku631

31. Saeed H., Leibowitz B.J., Zhang L., Yu J. Targeting Myc-driven stress addiction in colorectal cancer. Drug 
Resist. Updat., 2023, Vol. 69, 100963. doi: 10.1016/j.drup.2023.100963. 

32. Sawicki T., Ruszkowska M., Danielewicz A., Niedźwiedzka E., Arłu-kowicz T., Przybyłowicz K.E. A review 
of colorectal cancer in terms of epidemi-ology, risk factors, development, symptoms and diagnosis. Cancers (Basel), 
2021, Vol. 13, no. 9, 2025. doi: 10.3390/cancers13092025.

33. Shah A.A., Kamal M.A., Akhtar S. Tumor Angiogenesis and VEGFR-2: Mechanism, pathways and current 
biological therapeutic interventions. Curr. Drug Metab., 2021, Vol. 22, no. 1, pp. 50-59. 

34. Shannon P., Markiel A., Ozier O., Baliga N.S., Wang J.T., Ramage D., Amin N., Schwikowski B., Ideker T. 
Cytoscape: a software environment for integrated models of biomolecular interaction networks. Genome Res., 2003, 
Vol. 13, no. 11, pp. 2498-2504. 

35. Shimabukuro-Vornhagen A., Schlößer H.A., Gryschok L., Malcher J., Wennhold K., Garcia-Marquez M., 
Herbold T., Neuhaus L.S., Becker H.J., Fiedler A., Scherwitz P., Koslowsky T., Hake R., Stippel D.L., Hölscher A.H., 
Eidt S., Hallek M., Theurich S., von Bergwelt-Baildon M.S. Characterization of tumor-associated B-cell subsets in 
patients with colorectal cancer. Oncotarget, 2014, Vol. 5, no. 13, pp. 4651-4664. 

36. Sorrentino C., D’Antonio L., Fieni C., Ciummo S.L., Di Carlo E. Colorectal cancer-associated immune 
exhaustion involves T and B lymphocytes and conventional NK cells and correlates with a shorter overall survival. 
Front. Immunol., 2021, Vol. 12, 778329. doi: 10.3389/fimmu.2021.778329.

37. Sui G., Qiu Y., Yu H., Kong Q., Zhen B. Interleukin-17 promotes the development of cisplatin resistance in 
colorectal cancer. Oncol. Lett., 2019, Vol. 17, no. 1, pp. 944-950. 

38. Sun Z., Li G., Shang D., Zhang J., Ai L., Liu M. Identification of microsatellite instability and immune-
related prognostic biomarkers in colon adenocarcinoma. Front. Immunol., 2022, Vol. 13, 988303. doi: 10.3389/
fimmu.2022.988303

39. Talaat I.M., Elemam N.M., Zaher S., Saber-Ayad M. Checkpoint molecules on infiltrating immune cells in 
colorectal tumor microenvironment. Front. Med. (Lausanne), 2022, Vol. 9, 955599. doi: 10.3389/fmed.2022.955599.

40. Ulgen E., Ozisik O., Sezerman O.U. pathfindR: An R package for com-prehensive identification of enriched 
pathways in omics data through active subnetworks. Front. Genet., 2019, Vol. 10, 858. doi: 10.3389/fgene.2019.00858.

41. Wang Z., Ao X., Shen Z., Ao L., Wu X., Pu C., Guo W., Xing W., He M., Yuan H., Yu J., Li L., Xu X. TNF-α 
augments CXCL10/CXCR3 axis activity to induce Epithelial-Mesenchymal Transition in colon cancer cell. Int. 
J. Biol. Sci., 2021, Vol. 17, no. 11, pp. 2683-2702. 

42. Wu T., Yang W., Sun A., Wei Z., Lin Q. The Role of CXC chemokines in cancer progression. Cancers (Basel), 
2022, Vol. 15, no. 1, 167. doi: 10.3390/cancers15010167 

43. Xiao Y, Freeman GJ. The microsatellite instable subset of colorectal cancer is a particularly good candidate 
for checkpoint blockade immunotherapy. Cancer Discov., 2015, Vol. 5, no. 1, pp. 16-18. doi: 10.1158/2159-8290.CD-
14-1397.

44. Xie S., Cai Y., Chen D., Xiang Y., Cai W., Mao J., Ye J. Single-cell tran-scriptome analysis reveals heteroge neity 
and convergence of the tumor microenvi-ronment in colorectal cancer. Front. Immunol., 2023, Vol. 13, 1003419.  
doi: 10.3389/fimmu.2022.1003419.



788

Kit O.I. et al.
Кит О.И. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

45. Zeng K., Li W., Wang Y., Zhang Z., Zhang L., Zhang W., Xing Y., Zhou C. Inhibition of CDK1 overcomes 
oxaliplatin resistance by regulating ACSL4-mediated ferroptosis in colorectal cancer. Adv. Sci. (Weinh.), 2023, 
Vol. 10, no. 25, e2301088. doi: 10.1002/advs.202301088.

46. Zhang P., Kawakami H., Liu W., Zeng X., Strebhardt K., Tao K., Huang S., Sinicrope F.A. Targeting CDK1 
and MEK/ERK Overcomes Apoptotic Re-sistance in BRAF-mutant human colorectal cancer. Mol. Cancer Res., 
2018, Vol. 16, no. 3, pp. 378-389. 

47. Zhang J., Ji C., Li W., Mao Z., Shi Y., Shi H., Ji R., Qian H., Xu W., Zhang X. Tumor-educated neutrophils 
activate mesenchymal stem cells to promote gastric cancer growth and metastasis. Front. Cell Dev. Biol., 2020, Vol. 8, 
788. doi: 10.3389/fcell.2020.00788. 

48. Zhang X., Shi H., Yuan X., Jiang P., Qian H., Xu W. Tumor-derived exosomes induce N2 polarization of 
neutrophils to promote gastric cancer cell migration. Mol. Cancer, 2018, Vol. 17, no. 1, 146. doi: 10.1186/s12943-
018-0898-6.

49. Zhang Y., Zhao Y., Li Q., Wang Y. Macrophages, as a promising strategy to targeted treatment for colorectal 
cancer metastasis in tumor immune microenvironment. Front. Immunol., 2021, Vol. 12, 685978. doi: 10.3389/
fimmu.2021.685978.

50. Zheng Z., Wieder T., Mauerer B., Schäfer L., Kesselring R., Braumüller H. T cells in colorectal cancer: 
unravelling the function of different Т cell subsets in the tumor microenvironment. Int. J. Mol. Sci., 2023, Vol. 24, no. 
14, 11673. doi: 10.3390/ijms241411673.

51. Zheng W., Wu J., Peng Y., Sun J., Cheng P., Huang Q. Tumor-associated neutrophils in colorectal cancer 
development, progression and immunotherapy. Cancers (Basel), 2022, Vol. 14, no. 19, 4755. doi: 10.3390/
cancers14194755.

52. Zhuo C., Ruan Q., Zhao X., Shen Y., Lin R. CXCL1 promotes colon cancer progression through activation of 
NF-kB/P300 signaling pathway. Biol. Direct, 2022, Vol. 17, no.1, pp. 34. doi: 10.1186/s13062-022-00348-4.

Авторы:

Кит О.И. – д.м.н., профессор, академик РАН, 
генеральный директор ФГБУ «Национальный 
медицинский исследовательский центр онкологии» 
Министерства здравоохранения РФ, г. Ростов-на-Дону, 
Россия

Гвалдин Д.Ю. – к.б.н., научный сотрудник лаборатории 
молекулярной онкологии ФГБУ «Национальный 
медицинский исследовательский центр онкологии» 
Министерства здравоохранения РФ, г. Ростов-на-Дону, 
Россия

Петрусенко Н.А. – младший научный сотрудник 
лаборатории молекулярной онкологии ФГБУ 
«Национальный медицинский исследовательский 
центр онкологии» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Ростов-на-Дону, Россия

Тимошкина Н.Н. – к.б.н., заведующая лабораторией 
молекулярной онкологии ФГБУ «Национальный 
медицинский исследовательский центр онкологии» 
Министерства здравоохранения РФ, г. Ростов-на-Дону, 
Россия

Савченко Д.А. – врач-онколог ФГБУ «Национальный 
медицинский исследовательский центр онкологии» 
Министерства здравоохранения РФ, г. Ростов-на-Дону, 
Россия

Новикова И.А. – д.м.н., заместитель генерального 
директора по науке ФГБУ «Национальный медицинский 
исследовательский центр онкологии» Министерства 
здравоохранения РФ, г. Ростов-на-Дону, Россия

Authors:

Kit O.I., PhD, MD (Medicine), Professor, Full Member, 
Russian Academy of Sciences, General Director, National 
Medical Research Centre for Oncology, Rostov-on-Don, 
Russian Federation 

Gvaldin D.Yu., PhD (Biology), Researcher, Laboratory 
of Molecular Oncology, National Medical Research Centre 
for Oncology, Rostov-on-Don, Russian Federation 
 

Petrusenko N.A., Junior Researcher, Laboratory of Molecular 
Oncology, National Medical Research Centre for Oncology, 
Rostov-on-Don, Russian Federation 
 

Timoshkina N.N., PhD (Biology), Head, Laboratory 
of Molecular Oncology, National Medical Research Centre 
for Oncology, Rostov-on-Don, Russian Federation 
 

Savchenko D.A., Clinical Oncologist, National Medical 
Research Centre for Oncology, Rostov-on-Don, Russian 
Federation 

Novikova I.A., PhD, MD (Medicine), Deputy Director for 
Research, National Medical Research Centre for Oncology, 
Rostov-on-Don, Russian Federation

Поступила 22.11.2024
Отправлена на доработку 02.12.2024
Принята к печати 23.03.2025

Received 22.11.2024
Revision received 02.12.2024
Accepted 23.03.2025



789

Медицинская иммунология
2025, Т. 27, № 4,  
стр. 789-802

Medical Immunology (Russia)/ 
Meditsinskaya Immunologiya
2025, Vol. 27,  4, pp. 789-802

1 page

Адрес для переписки:

Михайлова Валентина Анатольевна
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт 
акушерства, гинекологии и репродуктологии имени 
Д.О. Отта»
199034, Россия, Санкт-Петербург,  
Менделеевская линия, 3.
Тел.: 8 (812) 328-98-50.
E-mail: mva_spb@mail.ru

Address for correspondence:

Valentina A. Mikhailova
D. Ott Research Institute for Obstetrics,  
Gynecology and Reproductology
3 Mendeleevskaya Line
St. Petersburg
199034 Russian Federation
Phone: +7 (812) 328-98-50.
E-mail: mva_spb@mail.ru

Образец цитирования: 

В.А. Михайлова, А.А. Давыдова, В.А. Загайнова, 
О.Б. Марко, Э.Р. Мкртчян, А.С. Жгулева, 
О.А. Бакулина, С.А. Сельков, О.Н. Беспалова, 
Д.И. Соколов «Особенности экспрессии рецепторов 
CD16 и NKG2D NK-клетками, NKT- клетками 
и Т-лимфоцитами периферической крови, 
ассоциированные с бесплодием у женщин» 
// Медицинская иммунология, 2025. Т. 27, № 4. 
С. 789-802. doi: 10.15789/1563-0625-EFO-2944

© Михайлова В.А. и соавт., 2025 
Эта статья распространяется по лицензии 
Creative Commons Attribution 4.0

For citation: 

V.A. Mikhailova, A.A. Davydova, V.A. Zagaynova, 
O.B. Marko, E.R. Mkrtchyan, A.S. Zhguleva, O.A. Bakulina, 
S.A. Selkov, O.N. Bespalova, D.I. Sokolov “Expression 
features of CD16 and NKG2D receptors by NK cells, NKT cells 
and T lymphocytes of peripheral blood associated with female 
infertility”, Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya 
Immunologiya, 2025, Vol. 27, no. 4, pp. 789-802.  
doi: 10.15789/1563-0625-EFO-2944

© Mikhailova V.A. et al., 2025 
The article can be used under the Creative 
Commons Attribution 4.0 License

DOI: 10.15789/1563-0625-EFO-2944

ОСОБЕННОСТИ ЭКСПРЕССИИ РЕЦЕПТОРОВ 
CD16 И NKG2D NK-КЛЕТКАМИ, NKT-КЛЕТКАМИ 
И Т-ЛИМФОЦИТАМИ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ, 
АССОЦИИРОВАННЫЕ С БЕСПЛОДИЕМ У ЖЕНЩИН
Михайлова В.А., Давыдова А.А., Загайнова В.А., Марко О.Б., 
Мкртчян Э.Р., Жгулева А.С., Бакулина О.А., Сельков С.А., 
Беспалова О.Н., Соколов Д.И.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт акушерства, гинекологии и репродуктологии 
имени Д.О. Отта», Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Рост частоты встречаемости бесплодия определяет актуальность исследования вклада 
различных клеточных факторов, в том числе клеток иммунной системы, в патогенез этой патоло-
гии. В литературе описаны изменения активации NK-клеток в децидуальной оболочке и перифери-
ческой крови при бесплодии, а также представительства NKT-клеток и Т-лимфоцитов в матке при 
невынашивании беременности (НБ). Для NK-клеток и NKT-клеток характерна экспрессия акти-
вационного рецептора NKG2D и рецептора к Fc-фрагменту иммуноглобулинов G – CD16. Отдель-
ные популяции Т-лимфоцитов экспрессируют NKG2D. Целью работы явился анализ экспрессии 
рецепторов CD16 и NKG2D NK-клетками, NKT-клетками и рецептора NKG2D Т-лимфоцитами 
периферической крови у женщин с бесплодием. Обследовано 60 женщин с бесплодием. Группу 
контроля составили здоровые небеременные фертильные женщины (n = 17). Из периферической 
крови обследованных женщин получали мононуклеарные клетки, которые обрабатывали монокло-
нальными антителами к CD45, CD14, CD3, CD56, CD16, NKG2D. Установлено, что у пациенток 
с первичным бесплодием интенсивность экспрессии рецептора NKG2D популяцией NKT-клеток 
периферической крови была ниже, чем у здоровых небеременных фертильных женщин. Установ-
ленное различие может быть обусловлено отсутствием в анамнезе имплантаций эмбриона у паци-
енток с первичным бесплодием и, соответственно, отсутствием влияния цитокинового и клеточно-
го микроокружения, характерного для первого триместра беременности. У пациенток с вторичным 
бесплодием и НБ снижено относительное количество CD16+NK-клеток и CD16+NKG2D-NK-
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клеток периферической крови по сравнению с этим параметром у женщин с вторичным беспло-
дием без НБ в анамнезе. Относительное количество CD16+NK-клеток и CD16+NKG2D-NK-клеток 
периферической крови также было снижено у пациенток с вторичным бесплодием и НБ по сравне-
нию с группой пациенток с первичным бесплодием и группой здоровых небеременных фертильных 
женщин. Установлено, что интенсивность экспрессии CD16 NK-клетками была снижена в под-
группе женщин с вторичным бесплодием и НБ в анамнезе по сравнению с группой контроля и 
подгруппой женщин с вторичным бесплодием без НБ в анамнезе. Различий к экспрессии NKG2D 
T-лимфоцитами при бесплодии не установлено. Сниженная экспрессия CD16 NK-клетками жен-
щин с вторичным бесплодием и НБ может являться отражением нарушения функциональной диф-
ференцировки NK-клеток при этой патологии. 

Ключевые слова: NK-клетки, NKT-клетки, Т-лимфоциты, CD16, NKG2D, периферическая кровь, бесплодие

EXPRESSION FEATURES OF CD16 AND NKG2D RECEPTORS 
BY NK CELLS, NKT CELLS AND T LYMPHOCYTES OF 
PERIPHERAL BLOOD ASSOCIATED WITH FEMALE 
INFERTILITY
Mikhailova V.A., Davydova A.A., Zagaynova V.A., Marko O.B., 
Mkrtchyan E.R., Zhguleva A.S., Bakulina O.A., Selkov S.A., 
Bespalova O.N., Sokolov D.I.
D. Ott Research Institute for Obstetrics, Gynecology and Reproductology, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. The increasing incidence of infertility determines relevance of studying various cellular factors, 
including immune cells, in pathogenesis of this disorder. In cases of infertility, some changes are described 
in NK cell activation in decidual and peripheral blood cells, as well as in representation of NKT cells and 
T lymphocytes in uterus at miscarriage (MC). NK cells and NKT cells are characterized by expression of 
activating receptor NKG2D and a receptor for immunoglobulin G Fc-region CD16. Distinct populations of 
T lymphocytes express NKG2D. The aim of the present study was to analyze the expression of CD16 and 
NKG2D by NK cells, NKT cells and NKG2D receptor by peripheral blood T lymphocytes. We examined 
60 women with infertility. The control group consisted of healthy non-pregnant fertile women (n = 17). 
Mononuclear cells were obtained from peripheral blood and treated with monoclonal antibodies to CD45, 
CD14, CD3, CD56, CD16, NKG2D. The intensity of NKG2D receptor expression on peripheral blood NKT 
cells in patients with primary infertility proved to be lower than in healthy non-pregnant fertile women. This 
difference may be caused by the absence of an embryo implantation in previous history of primary infertility 
and, accordingly, lacking influence of cytokines and cellular microenvironment specific for first trimester of 
pregnancy. In patients with secondary infertility and miscarriage (MC), the relative numbers of CD16+NK 
cells and CD16+NKG2D-NK cells in peripheral blood were reduced when compared to the women with 
secondary infertility without history of MC. Relative numbers of CD16+NK cells and CD16+NKG2D-NK 
cells in peripheral blood were also reduced in patients with secondary infertility and MC compared to patients 
with primary infertility and to healthy non-pregnant fertile women. CD16 expression intensity of NK cells was 
shown to be reduced in subgroup of women with secondary infertility and a history of MC compared to control 
group and to women with secondary infertility without a history of MC. No differences in NKG2D expression 
by T lymphocytes associated with infertility were found. Reduced CD16 expression by NK cells of women with 
secondary infertility and MC may reflect the impaired functional differentiation of NK cells associated with 
this condition.

Keywords: NK cells, NKT cells, T lymphocytes, CD16, NKG2D, peripheral blood, infertility
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Работа выполнена в рамках фундаменталь-
ного научного исследования № 122041500061-8 
«Разработка диагностических критериев про-
гнозирования и преодоления репродуктивных 
потерь», реализуемой в ФГБНУ «НИИАГиР им. 
Д.О. Отта».

Введение
Бесплодие представляет важную медицин-

скую проблему, актуальность которой определя-
ется ростом частоты его встречаемости и значи-
мым социально-демографическим влиянием [1, 
3,  4]. Бесплодие является мультифакторным за-
болеванием, риск развития которого связывают 
с аномалиями развития половых органов, на-
рушениями эндокринной регуляции, воспали-
тельными заболеваниями органов малого таза, 
нарушениями пролиферации и рецептивности 
эндометрия и другими факторами, в том числе 
влиянием образа жизни и внешней среды [1,  4, 
25, 33]. Описан вклад иммунных факторов в па-
тогенез бесплодия. Например, в периферической 
крови при бесплодии у женщин повышено содер-
жание NK-клеток, а также выявлены изменения 
их функциональных характеристик [30, 32]. Ле-
чение пациенток с бесплодием предполагает ис-
пользование вспомогательных репродуктивных 
технологий (ВРТ) [34]. Выявление и снижение 
влияния факторов, способствовавших развитию 
бесплодия, может повысить вероятность насту-
пления беременности в цикле ВРТ. В связи с этим 
уделяется внимание изучению вклада различных 
клеточных факторов, в том числе клеток иммун-
ной системы в патогенез бесплодия [14]. 

В норме после овуляции эндометрий пре-
терпевает секреторную трансформацию и деци-
дуализируется, в этот период в нем повышено 
количество лейкоцитов, преимущественно пред-
ставленных NK-клетками [41]. Эти клетки явля-
ются источником многих цитокинов (в том числе 
IL-8, TNFα, IFNγ), регулирующих инвазию кле-
ток трофобласта в эндометрий и ремоделирова-
ние спиральных артерий матки [23, 41]. Одним 
из активационных рецепторов NK-клеток явля-
ется рецептор NKG2D [24]. Продемонстриро-
вана экспрессия NK-клетками периферической 
крови рецептора NKG2D при неосложненной 
беременности [10]. Выявлены изменения экс-
прессии NKG2D NK-клетками децидуальной 
оболочки первого триместра в зависимости от 
концентрации кислорода [39], что позволяет рас-
сматривать экспрессию NKG2D децидуальными 
NK-клетками как физиологическую. Вместе с 
тем повышение экспрессии лиганда NKG2D – 
ULBP1 клетками плаценты в третьем триместре 
установлено при патологии беременности – пре-
эклампсии [18]. Другим рецептором NK-клеток 

является CD16 – рецептор к Fc-фрагменту им-
муноглобулинов G. За счет его экспрессии NK-
клетки могут реализовывать антитело-зависимую 
клеточную цитотоксичность [6]. Традиционно 
рассматривают повышение экспрессии CD16 
NK-клетками эндометрия в качестве маркера их 
цитотоксической трансформации, в том числе 
при невынашивании беременности (НБ) [5]. 

В литературе описаны изменения активно-
сти NK-клеток при бесплодии. Например, на 
основании анализа баз данных экспрессии ге-
нов установлено, что бесплодие ассоциировано 
со сниженным количеством активированных 
NK-клеток в эндометрии [40]. Продемонстри-
ровано, что содержание NK-клеток с феноти-
пом CD56dimCD16bright и CD56brightCD16dim сни-
жено, а содержание CD56dimCD16dimNK-клеток 
повышено у пациенток с бесплодием и НБ в 
анамнезе по сравнению с пациентками с бес-
плодием в отсутствии НБ [2]. Описана ассоци-
ация первичного бесплодия и повышения ко-
личества NKG2D+NK-клеток периферической 
крови в популяциях CD56dim CD16dim и CD56bright 
CD16dim [2], а также повышение количества 
NKG2D+CD56brightCD16dimNK-клеток менстру-
альной крови у пациенток с идиопатическим бес-
плодием [38].

Помимо NK-клеток, в децидуальной оболоч-
ке выявлены NKT-клетки, являющиеся лим-
фоцитами, одновременно экспрессирующими 
рецепторы NK-клеток и Т-лимфоцитов [35]. 
В настоящее время выделяют три субпопуля ции 
NKT-клеток: инвариантные (i)NKT-клетки (1- й 
тип), NKT-клетки 2-го типа и NKT-подобные 
клетки, различающиеся по экспрессии инвари-
антных Т-кле точных рецепторов, способности 
связывать неклассическую MHCI-подобную мо-
лекулу – CD1d, по продукции цитокинов и экс-
прессии CD161 [9]. Описана экспрессия CD1d 
клетками ворсинчатого и вневорсинчатого тро-
фобласта [46]. Количество общей популяции 
NKT-клеток в эндометрии возрастает после ову-
ляции [35] и значительно превышает содержание 
NKT-клеток в периферической крови [21]. При 
анализе экспрессии CD8+NKT-клетками пери-
ферической крови рецептора NKG2D не выявле-
но различий в их содержании на разных сроках 
беременности и у небеременных женщин [22]. 
Предполагают участие NKT-клеток в поддержа-
нии цитокинового микроокружения, способству-
ющего инвазии трофобласта в эндометрий [32]. 

Данных о характеристиках NKT-клеток при 
бесплодии недостаточно. В литературе описа-
но снижение содержания NKT-клеток в пери-
ферической крови пациенток с бесплодием под 
влиянием терапии препаратами внутривенных 
иммуноглобулинов, что коррелировало с веро-
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ятностью наступления беременности [37]. В то 
же время снижение содержания iNKT-клеток в 
децидуальной оболочке связывают с развитием 
привычного НБ [44]. При исследовании при-
вычного НБ продемонстрировано наличие по-
пуляции NKT-клеток периферической крови, 
экспрессирующих CD16, однако применяемая 
терапия НБ (преднизолон или лейкоцитотера-
пия) не вызывала изменений содержания этой 
популяции NKT-клеток. 

Т-лимфоциты присутствуют в эндометрии 
в минорном количестве в составе субпопуля-
ций CD8+ и CD4+. В секреторную фазу мен-
струального цикла цитотоксическая активность 
CD8+Т-лимфоцитов эндометрия снижается [17]. 
В популяции CD4+Т-лимфоцитов выделяют 
Т-регуляторные клетки, с секреторной активно-
стью которых связывают формирование имму-
нологической толерантности в маточно-плацен-
тарном комплексе [27]. Сниженное содержание 
Т-регуляторных клеток в децидуальной оболочке 
связано с риском НБ [27], при этом показано, что 
общее содержание CD4+ и CD8+Т-лимфоцитов не 
различалось у пациенток с привычным НБ и с по-
вторными неудачами имплантации [5]. Показа-
но, что при НБ в периферической крови снижено 
содержание особой популяции Т-лимфоцитов – 
γδТ-клеток по сравнению со здоровыми небере-
менными женщинами [43]. Повышенное коли-
чество NKG2D+γδТ-клеток в периферической 
крови при бесплодии ассоциировано с повтор-
ными неудачами имплантации [13].

Таким образом, отдельные изменения в пред-
ставительстве NK-клеток, NKT-клеток и неко-
торых популяций Т-лимфоцитов в децидуальной 
оболочке и в периферической крови выявлены 
при таких формах репродуктивной дисфункции, 
как бесплодие и НБ. Данные об экспрессии эти-
ми клетками рецепторов CD16 и NKG2D носят 
разрозненный характер. В связи с вышеизло-
женным целью работы стал анализ экспрессии 
рецепторов CD16 и NKG2D NK-клетками, NKT-
клетками и рецептора NKG2D Т-лимфоцитами 
периферической крови у женщин с бесплодием.

Материалы и методы
Пациенты
В исследование были включены женщины 

с бесплодием (n = 60), проходившие лечение в 
отделении вспомогательных репродуктивных 
технологий (ВРТ) НИИАГиР им. Д.О. Отта. 
Критериями включения пациенток для участия 
в исследовании был репродуктивный возраст в 
диапазоне от 20 до 40 лет, нормальный кариотип 
супругов, отсутствие наступления беременности 
в результате проведения двух и более протоколов 

ВРТ с использованием эмбрионов хорошего ка-
чества в анамнезе. 

Пациентки были разделены на две группы. 
Первую группу составили женщины с первич-
ным бесплодием (n = 26), у которых отсутство-
вали в анамнезе беременности при регулярной 
половой жизни в течение года без применения 
средств контрацепции. Вторую группу состави-
ли женщины с вторичным бесплодием (n = 34), 
у которых в анамнезе была беременность, в том 
числе зарегистрированная только по повышению 
содержания βХГЧ в сыворотке крови или моче, 
при этом в течение года регулярной половой жиз-
ни без применения средств контрацепции новая 
беременность не наступала. Пациентки с вторич-
ным бесплодием были разделены на две подгруп-
пы: женщины с НБ в анамнезе (НБ+) (n = 19) и 
без него (НБ-) (n = 15). 

В группу контроля (n = 17) вошли здоровые 
небеременные женщины с регулярным менстру-
альным циклом, у которых в анамнезе было не 
менее одних родов и отсутствовали зарегистри-
рованные репродуктивные потери.

Критериями исключения для всех групп яв-
лялись возраст менее 20 и более 40 лет, индекс 
массы тела более 30 кг/м2, аномалии развития 
половых органов, наружный генитальный эн-
дометриоз 2-4-й степени, полипы эндометрия, 
миома матки, толщина эндометрия по результа-
там ультразвукового исследования менее 7  мм. К 
критериям исключения также относилось нали-
чие сахарного диабета, острых и обострения хро-
нических инфекционных заболеваний, приме-
нение антибактериальной или противовирусной 
терапии на момент исследования или менее, чем 
за 3 месяца до исследования, применение гормо-
нальной контрацепции менее чем за 3 месяца до 
исследования.

Материалом для исследования была пери-
ферическая кровь, которую получали во вторую 
фазу менструального цикла (19-22-й день).

Исследование рассмотрено и одобрено ло-
кальным этическим комитетом ФГБНУ «НИИА-
ГиР им. Д.О. Отта» (протокол № 107 от 15.03.2021). 
У женщин, чьи данные вошли в работу, было по-
лучено информированное согласие на участие в 
исследовании, с последующей обезличенной об-
работкой и анализом результатов исследования и 
их публикацией в открытом доступе.

Оценка экспрессии рецепторов CD16 и NKG2D 
NK-клетками, NKT-клетками и Т-лимфоцитами 
периферической крови

Из периферической крови получали монону-
клеарные клетки путем ее центрифугирования 
в градиенте плотности фиколла (ρ = 1,077 г/мл, 
ООО «БиолоТ», Россия) по стандартной методи-
ке. Затем мононуклеарные клетки обрабатыва-
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ли моноклональными антителами к CD45 (клон 
2D1, изотип IgG1, k), CD14 (клон M5E2, изотип 
IgG2a, k), CD3 (клон SK7, изотип IgG1, k), CD56 
(клон NCAM16.2, изотип IgG2b, k), CD16 (клон 
3G8, изотип IgG1, k), NKG2D (клон 1D11, изотип 
IgG1, k) (BD, США). Часть клеток обрабатывали 
соответствующими изотипическими антителами 
(BD, США) для контроля неспецифического свя-
зывания антител. Затем клетки анализировали на 
проточном цитофлюориметре FacsCantoII (BD, 
США), используя стратегию гейтирования, пред-
ставленную на рисунке 1. 

Выделяли популяции клеток CD45+CD14-

CD3+ (Т-лимфоциты), CD45+CD14-CD3-CD56+ 
(NK-клетки), CD45+CD14-CD3+CD56+ (NKT-
клетки) (рис.  1). Оценивали относительное ко-
личество популяций Т-лимфоцитов, NK- и 
NKT-клеток и интенсивность экспрессии эти-
ми клетками рецептора NKG2D. В популяции 
Т-лимфоцитов также оценивали относитель-
ное количество NKG2D+Т-лимфоцитов. В по-
пуляциях NK-клеток и NKT-клеток оценивали 
также интенсивность экспрессии CD16. Среди 
NK-клеток и NKT-клеток определяли относи-
тельное количество клеток с фенотипами CD16+, 
NKG2D+, CD16+NKG2D-, CD16+NKG2D+, 
CD16-NKG2D+.

Статистический анализ данных выполняли 
в программах Statistica 10 (StatSoft, Inc., США) 
и GraphPad Prism (GraphPad Software, США). 
Оценку характера распределения данных про-
водили с помощью критерия Шапиро–Уилка. 
Парные сравнения проводили с использованием 
непараметрического рангового критерия Ман-
на–Уитни, для множественных сравнений при-
меняли критерий Краскела–Уоллиса с апосте-
риорным тестом Данна. Различия признавались 
статистически значимыми при уровне p < 0,05. 
Оценку корреляционных связей между оценива-
емыми параметрами проводили, используя рас-
чет коэффициента корреляции Спирмена.

Полученные данные представлены в виде 
боксовых диаграмм, отражающих медиану, 25% 
и 75% квартили, усы бокса соответствуют мини-
мальному и максимальному значению распреде-
ления показателя.

Результаты
Анализ содержания NK-клеток, NKT-клеток 

и Т-лимфоцитов, а также экспрессии NK- и 
NKT-клетками рецепторов CD16 и NKG2D, и 
экспрессии NKG2D Т-лимфоцитами не выявил 
различий между здоровыми небеременными 
женщинами и женщинами с бесплодием. 

После разделения пациенток с бесплодием 
на группы «первичное бесплодие» и «вторичное 
бесплодие» было установлено, что у здоровых не-

беременных женщин интенсивность экспрессии 
рецептора NKG2D популяцией NKT-клеток пе-
риферической крови была выше, чем у пациен-
ток с первичным бесплодием (рис. 2А). 

Экспрессия CD16 NKT-клетками у здоровых 
женщин с пациенток с бесплодием не различа-
лась (рис. 2Б). Экспрессия NKG2D и CD16 NK-
клетками и NKG2D Т-лимфоцитами у женщин с 
первичным и вторичным бесплодием не различа-
лась между группами и по сравнению с группой 
контроля.

Затем было проанализировано содержание 
и экспрессия рецепторов CD16 и NKG2D NK-
клетками и NKT-клетками, а также содержание 
и экспрессия NKG2D Т-лимфоцитами в под-
группах женщин с вторичным бесплодием с НБ 
в анамнезе и без него. Установлено, что у паци-
енток с вторичным бесплодием и НБ снижено 
относительное количество CD16+NK-клеток пе-
риферической крови по сравнению с этим пара-
метром у женщин с вторичным бесплодием без 
НБ в анамнезе (рис. 3). 

Относительное количество CD16+NK-клеток 
периферической крови также было снижено у 
пациенток с вторичным бесплодием и НБ по 
сравнению с группой пациенток с первичным 
бесплодием и группой здоровых небеременных 
фертильных женщин (рис. 3).

Установлено, что у пациенток с вторичным 
бесплодием и НБ в анамнезе снижено отно-
сительное количество NK-клеток перифери-
ческой крови с фенотипом CD16+NKG2D- по 
сравнению с подгруппой женщин с вторич-
ным бесплодием без НБ и группой женщин с 
первичным бесплодием (рис. 4). 

Относительное количество CD16+NKG2D-

NK-клеток периферической крови у пациен-
ток с бесплодием и НБ было также снижено по 
сравнению с количеством этих клеток у здоровых 
небеременных фертильных женщин (рис. 4). Ко-
эффициент корреляции между параметрами ко-
личества CD16+NK-клеток и CD16+NKG2D-NK-
клеток для всех групп составил 0,9 (p < 0,001).

Интенсивность экспрессии NK-клетками ре-
цептора NKG2D не различалась между под груп-
пами (рис. 5А). 

Установлено, что интенсивность экспрес-
сии CD16 NK-клетками была снижена в под-
группе женщин с вторичным бесплодием и НБ 
в анамнезе по сравнению с соответствующим 
параметром группы контроля и подгруппы жен-
щин с вторичным бесплодием без НБ в анамнезе 
(рис. 5Б). Другие параметры NK-клеток, а также 
NKT-клеток и Т-лимфоцитов не различались 
между группами женщин с первичным бесплоди-
ем, подгруппами женщин с вторичным беспло-
дием и НБ в анамнезе и без НБ.



794

Mikhailova V.A. et al.
Михайлова В.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

А (А)

А1 (А1)

А2 (А2)

А4 (А4)

А3 (А3)

А5 (А5)

CD45+CD14-

CD45+CD14-

CD3-CD56+

Q1-1

Q1-1 Q2-1

Q3-1 Q4-1

Q2-1

Q3-1 Q4-1

CD3+CD56+

CD3+CD56-

CD3-CD56+ CD3+CD56+

CD3+CD56-

Q3

Q3

Q1

Q1

P1

Q2

Q2

50 100 150 200 250

Q4

Q4

50

10
2

0
-7

22

0
10

3

10
3

10
4

10
4

10
5

10
5

10
0SS

C-
A

CD
14

 F
IT

C-
A

CD45 PerCP-A

CD45 PerCP-A

CD3 PE-Cy7-A

CD3 PE-Cy7-A

CD
14

 F
IT

C-
A

CD
56

 A
PC

-A
CD

56
 A

PC
-A

FSC-A

(×
 1,

00
0)

(× 1,000)

15
0

20
0

25
0

103 103-103104 104105 1050 0-1,161 -3,147

-4,204-2,050

-3
29

00

10
310

3

10
4

10
4

10
5

10
5

103103 -103 104104 105105 00-7
04

-1
,89

0

Б1 (B1)

Б4 (B4)

Б2 (B2)

Б5 (B5)

Б3 (B3)

Б6 (B6)

Б (B)

NKG2D+CD16-% from NK

NKG2D+CD16-% from NK

NKG2D+CD16+% from NK

NKG2D+CD16+% from NK
NKG2D_% from NK

NKG2D_% from NK

Intensity NKG2D from NK

Intensity NKG2D from NK

CD16_% from NK

CD16_% from NK

Intensity CD16 from NK

Intensity CD16 from NK

NKG2D-CD16+% from NK

NKG2D-CD16+% from NK

Q3-4

Q3-4

10
3

103

103

103

10
2

102

102

102

10
4

104

104

104

10
5

105

105

105 103

103103

102

102102

0
0 0

700
600
500
400
300
200
100

0

3000
2500
2000
1500
1000
500

0

10
0

20
0

30
0

40
0

50
0

50
0

1,0
00

1,5
00

104

104104

105

105105

10
3

10
2

10
4

10
5

CD16 ARC-Cy7-A

CD16 ARC-Cy7-A

CD16 ARC-Cy7-A

Co
un

t
Co

un
t

CD16 ARC-Cy7-A

NKG2D PE-Texas Red-A

NKG2D PE-Texas Red-ANK
G2

D 
PE

-Te
xa

s R
ed

-A
NK

G2
D 

PE
-Te

xa
s R

ed
-A

Co
un

t
Co

un
t



795

Экспрессия CD16, NKG2D при бесплодии
Infertility and CD16, NKG2D expression2025, Vol. 27,  4

2025, Т. 27, № 4

Рисунок 1. Стратегия гейтирования мононуклеаров периферической крови, использованная в исследовании
Примечание. А – выделение среди мононуклеаров популяций NK-клеток, NKT-клеток, T-лимфоцитов: распределение клеток 
в координатах FSC-SSC (А1), гейт содержит мононуклеары; в координатах CD45-CD14; в координатах CD3-CD56. Графики А2 
и А3 представляют изотип-контроли, графики А4 и А5 отражают распределение клеток, обработанных антителами. На графике 
А5 левый верхний квадрант содержит NK-клетки, правый верхний квадрант – NKT-клетки, правый нижний квадрант – 
Т-лимфоциты. Б – экспрессия NK-клетками рецепторов CD16 и NKG2D: распределение клеток в координатах CD16-NKG2D; 
на гистограмме CD16; на гистограмме NKG2D. Графики Б1, Б2, Б3 представляют изотип-контроли, графики Б4, Б5, Б6 отражают 
распределение клеток, обработанных антителами. В – экспрессия NKT-клетками рецепторов CD16 и NKG2D: распределение 
клеток в координатах CD16-NKG2D; на гистограмме CD16; на гистограмме NKG2D. Графики В1, В2, В3 представляют изотип-
контроли, графики В4, В5, В6 отражают распределение клеток, обработанных антителами. Г – экспрессия T-клетками 
рецепторов NKG2D: распределение клеток на гистограмме NKG2D. График Г1 представляет изотип-контроль, графики Г2 
отражает распределение клеток, обработанных антителами.
Figure 1. Peripheral blood mononuclear cell gating strategy used in the study
Note. A, isolation of populations of NK cells, NKT cells, T lymphocytes among mononuclear cells: distribution of cells in FSC-SSC coordinates 
(A1), the gate contains mononuclear cells; in coordinates CD45-CD14; in coordinates CD3-CD56. Graphs A2 and A3 represent isotype controls, 
graphs A4 and A5 reflect the distribution of cells treated with antibodies. In graph A5, the upper left quadrant contains NK cells, the upper right 
quadrant contains NKT cells, and the lower right quadrant contains T lymphocytes. B, expression of CD16 and NKG2D receptors by NK cells: 
distribution of cells in CD16-NKG2D coordinates; on the CD16 histogram; on the NKG2D histogram. Graphs B1, B2, B3 represent isotype controls, 
graphs B4, B5, B6 reflect the distribution of cells treated with antibodies. C, expression of CD16 and NKG2D receptors by NKT cells: distribution 
of cells in CD16-NKG2D coordinates; on the CD16 histogram; on the NKG2D histogram. Graphs C1, C2, C3 represent isotype controls, graphs 
C4, C5, C6 reflect the distribution of cells treated with antibodies. D, expression of NKG2D receptors by T cells: distribution of cells on the NKG2D 
histogram. Graph D1 represents the isotype control, graphs D2 reflect the distribution of cells treated with antibodies. 

B1 (C1)

B4 (C4)

B2 (C2)

B5 (C5)

B3 (C1)

B6 (C6)

В (C)

NKG2D+CD16-% from NKT
CD16_% from NKT

CD16_%_from NKT

NKG2D+CD16+% from NKT

NKG2D-CD16+ from NKT

Intensity CD16 from NKT

Intensity CD16 from NKT

Intensity NKG2D from NKT

Intensity NKG2D from NKT

NKG2D_% from NKT

NKG2D_% from NKT

NKG2D+CD16-% from NKT
NKG2D+CD16+% from NKT

NKG2D-CD16+ from NKT

Q3-2

CD16 ARC-Cy7-A

CD16 ARC-Cy7-A

CD16 ARC-Cy7-A

CD16 ARC-Cy7-A

NK
G2

D 
PE

-Te
xa

s R
ed

-A
NK

G2
D 

PE
-Te

xa
s R

ed
-A

NKG2D PE-Texas Red-A

NKG2D PE-Texas Red-A

10
3

10
3

10
2

10
2

10
4

10
4

10
5

10
5

103

103 103

103103

103

102

102 102

102102

102

104

104 104

104104

104

105

105 105

105105

105

3000
2500
2000
1500
1000
500

0

600
500
400
300
200
100

0

450
400
350
300
250
200
150
100

50
0

700
600
500
400
300
200
100

0

Co
un

t

Co
un

t

Co
un

t

Co
un

t

Г1 (D1) Г2 (D2)Г (D)

NKG2D_% from T cell

Intensity NKG2D from T cellIntensity NKG2D from T cell

NKG2D_% from T cell

NKG2D PE-Texas Red-ANKG2D PE-Texas Red-A
103103 102102 104104 105105

600
500
400
300
200
100

0

5

4

3

2

1

0

Co
un

t

Co
un

t



796

Mikhailova V.A. et al.
Михайлова В.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Рисунок 2. Интенсивность экспрессии NKT-клетками периферической крови рецепторов NKG2D (А) и CD16 (Б)
Примечание. Статистическая значимость различий: * – p < 0,05.
Figure 2. Intensity of expression of NKG2D (A) and CD16 (B) receptors by peripheral blood NKT cells
Note. Statistical significance of differences: *, p < 0.05.

Рисунок 3. Относительное количество CD16+NK-клеток 
периферической крови
Примечание. Статистическая значимость различий: 
* – p < 0,05; ** – p < 0,01. 
Figure 3. Relative numbers of peripheral blood CD16+NK cells
Note. Statistical significance of differences: *, p < 0.05; **, p < 0.01.

Рисунок 4. Относительное количество CD16+NKG2D-NK-
клеток периферической крови
Примечание. Статистическая значимость различий: 
* – p < 0,05; ** – p < 0,01.
Figure 4. Relative number of CD16+NKG2D-NK cells in 
peripheral blood
Note. Statistical significance of differences: *, p < 0.05; **, p < 0.01.
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Рисунок 5. Интенсивность экспрессии NK-клетками периферической крови рецепторов NKG2D (А) и CD16 (Б)
Примечание. Статистическая значимость различий: * – p < 0,05.
Figure 5. Intensity of expression of NKG2D (A) and CD16 (B) receptors by peripheral blood NK cells
Note. Statistical significance of differences: *, p < 0.05.

Обсуждение
Учитывая возможный вклад иммунной систе-

мы в развитие репродуктивных патологий, пред-
принимаются попытки выявления взаимосвязи 
содержания иммунных клеток в периферической 
крови и эндометрии с патогенезом бесплодия и 
неудачами программ ВРТ. Например, Sacks G. и 
соавт. установили повышенное содержание NK-
клеток в периферической крови у пациенток с 
многократными неудачами ВРТ [28]. Santillan I. 
и соавт. показали, что количество NK-клеток в 
периферической крови и образцах эндометрия 
повышено у пациенток с повторными неудачами 
имплантации неясного генеза [29]. По данным 
Hosseini S. и соавт., у женщин с бесплодием ко-
личество NKT-клеток периферической крови 
было снижено по сравнению с группой здоровых 
небеременных женщин [11]. При этом количе-
ство NKT-клеток в менструальной крови было 
снижено при бесплодии как по сравнению с 
группой контроля, так и по сравнению с группой 
привычного НБ [11]. Продемонстрировано так-
же, что содержание CD56dimCD16bright NK-клеток 
и CD3+Т-лимфоцитов снижено в менструальной 
крови при бесплодии по сравнению со здоровы-
ми фертильными женщинами [38].

В настоящей работе нами проведен анализ 
экспрессии рецепторов, связанных с реализаци-
ей цитотоксических свойств (CD16 и NKG2D), 

клетками иммунной системы периферической 
крови. Нами установлено, что у женщин с бес-
плодием содержание в периферической крови 
NK-клеток, NKT-клеток и Т-лимфоцитов не 
отличалось от соответствующих показателей 
группы контроля. Не было выявлено изменений 
количества NKG2D+Т-лимфоцитов и интенсив-
ности экспрессии ими NKG2D. В работе нами 
была выявлена сниженная интенсивность экс-
прессии NKG2D NKT-клетками у пациенток с 
первичным бесплодием по сравнению со здоро-
выми небеременными женщинами. 

Экспрессия рецептора NKG2D была ранее 
продемонстрирована для NKT-клеток перифе-
рической крови [12]. Кроме того, инкубация 
мононуклеарных клеток в присутствии IL-2 ин-
дуцировала экспрессию NKG2D NKT-клетками, 
в результате связывания этого рецептора NKT-
клетки синтезировали IFNγ и дегранулировали, 
вызывая гибель клеток-мишеней [42]. Проде-
монстрировано, что IL-15 также вызывает повы-
шение экспрессии NKG2D NKT-клетками [12], 
секреция этого цитокина показана в дециду-
альной оболочке [31]. В первом триместре бере-
менности децидуальные CD14+ и CD3+ клетки 
экспрессируют лигнад NKG2D – ULPB-1 [20]. 
Как упоминалось ранее, иммуногистохимиче-
ское исследование плаценток третьего триме-
стра показало экспрессию ULPB-1, при этом 
повышение экспрессии ULBP1 клетками пла-
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центы в третьем триместре было ассоциировано 
с преэклампсией [18]. Соответственно, в эндо-
метрии и децидуальной оболочке присутствуют 
клетки (Т-лимфоциты, моноциты/макрофаги, 
трофобласт), которые могут связывать рецептор 
NKG2D.

Среди растворимых факторов, секретиру-
емых клетками плаценты при беременности, 
присутствует IL-15 [16]. Показано, что этот ци-
токин усиливает экспрессию NKT-клетками 
периферической крови рецептора NKG2D [12]. 
При исследовании функциональной активности 
NK-клеток установлено, что клетки трофобласта 
линий JEG-3 и JAR влияют на продукцию NK-
клетками цитокинов [36]. В настоящей работе 
сниженная интенсивность экспрессии NKG2D 
NKT-клетками была установлена в группе па-
циенток с первичным бесплодием, у которых в 
анамнезе отсутствовали беременности и, соот-
ветственно, не было предшествовавших контак-
тов с клетками трофобласта. Можно предполо-
жить, что цитокины микроокружения, например, 
IL-15, а также контакт с клетками трофобласта, 
регулируют не только активность NK-клеток, но 
и экспрессию рецептора NKG2D NKT-клетками.

Ранее нами продемонстрировано, что у жен-
щин при первичном и при вторичном бесплодии 
по сравнению со здоровыми небеременными 
женщинами в периферической крови снижено 
содержание CD16+CD107a+NK-клеток [2]. Ре-
цептор CD16 маркирует дифференцированную 
популяцию NK-клеток, обладающую цитотокси-
ческими свойствами [26]. Для дифференцирован-
ных NK-клеток характерна экспрессия цитоток-
сических рецепторов, в том числе NKG2D [26]. 
Однако в ходе эксперимента по дифференци-
ровке NK-клеток из плюрипотентных стволовых 
клеток in vitro были получены популяции NK-
клеток, как с наличием, так и с отсутствием экс-
прессии CD16 (CD56+CD16- и CD56+CD16+) [7]. 
Обе популяции NK-клеток экспрессировали ци-
тотоксические рецепторы KIR и NCR, содержа-
ли гранзимы и реализовывали цитотоксичность 
в отношении клеток-мишеней [7]. Кроме того, 
ранее нами установлено параллельное снижение 
количества NK-клеток, представляющих так на-
зываемые «регуляторную» (CD56brightCD16dim) и 
«цитотоксическую» (CD56dimCD16bright) популя-
ции при бесплодии и НБ по сравнению с бес-
плодием без НБ в анамнезе [2]. В связи с этим 
в настоящей работе была проанализирована 
интенсивность экспрессии рецепторов CD16 и 
NKG2D всей популяцией NK-клеток.

Нами установлено снижение интенсивности 
экспрессии CD16 NK-клетками периферической 
крови у пациенток с бесплодием и НБ в анамне-
зе. Для этой группы также выявлено снижение 

относительного количества CD16+NK-клеток 
и CD16+NKG2D-NK-клеток, в то время как ин-
тенсивность экспрессии рецептора NKG2D 
не различалась между группами. При анализе 
корреляций установлена сильная положитель-
ная связь между изменением количества NK-
клеток с фенотипами CD16+ и CD16+NKG2D-, 
что позволяет говорить о снижении количества 
CD16+NK-клеток преимущественно за счет 
клеток, не экспрессирующих цитотоксический 
рецептор NKG2D. В литературе описано, что 
секреторные факторы децидуальных стромаль-
ных клеток стимулируют снижение экспрессии 
CD16 NK-клетками децидуальной оболочки [45]. 
Показано, что TGFβ, секретируемый клетками 
трофобласта, стимулирует снижение CD16 NK-
клетками периферической крови [15]. Gamliel M. 
и соавт. установили, что NK-клетки в результате 
многократных контактов с клетками трофобласта 
в ходе предшествовавших беременностей форми-
руют особую популяцию NK-клеток, способную 
с быстрой индукции секреции VEGF и IFNγ [8]. 
Однако при оценке фенотипа этой популяции 
NK-клеток были использованы только три спец-
ифичности CD3, CD56 и NKG2C [8]. В другом 
исследовании для популяции NK-клеток с ха-
рактеристиками, присущими клеткам-памяти, 
была установлена высокая экспрессия CD16 и 
NKG2D [19]. В связи с этим полученные нами ре-
зультаты о сниженной экспрессии NK-клетками 
CD16 у пациенток с бесплодием и НБ в анамнезе 
можно рассматривать, как нарушение функцио-
нальной дифференцировки NK-клеток, возмож-
но, связанное с неадекватным взаимодействием с 
клетками трофобласта в результате предшество-
вавших беременностей. 

Заключение
Таким образом, нами выявлены изменения 

экспрессии рецепторов CD16 и NKG2D NK-
клетками и NKT-клетками периферической 
крови у пациенток с бесплодием. Первичное бес-
плодие было ассоциировано со сниженной интен-
сивностью экспрессии NKG2D NKT-клетками, 
что может быть обусловлено отсутствием в анам-
незе имплантаций эмбриона и, соответственно, 
отсутствием влияния цитокинового и клеточного 
микроокружения, характерного для первого три-
местра беременности. Для женщин с вторичном 
бесплодием и НБ в анамнезе показано сниже-
ние экспрессии NK-клетками рецептора CD16, 
которое может являться отражением нарушения 
функциональной дифференцировки NK-клеток. 
Перспективно дальнейшее исследование спосо-
бов регуляции процесса дифференцировки NK-
клеток и модулирования их функциональных 
свойств.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ УРОВНЯ ЦИТОКИНОВ И РОСТОВЫХ 
ФАКТОРОВ ДЛЯ ОЦЕНКИ ЭНДОТЕЛИАЛЬНОЙ 
ДИСФУНКЦИИ ПРИ РЕПРОДУКТИВНЫХ ПАТОЛОГИЯХ
Чепанов С.В.1, Сиротская А.А.2, Соколов Д.И.1, Беспалова О.Н.1, 
Бабаков В.Н.3, Роговская Н.Ю.3, Орлова Е.С.1, Сельков С.А.1 
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  
3 ФГУП «Научно-исследовательский институт гигиены, профпатологии и экологии человека» Федерального 
медико-биологического агентства России, г. п. Кузьмоловский, г. п. Кузьмоловское, мкр-н Всеволожский, 
Ленинградская обл., Россия

Резюме. Цель работы – оценить уровень цитокинов и ростовых факторов в периферической крови 
у женщин с невынашиванием беременности, в том числе на фоне носительства антифосфолипид-
ных антител (АФА). Обследованы 88 женщин в возрасте от 22 до 45 лет. Пациентки были разделены 
на группы: группа контроля – женщины с физиологически протекавшей беременностью и основная 
группа – женщины с одним и более случаями невынашивания беременности в анамнезе. Основная 
группа была подразделена на подгруппы в зависимости от наличия либо отсутствия в сыворотке кро-
ви АФА. В свою очередь, подгруппа с наличием АФА и невынашиванием беременности в анамнезе 
была подразделена на подгруппы с высоким и низким уровнем АФА. В сыворотках и плазме перифе-
рической крови определяли уровни антител к кардиолипину и бета-2-гликопротеину-I и концентра-
цию цитокинов (IL-1β, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12(p70), IL- 13, IL-15, 
IL-17, Eotaxin, bFGF, G-CSF, GM-CSF, IFNγ, IP-10, MCP-1(MCAF), MIP-1α, PDGF- BB, MIP-1β, 
RANTES, TNFα, VEGF). Установлено, что женщины с невынашиванием в анамнезе как без АФА, так 
и с аутоантителами находятся в группе риска в связи с повышением содержания провоспалительных 
цитокинов в периферической крови; женщины с АФА и привычным выкидышем (ПВ) в анамнезе 
являются, кроме того, группой, угрожаемой по развитию преэклампсии в связи с повышением VEGF, 



804

Chepanov S.V. et al.
Чепанов С.В. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

IL-6 и IL-8 в периферической крови. АФА независимо от уровня могут вносить свой вклад в развитие 
патологического процесса; у женщин с АФА выявлено нарушение баланса про- и противовоспали-
тельных цитокинов за счет снижения компенсаторного противовоспалительного ответа. Установле-
но, что женщины с АФА и ПВ в анамнезе более подвержены развитию плацентарных нарушений. 
Определение комплекса иммунологических маркеров позволяет уточнить различные патофизиоло-
гические пути реализации акушерской патологии, в том числе невынашивания беременности. Осо-
бенно перспективным в этом плане является поиск наиболее значимых сочетаний про- и противо-
воспалительных цитокинов, ростовых, в том числе ангиогенных факторов как с позитивной, так и с 
негативной регуляцией.

Ключевые слова: антифосфолипидные антитела, носительство антифосфолипидных антител, эндотелиальная 
дисфункция, цитокины, привычное невынашивание беременности

DETERMINATION OF CYTOKINE AND GROWTH FACTOR 
LEVELS TO ASSESS ENDOTHELIAL DYSFUNCTION IN 
REPRODUCTIVE PATHOLOGIES
Chepanov S.V.a, Sirotskaya A.A.b, Sokolov D.I.a, Bespalova O.N.a, 
Babakov V.N.c, Rogovskaya N.Yu.c, Orlova E.S.a, Selkov S.A.a
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  
c Research Institute of Hygiene, Occupational Pathology and Human Ecology, Kuzmolovsky settlement, Kuzmolovskoye 
settlement, Vsevolozhsky microdistrict, Leningrad Region, Russian Federation

Abstract. Our objective was to evaluate the level of cytokines and growth factors in peripheral blood in 
women with pregnancy failure, including women with detectable antiphospholipid antibodies (APhA). 
Eighty-eight women aged 22 to 45 years were examined. The patients were divided into groups: control 
group included women with physiologically normal pregnancy; the main group consisted of women with a 
history of one or more cases of miscarriage. The main group was subdivided into subgroups depending on the 
presence or absence of APhA in blood serum. The APhA-positive subgroup and a history of miscarriage was 
then subdivided into subgroups with high and low levels as measured by ELISA test. We evaluated the levels 
of antibodies to cardiolipin and beta2-glycoprotein-I, and the concentrations of cytokines (IL-1β, IL-1ra, 
IL- 2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12(p70), IL-13, IL-15, IL-17, Eotaxin, bFGF, G-CSF, 
GM- CSF, IFNγ, IP-10, MCP-1 (MCAF), MIP-1α, PDGF-BB, MIP-1β, RANTES, TNFα, VEGF) in their 
blood serum and plasma samples. Women with a history of miscarriage, either negative or positive for APhA, 
are at risk, having an increased contents of proinflammatory cytokines in peripheral blood. Moreover, the 
women with APhA and a history of miscarriage comprise a group at risk for developing preeclampsia, having 
increased VEGF, IL-6 and IL-8 levels in peripheral blood. AFAs, regardless of their level, may contribute to 
development of the pathological process, since an imbalance of pro- and anti-inflammatory cytokines has been 
shown in women with APhA, due to a decrease in compensatory anti-inflammatory response. Women with 
a history of miscarriage and AFAs are more susceptible to placental disorders. Determination of a complex 
of immunological markers enabled us to clarify various pathophysiological pathways of obstetric pathology, 
including miscarriage of pregnancy. In this regard, the promising approach would be a search for the most 
significant combinations of pro- and anti-inflammatory cytokines, growth-promoting and angiogenic factors 
with both positive and negative regulation. 

Keywords: antiphospholipid antibodies, circulating, endothelial dysfunction, cytokines, recurrent miscarriage



805

Оценка комплекса иммунологических маркеров при невынашивании беременности
Immune markers in miscarriage of pregnancy2025, Vol. 27,  4

2025, Т. 27, № 4

Введение
Привычным выкидышем (ПВ) в отечествен-

ной практике называют две и более потери бе-
ременности от момента зачатия до 22 недель, 
по данным ESHRE до 24 недель [12]. Распро-
страненность ПВ в популяции составляет 1-5%. 
Около 80% эпизодов ПВ происходит до 12 недель 
беременности. Среди большого спектра причин 
ПВ генетические составляют – 3-6%, анатоми-
ческие – 10-16%, инфекционно-воспалитель-
ные – 10-15%, эндокринные – 12-15%, аутоим-
мунные – до 15%, тромбофилические – 10%. 
Этиология ПВ в половине случаев остается не-
ясной. Именно эти женщины с неясными при-
чинами ПВ формируют группу идиопатического 
невынашивания беременности. При этом среди 
патофизилогических факторов невынашивания в 
2/3 случаев ведущую роль играют различные им-
мунные механизмы. В то же время оценка имму-
нологического профиля пациенток проходит, как 
правило, на конечном этапе всего исследования, 
после исключения других возможных механиз-
мов реализации потерь плода [4].

Успешная реализация репродуктивной функ-
ции определяется развитием полноценных га-
мет, оптимальными условиями оплодотворения, 
адекватной имплантацией и инвазией трофо-
бласта, конструктивным взаимодействием кле-
ток материнского организма и полуаллогенного 
плода. Для благоприятного течения данных про-
цессов должен быть адекватный иммунологиче-
ский контроль, который определяется развитием 
иммунологической толерантности. Предложен-
ная Wegmann T.G. и соавт. Th1/Th2-парадигма 
иллюстрирует баланс между «активирующими» 
и «супрессирующими» компонентами иммунной 
системы [46]. Нарушение этого баланса приводит 
к репродуктивным потерям. При этом определя-
ющую роль в активации «супрессирующих» или 
«активирующих» компонентов иммунной систе-
мы материнского организма играют цитокины.

Следует, однако, признать, что эта концеп-
ция носит общий характер, зачастую не объяс-
няя развитие репродуктивных патологий. В на-
стоящее время исследование соотношения Th1/
Th2-лимфоцитов, оценка NK-клеток и их функ-
циональной активности, Т-регуляторных клеток, 
уровень цитокинов не используется в рутинной 
практике с целью уточнения причин репродук-
тивных потерь [12]. Единственным иммуноло-
гическим биомаркером, рекомендуемым для 
обследования женщин при ПВ, являются анти-
фосфолипидные антитела (АФА). АФА – это ге-
терогенная группа органонеспецифических ауто-
антител, которые выявляются в популяции в 5% 

случаев [28]. В то же время у женщин, в анамнезе 
которых имелись случаи привычного невына-
шивания беременности и/или мертворождение, 
АФА выявляются в 40% случаев. Патологические 
состояния в акушерской практике, обусловлен-
ные наличием АФА, вызывает развитие пре-
эклампсии, задержки внутриутробного развития 
плода, преждевременных родов, неудачи ЭКО [8, 
36,  42]. Появление АФА связывают с такими 
триггерами, как инфекции, новообразования, 
прием лекарственных препаратов [36]. АФА, вза-
имодействуя с эндотелиальными клетками, при-
водят к повышению экспрессии молекул адгезии 
и синтезу провоспалительных цитокинов, инду-
цируя таким образом провоспалительный и про-
коагулянтный фенотип эндотелия [28]. Описано 
прямое повреждающее воздействие АФА на клет-
ки трофобласта [18, 19], что приводит к сниже-
нию ими продукции хорионического гонадотро-
пина [28, 48]. 

Открытым остается вопрос о роли показате-
лей уровня цитокинов в периферической крови 
в качестве предиктора осложнений, несмотря на 
относительную простоту и доступность данного 
метода исследования. Таким образом, цель на-
шего исследования – оценить уровень цитокинов 
и ростовых факторов в периферической крови у 
женщин с невынашиванием беременности, в том 
числе на фоне носительства АФА. 

Материалы и методы
Дизайн исследования
В ретроспективное, одноцентровое, «слу-

чай – контроль» исследование, проведенное на 
базе ФГБНУ НИИ АГиР им. Д.О. Отта в рамках 
инициативного исследования, было включено 
88 женщин в возрасте от 22 до 45 лет.

Пациентки были разделены на группы:
– Группа А: женщины с одним и более слу-

чаями невынашивания беременности в анамнезе 
(n = 78). Группа А была разделена на две подгруп-
пы: подгруппа 1 женщины с одним и более случа-
ями невынашивания беременности в анамнезе и 
отсутствием АФА (n = 30) и подгруппа 2 женщи-
ны с одним и более случаями невынашивания бе-
ременности в анамнезе с наличием АФА (n = 48). 
Подгруппа 2, в свою очередь, разделена на две 
подгруппы: 2а – пациентки с низким уровнем 
АФА (10-20 МЕ/мл) (n = 18) и 2б – пациентки с 
высоким уровнем АФА (более 20 МЕ/мл) (n = 30).

– Группа Б: женщины с физиологически 
протекавшей беременностью, группа контроля 
(n = 10).

Критерии исключения: генетические, инфек-
ционные, эндокринные, анатомические факторы 
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невынашивания, многоплодная беременность, 
тяжелая сопутствующая соматическая патоло-
гия, острые воспалительные заболевания или 
обострение хронических на момент взятия био-
логического материала.

Методы исследования
Определение уровня антител к кардиолипину 

и бета-2-гликопротеину-I проводилось методом 
иммуноферментного анализа с использованием 
коммерческих тест-систем Orgentec Diagnostika 
GmbH (Германия). Концентрацию цитокинов 
(IL-1β, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL- 8, 
IL-9, IL-10, IL-12(p70), IL-13, IL-15, IL-17, 
Eotaxin, bFGF, G-CSF, GM-CSF, IFNγ, IP- 10, 
MCP-1(MCAF), MIP-1α, PDGF-BB, MIP-1β, 
RANTES, TNFα, VEGF) в периферической кро-
ви определяли с помощью системы Bio-Plex Pro 
Human Cytokine 27-plex (США).

Методы статистической обработки
Статистическая обработка полученных дан-

ных проводилась с использованием программы 
GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, LLC, 
США). Количественные показатели представ-
лены в виде медианы и интерквартильного раз-
маха – Me (Q0,25-Q0,25). Для анализа значений 
между группами использовали методы Краске-
ла–Уоллиса (для нескольких групп) и критерий 
Манна–Уитни (для двух групп). Статистическая 
обработка качественных признаков проводилось 
с применением критерия χ2 Пирсона. Критерием 
значимости статистических различий принимали 
95%-ный уровень значимости (р < 0,05).

Результаты
Пациентки в группах были сопоставимы по 

возрасту и сроку гестации. Количество эпизодов 
невынашивания беременности у исследуемых 
женщин в среднем составляло 2 эпизода. Анте-
натальная гибель плода в анамнезе наблюдалась 
как в группе с невынашиванием без АФА, так и в 
группе с невынашиванием и выявленными АФА 
(табл.  1).

У пациенток в исследуемых группах были из-
мерены уровни цитокинов, хемокинов и росто-
вых факторов. 

В группе А с невынашиванием беременности 
в целом по сравнению с группой с физиологиче-
ски протекающей беременностью, статистически 
значимых различий по уровню провоспалитель-
ных цитокинов мы не получили, хотя и имелась 
тенденция к их более высоким значениям. Одна-
ко при выделении групп с выявленными АФА и 
без АФА отдельно, были получены статистиче-
ски значимые различия. Так, уровни IL-6, IL-8, 
IL-5, IL-15, отражающие сдвиг иммунологиче-

ских реакций в сторону провоспалительных, был 
значимо повышен в группах с невынашиванием 
беременности и выявленными АФА по сравне-
нию с группой с физиологически протекающей 
беременностью, что указывает на участие АФА 
в индукции патологических процессов. Отмеча-
лась также тенденция к более высокому уровню 
провоспалительных цитокинов в группе с невы-
нашиванием беременности и выявленными АФА 
по сравнению с группой без АФА, хотя значимых 
различий мы и не получили. Статистически зна-
чимых различий по уровню провоспалительных 
цитокинов между группами с высоким и низким 
уровнем АФА мы не выявили. Уровень противо-
воспалительного цитокина IL-10 был значимо 
повышен в общей группе с невынашиванием 
беременности в целом по сравнению с группой 
контроля, что, вероятно, отражает развитие ком-
пенсаторных механизмов в ответ на формирова-
ние провоспалительного фенотипа (табл. 2). 

Оценка содержания ростовых факторов в пе-
риферической крови показала значимое увели-
чение фактора роста фибробластов (FGF), гра-
нулоцитарно-макрофагального фактора роста 
(GM-CSF) в группе с невынашиванием бере-
менности без АФА по сравнению с контрольной 
группой. Уровень сосудисто-эндотелиального 
фактора роста (VEGF) был значимо повышен в 
группе с невынашиванием беременности и выяв-
ленными АФА по сравнению с группой контроля 
и невынашиванием без АФА. Наибольшие кон-
центрации VEGF отмечались в группе с высоким 
уровнем АФА.

Иммунный гомеостаз в организме обеспе-
чивается постоянным балансом между активи-
рующими и супрессирующими факторами. Для 
формализованной оценки данного баланса нами 
были рассчитаны коэффициенты, характеризу-
ющие соотношение про- и противовоспалитель-
ных, ангиогенных и антиангиогенных факторов 
(табл. 3 и 4).

При таком подходе было показано смещение 
равновесия в сторону противовоспалительных ре-
акций в группе женщин с невынашиванием бере-
менности без АФА по сравнению с группой жен-
щин с выявленными АФА IL-10/IL-2 (p < 0,05), 
IL-10/IL-6 (p < 0,05), IL-10/IL-8 (p < 0,05), IL-4/
IL-8 (p < 0,05); IL-13/IL-8 (p < 0,05) (табл. 3). Это 
противоречие, вероятно, отражает преобладание 
и иных механизмов реализации невынашивания 
беременности при наличии АФА, связанных не 
только с воспалительными реакциями, а актива-
цией тромбоцитов и цитопатическими эффекта-
ми антител на эндотелий, что в конечном итоге 
приводит к микроциркуляторным нарушениям. 
Кроме того, избыточная выработка супрессивных 
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ТАБЛИЦА 1. КЛИНИЧЕСКАЯ И ЛАБОРАТОРНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ГРУПП ИССЛЕДОВАНИЯ

TABLE 1. CLINICAL AND LABORATORY CHARACTERISTICS OF THE STUDY GROUPS
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р-значение 
p-level

Группа 1 
Group 1

Группа 2а 
Group 2a

Группа 2б
Group 2b

Группа Б
Group B

Возраст, лет
Age, years

34
(30-36)

35,5
(33,5-38,5)

33
(31,5-37,0)

31,5
(27,7-33,7) p > 0,05

Срок гестации 
Gestational age

10
(7-12)

10
(8-11)

9,5
(7,5-13,0)

9,5
(7-13) p > 0,05

Количество эпизодов 
невынашивания 
в анамнезе 
Number of episodes 
of miscarriage 
in the anamnesis

2
(1-3)

2
(2-2)

2
(1,7-3,0) 0 pБ-1, 2а, 2б < 0,0001

pB-1, 2a, 2b < 0.0001

Антенатальная 
гибель плода 
Antenatal fetal death

13,3% 
(n = 4) 0 13,3% 

(n = 4) 0 p > 0,05

Самопроизвольная 
беременность 
Spontaneous pregnancy

73,3% 
(n = 22)

60% 
(n = 11 

93,3% 
(n = 28)

80%
(n = 8) p > 0,05

Беременность 
в результате ВРТ 
ЭКО/ИКСИ 
Pregnancy as a result 
of ART IVF/ICSI

26,7% 
(n = 8)

40% 
(n = 7)

6,7% 
(n = 2)

20% 
(n = 2) p > 0,05

Уровень КЛ 
CL level

3,7
(3,1-4,3)

13,6
(12,9-16,4)

23,7
(13,6-40,2)

2,4
(2,1-3,2)

p2а-1, Б < 0,001
p2а-1, Б < 0.001
p2б-1, Б < 0,001
p2b-1, B < 0.001
p2а-2б < 0,01
p2a-2b < 0.01

Уровень ββ2ГП-I 
β2gp-1 level

3,4
(3,2-3,7)

15,6
(13,6-18,5)

26,9
(15,3-38,7)

3,2
(2,5-3,9)

p2а-1, Б < 0,001
p2a-1, B < 0.001
p2a-1, Б < 0,001
p2a-1, B < 0.001
p2а-2б < 0,01
p2a-2b < 0.01

факторов также может приводить к нарушению 
развития плаценты, что соответствует данным о 
прямом повреждающем действии АФА на тро-
фобласт [7, 8]. При использовании аналогичного 
подхода в отношении про- и антиангиогенных 

факторов, установлено смещение баланса ангио-
генных факторов в сторону стимуляции ангиоге-
неза в группе с невынашиванием беременности и 
выявленными АФА по сравнению с группой жен-
щин без АФА Eotaxin/IP-10 (p < 0,01) (табл. 4). 
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ТАБЛИЦА 3. БАЛАНС ПРОТИВО- И ПРОВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ЦИТОКИНОВ

TABLE 3. BALANCE OF ANTI- AND PRO-INFLAMMATORY CYTOKINES
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Cytokine ratio
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Группа А
Group A

Группа 1
Group 1

Группа 2
Group 2

Группа Б
Group B

IL-10/IL-2 0,99
(0,90-1,06)

1,02**
(0,95-1,13)

0,95
(0,88-1,04)

0,99
(0,94-1,07) p1-2 < 0,01

IL-10/IL-6 1,16
(1,04-1,25)

1,21**
(1,14-1,28)

1,07
(0,98-1,20)

1,21
(1,06-1,25) p1-2 < 0,01

IL-10/IL-8 0,59
(0,5-0,7)

0,67*
(0,56-0,76)

0,57
(0,39-0,67)

0,66
(0,54-0,84) p1-2 < 0,05

IL-4/IL-8 0,52
(0,42-0,62)

0,58*
(0,47-0,69)

0,48
(0,35-0,61)

0,61
(0,46-0,77) p1-2 < 0,05

IL-13/IL-6 0,8
(0,70-0,97)

0,90
(0,8325-0,9700)

0,83
(0,7895-0,9100)

0,91
(0,84-1,10) p > 0,05

IL-13/IL-8 0,45
(0,36-0,55)

0,51*
(0,42-0,59)

0,43
(0,31-0,51)

0,53
(0,37-0,77) p1-2 < 0,05

IL-10/IL-1ββ 1,23 
(1,11-1,35)

1,23 
(1,15-1,36)

1,21
(1,07-1,33)

1,22
(1,11-1,37) p > 0,05

IL-10/IL-12 1,13
(1,02-1,22)

1,16
(1,05-1,26)

1,13
(1,02-1,20)

1,12
(0,99-1,28) p > 0,05

IL-10/IL-17 0,61
(0,56-0,67)

0,62
(0,58-0,66)

0,6
(0,54-0,67)

0,61
(0,56-0,69) p > 0,05

IL-4/IL-1ββ 1,07
(1,00-1,19)

1,06
(1,00-1,31)

1,09
(0,96-1,21)

1,07
(0,99-1,27) p > 0,05

IL-4/IL-2 0,85
(0,78-0,94)

0,86
(0,82-0,96)

0,84
 (0,76-0,94)

0,93
 (0,81-1,00) p > 0,05

IL-4/IL-6 1,02
(0,90-1,08)

1,05
(0,92-1,11)

1
(0,89-1,00)

1,044
(0,99-1,10) p > 0,05

IL-4/IL-12 1 
(0,90-1,08)

1 
(0,93-1,06)

1
(0,8991-1,0970)

1 
(0,91-1,07) p > 0,05

IL-4/IL-17 0,54
 (0,48-0,59)

0,53
 (0,47-0,60)

0,54
 (0,49-0,59)

0,57
 (0,49-0,63) p > 0,05

IL-13/IL-1ββ 0,93
 (0,83-1,00)

0,93
 (0,81-1,01)

0,93 
(0,85-1,00)

1,02
(0,90-1,08) p > 0,05

IL-13/IL-2 0,76
 (0,66-0,83)

0,79
 (0,67-0,85)

0,74
 (0,66-0,82)

0,82
 (0,75-0,92) p > 0,05
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Группа А
Group A

Группа 1
Group 1

Группа 2
Group 2

Группа Б
Group B

IL-13/IL-12 0,85
 (0,79-0,92)

0,85
 (0,81-0,91)

0,84
 (0,78-0,94)

0,94
 (0,77-1,01) p > 0,05

IL-13/IL-17 0,46 
(0,42-0,51)

0,47 
(0,42-0,52)

0,45
 (0,42-0,50)

0,48 
(0,45-0,58) p > 0,05

IL-10/TNFαα 1,11 
(1,00-1,23)

1,14 
(1,03-1,27)

1,09
 (1,00-1,22)

1,11
 (0,93-1,17) p > 0,05

IL-1ra/IL-1ββ 0,92
(0,85-1,12)

0,93
(0,86-1,11)

1,02
(0,86-1,15)

0,93
(0,80-0,93) p > 0,05

IL-4/IL-5 1,40
(1,20-1,61)

1,41
(1,24-1,63)

1,35
(1,23-1,61)

1,49
(1,37-1,72) p > 0,05

IL-4/IL-7 1,0
(0,92-1,06)

1,01
(0,94-1,08)

1,02
(0,93-1,14)

1,06
(0,93-1,11) p > 0,05

IL-4/IL-9 0,21
(0,17-0,24)

0,23
(0,18-0,26)

0,22
(0,18-0,24)

0,24
(0,22-0,27) p > 0,05

IL-4/IL-15 0,72
(0,65-0,80)

0,72
(0,66-0,79)

0,71
(0,64-0,78)

0,72
(0,67-0,84) p > 0,05

IL-10/IL-5 1,63
(1,39-1,86)

1,64
(1,40-1,87)

1,53
(1,40-1,70)

1,65
(1,38-1,85) p > 0,05

IL-10/IL-7 1,21
(1,10-1,22)

1,2
(1,11-1,26)

1,132
(1,03-1,26)

1,1
(1,05-1,23) p > 0,05

IL-10/IL-9 0,25
(0,20-0,32)

0,26
(0,21-0,33)

0,25
(0,22-0,28)

0,26
(0,20-0,33) p > 0,05

IL-10/IL-15 0,82
(0,73-0,90)

0,83
(0,74-0,91)

0,78
(0,73-0,86)

0,83
(0,74-0,89) p > 0,05

IL-13/IL-5 1,21
(1,11-1,45)

1,20
(1,10-1,44)

1,20
(1,07-1,36)

1,40
(1,13-1,54) p > 0,05

IL-13/IL-7 0,88
(0,78-0,99)

0,87
(0,79-0,96)

0,87
(0,79-0,94)

0,91
(0,86-1,01) p > 0,05

IL-13/IL-9 0,20
(0,16-0,24)

0,21
(0,17-0,25)

0,19
(0,16-0,21)

0,22
(0,18-0,24) p > 0,05

IL-13/IL-15 0,6
(0,55-0,70)

0,61
(0,57-0,69)

0,61
(0,55-0,65)

0,65
(0,59-0,74) p > 0,05

Таблица 3 (окончание)
Table 3 (continued)
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ТАБЛИЦА 4. СООТНОШЕНИЕ ПРОАНГИОГЕННЫХ И АНТИАНГИОГЕННЫХ ФАКТОРОВ 

TABLE 4. RATIO OF PROANGIOGENIC AND ANTIANGIOGENIC FACTORS

Факторы роста 
Growth factors
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Группа А 
Group A

Группа 1
Group 1

Группа 2
Group 2

Группа Б
Group B

bFGF/IP-10 0,073
(0,051-0,110)

0,07
(0,05-0,10)

0,075
(0,055-0,100)

0,084
(0,064-0,130) p > 0,05

GM-CSF/IP-10 0,1
(0,07-0,13)

0,10
(0,077-0,140)

0,096
(0,070-0,120)

0,10
(0,083-0,150) p > 0,05

MCP-1/IP-10 0,19
(0,13-0,26)

0,20
(0,13-0,35)

0,18
(0,12-0,24)

0,14
(0,11-0,19) p > 0,05

MIP-1αα/IP-10 0,08
(0,05-0,11)

0,07
(0,05-0,10)

0,08
(0,059-0,110)

0,089
(0,08-0,11) p > 0,05

PDGF-BB/IP-10 3,43
(2,4-5,4)

3,67
(2,51-5,17)

3,27
(2,30-5,58)

3,99
(3,10-5,77) p > 0,05

MIP-1ββ/IP-10 1,52
(0,98-2,48)

1,69
(0,93-2,51)

1,48
(1,00-2,48)

1,36
(0,93-1,68) p > 0,05

RANTES/IP-10 43,5
(29,8-61,6)

43,5
(29,5-62,5)

43,9
(28,9-62,3)

50,7
(38,6-76,1) p > 0,05

TNFαα/IP-10 0,05
(0,03-0,07)

0,05
(0,04-0,07)

0,05
(0,03-0,06)

0,05
(0,04-0,09) p > 0,05

IL-8/IP-10 0,01
(0,008-0,020)

0,01
(0,009-0,020)

0,01
(0,01-0,02)

0,01
(0,008-0,010) p > 0,05

VEGF/IP-10 0,08
(0,05-0,10)

0,07
(0,04-0,10)

0,08
(0,05-0,11)

0,07
(0,058-0,120) p > 0,05

 Eotaxin/IP-10 0,62
(0,38-0,96)

0,46
(0,34-0,62)

0,83**
(0,43-1,12)

0,43
(0,32-0,62) p2-II < 0,01

Обсуждение
На сегодняшний день в литературе хорошо 

описаны нарушения иммунных механизмов ре-
гуляции у женщин с привычным невынашивани-
ем, такие как изменение количества и функции 
децидуальных NK-клеток, повышение их цито-
токсической активности, дисбаланс провоспали-
тельных и противовоспалительных цитокинов, 
носящий локальный и системный характер, нару-
шение соотношения Th1 > Th2 и Th17 > Treg [22, 
27, 44, 49]. Отторжение плода происходит за счет 

активации воспалительных процессов и чрезмер-
ной лейкоцитарной инфильтрации трофобласта, 
повреждения трофобласта NK-клетками, цито-
токсическими антителами, которые приводят к 
нарушению микроциркуляторного русла маточ-
но-плацентарного барьера [49]. Однако в зоне 
маточно-плацентарного взаимодействия опти-
мальная провоспалительная среда необходима 
для успешной имплантации и ангиогенеза [23, 
41]. Нарушение одного или нескольких механиз-
мов, поддерживающих толерантность при фи-
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зиологической беременности, может привести к 
выкидышу [23, 27, 41, 49]. 

На сегодняшний день предложено определе-
ние провоспалительных цитокинов в амниоти-
ческой жидкости и шеечно-влагалищном отде-
ляемом в качестве предиктора наступления таких 
акушерских осложнений, как преждевременное 
излитие околоплодных вод, преждевременные 
роды и инфекционные осложнения послеродо-
вого периода [3]. Независимо от того, присут-
ствует ли клинически определяемая инфекция, 
повышение концентрации цитокинов, включая 
IL-6, IL-1, IL-8 и TNFα в амниотической жидко-
сти или в шеечно-влагалищном отделяемом у па-
циенток, является прогностическим признаком 
начала преждевременных родов [50]. 

В литературе отмечена тенденция к преоблада-
нию цитокинов Th2 > Th1 и Treg > Th17 у женщин 
с физиологической беременностью в сравнении с 
группами с угрозой невынашивания и случивши-
мися выкидышами на раннем сроке [23, 44, 49, 
50]. При этом имеются данные, что женщины с 
невынашиванием в анамнезе сохраняют провос-
палительный фон и после спонтанного аборта, 
что повышает у них риск развития сосудистой 
патологии [43]. Результаты проведенного нами 
исследования позволили выявить некоторые 
особенности в содержании про- и противовоспа-
лительных цитокинов, ростовых факторов, ин-
дукторов ангиогенеза и его ингибиторов. Анализ 
полученных данных не указывает однозначно на 
преобладание цитокинов Th1 или Th2 в исследуе-
мых или контрольной группах, что соотносится с 
данными литературы и других исследователей [3]. 
Однако уровень провоспалительных цитокинов, 
независимо от принадлежности к пулу Th1 или 
Th2 был выше практически во всех группах жен-
щин с невынашиванием беременности. В нашем 
исследовании АФА мы рассматриваем как про-
воспалительные агенты, которые способствуют 
нарушению цитокинового баланса. У женщин с 
невынашиванием в анамнезе и наличием АФА 
нами выявлено повышение уровня провоспали-
тельных цитокинов – IL-6, IL-8, IL-5, IL-15. При 
этом результаты данного исследования отлича-
ются от результатов похожих работ по изучению 
цитокинов в периферической крови у беремен-
ных женщин [6, 21, 24, 31, 49]. Отчасти это может 
быть связано с тем, что индукция выработки АФА 
связана, вероятно, с пролиферацией соответству-
ющих клонов В-лимфоцитов, что сопровождает-
ся и усилением выработки цитокинов Th2 (в том 
числе IL-4, IL- 5, IL-6), что, однако, никак нельзя 
считать благоприятным в контексте Th1/Th2-
парадигмы.

IL-5 играет ключевую роль в регуляции функ-
циональной активности эозинофилов, что было 
подтверждено как in vivo, так и in vitro [9, 15]. Уста-
новлено, что IL-5 избирательно увеличивает не 
только дегрануляцию, но и пролиферацию, диф-
ференцировку и выживаемость эозинофилов, 
контролирует рекрутирование эозинофилов [9, 
15]. Также за рекрутирование эозинофилов отве-
чает Eotaxin [9, 15]. Содержание этих цитокинов 
в периферической крови у женщин с невына-
шиванием в анамнезе и наличием АФА повыше-
но по данным нашего исследования. Тh2 и туч-
ные клетки являются основными продуцентами 
IL-5 [15], в частности его рассматривают как ци-
токин, который способствует поддержанию им-
мунологической толерантности между матерью 
и плодом [26]. По некоторым данным, за счет 
участия в ремоделировании сосудов IL-5 благо-
приятно влияет на имплантацию эмбриона [30]. 
В то же время в работе Kwiatek M. и соавт. [23], 
при оценке уровня цитокинов в периферической 
крови у женщин с уже случившимся выкидышем 
до 13-й недели, было выявлено повышение зна-
чений IL-4 и IL-5 по сравнению с контрольной 
группой физиологически протекающей беремен-
ности.

В нашем исследовании уровень IL-5 был по-
вышен в группах с невынашиванием в анамнезе 
без АФА, с АФА и с высоким уровнем АФА в срав-
нении с группой контроля. По данным литерату-
ры, роль IL-5 при ПВ неоднозначна. Так, в одном 
исследовании было обнаружено статистически 
значимое повышение IL-5 у женщин с замер-
шей беременностью и положительная корреля-
ция этого цитокина с количеством выкидышей в 
анамнезе [23]. По другим данным, IL-5 достигает 
значительно более низких уровней в сыворотке 
крови у женщин с ПВ, чем у женщин c физио-
логической беременностью в конце первого три-
местра и до родов [33], другие исследователи не 
обнаружили IL-5, IL-4, IL-2 и TNFβ в сыворотке 
как здоровых беременных женщин, так и жен-
щин с привычным невынашиванием беремен-
ности [24].

Действие IL-6 носит плейотропный характер. 
Так как с одной стороны он стимулирует воспа-
лительные процессы, подавляет пролиферацию 
лимфоцитов Treg и способствует дифференци-
ровке Th17-лимфоцитов [25, 49], при этом кон-
центрация IL-6 и IL-8 позитивно коррелируют со 
степенью раскрытия маточного зева при срочных 
и преждевременных родах [2]. В отсутствие IL-6 
TGF-β подавляет дифференцировку наивных 
Т-клеток в клетки Th17, в то время как в присут-
ствии IL-6 наивные Т-клетки дифференцируются 
в клетки Th17, а существующие Treg клетки могут 
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функционировать как индукторы клеток Th17 и 
сами дифференцироваться в клетки Th17 [25, 41, 
49]. С другой стороны, IL-6 подавляет секрецию 
TNFα, стимулирует дифференцировку В-клеток 
в плазматические клетки, смещая цитокиновый 
баланс в сторону Th2. Эта универсальность при-
водит к различной интерпретации роли этого 
цитокина в исследованиях [20, 23, 49]. IL-6 без-
условно необходим для имплантации эмбриона и 
плацентации, однако также имеются противоре-
чивые сведения о содержании данного цитокина 
у женщин с неудачными исходами беременно-
сти [16, 23, 49]. В целом ряде работ было отмече-
но повышение его в материнской сыворотке при 
гестационной артеритальной гипертензии и пре-
эклампсии [45], а также в околоплодных водах и 
шеечных выделениях у женщин с преждевремен-
ными родами и начавшимися родами в срок [24, 
25, 49] и периферической крови женщин со слу-
чившимся выкидышем в II триместре беремен-
ности [16]. В нашем исследовании мы получи-
ли статистически значимые результаты по IL-6 
только в отношении группы с невынашиванием 
в анамнезе и наличием АФА, как низкого уровня, 
так и высокого. В этих группах IL-6 был значимо 
выше, чем в контрольной группе, что может объ-
яснить связь циркулирующих антител с более вы-
соким риском развития акушерских осложнений, 
в том числе угрозы прерывания беременности на 
раннем сроке, что также соотносится с данными 
литературы [47, 48].

IL-8 – это провоспалительный хемокин, ло-
кально продуцируемый в ответ на повреждение 
ткани, что приводит, главным образом, к рекру-
тированию и активации нейтрофилов. Повыше-
ние уровня сывороточного IL-8 ассоциировано 
с развитием преэклампсии [20]. Ранее показа-
но [16], что уровень IL-8 был повышен у женщин 
в группе со случившимся выкидышем во II три-
местре беременности в сравнении с группой кон-
троля. Данный хемокин в нашем исследовании 
был повышен в группах с невынашиванием и 
циркулирующими аутоантителами, причем в ос-
новном низкого уровня, в сравнении с группой 
контроля, что может указывать на повреждение 
эндотелия АФА и выраженный системный вос-
палительный ответ. Несколько меньшие значе-
ния IL-8 у пациенток с высокими титрами АФА, 
возможно, связаны с переключением на синтез 
других провоспалительных цитокинов при экс-
пансии патогенных В-лимфоцитов под влиянием 
IL-4, тенденция к повышению которого также 
отмечалась, хотя и не имела достоверный харак-
тер. Учитывая этот факт, носительство АФА, даже 
низкого уровня, также можно рассматривать как 
фактор риска развития преэклампсии и поздних 

репродуктивных неудач. Однако носительство 
АФА не всегда ассоциировано с акушерской па-
тологией и тромбоэмболическими осложнения-
ми [12]. Поэтому следует оценивать уровни про-
воспалительных цитокинов совместно с уровнем 
АФА для более точного расчета возникновения 
риска осложнений. 

По данным нашего исследования, содержа-
ние в периферической крови IL-10 и GM-CSF 
было значимо выше в группе с невынашива нием 
беременности без АФА в сравнении с группой 
контроля. IL-10 оказывает иммуносупрессивное 
действие на Th1-контролируемый ответ, влия-
ет на антигенпрезентирующие клетки, которые 
способствуют анергии Т-клеток и стимулируют 
регуляторные Т-клетки, секретирующие IL-10 
и TGF-β [23, 25]. IL-10 ингибирует активацию 
экспрессии главного комплекса гистосовмести-
мости и костимулирующих молекул на дендрит-
ных клетках, снижая их антигенпрезентирующую 
способность, подавляя высвобождение провос-
палительных цитокинов и повышая экспрессию 
ингибирующих молекул [41]. GM-CSF экспрес-
сируется в эпителиальных клетках маточных труб 
и матки, способствует имплантации и нормаль-
ному развитию эмбриона. Дефицит GM-CSF 
при беременности негативно влияет на развитие 
плода и плаценты. Также было показано резкое 
увеличение на ранних сроках беременности GM-
CSF в сыворотке крови при нормальной физио-
логической беременности, а снижение данного 
цитокина было связано с выкидышем [6]. 

В то же время GM-CSF – это Th1-цитокин и 
его увеличение отражает риски развития клеточ-
ноопосредованных цитотоксических эффектов.

Учитывая результаты нашего исследования, 
мы также можем сделать вывод о влиянии дисба-
ланса цитокинов на процессы гемостаза. Carp H. 
и др. установили, что TNFα индуцирует образо-
вание тромбина, IL-6 вызывает высвобождение 
тканевого фактора, который инициирует внеш-
ний путь коагуляционного каскада, кроме того, 
высовобождение IL-8 ассоциировано с образова-
ние тромбина, и напротив цитокины IL-4 и IL-10 
подавляют образование тромбина после высво-
бождения тканевого фактора [13]. То есть группы 
с АФА, где были повышены IL-6 и IL-8, но при 
этом не происходило компенсаторного увеличе-
ния IL-10, можно рассматривать как группы вы-
сокого риска по развитию тромбоэмболических 
осложнений. IL-15 является ключевым регуля-
тором процесса имплантации плодного яйца. 
Повышенная экспрессия IL-15 клетками экстра-
виллезного трофобласта может запускать диффе-
ренцировку NK-клеток, нарушать имплантацию 
и ангиогенез, повреждать плаценту и, таким об-
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разом, способствовать отторжению плода [39, 40, 
49]. В нашем исследовании мы получили значи-
мое повышение IL-15 в группах с невынашива-
нием в анамнезе по сравнению с группой кон-
троля. По данным литературы, у женщин более 
высокая экспрессия в эндометрии IL-15 связана 
с ПВ. Также экспрессия мРНК IL-15 была значи-
тельно увеличена в плацентах пациенток после 
самопроизвольного аборта [49].

Это лишний раз подтверждает необходимость 
индивидуального анализа комплекса лаборатор-
ных показателей, в том числе включающих опре-
деление цитокинов.

Своеобразные изменения во время беремен-
ности претерпевают и секреторные продукты мо-
ноцитов/макрофагов. Polari L. и соавт. отмечают 
снижение уровня МСP-1 и IL-1β, и повышение 
уровня IL-10 в периферической крови женщин с 
нормальной массой тела и физиологическим те-
чением беременности с 1-го по 3-й триместр [31]. 
Нами установлено повышение содержания 
МСP-1 и bFGF в группе с невынашиванием без 
аутоантител в сравнении с контрольной группой. 
MCP-1 представляет собой основной медиатор 
инфильтрации моноцитов/макрофагов в очагах 
воспаления [10]. Он является одним из ключевых 
хемокинов, который регулирует миграцию моно-
цитов/макрофагов и активацию лейкоцитов в 
эндометрии во время процесса подготовки к им-
плантации [27], во время срочных родов было по-
казано повышение уровня MCP-1 в миометрии и 
плодных оболочках, а при преждевременных – в 
амниотической жидкости [10]. У пациенток по-
сле амниоцентеза и последующей потери бе-
ременности средний показатель концентрации 
MCP-1 в амниотической жидкости был выше, 
чем у пациенток с нормальным исходом бере-
менности [14]. Было показано, что MCP-1 уча-
ствует в прогрессировании воспалительных и ау-
тоиммунных заболеваний, и также был повышен 
у женщин с АФС и ПВ [27]. 

Факторы роста фибробластов (FGF) представ-
ляют собой семейство многофункциональных 
митогенных полипептидов, которые индуци-
руют миграцию эндотелиальных клеток и спо-
собствуют образованию кровеносных сосудов. 
Предполагают, что bFGF играет роль в развитии 
артериальной гипертензии, его повышенная экс-
прессия может являться следствием неадекват-
ной маточно-плацентарной перфузии и стать 
причиной плацентарной недостаточности [11]. 
В исследовании Ozkan S. и соавт. [29] было уста-
новлено значительное повышение bFGF в группе 
женщин с преэклампсией в капиллярах цитотро-
фобластических клеток ворсин хориона и вне-
ворсинчатых трофобластических и децидуальных 

клетках амниохориальной мембраны по сравне-
нию с контрольной группой [29].

Принимая во внимание полученные нами 
данные по повышению уровня bFGF и MCP-1 
в группе с невынашиванием, нужно учитывать 
возможные риски развития нарушений в ма-
точно-плацентарном кровотоке, артериальной 
гипертензии и преэклампсии у женщин с ПВ в 
анамнезе. 

Нами также установлено повышение уровня 
VEGF и Eotaxin в группах с невынашиванием бе-
ременности и циркуляцией АФА по сравнению с 
группой контроля. При этом содержание Eotaxin 
в группах с АФА было выше и в сравнении с груп-
пой без АФА. 

Уровень сосудисто-эндотелиального фактора 
роста (VEGF) был достоверно повышен в груп-
пе с невынашиванием беременности и выявлен-
ными АФА по сравнению с группой контроля и 
невынашиванием без АФА, что было доволь-
но неожиданным. Наибольшие концентрации 
VEGF отмечались в группе с высоким уровнем 
АФА. VEGF – фактор роста эндотелия сосудов, 
представляет собой многофункциональный ци-
токин, индуцированный гипоксическим стрес-
сом [7], который участвует в образовании и ре-
моделировании сосудов [34]. VEGF в основном 
экспрессируется на поверхности клеток синци-
тиотрофобласта и цитотрофобласта во время бе-
ременности [34]. Чрезмерная экспрессия VEGF у 
экспериментальных животных увеличивает про-
ницаемость кровеносных сосудов и приводит к 
сильным отекам и смерти [7]. Потеря активно-
сти VEGF обычно происходит из-за увеличения 
продукции его естественного антагониста sFlt-1 
(растворимый рецептор VEGF-1/sVEGFR-1) и 
приводит к нарушению ангиогенеза. Увеличе-
ние VEGF приводит к сопутствующему повы-
шению уровня, циркулирующего sFlt-1, пред-
положительно для компенсации повышенной 
биоактивности VEGF [7]. А sFlt-1, в свою оче-
редь, является главным предиктором развития 
преэклампсии [51]. По данным литературы, АФА 
увеличивают секрецию эндотелиальными клет-
ками эндометрия человека (HEEC) проангиоген-
ных факторов VEGF и PlGF [32].

Вероятно, увеличение продукции VEGF при 
невынашивании следует рассматривать в кон-
тексте общей активации эндотелия, которая в 
экстремальных ситуациях в совокупности с дру-
гими факторами активации увеличивает проко-
агулянтный фенотип эндотелия, что в конечном 
итоге приводит к нарушению микроциркуляции. 

Eotaxin, экспрессируемый микрососудистыми 
эндотелиальными клетками человека, является 
мощным хемоаттрактантом для эозинофилов, 
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базофилов и Th2-лимфоцитов [37]. Он играет 
решающую роль в развитии аллергических и не-
аллергических воспалительных реакций, способ-
ствуя васкуляризации в очагах воспаления, а так-
же участвует в ремоделировании стенок сосудов 
после воздействия таких неблагоприятных фак-
торов как ишемия [35].

Таким образом, избыточная продукция Eota-
xin и VEGF в группах с невынашиванием бере-
менности и АФА в сравнении с группой без АФА 
и контрольной, может свидетельствовать о по-
вышении проницаемости эндотелия, активации 
трансэндотелиальной миграции, приводящей к 
усилению воспалительных процессов.

Учитывая отсутствие различий между группа-
ми с наличием и отсутствием АФА, кроме Eotaxin 
и VEGF нами было проведена оценка баланса 
противо- и провосполительных цитокинов с це-
лью выявления компенсаторных механизмов на 
фоне системного провоспалительного ответа. 

Нами выявлено изменение баланса про- и 
противовоспалительных цитокинов, отличаю-
щееся в группах женщин с ПН без АФА и их на-
личием. У женщин с циркулирующими АФА 
происходит отчетливый сдвиг в сторону провос-
палительных реакций, в то время как у женщин с 
ПН без АФА эти реакции компенсируются за счет 
противовоспалительных цитокинов. Об этом го-
ворит анализ пар IL-10/IL-2; IL-10/IL-6; IL-10/
IL-8; IL-4/IL-8; IL-13/IL-8. 

Таким образом, важно определить не только 
изменения уровня конкретных цитокинов, а так-
же и их соотношение у конкретных пациенток, 
что дает представление о процессах компенсации 
или декомпенсации различных патофизиологи-
ческих механизмов, приводящих к невынашива-
нию беременности.

Нами также был получен статистически зна-
чимый результат и при оценке баланса Eotaxin/
IP-10. Выявлен перевес в сторону Eotaxin в группе 
с АФА в сравнении с группой без АФА. Человече-
ский интерферон-индуцируемый белок-10 (IP-10 
или CXCL10) представляет собой хемокин семей-
ства CXC. Уникальной особенностью представи-
телей этого семейства хемокинов является то, что 
они обладают провоспалительными свойствами 
и действуют как модуляторы ангиогенеза при 
таких состояниях, как заживление ран, ишемия 
и неоплазия [17]. В то же время важно отметить, 
что IP-10 обладает мощной антиангиогенной ак-
тивностью in vitro и in vivo, ингибирует дозозави-
симым образом проангиогенные эффекты IL-8 
и bFGF, включая хемотаксис эндотелиальных 
клеток и пролиферацию, а также неоваскуля-
ризацию [17]. По данным Gotsch F. и соавторов 
у женщин с преэклампсией концентрация IP-10 

была выше, чем в группе женщин с физиологи-
ческой беременностью [17]. Увеличение уров-
ня IP-10 было обнаружено на протяжении всего 
менструального цикла у здоровых небеременных 
женщин и в первом триместре беременности. По 
мере прогрессирования беременности активи-
руются факторы, ограничивающие чрезмерную 
инвазию трофобласта и избыточную васкуля-
ризацию, их активация приводит к подавлению 
хемокинов IP-10, MCP-1 и MIP-1β во время вто-
рого триместра. Сбой этого процесса может при-
вести к аномалиям развития плаценты и потери 
беременности. Предполагают также, что разви-
тие преэклампсии связано с неудачным подавле-
нием продукции IP-10 [17, 38]. Таким образом, 
если рассматривать IP-10 как антиангиогенный 
фактор, а Eotaxin – как проангиогенный, можно 
сделать вывод о том, что в группе с АФА наиболее 
активно протекает неоангиогенез и ремоделиро-
вание сосудистой стенки, как компенсаторный 
механизм защиты на повреждение циркулирую-
щими АФА, в том числе связанный с усилением 
миграционных процессов. При этом, однако, ак-
тивация эндотелия в целом создает раннее фор-
мирование прокоагулянтного его фенотипа, что 
может привести к нарушению микроциркуля-
ции, как одному из возможных патогенетических 
факторов невынашивания беременности.

Заключение
Толерантность иммунной системы матери по 

отношению к полуаллогенному плоду и инги-
бирование цитотоксического иммунного ответа 
лежит в основе физиологического течения бере-
менности [5]. На сегодняшний день не существу-
ет достоверных диагностических методов оцен-
ки иммунологических взаимоотношений между 
матерью и плодом, позволяющих с большой ве-
роятностью прогнозировать развитие неблаго-
приятного течения беременности и еще меньше 
возможностей воздействовать на них терапевти-
чески. Именно поэтому изучение иммунологиче-
ских маркеров и патогенетических механизмов, 
связанных с прерыванием беременности и позд-
ними акушерскими осложнениями, так важно и 
перспективно. В заключение следует отметить, 
что женщины с невынашиванием в анамнезе без 
АФА, так и с аутоантителами находятся в группе 
риска в связи с повышением провоспалительных 
цитокинов в периферической крови; женщины с 
АФА и с ПВ в анамнезе являются также угрожаю-
щей группой по развитию преэклампсии в связи 
с повышением VEGF, IL-6 и IL-8 в перифериче-
ской крови; у женщин в группе с низким уров-
нем и высоким уровнем аутоантител содержание 
провоспалительных цитокинов в перифериче-
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ской крови не различается. Это свидетельствует о 
том, что АФА независимо от уровня показателей 
вносят свой вклад в развитие патологического 
процесса; у женщин с АФА выявлено нарушение 
баланса про- и противовоспалительных цитоки-
нов за счет снижения компенсаторного противо-
воспалительного ответа. Учитывая изменения 
профиля проангиогенных и антиангиогенных 
факторов, можно также предположить, что жен-
щины с АФА и ПВ в анамнезе более подвержены 
развитию плацентарных нарушений, что также, 
возможно, требует более тщательного диагно-
стического поиска и наблюдения за этой группой 
женщин для предотвращения неблагоприятных 
исходов как на ранних, так и на поздних сроках 
беременности. К сожалению, на сегодняшний 
день не зарегистрирован ни один препарат с до-
казанной эффективностью для компенсации па-
тологических изменений в плаценте и лечения 
плацентарной недостаточности [1]. Задачей в 
будущем является выделение групп риска, пер-

сонификация терапии и определение наиболее 
подходящих профилактических мероприятий.

В заключение следует отметить, что определе-
ние иммунологических маркеров, характеризую-
щих развитие воспалительных реакций, проли-
феративных процессов и ангиогенез, позволяет 
уточнить различные патофизиологические пути 
реализации акушерской патологии, в частности 
невынашивания беременности. Вероятно, нет 
какого-то одного механизма и соответственно от-
вечающего за этот механизм параметра или даже 
группы факторов, связанной с невынашиванием. 
Наиболее перспективным в этом плане является 
поиск наиболее значимых сочетаний про- и про-
тивовоспалительных цитокинов, ростовых, в том 
числе ангиогенных факторов как с позитивной, 
так и с негативной регуляцией. Именно такой 
подход может иметь не только диагностическое 
и прогностическое значения, но и давать в руки 
врача инструменты для назначения патогенети-
ческой терапии.
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ПОКАЗАТЕЛИ НЕСПЕЦИФИЧЕСКОЙ ИММУННОЙ ЗАЩИТЫ 
ВЛАГАЛИЩА ДО И ПОСЛЕ ЛЕЧЕНИЯ БАКТЕРИАЛЬНОГО 
ВАГИНОЗА
Рахматуллаева М.М.
Бухарский государственный медицинский институт имени Абу Али ибн Сина Министерства здравоохранения 
Республики Узбекистан, г. Бухара, Республика Узбекистан

Резюме. Бактериальный вагиноз представляет собой серьезную проблему для общественного здра-
воохранения в связи с повышенным риском заражения инфекциями, передающимися половым пу-
тем, и развитием ряда акушерско-гинекологических патологий. Локальная продукция цитокинов и 
антимикробных пептидов во влагалище играет важную роль в регуляции иммунитета в половых путях. 
Целью исследования стала сравнительная оценка микрофлоры и факторов неспецифической защиты 
влагалищной среды у женщин с бактериальным вагинозом до и после лечения. Объектом исследо-
вания явились 110 пациенток с бактериальным вагинозом (основная группа) и 26 условно-здоровых 
женщин с нормоценозом влагалища (контрольная группа). Проведено определение критериев Ам-
селя, исследование микробиоценоза влагалища молекулярно-биологическим методом с использова-
нием тест-системы Фемофлор-16, изучение содержания цитокинов IL-6, IL-8, TNFα, IL-10 и белков 
острой фазы С-реактивного белка, С3-компонента комплемента и лактоферрина в отделяемом влага-
лища методом твердофазного иммуноферментного анализа. Для статистического анализа применены 
методы вариационной параметрической и непараметрической статистики. Статистически значимы-
ми приняты показатели при уровне достоверности р < 0,05. В результате исследования установлено, 
что бактериальный вагиноз сопровождается повышением уровня цитокинов IL-6, IL-8, TNFα и IL-10 
в 5,6; 5,5; 6,8; 4,1 раза и С-реактивного белка в более 10 раз и снижением С3-компонента комплемен-
та и лактоферрина в 2,2 и 1,4 раза соответственно в отделяемом влагалища (р < 0,001). После лечения 
в группах с исходным доминированием во влагалище облигатных анаэробов чаще отмечается повтор-
ный рост Sneathia spp. / Leptotrichia spp. / Fusobacterium spp., Megasphaera spp. / Veillonella spp. / Dialister 
spp., Atopobium vaginae и Mycoplasma hominis с повышением уровня IL-6, TNFα и IL-10, что происходит 
на фоне низкого содержания С3-компонента комплемента и лактоферрина. Таким образом, сохране-
ние низкого уровня С3-компонента комплемента и лактоферрина в динамике после лечения может 
служить маркером рецидивирующего течения бактериального вагиноза.

Ключевые слова: бактериальный вагиноз, микробиоценоз влагалища, облигатные анаэробы, цитокины, С-реактивный 
белок, С3-компонент комплемента, лактоферрин
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INDEXES OF NONSPECIFIC IMMUNE PROTECTION OF 
THE VAGINA BEFORE AND AFTER TREATMENT OF BACTERIAL 
VAGINOSIS
Rakhmatullaeva M.M. 
Abu Ali ibn Sina Bukhara State Medical Institute, Bukhara, Republic of Uzbekistan

Abstract. Bacterial vaginosis is a serious public health problem due to the increased risk of sexually transmitted 
infections and development of various obstetric and gynecological disorders. The local production of cytokines 
and antimicrobial peptides in the vagina plays an important role in regulation of genital tract immunity. The aim 
of the present study was to compare microflora and factors of nonspecific protection in vaginal environment 
in women with bacterial vaginosis before and after treatment. Our study included 110 patients with bacterial 
vaginosis (main group) and 26 conditionally healthy women with vaginal normocenosis (control group). The 
Amsel clinical criteria were determined, the vaginal microbiocenosis was studied using a molecular biology 
method using the Femoflor-16 test system. The contents of IL-6, IL-8, TNFα, IL-10 cytokines and acute 
phase proteins of C-reactive protein, C3-complement component and lactoferrin in vaginal secretions were 
studied by ELISA test systems. Methods of variation parametric and nonparametric statistics were used for 
statistical analysis. Statistically significant differences were taken at a confidence level of p < 0.05. Bacterial 
vaginosis was found to be accompanied by increased levels of IL-6, IL-8, TNFα and IL-10 (by 5.6, 5.5, 6.8, 
4.1 times, respectively), and C-reactive protein by  > 10 times, along with decrease in the C3 component of 
complement, and lactoferrin by 2.2 and 1.4 times, respectively, in the vaginal discharge (p < 0.001). After 
treatment of vaginosis, the patient groups with initial local dominance of obligate anaerobes (Sneathia spp. / 
Leptotrichia spp. / Fusobacterium spp., Megasphaera spp. / Veillonella spp. / Dialister spp., Atopobium vaginae 
and Mycoplasma hominis) exhibited increased levels of IL-6, TNFα and IL-10, along with low content of the 
C3 component of complement and lactoferrin. Thus, post-treatment preservation of low C3 component and 
lactoferrin levels may serve as a marker of recurrent bacterial vaginosis.

Keywords: bacterial vaginosis, vaginal microbiocenosis, obligate anaerobes, cytokines, C-reactive protein, C3 complement component, 
lactoferrin

Введение
Микробиоценоз влагалища является слож-

ной интегральной биосистемой, которая путем 
создания колонизационной резистентности под-
держивает не только защитную среду слизистых 
половых путей, но и играет важную роль в соз-
дании благоприятного иммуно-гормонального 
фона организма женщины. Огромное число ис-
следований свидетельствуют в пользу того, что 
нарушение нормального состава микрофлоры 
влагалища повышает риск заражения инфекци-
ями, передающимися половым путем [28, 30], 
способствует развитию воспалительных [14] и 
ряда пролиферативных заболеваний органов 
малого таза [18, 27] и гениталий [30], приводит к 
неблагоприятным исходам беременности [3, 25], 
родов [8, 17] и послеродового периода [22].

У клинически здоровых женщин в репродук-
тивном возрасте доминирующими бактериями 
влагалищной среды являются лактобактерии, ко-
торые составляют 95-98% всей микрофлоры [1]. 
Стабильность влагалищного микробиоценоза 

обеспечивается способностью лактобактерий к 
образованию молочной кислоты и перекиси во-
дорода, лизоцима и других гликолитических фер-
ментов, бактериоцинов [4]. При бактериальном 
вагинозе происходит уменьшение количества 
лактобактерий, в результате которого повышается 
рН влагалищной жидкости и создаются условия 
для роста условно-патогенных бактерий. Наи-
более распространенными микроорганизмами, 
ассоциированными с бактериальным вагинозом, 
являются Gardnerella vaginalis, Mobiluncus spp., 
Sneathia spp., Leptotrichia spp., Atopobium vaginae, а 
также некоторые другие представители анаэроб-
ных микроорганизмов [19, 26].

Актуальность проблемы бактериального ва-
гиноза обусловлена также широким распростра-
нением этого заболевания. По данным различ-
ных авторов, около 30% случаев патологических 
выделений из половых путей у женщин связаны 
с бактериальным вагинозом [6, 24]. При различ-
ных методах лечения более 50% женщин за пол-
года после лечения отмечают рецидивы заболе-
вания [9], что приводит к ухудшению качества 



825

Иммунитет при бактериальном вагинозе
Immunity in bacterial vaginosis2025, Vol. 27,  4

2025, Т. 27, № 4

жизни [7] и представляет собой большую меди-
ко-социальную проблему [24].

В последние годы уделяется все большее вни-
мание роли иммунного ответа организма в разви-
тии бактериального вагиноза и его рецидивирую-
щем течении.

Цель исследования – провести сравнительную 
оценку микрофлоры и факторов неспецифи-
ческой защиты влагалищной среды у женщин с 
бактериальным вагинозом до и после лечения.

Материалы и методы
В основную группу включены 110 женщин c 

клинико-микроскопическим подтверждением 
диагноза «бактериальный вагиноз». Контроль-
ную группу составили 26 практически здоровых 
женщин с нормоценозом влагалища. Изучены 
анамнестические данные, общий соматический 
и гинекологический статус обследуемых жен-
щин. Клинико-микроскопические данные, под-
тверждающие бактериальный вагиноз включали 
определение критериев Амселя (наличие обиль-
ных выделений со специфическим «рыбным» за-
пахом, повышение рН вагинальных выделений, 
положительный аминный тест (проба с гидрок-
сидом калия) и присутствие «ключевых» клеток 
(эпителиальных клеток, стенка которых сплошь 
адгезирована грамвариабельной микрофлорой) 
в мазках). Микробиоценоз влагалища иссле-
дован молекулярно-биологическим методом с 
использованием Фемофлор-16. Концентрации 
IL-6, IL-8, TNFα, IL-10, С-реактивного белка, 
С3-компонента комплемента и лактоферрина 
в отделяемом влагалища определены методом 
твердофазного иммуноферментного анализа с 
использованием соответствующих тест-наборов 
(АО «Вектор-Бест», Россия). 

Применена двухэтапная терапия бактериаль-
ного вагиноза: 1-й этап – клиндамицин (клин-
дамициновый крем 2%-ный, аппликации, 0,1 г 
клиндамицина) 7 дней и 2-й этап – пробиотики 
10 дней. Проведена повторная оценка микро-
биоценоза и факторов неспецифической защиты 
влагалища через 3 месяца после лечения. 

Полученные данные статистически обработа-
ны на персональном компьютере с использова-
нием программы Statistica 10.0, статистического 
программного приложения EpiInfo 7.2.2.2. Ис-
пользованы методы вариационной параметриче-
ской и непараметрической статистики с расчетом 
средней арифметической изучаемого показателя 
(M), среднего квадратического отклонения (σ), 
стандартной ошибки среднего (m), относитель-
ных величин (частота, %). Значимость получен-
ных показаний определена по критерию Стью-
дента (t) с вычислением вероятности ошибки 
(р) при проверке нормальности распределения 

(по критерию эксцесса) и равенства генеральных 
дисперсий (F-критерий Фишера). Значимыми 
приняты показатели с уровнем достоверности 
р < 0,05. 

Результаты
Средний возраст женщин основной группы 

составил 35,5±0,68 лет, контрольной группы – 
32,6±1,01 (р > 0,05). У каждой третьей больной с 
бактериальным вагинозом (35,4% против 7,7% в 
контрольной) репродуктивный анамнез был отя-
гощен самопроизвольным выкидышем (р < 0,05). 
Частота заболеваний органов мочевыделитель-
ной системы (20,9% против 3,8%), неспецифиче-
ского кольпита в анамнезе (48,2% против 15,4%) 
и индекса массы тела (ИМТ) более 25 (69,1% 
против 30,8%) была достоверно выше в основной 
группе (p < 0,05). 

Жалобы на обильные, жидкие выделения се-
ро-белого цвета с неприятным запахом отмече-
ны в 83,6%, положительный аминный тест – в 
81,8%, наличие «ключевых клеток» – в 90,0%, 
массивная микробная обсеменность – в 60,0% 
случаев в основной группе. рН влагалищных 
выделений составил 6,18±0,03 в основной и 
4,15±0,06 в контрольной группах (р < 0,001). 
Микробиоценоз влагалища пациенток с бак-
териальным вагинозом соответствовал выра-
женному анаэробному (70,9%) и выраженному 
аэробно-анаэробному дисбиозам (29,1%), кон-
трольной группы – абсолютному (26,7%) и ус-
ловному нормоценозам (73,3%). Абсолютное 
содержание лактофлоры в мазках пациенток 
основной группы было на несколько порядков 
ниже контрольных значений (3,92±0,22 lg ГЭ/ мл 
против 7,21±0,24 lg ГЭ/мл) (р < 0,001). Отмече-
но достоверно высокое содержание факульта-
тивных анаэробов Gardnerella vaginalis / Prevotella 
bivia / Porphyromonas spp. (р < 0,001) и облигат-
ных анаэро бов – Eubacterium spp. (р < 0,05), 
Sneathia spp. / Leptotrichia spp. / Fusobacterium spp., 
Megasphaera spp. / Veillonella spp. / Dialister spp. 
(р < 0,001), Lachnobacterium spp. / Clostridium spp. 
(р = 0,013), Mobiluncus spp. / Corynebacterium spp. 
(р = 0,004), Pеptostreptococcus spp. и Atopobium 
vaginae (р < 0,001) у пациенток с бактериальным 
вагинозом.

Уровни IL-6, IL-8, TNFα и IL-10 во влага-
лищном отделяемом женщин с бактериальным 
вагинозом составили 186,00±12,01, 144,73±7,22, 
171,5±10,6 и 92,87±5,68 пг/мл, что достоверно 
в 5,6, 5,5, 6,8 и 4,1 раза выше аналогичных кон-
трольных показателей (33,01±6,7, 26,16±9,48, 
25,3±1,0 и 22,72±3,29 пг/мл) (р < 0,001). Содержа-
ние С-реактивного белка характеризовалось рез-
ким повышением в более 10 раз (51,56±6,97 мг/л 
против 3,83±0,88 мг/л контроля) (р < 0,001). Ло-
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кальные уровни С3-компонента и лактоферрина 
были достоверно ниже контрольных показателей 
(в 2,2 раза – 31,21±2,61 нг/мл против 68,88±7,05 
нг/мл и в 1,4 раза – 523,97±45,21 нг/ мл против 
737,00±28,33 нг/мл) соответственно (р < 0,001). 

Согласно кластерному распределению мазков 
с выраженным анаэробным дисбиозом влагали-
ща (Назарова В.В и др., 2017) [2], пациентки с 
преобладающим содержанием в мазках анаэро-
бов Gardnerella vaginalis и Atopobium vaginaе были 
включены в 1-ю группу (n = 36), с доминирую-
щим содержанием групп облигатных анаэробов 
Sneathia spp. / Leptotrichia spp. / Fusobacterium spp., 
Megasphaera spp. / Veillonella spp. / Dialister spp. и 
Lachnobacterium spp. / Clostridium spp. – во 2-ю 
группу (n = 33). 3-ю группу (n = 31) составили 
пациентки с выраженным аэробно-анаэроб-
ным (смешанным) дисбиозом. Такое деление на 
группы мы посчитали важным для дифференци-
рованного изучения характера восстановления 
микрофлоры и местного иммунного ответа после 
лечения.

При контрольном визите через месяц после 
лечения жалобы, клинико-лабораторные при-
знаки бактериального вагиноза не выявлены, 
однако через 3 месяца после лечения они отмече-

ны в нескольких случаях. Жалобы на выделения 
из влагалища с неприятным запахом отмечены у 
14,3%, 17,5% и 21,9%, рН ≥ 5,5 – у 18,5%, 27,5%, 
28,1%, положительный аминный тест – у 7,9%, 
12,5% 21,9% пациенток 1-й, 2-й и 3-й групп со-
ответственно. «Ключевые клетки» присутствова-
ли в 5,3%, 15,0% и 18,7% мазках пациенток 1-й, 
2-й и 3-й групп соответственно. Выявлены слу-
чаи выраженного анаэробного (2 (5,3%) – в 1А и 
4 (10,0%) – в 1В группах) и аэробно-анаэробного 
(6 (18,7%) – в 1С группе) дисбиоза, что клини-
чески соответствовало рецидиву БВ. Умеренный 
анаэробный дисбиоз зафиксирован в 34,2% слу-
чаев в 1-й, в 30,0% – во 2-й и умеренный аэробно-
анаэробный дисбиоз в 25,0% случаев в 3-й груп-
пе. В более половине случаев образцы мазков во 
всех группах соответствовали нормоценозу.

Содержание Lactobacillus spp. (р = 0,038) 
было ниже в 3-й группе по сравнению с 1-й 
группой (табл.  1). Содержание Sneathia spp.  / 
Leptotrichia spp.  / Fusobacterium spp. (р = 0,027), 
Megasphaera spp. / Veillonella spp. / Dialister spp. 
(р = 0,047) и Mycoplasma hominis (р = 0,029) было 
существенно выше в 3-й группе по сравнению со 
2-й группой, а Atopobium vaginae – выше во 2-й 

ТАБЛИЦА 1. СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ СОСТАВА МИКРОФЛОРЫ ВЛАГАЛИЩА В ГРУППАХ ПОСЛЕ ЛЕЧЕНИЯ

TABLE 1. COMPARATIVE ANALYSIS OF THE COMPOSITION OF THE VAGINAL MICROFLORA IN THE GROUPS AFTER 
TREATMENT

Группа микроорганизмов, lg ГЭ/мл
Group of microorganisms, lg GE/mL

1-я группа
1st group 

2-я группа
2nd group 

3-я группа
3rd group р

1 2 3
Lactobacillus spp. 7,18±0,12 7,01±0,18 6,79±0,14 р1-3 = 0,038
Gardnerella vaginalis / Prevotella bivia / 
Porphyromonas spp. 2,46±0,37 3,17±0,33 3,27±0,38

Eubacterium spp. 2,28±0,30 2,10±0,35 2,46±0,32
Sneathia spp. / Leptotrichia spp. / 
Fusobacterium spp. 0,79±0,23 0,43±0,17 1,17±0,28 р2-3 = 0,027

Megasphaera spp. / Veillonella spp. / 
Dialister spp. 1,36±0,24 1,04±0,27 1,87±0,31 р2-3 = 0,047

Lachnobacterium spp. / Clostridium spp. 0,62±0,23 0,25±0,14 0,79±0,26
Mobiluncus spp. / Corynebacterium spp. 1,12±0,27 1,39±0,27 1,47±0,29
Pеptostreptococcus spp. 1,37±0,37 1,85±0,29 1,98±0,28

Atopobium vaginae 1,02±0,26 1,68±0,19 1,89±0,33 р1-2 = 0,044 
р2-3 = 0,042

Enterobacteriaceae spp. 0,42±0,21 0,25±0,14 0,74±0,29
Streptococcus spp. 0,62±0,22 0,48±0,18 0,99±0,29
Stаphylocоccus spp. 0,74±0,21 0,89±0,25 1,31±0,23
Candida spp. 1,05±0,25 1,22±0,25 1,62±0,31
Mycoplasma hominis 0,73±0,23 0,43±0,12 0,91±0,18 р2-3 = 0,029
Ureaplasma spp. 2,12±0,65 1,89±0,34 2,38±0,34
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ТАБЛИЦА 2. УРОВЕНЬ ЦИТОКИНОВ ЧЕРЕЗ 3 МЕСЯЦА ПОСЛЕ ЛЕЧЕНИЯ 

TABLE 2. CYTOKINE LEVELS 3 MONTHS AFTER TREATMENT
Показатель, 

пг/мл
Indicator, pg/mL

1-я группа
1st group 

2-я группа
2nd group 

3-я группа
3rd group 

Контроль
Control р1-4; р2-4; р3-4

1 2 3 4
IL-6 37,93±8,13 60,79±11,35 58,28±10,12 33,01±6,70 0,643; 0,043; 0,046
IL-8 26,14±5,98 41,89±9,82 49,13±13,78 23,16±9,48 0,792; 0,179;0,131
TNFαα 27,8±3,1 44,57±8,69 38,16±12,68 25,3±1,0 0,448; 0,035; 0,320
IL-10 29,44±5,23 42,71±9,78 37,39±6,33 22,72±3,29 0,285; 0,061; 0,048

ТАБЛИЦА 3. УРОВЕНЬ БЕЛКОВ ОСТРОЙ ФАЗЫ ЧЕРЕЗ 3 МЕСЯЦА ПОСЛЕ ЛЕЧЕНИЯ

TABLE 3. ACUTE PHASE PROTEIN LEVELS 3 MONTHS AFTER TREATMENT

Показатель
Indicator

1-я группа
1st group 

2-я группа
2nd group 

3-я группа
3rd group 

Контроль
Control р1-4; р2-4; р3-4

1 2 3 4
С-реактивный 
белок, мг/л
C-reactive 
protein, mg/L

4,74±3,66 17,59±6,49 11,15±3,13 3,83±0,88 0,809; 0,043; 0,031

С3-компонент 
комплемента, 
нг/мл
C3-complement 
component,  
ng/mL

63,55±4,28 44,87±9,68 50,38±8,35 68,88±2,61 0,372; 0,022; 0,043

Лактоферрин, 
нг/мл
Lactoferrin,  
ng/mL

725,2±29,7 636,1±71,4 619,7±46,4 737,0±28,3 0,776; 0,199; 0,035

(р = 0,044) и 3-й (р = 0,042) группах по сравнению 
с 1-й группой. 

Отмечена нормализация уровня изучаемых 
цитокинов в 1-й группе через 3 месяца после ле-
чения. Уровни IL-6 и TNFα во 2-й группе, IL-6 
и IL-10 в 3-й группе снизились без достижения 
целевых значений (табл. 2).

Содержание С-реактивного белка во 2-й и 
3-й группах было достоверно выше контроль-
ных показателей (р < 0,05). Концентрация С3-
компонента комплемента была низкой во 2-й 
и 3-й группах, а лактоферрина – в 3-й группе 
(р < 0,05) (табл. 3).

Обсуждение
Бактериальный вагиноз является полими-

кробным синдромом, и считается, что каждая 
бактериальная составляющая микробиоценоза 
влагалища вносит свой вклад в патогенез и раз-
витие клинических симптомов заболевания [19]. 
Согласно гипотетической модели патогенеза 
бактериального вагиноза нарушение микробио-
ценоза влагалища прежде всего проявляется из-

быточным ростом Gardnerella vaginalis и Prevotella 
bivia [21]. Образование совместной биопленки 
Gardnerella vaginalis и Prevotella bivia не вызывает 
ответную иммунную реакцию эпителиально-ма-
крофагальными клетками [13]. Благодаря этой 
возможности Prevotella spp. и Gardnerella vaginalis 
могут успешно адгезироваться на эпителиаль-
ные клетки и проявлять патогенные свойства. 
Далее происходит присоединение к первичной 
биопленке Atopobium vaginaе и облигатных анаэ-
робов с формированием зрелой полимикробной 
биопленки, что вызывает проявление резкой им-
мунной реакции [15]. По данным Anahtar M.N. 
и соавт.. (2015), бактериальные сообщества с 
высоким разнообразием сильно коррелируют с 
концентрациями провоспалительных цитоки-
нов в репродуктивном тракте как в поперечном, 
так и в продольном анализе [5]. Различные виды 
и группы микроорганизмов могут быть связа-
ны с разными иммунными медиаторами. В экс-
периментальной работе Doerflinger S.Y. и соавт. 
(2014) Atopobium vaginae вызывала значительное 
усиление передачи сигналов образ-распознаю-
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щих рецепторов, экспрессии муцина и сильный 
провоспалительный иммунный ответ (экспрес-
сию β-дефензина 2, IL-1β, IL-6, IL-8 и TNFα) в 
трехмерных вагинальных эпителиальных клет-
ках по сравнению с Prevotella bivia и Lactobacillus 
iners [12]. 

Еще одно оригинальное исследование под-
тверждает то, что Atopobium vaginae проявляет 
самые высокие провоспалительные свойства и 
индуцирует множество провоспалительных ци-
токинов и хемокинов. Инфекция Sneathia amnii 
также приводит к секреции нескольких ключевых 
иммунных медиаторов (IL-6, IL-8, TNFα) [15]. 
Напротив, Gardnerella vaginalis и Prevotella bivia не 
вызывали сильных воспалительных реакций, что 
согласуется с концептуальной моделью бактери-
ального вагиноза, предложенной Muzny C.A. и 
соавт.. (2020) [21]. Gardnerella vaginalis значитель-
но увеличивалa уровни только двух цитокинов, 
IL-6 и TNFα, тогда как Prevotella bivia индуциро-
вала только один цитокин, IL-1α [15]. Более вы-
сокие уровни IFNγ и IL-1β в вагинальной среде 
были выявлены у женщин с высоким разнообра-
зием представителей микробиоты с присутстви-
ем Prevotella spp. [5].

Как видно, клинические данные о цитокинах 
и хемокинах в вагинальных выделениях женщин 
с бактериальным вагинозом противоречивы. 
Расхождения в иммунных маркерах могут быть 
результатом микробного разнообразия, а измене-
ния в составе микрофлоры влагалища влияют на 
иммунные реакции организма [10]. 

Как известно, активация Th1-ответа при 
инфекции направлена на ограничение инфек-
ционного процесса с последующим восста-
новлением состава нормофлоры влагалища. 
Повышение Th1-уровня запускает противопо-
ложное противовоспалительное активирова-
ние Th2-лимфоцитов. [10]. Повышение уровня 
С-реактивного белка наступает через короткое 
время после пикового повышения уровня про-
воспалительных цитокинов, в особенности IL-6 
и TNFα. С-реактивный белок активирует систе-
му комплемента и угнетает фагоцитоз нейтрофи-
лов. С другой стороны, связываясь с рецепторами 
на макрофагах, С-реактивный белок вызывает 
выработку не только провоспалительных, но и в 
большей степени противовоспалительных цито-
кинов, которые способны подавлять активность 
клеток Th1 [20].

Система комплемента отвечает за фагоцитоз, 
разрушение чужеродных бактерий и поддержи-
вает различные воспалительные реакции [23]. 
Фиксация С3-компонента комплемента на кле-
точной стенке бактерий (опсонизация) приводит 
к усилению фагоцитоза [11]. Очевидно, нараста-
ние титра С-реактивного белка при дисбиозе вла-

галища вызвано активацией провоспалительного 
цитокинового профиля и направлено на ини-
циацию иммунных эффекторных механизмов. 
Несмотря на это, мы определили недостаточное 
напряжение системы комплемента при бактери-
альном вагинозе. Снижение уровня лактофер-
рина в вагинальном секрете женщин с бактери-
альным вагинозом можно расценить как фактор 
снижения бактерицидной функции нормофлоры 
влагалища, поскольку именно в кислых средо-
вых условиях лактоферрин отделяет ионы желе-
за, которые участвуют в образовании активных 
форм кислорода, токсичных для микроорганиз-
мов [29]. Регуляторное действие лактоферрина на 
иммунный ответ проявляется созреванием Т- и 
В-лимфоцитов, продукцией иммуноглобулинов, 
регуляцией активности натуральных киллеров, 
гранулоцитов, моноцитов, макрофагов и других 
иммунокомпетентных клеток, а также влиянием 
на образование цитокинов, металлопротеиназ и 
других медиаторов воспаления [16]. Все это пред-
располагает к тому, что в развитии дисбиоза важ-
ную роль играет нарушение взаимодействия ком-
понентов врожденного иммунного ответа. 

Оценивая динамику изменения уровня цито-
кинов влагалищной среды, следует указать, что во 
2-й и 3-й группах отмечается повышение уровней 
про- и противовоспалительных цитокинов отно-
сительно контрольных показателей, что вызвано 
активацией условно-патогенной микрофлоры. 
Выявлены достоверные отличия в содержании 
С3-компонента комплемента во 2-й и 3-й груп-
пах, лактоферрина в 3-й группе, что отражает в 
определенной мере некоторую недостаточность 
местной иммунной защиты. 

Таким образом, после лечения бактериально-
го вагиноза в группах с исходным доминировани-
ем в составе микрофлоры влагалища облигатных 
анэробов часто проявляется нарушение тонкого 
баланса Th1/Th2-ответа, что происходит на фоне 
недостаточной активности С3-компонента ком-
племента и лактоферрина. Именно такое состо-
яние сочетается с клиническими рецидивами за-
болевания. 

Заключение
Рост условно-патогенной (в основном, об-

лигатно-анаэробной) микрофлоры влагалища 
при бактериальном вагинозе сопровождается 
повышением уровня про- и противовоспали-
тельных цитокинов и С-реактивного белка в ва-
гинальной среде. Сохранение низкого уровня С3-
компонента комплемента и лактоферрина в 
динамике после лечения у женщин с исходным 
доминированием в составе микрофлоры облигат-
ных анаэробов может служить маркером рециди-
вирующего течения бактериального вагиноза.
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ДИАГНОСТИКА РИСКА ИЛИ НАЛИЧИЯ 
ИММУНОДЕФИЦИТНОГО СОСТОЯНИЯ У ДЕТЕЙ, 
СВЯЗАННОГО С СУБАТРОФИЕЙ, АТРОФИЕЙ 
И ПЕТРИФИКАЦИЕЙ ТИМУСА
Ровда Ю.И.1, Ведерникова А.В.1, Шабалдин А.В.1, 2, 
Халивопуло И.К.2, Филипенко М.Л.3, Миняйлова Н.Н.1, 
Шмакова О.В.1, Отставнов Г.А.4, Вакулова Т.М.1, Бухтоярова О.С.4, 
Краснова Н.В.4, Анчикова Т.А.4, Мухамадияров Р.А.2, Дадонов В.В.1, 
Катанахова М.В.5, Торгунакова А.В.5, 6

1 ФГБОУ ВО «Кемеровский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Кемерово, Россия  
2 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний», 
г. Кемерово, Россия  
3 ФГБУН «Институт химической биологии и фундаментальной медицины Сибирского отделения Российской 
академии наук», г. Новосибирск, Россия  
4 АО Клиническая медико-санитарная часть «Энергетик», г. Кемерово, Россия  
5 ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр угля и углехимии Сибирского отделения Российской 
академии наук», г. Кемерово, Россия  
6 ФГБОУ ВО «Кемеровский государственный университет», г. Кемерово, Россия

Резюме. Своевременная диагностика иммунодефицитных состояний (ИДС) у детей до сих пор яв-
ляется существенной проблемой. Тем более когда причиной их развития является несостоятельность 
тимуса. Известно, что патология тимуса может быть обусловлена не только фетогенетическими при-
чинами, но и преждевременной возрастной инволюцией, инволюцией вследствие воздействия «за-
предельных» стрессовых факторов, таких как инфекция, длительный голод, химиотерапия, лучевая 
нагрузка (включая рентгенологические исследования), длительная гипоксия, тубинфицирование, 
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опухолевый рост и т. д. Инволютивные (вторичные) процессы в тимусе могут приводить не только к 
его субатрофии (микротимусу), но и сопровождаться петрификацией, приводя к необратимой потере 
площади функционирующей паренхимы. Чаще из перечисленных причин такую роль отводят вирус-
ной инфекции, тем более что доказано инфицирование самого тимуса. Не последнее место занимает 
вирус SARS-CoV-2. Клинические проявления недостаточности иммунного обеспечения могут на не-
сколько месяцев (а может быть, и больше) «отстоять» от момента воздействия в прошлом основной 
причины (чаще инфекции), поскольку на организацию петрификата и его распространение требуется 
время. Столь выраженный патоморфоз тимуса очень редко диагностируется прижизненно (УЗИ), а 
в основном является патоморфологической «находкой», когда, допустим, инфекция, приведшая к 
смерти, является проявлением уже сформировавшегося ИДС, а непосредственную причину необхо-
димо «искать» в предшествующем катамнезе. Это является актуальным поводом для выявления груп-
пы риска таковых пациентов (на доклинической стадии развития выше обозначенных состояний) с 
последующим обеспечением им как более своевременной диагностики, консервативной медикамен-
тозной поддержки (или радикального лечения), так и безопасного эпидемиологического окружения. 
Полученные нами результаты свидетельствуют о значимой диагностической роли УЗ-исследования 
тимуса для своевременной верификации его критических инволюций (субатрофии), тем более имею-
щих стабильный характер и признаки петрификации. При наличии этих признаков у пациента в ком-
бинации с высокой инфекционной, иммуноопосредованной заболеваемостью и низкой концентра-
цией копий TREC в ядросодержащих клетках крови в «сухой капле» (менее 500 копий) предлагаются 
конкретные рекомендации для окончательного исключения высоко вероятного иммунодефицитного 
заболевания. 

Ключевые слова: тимус, иммунодефицитные состояния, инволюция тимуса, кальцинаты в тимусе

DIAGNOSIS OF THE RISK, OR EXISTENCE OF 
IMMUNODEFICIENCY STATE IN CHILDREN ASSOCIATED WITH 
SUB-ATROPHY AND PETRIFICATION OF THE THYMUS
Rovda Yu.I.a, Vedernikova A.V.a, Shabaldin A.V.a, b, Khalivopulo I.K.b, 
Filipenko M.L.c, Minyailova N.N.a, Shmakova O.V.a, Otstavnov G.A.d, 
Vakulova T.M.a, Bukhtoyarova O.S.d, Krasnova N.V.d, Anchikova T.A.d, 
Mukhamadiyarov R.A.b, Dadonov V.V.a, Katanakhova M.V.e, 
Torgunakova A.V.e, f

a Kemerovo State Medical University, Kemerovo, Russian Federation  
b Research Institute of Complex Problems of Cardiovascular Diseases, Kemerovo, Russian Federation  
c Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Kemerovo, 
Russian Federation  
d JSC Clinical Medical and Sanitary Unit “Energetik”, Kemerovo, Russian Federation  
e Federal Research Center for Coal and Coal Chemistry, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Kemerovo, 
Russian Federation  
f Kemerovo State University, Kemerovo, Russian Federation

Abstract. Timely diagnosis of immunodeficiency states (IDS) in children still presents significant issues, 
especially, when they develop due to failure of the thymus. Thymus pathology may be caused not only by 
fetogenetic reasons, but also by premature age-related involution caused by the impact of “excessive” stress 
factors such as infection, continuous hunger, chemotherapy, radiation exposure (including X-ray studies), 
prolonged hypoxia, tuberculosis infection, tumor growth, etc. Secondary involution processes in the thymus 
may lead not only to its sub-atrophy (microthymus), but also be accompanied by petrification, leading to 
irreversible loss of functioninal parenchyma. More often than any mentioned reasons, such deleterious effects 
are assigned to viral infections, especially in cases of proven thymic infections, with SARS-CoV-2 virus taking 
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a significant place. Clinical manifestations of immune deficiency can persist for several months (or more), 
from the moment of past pathogenic exposure (usually, infectious factor), over the time required for evolving 
a petrified structure and its spread. Such pronounced pathomorphosis of the thymus gland is uncommonly 
diagnosed during the lifetime by means of ultrasound examination. This is, mainly, a pathomorphological 
finding, when, for example, a life-threatening infection is a manifestation of the already evolved IDS. The 
immediate cause must be sought via the preceding monitoring. This is a relevant reason for identifying a risk 
group of such patients performed at the pre-clinical stage of the above-mentioned conditions, with subsequent 
provision of these patients with both timely diagnostics, conservative drug support (or radical treatment), and 
a safe epidemiological environment. Our results suggest a significant diagnostic role of ultrasound examination 
of the thymus for early verification of its critical involution (i.e., sub-atrophy), especially, persisting changes 
and signs of petrification. Upon revealing these signs in the patient, being combined with high infectious, 
immune-mediated morbidity and low concentration of TREC copies in nucleated blood cells in a dry drop 
preparations (less than 500 copies), specific recommendations are offered for the final exclusion of highly 
probable immunodeficiency disorder.

Keywords: thymus, immunodeficiency states, thymus involution, thymus calcifications

Введение
Иммунодефицитные и иммуноопосредо-

ванные состояния чаще выявляются только в 
случаях клинически значимой симптоматики 
(в основном это проявления: аутоиммунной па-
тологии, панцитопении, увеличенной частоты 
и продолжительности инфекционных заболе-
ваний, присоединения оппортунистических 
инфекций, миелодиспластического синдрома, 
случаев мотивированной антибактериальной 
терапии с минимальным эффектом и т. д.), что 
является актуальным поводом для более раннего 
выявления причин этих клинических ситуаций 
или выявления группы риска таковых пациентов 
(на доклинической стадии развития выше обо-
значенных состояний) с последующим обеспече-
нием им как более своевременной диагностики, 
консервативной медикаментозной поддержки 
(или радикального лечения), так и безопасного 
эпидемиологического окружения. Помимо это-
го, и посмертная морфологическая диагностика 
иммунодефицитных состоянияний (ИДС) также 
является важным аспектом установления причин 
тяжести и летального исхода.

Тимус в настоящее время рассматривается как 
производное иммунной системы и в большей 
степени как ее центральный орган. Он во многом 
определяет инфекционную, онкологическую за-
болеваемость, иммуноагрессивную патологию, 
проблему пересадки органов и т. д. ИДС и им-
мунная дисрегуляция по определению зависят 
от качества вилочковой железы, которое может 
быть фетогенетически детерминировано. А так-
же из-за возможности и характера ее прижизнен-
ных повреждений, возрастной инволюции в раз-
личные периоды жизни. Не случайно в детской 
популяции (особенно раннего возраста) встреча-
ются различные морфометрические биполярные 
состояния вилочковой железы (5-10%), где ее 

размеры на порядок могут быть больше/меньше 
вариативных величин. Речь идет о размерах ви-
лочковой железы (биполярных трансформаци-
ях) выше 90 перцентиля и меньше 10 перценти-
ля, в соответствующих повозрастных таблицах. 
В определенных случаях феномен тимомегалии 
(например, у новорожденных) рассматриваются 
как результат генетических поломок (нервно-эн-
докринно-иммунный синдром с тимомегалией), 
индуцированный модифицированными Hox-
генами. Этот синдром может ассоциироваться и 
с врожденной патологией сердца [7]. Также пред-
метом дискуссии является вопрос избыточной 
инфекционной заболеваемости (чаще респира-
торного тракта) у детей грудного и раннего воз-
раста с биполярными состояниями тимуса, где 
оппоненты придерживаются прямо противопо-
ложных точек зрения. Отечественные ученые 
более категоричны с ответом «о более высокой 
заболеваемости, отчасти обусловленной имму-
нодефицитом» и иллюстрируют это достаточно 
большим исследовательским материалом [1, 3, 4, 
11, 12, 14]. Тем не менее точка зрения зарубеж-
ных исследователей (и отчасти отечественных) 
тоже заслуживает внимания, где в качестве до-
казательств, приводятся факты относительно 
благополучных исходов у этих детей [2, 6, 16, 17, 
18, 20]. При этом окончательная точка в науч-
ном споре об ИДС или иммунной дисрегуляции 
у детей с биполярными трансформациями тиму-
са еще не поставлена и причина этого кроется в 
отсутствии надежных иммуноопосредованных 
биомаркеров, практической малодоступности 
генетической диагностики первичных иммуно-
дефицитов, в снижении интереса медицинской 
науки к проблеме биполярных состояний вилоч-
ковой железы в грудном и раннем возрасте, в от-
сутствии длительных лонгитудиальных наблюде-
ний за этой категорией больных и т. д. [15].
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Тимус, как очень сложная регулирующая 
структура, постоянно подвергается острым стрес-
сам, которые вызывают в органе так называемую 
адаптивную акцидентальную инволюцию, про-
являющуюся цикличной динамикой, т. е. увели-
чением/снижением его массы (объема) и изме-
нением функциональной активности. Степень 
выраженности и обратимость акцидентальной 
инволюции тимуса зависит от величины стрессо-
вого фактора (чаще инфекционно-воспалитель-
ного процесса), а также от исходного гено-фе-
тотипически обусловленного функционального 
состояния иммунной системы [13]. Помимо это-
го в литературе представлены данные об агентах, 
вызывающих инфицирование самого тимуса [5, 
23]. Несмотря на существование так называемого 
гемато-тимусного барьера, внутри органа были 
обнаружены инфекционные агенты, в том числе 
вирусы (грипп, корь, Коксаки В, вирус иммуно-
дефицита человека, обезьян, лимфоцитарный 
хориоменингит и т. д.) [5, 23]. Также активно об-
суждается интратимическая активность возбуди-
теля COVID-19 [25]. И может быть, как следствие 
этого процесса, обозначены появление случаев 
болезни Кавасаки, системной красной волчанки 
и другой аутоиммунной патологии по истечению 
это инфекционного заболевания [5, 22]. Приво-
дятся существенные доводы в пользу того, что 
интратимическая инфекция может играть непо-
средственную роль в возникновении атрофии ти-
муса, обусловленной повышенной гибелью телец 
Гассаля и кальцификацией [5, 22]. К сожалению, 
сейчас нет четких методик прижизненного опре-
деления у человека возбудителей в тимусе, что в 
значительной степени оказало бы содействие в 
установлении факта формирующегося ИДС при 
данной конкретной инфекции [5]. В некоторых 
случаях при четвертой, а чаще – пятой стадии ак-
цидентальной инволюции тимуса (субатрофии, 
атрофии – по определению зарубежных и неко-
торых отечественных ученых) выявляется обыз-
вествление (кальцификация, петрификация) 
участков паренхимы, в частности телец Гасса-
ля [2]. Площадь петрификации (кальцификации) 
тимуса может быть различной, вплоть до по-
глощения основной части паренхимы, что, воз-
можно, является в ряде случаев причиной столь 
радикальной и преждевременной инволюции ор-
гана. Отсюда возникает вопрос: может ли являть-
ся фактором риска развития ИДС (а может быть, 
уже свершившимся фактом) обнаружение каль-
цификатов в тимусе с критически низкой массой 
(за счет субатрофии, атрофии), и существуют ли 
(или возможны) на сегодняшний день этому до-
статочно веские обоснования?

Важный аспект заключается в том, что петри-
фикат (кальцификат) – это свидетельство ло-

кального конечного патоморфоза, срок органи-
зации которого в органах не менее 2-4 месяцев, 
в связи с чем не всегда возможно его этиологию 
связать с той инфекцией, которая определяется в 
режиме online. Необходимо также учитывать, что 
петрификация ткани вилочковой железы идет за 
счет сокращения функционирующей ее парен-
химы, приводящей к стабильной критичной ин-
волюции органа и возможному развитию ИДС 
или других иммуноопосредованных состояний. 
Последний тезис является научной новизной, 
поскольку при активном научном поиске ана-
логичных предположений, утверждений (за ис-
ключением патоморфолога Ивановской Е.И. [2]) 
и попыток доказать обратное среди клиницистов 
получено не было.

Исходя из целенаправленного обзора лите-
ратуры, складывается убеждение, что из многих 
факторов, вызывающих акцидентальную инво-
люцию, вплоть до кальцификации и атрофии 
тимуса (особенно у детей грудного, раннего воз-
раста, отчасти дошкольного), доминирующее 
положение занимает инфекция. Во-первых, 
это наиболее частая причина, встречающаяся в 
перечне и природе перечисленных ниже пато-
логических состояний, во-вторых, неинфекци-
онные стрессоры (например, длительный голод, 
химиотерапия, лучевая нагрузка, системные ау-
тоиммунные заболевания, иммуносупрессивная 
терапия, длительная гипоксия, опухолевый рост, 
патология беременности и плода и т. д. [2]) имеют 
более объективный анамнез, историю и стадии 
развития. Инфекция же может иметь различное 
течение (в том числе латентное), начало которой 
может быть неизвестным, а исход – непредсказу-
емым (фиброз, кальцификация, генерализация, 
тромбоз; в частности постковидный синдром и 
т. д.). Процесс кальцификации тканей (в нашем 
случае – при инфекции) может иметь разную 
степень интенсификации и распространения 
(иногда вне зависимости от активности основно-
го процесса), а также хронологическую состав-
ляющую, занимающую по времени (до момента 
возможной идентификации) от 2 до 4 месяцев и 
более. Данное обстоятельство может затруднять 
диагностику начала необратимых инволютивных 
процессов в тимусе, связанных как с течением 
инфекционного процесса (в том числе в самом 
органе), так и развитием его кальцификации. По-
этому клинически значимое ИДС в виде тяжело 
протекавшей локальной инфекции или сепси-
са (с транслокацией инфекции, синдромом си-
стемного воспалительного ответа, полиорганной 
симптоматикой, ДВС, цитопенией, со смешан-
ной – в том числе оппортунистической флорой и 
пр.) может проявиться в достаточно отсроченном 
отрезке времени от момента первичного инфи-
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цирования и иметь совершенно другую адгезив-
ную флору и (или) системную гемокультуру, т. е. 
тогда, когда уже определилась критично низкая 
величина массы вилочковой железы (с петрифи-
кацией), не способной осуществлять свои непо-
средственные функции и неспособной к компен-
саторной пролиферации.

Своевременная диагностика инволютивных 
изменений в тимусе, обусловленная кальцифи-
кацией матрикса является актуальным момен-
том, поскольку этот процесс необратим и имеет 
только негативный вектор развития со временем. 
Принципиально важным аспектом должно быть 
выявление начального этапа импрегнации тка-
ней солями кальция, т. е. еще до развития атро-
фических процессов в вилочковой железе и нару-
шения ее функции. Особенно это касается детей 
грудничкового, раннего, дошкольного возраста, 
когда тимус наиболее активен в плане селекции и 
передачи основного пула дифференцированных 
наивных рабочих Т-лимфоцитов на периферию 
(в ткани) для защиты постоянства внутренней 
среды. Эта популяция в дальнейшем растет и 
поддерживается в автоматическом режиме, заме-
щая со временем основные функции вилочковой 
железы и приводя ее к возрастной инволюции. 
Чем раньше произошла кальцификация парен-
химы тимуса (например, внутриутробно, или в 
грудном, раннем возрасте), тем меньше должен 
быть пул эффекторных дифференцированных 
Т-лимфоцитов и лимфоцитов долговременной 
памяти на периферии, тем ниже процесс ауто-
регуляции иммунного ответа в условиях «отклю-
чения» импрегнированной кальцием вилочко-
вой железы и тем большая вероятность развития 
ИДС и других иммуноопосредованных патологи-
ческих состояний.

Одним из методов, позволяющих оценивать 
морфометрические параметры тимуса в режиме 
мониторинга, является сонография, которая мо-
жет регистрировать в динамике не только объ-
ем и массу данного органа, но и его структуру 
(в том числе наличие петрификатов, характер и 
площадь их распределения). До сих пор нет опу-
бликованных исследований частоты распростра-
ненности субатрофии, атрофии (с сочетанным 
кальцинозом) вилочковой железы по данным 
ультразвукового исследования у детей, и в том 
числе с оценкой их катамнеза. Во многом это 
зависит от отсутствия декретированного УЗИ-
скрининга тимуса у детей вообще и в зависимо-
сти от возраста.

Как правило, такой патоморфоз тимуса фик-
сируют патологоанатомы и причину которого, 
в основном, связывают с инфекцией и реже – с 
некоторыми вышеперечисленными неинфекци-
онными причинами (стрессорами) и которые не 

вызывают побуждения для анализа и обсуждения 
подобной фатальной ситуации. В качестве не-
посредственной причины смерти указывается, 
например, эта инфекция (не ИДС), а изменения 
в тимусе характеризуются как последняя стадия 
(V) акцидентальной инволюции, дополнительно 
сочетающаяся с кальцинатами. Иногда и с каль-
цинатами в других органах. Принципиальным 
в этих случаях является то, что не учитывается 
значимость вилочковой железы и характер па-
томорфоза в ней, не принимается во внимание 
хронологический аспект образования кальцина-
тов (а отсюда – и последующей атрофии тимуса 
и ИДС), срок образования которых составляет 
от 2 до 4 и более месяцев. А поскольку это так, 
то причину инициирующую их появление логич-
но было соотнести к более раннему сроку, чем та 
инфекция от которой ребенок экзитировал. В по-
добных клинических ситуациях в протоколах об-
следования нет декретированных показаний для 
УЗИ тимуса, и в случаях смерти атрофия тимуса, 
сочетанная с кальцинозом является патоморфо-
логической находкой. 

Еще раз необходимо подчеркнуть, что это 
очень редкая ситуация, когда подобная транс-
формация тимуса выявляется прижизненно 
(УЗ-диагностика), и в этом аспекте является по-
дозрительным тот факт, что относительно боль-
шое число таких случаев у детей 1-й группы при-
ходилось на последние 2-3 года, т. е. в период 
COVID- 19-эпидемии. И в связи с этим было про-
ведено исследование, результаты которого пред-
ставлены ниже и которое проводилось в плане 
исключения возможных причин патоморфоза 
тимуса, а также в рамках предполагаемой кон-
цепции о вероятности внутритимического ин-
фицирования (в частности COVID-19) со всеми 
вытекающими отсюда последствиями [21,  25]. 
Этому предшествовали другие исследования, це-
лью которых было не только определение нор-
мативных параметров вилочковой железы в по-
пуляции детей Кузбасса, но и диагностика риска 
развития или наличия ИДС способом выявления 
(или исключения) высокой сопряженности выше 
обозначенных УЗ-патоморфологических «на-
ходок» (микротимус+петрификаты) с «неадек-
ватным» лабораторным иммунным профилем 
(TREC и KREC) и с «неблагополучным» целена-
правленным «инфекционным» и иммуноопосре-
дованным катамнезом у исследуемых пациентов 
основной группы (1) и группы сравнения, в отли-
чие (3) от таковых детей контрольной группы (2).

Материалы и методы
Исследования проводились на базах ФГБОУ 

ВО КемГМУ Минздрава РФ г. Кемерово, 
ФГБНУ НИИ КПССЗ г. Кемерово, ГАУЗ КОКБ 



836

Rovda Yu.I. et al.
Ровда Ю.И. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

им. С.В. Беляева, АО КМСЧ «Энергетик» г. Ке-
мерово. В них включались данные целенаправ-
ленного обзора отечественной и зарубежной ли-
тературы, их анализ и обобщение.

В процессе исследования с 2010 по 2024 год 
проводилась УЗИ-верификация морфометриче-
ских параметров тимуса у 850 детей популяции 
г.  Кемерово, средний возраст которых состав-
лял 3 года 6 мес. с вариациями отклонения от 10 
до 90 процентиля ±2 года 8 мес. Из них группу 
2 (контрольную) составили 375 детей в возрасте 
от 3 до 6 лет, у которых тимус визуализировался 
как образование средней эхогенности с несколь-
ко неоднородной структурой за счет небольшого 
количества включений точечного и линейно-
го характера (которые подобным образом были 
обозначены и в крупном УЗ-исследовании тиму-
са у детей, проведенного Кузьменко Л.Г. и соавт. 
(2014) [8]), и величина которого (объем/масса) 
укладывалась в границах 10-90 процентиля, что 
составляло 21,0±11,02 см3 / 28,0±14,0  г соответ-
ственно. Критерии включения и исключения из 
исследования отчасти заимствованы у Кузьмен-
ко Л.Г. и соавт. [7]. 

Группу 1 (основную) составили 20 детей, из 
которых 15 детей (75%) имели одинаковое воз-
растное и гендерное соотношение (м:д = 1,1:1,0) с 
детьми контрольной группы (n 2) и группы срав-
нения (n 3), а остальные 5 человек (25%) имели 
более зрелый возраст (от 7 до 17 лет). Определя-
ющим критерием для формирования этой груп-
пы явилось 100%-ное наличие у них симптома 
«микротимуса» ([9], или по другим источникам – 
субатрофия, атрофия или гипоплазия [8], или 
акцидентальная инволюция IV-V степени [3]) 
при УЗ-исследовании, морфометрические харак-
теристики которого (объем/масса) были мини-
мальными и соответствовали величинам в грани-
цах менее 10-5 процентиля для данного возраста 
и пола (6,72±3,3 см3  /  9,4±4,6 г соответственно). 
Данная инволюция в 100% сочеталась с наличием 
кальцинатов (петрификатов) в паренхиме вилоч-
ковой железы, которые были множественными и 
диффузно расположенными. Среди пациентов c 
3 до 6 лет включительно (15 человек, 75%) сред-
няя масса вилочковой железы составляла 7,2  г, 
при этом в нормативном процентильном кори-
доре данного возраста масса тимуса колеблется 
от 16 до 48 г [8]. В старшей возрастной группе 
(5 человек, 25%) средняя масса тимуса составила 
3,99  г, при значениях в нормативном диапазоне 
7-29 г [8]. Петрификация также регистрировалась 
еще у 3 детей (2 ребенка (брат и сестра из двойни) 
в возрасте 3 лет и у 1 ребенка 10 лет с норматив-
ными параметрами тимуса, что явилось поводом 
для исключения их из основной группы. 

Что касается статистики, то относительный 
риск трансформации в «микротимус» (а точнее – 
в субатрофию, атрофию) у детей первой группы 
с кальцинатами в органе был очень высоким и 
равен значению 37,2, доверительный интервал 
(11,4-121,7), чувствительность – 86%, специфич-
ность – 90%. В целом следует отметить, что выше 
названная группа была сформирована из чис-
ла обследуемых детей, обращавшихся в детскую 
поликлинику (в 2023-2024 годах) с жалобами 
по поводу частых респираторных и прочих ин-
фекционных или других заболеваний (табл. 1) и 
которым с учетом информированного согласия 
родителей проводилось целенаправленное ис-
следование иммунного и прочего статуса, вклю-
чая УЗИ тимуса.

Группу 3 (сравнения) составили 30 детей того 
же в возраста от 3 до 6 лет с сопоставимым ген-
дерным соотношением с группой контроля и ос-
новной группой. Критерием отбора в эту группу 
была УЗ-морфометрическая величина (объем/
масса) тимуса менее 10-5 процентиля и кото-
рая была равна 7,5±4,1 см3 /  10,4±5,8  г соответ-
ственно. Группа формировалась из части детей 
контрольной группы с вышеуказанными пара-
метрами тимуса. Здесь нужно обозначить обра-
тимость микротимуса у детей группы сравнения, 
тогда как в основной группе этот феномен был 
стабильным. Другими отличиями от основной 
группы являлись отсутствие в паренхиме тимуса 
кальцинатов и несколько другой характер жалоб 
(в основном по поводу частых респираторных и 
прочих инфекционных или других заболеваний), 
который представлен в таблице 1 и на рисунке 1. 

Важно отметить, что характер вскармливания 
и удельный вес посещающих детское дошкольное 
учреждение детей основной, контрольной групп 
и группы сравнения был примерно одинаковым. 

Группу 4 составили 50 детей (от 1 мес. до 
3 лет), истории болезни которых демонстрирова-
ли факты вынужденной тотальной тимэктомии 
в результате оперативного лечения врожденного 
порока сердца. Практически все дети страдали 
длительной недостаточностью кровообращения 
2а-2б (т. е. находились в состоянии длительной 
гипоксии). Удаленный тимус в каждом случае 
подвергался морфологическому и гистологиче-
скому исследованию.

Сонографию тимуса и оценку результатов 
проводили согласно данным Кузьменко Л.Г. и со-
авт. (2002, 2014) [8, 10]. 

У детей был выполнен забор периферической 
крови, которая наносилась на фильтры Perkin 
Elmer 226 Guthrie cards (Perkin Elmer Health 
Sciences, США). Гатри-карты до использования 
хранились при комнатной температуре в лабо-
ратории генетики КемГУ. Выделения ДНК вы-
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Рисунок 1. Процент частоты выявления в катамнезе клинических синдромов и нозологий у детей 3-6 лет (1-3-й 
групп) в зависимости от нормоморфоза, патоморфоза тимуса
Примечание. 1 – основная группа, 2 – контрольная группа, 3 – группа сравнения.
Figure 1. The percentage of frequency of detection in follow-up of clinical syndromes and nosologies in children 3-6 years old 
(groups 1-3) depending on the normal pathomorphosis of the thymus.
Note. 1, main group; 2, control group; 3, comparison group.
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полняли из 6 дисков по 3 мм (примерно 20 мкл 
крови) с использованием реактивов, разработан-
ных в Институте химической биологии и фун-
даментальной медицины Сибирского отделения 
Российской академии наук (ИХБФМ СО РАН 
г.  Новосибирск), по прилагаемым инструкци-
ям. Количественное определение TREC, KREC 
было проведено с помощью мультиплексной 
тест-системы, разработанной в Институте хими-
ческой биологии и фундаментальной медицины 
Сибирского отделения Российской академии 
наук (ИХБФМ СО РАН г. Новосибирск). Набор 
реагентов адаптирован для проведения qPCR на 
приборе CFX96 (Bio-Rad Laboratories, США).

Результаты
В настоящем исследовании были представле-

ны результаты сравнительного изучения катам-
неза детей трех групп, отличающихся характером 
морфометрических (морфологических) измене-
ний в тимусе (рис. 1, табл. 1).

По данным, полученным в ходе статистиче-
ского анализа (табл. 1), наиболее высокий от-
носительный риск (110, 091 ДИ (14,8-817,095)) 
в реализации наиболее частой (более 8 раз в год) 

заболеваемости ОРВИ наблюдается у детей 1-й 
группы с выявленным кальцинозом и субатро-
фией, атрофией вилочковой железы сравнении 
с контрольной группой (n 2). Также эти дети 
имеют значительно более высокие риски забо-
леваемости острой кишечной инфекцией (15,7 
ДИ (6,3-39)) и наличия селективного дефици-
та иммуноглобулина А (14,8 ДИ (4,8-45,3)). В 
меньшей степени, но статистически значимо 
дети 1-й группы были отягощены риском более 
частых проявлений бронхообструктивного син-
дрома / бронхиальной астмы (8,3 ДИ (3,2-21,7)), 
иммуноопосредованных заболеваний (АИТ, 
СД и т. д) (7,3 ДИ (1,9-27,3)), пневмонии (5,167 
ДИ (1,5-16,7)), атопического дерматита (5,1 ДИ 
(1,5-16,7)), кандидоза слизистых оболочек (3,65 
(1,1-12,1)), катарального и гнойного отита (3,6 
ДИ (1,3-9,8) и 1,7 ДИ (0,4- 7,2) соответственно); 
возобновлением повторных эпизодов ветряной 
оспы (9,8 ДИ (2,8-34,4)). Такие заболевания, как 
лямблиоз, афтозные и (или) герпетические про-
явления на коже и слизистых имели риск реали-
зации не чаще, чем у детей контрольной группы. 

Дети 3-й группы (группа сравнения) с микро-
тимусом (гипоплазией или субатрофией), но без 
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проявлений кальциноза в сравнении с группой 2 
(контроля), также имеют повышенный риск раз-
вития большинства вышеперечисленной патоло-
гии, что является основанием для статистическо-
го сравнительного сопоставления с аналогичным 
показателем детей основной группы (n 1) (рис. 2). 
Риск реализации такой патологии, как гнойный 
отит, лямблиоз, атопический дерматит, селектив-
ный дефицит IgА у детей 3-й группы был не выше 
детей контрольной группы (n 2).

Необходимо сделать акцент на том, что по 
полученным данным, дети 1-й группы по срав-
нению с 3-й группой имеют статистически бо-
лее высокий относительный риск реализации 
тех заболеваний, которые также значимо пре-
обладали в последней группе по отношению к 
контролю (n 2), а именно: ОРВИ более 8 раз в 
год – 13,391 ДИ (1,9-93), (хи-квадрат – 16, при 
p < 0,001), острая кишечная инфекция (7,5 ДИ 
(3,7-15,2)), бронхиальная астма/обструктивный 
бронхит (5,1 ДИ (2,6-10)), пневмония (4,5 ДИ (2-
9,9)), иммуноопосредованные состояния (3,5 ДИ 
(1-12,4)), гнойный и катаральный отит (1,97 ДИ 
(0,88-4,45)) и (1,5 ДИ (0,7-3,5)) соответственно; 
кандидоз слизистых оболочек (1,6 (0,6-4,1)), воз-

обновление повторных эпизодов ветряной оспы 
(1,5 ДИ (0,5-4,6)). И если риск развития таких за-
болеваний, как гнойный отит, атопический дер-
матит, селективный дефицит IgAв третьей группе 
был не выше, чем у детей популяции (группа 2), 
то в первой группе он также достоверно домини-
ровал над ними.

В изучаемом статусе 5 детей 1-й группы, воз-
раст которых был от 7 до 17 лет, имелись также 
критически низкие морфометрические параме-
тры вилочковой железы (микротимус) и ее суще-
ственная петрификация. И если анализировать 
из катамнеза весь спектр фиксированных заболе-
ваний, указанных в таблице 1, на рисунках 1,  2, 
то такие заболевания, как ОРВИ (более 8 раз в 
году), бронхиальная астма, пневмония, иммуно-
опосредованная патология имели риск реализа-
ции в этой подгруппе в 7-14 раз чаще в сравнении 
с контрольной группой. Таким образом, вся ос-
новная группа (от 3 до 17 лет) была скомпромети-
рована не только стабильным негативным пато-
морфозом тимуса (микротимус+петрификация), 
но и избыточной инфекционной и имммуноо-
посредованной заболеваемостью, что с высокой 
степенью вероятности может являться критерием 

Рисунок 2. Относительный риск (Rn1/Rn3) выявления в катамнезе клинических синдромов и нозологий у детей 
3-6 лет (1-й и 3-й групп) в зависимости от нормо,-патоморфоза тимуса
Примечание. ОРВИ – острая респираторная вирусная инфекция; брохообструктивный синдром – бронхиальная астма / 
обструктивный бронхит; ОКИ – острая кишечная инфекция; АтД – атопический дерматит.
Figure 2. Relative risk (Rn1/Rn3) of identifying clinical syndromes and nosologies in follow-up in children 3-6 years old (groups 1 
and 3) depending on the normal pathomorphosis of the thymus
Note. ARVI, acute respiratory viral infection; broch-obstructive syndrome, bronchial asthma/obstructive bronchitis; AII, acute intestinal infection; 
ATD, atopic dermatitis.
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ИДС у них с неблагоприятным в будущем про-
гнозом.

С целью уточнения причин кальциноза и су-
батрофии, атрофии ткани вилочковой железы у 
детей 1-й группы, анализ анамнестических дан-
ных и оценка предшествующих перенесенных 
инфекций была сделана с акцентом на заболевае-
мость COVID-19. Если оценивать антенатальный 
период всех детей этой группы, то у большинства 
пациентов не было выявлено отягощающих фак-
торов в это время, но 3 детей были зачаты путем 
экстракорпорального оплодотворения (13,%), 
в двух случаях беременность протекала на фоне 
коронавирусной инфекции (10%), в одном случае 
мать пациентки имела сахарный диабет 1-го типа 
(5%). Все исследуемые дети родились доношен-
ными. Из 20 детей 1-й группы, с субатрофией, 
атрофией и петрификацией вилочковой железы, 
у 15 человек (75%) коронаровирусная инфекция 
была документирована по амбулаторным картам 
и из бесед с родителями или в ходе исследования 
путем выявления титра IgG к COVID-19. В кон-
трольной группе (n 2) из 21 ребенка (метод слу-
чайной выборки) от 3 до 17 лет, регистрировалось 
5 (24%) документированных случаев перенесен-
ного COVID-19 (χ2 = 10,74 p = 0,002), среди них, 
1 ребенок с относительно малыми размерами ти-
муса без наличия петрификатов. Учитывая столь 
явное статистическое преобладание коронарови-
русной инфекции у детей 1-й группы в прошлом, 
в период заболевания у них не исключена и ин-
тратимическая инвазия вируса SARS-CoV-2 с по-
следующим патоморфозом вилочковой железы 
(субатрофия, атрофия + петрификация). 

 Чтобы поставить значимую точку в дискуссии 
о взаимосвязи морфологии и функции органов, 
о наличии иммунодефицита, было решено сопо-
ставить катамнез и уровни его сопряженности с 
тимопоэтической функцией (по концентрации 
копий TREC в ядросодержащих клетках крови в 
«сухом пятне») у детей, которые имели как кри-
тическую инволюцию (микротимус) с петрифи-
кацией (n 1), так и нормальную структуру органа 
(n 2). 

В иммунном профиле 10 детей (от 3 до 6 лет) 
основной группы (n 1), среднее количество копий 
TREС (в 105 ядросодержащих клеток из образцов 
сухой капли крови) было существенно ниже та-
кового 30 детей (n 2) контрольной группы (449,4 
против 1267; χ2 = 7,4, при p < 0,05). Количество 
копий KREС в 105 аналогичных клеток было 
примерно равным (907 против 1005; χ2 = 2,1, при 
p < 0,05). Столь выраженное снижение количе-
ства TREС в образцах сухой капли крови явля-
лось дополнительным аргументом в пользу на-
личия высокого риска ИДС (в большей степени 
клеточного звена) детей основной группы (n 1).

Если по данным большинства источников 
причиной столь глубокой и необратимой инво-
люции тимуса (его атрофия + кальцификация) 
является запредельный по силе или времени фак-
тор (стрессор), то в клинической практике долж-
ны быть подобные примеры, которые можно 
было обобщить либо подвергнуть исследованию. 
В настоящем исследовании приводится анализ 
историй болезни 50 детей раннего возраста (от 1 
мес. до 3 лет) (n 4), подвергшихся вынужденной 
тотальной тимэктомии в результате оперативного 
лечения врожденного порока сердца. Практиче-
ски все дети страдали относительно длительной 
недостаточностью кровообращения 2а-2б (т. е. 
находились в состоянии длительной гипоксии), 
что являлось экстремальной стрессовой нагруз-
кой на органы, в том числе и на тимус. При мор-
фологическом и гистологическом исследовании 
удаленного тимуса фиксировали как нормальную 
величину и массу, так и тимомегалию и крити-
чески низкие его параметры. Количество детей, 
у которых морфологи регистрировали субатро-
фию, атрофию тимуса, было равно 15 (30%), но 
ни в одном из них не было случаев петрифика-
ции. В данном случае это иллюстрация, противо-
речащая представлению о том, что любая неин-
фекционная экстремальная стрессовая ситуация 
(в данном случае длительная гипоксия) – почти 
обязательное условие развития субатрофии, атро-
фии тимуса с сочетанной его петрификацией. 

Обсуждение
Все выше представленные результаты сви-

детельствуют о высокой степени иммунной не-
достаточности (в большей степени комбини-
рованной), которая наиболее демонстративно 
проявляется у детей первой группы с критично 
малыми размерами тимуса и его петрификацией. 
Это проявляется статистически значимым бо-
лее частым возникновением широкого спектра 
нозологий, клинических синдромов, связанных 
как с вирусной, так отчасти с бактериальной и 
грибковой инфекцией, с иммуноопосредован-
ными состояниями в сравнении с таковыми у де-
тей как контрольной группы, так и детей, тимус 
которых также имел низкие морфометрические 
параметры, но без кальцификации. У последних, 
перечень вышеобозначенных патологических со-
стояний (кратность которых тоже выше популя-
ционной) был на треть меньше; реже, чем у детей 
1-й группы, возникали заболевания, обуслов-
ленные бактериальной и грибковой инфекцией. 
Представленные клинические «параллели» у де-
тей исследуемых групп в определенной степени 
могут отражать выраженность и глубину морфо-
логических изменений в тимусе. Логично пред-
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полагать, что степень патоморфоза вилочковой 
железы и недостаточности иммунного обеспе-
чения в третьей группе были выражены в мень-
шей степени, поскольку в ее паренхиме не было 
признаков кальцификации как в первой груп-
пе и патологические клинические проявления 
были более редкими и менее выражены. В пользу 
этого предположения свидетельствует и восста-
новление размеров и массы вилочковой железы 
до нормативных по результатам повторного УЗ-
исследования (спустя 1-2 месяца) у трети иссле-
дуемых детей третьей группы. В совокупности это 
может отражать более функциональный характер 
процессов в вилочковой железе, который обозна-
чается во многих отечественных источниках как 
акцидентальная (стрессзависимая) инволюция 
с очень высокими шансами на восстановление. 
Напротив, у детей первой группы (у которых на-
личие микротимуса сочеталось с его кальцифи-
кацией) при повторном УЗ-исследовании об-
ратной восстановительной динамики со стороны 
морфометрических параметров органа не наблю-
далось.

Учитывая значительное преобладание случа-
ев заболевания коронаровирусной инфекцией у 
детей 1-й группы и явное учащение случаев при-
жизненной диагностики (УЗ-исследование) зло-
качественного патоморфоза тимуса (субатрофия, 
атрофия + петрификация) в период COVID-19-
эпидемии, не исключена его зависимость от вну-
тритимического инфицирования вирусом SARS-
CoV-2. Также выраженное снижение количества 
TREС (в образцах сухой капли крови) по отно-
шению к группе контроля являлось дополнитель-
ным аргументом в пользу наличия высокого ри-
ска ИДС (в большей степени клеточного звена) у 
детей основной группы (n 1).

Исходя из обзора целенаправленного спи-
ска литературы, складывается убеждение, что из 
многих факторов, вызывающих акцидентальную 
инволюцию вплоть до кальцификации и атро-
фии тимуса (особенно у детей грудного, раннего 
возраста, отчасти дошкольного), доминирую-
щее положение занимает инфекция. Об этом в 
определенной степени могут свидетельствовать 
результаты фиксирующие отсутствие петрифи-
кации в субатрофичных, атрофичных тимусах 
детей, подвергшихся воздействию длительного 
стрессового неинфекционного фактора – гипок-
сии (проявления НК 2а-2б), которым была про-
ведена вынужденная тимэктомия при операции 
на порочном сердце. Возможно, в этом процессе 
могут быть задействованы другие причины, ско-
рее всего инфекция и (или) конституция.

В нашем представлении инфекция – это наи-
более частая причина, встречающаяся в перечне 
и природе выше перечисленных патологиче-

ских состояний (или неинфекционных стрессо-
ров), которые имеют более объективный анам-
нез, историю и стадии развития. Инфекция же 
может иметь различное течение (в том числе 
латентное), начало которой может быть неиз-
вестным, а исход – непредсказуемым (фиброз, 
кальцификация, генерализация, тромбоз; в част-
ности – постковидный синдром и т. д.). Процесс 
кальцификации тканей (в нашем случае – при 
инфекции) может иметь разную степень интен-
сификации и распространения (иногда вне за-
висимости от активности основного процесса), 
а также – хронологическую составляющую, за-
нимающую по времени (до момента возможной 
идентификации) от 2-4 месяцев и более. Данное 
обстоятельство может затруднять диагностику 
начала необратимых инволютивных процессов в 
тимусе, связанных как с течением инфекционно-
го процесса (в том числе в самом органе), так и 
развитием его кальцификации. Поэтому клини-
чески значимое ИДС в виде тяжело протекающей 
локальной инфекции или сепсиса может про-
явиться в достаточно отсроченном отрезке вре-
мени от момента первичного инфицирования и 
повреждения тимуса и иметь совершенно другую 
адгезивную флору и (или) системную гемокуль-
туру, т. е. тогда, когда уже определилась критично 
низкая величина массы вилочковой железы, не 
способной осуществлять свои непосредствен-
ные функции и компенсаторную пролиферацию. 
Принципиально важно в случаях летального ис-
хода у детей такой же возрастной группы прово-
дить ретроспективный анализ медицинской до-
кументации с целью выяснения причины смерти 
(в первую очередь ИДС) и связи ее с инволютив-
ными изменениями в вилочковой железе (до ста-
дии субатрофии, атрофии с сочетанной петрифи-
кацией) с большой вероятностью обусловленных 
перенесенной ранее инфекцией (за несколько 
месяцев, а может быть, и лет до момента смерти) 
либо актуальной инфекцией на момент смерти, 
в том числе с внутритимической локализаци-
ей, либо другими причинами неинфекционного 
происхождения. Большое значение имеет ин-
формация о наличии сочетанных петрификатов 
в других органах и определение инфекционных 
возбудителей в самом тимусе. Случаи выявления 
корреляционной связи между фатальным (ле-
тальным) исходом (вследствие развития генера-
лизованной инфекции – сепсиса, или локальной 
инфекции с тяжелыми необратимыми осложне-
ниями) и критичной инволюцией тимуса (атро-
фия, акцидентальная инволюция IV-V cтадии) 
с сочетанной кальцификацией могут являться 
достаточным аргументом в пользу выше пред-
ставленных версий: наличия ИДС и причины его 
проявления. Но в реальной врачебной практике 
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у детей с подобной угрожающей клинико-мор-
фологической ситуацией целенаправленное УЗИ 
тимуса и иммунный профиль крови зачастую 
не проводятся, в анализируемых посмертных 
эпикризах историй болезни, так же как и в про-
токолах патоморфологического исследования, 
диагноз «иммунодефицитное состояние» не вы-
ставляется либо выставляется как «фоновый диа-
гноз – акцидентальная инволюция тимуса»; при 
аутопсии целенаправленно не определяется ин-
фекционная флора в ткани тимуса.

В качестве демонстрации такого предположе-
ния приводятся ниже 2 клинических примера. 

Клинический случай 1
Ребенок 4 лет, из тройни, несколько понижен-

ного питания. Из диспансерной группы часто и 
длительно болеющих инфекционными заболе-
ваниями (преимущественно ОРВИ), которые 
по данным амбулаторной карты и анамнеза ре-
гистрировались в среднем 10 и более случаев в 
год. Из них вирусной этиологии – свыше 30 раз 
(из них 1 раз COVID-19); бактериальной этио-
логии – 4 случая (3-кратно – острый тонзиллит, 
1 – дакриоцистит), случаев грибковой этиоло-
гии – 3 (рецидивирующий кандидоз слизистых 
оболочек ротовой полости). Средняя продолжи-
тельность заболеваний составила 20 дней, Сроч-
ная госпитализация потребовалась в 8 случаях в 
связи с судорожным (5 случаев), бронхообструк-
тивным синдромами (3 случая). Несколько раз 
проводилось лечение антибиотиками. Исходя 
из этих данных, пациента отнесли к группе ри-
ска с предполагаемого ИДС. Следующим этапом 
диагностики являлось проведение сонографии 
вилочковой железы, при которой были обнару-
жены ее критично низкие масса (3,4 г) и объем 
(2,5 см3) по отношению к референсным значе-
ниям таковых (масса 16-48 г, объем 9,2-15,2 см3) 
для детей данной возрастной группы. Паренхи-
ма тимуса на всем протяжении была диффузно 
импрегнирована гиперэхогенными включения-
ми – кальцинатами. Концентрация TREC в 105 
ядросодержащих клеток из образцов сухой капли 
крови равнялась 421 копии и была значительно 
ниже, чем в группе сравнения – 1267 копий. Дан-
ный результат также являлся поводом для пред-
положения ИДС. При сборе анамнеза и изучении 
медицинских документов двух других сибсов, их 
инфекционная заболеваемость укладывалась в 
средние значения по региону и настороженности 
не вызывала. Никаких патологических измене-
ний на УЗИ тимуса обнаружено не было. Таким 
образом, в представленном случае определялись 
3 «формализованных маркера» (высокая соче-
танная инфекционная заболеваемость, наличие 
субатрофии, атрофии тимуса с петрификацией, 
низкая концентрация TREC в 105 ядросодержа-

щих клеток из образцов сухой капли крови) вы-
соковероятного ИДС. В настоящее время прово-
дится дообследование и реабилитация. 

Клинический случай 2
Ребенок Ч.М., в возрасте 4 месяца 15 дней, 

заболел со слов матери ОРВИ, протекающей с 
фебрильной лихорадкой и с синдромом брон-
хобструкции, по поводу которых поступил в 
местный стационар практически на 2-й день за-
болевания, где оказывалась патогенетическая и 
симптоматическая терапия + антибиотик (ам-
пициллин). На 5-й день заболевания по настоя-
нию матери выписан из отделения с нормальной 
температурой тела, но ингаляции с пульмикор-
том продолжались в амбулаторных условиях. 
На 3-й день от момента выписки вновь реци-
див лихорадки и нарастание тяжести бронхооб-
структивного синдрома + появление симптомов 
ларинготрахеита. Резкая динамика нарастания 
тяжести заболевания послужила поводом для 
госпитализации в этот же день в специализиро-
ванное детское отделение раннего возраста ГАУЗ 
областной клинической больницы г. Кемерово, 
где выставлен предварительный диагноз «по-
лисегментарная пневмония» (подтвержденная 
рентгенологически), острый стенозирующий 
ларинготрахеит. Тяжесть состояния потребовала 
перевод в этот же день в отделение реанимации 
и интенсивной терапии и оказания медицинской 
помощи по протоколу токсико-септической бак-
териальной инфекции + посиндромная терапия 
ларинготрахеита и бронхообструкции и т. д. На 
2-й день госпитализации переведен на управ-
ляемое дыхание в связи с нарастанием тяжести 
состояния из-за дыхательной недостаточности. 
Появились признаки полиорганной недостаточ-
ности, ДВС, транслокации инфекции (энтеро-
колит), рефрактерности к проводимой антибак-
териальной терапии широкого спектра действия. 
Столь стремительное развитие вышеперечис-
ленных синдромов послужило поводом для по-
становки диагноза «сепсис» на фоне ИДС с со-
ответствующей коррекцией медикаментозной 
терапии. Несмотря на проводимые лечение, на 
3-й день госпитализации ребенок экзитировал. 
При аутопсии, патологоанатомами был установ-
лен основной диагноз «острая генерализованная 
вирусно-бактериальная инфекция (сепсис), сте-
нозирующий ларинготрахеит, умеренный энте-
роколит, миозит задней перстнечерпаловидной 
мышцы, очагово-сливная бронхопневмония, 
серозный менингоэнцефалит, серозный интер-
стициальный миокардит, серозный перикар-
дит». Осложнение: ДВС-синдром, отек головно-
го мозга. При посмертном бактериологическом 
исследовании выявлены комбинации E. Coli, 
Str. viridans, Candida spp, Kl. pneumoniae в тканях 
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головного мозга, легких, кишечника. Помимо 
этого, при макроскопическом исследовании и 
гистологии внутренних органов было установ-
лено, что ребенок имеет признаки акциденталь-
ной инволюции вилочковой железы 5-й степени 
(субатрофия, атрофия), а именно, крайне малые 
морфомерические параметры, равные объему в 
4,5 см3 и массе 6,0 г (при средней массе у детей 
данной возрастной группы 10-12 г), тельца Гас-
саля многочисленные, кистозно расширенные, 
слоистые с мелкими фокусами кальциноза. Кро-
ме того, выявлены рассеянные мелкие фокусы 
кальциноза в мягких оболочках головного мозга. 
При анализе данных анамнеза жизни никаких 
отягчающих обстоятельств в антенатальном пе-
риоде и на всем протяжении жизни выявлено не 
было, за исключением перенесенной ОРВИ-ин-
фекции на 2-м месяце жизни без видимых внеш-
не клинических последствий. На патолого-ана-
томической конференции был сделан вывод о 
том, что ребенок имел тяжелый комбинирован-
ный иммунодефицит, связанный с выраженной 
атрофией тимуса вследствие импрегнации соля-
ми кальция всей паренхимы железы. На наличие 
тяжелого комбинированного иммунодефицита 
указывает необратимая критически низкая вели-
чина массы и объема тимуса (с наличием петри-
фикатов), и фактор фатальной генерализации 
инфекции (сепсис). Учитывая данные о среднем 
сроке формирования кальцинатов в течение 2-4 
месяцев и более, высказаны предположения о 
перенесенной инфекции внутриутробно или за 
несколько месяцев до настоящего заболевания, 
которая в том числе имела внутритимическую 
локализацию и локализацию в оболочках го-
ловного мозга. Инфекция, диагностируемая в 
стационаре, приобрела характер смешанной и 
генерализованной уже на фоне формирующего-
ся иммунодефицита, нарастающего параллельно 
инволютивным процессам в вилочковой железе. 
Диагноз «ИДС» патологоанатомами поставлен 
не был, хотя регистрировались ими все выше 
обозначенные маркеры. Посев ткани тимуса на 
флору не осуществлялся. Таким образом, дан-
ный пациент имел 2 больших формализованных 
критерия (субатрофию, атрофию тимуса с петри-
фикацией и наличие фатальной генерализован-
ной инфекции – сепсиса, что соответствовало 
определенному ИДС. 

Заключение
В связи с высокой вероятностью развития у 

детей крайне неблагоприятного исхода тяжело и 
(или) длительно протекающих инфекционных за-
болеваний (вплоть до сепсиса) с целью исключе-
ния вторичного ИДС показано УЗ-исследование 
тимуса (сонографию) для выявления его крити-
чески низких морфометрических параметров 
(соответствующим понятию субатрофия, атро-
фия) и его петрификации. 

Считаем необходимым сонографию тимуса 
включить в декретированный список обследова-
ния детей с кратностью 1 раз в 2 года. 

Рекомендуем обязательную сонографию тиму-
са спустя 2-3 месяца от момента выздоровления 
от тяжелой инфекции (в том числе COVID-19); 
при резком похудании, химиотерапии, избы-
точной лучевой нагрузке, тубинтоксикации, 
длительной гипоксии, тубинфицировании, он-
кологии и при действии других «запредельных 
стрессоров». При выявлении критически малых 
морфометрических параметров тимуса (масса/
объем) относительно его нормативных величин 
для данного возраста, необходимо повторное ис-
следование через 2-3 месяца. При обнаружении 
отсутствия динамики или прогрессирования су-
батрофии, атрофии (микротимуса), тем более 
наличии петрификатов в паренхиме, показано 
клиническое обследование, включая полный им-
мунный профиль пациента для исключения ИДС 
и его причин. 

В случае смерти детей от инфекционных за-
болеваний, аутоиммунных, эндокринных, врож-
денных аномалий, и других выше обозначенных 
па то логических состояниях, патоморфологу оце-
нивать и описывать состояние тимуса (массу, 
объем, структуру, оценку степени лимфатизации 
органа, наличие петрификатов, определение ми-
крофлоры в ткани органа, в том числе методом 
ПЦР), в том числе петрификаты в других орга-
нах – для более точной диагностики ИДС как од-
ной из основной причины смерти. При наличии 
петрификатов в субатрофичном, атрофичном 
тимусе для исключения ИДС ретроспективно 
оценивать присутствие в катамнезе (истории бо-
лезни и других сопутствующих медицинских до-
кументах) информации о перенесении ранее тя-
желых инфекционных заболеваний (в том числе 
COVID-19), выше представленных неинфекци-
онных заболеваний и данных иммунологическо-
го обследования (если такое проводилось). 
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ВЛИЯНИЕ ОКИСЛИТЕЛЬНОГО СТРЕССА НА АКТИВНОСТЬ 
КИНАЗЫ mTOR В CD4+Т-ЛИМФОЦИТАХ ПРИ 
АУТОИММУННОМ ТИРЕОИДИТЕ
Бурцева А.В.1, Тихонова А.Н.1, Афанасьева З.А.2, Абрамова З.И.1
1 ФГАОУ ВО «Казанский (Приволжский) федеральный университет», г. Казань, Республика Татарстан, Россия  
2 Казанская государственная медицинская академия – филиал ФГБОУ ДПО «Российская медицинская 
академия непрерывного профессионального образования», г. Казань, Республика Татарстан, Россия

Резюме. В настоящее время при изучении аутоиммунных процессов стали обращать внимание на 
специфические процессы, в которых участвуют митохондрии: это нарушение внутриклеточной пере-
дачи сигналов, включая генерацию активированных кислородных метаболитов и выход из митохон-
дрий в цитоплазму белков, активирующих процесс апоптоза. Эти функции митохондрий, как правило, 
связаны с нарушением их биоэнергетических функций и избыточной продукцией Н2О2. В настоящее 
время активно развивается новое направление – участие митохондрий в иммунном ответе. Поэтому 
целью данного исследования было изучение динамики факторов апоптоза и аутофагии, связанных с 
митохондриями CD4+Т-клеток при аутоиммунном тиреоидите. Работа выполнена на CD4+Т-клетках, 
полученных от пациентов с АИТ и здоровых доноров методом магнитной сепарации. Для оценки 
программируемой клеточной гибели I и II типа использовали метод проточной цитометрии. Для ана-
лиза белков-маркеров аутофагии – p62, LC3I/II, киназы mTOR и регулятора апоптоза Bcl-2 в CD4+Т-
лимфоцитах пациентов и здоровых доноров использовали вестерн-блоттинг. Состояние митохондрий 
в CD4+Т-лимфоцитах оценивали методом конфокальной микроскопии. На экспериментальной мо-
дели в условиях возрастания перекиси Н2О2 мы показали, что АФК активируют LC3-белок в клетках 
пациентов с АИТ и накапливается аутофагический белок-адаптер р62, который регистрируется на 
внешней митохондриальной мембране. Установлен повышенный уровень митофагосов в CD4+Т-
клетках пациентов с АИТ. На основе полученных данных можно предположить, что Н2О2 вызывает 
активацию митофагии в CD4+T-лимфоцитах пациентов с АИТ, а развитие ОС при избыточной про-
дукции АФК приводит к необратимым повреждениям митохондрий, которые приводят к снижению 
апоптотической активности и, как следствие, развитию вторичного некроза CD4+Т-лимфоцитов при 
АИТ, делая их цитотоксическими. Накопление таких клеток в ткани ЩЖ может приводить к нару-
шению апоптоза в тироцитах и, как следствие, ко вторичному некрозу. Результат – развитие аутоим-
мунного ответа. Полученные данные требуют дополнительных исследований, т. к. выявление в крови 
пациентов с АИТ CD4+Т-лимфоцитов, склонных к апоптозу или к некрозу, может использоваться как 
диагностический критерий прогноза воспалительного процесса.

Ключевые слова: окислительный стресс, mTOR, CD4+Т-лимфоцит, митофагия, аутоиммунном тиреоидит
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INFLUENCE OF OXIDATIVE STRESS ON THE ACTIVITY OF 
mTOR KINASE IN CD4+T LYMPHOCYTES IN AUTOIMMUNE 
THYROIDITIS
Burtseva A.V.a, Tikhonova A.N.a, Afanasyeva Z.A.b, Abramova Z.I.a
a Kazan (Volga Region) Federal University, Kazan, Republic of Tatarstan, Russian Federation  
b Kazan State Medical Academy, Branch of Russian Medical Academy of Continuous Professional Education, Kazan, 
Republic of Tatarstan, Russian Federation

Abstract. Current studies of autoimmunity processes are addressing specific processes involving mitochondria, 
i.e., altered intracellular signaling including the generation of ROS and release of proteins from mitochondria to 
the cytoplasm, thus activating apoptosis. These functions of mitochondria are usually associated with disturbed 
bioenergetic functions and excessive production of H2O2. Currently, a new area is actively developing, i.e., 
potential participation of mitochondria in the immune response. Therefore, the aim of the present study was 
to evaluate the dynamics of apoptosis factors and autophagy associated with mitochondria of CD4+T cells in 
autoimmune thyroiditis (AIT). The study was performed with CD4+T cells of AIT patients and healthy donors 
obtained by magnetic separation. Apoptosis and autophagy were assessed by flow cytometry. Western blotting 
was used to analyze autophagy marker proteins (p62, LC3I/II, mTOR kinase), and apo ptosis regulator Bcl- 2 
in CD4+T lymphocytes of the patients and donors. The state of mitochondria in CD4+T lymphocytes was 
assessed by confocal microscopy. Using an experimental model with increased H2O2, we showed that ROS 
activate LC3 protein in cells of patients with AIT along with accumulation of autophagic adapter protein p62, as 
registered on the outer mitochondrial membrane. An increased level of mitophagoses was found in CD4+T cells 
from the AIT patients. On the basis of these data, one may assume that H2O2 causes activation of mitophagy 
in CD4+T cells of patients with AIT, and the development of oxidative stress with excessive production of 
ROS leads to irreversible damage to mitochondria, which causes a decreased apoptotic activity followed by 
development of secondary necrosis of CD4+T lymphocytes in AIT, making them cytotoxic. Accumulation of 
such cells in the thyroid tissue may lead to impaired apoptosis in thyrocytes and, as a consequence, to secondary 
necrosis, thus resulting in development of autoimmune response. The obtained data require additional studies, 
since the detection of CD4+T lymphocytes prone for apoptosis or necrosis in patients with AIT may be used as 
a diagnostic criterion for prediction of inflammatory conditions. 

Keywords: oxidative stress, mTOR, CD4+T lymphocyte, mitophagy, autoimmune thyroiditis

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке Российского научного фонда (проект 
№ 23-25-00443).

Введение
В 1912 году японский хирург Х. Хашимото 

описал аутоиммунный тиреоидит (АИТ), и, не-
смотря на более чем 100-летнюю историю изуче-
ния фундаментальных закономерностей разви-
тия аутоиммунных патологий, проблема остается 
актуальной. По статистике ежегодная заболевае-
мость болезнью Хашимото составляет около 2%. 
Поэтому важно создавать системы прогнозиро-
вания данных расстройств в семьях и популяции 
в целом, их предотвращения, раннего выявления 
и эффективной коррекции. По мнению авто-
ра [14], «требуется использование новых дости-
жений в иммунологии, молекулярной генетике 
и клеточной биологии. Принимая во внимание 
современную концепцию «сигнального заболе-
вания» в составе мультиорганного аутоиммун-
ного синдрома … следует использовать аутоим-

мунные заболевания щитовидной железы (АИЗ 
ЩЖ), в первую очередь АИТ, для расширенного 
диагностического поиска новых патологических 
состоя ний – компонентов синдрома». 

Итак, заболевания ЩЖ, включая аутоиммун-
ные заболевания, нарушения функции ЩЖ и но-
вообразования, остаются серьезной социальной 
проблемой с быстро растущей распространен-
ностью заболевания среди населения, что связы-
вают с окислительным стрессом (ОС) [29]. Уста-
новлено, что активные формы кислорода (АФК) 
являются основным проявлениям ОС в биологи-
ческих системах, и их продукция может преодо-
леть антиоксидантную защиту, в конечном итоге 
приводя к повреждению клеток, апоптозу и смер-
ти [13]. Данные клинических исследований ука-
зывают на то, что баланс между окислителями и 
антиоксидантами смещен в сторону окислитель-
ной активности у пациентов с АИТ, что позволи-
ло считать ОС ключевым событием в патофизио-
логии заболевания, независимо от функции ЩЖ. 
Исследования на моделях животных (мыши 
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NOD.H2h4) подтверждают, что накопление АФК 
в ЩЖ играет роль как в инициировании, так и 
прогрессировании заболевания [19].

Дисбаланс между оксидантами и антиокси-
дантами наблюдается на разных стадиях и при 
разных типах заболевания. ЩЖ, как часть эн-
докринной системы, использует свободные ра-
дикалы (АФК) для выработки гормонов. Клетки 
ЩЖ выделяют ферменты, катализирующие ге-
нерацию АФК. Нарушения баланса производства 
и разрушения АФК приводят к накоплению в 
клетке молекул с высоким окислительным по-
тенциалом. Вследствие высокой реакционной 
способности АФК могут окислять и повреждать 
различные компоненты клетки, что является 
причиной развития ОС [43]. 

В патогенезе АИТ рассматривают несколько 
возможных механизмов, но наибольшее значе-
ние отводится клеточному звену иммунитета [11, 
19, 39]. Например, из-за генетически обуслов-
ленного дефекта избыточно стимулированные 
CD4+Т-лимфоциты начинают принимать клетки 
ЩЖ за патогены, атакуют и разрушают их путем 
апоптоза. В свою очередь, в норме Н2О2 высту-
пает эффективным индуктором апоптоза, позво-
ляющим выявить и элиминировать популяцию 
клеток с ослабленным антиоксидантным потен-
циалом и клеток, предрасположенных к генети-
ческим повреждениям, относительно безвред-
ным для организма. По мнению авторов [47], для 
иммунной системы важно распознавание и ответ 
на сигналы опасности, образующиеся в результа-
те повреждения клеток, а не выяснение различий 
между «своим и чужим», поэтому особое внима-
ние стали уделять исследованиям эндогенных 
механизмов антиоксидантной защиты, в числе 
которых рассматривается аутофагия [23].

Аутофагия – основа негативной селекции ау-
тореактивных Т-клеток. В работе Walsh C.M., 
Edinger A.L. (2010) показано, что блокирование 
гена аутофагии Atg5 приводило к аутоиммунному 
CD4+Т-клеточному пролиферативному заболе-
ванию мышей [52] и накоплению апоптотических 
CD4+ и CD8+Т-клеток. В другой работе [38] было 
показано, что дефицит аутофагии в Т-клетках пе-
риферической крови вызывал ускоренную кле-
точную смерть наивных, но не Т-клеток памяти, 
что связывали с продукцией супероксидных ани-
онов при активации наивных Т-клеток. Процесс 
аутофагии включает захват субстратов в аутофа-
госомы, которые впоследствии доставляются в 
лизосомы для ферментативного расщепления и 
переработки метаболических предшественни-
ков. В норме АФК активируют аутофагию, кото-
рая облегчает клеточную адаптацию и уменьшает 
окислительное повреждение за счет деградации 
и переработки внутриклеточных поврежден-
ных макромолекул и дисфункциональных орга-
нелл [34]. Т. е. важной функцией аутофагии яв-

ляется изоляция поврежденных митохондрий 
(мтХ), генерирующих супероксидные анионы, 
как источник стресса и повреждения вплоть до 
апоптоза самой клетки [2]. С другой стороны, 
удаление поврежденных мтХ с помощью мито-
фагии исключительно важно для защиты клеток 
от ОС и нарушений метаболизма [3]. 

Вопрос о соотношении основных механизмов 
клеточной смерти при изучении аутоиммунной 
патологии до настоящего времени остается ак-
туальным и полностью не изученным. Поэтому 
целью данного исследования был анализ влияния 
ОС на аутофагию CD4+Т-лимфоцитов больных 
АИТ.

Материалы и методы
В качестве объекта исследования использо-

вали CD4+T-лимфоциты периферической крови 
здоровых доноров и пациентов с АИТ. В группу 
пациентов с АИТ входили 10 человек (женщины, 
средний возраст 25±4 года). Контрольную группу 
составили 11 условно здоровых доноров: (жен-
щины средний возраст 23,5±3,5 года). Критерий 
исключения – жалобы и объективные признаки 
острых заболеваний, хронические заболевания в 
фазе обострения, данные о ревматологических и 
аутоиммунных заболеваниях в семейном анамне-
зе. Представленные материалы получены при ин-
формированном согласии пациентов на участие. 
При проведении научных биомедицинских ис-
следований пользовались признанным этическим 
стандартом – Хельсинкской декларацией Между-
народной медицинской ассоциации 1996 года, 
пересмотренной в 2013 г. Диагноз АИТ устанавли-
вали на основании результатов ультрасонографии 
и наличия в сыворотке крови антител к тиреоид-
ной пероксидазе и к тиреоглобулину. 

Выделение CD4+T-лимфоциты проводили в 2 
этапа. На первом этапе в фалькон вносили 6 мл 
раствора фиколл-урогафина (ρ = 1,077) и наслаи-
вали 9 мл крови, разведенной в PBS в соотноше-
нии 1:1. Центрифугировали в течение 35 мин при 
400 g (Eppendorf, 5810R). Лимфоциты собирали 
по всей площади сечения пробирки, переносили 
в центрифужную пробирку и разбавляли PBS-
буфером в соотношении 1:2, центрифугировали 
10 минут при 18 °C 400 g (Eppendorf, 5810R). Про-
цедуру повторяли 2 раза. Осадок клеток разбав-
ляли в 5 мл MojoSort Buffer (BioLegend, США). 
Подсчет клеток проводили в камере Горяева, ис-
пользуя 0,1%-ный раствор трипанового синего.

Для выделения популяции CD4+Т-лим фоци-
тов использовали магнитный штатив DynaMag 
Invitrogen, США. После промывки клетки ресу-
спендировали в 100 мкл буфера MojoSort™. До-
бавляли 10 мкл биотин-антител, перемешивали 
и инкубировали на ледяной бане при 4 °С в те-
чение 15 мин. Далее добавляли 10 мкл наногра-
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нул стрептавидин-конъюгата, перемешивали и 
так же выдерживали на ледяной бане в течение 
15 мин. После инкубации образцы разбавили в 
2,5 мл MojoSort™ и ставили на магниный штатив. 
Через 5 мин собрали образец с клетками и повто-
рили магнитную сепарацию. 

Для определения влияния ОС выделенные 
CD4+Т-лимфоциты инкубировали в течение 24 ч 
в растворе пероксида водорода (H2O2) в концен-
трации от 0 до 40 мкМ в RPMI-1640 с добавле-
нием 10% FBS. 

Уровни АФК, аутофагии и апоптоза CD4+Т-
лимфоцитов оценивали на проточном цитометре 
BD FACSCalibur (Becton Dickinson, США).

Для анализа АФК в CD4+Т-лимфоцитах ис-
пользовали 6-Карбокси-H2DCFDA, который 
начинает флуоресцировать после отщепления 
ацетильных групп клеточными эстеразами и 
окисления его АФК внутри клетки. Клетки от-
мывали дважды холодным PBS, добавили кра-
ситель в концентрации 5 мкМ. Инкубировали 
30 мин в темноте при 37  °C. Образцы анализи-
ровали на первом FL1 детекторе цитометра в те-
чение 20 мин с применением программного обе-
спечения CellQuest (Becton Dickinson, США). На 
каждый вариант опыта просчитывали не менее 
10 000 клеток. Мертвые клетки исключали на ос-
новании параметров прямого (FSС) и бокового 
(SSС) светорассеяния. C помощью программно-
го обеспечения FlowJo подсчитывали среднюю 
интенсивность флуоресценции (MFI).

Для количественного определения аутофаго-
сом в циркулирующих клетках периферической 
крови применяли набор для детекции аутофа-
гии (Cyto-ID® Autophagy Detection Kit (Enzo Life 
Sciences, PA, США), содержащий индикаторный 
краситель Cyto-ID, конъюгированный с флуо-
рохромом FITC (флуоресцеин-5-изотиоцианат). 
Этот катионный амфифильный зонд специфи-
чески распознает аутофагические вакуоли на 
всех стадиях аутофагии: преаутофагосомы → ау-
тофагосомы → аутофаголизосомы. Пробоподго-
товку анализируемых образцов осуществляли в 
соответствии с инструкциями поставляемых на-
боров. После обработки образцы анализировали 
в зеленом (FL1) канале. Количество активных 
аутофагосом оценивали по средней интенсив-
ности флюоресценции (MFI, mean fluorescence 
intensity) красителя Cyto-ID.

Уровень апоптоза в CD4+Т-лимфоцитах ана-
лизировали по количеству аннексина V с помо-
щью коммерческого набора для проточной ци-
тометрии Аnnexin V-AF 488 (Lumiprobe, Россия). 
Для каждого анализа было использовано 500 000 
клеток. Клетки промывали один раз охлажден-
ным PBS и один раз аннексин V-связывающим 
буфером, после чего ресуспендировали в 100 мкл 
аннексин V-связывающего буфера. Затем клет-
ки инкубировали с аннексином V-AF 488 10 мин 

и пропидий йодидом (PI) в течение 5 мин при 
комнатной температуре (25  °C) в темноте. Без 
предварительной отмывки добавили 400 мкл ан-
нексин V-связывающего буфера. Образцы анали-
зировали на первом FL1 и втором FL2 детекторах 
цитометра. После c помощью программного обе-
спечения FlowJo подсчитывали процент попу-
ляции клеток, находящихся на стадии раннего и 
позднего апоптоза.

Для анализа белков-маркеров аутофагии – 
p62, LC3I/II, киназы mTOR и регулятора апопто-
за Bcl-2 в CD4+Т-лимфоцитах пациентов и здоро-
вых доноров использовали вестерн-блоттинг. Для 
получения лизата к клеточному осадку (1 × 106 
CD4+Т-лимфоцитов) добавляли 50 мкл RIPA-
буфера с добавлением ингибиторов протеаз и 
фосфатаз (Thermo Scientific, США). Концентра-
цию белка в образцах определяли, используя на-
бор BCA Protein Assay (Thermo Scientific, США). 
Перед нанесением на гель в образцы добавляли 
раствор бромфенолового синего (0,1%). Алик-
воты, равные по количеству белка, разделяли в 
4-12%-ном градиенте SDS-PAAG-геля и анали-
зировали вестерн-блоттированием. Для этого по 
окончании электрофореза PVDF-мембрану ак-
тивировали, собирали сэндвич по схеме: спонж – 
мембрана-гель – спонж. Помещали сэндвич в 
кассету трансфер-системы на 2 часа при напря-
жении 100 V и температуре +4  °С. Загрузку и 
перенос равных количеств белка подтверждали 
окрашиванием мембраны Ponceau S. В качестве 
вторичных антител использовали антимыши-
ные или антикроличьи IgG, конъюгированные 
с пероксидазой хрена (Life Technologies, Ин-
дия). После промывки блоты визуализировали с 
примене нием ECL-набора на основе хемилюми-
несцентного субстрата (Bio-Rad, Китай) и детек-
тировали хемилюминесценцию заданных белков 
с помощью системы гель-документирования 
BIORAD ChemiDoc XRS+ (Bio-Rad, Китай). 
Для учета вариативности при загрузке проб осу-
ществлялась нормализация с помощью антител к 
β-актину (Life Technologies, Индия).

Для оценки аутофагического клиренса мтХ 
свежевыделенные CD4+Т-лимфоциты инкуби-
ровали в течение 18 часов с 10 мкМ H2O2 в куль-
туральной среде RPMI-1640 с добавлением 10% 
FBS. Клетки промывали дважды в PBS, окраши-
вали мтХ и аутофагосомы с использованием кра-
сителей MitoTracker® Red CM-H2Xros (Invitrogen, 
США) и CYTO-ID® Green Detection Reagent (Enzo 
Life Sciences, США) соответственно. Для этого 
осадок клеток разводили в 100 мкл PBS, добав-
ляли к суспензии клеток MitoTracker® в конечной 
концентрации 200 нМ и 0,1 мкл Green Detection 
Reagent и инкубировали 30 мин при 37 °C.

Для окрашивания нуклеиновых кислот ис-
пользовали синий флуоресцентный краситель 
DAPI, разводили до 1 мкг/мл в PBS. Добавляли 
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разбавленный краситель к суспензии клеток и 
инкубировали при комнатной температуре 5 мин, 
затем клетки промывали в PBS и анализировали 
на конфокальном микроскопе ZEISS LSM 980.

Достоверность полученных результатов опре-
деляли с помощью анализа ANOVA. Обработка 
изображений электрофоретических блотов про-
водилась с помощью программного обеспечения 
ImageLab. Анализ изображений, полученных ме-
тодом конфокальной микроскопии, осуществля-
ли с помощью пакета программ Fiji. Для анали-
за данных цитометрии использовали программу 
FlowJo. 

Статистическая обработка данных выпол-
нена с помощью программы GraphPad Prism 9 
(GraphPad Software, США). Результаты выражены 
как среднее значение величины ± стандартное 
отклонение. Данные обрабатывали с использова-
нием однофакторного дисперсионного анализа и 
последующего попарного сравнения с поправкой 
на множественность Бонферрони (* – p < 0,05, 
** – p < 0,005, *** – p < 0,0005, **** – p < 0,0001). 
Нормальность распределения количественной 
переменной и гомогенность дисперсий у несколь-
ких распределений определяли с помощью тестов 
Шапиро–Уилка и Бартлетта соответственно.

Результаты
Аутофагию рассматривают как вторичную за-

щиту от ОС благодаря ее способности облегчать 
обмен поврежденных субстратов, которые могут 
накапливаться во время этого процесса. Поэто-
му одной из первых задач экспериментального 
исследования явилась оценка уровня внутрикле-
точной продукции апоптоз-положительных кле-
ток (аннексин V-положительные частицы) и 
АФК при действии Н2О2. 

Добавление в культуральную среду Н2О2 в раз-
личных конечных концентрациях является од-
ним из распространенных способов моделиро-
вания ОС in vitro [1], т. к. показана регуляторная 
роль АФК в процессе жизнедеятельности клеток: 
АФК постоянно образуются в клетках и тканях в 
низких, но измеримых концентрациях [48], таким 
образом, применение Н2О2, в качестве модулиру-
ющего стресс-агента основано на ее способности 
образовываться в клетке в физиологических ус-
ловиях. 

По данным Roth S., Dröge W., в физиологи-
ческом диапазоне концентраций (от 1  нМ до 
0,1-0,5 мкМ) Н2О2 действует как сигнальная мо-
лекула, стимулируя миграцию и пролиферацию 
клеток, не вызывает заметных повреждений 
клетки, например при добавлении к смешанной 
культуре лимфоцитов 10 мкМ Н2О2 наблюдал-
ся значительный рост включения Н3-тимидина, 
маркера пролиферативной активности клеток. 
Повышении концентрации до 1-10 мкМ Н2О2 

вызывает остановку деления, которое обычно 
восстанавливается и даже ускоряется в случае 
успешной адаптации к ОС. Сигнальная функция 
Н2О2 косвенно подтверждается тем, что в больших 
концентра циях (10-500 мкМ) и экзогенная, и вну-
триклеточная Н2О2 вызывают ОС: в клетках акти-
вируются механизмы антиоксидантной защиты 
и репарации поврежденных белков и липидов. 
Если они не справляются, наступают необрати-
мые повреждения, например при 500 мкМ и бо-
лее внеклеточной Н2О2 адаптация не срабатывает, 
клетка уходит в апоптоз [50]. Однако следует от-
метить, что границы этих реакций относительны 
и сильно зависят от типа клеток, условий культи-
вирования и неоднородного распределения Н2О2 
в клетке. По данным работы Часовских Н.Ю. и 
соавт. [18], в клетках мононуклеарных лейкоци-
тов здоровых доноров инициировали ОС добав-
лением Н2О2 в конечной концентрации 10, 50, 
100 и 500 мкМ. При этом оптимальной для мо-
делирования ОС in vitro считалась концентрация 
Н2О2, при которой внутриклеточный уровень 
АФК, превышая контрольные значения и вызы-
вая интенсификацию процесса апоптоза, не при-
водил к возрастанию числа некротизированных 
клеток в культуре.

Поэтому для моделирования ОС в культураль-
ную среду добавляли H2O2 и определяли реакцию 
CD4+Т-лимфоцитов на повышение концентра-
ции индуктора (10, 20, 30, 40 мкМ) в клетках 
здоровых доноров и пациентов с АИТ. Следует 
отметить, что выбранные концентрации Н2О2 яв-
ляются часто используемыми для индукции экс-
прессии ОС при изучении его влияния на вну-
триклеточные процессы [6].

Используя краситель 6-Карбокси-H2DCFDA, 
который начинает флуоресцировать под воз-
действием образующихся АФК внутри клетки 
(рис. 1А, см. 2-ю стр. обложки), мы установили, 
что инкубация CD4+Т-лимфоцитов здоровых до-
норов с H2O2 в диапазоне от 10 до 40 мкМ приво-
дила к увеличению уровня АФК-положительных 
клеток по сравнению с интактными клетками. 
Однако в группе с АИТ относительное количе-
ство АФК-положительных клеток было досто-
верно ниже (р < 0,05) по отношению к группе 
здоровых доноров, и это отличие увеличивалось 
при повышении концентрации Н2О2 (рис.  1Б, 
см. 2-ю стр. обложки). Полученные данные могут 
служить признаком развития ОС. 

Кроме ОС, фундаментальным механизмом 
регуляции клеточного гомеостаза является апоп-
тоз. Апоптоз – это процесс физиологической ги-
бели клеток без воспалительного и иммунного 
ответа организма [26]. В норме формирование 
иммунной системы и созревание антиген-спец-
ифических Т- и В-лимфоцитов сопровождается 
массовым апоптозом клеток. Элиминация апоп-
тотических клеток в основном происходит на 
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«ранних» этапах апоптоза (частицы, положитель-
ные только по аннексину V), когда экспрессия 
фосфатидилсерина на внешней мембране сиг-
нализирует об «измененном своем» [36]. Ранние 
этапы апоптоза обратимы, а их продление обе-
спечивает фагоцитоз апоптотических клеток и 
формирование толерантности иммунной систе-
мы [54]. 

Как следует из рисунка 2 (см. 2-ю стр. об-
ложки), CD4+Т-лимфоциты пациентов с АИТ 
(рис. 2Б, см. 2-ю стр. обложки) были менее чув-
ствительны к апоптозу, индуцированному H2O2, 
чем клетки здоровых доноров.

Уровень апоптотической активности (количе-
ство аннексин V-положительных клеток на ран-
ней и поздней стадиях апоптоза в свежевыделен-
ных лимфоцитах (0 мкМ Н2О2) здоровых доноров 
(рис.  2А, см. 2-ю стр. обложки) был выше по срав-
нению с образцами пациентов с АИТ (рис. 2Б, 
см. 2-ю стр. обложки). Это различие достоверно 
возрастало при культивировании клеток в при-
сутствии экзогенной Н2О2 как на ранней стадии, 
так и на позднем этапе апоптоза (рис.  2В, см. 2-ю 
стр. обложки). Среднее значение апоптотиче-
ской активности в свежевыделенных клетках па-
циентов с АИТ было достоверно ниже контроля в 
среднем в 1,2 раза. Под влиянием возрастающей 
концентраций зкзогенной Н2О2 в Т-лимфоцитах 
пациентов с АИТ доля апоптотирующих кле-
ток снижалась в среднем в 1,4 раза при 10 мкМ, 
1,8 раза при 20 мкМ и 1,3 раза при 40 мкМ. 

Эффект ОС зависит от силы и формы его вы-
раженности, в частности клетки при небольших 
нарушениях могут вернуться в исходное состоя-
ние, а более выраженный ОС приводит к возник-
новению в клетке необратимых нарушений, и, в 
зависимости от его силы, клетки могут погибнуть 
либо некрозом, либо, включив механизмы ПКГ, 
апоптозом и аутофагией [15]. Как следует из по-
лученных нами данных, инкубация клеток при 
низких концентрациях Н2О2 (до 10 мкМ) приво-
дила к достоверному росту доли FITC+/ PI+ клеток 
(рис. 2А, Б, см. 2-ю стр. обложки). Н2О2 в кон-
центрации 20 мкМ способствовала увеличению 
доли FITC+/PI+ клеток здоровых доноров и па-
циентов с АИТ до 34,7% и 16,1% соответственно, 
доля FITC-PI+ в среднем составляла примерно 2% 
(рис. 2А, Б, см. 2-ю стр. обложки). При повыше-
нии концентрации Н2О2 до 40 мкМ доля FITC+/
PI+Т-лимфоцитов здоровых доноров составляла 
56,5%, доля FITC-PI+ – 0,86%. 

В образцах пациентов с АИТ доля FITC+/ PI+ 
снижалась до 44,1%, а доля некротических 
(FITC-/PI+) клеток возрастала до 6,13% по срав-
нению с образцами контроля, что может свиде-
тельствовать о нарушении реализации апоптоза: 
снижение апоптотической активности может 
быть связано со стимуляцией в цитоплазме мито-
фагии, которая развивается при некрозе клеток.

Ранее в исследованиях Уразова О.А. и со-
авт. [16] также было показано, что содержание 
FITC+/PI+ клеток у больных аутоиммунными 
тиреопатиями было ниже нормы: при АИТ в 
фазу эутиреоза в 1,9 раза, в фазу гипотиреоза – в 
2,4 раза, ДТЗ – в 4,6 раза. Таким образом, полу-
ченные нами данные соответствуют клиническо-
му диагнозу пациентов – АИТ в фазе эутиреоза, 
при котором иммунная система человека начина-
ет разрушать структуру ЩЖ, уничтожая клетки. 

Т. к. АФК являются эффективными индук-
торами аутофагии [8, 23] для оценки аутофа-
гической активности под действием Н2О2, мы 
определяли количество аутофагосом в CD4+Т-
лимфоцитах методом проточной цитометрии. 
Для этого использовали флуоресцентный краси-
тель Cyto- ID, конъюгированный с флуорохро-
мом FITC (флуоресцеин-5-изотиоцианат), кото-
рый селективно связывается с аутофагосомами 
(рис. 3А, см. 3-ю стр. обложки). 

В результате обнаружили, что в свежевыделен-
ных CD4+Т-клетках пациентов с АИТ содержа-
ние аутофагосом достоверно выше по сравнению 
с контрольными образцами доноров (рис.  3Б, см. 
3-ю стр. обложки). С увеличением концентрации 
H2O2 аутофагическая активность в условиях раз-
вития ОС понижалась как в Т-клетках здоровых 
доноров, так и пациентов с АИТ, но повышенное 
количество аутофагосом в клетках пациентов с 
АИТ сохранялось (рис. 3Б, см. 3-ю стр. облож-
ки). Из полученных результатов следует, что у 
пациентов с АИТ в CD4+Т-лимфоцитах наблю-
дается как снижение чувствительности к апопто-
зу (рис.  2, см. 2-ю стр. обложки), так и снижение 
активности аутофагии, которая сопровождается 
повышением количества аутфагосом в клетках 
(рис. 3Б, см. 3-ю стр. обложки) по сравнению с 
образцами контроля.

Как известно в норме конечным этапом ауто-
фагии является слияние аутофагосомы с лизосо-
мой с образование аутофаголизосомы, которое 
приводит к деградации аутофагосомы вместе 
с грузом ферментами лизосом. Установленное 
нами повышенное содержания аутофагосом при 
АИТ может указывать на незавершенность про-
цесса аутофагии в CD4+Т-лимфоцитах пациен-
тов с АИТ (рис. 3, см. 3-ю стр. обложки) в стрес-
совых условиях.

Между аутофагией и апоптозом существует 
тесная взаимосвязь: оба процесса индуцируют-
ся АФК. В ответ на ОС аутофагия активируется, 
чтобы защитить клетки от апоптоза, тогда как 
ингибирование аутофагии приводит к накопле-
нию повреждений, вызванных ОС, и гибели кле-
ток [8], поэтому на следующем этапе мы оценили 
влияние ОС в CD4+T-лимфоцитах на взаимос-
вязь апоптоза и аутофагии при АИТ. Учитывая, 
что в условиях ОС в клетке происходят наруше-
ния структурных и функциональных элементов, 
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Рисунок 4. Оценка содержания белков-маркеров 
аутофагии: p62, LC3I/II, регуляторов аутофагии 
(киназы mTOR) и регулятора апоптоза (Bcl-2) в CD4+Т-
лимфоцитах больных АИТ с эутиреозом и здоровых 
доноров методом иммуноблоттинга
Примечание. Показаны репрезентативные данные.
Figure 4. Evaluation of the content of autophagy marker 
proteins: p62, LC3I/II, autophagy regulators (mTOR kinases) 
and apoptosis regulator (Bcl-2) in CD4+T lymphocytes of 
euthyroid AIT patients and healthy donors by immunoblotting. 
Note. Representative data are shown.

которые влияют на общий цитотоксический эф-
фект АФК, мы провели анализ белков-маркеров 
аутофагии: p62, LC3I/II, белка-регулятора ауто-
фагии mTOR и белка-регулятора апоптоза Bcl-2 
при развитии ОС на фоне увеличения количества 
Н2О2 (10 мкМ, 20 мкМ, 40 мкМ) (рис. 4).

Как следует из рисунка 4, при увеличении кон-
центрации Н2О2 на фоне низкого уровня mTOR в 
CD4+Т-лимфоцитах пациентов с АИТ экспрес-
сируются цитоплазматический белок LC3-I, его 
липидированная форма LC3-II. Уровень белка-
регулятора аутофагии р62 возрастает, а ингиби-
тора апоптоза Bсl-2 снижается по отношению к 
образцам контроля. 

При оценке результатов вестерн-блоттин-
га показали (рис.  5), что в свежевыделенных 
CD4+Т-лимфоцитах здоровых доноров (0 мкМ 
экзогенной Н2О2) содержание антиаутофаги-
ческой киназы mТOR (рис. 5А, а) достоверно 
выше по сравнению с образцами пациентов с 
АИТ (рис.  5А, б), что может говорить о базаль-
ном/репаративном уровне аутофагии в здоровых 
клетках, которая необходима для поддержания 
нормальных физиологических условий их функ-
ционирования. С увеличением концентрации 
H2O2 в CD4+Т-лимфоцитах здоровых доноров 
уровень киназы снижается в ответ на ОС, что го-
ворит об активации аутофагии, а в Т-лимфоцитах 
пациентов с АИТ не изменятся (рис. 5А, а).

Баланс между аутофагией и апоптозом поддер-
живается системой взаимодействий между сиг-
нальными путями, в которых задействованы как 
ключевые белки аутофагии, так и апоптоза [27]. 
Одним из общих регуляторов этого взаимодей-
ствия является белок Bcl-2. Этот белок относится 
к белкам-ингибиторам посткаспазного каскада, 
которые регулируют митохондриальный путь 
апоптоза. В клетках белок Bcl-2 связан с внешней 
митохондриальной мембраной и контролирует 
каналы транспорта цитохрома с и протеазы AIF. 
Таким образом, белок, закрывая эти каналы, за-
щищает клетку от спонтанного апоптоза [12, 51].

Изучение особенностей экспрессии Bcl-2 в 
интактных CD4+Т-лимфоцитах здоровых доно-
ров показало крайне низкую интенсивность экс-
прессии этого белка (рис. 5Б, а), что можно свя-
зать с устойчивостью зрелых CD4+Т-лимфоцитов 
к апоптозу, при нормальных физиологических 
условиях функционирования [22]. В свежевы-
деленных клетках пациентов с АИТ определили 
достоверно высокий по сравнению с контролем 
уровень экспрессии Bcl-2 (рис. 5Б, б). Таким об-
разом, установленное (рис. 2, см. 2-ю стр. облож-
ки) методом проточной цитометрии снижение 
чувствительности свежевыделенных CD4+Т-
лимфоцитов пациентов с АИТ к апоптозу может 
быть связано с тем, что сверхэкспрессия Bcl-2 по-
вышает устойчивость клеток к апоптозу под дей-
ствием эндогенной Н2О2. Ранее было установле-
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H2O2 (µМ)p-mTOR

0 10 20 40

LC3-II

p62

Bcl-2

β-actin

LC3-I

но [49], что регуляция избыточных уровней Bcl-2 
помогает гарантировать, что апоптоз происходит 
только тогда, когда это необходимо, способствуя 
поддержанию клеточного гомеостаза.

Добавление экзогенной H2O2 (10 мкМ, 20 
мкМ, 40 мкМ) дозозависимо снижало экспрес-
сию Bcl-2 в CD4+Т-лимфоцитах (рис. 5А, б), что 
сопровождалось повышением количества аут-
фагосом в этих клетках (рис. 3Б, см. 3-ю стр. об-
ложки) по сравнению с образцами контроля, что 
говорит об активации аутофагии. Полученные 
результаты согласуются с данными работы [45], в 
которой было показано, что снижение экспрес-
сии белка Bcl-2 может усиливать аутофагию ка-
спаза-независимым путем, в результате в клетках 
формировались многочисленные аутофагосомы 
при интактных ядрах и интактных мтХ без вовле-
чения активации каспаз [17].

Таким образом, снижение содержания в 
клетках Всl-2 при повышении экзогенной Н2О2 
(10 мкМ, 20 мкМ, 30 мкМ, 40 мкМ) может быть 
причиной зарегистрированного ранее (рис. 2, см. 
2-ю стр. обложки) снижения раннего апоптоза, 
повышения на поздней стадии апоптоза количе-
ства апоптотических и вторично-некротических 
клеток и увеличения некротизированных клеток 
у пациентов с АИТ. Конверсия апоптотических 
клеток во вторично-некротические происходит, 
как правило, при нарушении их утилизации в 
результате дисфункции мтХ, выражающейся в 
повышении проницаемости их мембран и сни-
жении трансмембранного потенциала. Т. е. «уми-
рающие клетки» влияют на живой организм пе-
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Рисунок 5. Сравнение уровня экспрессии киназы mTOR (А) и белка-регулятора Bcl-2 (Б) в CD4+Т-лимфоцитах при 
развитии окислительного стресса при добавлении экзогенной Н2О2 (10 мкМ, 20 мкМ, 40 мкМ)
Примечание. А и Б – результаты денситометрии представлены в виде среднего значения ± SEM. * – p < 0,05, **** – p < 0,0001. В – 
белковый иммуноблот определения в образце mTOR и Bcl-2. а – образцы CD4+Т-лимфоцитов здоровых доноров, б – пациентов 
с АИТ.
Figure 5. Comparison of the expression level of mTOR kinase (A) and the Bcl-2 regulatory protein (B) in CD4+T lymphocytes during 
the development of oxidative stress with the addition of exogenous H2O2 (10 μM, 20 μM, 40 μM)
Note. A and B, the densitometry results are presented as the mean ± SEM. *, p < 0.05; ****, p < 0.0001. C, protein immunoblot of the determination 
of mTOR and Bcl-2 in the sample. a, CD4+T lymphocyte samples from healthy donors, b, patients with AIT.

Рисунок 6. Сравнение экспрессии ключевых белков аутофагии LC3 (биомаркер формирования активных 
аутофагосом) (А) и адаптерного белка р62 (регулятор аутофагии, участвующий в формировании аутофагосом) (Б) 
в свежевыделенных CD4+Т-лимфоцитах
Примечание. а – образцы CD4+Т-лимфоцитов здоровых доноров, б – пациентов с АИТ. I – цитоплазматическая (LC3-I) и II – 
липидированная (LC3-II) формы LC3-белка. Результаты денситометрии представлены в виде среднего значения ± SEM. **** – 
p < 0,0001. 
Figure 6. Comparison of expression of key autophagy proteins LC3 (biomarker of active autophagosome formation) (A) and adapter 
protein p62 (autophagy regulator involved in autophagosome formation) (B) in freshly isolated CD4+T lymphocytes
Note. a, CD4+T lymphocyte samples from healthy donors, b, from patients with AIT. I, cytoplasmic (LC3-I) and II, lipidated (LC3-II) forms of LC3 
protein. Densitometry results are presented as mean ± SEM. ****, p < 0.0001.
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реходом клеток на поздние этапы апоптоза, что 
сопровождается снижением антиоксидантной 
защиты и развитием аутоиммунной реакции [24].

Один из важных механизмов, с помощью 
которого аутофагия ингибирует апоптоз, за-
ключается в том, что она может поглощать по-
врежденные мтХ. При благоприятных условиях 
конститутивная аутофагия выполняет функцию 
контроля качества этих клеточных компонен-
тов. При нехватке энергии аутофагия становится 
механизмом удаления поврежденных структур и 
ремобилизации метаболитов, используемых для 
синтеза новых структур и АТФ, что способствует 
выживанию клетки. Ключевые белки аутофагии 
LC3 (биомаркер формирования активных ау-
тофагосом) и адаптерный белок р62 (регулятор 
аутофагии, участвующий в формировании фаго-
фора аутофагосом) находятся в тесном взаимо-
действии с митохондриальными белками и уча-
ствуют в индукции конститутивной митофагии 
(удаление поврежденных мтХ) [44].

При оценке уровня аутофагии (рис. 6) в ин-
тактных CD4+Т лимфоцитах (0 мкМ Н2О2) мы 
установили повышение уровня биомаркера 
формирования активных аутофагосом – LC3 
(рис.  6А, б) и адаптерного белка р62 (рис. 6Б, б) в 
CD4+Т-лимфоцитах пациентов с АИТ.

Увеличение экспрессии LC3-I (рис.  6А,  б) у 
пациентов с АИТ свидетельствует об увеличении 
активности процесса аутофагии по сравнению 
с образцами контроля. Соотношение этих бел-
ков (LC3-I/LC3-II) в Т-лимфоцитах пациентов 
с АИТ (рис. 6А, б) было достоверно (р < 0,0001) 
выше, чем в образцах контроля (рис. 6А, а), таким 
образом нарастание соотношения LC3-I/ LC3-II 
может свидетельствовать об активации инициа-
ции аутофагии при АИТ.

На экспериментальной модели в услови-
ях увеличения концентрации экзогенной Н2О2 
(10 мкМ, 20 мкМ, 40 мкМ) мы показали, что в 
CD4+Т-лимфоцитах здоровых доноров снижает-
ся уровень маркера аутофагосом LC3-II (рис. 7А) 

Рисунок 7. Сравнение уровня экспрессии цитоплазматического белка LC3-I и мембраносвязанного LC3-II белка (А) 
и белка-адаптера р62 (Б) в CD4+Т-лимфоцитах при развитии окислительного стресса при добавлении экзогенной 
Н2О2 (10 мкМ, 20 мкМ, 40 мкМ)
Примечание. А и Б – результаты денситометрии представлены в виде среднего значения ± SEM; * – p < 0,05, ** – p <  0,005, 
**** – p < 0,0001. В – белковый иммуноблот определения в образце LC3I/II белка и р62 белка. а – образцы CD4+Т-лимфоцитов 
здоровых доноров, б – пациентов с АИТ.
Figure 7. Comparison of the expression level of cytoplasmic LC3-I protein and membrane-bound LC3-II protein (A) and adapter 
protein p62 (B) in CD4+T lymphocytes during the development of oxidative stress with the addition of exogenous H2O2 (10 μM, 
20 μM, 40 μM)
Note. A and B, densitometry results are presented as the mean ± SEM. *, p < 0.05; **, p < 0.005; ****, p < 0.0001. C, protein immunoblot for 
the determination of LC3I/II protein and p62 protein in the sample. a, samples of CD4+T lymphocytes from healthy donors, b, patients with AIT.
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и белка-адаптора р62 (рис. 7Б, а), что может сви-
детельствовать о репаративной форме аутофагии 
в норме в результате запуска антиоксидантной 
системы.

В клетках пациентов с АИТ в условиях уве-
личения концентрации экзогенной Н2О2 (рис.  7) 
мы обнаружили, что АФК существенно не влия-
ют на рост экспрессии LС3-I и скорость конвер-
сии формы LC3-I в LC3-II по сравнению с кон-
трольным образцом свежевыделенных клеток, 
за исключением высокой дозы Н2О2 (40 мкМ) 
(рис.  7А, б), что происходило на фоне накопле-
ния белка-адаптер р62 (рис. 7Б, б и 7В). Это на-
блюдение может быть связано с нарушением 
базового уровня процесса аутофагии и скорости 
деградации аутофагосом. 

Скопление р62 регистрируют на внешней 
мембране мтХ, поэтому полученные нами дан-
ные могут свидетельствовать [21] об участии ми-
тофагии в патогенезе АИТ. Белок p62 (рецептор 
груза) функционирует как селективный рецептор 
митофагии для деградации убиквитинированных 
субстратов. Благодаря наличию LC3 – взаимо-
действующего мотива (LIR), молекула p62 вместе 
с грузом связывается с LC3-II белком в составе 
фагофора аутофагосомы при митофагии. Нару-
шение процесса аутофагии приводит к накопле-
нию p62, поэтому уровни p62 используются в ка-
честве маркера аутофагического потока вместе с 
LC3-II белком [32]. 

Как следует из результатов рисунка 7Б (б), 
увеличение концентрации H2O2 значительно ин-
гибирует деградацию р62, что также указывает на 
возможную дисфункцию аутофагии. Таким об-
разом, из данного эксперимента следует, что при 
ОС в CD4+T-лимфоцитах у пациентов с АИТ на-

блюдается нарушение процесса аутофагии, что 
подтверждается накоплением белка p62 при вы-
соких уровнях белка LC3, в то время как у здо-
ровых доноров можно говорить о репаративной 
форме аутофагии. 

По результатам проточной цитометрии 
(рис.  2, см. 2-ю стр. обложки) у пациентов с АИТ 
при развитии ОС происходит снижение актива-
ции апоптоза. Один из механизмов, с помощью 
которого аутофагия может ингибировать апоп-
тоз, заключается в том, что она может поглощать 
поврежденные мтХ (митофагия). Поэтому мы 
оценили состояние мтХ в CD4+Т-лимфоцитах 
методом конфокальной микроскопии. МтХ и 
митофагосомы (мтФ) окрашивали с помощью 
красителей MitoTraker и CITO-ID соответствен-
но и далее определяли их колокализацию (рис. 8, 
см. 3-ю стр. обложки).

В результате выявили повышение митохон-
дриального пула у пациентов с АИТ в свежевы-
деленных клетках по сравнению с контрольны-
ми образцами, который снижался при внесении 
20 мкМ экзогенной Н2О2 (рис. 8А, см. 3-ю стр. 
обложки). 

Повышение пула мтХв образцах пациентов 
с АИТ было связано с увеличением количества 
мтФ. В контрольной группе, как показано на ри-
сунке 8Б (см. 3-ю стр. обложки) преобладали ау-
тофагосомы. 

Чтобы выяснить, как CD4+Т-клетки реагируют 
на Н2О2, мы оценили соотношение уровня мтФ к 
уровню мтХ на одну клетку c базальным уровнем 
Н2О2 здоровых доноров и пациентов с АИТ и при 
добавлении 20 мкМ Н2О2 (рис. 9). И установили, 
что уровень мтФ достоверно выше у пациентов с 

Рисунок 9. Оценка митофагии в CD4+Т-лимфоцитах
Примечание. А – количество митохондрий и митофагосом на 1 клетку здоровых доноров (А, а) и пациентов с АИТ (А, б) при 
окислительном стрессе. Б – соотношение количества митофагосом к количеству митохондрий (FC) в клетке здоровых доноров 
(Б, а) и пациентов с АИТ (Б, б); * – p < 0,05, ** – p < 0,005, **** – p < 0,0001. Показаны репрезентативные данные.
Figure 9. Evaluation of mitophagy in CD4+T lymphocytes
Note. A, the number of mitochondria and mitophagosomes per 1 cell of healthy donors (A, a) and AIT patients (A, b) during oxidative stress.  
B, the ratio of the number of mitophagosomes to the number of mitochondria (FC) in the cell of healthy donors (B, a) and AIT patients (B, b);  
*, p < 0.05; **, p < 0.005; ****, p < 0.0001. Representative data are shown.
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АИТ как в свежевыделенных клетках, так и при 
внесении экзогенной Н2О2 (рис. 9А, б).

Мерой устойчивости клеток к препарату счи-
тают отношение количества измененных клеток 
к аналогичному показателю «здоровых клеток». 
Этот параметр называют изменением устойчиво-
сти (fold change-FC) или показателем кратности. 
Показатель кратности у резистентного (устой-
чивого) варианта клеток всегда меньше 1, у ги-
перчувствительных – больше 1. Мы определяли 
FC по формуле: FCН2О2 = CмтФ: CмтХ. Как следует 
из рисунка 9Б, показатель кратности, который 
отражает количество мтФ на 1 клетку, в свеже-
выделенных клетках здоровых доноров ниже 
1 (FC = 0,65), а при действии Н2О2 достоверно 
возрастал до FC = 1,304 (p < 0,005); в свежевы-
деленных клетках пациентов с АИТ FC – больше 
1 (FC = 1,08), который также достоверно возрас-
тал (p < 0,05) под действием Н2О2 до FC = 1,310. 
Т. е. добавление экзогенной Н2О2, как мы полага-
ем, увеличивает количество поврежденных мтХ. 
Также следует отметить, что в здоровых клетках 
количество мтХ превышает количество мтФ.

На основе полученных данных можно пред-
положить, что Н2О2 вызывает активацию мито-
фагии в CD4+T-лимфоцитах пациентов с АИТ, 
а развитие ОС при избыточной продукции АФК 
приводит к необратимым повреждениям мтХ, 
которые приводят к снижению апоптотической 
активности и, как следствие, развитию вторично-
го некроза CD4+Т-лимфоцитов при АИТ (рис.  2, 
см. 2-ю стр. обложки).

Обсуждение
Цитотоксический потенциал активированных 

Т-лимфоцитов реализуется двумя способами: за 
счет экзоцитоза гранул, содержащих перфорин 
и гранзим В (т. е. за счет прямой активации ка-
спаз клеток-мишеней). В этом случае действуют 
преимущественно СD8+ лимфоциты, тогда как 
цитотоксический эффект СD4+Т-лимфоцитов 
(Тh1-лимфоцитов), которые в большом коли-
честве присутствуют в тиреоцитах при АИТ, 
осуществляется в основном через клеточные 
«рецепторы смерти», и главным посредником 
цитотоксического действия этих клеток являют-
ся «смертельные лиганды» (FasL, TRAIL) [35]. 
При АИТ фолликулярные клетки ЩЖ, окружен-
ные лимфоцитами, обнаруживают все признаки 
апоптоза [9]. Особенно в разрушенных фолли-
кулах вблизи инфильтрированных областей по 
сравнению с неаутоиммунными железами. По 
данным [35], интратиреоидные лимфоциты из 
ЩЖ при АИТ сохраняют функциональную ак-
тивность киллера. Эти результаты, по мнению 
авторов, говорят о том, что интратироидные лим-
фоциты могут быть ответственны за гибель тиро-

цитов in vivo. При АИТ также было обнаружено 
нарушение генов антиапоптоза Bcl-2 и Bcl-X на 
тироцитах. Эти результаты свидетельствуют о 
том, что гибель тироцитов может быть результа-
том не только специфических взаимодействий 
между рецепторами смерти и их лигандами, но и 
связано с нарушением защитных генов семейства 
Bcl-2. Является ли нарушение семейства Bcl-2 
прямым следствием воздействия окружающей 
среды или результатом внутреннего изменения 
тироцитов (мтХ?), на тот период было неизвест-
но [35]. В другой работе [31] было показано, что 
опосредованный рецепторами апоптоз регули-
руется ингибиторами посткаспазного каскада, к 
которому относится белок Вс1-2, влияющий на 
проницаемость митохондриальной мембраны, 
которой принадлежит одна из центральная ролей 
в регуляции апоптоза. Белок препятствует повы-
шению проницаемости митохондриальной мем-
браны и тем самым блокирует процесс апоптоза.

Еще одним важным аспектом в оценке вли-
яния ОС на поведении Т-лимфоцитов при АИТ 
является образование количеств активированных 
кислородных метаболитов. МтХ – поставщики 
энергии в клетке: они производят АТФ, за счет 
которой происходят практически все биохими-
ческие процессы. Ранее считалось, что роль мтХ 
в развитии патологий – это нарушение энергоо-
беспечения, например при дефиците кислорода 
или генетических нарушениях. В настоящее вре-
мя стали обращать внимание на специфические 
процессы, в которых участвуют мтХ: это наруше-
ние внутриклеточной передачи сигналов, вклю-
чая один из наиболее изучаемых митохондри-
альных процессов – генерацию активированных 
кислородных метаболитов и выход из мтХ в цито-
плазму белков, активирующих процесс апоптоза 
(например, цитохрома с). Эти функции мтХ, как 
правило, связаны с нарушением их биоэнергети-
ческих функций и избыточной продукцией Н2О2. 
С другой стороны, по новым данным, в условиях 
гипоксии мтХ подвергаются делению и выгля-
дят как отдельные органеллы митохондриальной 
сети, что нужно для содействия митофагии, под-
держания продукции Н2О2 на физиологически 
низком уровне и поддержания клеточного гомео-
стаза за счет снижения дыхательной активности. 
Таким образом, если роль митохондриальных 
АФК (митоАФК) в ОС достаточно хорошо из-
вестна, то их участие в иммунном ответе в насто-
ящее время представляет собой активно развива-
ющееся направление, в частности есть данные, 
которые позволяют предположить, что митоАФК 
являются потенциально незаменимыми факто-
рами для активации Т-клеток, их эффекторных 
функций и дифференцировки [41]. Например, 
ведущее значение клеточному звену иммунитета 
придают при патогенезе АИТ. Предполагается 
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несколько механизмов развития, и по одному из 
них [39, 46] АИТ характеризуется иммуно-опос-
редованной деструкцией ЩЖ вследствие апоп-
тоза тиреоцитов. Гибель тиреоцитов связывают с 
цитотоксическим эффектом в результате актива-
ции CD4+Т-клеток, инфильтрирующих ЩЖ [5, 
7]. Происходит апоптоз тиреоцитов в результате 
индуцированной цитокинами экспрессии FasR и 
FasL (FasL экспрессируется на поверхности акти-
вированных Т-лимфоцитов и связывается с FasR 
клетки-мишени) и проапоптотических белков. 

По другому механизму разрушение клеток 
ЩЖ является следствием усиления ОС [13]. Ак-
тивированные кислородные метаболиты участву-
ют во взаимодействии между аутофагией и апоп-
тозом благодаря способности Н2О2 опосредовать 
окислительно-восстановительные сигнальные 
пути. Это взаимодействие запускает реакцию 
аутофагии, которая в дальнейшем вызывает ОС, 
если функция аутофагии нарушается.

Впервые участие мтХ в процессе аутофагии 
обнаружили в 2010 году, когда Hailey D.W. и со-
авт. [25] наблюдали транслокацию некоторых 
митохондриальных белков, например белка на-
ружной митохондриальной мембраны, в аутофа-
госомы. 

Одной из связей между аутофагией и мтХ яв-
ляется избирательное устранение избыточных 
или поврежденных мтХ (митофагия), которые и 
сами являются значительным источником ОС. 
Таким образом, количество и функциональная 
активность мтХ регулируются митофагией – 
процессом, при котором поврежденные мтХ 
подвергаются аутофагической деградации. Хотя 
долгое время предполагалось, что это случайный 
процесс, доказательства указывают на то, что ми-
тофагия является избирательным процессом [29]. 
Следовательно, аутофагия является ключевым 
фактором, определяющим здоровье мтХ и пра-
вильное функционирование клеток. 

Помимо значения аутофагии для целостности 
мтХ, ряд работ указывают на то, что мтХ также 
могут существенно влиять на процесс аутофагии. 
Способность мтХ влиять и подвергаться влиянию 
аутофагии ставит мтХ и аутофагию в уникальное 
положение, где дефекты в одной или другой си-
стеме могут увеличить риск различных метаболи-
ческих и аутофагических заболеваний. 

Итак, дополнительным митохондриальным 
продуктом, влияющим на аутофагию, являются 
активированные кислородные метаболиты. Во 
время голодания питательных веществ повыше-
ние уровня H2O2 необходимо для индукции ауто-
фагии. Белок аутофагии – редокс-регулируемый 
фермент – цистеин-зависимая протеаза ATG4, – 
был идентифицирован как основа окислительно-
восстановительной чувствительности аутофагии. 
Основная функция этого фермента – процессинг 

белка Atg8 (LC3), который после такой посттран-
сляционной модификации становится способ-
ным связывать фосфотидилэтаноламин и, таким 
образом, инициировать образование аутофагосо-
мы. На протяжении всего формирования аутофа-
госомы благодаря частичному протеолизу амино-
кислотной последовательности с C-конца LC3-I 
белка становится возможным его связывание с 
аминогруппой фосфатидилэтаноламина в зарож-
дающейся автофагосомальной мембране (белок 
получает название LC3-II) [28]. На сегодняшний 
день ATG4 считается наиболее известным белком 
аутофагии, который регулируется сигнализацией 
АФК, но другие белки также могут вносить до-
полнительный вклад в окислительно-восста-
новительную регуляцию процесса аутофагии, 
включая самый главный регулятор аутофагии – 
mTOR [40].

Белок mTOR также является одним из факто-
ров молекулярного взаимодействия путей ауто-
фагии и апоптоза. mTOR контролирует сигналы 
о питательных и энергетических ресурсах клетки, 
и, при достаточном количестве этих ресурсов, 
поддерживается базальный (репаративный) уро-
вень аутофагии, необходимый для поддержания 
нормальных физиологических условий функцио-
нирования клеток. Гиперактивированный mTOR 
приводит к чрезмерной стимуляции биосинтеза 
белка в клетке и подавлению аутофагии, что, в 
свою очередь, приводит к окислительному и про-
теотоксическому стрессу. Снижение активности 
этой киназы является причиной некротической 
гибели клеток и изменения тканевой структу-
ры [53]. Как следует из экспериментальных дан-
ных (рис. 5В, а), на фоне mTOR, контролирующе-
го сигналы об энергетических ресурсах клетки, в 
СD4+Т-лимфоцитах здоровых доноров при нор-
мальных физиологических условиях функцио-
нирования клеток с увеличением концентрации 
H2O2 уровень этой киназы снижается в ответ на 
ОС, что говорит об активации аутофагии на фоне 
очень низкого уровня экспрессии Bсl-2 белка, в то 
время как в СD4+Т-лимфоцитах пациентов с АИТ 
реакция mTOR на повышение H2O2 нарушена.

Каноническая функция Bcl-2 связана с его 
способностью ингибировать проницаемость ми-
тохондриальной мембраны, регулируя сборку 
и активацию апоптосомы путем блокирования 
цитозольной транслокации факторов смерти, 
например цитохрома с. Помимо поддержания 
митохондриальной целостности, Bcl-2 связан с 
клеточным окислительно-восстановительным 
состоянием. Сверхэкспрессия Bcl-2 модулирует 
митохондриальный окислительно-восстанови-
тельный метаболизм, создавая «прооксидант-
ную» среду, благоприятную для выживания кле-
ток. В условиях ОС Bcl-2 функционирует как 
окислительно-восстановительный сток, предот-
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вращая чрезмерное накопление АФК, ингибируя 
сигналы выполнения. Данные [37] указывают 
на различные окислительно-восстановительные 
транскрипционные изменения и посттрансля-
ционные модификации с различными функцио-
нальными результатами. 

Нами показано, что при АИТ задействован 
внутренний, т. е. митотический путь апоптоза, 
причем активность этого процесса ниже по срав-
нению с образцами контроля (рис. 2, см. 2-ю стр. 
обложки), более того, апоптоз представлен не 
только стадией позднего апоптоза, но и накопле-
нием некротических клеток. Маркеры аутофагии 
также показали отклонение в функционирова-
нии от нормы: отмечено повышенное количество 
белка Bcl-2 у пациентов с АИТ (рис. 5Б, б) и на-
капливается количество р62 белка (рис. 6Б). Эти 
биохимические показатели свидетельствовали о 
возможном повреждении мтХ при АИТ. Что было 
подтверждено при экспериментальном исследо-
вании: в клетках пациентов с АИТ обнаружено 
повышенное содержание мтФ (рис. 8, см. 3-ю 
стр. обложки) по сравнению с контрольными об-
разцами, а относительное содержание мтФ к мтХ 
достоверно было выше по сравнению сконтроль-
ными образцам. 

Итак, АФК являются основным выражением 
ОС в биологических системах, и их продукция 
может преодолеть антиоксидантную защиту, в 
конечном итоге приводя к повреждению клеток, 
апоптозу и смерти. Данные клинических иссле-
дований четко указывают на то, что баланс между 
окислителями и антиоксидантами смещен в сто-
рону окислительной активности у пациентов с 
АИТ, что позволяет предположить, что ОС может 
быть ключевым событием в патофизиологии за-
болевания, независимо от функции ЩЖ. Иссле-
дования на моделях животных, таких как мыши 
NOD.H2h4, подтверждают, что накопление АФК 
в ЩЖ играет роль в инициировании и прогрес-
сировании АИТ [43].

Как известно, аутофагия – это одна из ос-
новных форм клеточной защиты от ОС: в норме 
АФК активируют аутофагию, которая облегчает 
клеточную адаптацию и уменьшает окислитель-
ное повреждение за счет деградации и переработ-
ки внутриклеточных поврежденных макромоле-
кул и дисфункциональных органелл. Нарушение 
окислительно-восстановительного гомеостаза 
при патологических состояниях ведет к чрезмер-
ному образованию АФК, что приводит к ОС и 
связанному с ним окислительному повреждению 
клеточных компонентов [34]. Современные ис-
следования предполагают центральную роль ау-
тофагии как реакции на ОС у млекопитающих и 
ее взаимосвязь с другими системами защиты от 
стресса. 

Измененные фенотипы аутофагии наблюда-
лись при заболеваниях онкологических, нейро-
дегенеративных, иммунных, в частности астмы, 
и заболеваниях ЩЖ, поэтому понимание меха-
низмов, с помощью которых АФК регулируют 
аутофагию, может предложить новые терапевти-
ческие цели для лечения заболеваний. 

Заключение
Каноническая функция Bcl-2 связана с его 

способностью ингибировать проницаемость 
митохондриальной мембраны, помимо поддер-
жания митохондриальной целостности, Bcl-2 
связан с клеточным окислительно-восстанови-
тельным состоянием, кроме того, функция инги-
бирования апоптоза белком Bcl-2 тесно связана с 
сигнальным путем ПКГ II типа, т. е. аутофагией. 
Маркеры аутофагии также показали отклонение 
в функционировании от нормы: отмечено по-
вышенное количество белка Bcl-2 у пациентов с 
АИТ (рис. 5Б, б) и накапливается количество р62 
белка (рис. 6Б). Эти биохимические показатели 
свидетельствовали о возможном повреждении 
мтХ при АИТ.

Ключевые белки макроаутофагии LC3 (био-
маркер формирования активных аутофагосом) и 
адаптерный белок р62 (регулятор аутофагии, уча-
ствующий в формировании аутофагосом) также 
находятся в тесном взаимодействии с митохон-
дриальными белками и участвуют в индукции 
конститутивной митофагии. Функциональное 
связывание липидированной формы белка LC3-
II и р62 важно для нормального протекания этого 
процесса [44]. На экспериментальной модели в 
условиях возрастания перекиси Н2О2 мы пока-
зали, что АФК активируют цитоплазматический 
LC3-I в клетках пациентов с АИТ, и накаплива-
ется аутофагический белок-адаптер р62, который 
регистрируется на внешней митохондриальной 
мембране, что свидетельствует об участии мито-
фагии в патогенезе заболеваний [21]. И установ-
ленный в эксперименте повышенный уровень 
мтФ в CD4+Т-клетках пациентов с АИТ (рис. 8, 
см. 3-ю стр. обложки) подтверждает наше пред-
положение о нарушении функций мтХ при АИТ, 
делая CD4+Т-клетки цито токсическими. 

Накопление таких клеток в ткани ЩЖ может 
приводить к нарушению апоптоза в тироцитах и, 
как следствие, ко вторичному некрозу. Резуль-
тат – развитие аутоиммунного ответа. Получен-
ные данные требуют дополнительных исследо-
ваний, т. к. выявление в крови пациентов с АИТ 
CD4+Т-лимфоцитов, склонных к апоптозу или к 
некрозу, может использоваться как диагностиче-
ский критерий прогноза воспалительного про-
цесса. 
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ЗНАЧЕНИЕ ОЦЕНКИ ВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ МАРКЕРОВ 
АКТИВАЦИИ СОСУДИСТОЙ СТЕНКИ ПРИ ВОЗРАСТНОЙ 
МАКУЛЯРНОЙ ДЕГЕНЕРАЦИИ
Балацкая Н.В., Воробьева Е.П., Куликова И.Г., Андрюшин А.Е.
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр глазных болезней имени Гельмгольца» 
Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Среди многочисленных факторов патогенеза возрастной макулярной дегенерации (ВМД) 
в последние годы особое внимание уделяют эндотелиальной дисфункции (ЭД), поскольку эндотелий 
сосудов является важнейшим элементом внутренней области гематоретинального барьера (ВГРБ), 
обеспечивающему иммунологический гомеостаз сетчатки. Изучение воспалительных маркеров акти-
вации эндотелия представляется актуальным с целью понимания механизмов развития заболевания, 
может способствовать разработке патогенетической терапии ранней и промежуточной стадий ВМД, 
мер вторичной профилактики ее осложнений. Цель – определение sICAM-1, sVCAM-1, sE-selectin, 
sP-selectin и МСР-1/CCL2 в сыворотке крови (СК) и слезной жидкости (СЖ) пациентов с начальной 
(AREDS2) и промежуточной (AREDS3) стадиями ВМД. Исследование проведено методом проточ-
ной цитометрии (CBA) (проточный цитометр BD FACS Canto II, США) с помощью панели, скон-
струированной из совместимых симплексных тест-систем FlowCytomixTM (Bender MedSystem GmbH, 
Германия) для определения sICAM-1, sVCAM-1, sE-selectin, sP-selectin и МСР-1/CCL2, позволяю-
щей осуществлять их одновременную детекцию, с обработкой данных в пакете FlowCytomix Pro v. 6.0 
(BenderMed Systems GmbH, Германия). Выявлена тенденция к повышению уровня sVCAM-1 в СК 
пациентов группы с промежуточной ВМД по сравнению с нормой. При анализе системной продук-
ции остальных маркеров не установлено различий между основными группами и возрастным кон-
тролем. В ходе исследования СЖ в группе AREDS2 обнаружено достоверное увеличение концентра-
ции МСР- 1/CCL2, sE-selectin (р < 0,05) с тенденцией к усилению локальной продукции растворимых 
ICAM-1 и P-selectin (р = 0,05) относительно нормы. В группе AREDS3 значимые сдвиги касались 3 
факторов sICAM-1, sE-selectin и sP-selectin, содержание которых в СЖ пациентов превышало таковое 
в контроле более чем в 2,5, почти в 5 и 2 раза соответственно (р < 0,05). Выявлено преимущественно 
усиление локальной и в меньшей мере системной продукции маркеров, отражающее активированное 
состояние эндотелия. Полученные данные представляются важными, поскольку доказывают уча-
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стие sICAM-1, sVCAM-1, sE-selectin, sP-selectin, МСР-1/CCL2 в патогенезе заболевания и позволяют 
думать о компроментации гематоретинального барьера, необходимости дополнения курса терапии 
ВМД назначением препаратов ангиопротекторного, противовоспалительного действия и нуждается 
в дальнейшем изучении.

Ключевые слова: возрастная макулярная дегенерация, дисфункция эндотелия сосудов, воспаление, маркеры, молекулы 
адгезии, хемокины

SIGNIFICANCE OF ASSESSING THE INFLAMMATORY 
MARKERS OF VASCULAR WALL ACTIVATION IN AGE-RELATED 
MACULAR DEGENERATION
Balatskaya N.V., Vorobyova E.P., Kulikova I.G., Andryushin A.E.
Helmholtz National Medical Research Center of Eye Diseases, Moscow, Russian Federation

Abstract. Among the numerous pathogenetic factors of age-related macular degeneration (AMD), special 
attention has been recently paid to endothelial dysfunction (ED), since the vascular endothelium is an important 
internal component of the the hematoretinal barrier (IBRB) providing immunological homeostasis of the 
retina. The study of inflammatory endothelial activation markers seems relevant in terms of understanding the 
mechanisms of disease development, potentially contributing to the development of pathogenetic therapy at 
early and intermediate stages of AMD as well as secondary prevention of its complications. The aim of the present: 
study was to determine sICAM-1, sVCAM-1, sE-selectin, sP-selectin and MCP-1/CCL2 in blood serum (BS) 
and tear fluid (TF) of patients with initial (AREDS2) and intermediate (AREDS3) stages of AMD. The study 
was performed by flow cytometry (CBA) with BD FACS Canto II flow cytometer, USA), using a diagnostic 
panel based on compatible simplex Flow CytomixTM test systems (Bender Med System GmbH, Germany) to 
determine sICAM-1, sVCAM-1, sE-selectin, sP-selectin and MCP-1/CCL2 thus allowing their simultaneous 
detection followed by data processing in the FlowCytomix Pro v. 6.0 package (BenderMed Systems GmbH, 
Germany). We have revealed a tendency to increased serum sVCAM-1 in the AREDS3 group compared to the 
reference values. When studying tear fluid in the AREDS2 group, a significant increase in MCP-1, sE-selectin 
concentrations was found (p < 0.05), along with a tendency to increased local production of sICAM-1 and 
sP-selectin (p = 0.05) against normal levels. Significant shifts in the AREDS3 group concerned three 3 factors 
in tear fluid, i.e., sICAM-1, sE-selectin and sP-selectin, that exceeded control levels by 2.5, 5 and 2 times, 
respectively (p < 0.05). The obtained data are important because they presume a role of sICAM-1, sVCAM-1, 
sE-selectin, sP-selectin, MCP-1/CCL2 in pathogenesis of the disorder and allows us to suggest a compromised 
state of blood retinal barrier, thus requiring supplementation of AMD therapy with angioprotectives, anti-
inflammatory drugs, and needs further studies.

Keywords: age-related macular degeneration, vascular endothelial, dysfunction, inflammation, markers, adhesion molecules, 
chemokines

Введение
Возрастная макулярная дегенерация (ВМД) 

является одной из частых причин слепоты и сла-
бовидения у старшей возрастной группы, харак-
теризуется прогрессирующим поражением цен-
тральной фотоактивной области сетчатки, имеет 
тенденцию к неуклонному росту и распростране-
нию [23]. 

Патологический процесс при ВМД имеет, как 
правило, двусторонний характер: после появле-

ния заболевания вероятность вовлечения парно-
го глаза составляет 10-15% в год [3]. 

Значительное снижение зрения вплоть до пол-
ной его потери наступает при развитии поздней 
стадии ВМД, варианты терапии которой очень 
ограничены и представлены антиангиогенными 
препаратами для борьбы с патологической не-
оваскуляризацией на глазном дне при влажной 
форме заболевания. 

Лечение ингибиторами ангиогенеза является 
дорогостоящим, инвазивным (проводится в ре-
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жиме повторных интравитреальных инъекций), 
и далеко не всегда приводит к положительным 
функциональным результатам [15]. 

В связи с этим в мире ведется активный по-
иск способов предотвращения прогрессирования 
ВМД на ранних этапах ее развития [13].

Возрастная макулодистрофия является муль-
тифакторным заболеванием: помимо возраста, 
генетической предрасположенности, образа жиз-
ни, метаболических расстройств – главных фак-
торов риска, в последнее время особое внимание 
уделяется тесной взаимосвязи ВМД с сердечно-
сосудистыми заболеваниями (ССЗ) и ключевым 
механизмом их патогенеза – эндотелиальной 
дисфункцией (ЭД) [5, 9, 10].

В норме функционирование эндотелия осу-
ществляются путем регуляции баланса противо-
положных процессов: тонуса сосудов (вазодилата-
ции/вазоконстрикции), гемостаза (стиму ляция/
инги бирование факторов коагуляции и фибрино-
лиза), местного воспаления (продукция анти- и 
провоспалительных молекул) [1].

При длительном действии гемодинамической 
перегрузки, окислительного стресса, цитокине-
мии происходит изменение ответа со стороны 
эндотелиоцитов с тенденцией к доминированию 
вазоспазма, гемокоагуляции и активации воспа-
лительных механизмов [1, 22]. 

Основные факторы, отражающие нарушение 
антивоспалительной функции эндотелия сосуди-
стой стенки, наиболее полно охарактеризованы 
при изучении патогенеза атеросклероза: в част-
ности показано, что патологически измененный 
эндотелий продуцирует целый ряд эффекторных 
молекул, направленных на активацию и рекру-
тинг лейкоцитов, усиление их взаимодействия с 
эндотелиальной выстилкой и трансвазацию [22].

Значительное повышение концентраций ма-
крофагального хемоаттрактантного протеина-1 
(МСР-1/CCL2), растворимых молекул межкле-
точной, сосудистой адгезии (sICAM-1, sVCAM-1) 
и селектинов (sE-selectin, sP-selectin) обнару-
жены в крови пациентов с ССЗ, что, по данным 
имеющихся публикаций, отражает степень по-
вреждения эндотелия и может рассматриваться в 
качестве маркеров прогрессирования патологи-
ческого процесса в стенке сосуда [14, 24].

Проведение подобных исследований пред-
ставляется также важным в аспекте сосудистой 
офтальмопатологии, поскольку эндотелий сосу-
дов является важнейшим элементом нейроваску-
лярной единицы – структурно-функциональной 
основы внутренней области гематоретинального 
барьера (ВГРБ) (подобного гематоэнцефаличе-

скому), обеспечивающего изоляцию нейральной 
сетчатки от контактов с кровью [19].

Нарушение этого защитного механизма, по 
мнению Buschini E. и соавт., может привести к 
потере иммунной привилегии сетчатки, разви-
тию воспалительного каскада и последующего 
повреждения нейронов [7].

Доказательства ослабления барьерных свойств 
ВГРБ уже на ранних стадиях ВМД представлены 
в работе Hudson N. и соавт. [18].

При патогистологическом исследовании post 
mortem глаз пациентов с сухой ВМД Schultz H. 
и соавт. обнаружено высокое содержание белков 
плазмы крови в сетчатке, что свидетельствовало 
о нарушении целостности ВГРБ и прямой связи с 
прогрессированием заболевания [20].

Изучение ЭД в патогенезе ВМД находится на 
начальном этапе: в доступной литературе найде-
на публикация, где приведены убедительные до-
казательства снижения активности эндотелиаль-
ной NO-синтазы (eNOS), в сети ретинальных и 
хориоидальных сосудов глаз с ВМД [5].

В целом исследование продукции локальной 
(в слезной жидкости) и системной продукции 
(в крови) воспалительных факторов – маркеров 
дисфункции и хронического воспаления сосу-
дистой стенки у пациентов с ВМД представля-
ется перспективным и может оказать помощь в 
разработке патогенетической терапии ранней и 
промежуточной стадий заболевания, а также мер 
вторичной профилактики его осложнений.

Цель работы – исследование воспалительных 
маркеров активации эндотелия сосудистой стен-
ки в сыворотке крови (СК) и слезной жидкости 
(СЖ) пациентов с начальной и промежуточной 
стадиями ВМД.

Материалы и методы 
Данное исследование одобрено положительно 

комитетом по этике ФГБУ «НМИЦ ГБ им. Гель-
мгольца» Минздрава России (протокол № 53/3  
от  8 апреля 2021 года).

На базе взрослого консультативно-поликли-
нического отделения и отдела иммунологии и 
вирусологии обследовано 58 человек в возрас-
те от 43 до 68 лет: среди них 19 мужчин (32,8%), 
39 женщин (67,2%). 

Согласно клинической классификации AREDS   [4],  
пациенты были распределены на три группы. 

I группу составили 26 человек с начальной 
ВМД (AREDS 2; средний возраст 53,2±11,5 года), 
II – 14 больных с промежуточная стадией ВМД 
(AREDS 3; средний возраст 57,1±11,8 года). 
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18 практически здоровых пожилых людей без 
офтальмопатологии вошли в группу возрастного 
контроля (AREDS1; группа риска, средний воз-
раст 55,7±12,7 года). 

Критерии включения в исследование: возраст 
старше 40 лет; отсутствие изменений на глазном 
дне, признаки начальной или промежуточной 
стадии ВМД (твердые и мягкие друзы, пигмент-
ные миграции, локальные аваскулярные отслой-
ки пигментного эпителия, фокусы «географиче-
ской атрофии» без захвата фовеа); максимально 
корригированная острота зрения (МКОЗ) выше 
0,6; внутриглазное давление (ВГД) ниже 21 мм рт. 
ст.; начальные помутнения хрусталика, не явля-
ющиеся причиной снижения зрительных функ-
ций. 

Критерии исключения из исследования: при-
знаки поздней ВМД (хориоидальная неоваску-
ляризация (ХНВ), неоваскулярная отслойка 
пигментного эпителия, рубцовые изменения, 
«географическая атрофия» с захватом фовеа), 
офтальмохирургические вмешательства, другие 
заболевания глаз, являющиеся причиной сниже-
ния зрения; тяжелая системная сердечно-сосуди-
стая патология, сахарный диабет, системные вос-
палительные, в т. ч. аутоиммунные заболевания. 

Забор биологических жидкостей и последую-
щее иммунологическое исследование проводи-
лось после получения письменного информиро-
ванного добровольного согласия пациентов.

Материалом иммунологических исследова-
ний служили образцы сыворотки крови (СК; 
n = 58) и слезной жидкости (СЖ; n = 63).

Забор биологических жидкостей осуществля-
ли до каких-либо манипуляций, с согласия паци-
ента после разъяснения целей исследования.

СЖ забиралась без стимуляции слезопро-
дукции сухой стерильной пипеткой из нижне-
го конъюнктивального свода в объеме не менее 
40 мкл. 

Забор крови выполняли в утренние часы, на-
тощак, из локтевой вены при помощи вакуумных 
систем в пробирки Vacuette® без активатора свер-
тывания; СК получали согласно стандартным 
методикам. 

До проведения исследований образцы храни-
ли при температуре -70 °С.

Определение sICAM-1, sVCAM-1, sE-selectin, 
sP-selectin и МСР-1/CCL2 в СК и СЖ выполне-
но методом проточной цитометрии (CBA) (про-
точный цитометр BD FACS Canto II, США) с 
помощью мультиплексной панели, сконструи-
рованной из совместимых симплексных тест-
наборов Human FlowCytomixTM Simplex (Bender 
MedSystem GmbH, Германия), позволяющей осу-

ществлять одновременную детекцию аналитов, 
с обработкой данных в пакете FlowCytomix Pro 
v. 6.0 (BenderMed Systems GmbH, Германия). 

Для конструкции мультиплексной панели 
растворимых молекул использованы наборы ре-
агентов: 

– Human VCAM-1 Flow Cytomix Simplex 
(BMS8232/2FF) (чувствительность 0,9 нг/мл; тип 
частиц В5).

– Human ICAM-1 Flow Cytomix Simplex 
(BMS8201FF) (чувствительность 5,3 нг/мл; тип 
частиц A11).

– Human MCP-1 Flow Cytomix Simplex 
(BMS8281FF) (чувствительность 2,2 пг/мл; тип 
частиц A7).

– Human E-selectin Flow Cytomix Simplex 
(BMS8205FF) (чувствительность 1,2 нг/мл; тип 
частиц A9).

– Human P-selectin Flow Cytomix Simplex 
(BMS8219/2FF) (чувствительность 1,2 нг/мл; тип 
частиц B4).

Оценку результатов выполняли с учетом пре-
делов чувствительности теста. Всего обработано 
58 тест-проб СК и 63 образца СЖ. 

Статистический анализ проведен с использо-
ванием программы Statistica 12.0 (StatSoft Inc., 
США). Сравнительный анализ параметров с рас-
пределением отличным от нормального выпол-
нен параметрическими методами. Показатели 
концентраций изучаемых факторов в биологи-
ческих жидкостях представлены в формате: Мe 
(min; max), где Мe – медиана, min – минимальное 
и max – максимальное значение в выборке. Для 
сравнения показателей двух независимых групп 
применялась Z-аппроксимация U-критерия 
Манна–Уитни. Критический уровень значимо-
сти при проверке статистических гипотез прини-
мался равным р < 0,05.

Концентрации sICAM-1, sVCAM-1, sE-se-
lectin, sP-selectin и МСР-1/CCL2 в тест-пробах 
СК и СЖ определяли методом мультиплексно-
го анализа (CBA) на проточном цитометре BD 
FACS Canto II в программе BD FACS Diva (BD 
Biosciences, США) с обработкой данных в пакете 
FCAP Array (Soft Flow, США). Оценку результа-
тов выполняли с учетом пределов чувствительно-
сти теста, для каждого определяемого аналита).

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием программы Statistica 12.0 (StatSoft Inc., 
США). Учитывая распределение части параме-
тров, отличное от нормального, сравнительный 
анализ проводился непараметрическими метода-
ми. Показатели концентраций изучаемых факто-
ров в биологических жидкостях представлены в 
формате: Мe (min; max), где Мe – медиана, min – 
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ТАБЛИЦА 1. СОДЕРЖАНИЕ ВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ФАКТОРОВ АКТИВАЦИИ СОСУДИСТОГО ЭНДОТЕЛИЯ В СЛЕЗНОЙ 
ЖИДКОСТИ ПАЦИЕНТОВ С ВМД И ГРУППЫ РИСКА

TABLE 1. CONCENTRATION OF INFLAMMATORY FACTORS OF VASCULAR ENDOTHELIAL ACTIVATION IN THE TEAR FLUID 
OF AMD PATIENTS AND RISK GROUPS

Показатель
Parameter

Основные группы
Main groups

Мe
min-max

Контроль
Control

ВМД 
AMD

AREDS1
(группа риска)

AREDS1
(risk group)

(n = 23)

I
AREDS2

(ранняя стадия)
I

AREDS2
(early AMD)

(n = 26)

II
AREDS3

 (промежуточная стадия)
II

AREDS3
(intermediate AMD)

(n = 14)
sP-selectin, нг/мл
sP-selectin, ng/mL

14,13
(9,8-21,3)

28,9#

(6,5-104,0)
28,8*

(23,4-29,7)
sE-selectin, нг/мл
sE-selectin, ng/mL

8,64
(2,3-18,1)

34,4*
4,1-316,0

43,0*
(42,4-43,8)

МСР-1/CCL2, пг/мл
МСР-1/CCL2, pg/mL

157,2
(83,9-357,0)

491*
(104,8-1127,0)

302
(219-384)

sVCAM-1, нг/мл
sVCAM-1, ng/mL

5,43
(0,92-14,00)

6,0
(1,1-35,2)

1,04
(0,94-1,90)

sICAM-1, нг/мл
sICAM-1, ng/mL

9,8
(6,3-24,5)

22 #

(7,4-159,0)
28,3*

(25,9-30,8)

Примечание. n – количество протестированных проб СЖ в группе; * – достоверность различия в группах пациентов 
с ВМД по сравнению с контролем (p < 0,05); # – тенденция к различию в группах ВМД по сравнению с контролем.

Note. n, the number of tested TF samples in the group; *, the significance of the difference in the groups of patients with AMD 
compared with the control (p < 0.05); #, the tendency to the difference in the AMD groups compared to the control.

минимальное, и max – максимальное значение в 
выборке. Для сравнения показателей двух неза-
висимых групп применялась Z-аппроксимация 
U-критерия Манна–Уитни. Критический уро-
вень значимости при проверке статистических 
гипотез принимался равным р < 0,05.

Результаты
Содержание воспалительных факторов акти-

вации сосудистого эндотелия определялось и 58 
тест-пробах СК и в 63 образцах СЖ у пациентов 
с ВМД и людей пожилого возраста без офтальмо-
патологии. 

Результаты иммунологического исследования 
представлены в таблицах 1 и 2 и на рисунках 1, 2, 3. 

Изучаемые факторы были выявлены в 100% 
образцов СК и СЖ. 

При исследовании СЖ пациентов с ВМД об-
наружено значительное увеличение содержания 
селектинов по сравнению с возрастным контро-

лем: так, в группе AREDS2 уровень локальной 
продукции sE-selectin составил 34,4 нг/мл (при 
минимуме 4,1 и максимуме 316 нг/мл) и прак-
тически в 4 раза превосходил значение нормы 
(р < 0,05) (табл.  1). Также в СЖ пациентов с на-
чальной ВМД обнаружена тенденция к повыше-
нию концентрации sР-selectin до 28,9 нг/мл про-
тив контроля – 14,1 нг/мл. 

Аналогичные сдвиги данных показателей, 
более выраженные, со статистически значимым 
ростом уровня sР-selectin, отмечались и в группе 
AREDS 3 (р < 0,05) (табл. 1). 

Статистически значимой разницы в локаль-
ной продукции селектинов между группами ВМД 
не обнаружено; вместе с тем, как видно из табли-
цы 1, пределы диапазонов изменений концентра-
ций (от минимума к максимуму) отличались: так, 
в СЖ пациентов группы AREDS 2 (с начальной 
ВМД) размах значений sЕ- и sР-selectin был на-
много шире (табл. 1). 
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ТАБЛИЦА 2. СОДЕРЖАНИЕ ВОСПАЛИТЕЛЬНЫХ ФАКТОРОВ АКТИВАЦИИ СОСУДИСТОГО ЭНДОТЕЛИЯ 
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ПАЦИЕНТОВ С ВМД И ГРУППЫ РИСКА

TABLE 2. THE CONTENT OF INFLAMMATORY FACTORS OF VASCULAR ENDOTHELIAL ACTIVATION IN THE BLOOD SERUM 
OF PATIENTS WITH AMD AND RISK GROUPS

Показатель
Parameter 

Основные группы
Main groups

Мe
min-max

Контроль
Control

ВМД
AMD 

AREDS1
(группа риска)

AREDS1
(risk group)

(n = 18)

I
AREDS2

(ранняя стадия)
I

AREDS2
(early AMD)

(n = 26)

II
AREDS3

(промежуточная стадия)
II

AREDS3
(intermediate AMD)

(n = 14)
sP-selectin, нг/мл
sP-selectin, ng/mL

341
(242,0-454,8)

285
(242-397)

369,8
(352-388)

sE-selectin, нг/мл
sE-selectin, ng/mL

65,7
(14,9-132,5)

89,6
(55-147)

97,6
(88,4-107,0)

МСР-1/CCL2, пг/мл
МСР-1/CCL2, pg/mL

517
(228,0-853,7)

504
(142-698)

718
(541-895)

sVCAM-1, нг/мл
sVCAM-1, ng/mL

640
(257,7-1460,0)

1461
(457-1468)

1243#

(1026-1461)
sICAM-1, нг/мл
sICAM-1, ng/mL

130
(37,4-280,0)

114,5
(114,5-258,5)

175,6
(53,8-297,0)

Примечание. n – количество протестированных проб СК в группе; # – тенденция к различию в группах ВМД 
по сравнению с контролем.

Note. n, the number of tested BS samples in the group; #, the tendency to the difference in the AMD groups compared to the control.

Рисунок 1. Результаты анализа информативности 
определения sЕ-selectin в СЖ на ранней 
и промежуточной стадии ВМД
Figure 1. The results of the analysis of the informative value 
of the determination of sE-selectin in TF at the early and 
intermediate stages of AMD
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В ходе анализа содержания данных факторов 
в СК не выявлено достоверных сдвигов относи-
тельно возрастной нормы (табл.  2).

Как известно, молекулы селектинов пред-
ставляют собой Са2+-зависимые гликопротеины 
и относятся к классу адгезивных белков, из ко-
торых P-selectine продуцируется и депонируется 
в мегакариоцитах (далее в α-гранулах тромбо-
цитов) и эндотелии, а синтез Е-selectine является 
индуцибельным и происходит исключительно в 
эндотелиальных клетках. 

Эти белки могут функционировать не только 
в качестве мембраносвязанных молекул на по-
верхности активированных клеток, но и при их 
отщеплении в виде растворимых форм, называе-
мых sP-selectin и sЕ-selectin – продуктов протео-
лиза – фрагментов, в которых отсутствует транс-
мембранный участок. 

При активации сосудистой стенки или по-
вреждении ткани селектины опосредуют началь-
ный этап вовлечения лейкоцитов в воспалитель-
ный процесс и взаимодействие с эндотелием [6]. 
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Рисунок 2. Результаты анализа информативности 
определения MCP-1/CCL2 в СЖ на ранней 
и промежуточной стадии ВМД
Figure 2. The results of the analysis of the informative value 
of the determination of MCP-1/CCL2 in TF at the early and 
intermediate stages of AMD

Рисунок 3. Результаты анализа информативности 
определения sICAM-1 в СЖ на ранней и промежуточной 
стадии ВМД
Figure 3. The results of the analysis of the informative value of 
the determination of sICAM-1 in TF at the early and intermediate 
stages of AMD
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Показано, что Е- и Р-селектин появляются на 
поверхности эндотелиальных клеток при напря-
жении сдвига, воздействии активных форм кис-
лорода, цитокинов IL-1β, TNFα, IFNγ и других 
медиаторов воспаления [16, 17].

Повышенное содержание адгезивных белков 
выявлено в крови пациентов с субклинической 
ишемической болезнью сердца и атеросклерозом 
сонных артерий: эти данные, по мнению Zhang J., 
указывают на то, что Е-selectin может быть вовле-
чен в ранние стадии атеросклеротического пора-
жения сосудов [24].

В нашем исследовании значимо высокие кон-
центрации Е- и Р-selectin, обнаруженные в СЖ 
пациентов, свидетельствуют о локальной акти-
вации сосудистого эндотелия на ранней и про-
межуточной стадиях заболевания, которая могла 
быть вызвана действием целого ряда провоспа-
лительных медиаторов, которые активно секре-
тируются интраокулярно при ВМД: IL-1α, IL-1β, 
IL-6, IL-8/CXCL8, IFNγ, TNFα [2]. 

Нельзя исключить, что значимый рост уровня 
Р-selectin в СЖ пациентов с более выраженны-
ми патологическими изменениями на глазном 
дне, характерными для стадии AREDS 3, может 
быть связан с недостаточной активностью NO-
синтазы [5] и косвенно согласуется с данными 
работы Chaitanya G.V. и соавт., показавших, что 
регуляция экспрессии этого селектина осущест-
вляется оксидом азота, однако данное положение 
нуждается в дальнейших исследованиях [8]. 

MCP-1/CCL2-моноцитарный хемоатрактант-
ный протеин-1 является важнейшим регулято-
ром активации, рекрутинга и трансвазации лей-
коцитов, продуцируется клетками эпителиев, 
гладкой мускулатуры, моноцитами/макрофага-
ми, фибробластами, астроцитами, микроглией и 
эндотелиальными клетками.

Данные многочисленных клинических и экс-
периментальных исследований свидетельствуют 
о его ключевом участии в поражении сосудистой 
стенки при атеросклерозе [11].

Усиление внутриглазной продукции MCP-1/
CCL2 значительной степени связывают с влаж-
ной ВМД и проникающими в область неоваску-
ляризации лейкоцитами [12].

Статистически значимое повышение ло-
кальной концентрации MCP-1/CCL2 в группе 
AREDS 2 до 491 пг/мл (р < 0,05), обнаруженное 
в нашем исследовании, скорее всего является ре-
зультирующей вклада множества клеток: в поль-
зу этого заключения свидетельствует и широкий 
размах значений показателя (табл.  1); хотя нель-
зя исключить, что при начальных изменениях в 
макулярной зоне основным продуцентом ука-

занного цитокина может быть активированный 
продуктами оксидативного стресса (ведущего 
патогенетического фактора ВМД) сосудистый 
эндотелий. 

Содержание MCP-1/CCL2 в СК пациентов 
обеих клинических групп ВМД находилось в пре-
делах установленной возрастной нормы (табл. 2). 
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Наряду с селектинами и медиаторами воспа-
ления большое значение при ЭД и поражении 
сосудистой стенки имеют молекулы сосудистой 
и межклеточной адгезии – VCAM-1 и ICAM-1, 
посредством которых усиливается адгезия акти-
вированных лейкоцитов к эндотелиальным клет-
кам и последующий трансвазальный выход. 

В настоящее время sICAM-1 вместе с IL-6 (ин-
терлейкин-6) и CRP (С-реактивный белок), при-
знаны молекулярными маркерами, связанными 
с атеросклерозом и его прогрессированием [21]. 

Обсуждение
При анализе данных нашей работы обнаруже-

на тенденция к усилению локальной продукции 
sICAM-1 стадии AREDS2 относительно нормы и 
статистически значимое увеличение содержания 
этого белка в СЖ пациентов с промежуточной 
ВМД (AREDS3), в 3 раза превышающего таковое 
в группе возрастного контроля (р < 0,05) (табл. 2). 

Усиление локальной продукции ICAM-1 
можно объяснить воздействием многочислен-
ных синтезируемых цитокинов, формирующих 
интраокулярную провоспалительную среду при 
ВМД и способных активировать сосудистый эн-
дотелий: IL-1β, IL-6, IL-8, IL-18, TNFα и пр. [2].

Сравнительный анализ результатов иссле-
дования основных групп с ВМД не выявил ста-
тистически значимых различий в локальных 
концентрациях sICAM-1, однако пределы диа-
пазонов изменений продукции данного белка (от 
минимума к максимуму) отличались: так, в СЖ 
пациентов группы AREDS 2 (с начальной ВМД) 
размах значений sICAM-1 был намного шире 
(табл. 1). 

Тенденция к повышению концентрации 
sVCAM-1 в СК пациентов, обнаруженная в груп-
пе AREDS 3, позволяет думать о подключении 
системных механизмов активации эндотелия на 
продвинутых стадиях заболевания (табл. 2). 

Таким образом, в ходе исследования в СЖ 
пациентов со начальной и промежуточной ВМД 
были выявлены значимые изменения как ранних 
(sЕ- и sP-selectin, МСР-1/CCL2), так и поздних 
(sICAM-1) воспалительных маркеров активации 
эндотелия, свидетельствующие об участии ло-
кальных сосудистых механизмов в патогенезе за-
болевания. 

Для определения возможной диагностиче-
ской ценности определения sЕ-, sP-selectin, 
МСР-1/CCL2, и sICAM-1 в СЖ был проведен 
ROC-анализ построением операционных кривых 
и оценкой площади под ними, на основании ко-
торых были выявлены потенциальные локальные 
биомаркеры сосудистой активации при ранней 
ВМД (рис.  1,  2,  3). 

Как видно из рисунков 1, 2, 3, площадь под 
кривой AUC для sЕ-selectin составила 0,817 
(p = 0,001), MCP-1/CCL2 – 0,813 (p = 0,009), для 
sICAM-1 – 1,0 (p < 0,001).

Заключение
Таким образом, в результате проведенного 

исследования представлена характеристика из-
менений воспалительных факторов активации 
сосудистой стенки, связанных с изменениями 
на глазном дне при начальной и промежуточной 
стадиях ВМД. 

Полученные данные представляются важ-
ными, так как доказывают участие sICAM-1, 
sVCAM-1, sE-selectin, sP-selectin, МСР-1/CCL2 
в патогенезе заболевания, а повышение локаль-
ных концентраций этих белков позволяет думать 
о компроментации гематоретинального барьера, 
необходимости дополнения курса терапии ВМД 
назначением препаратов ангиопротекторного, 
противовоспалительного действия и нуждается в 
дальнейшем изучении.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ЛЕЧЕНИЯ ПАЦИЕНТКИ С ТРИЖДЫ 
НЕГАТИВНЫМ РАКОМ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ С ПОМОЩЬЮ 
АДОПТИВНОЙ ИММУНОТЕРАПИИ
Абакушина Е.В.1, 2, Журиков Р.В.2, Румянцев С.А.1, 3

1 ГНЦ РФ ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр эндокринологии» Министерства 
здравоохранения РФ, Москва, Россия  
2 ООО «Текон Медицинские Приборы», Москва, Россия  
3 ФГАОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова» 
Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Рак молочной железы (РМЖ) является распространенным злокачественным новообра-
зованием и второй причиной смертности от рака у женщин. Адоптивная иммунотерапия (АИТ) с 
использованием активированных лимфоцитов представляет собой перспективное направление ле-
чения пациентов. Пациентка О., 63 года, в октябре 2021 года установлен диагноз «инфильтративный 
протоковый рак левой молочной железы T3NxM0, Grade 2, тройной негативный подтип, CHEK-2 
ассоциированный». По данным ПЭТ/КТ размер опухоли 43 × 21 мм. Предложено проведение АИТ 
цитокин-индуцированными киллерами (ЦИК). Для получения ЦИК мононуклеарные клетки, вы-
деленные из периферической крови, культивировали в присутствии цитокинов на протяжении 
10- 14 дней. АИТ проводилась внутрикожно паравертебрально 1 раз в неделю, без перерыва до насто-
ящего времени. На фоне АИТ проводились ПЭТ/КТ, МРТ, УЗИ и иммунофенотипирование лимфо-
цитов крови. За время наблюдения с ноября 2021 года было проведено 7 курсов АИТ. Через 6 месяцев 
после начала АИТ по данным ПЭТ/КТ отмечалась положительная динамика: снижение активности 
образования ЛМЖ SUVmax 16,76 (ранее SUVmax 28,74) с сохранением размеров опухоли, ранее вы-
явленных признаков остеобластических изменений в позвоночнике на уровне Th12 не выявлено. По 
результатам ПЭТ/ КТ в ноябре 2022 года отмечалось некоторое увеличение размеров образования 
ЛМЖ до 49 × 35 мм (SUVmax 16,82), при этом был обнаружен очаг фиксации радиофармпрепарата 
в теле L2 позвонка и сигмовидной кишке. В декабре 2022 года проведена радикальная мастэктомия. 
Установлен терапевтический патоморфоз 2-й степени, размер опухоли 5,3 см, край резекции без кле-
ток опухоли, в 2 из 14 лимфатических узлах обнаружены метастазы. С целью профилактики рецидива 
была продолжена АИТ, за год с января 2023 года суммарно было введено 790 млн ЦИК. По данным 
МРТ в марте 2023 года данных за рецидив не получено. В августе 2024 года очаг в подвздошной кости 
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сохраняется. Пациентка направлена на лучевую терапию. Медиана общей выживаемости больных с 
ТНРМЖ составляет 10,2 месяца. Средняя продолжительность жизни больных с наличием метаста-
зов составляет менее 1 года. В описанном клиническом случае с момента постановки диагноза про-
шло 34 месяца, что свидетельствует об эффективном сочетании АИТ с хирургическим методом лече-
ния. Все это позволяет сделать вывод о высоком потенциале эффективности АИТ ЦИК у больных с 
ТНРМЖ. Применение АИТ ЦИК в сочетании с другими методами лечения увеличит эффективность 
терапии и общую выживаемость больных.

Ключевые слова: рак молочной железы, адоптивная иммунотерапия, цитокин-индуцированные клетки-киллеры, 
NK- клетки, клеточная терапия, комбинированная терапия

TREATMENT OUTCOME IN A PATIENT WITH TRIPLE-NEGATIVE 
BREAST CANCER USING ADOPTIVE IMMUNOTHERAPY
Abakushina E.V.a, b, Zhurikov R.V.b, Rumiantsev S.A.b, c

a National Medical Research Center of Endocrinology, Moscow, Russian Federation  
b LLC “Tecon Medical Devices”, Moscow, Russian Federation  
c N. Pirogov Russian National Research Medical University, Moscow, Russian Federation

Abstract. Breast cancer (BC) is the most common malignant neoplasm in women. Adoptive immunotherapy 
(AIT) using activated lymphocytes is a promising approach to the treatment. Patient O., 63 years old, was 
diagnosed in October 2021 with infiltrating ductal carcinoma of left breast T3NxM0, Grade 2, triple negative 
subtype, CHEK-2 associated. According to PET/CT, the tumor size was 43 × 21 mm. AIT with cytokine-
induced killers (CIK) was administered. In order to produce CIK, mononuclear cells were isolated from 
peripheral blood and cultured in presence of cytokines for 10-14 days. AIT was performed by intradermal 
injections paravertebrally once a week up to present date. In the course of AIT, PET/CT, MRI, ultrasound 
and immunophenotyping of blood lymphocytes were performed. 7 courses of AIT were administered since 
November 2021. Six months after starting AIT, positive dynamics was noted as proven by PET/CT data: a 
decreased activity of tumor in left mammary gland (LMG) with SUVmax of 16.76 (previously, SUVmax 28.74) 
while maintaining the size. Moreover, previously identified signs of osteoblastic changes in spine at Th12 
level were not detected. According to PET/CT results in November 2022, a slight increase in size of LMG 
formation up to 49 × 35 mm (SUVmax, 16.82) was noted, while an area of the radiopharmaceutic accumulation 
was detected in the body of the L2 vertebra and sigmoid colon. Radical mastectomy was performed In early 
December 2022. The tumor size was 5.3 cm, the resection margin was free of tumor cells, metastases were found 
in 2 of 14 lymph nodes. In order to prevent relapse, AIT was continued: 790 million CIKs were administered 
during a year. According to MRI data in March 2023, there was no relapse. In August 2024, the lesion in 
the ileum still remains. The median overall survival of patients with TNBC is 10.2 months. The average life 
expectancy of patients with metastases is less than 1 year. In the presented clinical case, 34 months have passed 
since the diagnosis, thus indicating an effective combination of AIT with surgical treatment. We conclude that 
AIT CIKs has a high potential for treatment of patients with TNBC. 

Keywords: breast cancer, adoptive immunotherapy, cytokine-induced killer cells, NK cells, cell therapy, combination therapy

Статья подготовлена на основании результа-
тов, полученных в ходе реализации Соглашения 
о предоставлении гранта в форме субсидий из 
федерального бюджета на осуществление госу-
дарственной поддержки создания и развития на-
учных центров мирового уровня, выполняющих 
исследования и разработки по приоритетам на-

учно-технологического развития от 20 апреля 
2022 года № 075-15-2022-310.

Введение
Тройной негативный рак молочной железы 

(ТНРМЖ) составляет от 15% до 20% всех слу-
чаев РМЖ [14]. Он имеет более высокую частоту 
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рецидивов, метастатический потенциал и более 
низкую общую выживаемость по сравнению с 
другими видами РМЖ [9]. 

Если говорить о молекулярных особенностях, 
то опухолевые клетки при ТНРМЖ не экспрес-
сируют рецепторы эстрогена, прогестерона или 
рецептор человеческого эпидермального факто-
ра роста 2 (ER-, PR-, HER2-) [12]. В связи с этим 
эндокринное лечение и таргетные препараты 
являются неэффективными, а наиболее распро-
страненным методом лечения является химиоте-
рапия [5]. ТНРМЖ – это подтип с лучшим отве-
том на стандартные схемы химиотерапии, такие 
как таксаны или антрациклины. Однако менее 
30% пациентов с ТНРМЖ достигают полного от-
вета, а показатели рецидивов и смертности оста-
ются выше, чем у пациентов с другими подтипа-
ми РМЖ [7].

При этом предоперационная химиотерапия 
помогает проводить адъювантное лечение, по-
зволяя более точно оценить прогноз и сократить 
объем хирургического вмешательства. В свя-
зи с этим выбор тактики ведения пациентов с 
ТНРМЖ является сложной клинической задачей 
и диктует необходимость поиска новых подходов 
к терапии. В последние десятилетия в терапии 
рака большое внимание уделяется иммунотера-
пии. Лечение тройного негативного РМЖ явля-
ется сложной задачей; молекулярно-таргетная 
терапия в большинстве случаей неэффективна, а 
стандартное лечение отсутствует. Новые знания 
в области клеточной иммунологии и иммунных 
взаимодействий опухоль-хозяин привели к ин-
тересным разработкам эффективных иммуноте-
рапевтических подходов, основанных на терапии 
и модуляции микроокружения опухоли, включая 
блокаду иммунных контрольных точек, индук-
цию активации цитотоксических Т-лимфоцитов, 
адоптивный перенос клеток [6].

Зарубежные авторы отмечают, что около по-
ловины зарегистрированных клинических иссле-
дований сосредоточены на терапии, связанной с 
блокировкой иммунных контрольных точек [7]. 
Из них более 100 клинических исследований уже 
вступили в фазу II или фазу III, что означает, что 
иммунотерапия является важной тенденцией в 
лечении ТНРМЖ.

Адоптивная клеточная иммунотерапия (AИТ) 
предлагает новый вариант лечения ТНРМЖ. 
АИТ в основном включает терапию опухолеин-
фильтрирующими лимфоцитами, дендритными 
клетками, Т-лимфоцитами, цитокин-индуци-
рованными киллерами (ЦИК), а также CAR-T 
и NK-лимфоцитами, и все эти методологии 
имеют схожие принципы. В настоящее время 

CAR-клетки широко исследуются при солидных 
опухолях, но они все еще находятся на I фазе 
клинических испытаний при ТНРМЖ.

Хотя эти методы лечения еще не достигли та-
кой же степени клинической эффективности, 
как адоптивная Т-клеточная терапия, ранние 
доклинические и клинические успехи терапии 
активированными NK-клетками привели к уве-
личению энтузиазма в развитии их потенциала – 
гипотеза, лежащая в основе этой новой области, 
уходит корнями в наблюдения в клинике транс-
плантологии примерно 20 лет назад [11]. Ведет-
ся большое количество клинических испытаний 
иммунотерапии NK-клетками для лечения со-
лидных опухолей [1, 8]. Способность NK-клеток 
воздействовать на опухолевые клетки делает их 
привлекательными эффекторами для иммуно-
терапии рака. На сегодняшний день существует 
несколько направлений в использовании NK-
клеток: аутологичные, аллогенные, геномодифи-
цированные или CAR [2, 13]. При всех плюсах и 
минусах каждого из направлений делается ставка 
на перспективы использования аллогенных NK-
клеток.

Целью данного исследования была оценка эф-
фективности лечения пациентки с ТНРМЖ с по-
мощью АИТ. 

Материалы и методы
Пациентка О.Н., 63 года, в октябре 2021 года 

установлен диагноз «инфильтративный про-
токовый рак левой молочной железы T3NxM0, 
Grade 2, тройной негативный подтип, CHEK-2 
ассоциированный». В анамнезе базальноклеточ-
ный рак кожи параорбитальной области справа. 
Проведена ФДТ в 2023 году. Злокачественное но-
вообразование (ЗНО) щитовидной железы, хи-
рургическое лечение в 2009 году. Радиойодтера-
пия в 2010 году. Рак шейки матки. Экстирпация 
матки с предатками в 2004 году. II клиническая 
группа. От полихимиотерапии пациентка отказа-
лась. Была предложена АИТ ЦИК, которая про-
должается до настоящего времени.

Для получения ЦИК периферические моно-
нуклеарных клетки культивировались в присут-
ствии цитокинов (IL-2 и IL-15 по 250 МЕ/ мл) 
на протяжении 10-14 дней [3]. АИТ проводилась 
внутрикожно паравертебрально 1 раз в неделю, 
без длительного перерыва в лечении. На фоне 
АИТ проводились ПЭТ/КТ, МРТ, УЗИ и иммуно-
фенотипирование лимфоцитов крови. Фенотип 
лимфоцитов оценивали с помощью проточного 
цитометра Amnis ImageStream XMk II (Luminex, 
США) на этапах лечения. Окрашивание прово-
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дили при 25 °С в темноте в течение 15 минут. По-
сле этого клетки промывали двукратно в 1хPBS. 
Для стандартизации процессов сбора и анализа 
данных была подобрана оптимальная концен-
трация клеток в образце – 500 000 событий. С 
каждого образца собирали не менее 15 000 собы-
тий (изображений). Анализ изображений про-
водили с помощью программного обеспечения 
IDEAS v6.3 (Luminex, США). Для изучения фе-
нотипа использовалась панель антител для про-
точной цитометрии, включающую такие марке-
ры, как 7AAD и анти CD45, CD3, CD56, CD16 
(BioLegend, США). 

Исследование проводилось согласно прото-
колу локального этического комитета ФГАО ВО 
РНИМУ им. Н.И. Пирогова Минздрава России 
№ 218 от 16 мая 2022 года.

Результаты и обсуждение
Осенью 2021 года пациентка самостоятельно 

выявила у себя образование в левой молочной 
железе, по поводу чего обратилась к онкологу. 
По результатам маммографии от 13.10.2021 года 
в левой молочной железе на границе верхних 
квадрантов было выявлено образование, разме-
рами 3,8 × 2,8 см и 2,6 × 2,8 см с включениями 

Рисунок 1. МРТ-картина молочной железы 
с сосудистым режимом от 27.06.2022 
Figure 1. MR angiography of a mammary gland 27.06.2022

микрокальцинатов. Аксиллярные лимфоузлы 
определялись частично до 1 см. По данным УЗИ 
слева на границе верхних квадрантов выявлялось 
образование с неровными контурами с включе-
нием микрокальцинатов, размерами 4,6 × 2 см, 
гиперваскулярное, под ЦДК. Аксиллярные лим-
фоузлы справа не были изменены, слева – с 
увеличенным корковым слоем 1,6 × 0,5 см. По 
результатам CORE биопсии от 14.10.2021 было 
обнаружено ЗНО молочной железы инфильтра-
тивный протоковый рак NOS, G2 (Nottingham 
Grading Score – 7), по ИГХ исследованию реак-
ции с антителами к рецепторам эстрогенов, про-
гестерона и HER2neu не обнаружено (0 баллов), 
Ki67 положительна в 27% ядер опухолевых кле-
ток. Выявлена мутация CHEK-2. От проведе-
ния химиотерапии больная отказалась. В ноябре 
2021 года была начата АИТ в режиме 1 раз в не-
делю. За год проведено 3 курса АИТ, суммарно 
введено 225 млн ЦИК. На фоне АИТ отмечалась 
местная гиперемия и гриппоподобный синдром, 
иных побочных эффектов не выявлялось. 

По данным ПЭТ/КТ от 06.12.2021 выявлено 
образование ЛМЖ до 43 × 21 мм (SUVmax 28,74), 
в легких определялись единичные узелки до 
7,5 мм, в печени – гиподенсивные образования 
до 2 мм, вероятно доброкачественной природы, 
в T12 – диффузная активность, вероятно, реак-
тивного характера. Через 6 месяцев после начала 
АИТ по данным ПЭТ/КТ от 14.06.2022 отмеча-
лась положительная динамика: снижение актив-
ности образования ЛМЖ SUVmax 16,76 (ранее 
SUVmax 28,74) с сохранением прежних разме-
ров, ранее выявленных признаков остеобласти-
ческих изменений в позвоночнике на уровне 
Th12 не выявлено. В октябре 2022 года перенесла 
COVID-19. Уровень антител превышал верхнюю 
границу в 2 раза. На МРТ образование сохраня-
лось (рис.  1).

По результатам ПЭТ/КТ в ноябре 2022 года 
отмечалось некоторое увеличение размеров об-
разования ЛМЖ до 49 × 35 мм (SUVmax 16,82), 
при этом был обнаружен очаг фиксации радио-
фармпрепарата в теле L2-позвонка и сигмовид-
ной кишке. В начале декабря 2022 года проведе-
но хирургическое лечение в объеме радикальной 
мастэктомии слева. Из протокола патологоана-
томического исследования от 15.12.2022 под-
твержден инвазивный протоковый РМЖ 3-й сте-
пени злокачественности по Nottingham Grading 
System (Grade 3), терапевтический патоморфоз 
2-й степени по Е.Ф. Лушникову. Хотя пациент-
ке не проводилась химиотерапия, а только АИТ 
цитокин-индуцированными клетками-киллера-
ми, что, вероятно, тоже приводит к развитию те-
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Рисунок 2. Изображения, полученные после проведения ПЭТ (А) / КТ (Б) от 21.11.2023 
Примечание. Слева видно накопление РФП в проекции крыла правой подвздошной кости. На КТ данный участок не 
визуализируется.
Figure 2. PET (A) / CT (B) images 21.11.2023 
Note. On the left side of the picture there is accumulation of a radiopharmaceutical agent in projection of a wing of ilium. CT scan doesn`t visualize 
this area.

рапевтического патоморфоза. Класс остаточной 
опухоли: RCB III (выраженная остаточная опу-
холь). Максимальный размер опухоли 5,3 см. Ин-
вазии эпидермиса нет, имеется переневральная и 
сосудистая инвазия. Край резекции ткани мо-
лочной железы без опухоли. Вне опухоли в ткани 
железы липоматоз, очаговый фиброз, скопления 
микрокальцинатов. В 2 из 14 лимфатических уз-
лах обнаружены метастазы РМЖ.

Через 2 недели после хирургического вмеша-
тельства была возобновлена АИТ. Проводилось 
введение аутологичных ЦИК-клеток в режиме 1 
раз в неделю на протяжении трех месяцев. 

На УЗИ от 03.03.2023 данных за местный ре-
цидив и метастазы не получено. С целью профи-
лактики рецидива начат 4 курс АИТ. За период с 
января 2023 года по октябрь 2023 года суммарно 
было введено 303 млн ЦИК. Терапию пациентка 
переносила удовлетворительно, побочных эф-
фектов не наблюдалось. По данным МРТ в марте 
2023 года данных за рецидив не получено. При 
проведении ПЭТ выявлено накопление РФП 
в проекции крыла правой подвздошной кости 
(рис. 2).

До начала АИТ и на этапах лечения про-
водилось фенотипирование лимфоцитов пе-
риферической крови. Основной акцент был 
сделан на популяции NK-клеток и долю 
CD56+CD16+ лимфоцитов. Охарактеризованы 
две наиболее распространенные субпопуля-
ции: CD56brightCD16- – цитокинпродуцирующие 

и CD56dimCD16+ – цитотоксические клетки. 
Клетки с фенотипом CD56bright обнаруживаются 
в меньшем количестве в периферической кро-
ви (90% NK-клеток в кровообращении имеют 
CD56dim) [10].

У пациентки до АИТ количество NK-клеток – 
7,5%, CD56+CD16+ – 4,2%. В июне 2022 года 
NK- клеток было 8%, а CD56+CD16+ увеличились 
до 7,5%, в ноябре чуть снизились до 5,4%, а в 
декабре 2023 года восстановились до 7,7%, доля 
CD56+CD16+ от всех CD56+ составила 90,8%. Та-
ким образом, в процессе АИТ иммунологические 
показатели численности NK-клеток были ста-
бильны (рис. 3).

На МРТ от 12.01.2024 картина метастатическо-
го поражения правой подвздошной кости с при-
знаками кортикальной деструкции сохраняется. 
По данным остеосцинтиграфии от 17.01.2024 
визуализируется очаг патологической гипер-
фиксации РФП в проекции крыла правой под-
вздошной кости (КДН = 350%). В других отделах 
скелета патологических очагов, характерных для 
специфического поражения, не определяется. 

С целью поддерживающей терапии АИТ ЦИК 
была продолжена. 

На МРТ от 13.06.2024 картина метастатиче-
ского поражения правой подвздошной кости с 
признаками кортикальной деструкции сохраня-
ется (увеличение размеров в сравнении с дан-
ными от 12.01.2024), появились метастатические 

А (А) Б (B)
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очаги в крыше вертлужной впадины и седалищ-
ной кости справа (ранее не выявлялись).

Больной была рекомендована лучевая тера-
пия. С 04.09.2024 по 06.09.2024 пациентке про-
веден курс стереотаксической дистанционной 
лучевой терапии на область метастаза в правой 
подвздошной кости на ЛУЭ Varian TrueBeam STX 
с использованием фиксирующих устройств (под-
головник F, подставка под ноги), контроля по-
ложения пациента с помощью СВСТ в РОД 8 Гр 
до СОД 24 Гр. Лечение перенесла удовлетвори-
тельно.

На октябрь 2024 года больная чувствует себя 
хорошо, особых жалоб не предъявляет. Ведется 
динамическое наблюдение.

Заключение
Медиана общей выживаемости больных с 

ТНРМЖ при современных методах лечения со-
ставляет 10,2 месяца [4]. Средняя продолжитель-
ность жизни больных с наличием метастазов со-
ставляет менее 1 года. В описанном клиническом 
случае на момент написания статьи с момента 
постановки диагноза прошло 34 месяца, что сви-
детельствует об эффективном сочетании АИТ 
с хирургическим методом лечения трижды не-
гативного РМЖ. За период наблюдения удалось 

сдержать опухолевый рост в первичном очаге на 
протяжении года. Исследования этого подхода 
показали, что лечение с использованием ауто-
логичных ЦИК-клеток в монорежиме позволяет 
длительно локализовать онкологический про-
цесс, учитывая наличие в анамнезе других зло-
качественных новообразований делает данный 
случай уникальным. К сожалению, аутологичные 
лимфоциты не способны обеспечить мощную 
реакцию против достаточно агрессивной формы 
рака и отдаленных метастазов в кости, возможно, 
отчасти из-за ингибирующих эффектов клеток 
опухоли, взаимодействия между аутологичны-
ми ЦИК-клетками и собственными молекула-
ми MHC класса I [15]. Проблема заключается в 
том, что не существует достоверных показате-
лей, позволяющих предсказать эффект данного 
вида иммунотерапии. Ответ на иммунотерапию 
зависит от множества факторов иммунного ми-
кроокружения опухоли, а не только от количе-
ства мишеней и величины опухоли. Вероятно, в 
дальнейшей лечебной тактике надо использовать 
аллогенные ЦИК-клетки или NK-клетки для 
усиления противоопухолевой иммунной защиты 
организма. 

Данный клинический случай подтвержда-
ет эффективность проведенной терапии даже в 
монорежиме, что позволило провести радикаль-

Рисунок 3. Фенотип периферических мононуклеаров во время проведения лечения
Figure 3. Phenotype of peripheral blood mononuclear cells
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ную операцию и обеспечить длительный без-
рецидивный период на протяжении более двух 
лет. Это дает возможность и надежду пациентам 
с агрессивными формами рака получать допол-
нительное лечение в виде адоптивной иммуно-
терапии аутологичными или аллогенными ЦИК-
клетками.
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РОЛЬ ЦИТОКИНОВ В ПЛАЗМЕ КРОВИ У МЫШЕЙ 
ПРИ МЕЛАНОМЕ B16
Егоров А.Н., Гольдерова А.С., Готовцев Р.А., Троев И.П., 
Николаева И.Э.
ФГАОУ ВО «Северо-Восточный федеральный университет имени М.К. Аммосова», г. Якутск, Республика 
Саха (Якутия), Россия

Резюме. Роль цитокинов в регуляции иммунного ответа и прогрессировании опухолей является 
важным аспектом исследований в области онкологии. Меланома В16 характеризуется агрессивным 
течением и высоким уровнем метастазирования, что требует глубокого понимания механизмов, уча-
ствующих в развитии заболевания. Целью данного исследования было изучение уровня цитокинов в 
плазме крови мышей при меланоме В16. В эксперименте использовались мыши линии C57BL/6, ко-
торым были введены клетки меланомы B16-F10. Животные были разделены на две группы: контроль-
ную и экспериментальную. В течение 21 дня проводился мониторинг уровней ключевых цитокинов, 
таких как IFNγ, TNFα, IL-6 и IL-10, с помощью метода иммуноферментного анализа (ELISA). Ре-
зультаты исследования показали значительное повышение уровня цитокинов IFNγ и TNFα в плазме 
крови мышей экспериментальной группы по сравнению с контрольной группой. Следует отметить, 
что как IFNγ, так и TNFα играют ключевую роль в стимуляции макрофагов и нейтрофилов к более 
эффективному уничтожению опухолевых клеток. Этот цитотоксический ответ способствует пода-
влению опухолевого роста и метастазированию. Повышенный уровень IL-6 указывает на развитие 
воспалительного ответа. Несмотря на то, что этот цитокин обладает свойствами, способствующими 
уменьшению воспаления, переизбыток IL-6 может способствовать росту и более агрессивному пове-
дению опухолей. Сниженный уровень IL-10 может усиливать воспалительные процессы и ослаблять 
иммунный ответ организма против опухолей. Таким образом, баланс между различными цитокинами 
играет решающую роль в регуляции иммунного ответа на раковые клетки и определяет характер про-
грессии опухолей. В то же время уровень IL-10, цитокина с противовоспалительными свойствами, 
был понижен в экспериментальной группе, что указывает на дисбаланс в регуляции иммунного от-
вета. Таким образом, полученные данные демонстрируют, что при меланоме В16 наблюдается значи-
тельное изменение профиля цитокинов в плазме крови, что может играть ключевую роль в патогене-
зе заболевания. Эти результаты подчеркивают важность дальнейших исследований для разработки 
новых терапевтических стратегий, направленных на модуляцию цитокинового ответа при меланоме.

Ключевые слова: меланома, цитокины, IFNγ, TNFα, IL-6, IL-10
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A ROLE OF BLOOD PLASMA CYTOKINES IN MICE WITH B16 
MELANOMA 
Egorov A.N., Golderova A.S., Gotovtsev R.A., Troev I.P., Nikolaeva I.E.
M. Ammosov North-Eastern Federal University, Yakutsk, Republic of Sakha (Yakutia), Russian Federation

Abstract. The role of cytokines in regulating the immune response and tumor progression is an important 
aspect of studies in oncology. B16 melanoma is characterized by an aggressive course and a high level of 
metastasis, which requires a deep understanding of the mechanisms involved. The purpose of this study was to 
study the level of cytokines in the blood plasma of mice with B16 melanoma. The experiment used C57BL/6 mice 
injected with B16-F10 melanoma cells. The animals were divided into two groups: control and experimental. 
Levels of key cytokines such as IFNγ, TNFα, IL-6 and IL-10 were monitored for 21 days using enzyme-linked 
immunosorbent assay (ELISA). The results of the study showed a significant increase in the level of IFNγ and 
TNFα cytokines in the blood plasma of mice from the experimental group compared to the control group. It 
should be noted that both IFNγ and TNFα play a key role in stimulating macrophages and neutrophils for more 
effective killing of tumor cells. This cytotoxic response helps suppress tumor growth and metastasis. Elevated 
levels of IL-6 indicate the development of an inflammatory response. Although this cytokine at certain doses 
may reduce inflammation, excessive IL-6 can promote the growth and more aggressive behavior of tumors. 
Reduced levels of IL-10 can increase inflammation and weaken the body’s immune response against tumors. 
Thus, the balance between various cytokines plays a crucial role in regulating the immune response to cancer 
cells and determines the nature of tumor progression. At the same time, the level of IL-10, a cytokine with anti-
inflammatory properties, was reduced in the experimental group, thus indicating an imbalanced regulation of 
immune response. Thus, the data obtained demonstrate that development of B16 melanoma is associated with 
significant changes in the blood plasma cytokine profile which may play a key role in the pathogenesis of the 
disease. These results highlight the importance of further research to develop new therapeutic strategies aimed 
at modulating the cytokine response in melanoma.

Keywords: melanoma, cytokines, IFNγ, TNFα, IL-6, IL-10
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рамках федерального проекта «Развитие челове-
ческого капитала в интересах регионов, отрас-
лей и сектора исследований и разработок» на-
ционального проекта «Наука и университеты», 
шифр тематики FSRG-2022-0009 «Разработка и 
испытание новых биомедицинских клеточных 
продуктов, композиционных медицинских из-
делий».

Введение
Меланома является одной из наиболее агрес-

сивных форм рака кожи, характеризующейся вы-
соким уровнем метастазирования и значительной 
гетерогенностью. Ежегодно в мире диагностиру-
ется более 230 000 новых случаев меланомы, что 
приводит к более чем 50 000 смертей. Основным 
источником меланомы являются меланоциты – 
клетки, продуцирующие меланин и располо-
женные преимущественно в эпидермисе кожи. 
Патогенез меланомы включает в себя сложные 
генетические и эпигенетические изменения, 

способствующие неконтролируемому росту кле-
ток и их инвазивным свойствам.

Современные методы лечения меланомы 
включают хирургическое вмешательство, имму-
нотерапию, таргетную терапию и химиотерапию. 
Однако, несмотря на значительные успехи в ле-
чении, прогноз для пациентов с метастатической 
меланомой остается неблагоприятным. Это под-
черкивает необходимость поиска новых терапев-
тических стратегий и глубокого понимания моле-
кулярных и клеточных механизмов, участвующих 
в прогрессировании заболевания.

Цитокины играют ключевую роль в регуляции 
иммунного ответа и прогрессировании опухолей. 
Они представляют собой небольшие белковые 
молекулы, которые модулируют взаимодействие 
между клетками иммунной системы и опухоле-
выми клетками. В частности, цитокины могут 
как способствовать уничтожению опухолевых 
клеток, так и поддерживать их выживание и рост, 
создавая иммуносупрессивную микросреду. По-
этому изучение уровня цитокинов в плазме кро-
ви при меланоме является важным аспектом для 
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понимания патогенеза заболевания и разработки 
новых терапевтических подходов.

Целью данного исследования было изучение 
уровня ключевых цитокинов, таких как IFNγ, 
TNFα, IL-6 и IL-10, в плазме крови мышей линии 
C57BL/6 при меланоме В16. Эти цитокины были 
выбраны из-за их известных ролей в регуляции 
воспалительного ответа и противоопухолевого 
иммунитета. IFNγ и TNFα известны своими про-
воспалительными и антиопухолевыми свойства-
ми, тогда как IL-6 участвует в хроническом вос-
палении и прогрессировании опухолей, а IL- 10 
обладает противовоспалительными свойствами и 
может способствовать иммуносупрессии.

Исследование проводилось с использованием 
мышей, которым были введены клетки меланомы 
B16-F10, что позволило имитировать прогресси-
рование заболевания и анализировать изменения 
в профиле цитокинов. Результаты данного иссле-
дования позволят лучше понять роль цитокинов 
в патогенезе меланомы и могут способствовать 
разработке новых терапевтических стратегий, 
направленных на модуляцию иммунного ответа 
при этом заболевании.

Цитокины играют ключевую роль в регуляции 
иммунного ответа, что делает их важными мише-
нями в терапии различных заболеваний, включая 
злокачественные новообразования. Они пред-
ставляют собой небольшие белковые молекулы, 
участвующие в передаче сигналов между клетка-
ми, что позволяет им модулировать иммунные 
реакции организма. В контексте онкологии ци-
токины могут как усиливать противоопухолевый 
иммунитет, так и способствовать росту и метаста-
зированию опухолей.

Исследования показывают, что цитокины, та-
кие как интерферон-γ (IFNγ) и фактор некроза 
опухолей-α (TNFα), играют важную роль в ак-
тивации противоопухолевого иммунитета. IFNγ, 
производимый Т-лимфоцитами и натуральными 
киллерами (NK-клетками), обладает мощными 
антипролиферативными и проапоптотическими 
свойствами. Он стимулирует экспрессию мо-
лекул главного комплекса гистосовместимости 
(MHC), улучшая антигенпрезентацию и актива-
цию цитотоксических Т-лимфоцитов (CTL) [2]. 
TNFα, секретируемый макрофагами и другими 
иммунными клетками, также способствует апоп-
тозу опухолевых клеток и ингибирует ангиогенез, 
что ограничивает рост и распространение опухо-
ли [1].

Кроме того, цитокины, такие как интерлей-
кин-6 (IL-6), играют двоякую роль в опухоле-
вом процессе. IL-6 участвует в регуляции вос-
палительного ответа и может способствовать 
прогрессированию опухолей через активацию 
сигнальных путей, таких как JAK/STAT3, кото-

рые стимулируют пролиферацию и выживание 
опухолевых клеток [4]. Исследования показыва-
ют, что высокий уровень IL-6 ассоциируется с не-
благоприятным прогнозом при различных видах 
рака, включая меланому [8].

В то же время интерлейкин-10 (IL-10) из-
вестен своими противовоспалительными свой-
ствами. Он подавляет продукцию провос па-
лительных цитокинов и ингибирует функции 
антигенпрезентирующих клеток (APC), что мо-
жет способствовать иммуносупрессии в опухоле-
вой микросреде и предотвращать эффективный 
противоопухолевый ответ [7]. Высокий уровень 
IL-10 в плазме крови часто ассоциируется с про-
грессированием заболевания и плохим прогно-
зом у пациентов с меланомой [6].

Исследования на модели меланомы B16 у мы-
шей линии C57BL/6 предоставляют важные дан-
ные о роли цитокинов в патогенезе заболевания. 
Эта модель широко используется для изучения 
механизма прогрессирования меланомы и оцен-
ки эффективности различных терапевтических 
стратегий. Введение клеток меланомы B16-F10 
вызывает развитие опухоли и метастазов, что по-
зволяет анализировать изменения в профиле ци-
токинов и их влияние на иммунный ответ [3].

Иммунотерапия, основанная на модуляции 
цитокинового профиля, показала значительные 
успехи в лечении меланомы. Например, исполь-
зование рекомбинантного IFNα в клинической 
практике улучшило показатели выживаемости 
у пациентов с меланомой за счет усиления про-
тивоопухолевого иммунитета [5]. Аналогично, 
ингибиторы контрольных точек, такие как анти-
PD-1 и анти-CTLA-4, способствуют восстанов-
лению активности Т-лимфоцитов и увеличению 
продукции провоспалительных цитокинов, что 
приводит к уменьшению размеров опухоли и 
улучшению выживаемости [9].

Таким образом, цитокины играют важную 
роль в регуляции иммунного ответа при мелано-
ме, и их модуляция представляет перспективное 
направление в разработке новых терапевтиче-
ских стратегий. Понимание механизмов действия 
ключевых цитокинов, таких как IFNγ, TNFα, 
IL-6 и IL-10, является критически важным для 
разработки эффективных методов лечения и 
улучшения прогноза пациентов с меланомой.

Материалы и методы
Выбор и характеристика экспериментальных 

животных
Для проведения исследования использова-

лись самцы мышей линии C57BL/6 в возрасте 6-8 
недель и весом 20-25 г. Данная линия была вы-
брана из-за ее высокой восприимчивости к ин-
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дукции меланомы клетками B16-F10, что делает 
ее стандартной моделью для изучения меланомы. 
Мыши содержались в условиях стандартного ви-
вария при температуре 22±2 °C и относительной 
влажности 50-60%, с циклом свет/темнота 12/12 
часов. Животные имели свободный доступ к воде 
и стандартному гранулированному корму.

Индукция меланомы и лечение
Мышам вводили клетки меланомы B16-F10 

в количестве 1 × 106 клеток подкожно в правую 
боковую область на 7-й день эксперимента. Жи-
вотные были случайным образом разделены на 
две группы: экспериментальную и контроль-
ную. Экспериментальная группа (n = 15) полу-
чала инъекции физиологического раствора с 
меланомными клетками, а контрольная группа 
(n = 15) получала только физиологический рас-
твор.

Оценка уровней цитокинов
Оценка уровней цитокинов в плазме крови 

проводилась на 21-й день эксперимента. Образ-
цы крови были собраны из орбитального синуса 
в микропробирки с ЭДТА и центрифугированы 
при 3000 об/мин в течение 10 минут для полу-
чения плазмы. Уровни цитокинов IFNγ, TNFα, 
IL-6 и IL-10 определялись методом иммунофер-
ментного анализа (ELISA) с использованием 
коммерческих наборов (BioLegend, США). Все 
процедуры проводились в соответствии с ин-
струкциями производителя.

Методы статистической обработки
Статистическая обработка полученных дан-

ных проводилась с использованием программы 
GraphPad Prism 8.0 (GraphPad Software, LLC, 
США). Количественные показатели представ-
лены в виде медианы и межквартильно интер-
вала – Me (Q0,25-Q0,75). Для анализа значений 
между группами использовались методы Кра-
скела–Уоллиса для нескольких групп и критерий 
Манна–Уитни для двух групп. Статистическая 
обработка качественных признаков проводилась 
с применением критерия χ2 Пирсона. Критерием 
значимости статистических различий принимали 
95%-ный уровень значимости (p < 0,05).

Результаты
Анализ уровня цитокинов в плазме крови мы-

шей после 21-дневного эксперимента выявил 
значительные различия между эксперименталь-
ной и контрольной группами. В эксперимен-
тальной группе, которой были введены клетки 
меланомы B16-F10, наблюдалось значительное 
изменение профиля цитокинов по сравнению с 
контрольной группой.

Концентрация IFNγ в плазме крови экспери-
ментальной группы составила 112,5±8,7 пг/ мл, 

что значительно превышало показатели кон-
трольной группы, где уровень IFNγ составил 
64,3±6,1 пг/мл (p < 0,01). Повышенный уровень 
IFNγ указывает на усиленную активацию Th1-
ответа и цитотоксической активности CD8+Т-
лимфоцитов, что способствует эффективной 
противоопухолевой реакции.

Уровень TNFα также был значительно выше 
в экспериментальной группе. В среднем, кон-
центрация TNFα в экспериментальной группе 
составила 96,2±7,4 пг/мл, тогда как в контроль-
ной группе этот показатель был 53,8±5,7 пг/мл 
(p < 0,01). Повышенная секреция TNFα свиде-
тельствует о более активной воспалительной ре-
акции, что может способствовать разрушению 
опухолевых клеток и ингибированию их роста.

Концентрация IL-6 в плазме крови также по-
казала значительные различия между группами. 
В экспериментальной группе уровень IL-6 со-
ставил 75,4±6,3 пг/мл, в то время как в контроль-
ной группе этот показатель был 34,9±4,8 пг/мл 
(p < 0,01). Повышенный уровень IL-6 может ука-
зывать на хроническое воспаление и стимулиро-
вать пролиферацию опухолевых клеток.

Уровень IL-10 в экспериментальной груп-
пе был снижен по сравнению с контрольной 
группой. В экспериментальной группе концен-
трация IL-10 составила 22,7±3,5 пг/мл, тогда 
как в контрольной группе этот показатель был 
45,1±4,3 пг/ мл (p < 0,01). Снижение уровня 
IL- 10, обладающего противовоспалительными 
свойствами, может свидетельствовать о дисба-
лансе в регуляции иммунного ответа, что способ-
ствует развитию воспалительной реакции и под-
держанию противоопухолевого иммунитета.

Функциональная активность Т-лимфоцитов 
также показала различия между группами. В экс-
периментальной группе уровень экспрессии 
IFNγ среди CD8+Т-лимфоцитов составил 54,8% 
(95% ДИ: 49,3-60,3%), что значительно превыша-
ло аналогичный показатель в контрольной груп-
пе, где он составлял 32,7% (95% ДИ: 28,1-37,3%) 
(p < 0,05). Это свидетельствует о повышенной 
цитотоксической активности и способности 
CD8+Т-лимфоцитов в экспериментальной груп-
пе уничтожать опухолевые клетки.

Количество CD4+Т-лимфоцитов также по-
казало значительные различия. В эксперимен-
тальной группе среднее количество CD4+Т-лим-
фоцитов составило 41,5% (95% ДИ: 37,2-45,8%), 
тогда как в контрольной группе этот показа-
тель был на уровне 29,8% (95% ДИ: 26,3-33,3%) 
(p  <  0,01). Экспрессия IFNγ среди CD4+Т-лим-
фоцитов в экспериментальной группе состави-
ла 37,2% (95% ДИ: 33,1-41,3%), в то время как в 
контрольной группе этот показатель был 24,3% 
(95% ДИ: 21,0-27,6%) (p < 0,05). Это указывает на 
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усиленную Th1-ответственность и потенциал ак-
тивации других иммунных клеток.

Анализ уровня секреции TNFα среди CD8+ и 
CD4+Т-лимфоцитов показал, что в эксперимен-
тальной группе эти показатели были значительно 
выше. Для CD8+Т-лимфоцитов уровень экспрес-
сии TNFα составил 43,7% (95% ДИ: 39,2-48,2%) 
в экспериментальной группе против 28,9% (95% 
ДИ: 24,7-33,1%) в контрольной группе (p < 0,01). 
Для CD4+Т-лимфоцитов аналогичные показате-
ли составили 31,4% (95% ДИ: 27,3-35,5%) и 20,3% 
(95% ДИ: 16,7-23,9%) соответственно (p < 0,05). 
Эти данные подтверждают гипотезу о том, что 
экспериментальная группа обладает более актив-
ным воспалительным и цитотоксическим отве-
том.

Количество метастатических узлов в легких у 
мышей экспериментальной группы было значи-
тельно ниже по сравнению с контрольной груп-
пой. В среднем, количество метастатических уз-
лов в легких у мышей экспериментальной группы 
составило 4,1±1,3, тогда как в контрольной груп-
пе этот показатель был 9,7±2,1 (p < 0,01). Эти 
данные подчеркивают эффективность активации 
иммунного ответа в снижении метастатической 
активности меланомы.

Сравнительный анализ между эксперимен-
тальной и контрольной группами выявил значи-
тельные различия в различных параметрах им-
мунного ответа и прогрессирования меланомы. 
Повышенный уровень цитокинов IFNγ, TNFα и 
IL-6 в экспериментальной группе коррелировал 
с увеличением количества и активности CD8+ и 
CD4+Т-лимфоцитов, что свидетельствует о более 
активной иммунной реакции. Снижение уровня 
IL-10 указывает на уменьшение иммуносупрес-
сии и поддержку провоспалительного ответа.

Таким образом, введение клеток меланомы 
B16-F10 в экспериментальной группе привело к 
значительным изменениям в профиле цитоки-
нов, что сопровождалось усилением противоопу-
холевого иммунного ответа и снижением уровня 
метастазирования. Эти результаты подчеркивают 
важность цитокинов в регуляции иммунного от-
вета при меланоме и открывают перспективы для 
дальнейших исследований в области разработки 
новых терапевтических стратегий, направленных 
на модуляцию цитокинового профиля для улуч-
шения прогноза при меланоме.

Обсуждение
Полученные результаты свидетельствуют о 

значительном влиянии цитокинов на иммунный 
ответ и прогрессирование меланомы В16 у мы-
шей линии C57BL/6. Увеличение уровней IFNγ и 
TNFα в плазме крови экспериментальной груп-

пы по сравнению с контрольной группой под-
тверждает гипотезу о том, что меланома B16-F10 
активирует цитотоксические Т-лимфоциты и 
усиливает воспалительный ответ. Эти изменения 
играют ключевую роль в элиминации опухолевых 
клеток и сдерживании их роста.

Повышенный уровень IFNγ (112,5±8,7 пг/ мл 
против 64,3±6,1 пг/мл в контрольной группе, 
p  <  0,01) указывает на усиленную активацию 
Th1-ответа. IFNγ является основным цитоки-
ном, способствующим активации макрофагов 
и повышению их способности уничтожать опу-
холевые клетки. Он также усиливает антиген-
презентирующую функцию дендритных клеток, 
что важно для активации адаптивного иммун-
ного ответа. Аналогично, повышение уровня 
TNFα (96,2±7,4 пг/мл против 53,8±5,7 пг/мл в 
контрольной группе, p < 0,01) свидетельствует о 
более активном воспалительном ответе. TNFα 
известен своими способностями индуцировать 
апоптоз через активацию каспазного пути и уси-
ливать экспрессию молекул адгезии, что способ-
ствует инфильтрации опухоли иммунными клет-
ками.

Интересным является также повышение 
уровня IL-6 (75,4±6,3 пг/мл в эксперименталь-
ной группе против 34,9±4,8 пг/мл в контроль-
ной группе, p < 0,01). IL-6 участвует в регуляции 
воспалительного ответа и может способствовать 
пролиферации опухолевых клеток через актива-
цию сигнальных путей JAK/STAT3. Этот цито-
кин может играть двойную роль, усиливая как 
противоопухолевый иммунитет, так и рост опу-
холи в зависимости от контекста. В данном ис-
следовании высокий уровень IL-6 мог способ-
ствовать поддержанию хронического воспаления 
и стимуляции противоопухолевого ответа.

Снижение уровня IL-10 (22,7±3,5 пг/мл в экс-
периментальной группе против 45,1±4,3 пг/ мл 
в контрольной группе, p < 0,01) указывает на 
уменьшение иммуносупрессивного состояния. 
IL-10 обладает противовоспалительными свой-
ствами и подавляет функции антигенпрезентиру-
ющих клеток, что может способствовать иммуно-
супрессии в опухолевой микросреде. Снижение 
уровня IL-10 в экспериментальной группе мо-
жет свидетельствовать о более активном про-
воспалительном и противоопухолевом ответе.

Увеличение количества CD8+ и CD4+Т-лим-
фоцитов в экспериментальной группе, по срав-
нению с контрольной группой, демонстрирует 
усиление адаптивного иммунного ответа, что яв-
ляется ключевым фактором в борьбе с опухоле-
выми клетками. Существенное увеличение уров-
ня IFNγ среди CD8+Т-лимфоцитов (54,8% против 
32,7%, p < 0,05) и TNFα (43,7% против 28,9%, 
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p < 0,01) подтверждает их повышенную цитоток-
сическую активность и способность уничтожать 
опухолевые клетки. Количество CD4+Т-лим-
фоцитов также показало значительные различия 
(41,5% против 29,8%, p < 0,01), что указывает на 
усиленную Th1-ответственность и потенциал ак-
тивации других иммунных клеток, включая ма-
крофаги и натуральные киллеры.

Снижение уровня метастазирования в легкие 
у мышей экспериментальной группы является 
еще одним значимым результатом. В среднем 
количество метастатических узлов в легких со-
ставило 4,1±1,3 в экспериментальной группе 
против 9,7±2,1 в контрольной группе (p < 0,01). 
Это свидетельствует о потенциале активирован-
ных цитокинов в снижении метастатической ак-
тивности меланомы, что критически важно для 
улучшения прогноза заболевания.

Потенциальные механизмы действия цито-
кинов в контексте модуляции иммунного отве-
та и противоопухолевой активности могут быть 
объяснены несколькими ключевыми биологи-
ческими процессами. В основе этих механизмов 
лежит взаимодействие цитокинов с клетками 
иммунной системы на молекулярном уровне. 
IFNγ, например, может усиливать антигенпре-
зентирующую функцию дендритных клеток, 
увеличивая экспрессию молекул MHC II класса 
и ко-стимулирующих молекул, таких как CD80 
и CD86, что улучшает их способность представ-
лять антигены Т-лимфоцитам, способствуя их 
активации и пролиферации. Это подтверждается 
увеличением количества CD8+Т-лимфоцитов до 
54,8% по сравнению с 32,7% в контрольной груп-
пе (p < 0,05).

TNFα, в свою очередь, известен своими спо-
собностями индуцировать апоптоз через акти-
вацию каспазного пути и усиливать экспрессию 
молекул адгезии, что способствует инфильтра-
ции опухоли иммунными клетками. Повышен-
ная продукция TNFα способствует привлечению 
макрофагов и NK-клеток в опухолевую ткань, 
что усиливает противоопухолевый иммунный 
ответ. Это коррелирует с результатами исследо-
вания, где уровень TNFα в экспериментальной 
группе был значительно выше, чем в контроль-
ной (43,7% против 28,9%, p < 0,01).

IL-6 может играть двойную роль, усиливая как 
противоопухолевый иммунитет, так и рост опухо-
ли в зависимости от контекста. В данном иссле-
довании высокий уровень IL-6 мог способство-
вать поддержанию хронического воспаления и 
стимуляции противоопухолевого ответа. Сниже-
ние уровня IL-10, обладающего противовоспали-
тельными свойствами, может свидетельствовать 

о более активном провоспалительном и противо-
опухолевом ответе.

Эти данные подчеркивают, что модуляция 
уровней цитокинов может существенно влиять 
на иммунный ответ и прогрессирование мела-
номы. Повышение уровня провоспалительных 
цитокинов, таких как IFNγ и TNFα, вместе со 
снижением уровня противовоспалительного 
IL- 10 способствует усилению противоопухоле-
вого им мунного ответа и снижению метастати-
ческой активности. Эти результаты открывают 
перспективы для дальнейшего изучения роли 
цитокинов в патогенезе меланомы и разработки 
новых терапевтических стратегий, направленных 
на модуляцию иммунного ответа для улучшения 
прогноза при этом заболевании.

Заключение
Результаты проведенного исследования про-

демонстрировали значительное влияние уровней 
цитокинов в плазме крови на иммунный ответ и 
прогрессирование меланомы В16 у мышей линии 
C57BL/6. Изучение профиля цитокинов показа-
ло, что развитие меланомы сопровождается су-
щественными изменениями в уровне ключевых 
иммуномодулирующих молекул, таких как IFNγ, 
TNFα, IL-6 и IL-10.

Концентрация IFNγ в плазме крови мы-
шей экспериментальной группы составила 
112,5±8,7 пг/мл, что значительно превышало по-
казатели контрольной группы (64,3±6,1 пг/ мл, 
p < 0,01). Этот цитокин играет важную роль в 
активации макрофагов и повышении их спо-
собности уничтожать опухолевые клетки, что 
способствует усилению противоопухолевого им-
мунного ответа. Повышенный уровень TNFα 
(96,2±7,4 пг/ мл в экспериментальной группе 
против 53,8±5,7 пг/ мл в контрольной группе, 
p < 0,01) свидетельствует о более активном вос-
палительном ответе, способствующем апоптозу 
опухолевых клеток и ингибированию их проли-
ферации.

Снижение уровня IL-10 (22,7±3,5 пг/мл в экс-
периментальной группе против 45,1±4,3 пг/ мл 
в контрольной группе, p < 0,01) указывает на 
уменьшение иммуносупрессивного состояния 
и поддержку провоспалительного ответа, что 
критически важно для эффективного противо-
опухолевого иммунитета. Повышенный уровень 
IL-6 (75,4±6,3 пг/мл в экспериментальной груп-
пе против 34,9±4,8 пг/мл в контрольной группе, 
p  <  0,01) может способствовать поддержанию 
хронического воспаления и стимуляции проти-
воопухолевого ответа.
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Количество CD8+Т-лимфоцитов в перифери-
ческой крови экспериментальной группы достигло 
54,8% по сравнению с 32,7% в контрольной груп-
пе (p  <  0,05), а количество CD4+Т-лим фоцитов 
составило 41,5% против 29,8% в контрольной 
группе (p < 0,01). Повышенная функциональная 
активность этих клеток, выраженная через экс-
прессию IFNγ и TNFα, указывает на усиление 
клеточного иммунного ответа, что критично для 
уничтожения опухолевых клеток.

Снижение уровня метастазирования в легкие 
у мышей экспериментальной группы также яв-
ляется важным результатом исследования. Коли-
чество метастатических узлов в легких состави-
ло 4,1±1,3 в экспериментальной группе против 
9,7±2,1 в контрольной группе (p < 0,01), что под-
тверждает эффективность активации цитокинов 

в снижении метастатической активности мела-
номы.

На основе полученных данных можно сделать 
вывод, что уровни ключевых цитокинов, таких 
как IFNγ, TNFα, IL-6 и IL-10, играют важную 
роль в регуляции иммунного ответа при мелано-
ме В16. Повышение уровней провоспалительных 
цитокинов и снижение уровней противовоспали-
тельного IL-10 способствует усилению противо-
опухолевого иммунитета и снижению метастази-
рования. Эти результаты открывают перспективы 
для дальнейших исследований, направленных на 
разработку новых терапевтических стратегий, 
модулирующих цитокиновый профиль для улуч-
шения прогноза при меланоме и других злокаче-
ственных новообразованиях.
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ИЛЛЮСТРАЦИИ К СТАТЬЕ «ВЛИЯНИЕ ОКИСЛИТЕЛЬНОГО СТРЕССА НА АКТИВНОСТЬ КИНАЗЫ mTOR В CD4+Т-ЛИМФОЦИТАХ ПРИ 
АУТОИММУННОМ ТИРЕОИДИТЕ» (АВТОРЫ: БУРЦЕВА А.В., ТИХОНОВА А.Н., АФАНАСЬЕВА З.А., АБРАМОВА З.И. [с. 847-862])
ILLUSTRATIONS FOR THE ARTICLE «INFLUENCE OF OXIDATIVE STRESS ON THE ACTIVITY OF mTOR KINASE IN CD4+T LYMPHOCYTES 
IN AUTOIMMUNE THYROIDITIS» (AUTHORS: BURTSEVA A.V., TIKHONOVA A.N., AFANASYEVA Z.A., ABRAMOVA Z.I. [pp. 847-862])

Рисунок 3. Оценка количества аутофагосом в CD4+Т-лимфоцитах при возрастающей концентрации H2O2
Примечание. А – методом проточной цитометрии. Клетки окрашены красителем Cyto-ID, содержащим флуоресцеин-5-изотиоцианат. А (а) – 
образцы здоровых доноров, А (б) – образцы пациентов с АИТ. Краситель селективно связывается с аутофагосомами. Зеленым, голубым, 
серым и красным цветом показаны количества внесенной H2O2 – 10 мкМ, 20 мкМ, 30 мкМ, 40 мкМ соответственно. Б – относительное 
количество аутофагосом у здоровых доноров ( ) и пациентов с АИТ ( );* – p < 0,05, *** – p < 0,0005.
Figure 3. Evaluation of the number of autophagosomes in CD4+T lymphocytes with increasing concentration of H2O2
Note. A, by flow cytometry. Cells are stained with Cyto-ID dye containing fluorescein-5-isothiocyanate. A (a), samples of healthy donors; (A, b) samples of 
patients with AIT. The dye selectively binds to autophagosomes. Green, blue, gray and red show the amounts of added H2O2 – 10 μM, 20 μM, 30 μM, 40 μM, 
respectively. B, relative number of autophagosomes in healthy donors ( ) and patients with AIT ( ); *, p < 0.05; ***, p < 0.0005.

Рисунок 8. Оценка развития митофагии в CD4+Т-лимфоцитах пациентов с АИТ и здоровых доноров: сравнение количества 
митохондрий (А) и уровня митофагосом (Б) при индукции окислительного стресса экзогенной Н2О2
Примечание. Красным цветом окрашены митохондрии. Зеленым – аутофагосомы. Желтым – митохондрии в аутофагосомах 
(митофагосомах). Показаны репрезентативные данные.
Figure 8. Evaluation of mitophagy development in CD4+T lymphocytes of AIT patients and healthy donors: comparison of the number 
of mitochondria (A) and the level of mitophagosomes (B) during the induction of oxidative stress by exogenous H2O2
Note. Mitochondria are colored red. Autophagosomes are colored green. Mitochondria in autophagosomes (mitophagosomes) are colored yellow. 
Representative data are shown.
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