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Рисунок 1. Механизм наследования HLA-гаплотипов
Примечание. Поскольку в HLA-локусе практически не происходит кроссинговера, то гаплотипы наследуются целиком. Каждый из детей имеет один 
материнский и один отцовский гаплотип. Таким образом пара сиблингов в 25% случаев будет полностью HLA идентична, а еще в 50% иметь один 
индентичный HLA-гаплотип. Родители и дети всегда гаплоидентичны.

Рисунок 2. Варианты аллораспознавания
Примечание. Иммунный ответ при алло-ТГСК может возникать на: (А) аллогенный пептид в контексте общей для донора и реципиента аллели HLA,  
(Б) чужеродную аллель HLA в комплексе с аутологичным пептидом или (В) чужеродный пептид, представленный в чужеродной аллели HLA.
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ИММУНОБИОЛОГИЯ ОСТРОЙ РЕАКЦИИ  
«ТРАНСПЛАНТАТ ПРОТИВ ХОЗЯИНА»
Ефимов Г.А., Вдовин А.С., Григорьев А.А., Филькин С.Ю., 
Быкова Н.А., Савченко В.Г.
ФГБУ «Гематологический научный центр» Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Для целого ряда заболеваний системы кроветворения единственным методом излечения 
является аллогенная трансплантация гемопоэтических стволовых клеток, которая имеет своей целью 
замену кроветворной системы реципиента на донорскую. Однако попадание в организм реципиента 
содержащихся в трансплантате зрелых Т-лимфоцитов может приводить к развитию тяжелого пост-
трансплантационного осложнения – реакции «трансплантат против хозяина» (РТПХ). Она вызвана 
тем, что иммунная система донора содержит клоны Т-лимфоцитов, специфичные к аллоантигенам 
реципиента, которые, встречая свои антигены, активируются и вызывают системное повреждение 
здоровых тканей. Наличие аллореактивных клонов обусловлено генетическими различиями между 
донором и реципиентом. Важнейшим фактором, определяющим успех трансплантации, является со-
вместимость по генам главного комплекса гистосовместимости, которые экспрессируются во всех 
ядерных клетках и отвечают за презентацию антигенов клеткам иммунной системы. 

В настоящее время созданы обширные банки доноров стволовых гемопоэтических клеток, кото-
рые позволяют подобрать для большинства пациентов совместимого донора. Однако это не полно-
стью предотвращает развитие РПТХ, так как помимо генов главного комплекса гистосовместимости, 
донор и реципиент могут различаться по так называемым минорным антигенам совместимости. Ми-
норные антигены обусловлены генетическими полиморфизмами во всех кодирующих областях гено-
ма. Дополнительным фактором, способствующим развитию реакции «трансплантат против хозяи-
на», является предтрансплантационная подготовка пациента, которая необходима для приживления 
трансплантата, но в качестве побочного эффекта приводит к формированию в организме реципиента 
провоспалительного окружения.

Тяжелые формы РТПХ развиваются приблизительно у 40% пациентов, совпадающих по генам 
главного комплекса гистосовместимости, а в случаях неполной совместимости эта доля еще больше. 
Смертность от РТПХ сравнима с другими причинами посттрансплантационной летальности, таки-
ми как рецидив изначального заболевания и вирусные инфекции. Таким образом, развитие тяже-
лых форм РТПХ существенно лимитирует клиническое применение трансплантации стволовых кро-
ветворных клеток. Агрессивная иммуносупрессия или исключение из трансплантата донора зрелых 
Т-лимфоцитов приводит к увеличению вероятности рецидива и ослабляет противоинфекционный 
иммунитет, что требует поиска альтернативных, более специфичных путей профилактики реакции 
«трансплантат против хозяина».

В настоящем обзоре будут рассмотрены механизмы формирования аллореактивных клонов 
Т-лимфоцитов и этапы патогенеза острой формы реакции «трансплантат против хозяина».

Ключевые слова: РТПО, РТПХ, трансплантация костного мозга, аллореактивность, иммунобиология, молекулярные 
механизмы
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IMMUNOBIOLOGY OF ACUTE GRAFT-VERSUS-HOST 
DISEASE
Efimov G.A., Vdovin A.S., Grigoryev A.A., Filkin S.Yu., Bykova N.A., 
Savchenko V.G.
National Research Center for Hematology, Moscow, Russian Federation

Abstract. Transplantation of allogeneic hematopoietic stem cells is the only curative option for a number 
of diseases of hematopoietic system. It is intended to replace the hematopoietic system of the recipient with 
the donor’s. However, when mature T cells contained in the graft enter the recipient organism, it may lead 
to a severe post-transplant complication, the “graft versus host” disease (GVHD). It occurs due to the fact 
that the donor immune system contains T cell clones specific to recipient alloantigens. These cell clones are 
activated upon encountering their antigens, thus causing systemic damage to healthy tissues. Development 
of the alloreactive clones is caused by genetic differences between donor and recipient. The most important 
factors determining successful transplantation concern the compatibility for the genes coding for Major 
Histocompatibility Complex (MHC), that are expressed in all nucleated cells and are responsible for antigen 
presentation to the immune cells. 

Currently established extensive donor banks allow for majority of patients to choose a compatible donor. 
However, this does not provide complete prevention of the GVHD development, because in addition to the 
MHC genes the donor and recipient may differ in so-called minor histocompatibility antigens. Minor antigens 
may be caused by genetic polymorphisms in all of the genome coding regions. Pre-transplantation conditioning 
of the patient, which is necessary for engraftment represent an additional factor contributing to the GVHD 
development, since as its side effect it leads to formation of a pro-inflammatory environment in the organism 
of recipient. 

Severe GVHD develops in approximately 40% of MHC-matched patients, while in cases of partial 
compatibility this proportion is even higher. GVHD causes mortality comparable to other causes of post-
transplant death, such as viral infections or relapse of underlying disease. Thus, the development of severe 
GVHD is a significant limitation for clinical applications of stem cell transplantation. Severe immune 
suppression or depletion of mature donor T cells from the transplant leads to increased probability of relapse 
and weakens anti-infectious immunity. Hence, further search for alternative, more specific ways to prevent 
GVHD is required. This review will focus on the mechanisms of alloreactive T lymphocyte clone development 
and key pathogenetic stages of acute “graft versus host” disease.

Keywords: graft-versus-tumor reaction, graft-versus-host disease, bone marrow transplantation, alloreactivity, immunobiology, 
molecular mechanisms

Введение
Возникшая у позвоночных система адаптив-

ного иммунитета потенциально способна рас-
познавать любые патогенные микроорганизмы, 
в том числе ранее не встречавшиеся в процессе 
эволюции. Это достигается за счет того, что гены, 
кодирующие антигенраспознающие молекулы – 
B- и Т-клеточные рецепторы – находятся в гено-
ме в неокончательно сформированном варианте, 
они создаются в процессе случайной рекомбина-
ции кодирующих фрагментов в каждом индиви-
дуальном клоне лимфоцитов. Для того чтобы ис-
ключить формирование аутореактивных клонов, 
процессы формирования лимфоцитов и разви-
тия иммунного ответа содержат многочисленные 
механизмы контроля.

Центральная толерантность к аутоантигенам 
достигается за счет того, что вновь образованные 
Т-лимфоциты, несущие возникший в результате 
случайной рекомбинации Т-клеточный рецептор 
(ТКР), проходят созревание в тимусе, где клет-
ки медуллярного эпителия демонстрируют им 
антигенный репертуар организма. Лимфоциты, 

распознающие собственные антигены со значи-
тельной аффинностью, вступают в апоптоз и эли-
минируются из Т-клеточного пула. Однако часть 
потенциально аутореактивных Т-лимфоцитов 
все же попадет в системную циркуляцию [35]. 
Дополнительная ступень контроля, обеспечива-
ющая периферическую толерантность, заклю-
чается в том, что для активации наивной (ранее 
не встречавшей свой антиген) клетки требуется 
сочетание специфического сигнала от ТКР и ко-
стимуляторного сигнала, который передается ей 
активированной антигенпрезентирующей клет-
кой (АПК). В случае, когда презентация антигена 
не сопровождается экспрессией провоспалитель-
ных молекул, Т-клетка переходит в состояние 
анергии или становится Т-регуляторной клеткой 
[122].

Аллогенная трансплантация гемопоэтиче-
ских стволовых клеток (алло-ТГСК) применя-
ется для лечения ряда гемобластозов и наслед-
ственных заболеваний кроветворной ткани. Она 
включает в себя уничтожение или подавление 
кроветворения пациента и последующую транс-
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плантацию кроветворных стволовых клеток 
(происходящих из костного мозга, перифериче-
ской крови или пуповинной крови) от родствен-
ного или неродственного донора. Трансфузия 
зрелых αβ Т-лимфоцитов вместе со стволовы-
ми гемопоэтическими клетками обеспечивает 
восстановление иммунной системы пациента, 
однако в качестве осложнения она способна 
вызывать иммунный ответ на здоровые ткани 
реципиента – реакцию «трансплантат против 
хозяина» (РТПХ). РТПХ принято разделять 
на две формы: острую и хроническую (оРТПХ 
и хРПТХ). Формальным критерием является 
срок возникновения осложнения: реакцию, раз-
вивающуюся в течение первых 100 дней после 
трансплантации, считают острой, а после 100 
дней – хронической [48]. Однако это разделение 
условно: проявления оРТПХ возможны после 
100 дней, а хРТПХ может развиться ранее. Но 
по сути, в основе острой и хронической РТПХ 
лежат различные иммунологические механиз-
мы.

Острая форма РПТХ обусловлена активацией 
системы адаптивного иммунитета и специфиче-
ским распознаванием Т-клетками донора антиге-
нов реципиента, в результате которого активиро-
ванные донорские Т-лимфоциты атакуют ткани 
реципиента. Хотя иммунный ответ при оРТПХ 
возникает на антигены реципиента, аллогенные 
для донора, ее можно рассматривать как фор-
му острой аутоиммунной патологии, поскольку 
в основе развития оРТПХ лежат нарушения ме-
ханизмов предотвращения аутоиммунных реак-
ций. Во-первых, Т-лимфоциты донора не про-
ходили отбор на неспособность распознавать 
уникальные антигены реципиента (отсутствие 
центральной толерантности), а во-вторых – 
предтрансплантационная химио- и/или радиоте-
рапия вызывает массивное повреждение тканей, 
что приводит к повышенному уровню экспрес-
сии провоспалительных цитокинов и системной 
активации АПК, которые предоставляют аллоре-
активным Т-клеткам необходимый костимуля-
торный сигнал (срыв периферической толерант-
ности). Сочетание этих двух факторов приводит 
к запуску острой формы РТПХ [41].

хРПТХ представляет собой системное ауто-
иммунное заболевание, развитие которого было 
спровоцировано трансплантацией гемопоэтиче-
ских клеток и последующей оРТПХ. При этом 
роль прямого аллораспознавания при хрониче-
ской форме РТПХ не очевидна, за счет повреж-
дения тимуса при кондиционировании и оРТПХ 
ответ может развиваться и на аутоантигены, об-
щие для донора и реципиента. Также в патогенезе 
хронической формы РПТХ важную роль играют 
B-клетки и вырабатываемые ими аутоантитела 
[101].

В 1970-х годах, когда алло-ТГСК начала 
успешно применяться, первоначальной терапев-
тической целью было восстановление в организ-
ме пациента гемопоэза, уничтоженного радио- 
и химиотерапией. Однако довольно быстро было 
замечено, что трансплантат обладает собствен-
ным противоопухолевым эффектом [121]. Те 
же механизмы, которые лежат в основе формиро-
вания оРТПХ, обеспечивают один из важнейших 
терапевтических эффектов алло-ТГСК – распоз-
навание иммунной системой донора опухолевой 
ткани (реакция «трансплантат против опухоли», 
РТПО). Именно за счет противоопухолевой ак-
тивности донорских клеток достигается унич-
тожение резистентных к химио- и радиотера-
пии бластных клеток и формирование стойкой 
ремиссии [17]. Гемобластозы относятся к зло-
качественным заболеваниям с невысоким об-
щим количеством мутаций [2], что означает, что 
в большинстве случаев мутации, возникшие de 
novo в злокачественном клоне, не представляют-
ся в качестве поверхностных антигенов. Таким 
образом, ответ развивается преимущественно 
на аллоантигены, общие для опухолевой и здоро-
вой кроветворной ткани реципиента [123].

В настоящее время аллогенная трансплан-
тация стволовых клеток крови применяется 
для лечения острых и хронических лейкозов, 
ходжкинской и неходжкинской лимфом, мие-
лодиспластического синдрома, множественной 
миеломы, а также некоторых видов солидных 
опухолей [116]. Алло-ТГСК имеет большой те-
рапевтический потенциал для целого ряда нео-
пластических заболеваний (включая солидные 
опухоли) и заболеваний иммунной системы, од-
нако ее применимость существенно ограничена 
из-за риска развития тяжелых и потенциально 
летальных форм РТПХ. Для того чтобы мини-
мизировать РТПХ, сохраняя терапевтический 
эффект РТПО, необходима разработка новых 
подходов, основанных на детальном понимании 
молекулярных механизмов развития РТПХ.

I. Молекулярные механизмы аллореактивности

Главный комплекс гистосовместимости
Ключевую роль в аллогенном иммунном 

ответе, обусловливающем как РТПО, так и 
РТПХ, играют молекулы главного комплекса 
гистосовместимости (Major Histocompatibility 
Complex, MHC), так как именно они 
презентируют на поверхности клеток антигены, 
распознаваемые Т-клеточными рецепторами.
Антиген, а в случае Т-клеток это пептид длиной 
от 8 до 20 аминокислот, помещен в бороздку, 
стенки которой сформированы MHC [12], и так 
как взаимодействие происходит между по-
верхностями ТКР и комплекса MHC-пептид 
[45], для узнавания важна не только после-
довательность пептида, но и структура MHC. 
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Поскольку гены, кодирующие MHC, являются 
высокополиморфными (то есть в популяции 
имеется множество аллельных и, соответствен-
но, структурных вариантов), совместимость 
донора и пациента по аллелям MHC играет 
важнейшую роль. Свой вклад в формирование ал-
логенного иммунного ответа вносят и пептидные 
аллоантигены. Далее будут рассмотрены 
механизмы образования аллореактивных клонов 
в ситуации полной и неполной совместимости 
по генам MHC.

Гены, кодирующие MHC, у человека также на-
зываются HLA (Human Lymphocyte Antigen) и на-
ходятся на 6-ой хромосоме в нескольких локусах, 
расположенных в регионах MHC I и MHC II, 
разделенных участком 6-ой хромосомы, истори-
чески называемым MHC III, но не содержащим 
генов, участвующих в презентации пептидов.

MHC I локус включает в себя три класси-
ческих гена: HLA-A, -B и -С. Кодируемые ими 
белки находятся на поверхности всех ядерных 
клеток организма, их функция заключается 
в презентации цитотоксическим (CD8+) лим-
фоцитам пептидов, получающихся в результате 
деградации эндогенных клеточных белков, ко-
торые для инфицированных клеток также вклю-
чают в себя и вирусные белки. Регион MHC II 
содержит гены HLA-DQ, -DP и -DR. Они экс-
прессируются в специализированных антиген-
презентирующих клетках иммунной системы 
(дендритные клетки, макрофаги и B-клетки), 
а источником представляемых MHC II пепти-
дов являются преимущественно внеклеточные 
антигены, захватываемые при фагоцитозе и пи-
ноцитозе, в том числе белки, происходящие 
из патогенов (в этом случае пептиды образуются 
при расщеплении белков в эндосоме катепсина-
ми и другими протеолитическими ферментами). 
Комплексы пептид-MHC II узнаются CD4+ лим-
фоцитами. Собственные клеточные белки также 
могут представляться в MHC II класса. При этом 
мембранные и секреторные белки транспорти-
руются в эндоплазматический ретикулум (ЭПР) 
при синтезе, а цитоплазматичесикие белки до-
ставляются в результате аутофагии или прямого 
трансмембранного переноса [115, 128].

Кроме того, существует механизм, который 
обеспечивает презентацию пептидов, происхо-
дящих из экзогенных белков, в MHC I. Этот фе-
номен называется кросс-презентацией и играет 
важную роль в активации наивных CD8+ лимфо-
цитов и патогенезе оРТПХ.

Степень совпадения донора по генам HLA яв-
ляется одним из главных факторов, влияющих 
на вероятность развития оРТПХ [4], а следователь-
но, важнейшим критерием для подбора донора.

Каждый индивид имеет от 6 до 141 различных 
классических MHC генов I и II класса, а все-
го в популяции существует более 9000 аллелей, 
различающихся по аминокислотной последова-
тельности в пептид-связывающих доменах (все 
описанные полиморфизмы в генах HLA содер-
жатся в базе данных dbMHC: ftp://ftp.ncbi.nlm.
nih.gov/pub/mhc/). Поскольку кроссинговера 
в локусе MHC, как правило, не происходит [28], 
весь HLA-гаплотип наследуется целиком (рис. 1, 
см. 2-ю стр. обложки). Таким образом, сиблин-
ги имеют 25%-ную вероятность быть полностью 
идентичными по генам HLA [38], а у родителей 
и детей как минимум половина аллелей одинако-
вые.

Для пациентов, не имеющих HLA-
идентичного сиблинга, возможно подобрать 
полностью или частично HLA-идентичного не-
родственного донора. Крупномасштабные про-
граммы HLA-типирования и развитие междуна-
родных донорских банков привели к тому, что 
для 70% пациентов европеоидной расы возможно 
подобрать по крайней мере одного неродствен-
ного донора, совпадающего по 8/8 или 10/10 ал-
лелям [54].

Трансплантация от донора, имеющего один 
полностью идентичный гаплотип, называется 
гаплоидентичной трансплантацией2, и, хотя при 
ней значительная часть HLA-генов у донора и ре-
ципиента отличается, частота развития тяжелых 
форм РТПХ не превышает таковую для транс-
плантации от HLA-идентичного неродственного 
донора и даже приближается к таковой для HLA-
идентичных сиблингов [66, 96, 126]. Это может 
объясняться как различиями в протоколах имму-
носупресии, так и преимуществами сравнитель-
но более молодого возраста гаплоидетичных до-
норов, так как для пожилых пациентов эту роль 
могут выполнить дети.

Несовпадения по отдельным генам MHC 
вносят неодинаковый вклад в развитие тяжелых 
форм РТПХ, так различия по MHC II генам HLA-
DRB1 и -DQB1 малоиммуногенны, а несовпада-
ния по MHC I генам более опасны с точки зрения 
вероятности развития РТПХ. Среди генов MHC 
I класса также существует иерархия несовпаде-
ний по степени иммуногенности. Несовпадения 
по HLA-B и -С переносятся легче, чем по HLA-A 
[72]. Также описаны «недопустимые» несовпаде-
ния [31, 64, 134]. При этом важно отметить, что 
иммуногенность не зависит от степени гомоло-
гии чужеродной аллели с донорской. Так, одна 
аминокислотная замена между аллелями B*44:02 
и B*44:03 связана с высоким риском оРТПХ [42, 

1	 Разнообразие	 уменьшается	 за	 счет	 гомозиготности	 по	 отдельным	
генам	или	целым	гаплотипам.	Кроме	того,	в	некоторых	гаплотипах	HLA	DR	
кластер	содержит	дополнительный	кодирующий	ген	β-цепи	и	таким	образом	
образуется	дополнительная	аллель	HLA-DR	[69].
2	 Роль	 донора	 в	 этом	 случае	 выполняют	 родители,	 дети	 или	 сиблинги	
пациента.
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65], тогда как несовпадения по значительно раз-
личающимся аллелям более приемлемы [53].

Сильно различающиеся аллели часто оказы-
ваются более допустимыми, так как в этом случае 
снижено число потенциально реактивных кло-
нов.

Дополнительный вклад в вероятность разви-
тия РТПХ вносит неодинаковый уровень экс-
прессии различных генов HLA [58, 95].

Формирование аллореактивных клонов
Т-клеточный репертуар формируется в тиму-

се в результате последовательных этапов поло-
жительной и отрицательной селекции. Сначала 
отбираются только клетки, способные взаимо-
действовать с собственными молекулами MHC 
с аффинностью выше пороговой. Затем из этого 
множества элиминируются потенциально ауто-
реактивные клетки, чьи рецепторы имеют высо-
кую аффинность к собственным пептидам. Ото-
бранный в результате репертуар содержит клоны, 
способные распознавать любые, за исключением 
собственных, пептиды, представленные в кон-
тексте собственных аллелей MHC.

Таким образом, при HLA-идентичной транс-
плантации репертуар донора неизбежно содер-
жит клоны, способные распознавать пептиды 
реципиента, которые не представлялись в тиму-
се донора. В этом случае популяция аллореак-
тивных клонов распознает аллогенные пептиды 
в контексте общих молекул MHC (рис. 2А, см. 
2-ю стр. обложки).

В случае, когда MHC донора и реципи-
ента не полностью совпадают, аллореактив-
ность может развиваться также за счет того, что 
Т-клеточный рецептор, умеренно аффинный 
к одной из собственных аллелей MHC, может 
случайно оказаться высокоаффинным к ком-
плексу собственного пептида с чужеродной MHC 
(рис. 2Б, см. 2-ю стр. обложки). Это объясняется 
тем, что ТКР распознает суммарную антигенную 
поверхность комплекса пептид-MHC, и любые 
ее изменения могут оказаться иммуногенными. 
Так, ингибитор обратной транскриптазы абака-
вир специфично связывается с MHC аллелью 
HLA-B*5701, а противосудорожный препарат 
карбамазепин – с HLA-B*1502, что приводит 
к изменению антигенной поверхности и разви-
тию тяжелой аутоиммунной реакции, имеющей 
симптоматику злокачественной экссудативной 
эритемы или токсического эпидермального не-
кролиза [29, 77].

Этот механизм достаточно распространен, и в 
зависимости от несовпадающей аллели до 10% 
донорских клеток могут оказаться аллореак-
тивными в новом хозяине [8]. Тем самым их ко-
личество на порядок превышает число клеток, 
специфичных даже к самым распространенным 
вирусным эпитопам.

Кроме того, возможна комбинация этих двух 
механизмов, когда Т-лимфоциты распознают 
незнакомые пептиды, представленные чужерод-
ными аллелями MHC (рис. 2В, см. 2-ю стр. об-
ложки). При этом соотношение двух типов алло-
реактивности при неполном совпадении MHC 
не изучено и является важным и интересным во-
просом для исследования.

Популяция аллореактивных клеток гетероген-
на по своей специфичности: некоторые клоны 
распознают только конкретный пептид в контек-
сте чужеродной аллели MHC, другие обладают 
сродством к широкому спектру пептидов.

Хотя, за исключением случаев иммунизации 
при беременности, Т-клетки донора не встреча-
ли антигены реципиента до трансплантации, ал-
лореактивными могут быть клетки памяти. Это 
объясняется феноменом кросс-реактивности 
вирус-специфических Т-лимфоцитов к чуже-
родным MHC в комплексе с аутологичным пеп-
тидом. Так, клетки, несущие рецепторы, специ-
фично узнающие вирусные пептиды в контексте 
определенной аллели MHC, оказываются кросс-
реактивны с аллогенной молекулой HLA [34]. 
При этом порог активации для клеток памяти 
существенно снижен, после встречи со специ-
фичным антигеном эти клетки проходят быструю 
реактивацию и экспансию и затем начинают ока-
зывать цитотоксические эффекты.

Дополнительный вклад в аллореактивность 
могут вносить Т-лимфоциты, имеющие два 
различных рецептора. В процессе созревания 
Т-лимфоцита после успешного перестраивания 
β-цепи происходит последовательная реаранжи-
ровка обоих локусов α-цепи. За счет этого мо-
гут получаться клетки, несущие две различные 
α-цепи и, соответственно, два различных рецеп-
тора. При этом один из них может маскировать 
другой от процессов положительной и отрица-
тельной селекции [91]. Среди аллореактивных 
клонов обнаруживается непропорционально вы-
сокое количество клонов с двойной специфично-
стью [86].

Минорные антигены гистосовместимости
Развитие РТПХ при полностью HLA-

идентичной трансплантации обусловлено иммун-
ным распознаванием пептидов, презентируемых 
молекулами MHC в организме реципиента, но 
отсутствующих у донора. Эти пептиды, называе-
мые минорными антигенами гистосовместимости 
(Minor Histocompatibilty Antigens, MiHA), образу-
ются в результате генетических полиморфизмов, 
расположенных вне HLA-локуса. В геноме чело-
века содержится около 1 × 105 несинонимичных 
однонуклеотидных полиморфизмов (ОНП) [90], 
кроме того, могут встречаться инсерции/делеции 
большего размера.

Наличие несинонимичных нуклеотидных за-
мен в геноме реципиента приводит к тому, что 
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в его организме иммунопептидом (совокуп-
ность всех пептидов, представленных в моле-
кулах MHC) неизбежно отличается от донор-
ского. Так, для пары сиблингов с одинаковым 
набором MHC аллелей пересечение иммуно-
пептидомов составляет 85%. В их иммунопети-
домах было обнаружено 34 непересекающихся 
пептида, обусловленных аминокислотными за-
менами ОНП (что составило всего 0,5% от всех 
несинонимичных ОНП) [49]. У неродственных 
HLA-идентичных пар иммунопептидомы разли-
чаются еще сильнее, а иммунопептидомы людей 
с разными HLA-гаплотипами вследствие разной 
специфичности аллелей МНС к пептидам почти 
не пересекаются.

Минорные антигены можно разделить на две 
группы: в первом случае аминокислотная замена 
приводит к тому, что в иммунопептидом попада-
ет пептид, который ранее там не был представлен 
(как правило, это связано с изменением сродства 
пептида к MHC); во втором случае и исходный, 
и вариантный пептид представляются в комплек-
се с MHC. В этом случае аллорекативные клоны 
оказываются способны распознать одну амино-
кислотную замену в презентируемом пептиде.

На включение или исчезновение того 
или иного пептида из иммунопептидома кроме 
аффинности пептидов к молекулам МНС влияют 
процессы протеасомной деградации его исходно-
го белка и транспортировка пептида в эндоплаз-
матический ретикулум (ЭПР). На каждом из этих 
этапов происходит конкуренция и отбор пепти-
дов, в результате чего в иммунопетидомы различ-
ных тканей попадает 3000-7000 пептидов [9].

В большинстве случаев минорные антиге-
ны имеют однонаправленную иммуногенность. 
То есть для того, чтобы развился иммунный ответ 
на минорный антиген, необходимо, чтобы донор 
был гомозиготен по неиммуногенной аллели, 
а реципиент имел хотя бы одну иммуногенную.

Хотя количество клонов наивных 
Т-лимфоцитов, специфичных к каждому кон-
кретному минорному антигену, невелико, бы-
страя экспансия клеток, распознавших свой 
антиген, вызывает клинические проявления 
оРПТХ. Кроме того, возникает синергия иммун-
ного ответа за счет того, что донор и реципиент 
различаются сразу по многим минорным анти-
генам.

Поскольку оРТПХ при HLA-идентичных 
трансплантациях вызывается исключительно от-
ветом на минорные антигены, определение не-
совпадений по ним является актуальной задачей. 
При этом генотипирование донора и реципиента 
по минорным антигенам существенно сложнее, 
чем по HLA-аллелям, поскольку в этом случае 
требуется не только секвенирование всех кодиру-
ющих участков генома, но и предсказание того, 
какие из полиморфизмов будут представляться 

в виде пептидов в данном наборе MHC молекул. 
Несмотря на то, что существует целый ряд ал-
горитмов, позволяющих отобрать кандидатные 
минорные антигены на основании генетических 
полиморфизмов, требуется экспериментальное 
подтверждение попадания конкретного пептида 
в иммунопептидом, а также его иммуногенности.

Даже обладая информацией обо всех иммуно-
генных минорных антигенах пациента, статисти-
чески очень маловероятно подобрать полностью 
MiHA идентичного донора (за исключением 
гомозиготных близнецов). Кроме того, полное 
исключение аллореактивности нежелательно, 
так как в случае HLA-совместимой трансплан-
тации РТПО развивается именно за счет несо-
впадений по минорным антигенам. Сингенные 
трансплантации не приводят к элиминации опу-
холевого клона и, соответственно, имеют более 
высокую частоту рецидивов [44].

В отличие от молекул MHC I класса, которые 
экспрессируются на всех ядерных клетках, поли-
морфные пептиды происходят из белков, имею-
щих различные профили экспрессии. Тем самым 
различные типы клеток представляют различные 
пептидомы. Существуют минорные антигены, 
специфично экспрессирующиеся в гематопоэти-
ческой ткани [51, 112]. За счет дифференциаль-
ной экспрессии минорных антигенов теорети-
чески возможно специфически разделить РТПО 
и РТПХ, модифицируя трансплантат таким обра-
зом, чтобы он содержал лимфоциты, специфич-
ные к минорным антигенам, экспрессирующим-
ся в гематопоэтической ткани, и не содержал 
клеток, реагирующих на широко экспрессиро-
ванные минорные антигены. Это делает крайне 
актуальным поиск новых клинически значимых 
минорных антигенов и разработку алгоритмов, 
предсказывающих состав иммунопептидома.

Этапы развития оРТПХ
Развитие острой формы РТПХ, ее локализа-

ция и степень выраженности зависят от состава 
и динамики изменения клеточного окружения, 
секреции сигнальных молекул, регулирующих 
миграцию, пролиферацию и дифференцировку 
эффекторных клеток. В развитии РПТХ можно 
выделить три основные стадии. Отправной точ-
кой формирования РТПХ является возникно-
вение провоспалительного цитокинового фона 
[40], в результате чего активируются антиген-
презентирующие клетки. На следующем этапе 
Т-лимфоциты донора, встречающие специфи-
ческие антигены в контексте провоспалительно-
го окружения, проходят клональную экспансию 
и дифференцировку. В заключительной фазе 
активированные Т-клетки мигрируют в органы-
мишени и вызывают массированную гибель кле-
ток, что приводит к высвобождению новых ауто-
антигенов и молекул стресса и формирует петлю 
положительной обратной связи. Схематически 
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стадии развития оРТПХ изображены на рисунке 
3 (см. 3-ю стр. обложки).

1. Повреждающее действие предтрансплантаци-
онного кондиционирования

Первая фаза развития оРТПХ начинается 
еще до трансплантации, когда больным прово-
дится курс лучевой или химиотерапии, или их 
комбинация. Целью предтрансплантационного 
кондиционирования является, с одной стороны, 
значительное сокращение числа опухолевых кле-
ток, а с другой – устранение Т-клеток, которые 
могут вызвать отторжение трансплантата и по-
давление кроветворения реципиента. Органы 
кроветворения содержат специализированные 
гемопоэтические ниши, которые необходимо ос-
вободить от клеток-предшественников донора. 
Эксперименты на животных показали, что даже 
при введении сверхвысоких доз клеток от син-
генных доноров уровень химеризма в отсутствие  
кондиционирования крайне ограничен [97, 114]. 
Также без подавления собственного кроветво-
рения не происходит приживление трансплан-
тата у пациентов с синдромом тяжелого комби-
нированного иммунодефицита (severe combined 
immunodeficiency, SCID), которые не способны 
развить иммунную реакцию против транспланта-
та [21].

По степени элиминации кроветворной тка-
ни пациента разделяют миелоаблативный и не-
миелоаблативный виды кондиционирования. 
В последнее время все чаще применяется неми-
елоаблативное кондиционирование, поскольку 
было показано, что для пациентов, находящих-
ся в ремиссии, усиление радио- и химиотерапии 
не приводит к уменьшению числа рецидивов, 
в то же время существует прямая корреляция 
силы кондиционирования с частотой возникно-
вения и тяжестью РТПХ [3, 106].

Немиелоаблативный вид кондиционирования 
[132] не уничтожает полностью ни здоровую кро-
ветворную кровь пациента, ни трансформиро-
ванный клон. Этот режим кондиционирования 
обеспечивает подавление кроветворения пациен-
та и высвобождение гемопоэтических ниш, в то 
время как окончательная элиминация лейкозных 
клеток обеспечивается за счет эффекта РПТО 
[25]. В этом случае снижается степень поврежде-
ния здоровых тканей и уменьшается частота раз-
вития тяжелых форм РТПХ [80].

В ряде работ было показано, что временного 
и частичного химеризма (с последующим оттор-
жением трансплантата) может быть достаточно 
для индукции противоопухолевого иммунитета. 
В этом случае провоспалительное окружение, 
созданное в результате кондиционирования, ак-
тивирует Т-лимфоциты донора, которые успе-
вают элиминировать опухолевый клон до того, 
как иммунная система реципиента отторгает 
трансплантат [98].

Кумулятивное повреждающее действие ради-
ационного излучения, химиотерапии, первона-
чального злокачественного заболевания и сопут-
ствующих инфекционных осложнений вызывает 
апоптоз здоровых клеток, особенно в быстро об-
новляющихся тканях, таких как слизистая ЖКТ, 
что приводит к резкому всплеску секреции про-
воспалительных молекул, называемому «цитоки-
новым штормом». Повышается секреция таких 
цитокинов, как TNF и IL-1, IL-6, GM-CSF [85, 
130].

Также на поверхности клеток увеличивается 
экспрессия молекул адгезии ICAM-1 и VCAM-1 
[39, 47, 92] и молекул главного комплекса гисто-
совместимости, что дополнительно увеличивает 
вероятность презентации реципиент-специфи-
ческих антигенов и их иммунного распознава-
ния.

В тех случаях, когда перед трансфузией про-
водится полная или частичная деплеция αβ 
Т-лимфоцитов в трансплантате, а затем уже по-
сле стихания воспалительной реакции, инду-
цированной кондиционированием, проводится 
дополнительная инфузия зрелых донорских лим-
фоцитов, существенно снижается частота разви-
тия оРТПХ [24, 79].

При применении кондиционирования с по-
ниженной интенсивностью миелоидные ден-
дритные клетки производят IL-12, который 
индуцирует дифференцировку CD4+T-клеток 
в направлении Th1, которые, в свою очередь, 
за счет секреции IFNγ стимулируют деятельность 
макрофагов, что в конечном итоге приводит к ак-
тивации каскадов передачи сигнала через TNF, 
IL-1 и IL-6 [85].

Также на частоту развития и тяжесть оРТПХ 
влияют полиморфизмы в генах, кодирующих ци-
токины. Так, наличие у пациентов ОНП, приво-
дящего к увеличению экспрессии TNF усиливало 
тяжесть оРТПХ [23, 82]. Некоторые полиморфиз-
мы в гене цитокина IL-1 реципиента усиливают 
степень оРТПХ [32], в то время как наличие опре-
деленных аллелей гена IL-1ra (антагонист IL-1) 
у донора связано со снижением тяжести РТПХ 
[32]. Другой провоспалительный цитокин – 
IL-6 – также может усиливать оРТПХ. Было по-
казано, что полиморфизмы, ассоциированные 
с повышенной продукцией IL-6, стабильно ассо-
циированы с усилением оРТПХ [22, 63].

При этом определенный вклад вносят поли-
морфизмы в генах цитокинов и у донора за счет 
секреции цитокинов T-клетками донора после 
трансплантации гемопоэтичеких клеток [108]. Со-
ответственно, полиморфизмы в генах, кодирую-
щих цитокины, нужно принимать во внимание при 
подборе донора для аллогенной трансплантации.

Учитывая ключевую роль формирования про-
воспалительного окружения в результате пред-
трансплантационной терапии, естественной 
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стратегией подавления РТПХ является воздей-
ствие на различные компоненты воспалитель-
ной реакции, вызванной кондиционированием. 
Однако клинические исследования монокло-
нального анти-TNF антитела инфликсимаба 
не показали эффективности в предотвращении 
РТПХ [50], а препарат рекомбинантного TNFR2, 
этанерцепт, имеет лишь ограниченную эффек-
тивность [27]. Также неэффективной оказалась 
и анти-IL-1 терапия [7].

В результате повреждения эпителия кишеч-
ника и других барьерных органов происходит 
проникновение нормальной микробиоты в под-
лежащие ткани. Продукты разрушения бактерий: 
липополисахарид (ЛПС), флагеллин, неметилли-
рованные CpG-мотивы, липотейхоевая кислота 
и пептидогликан, суммарно называемые пато-
ген-ассоциированными молекулярными паттер-
нами, являются мощнейшими стимуляторами 
системы врожденного иммунитета. Toll- и NOD-
подобные рецепторы на макрофагах через актива-
цию транскрипционных факторов NF-κB, AP-1 
и IRF3 [107] запускают экспрессию широкого 
спектра провоспалительных генов, внося допол-
нительный вклад в формирование «цитокинового 
шторма» и развития оРТПХ. На мышиных моде-
лях и в клинических исследованиях было показа-
но, что мутации в гене TLR4, который кодирует 
рецептор ЛПС, снижают риск возникновения 
РТПХ, а связывание бактериальной ДНК с TLR9 
способствует индукции острого РТПХ [94]. Одно 
из наиболее убедительных доказательств роли ре-
цепторов врожденного иммунитета в инициации 
РТПХ было получено при нанесении активатора 
TLR7 на участок мышиной кожи перед индукци-
ей РТПХ. Это приводит к сильной инфильтрации 
T-клеток и развитию РТПХ исключительно в ме-
стах нанесения активатора. 

Полиморфизмы в генах, кодирующих 
TLR4 и NOD-подобные рецепторы, связаны 
с повышенным риском возникновения РТПХ 
и, таким образом, вносят свой вклад в развитие 
РТПХ независимо от различий HLA-аллелям 
или минорным антигенам.

При этом на частоту возникновения и на 
протекание РТПХ оказывает влияние и каче-
ственный состав микрофлоры, что может быть 
использовано в профилактике осложнений по-
сле трансплантации [11, 59]. Соответственно, из-
менение состава кишечной микрофлоры таким 
образом, чтобы она в меньшей степени способ-
ствовала РТПХ, может быть одним из способов 
подавления РТПХ. На животных моделях было 
показано, что после введения пробиотических 
бактерий степень развития РТПХ уменьшалась, 
а общая выживаемость увеличивалась [26, 46].

В результате цитокинового шторма и пере-
дачи сигнала через систему врожденного имму-

нитета происходит активация АПК пациента, 
которые оказались устойчивы к повреждающе-
му действию лучевой и/или химиотерапии. Под 
действием провоспалительного окружения про-
исходит созревание АПК, которые захватывают 
аутоатигены из разрушенных клеток. Экспрессия 
рецепторов к провоспалительным хемокинам 
снижается, одновременно усиливается экспрес-
сия рецепторов гомеостатических хемокинов, 
таких как CXCR4 и CCR7. Это и повышенная 
экспрессия адгезионных молекул: L-селектин, 
LFA-1 (αLβ2-интегрин) – приводит к миграции 
зрелых АПК в лимфоузлы. АПК экспрессируют 
на своей поверхности повышенное количество 
молекул MHC и костимуляторные молекулы.

Трансплантат не содержит зрелых АПК, по-
этому основную роль в запуске оРТПХ играет 
презентация собственных антигенов антигенпре-
зентирующими клетками реципиента, перенес-
шими кондиционирование и активированными 
сигнальными молекулами из поврежденных тка-
ней. оРТПХ в основном поражает богатые АПК 
органы (кишечник, кожа, печень, легкие). Также 
повышенной чувствительности к РТПХ вышепе-
речисленных тканей способствует тот факт, что 
эти ткани находятся на границе с внешней сре-
дой и, соответственно, их повреждение кондици-
онированием приводит к просачиванию микро-
флоры, таким образом обеспечивая активацию 
рецепторов системы врожденного иммунитета 
и предоставляя через ось CD28/B7 необходимый 
для активации Т-лимфоцитов костимуляторный 
сигнал. На более поздних этапах может происхо-
дить захват и презентация антигенов реципиента 
АПК происходящими из трансплантата. 

Как было отмечено выше, распознавание 
пептида в комплексе с MHC необходимо, но 
в большинстве случаев недостаточно для акти-
вации Т-лимфоцитов. Дополнительный стимул 
обеспечивается через взаимодействие с кости-
муляторными молекулами, экспрессируемыми 
на поверхности АПК [10]. Передача сигнала обе-
спечивается молекулами двух семейств: семей-
ства рецептора TNF, а также суперсемейства им-
муноглобулинов, включающего в себя B7/CD28, 
TIM и молекулы адгезии группы CD2. 

Ключевые костимуляторные молекулы, ко-
торые присутствуют на активированных АПК – 
это B7.1 и B7.2 (CD80 и CD86), а также CD40. B7 
связывается с CD28, представленной на мембра-
не Т-лимфоцитов. Это взаимодействие является 
вторым сигналом, необходимым для запуска про-
лиферации и дифференцировки Т-клеток. CD40 
связывается с CD40 лигандом (CD154), который 
находится на мембране Т-хелперов. 

Наряду с активирующими существуют моле-
кулы, передающие ингибиторный сигнал, и их 
уровень экспрессии меняется на разных стадиях 
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созревания клеток. Со временем на поверхности ак-
тивированных лимфоцитов начинается экспрессия 
молекулы CTLA-4, которая конкурирует с CD-28 
за связывание с B7, подавляя активацию лимфоци-
тов. Активация Т-клетки подавляется ингибирую-
щими молекулами PDL1 и PDL2, которые пере-
дают сигнал через специфический рецептор PD1.  
Специфические блокаторы CTLA-4 и PD1/PDL1 
успешно применяются в терапии меланомы [1]. 
Таким образом, в ходе нормального иммунного от-
вета контролируется и своевременно подавляется 
эффекторное звено Т-клеточного ответа. 

Костимуляторные молекулы являются 
перспективными мишенями для модуляции 
Т-клеточного ответа при трансплантации, не-
сколько препаратов уже одобрены для клини-
ческого применения. В настоящий момент из-
учается применимость этого подхода в области 
профилактики и лечения оРТПХ.

2. Трансплантация аллогенных гемопоэтических 
клеток

На втором этапе патогенеза оРТПХ происхо-
дит активация Т-лимфоцитов донора, попавших 
в чужеродное и провоспалительное окружение. 
Кроме CD34+ клеток-предшественников, трасн-
плантат содержит зрелые Т-лимфоциты.

В связи с этим одним из подходов к профилак-
тике оРТПХ является модификация состава до-
норских клеток, вводимых пациенту. Так, полная 
деплеция αβ Т-клеток при сохранении стволовых 
клеток существенно снижает частоту и интенсив-
ность оРТПХ за счет отсутствия в трансплантате 
клеток специфичных к аллоантигенам. Однако 
из-за отсутствия клеточного звена иммунитета 
одновременно повышается вероятность отторже-
ния трансплантата, частота развития вторичных 
инфекций, снижается эффект РТПО и, соответ-
ственно, увеличивается частота развития рециди-
ва [71, 73].

Кроме полной αβ деплеции существует дру-
гой подход. При помощи методов магнитной 
сепарации возможно селективно удалять отдель-
ные типы Т-клеток, которые различаются по по-
верхностным маркерам [89]. Выделяют наивные, 
эффекторные Т-лимфоциты и клетки памяти, 
включающие в себя центральные клетки памя-
ти и эффекторные клетки памяти, а также CD4+ 
и CD8+ регуляторные Т-клетки

Поскольку, за исключением случаев кросс-
реактивности, клетки, специфичные к алло-ан-
тигенам, могут находиться только в популяции 
наивных Т-лимфоцитов, селективная депле-
ция наивных клеток может быть эффективным 
средством профилактики РТПХ. Данные, полу-
ченные в экспериментах на мышиных моделях, 
указывают на то, что трансфузия клеток памяти 
не вызывает или вызывает существенно более 
слабую РТПХ [5, 132]. В клинических экспери-
ментах было подтверждено, что среди наивных 

Т-клеток существенно больше клеток, специ-
фичных к минорным антигенам, чем в популя-
ции клеток памяти [16]. Тем не менее экспери-
менты по селективной деплеции наивных клеток 
не привели к существенному снижению оРПТХ 
[15] (достоверное снижение наблюдалось лишь 
для хронической формы РТПХ). Это может озна-
чать, что в данном случае развитие оРТПХ вызы-
валось клетками памяти.

К настоящему моменту существует инстру-
ментальная база для селективной модификации 
трансплантата, которая могла бы заключаться 
в специфической деплеции аутореактивных кло-
нов и/или обогащения клонов, специфичных 
к антигенам гемопоэтической ткани для стиму-
ляции противоопухолевого ответа. Современ-
ные методы магнитной селекции в сочетании 
с рекомбинантными мультимерами различных 
аллелей MHC, нагруженными конкретными 
пептидами, позволяют специфически выделить 
клоны Т-лимфоцитов, реагирующие на конкрет-
ные пептиды. Этот подход успешно применяется 
для адоптивного переноса вирус-специфических 
Т-лимфоцитов и для иммунотерапии солид-
ных опухолей. Теоретически возможно удалить 
из трансплантата клетки, распознающие антиге-
ны, ответственные за РТПХ, но оставить клетки, 
специфичные к антигенам кроветворной ткани, 
и сохранить тем самым эффект РТПО. Однако 
отсутствие достоверной модели, позволяющей 
предсказывать потенциально иммуногенные 
минорные антигены в конкретных парах донор–
реципиент, делает этот подход не применимым 
на сегодняшний день.

Содержащаяся в трансплантате противо-
воспалительная субпопуляция лимфоцитов – 
Т-регуляторные клетки – также оказывает вли-
яние на развитие оРТПХ. Так, было показано, 
что высокое содержание этих клеток в транс-
плантате ассоциировано с пониженным риском 
острого РТПХ [76]. Однако в большинстве слу-
чаев концентрация регуляторных клеток в транс-
плантате оказывается недостаточной для пре-
дотвращения развития оРТПХ. Кроме того, под 
действием провоспалительного окружения ре-
гуляторные клетки могут приобретать провос-
палительный фенотип, в частности переходить 
в Th17-субпопуляцию. 

Уже через несколько часов после трансплан-
тации Т-клетки донора мигрируют в лимфоуз-
лы, где они встречают активированные АПК 
реципиента, презентирующие алло-антигены. 
Различные возможные комбинации цитокинов 
на данной стадии способны направлять развитие 
Т-лимфоцитов по различным путям. 

CD4+ клетки являются важными координато-
рами защитных реакций, через экспрессию мем-
бранных и растворимых сигнальных молекул они 
регулируют дифференцировку и эффекторные 
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функции иммунных клеток. Спектр продуциру-
емых цитокинов определяется подтипом клеток. 
В популяции CD4+ различают два подтипа: Th1 
и Th2, стимулирующих клеточный (макрофаги, 
цитотоксические лимфоциты) и гуморальный 
(B-клетки, эозинофилы) иммунитет.

Традиционно считается, что проявление РТПХ 
связано с Th1-опосредованным ответом [68, 119]. 
Дифференцировка Т-клеток в данном направле-
нии запускается IL-12 с последующей экспресси-
ей транскрипционного фактора T-bet через акти-
вацию транскрипционного фактора STAT4 [104]. 
Повышенное содержание Th1-ассоциированных 
цитокинов, TNF и IFNγ, коррелируют с более вы-
раженным протеканием оРТПХ в модельных си-
стемах и клинических исследованиях. IFNγ в дан-
ном случае задействован в петле положительной 
обратной связи, так как усиливает развитие Th1-
ответа. Помимо участия в регуляции, IFNγ оказы-
вает непосредственный цитотоксический эффект 
на слизистую кишечника [20]. 

Th2-путь обычно рассматривают в качестве 
противоположного Th1. Дифференцировка в Th2 
запускается в присутствии IL-25 и впоследствии 
поддерживается IL-4, в результате в них проис-
ходит активация транскрипционных факторов 
STAT6 и GATA3. Эффекторными цитокина-
ми в данном случае выступают IL-4, IL-5, IL-10 
и IL- 13. Th2-путь обычно связан с более мягким 
течением РТПХ и его локализацией в тканях лег-
кого, печени либо кожи, но не ЖКТ, что характер-
но для Th1. В недавних работах была обнаружена 
зависимая от IL-25 популяция клеток врожденно-
го иммунитета, не несущая B- или Т-клеточного 
рецептора. При этом спектр секретируемых эти-
ми клетками цитокинов соответствует Th2-пути. 
Исходя из указанных свойств, IL-25 обладает за-
щитным в отношении ЖКТ эффектом, что может 
быть применимо в контексте развития РТПХ.

Кожная локализация также может быть обу-
словлена активностью Th17-клеток, хотя для них 
более характерно участие в развитии хронической 
РТПХ, которая протекает по другому механизму, 
больше схожему с аутоиммунными патологиями 
[62]. Дифференцировка в направлении Th17 про-
ходит под действием IL-6, транскрипционный 
фактор RORγt запускается при активации STAT3, 
поддержание жизнеспособности и пролифера-
ция обеспечиваются IL-23 и IL-21. В качестве 
эффекторных цитокинов выступают IL-17, IL- 21 
и IL-22 [109]. IL-21 может, кроме того, произво-
диться фолликулярными Th-клетками, этот ци-
токин способствует развитию РТПХ, нарушая 
гомеостаз регуляторных Т-клеток.

Другой, ассоциированный с Th1 цитокин, 
IL-2 также оказывает комплексное действие [67]. 
Изначально было известно о его способности 
стимулировать пролиферацию лимфоцитов, что 
применялось в терапии солидных опухолей [36]. 

Использование моноклональных антител против 
рецептора IL-2 (базиликсимаб) показало сни-
жение оРТПХ как в модельных экспериментах, 
так и в клинике [81]. Для пациентов нечувстви-
тельных к терапии стероидами при оРТПХ (ста-
дии III и IV) пятилетняя выживаемость составила 
20% [43]. Базиликсимаб показал эффективность 
и у пациентов с неполной HLA-идентичностью 
донора, нечувствительных к терапии стероида-
ми [125]. В то же время IL-2 играет роль и в под-
держании популяции Т-регуляторных клеток и 
тем самым в подавлении РТПХ. По всей види-
мости, проявление этих двух противоположных 
эффектов зависит от концентрации цитокина 
и объясняется конкурентным связыванием с со-
зревающими регуляторными и эффекторными 
Т-клетками [55].

Другие популяции Т-клеток, такие как γδ 
T-клетки и NK-клетки (естественные киллеры), 
также влияют на развитие РТПХ [83, 105].

Активированные в воспалительном окруже-
нии АПК реципиента направляются во вторич-
ные лимфоидные органы, туда же вскоре после 
трансплантации мигрируют наивные Т-клетки 
донора. Однако при трансплантации кроветвор-
ных стволовых клеток роль вторичных лимфоид-
ных органов не столь существенна, как в случае 
формирования нормального иммунного ответа. 
Поскольку аллоантигены экспрессируются по-
всеместно, любая активированная АПК пред-
ставляет аллоантигены, а в случае несовпадений 
по генам HLA число предшественников аллоре-
активных Т-клеток необычайно высоко. Поэтому 
активация Т-клеток может успешно проходить 
и в других тканях, предположительно в кост-
ном мозге, что подтверждается экспериментами 
по индукции РТПХ на мышах без лимфатических 
узлов, в том числе в комбинации со спленэкто-
мией [6, 111]. 

3. Эффекторная фаза оРТПХ
Завершающая (эффекторная) фаза патогене-

за острой формы РТПХ включает в себя направ-
ленную миграцию активированных Т-клеток до-
нора в органы-мишени и повреждение здоровых 
тканей реципиента через механизмы апоптоза 
и непрямой цитотоксичности. Аллореактивные 
Т-клетки секретируют в лимфоидных тканях INF, 
TNF и другие провоспалительные цитокины, ко-
торые попадают в кровоток и вместе с медиато-
рами воспаления, выделенными в кровоток по-
врежденными тканями, способствуют секреции 
провоспалительных хемокинов эндотелиальными 
и эпителиальными клетками в органах мишенях. 
Активированные T-клетки мигрируют по гради-
ентам концентрации хемокинов CXL9, CXCL10 
и CXCL11. Попав в органы мишени, Т-клетки, 
в свою очередь, секретируют хемокины: ССL3, 
CCL4, CCL5), которые продолжают привлекать 
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эффекторные Т-клетки, когда секреция хемоки-
нов первой волны начинает спадать [129]. 

Пути миграции эффекторных T-клеток за-
висят от рецепторов к хемокинам, которые они 
экспрессируют. Так, экспрессия хемокинового 
рецептора CCR9 аллореактивными T-клетками 
способствует их миграции в кишечник и кожу, 
рецепторы CCR4 и ССR10 обусловливают попа-
дание в кожу, а CXCR3 вызывает миграцию Th1 
клеток в участки поврежденной ткани [113]. 

Перспективным направлением профилактики 
РТПХ является фармакологическая блокировка 
передачи сигналов через рецепторы хемокинов. 
У мышей, получавших инфузии CD8+ клеток 
с нарушенной функцией ССR2, наблюдалось ме-
нее выраженное повреждение кишечника и пе-
чени по сравнению с животными, получавшими 
ССR2+T-клетки, в то же время экспрессия CCR2 
не оказывала влияния на эффект РТПО [118]. 
Ингибирование CXCR3 также уменьшало сте-
пень выраженности РТПХ в мышиных моделях 
[52]. У пациентов было показано, что полимор-
физмы ССR9 связаны со степенью выраженности 
РТПХ [57]. Однако использование антагонистов 
рецепторов хемокинов имеет не только положи-
тельный эффект, так как оно также может инги-
бировать миграцию регуляторных T-клеток в ор-
ганы, где развивается РТПХ [129]. Стероидная 
терапия, являющаяся на сегодняшний день стан-
дартным компонентом профилактики и лечения 
РТПХ, оказывает влияние на уровни экспрессии 
сразу нескольких хемокинов, таких как CXCL9, 
CXCL10, CXCL11, CCL2 и CCL3 [18]. 

Миграция эффекторных Т-клеток регулиру-
ется через взаимодействие между адгезионными 
молекулами и соответствующими им рецептора-
ми на поверхности Т-лимфоцитов.

Одним из семейств молекул, участвующих 
в направленной миграции Т-лимфоцитов при 
РТПХ, являются селектины. P-селектин, при-
надлежащий к семейству гликозилированных 
лектинов, конститутивно экспрессируется на по-
верхности эндотелия в сосудах, кожи и костном 
мозге и индуцируется на других клетках эндоте-
лия во время воспаления [87].

P-селектин необходим для обеспечения об-
ратимых взаимодействий между эндотелием 
и Т-клетками. Уровни мРНК, кодирующей лиганд 
P-селектина – PSGL1, повышаются в Т-клетках 
во время РТПХ [133]. У мышей, у которых отсут-
ствует функционирующий P-cелектин, наблю-
дается менее выраженная по сравнению с кон-
трольными реципиентами симптоматика оРТПХ 
в коже, печени и тонкой кишке. Это связано с по-
ниженной миграцией Т-лимфоцитов в Пейеро-
вы бляшки и тонкую кишку [75]. Блокирование 
взаимодействия селектина с его лигандом также 
может использоваться для ингибирования на-
правленной миграции аллореактивных Т-клеток. 
Однако возможны побочные эффекты на проти-
воинфекционный иммунитет [74].

Недавно появились работы в которых проде-
монстрирована важная роль интегринов при раз-
личных видах заболеваний связанных с воспале-
нием, включая РТПХ. Высокий уровень тканевой 
специфичности интегринов делает их перспек-
тивными мишенями при терапии РТПХ. LPAM-1 
(α4β7 интегрин) определяют миграцию лимфоци-
тов в ЖКТ и ассоциированные с кишечником лим-
фоидные ткани [37, 100]. Было показано, что ин-
гибирование β7 интегрина в значительной степени 
подавляет кишечную форму оРТПХ не затрагивая 
РТПО [124]. Взаимодействия между αLβ2 / ICAM-1 
способствуют миграции в легкое [93], αLβ2 /ICAM-
1, 2, 3 – в печень [102], и α4β7 / МadCAM-1 – в ки-
шечник [117]. Селективные блокаторы интегринов 
уже применяются в лечении аутоиммунных забо-
леваний, антитело к α4 интегрину (натализумаб) 
было недавно одобрено для лечения больных мно-
жественным склерозом [56].

Попадая в органы-мишени, Т-лимфоциты 
вызывают направленное повреждение тканей. 
Эффекторная стадия РТПХ реализуется в основ-
ном за счет СD8+ и CD4+ клеток, но, в принципе, 
может происходить и за счет NK-клеток (в слу-
чае несовпадения по HLA-локусам). В большин-
стве работ показано, что NK-клетки в основном 
способствуют эффекту РТПО и даже могут по-
давлять инициацию РТПХ за счет элиминации 
АПК реципиента [99].

CD8+ клетки реализуют свое токсическое дей-
ствие за счет индукции апоптоза, однако в патоге-
незе идиопатической инфильтрация СD8+T-клеток 
не сопряжена с индукцией апоптоза [20, 30]. 

Индукция апоптоза может происходит путем 
активации разных цитолитических каскадов, та-
ких как Fas/FasL, перфорин и гранзимы, TNF 
(секретируемый моноцитами и макрофагами), 
TRAIL и TWEAK. В целом сигнальный путь Fas/
FasL вносит больший вклад в развитие РТПХ, 
чем выброс перфорина и гранзимов [84], хотя 
в развитии нормального иммунного ответа имен-
но каскад, запускаемый перфорином и гранзи-
мами, участвует в иммунном ответе против вну-
триклеточных патогенов [61], тогда как Fas/FasL 
в основном используется в индукции апоптоза 
при регуляции иммунного ответа [88].

Кроме того, было показано, что индукция 
апоптоза в лейкемических клетках в основ-
ном происходит за счет перфорина и гранзимов 
в то время, как при РТПХ больше задействован  
Fas/FasL путь [103].

Было показано, что в РТПХ также могут быть 
задействованы альтернативные пути переда-
чи проапоптотического сигнала, такие как че-
рез TNF и другие белки TNF-семейства: TRAIL 
и TWEAK [60].

В отличие от CD8+ клеток, которым необхо-
димо непосредственное взаимодействие с клет-
ками-мишенями, СD4+ клетки вносят свой вклад 
в патогенез РТПХ без прямого контакта с клетка-



510

Efimov G.A. et al.
Ефимов Г.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

ми за счет секреции цитокинов. Такие секретиру-
емые цитокины, как TNF и IL-1, могут циркули-
ровать в крови в больших концентрациях и иметь 
эндокринный эффект [120]. 

Кроме того, СD4+ клетки могут также инду-
цировать апоптоз как за счет активации Fas/FasL 
каскада, так и через секрецию перфорина и гран-
зимов [14]. 

Мононуклеарные фагоциты, активированные 
цитокинами, вырабатываемыми Th1-клетками 
и липополисахаридом, проникающим из повреж-
денных кондиционированием барьерных орга-
нов, также вносят свой вклад в развитие апоптоза 
благодаря секреции TNF и IL-6 [78]. Кроме своих 
мишеней – клеток гемопоэтического ряда – ци-
токины могут оказывать прямой эффект на не-
гемопоэтические клетки. Пролиферативный 
эффект на фибробласты описан для цитокинов 
IFNγ, IL- 2, IL-10 и TGF-β, в результате чего раз-
вивается фиброз [13].

Перспективным направлением профилакти-
ки оРТПХ является трансфузия Т-регуляторных 
клеток. Адоптивный перенос размноженных 
in vitro CD4+, СD25+Т-лимфоцитов приводит 
к снижению клинических симптомов РТПХ 
[19]. Инфузии Т-регуляторных клеток наиболее 
эффективны, когда производятся одновремен-
но или вскоре после трансплантации. Однако 
такой метод профилактики РТПХ имеет ряд 
ограничений: для предотвращения отторже-
ния Т-регуляторных клеток необходимо, что-
бы они были почти или полностью совмести-
мы по МНС, экспансия клеток in vitro затратна 
и занимает значительное время. В дополнение 
к этому, значительная часть клеток теряет эф-
фективность при культивировании, а после ин-
фузии под действием провоспалительных ци-
токинов Т-регуляторные клетки могут перейти  
в Th17- клеточный пул.

Другими иммунорегуляторным клетками, 
применяющимися для профилактики РПТХ, яв-
ляются мезенхимные стромальные клетки. Они 
оказывают иммуносупрессивное действие как на 
Т-лимфоциты, так и на АПК. Клинические ис-
следования продемонстрировали снижение 
РТПХ на фоне введения мезенхимных стромаль-
ных клеток [70, 110].

Заключение
Несмотря на успехи программ по созданию 

международных регистров доноров гемопоэти-
ческих стволовых клеток, острая форма РТПХ 
по-прежнему является главным лимитирующим 
фактором более широкого применения алло-
ТГСК. Даже полное совпадение по генам HLA 
локуса не защищает от развития аллореактивно-
сти, поскольку в ее основе может лежать ответ на 
минорные антигены гистосовместимости. В на-
стоящее время проводится большое количество 
предклинических и клинических исследований 
новых терапевтических и профилактических 
подходов, однако большинство из них не анти-
ген-специфично и, как следствие, потенциально 
способно также подавлять и противоопухолевый 
эффект трансплантата.

Одним из подходов, который теоретиче-
ски смог бы позволить предотвратить развитие 
РТПХ, не затрагивая эффекты РТПО, является 
селективная модификация трансплантата путем 
обогащения клеток, реагирующих на опухоле-
вые (гемопоэтические) антигены реципиента и/
или обеднения клеток, распознающих антигены 
здоровых тканей.  Также перспективно исполь-
зование адоптивного переноса клеток, несущих 
химерные антигенные рецепторы или транс-
генные ТКР, специфичные к гемопоэтическим 
минорным антигенам реципиента. Для этого не-
обходимо продолжать работы по поиску новых 
минорных антигенов гистосовместимости. Су-
ществующие на сегодняшний день технологии 
высокопроизводительного секвенирования по-
зволяют относительно быстро получить инфор-
мацию о всех генетических различиях между до-
нором и реципиентом. Однако на данный момент 
невозможно достоверно предсказать, какие из 
несинонимичных полиморфизмов могут приво-
дить к потенциально иммуногенным изменениям 
в иммунопептидоме.  Накопленные эксперимен-
тальные и клинические данные должны послу-
жить основой для создания алгоритмов предска-
зания минорных антигенов гистосовместимости 
для конкретных пар донор-реципиент, что, в свою 
очередь, может привести к созданию персонали-
зированных терапевтических подходов.
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МЕХАНИЗМ ВЛИЯНИЯ МЕЛАТОНИНА НА ИММУННЫЙ 
СТАТУС ПРИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ ДЕСИНХРОНОЗЕ 
В УСЛОВИЯХ СВЕТОДИОДНОГО ОСВЕЩЕНИЯ 

Осиков М.В., Гизингер О.А., Огнева О.И.

ГБОУ ВПО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Челябинск, Россия

Резюме. Раствор мелатонина в изотоническом растворе NaCl готовили из препарата «Мелаксен» 
(МНН: мелатонин, «Юнифарм Инк.», США) ex tempore. Для исследования врожденного иммуните-
та в крови общепринятыми методами определяли количество лейкоцитов, лейкоцитарную формулу 
и функциональную активность фагоцитов по показателям спонтанного и индуцированного НСТ-
теста и поглощению частиц монодисперсного полистирольного латекса. Тh1-зависимый иммун-
ный ответ исследовали по интенсивности реакции гиперчувствительности замедленного типа, Тh2-
зависимый иммунный ответ оценивали по количеству антителообразующих клеток в селезенке после 
иммунизации аллогенными эритроцитами.

Методом иммуноферментного анализа на аппарате «Иммулайт 2000» (США) определяли в сы-
воротке концентрацию интерлейкина-4 (IL-4), интерферона-гамма (IFNγ), мелатонина, кортизола 
с помощью специфичных для морских свинок тест-систем. Установлено, что при экспериментальном 
десинхронозе наблюдается нейтрофильный лейкоцитоз, лимфоцитопения и моноцитопения, актива-
ция кислород-зависимого метаболизма фагоцитов в периферической крови, подавление Th1- и Th2-
зависимого иммунного ответа. Десинхроноз сопровождается снижением концентрации в сыворот-
ке мелатонина, IFNγ и IL-4, повышением концентрации кортизола. Снижение концентрации IFNγ 
и IL-4 ассоциировано со снижением концентрации мелатонина, а угнетение Th1- и Th2-зависимого 
иммунного ответа прогрессирует по мере снижения уровня IFNγ и IL-4 соответственно. Применение 
при десинхронозе мелатонина в суммарной дозе 30 мг/кг приводит к восстановлению количествен-
ного состава лейкоцитов в периферической крови, генерации АФК фагоцитами, выраженности Th1- 
и Th2-зависимого иммунного ответа, концентрации кортизола, IFNγ и IL-4 в сыворотке, а также сти-
мулирует поглотительную способность фагоцитов в крови. Восстановление Th1- и Th2-зависимого 
иммунного ответа ассоциировано с нормализацией концентрации IFNγ и IL-4 в сыворотке соответ-
ственно.

Ключевые слова: мелатонин, десинхроноз, врожденный и адаптивный иммунитет, цитокины
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MECHANISMS OF MELATONIN EFFECTS UPON IMMUNE 
STATE IN EXPERIMENTAL DESYNCHRONOSES PRODUCED 
UNDER THE LED ILLUMINATION CONDITIONS
Osikov M.V., Gizinger O.A., Ogneva O.I.
South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russian Federation

Abstract. Disorders of immune state in desynchronosis may be associated with reduced concentrations 
of melatonin in blood, thus being a prerequisite for pharmacological correction of appropriate homeostatic 
changes. The purpose of this work was to explore some mechanisms of exogenous melatonin actions upon 
parameters of innate and adaptive immunity in experimental model of desynchronosis under the conditions of 
LED illumination. The study was performed with 196 adult guinea pigs. Light desynchronosis was produced 
by day-and-night illumination of the animals having been continued for 30 days. Melatonin was administered 
applied per os daily at the total dose of 30 mg/kg. A solution of melatonin in isotonic NaCl solution was prepared 
from the Melaxen drug (INN: melatonin, “Unipharm Inc.,” USA) ex tempore. To study innate immunity of 
blood cells, we determined leukocyte numbers, WBC differential counts, and functional activity of phagocytes, 
as spontaneous and induced NBT test, as well as engulfment of polystyrene latex particles. Th1-specific immune 
response was studied according to degree of delayed type hypersensitivity reaction; Th2-dependent response 
was assessed as the numbers of antibody-forming cells in the spleen of the animals after immunization with 
allogeneic erythrocytes. Serum concentrations of interleukin 4 (IL-4), interferon-gamma (IFNγ), melatonin, 
and cortisol were measured by enzyme immunoassay, using the “Immulayt 2000” (USA) with guinea pig-
specific test systems. It was found that experimental desynchronosis was associated with leukocytosis, lympho- 
and monocytopenia, activation of oxygen-dependent metabolism of blood phagocytes, suppression of Th1- 
and Th2-dependent immune response. Desynchronosis was also accompanied by decreased concentrations 
of serum melatonin, IFNγ and IL-4, along with increased cortisol concentrations. Reduced IFNγ and 
IL-4 amounts was associated with decreased melatonin concentrations. Suppression of Th1- and Th2-
dependent immune response is found to develop in accordance with reduction in IFNγ and IL-4. Melatonin 
administration in desynchronosis (a total of 30 mg/kg) resulted in recovery of blood leukocyte counts, ROS 
generation by phagocytes, higher intensity of Th1- and Th2-dependent immune response, cortisol, IFNγ and 
IL-4 concentrations in blood serum, like as stimulation of blood phagocytic capacity. Restoration of Th1- and 
Th2-dependent immune response is associated with normalized concentrations of, respectively, IFNγ and IL-4 
levels in blood serum.

Keywords: melatonin, desynchronosis, innate and adaptive immunity, cytokines

Введение
Неуклонный прогресс в жизни общества при-

вел к использованию высокотехнологичных 
светодиодных энергосберегающих технологий 
и вытеснил из применения традиционные источ-
ники освещения. Использование искусственно-
го освещения в ночное время удлиняет световой 
период и может приводить к возникновению де-
синхроноза, который является ключевым зве-
ном в патогенезе многих заболеваний, приво-
дит к преждевременному старению организма 
[1]. Развитие десинхроноза связывают с изме-
нением синтеза мелатонина (МТ), специфиче-
ские мембранные рецепторы к которому с раз-
ной аффинностью МТ-1 и МТ-2 представлены 
на клетках гипофиза, супрахиазматического ядра 
гипоталамуса, сетчатки глаза, а также на иммуно-
компетентных клетках, в том числе на тимоцитах, 
спленоцитах, моноцитах, натуральных киллерах, 

ядерные рецепторы к мелатонину были обнару-
жены на Т-лимфоцитах [8, 9, 17, 24]. Показано, 
что изменение цикличности синтеза и секреции 
мелатонина нарушает процессы пролиферации, 
дифференцировки, миграции, кооперации имму-
нокомпетентных клеток [10]. Понимание меха-
низма действия мелатонина создает предпосылки 
для фармакологической коррекции и профилак-
тики нарушений иммунитета при десинхронозе 
[15]. Ранее нами продемонстрировано стимулиру-
ющее влияние экзогенного мелатонина на функ-
циональную активность нейтрофильных грану-
лоцитов периферической крови у лабораторных 
животных при десинхронозе [3, 4]. 

Цель работы – исследовать механизм влияния 
экзогенного мелатонина на показатели врожден-
ного и адаптивного иммунитета при эксперимен-
тальном десинхронозе в условиях светодиодного 
искусственного освещения.
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Материалы	и	методы
Исследование выполнено на 196 нелинейных 

половозрелых морских свинках массой 300±50 г, 
которых содержали в стандартных условиях ви-
вария, в соответствии с правилами гуманного 
отношения к животным, методическими реко-
мендациями по их выведению из опыта и эв-
таназии. Морская свинка в отличие от других 
экспериментальных животных (крысы, мыши) 
по образу жизни и световосприятию является 
наиболее адекватным объектом для изучения 
свет-ассоциированных измененных состояний 
гомеостаза. Животные случайным образом были 
распределены на 3 группы. Группа 1 (n = 66) – 
животные, находящиеся в условиях стандартно-
го фиксированного (12 ч свет/12 ч темнота) ос-
вещения (СФО), генерируемого светодиодными 
носителями («Открытые инженерные системы», 
Россия), цветовая температура 4500 К (белый 
свет), мощность светового потока 0,03 Вт/м2 
при длине волны 360 нм, коэффициент пульса-
ции светового потока 1%, освещенность 400 лк. 
Группа 2 (n = 64) – десинхроноз в условиях све-
тодиодного освещения. Группа 3 (n = 66) – жи-
вотные, которым на фоне десинхроноза вводили 
экзогенный мелатонин. Световой десинхроноз 
создавали искусственно путем содержания ла-
бораторных животных при круглосуточном ос-
вещении [5]. Введение мелатонина животным 
осуществляли per os в дозе 1 мг/кг ежедневно 
в 21 ч с 1 суток от начала эксперимента в тече-
ние 30 дней, суммарная доза составила 30 мг/кг. 
Раствор мелатонина в изотоническом растворе 
NaCl готовили из препарата «Мелаксен» (МНН: 
мелатонин, «Юнифарм Инк.», США) ex tempore. 
Животным 2 группы вводили эквиобъемное ко-
личество изотонического раствора NaCl. Кровь 
у животных забирали путем пункции левого же-
лудочка сердца на 10 сутки, 20 сутки, 30 сутки 
эксперимента. Для исследования врожденного 
иммунитета в крови общепринятыми методами 
определяли количество лейкоцитов, лейкоци-
тарную формулу и функциональную активность 
фагоцитов по показателям спонтанного и инду-
цированного НСТ-теста и поглощению частиц 
монодисперсного полистирольного латекса [7]. 
Тh1-зависимый иммунный ответ исследовали 
по интенсивности реакции гиперчувствитель-
ности замедленного типа (ГЗТ), Тh2-зависимый 
иммунный ответ оценивали по количеству анти-
телообразующих клеток (АОК) в селезенке по-
сле иммунизации аллогенными эритроцитами. 
Методом иммуноферментного анализа на аппа-
рате «Иммулайт 2000» (США) определяли в сы-
воротке концентрацию интерлейкина-4 (IL-4), 
интерферона-гамма (IFNγ) с помощью специ-

фичных для морских свинок тест-систем «USCN 
Life Science Inc.» (Китай), концентрацию ме-
латонина, кортизола – с помощью тест-систем 
«Сusabio» (Китай). Статистический анализ про-
веден с использованием пакета прикладных 
программ Statistica for Windows 10.0. Для оценки 
значимости различий между группами использо-
ваны непараметрические критерии Манна–Уит-
ни, Краскела–Уоллиса, корреляционный анализ 
проводили с применением коэффициента корре-
ляции Спирмена (R).

Результаты
Установлено, что при экспериментальном 

десинхронозе в периферической крови лабора-
торных животных на 10 и 20 сутки повышает-
ся общее количество лейкоцитов, на 10, 20 и 30 
сутки повышается количество сегментоядерных 
нейтрофилов и, как следствие, общее количество 
нейтрофилов, снижается количество моноцитов, 
на 30 сутки снижается количество лимфоцитов 
(табл. 1). При оценке функциональной активно-
сти фагоцитов периферической крови на 20 и 30 
сутки обнаружено повышение генерации АФК 
фагоцитами по показателям спонтанного и ин-
дуцированного НСТ-теста. При исследовании 
адаптивного иммунитета на 20 и 30 сутки экс-
перимента отмечено снижение интенсивности 
реакции ГЗТ и уменьшение абсолютного и отно-
сительного количества АОК в селезенке лабора-
торных животных, что свидетельствует об угне-
тении Th1- и Th2-зависимого иммунного ответа 
(табл. 2). На 10, 20 и 30 сутки при десинхронозе 
в плазме снижается концентрация мелатонина, 
повышается концентрация кортизола (табл. 3). 
При оценке цитокинового профиля в крови вы-
явлено на 20 и 30 сутки снижение концентра-
ции IL-4, на 30 сутки – снижение концентрации 
IFNγ.

Введение экзогенного мелатонина при экспе-
риментальном десинхронозе приводит к восста-
новлению количественного состава лейкоцитов 
в периферической крови: на 20 и 30 сутки умень-
шается количество сегментоядерных нейтрофи-
лов и, как следствие, общее количество нейтро-
филов, на 20 и 30 сутки повышается количество 
моноцитов, на 30 сутки повышается количество 
лимфоцитов (табл. 1). При введении мелатонина 
на 30 сутки наблюдения активируется поглоти-
тельная способность фагоцитов в перифериче-
ской крови по показателям активности и интен-
сивности фагоцитоза, снижается генерация АФК 
фагоцитами по показателям активности и ин-
тенсивности индуцированного НСТ-теста. В ус-
ловиях применения экзогенного мелатонина 
на 20 и 30 сутки восстанавливаются Th1- и Th2-
зависимый иммунный ответ на основании повы-
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шения интенсивности реакции ГЗТ и количества 
АОК в селезенке в абсолютных и относитель-
ных величинах (табл. 2). В плазме крови повы-
шается концентрация мелатонина на 10, 20 и 30 
сутки эксперимента, снижается концентрация 
кортизола на 10, 20 и 30 сутки (табл. 3). В усло-
виях применения мелатонина при десинхронозе 
повышается концентрация IL-4 на 20 и 30 сутки 
и концентрация IFNγ на 30 сутки наблюдения.

Обсуждение
Разнонаправленные изменения количествен-

ного состава лейкоцитов в крови при десин-
хронозе могут быть связаны, во-первых, с уг-
нетением пролиферации и дифференцировки 
клеток лимфоидного ряда в тимусе и в селезенке 
[6]. Во-вторых, нейтрофильный лейкоцитоз при 
десинхронозе может рассматриваться как про-
явление стресс-реакции; известно, что кортизол 
обладает демаргинирующим действием на при-
стеночный пул нейтрофилов [11]. В литературе 
представлены сведения как о снижении, так и 
о повышении поглотительной активности ней-
трофилов, генерации ими активных форм кис-
лорода, хемотаксиса при десинхронозе, что 
связывают с подавлением выработки мелато-
нина [2, 13]. Накоплены данные о циркадном 
контроле функциональной активности фагоци-
тов, изменение которого провоцирует развитие 
заболеваний воспалительного генеза в связи 
с дисфункцией фагоцитов [14, 21]. 

Изменения иммунного статуса при десинхро-
нозе могут быть обусловлены не только дефици-
том эндогенного мелатонина в условиях функ-
циональной пинеалэктомии, но и изменением 
нейро-эндокринно-иммунных взаимодействий, 
например, с участием оси эпифиз–гипоталамус–
надпочечники–эффекты адреналина, кортизо-
ла [20]. Кроме того, при нарушении циркадного 
ритма изменяется активность эндотелиоцитов, 
эпителиальных и др. клеток, синтезирующих ци-
токины. Нами обнаружена обратная слабая связь 
между концентрацией мелатонина и концентра-
цией IFNγ в плазме (R = 0,42; p < 0,05). Зафикси-
рованная при экспериментальном десинхронозе 
депрессия адаптивного иммунитета ассоцииро-
вана с изменением концентрации IL-4 и IFNγ. 
При проведении корреляционного анализа на 30 
сутки десинхроноза установлена прямая сильная 
связь между интенсивностью реакции ГЗТ и кон-
центрацией IFNγ (R = 0,93; p < 0,05), прямая 
сильная связь между количеством АОК в селе-
зенке и концентрацией IL-4 (R = 0,97; p < 0,05). 
Кроме того, в развитии депрессии адаптивного 
иммунитета при десинхронозе может иметь зна-
чение лимфоцитопения.

Патогенетически обоснованным подходом 
для коррекции изменений иммунного статуса 
при десинхронозе выступает применение 
мелатонина. Иммунотропные эффекты 
мелатонина могут быть обусловлены его прямым 
рецептор-опосредованным действием на им-
мунокомпетентные клетки, а также влиянием 
на них гормонов, цитокинов, нейрогенными эф-
фектами, концентрация/активность которых мо-
дулируется в условиях применения мелатонина. 
В литературе имеются противоречивые данные 
о влиянии мелатонина на поглотительную спо-
собность, окислительные процессы в фагоцитах 
в зависимости от применяемой дозы и способа 
введения мелатонина, исходного функциональ-
ного состояния клетки и метода регистрации 
[18, 19, 22]. Считается, что мелатонин, действуя 
через мембранные рецепторы на нейронах 
передней доли гипофиза, снижает выброс АКТГ, 
концентрацию кортизола и катехоламинов, 
способствуя тем самым восстановлению 
количественного состава и функциональной 
активности лейкоцитов [23]. 

Эффекты мелатонина на показатели имму-
нитета, в том числе, обусловлены его влиянием 
на синтез и секрецию иммунными клетками IL-4 
и IFNγ. Рядом исследователей показано, что ме-
латонин в условиях in vitro стимулирует секрецию 
IL-2, IL-4, IFNγ человеческими моноцитами, 
лимфоцитами и спленоцитами через ядерный ре-
цептор-опосредованный механизм [12, 16]. С ис-
пользованием корреляционного анализа уста-
новлено наличие прямой сильной связи между 
концентрацией мелатонина в сыворотке и кон-
центрацией IFNγ на 30 сутки (R = 0,54; p < 0,05), 
концентрацией IL-4 на 20 сутки (R = 0,65; 
p < 0,05) и 30 сутки (R = 0,43; p < 0,05). Кроме 
того, в условиях применения мелатонина при 
десинхронозе на 30 сутки прослеживается кор-
реляция между интенсивностью реакции ГЗТ 
и концентрацией IFNγ (R = 0,56; p < 0,05), коли-
чеством АОК в селезенке и концентрацией IL-4 
(R = 0,49; p < 0,05). 

Таким образом, при экспериментальном де-
синхронозе наблюдается нейтрофильный лей-
коцитоз, лимфоцитопения и моноцитопения, 
активация кислород-зависимого метаболизма 
фагоцитов в периферической крови, подавле-
ние Th1- и Th2-зависимого иммунного ответа. 
Десинхроноз сопровождается снижением кон-
центрации в сыворотке мелатонина, IFNγ и IL-4, 
повышением концентрации кортизола. Сниже-
ние концентрации IFNγ и IL-4 ассоциировано 
со снижением концентрации мелатонина, а угне-
тение Th1- и Th2-зависимого иммунного ответа 
прогрессирует по мере снижения уровня IFNγ 
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и IL-4 соответственно. Применение при десин-
хронозе мелатонина в суммарной дозе 30 мг/ кг 
приводит к восстановлению количественного 
состава лейкоцитов в периферической крови, 
генерации АФК фагоцитами, выраженности 
Th1- и Th2-зависимого иммунного ответа, кон-

центрации кортизола, IFNγ и IL-4 в сыворотке, 
а также стимулирует поглотительную способ-
ность фагоцитов в крови. Восстановление Th1- 
и Th2-зависимого иммунного ответа ассоцииро-
вано с нормализацией концентрации IFNγ и IL-4 
в сыворотке соответственно.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ОСНОВНЫХ СУБПОПУЛЯЦИЙ 
ЦИТОТОКСИЧЕСКИХ Т-ЛИМФОЦИТОВ МЕТОДОМ 
МНОГОЦВЕТНОЙ ПРОТОЧНОЙ ЦИТОМЕТРИИ 
Кудрявцев И.В.1, 2, 3, Борисов А.Г.4, 5, Кробинец И.И.6, Савченко А.А.4, 5, 
Серебрякова М.К.1
1 ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург, Россия  
2 ФГАОУ ВПО «Дальневосточный федеральный университет», г. Владивосток, Россия  
3 ФГБУ «НИИ онкологии им. Н.Н. Петрова» Минздрава России, Санкт-Петербург, Россия  
4 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт медицинских проблем Севера», г. Красноярск, Россия 
5 ГБОУ ВПО «Красноярский государственный медицинский университет им. проф. В.Ф. Войно-Ясенецкого» 
Минздрава России, г. Красноярск, Россия 
6 ФГБУ «Российский научно-исследовательский институт гематологии и трансфузиологии ФМБА России», 
Санкт-Петербург, Россия

Резюме. С использованием многоцветной проточной цитометрии на основании экспрессии CD27, 
CD28, CD45RA и CD62L цитотоксические Т-лимфоциты периферической крови можно разделить 
на несколько субпопопуляций. В рамках данного исследования проведено сравнение двух основных 
подходов, направленных на выявление популяций CD3+CD8+ лимфоцитов, находящихся на разных 
стадия дифференцировки. Объектом исследования служила венозная кровь 59 мужчин и 51 женщины 
в возрасте 18-65 лет. Первый подход основан на первоначальной оценке уровня CD45RA и CD62L, по-
зволяющий выявить «наивные» клетки (CD45RA+CD62L+, в среднем 30% от всех CD3+CD8+), клетки 
центральной (CD45RA–CD62L+, ~11%) и эффекторной (ЕМ, CD45RA–CD62L–, ~35%) памяти, а так-
же терминально-дифференцированные эффекторные клетки (TEMRA, CD45RA+CD62L–, ~24%). 
На основании экспрессии CD27 и CD28 ЕМ разделяют на отдельные субпопуляции, к числу которых 
относятся ЕМ1 (CD27+CD28+, ~19% от CD3+CD8+), ЕМ2 (CD27+CD28–, ~5% ), ЕМ3 (CD27–CD28–, 
~9% ) и ЕМ4 ЕМ2 (CD27–CD28+, ~2% ). В свою очередь TEMRA подразделяются на рЕ1 (CD27+CD28+, 
~3% от CD3+CD8+), рЕ2 (CD27+CD28–, ~5%) и эффекторные клетки (Е, CD27–CD28–, ~15%). Второй 
подход основан на первоначальном определении уровня экспрессии CD27 и CD28 с последующим 
анализом CD45RA и CD62L на популяции с фенотипом CD27+CD28+. В этом случае выявляют «наи-
вные» цитотоксический Т-клетки фенотипом CD27+CD28+CD45RA+CD62L+ (~30% от CD3+CD8+), 
клетки центральной памяти – CD27+CD28+CD45RA–CD62L+ (~12%), переходные или «транзитор-
ные» клетки памяти – CD27+CD28+CD45RA–CD62L– (~12%), а также клетки эффекторной памяти 
и эффекторные клетки (CD27+CD28–, ~11% и CD27–CD28–, ~24% соответственно), оценка CD45RA 
и CD62L на которых не производится. Сформированы нормативные значения для указанной воз-
растной группы в относительных и абсолютных величинах. В рамках использования подхода, осно-
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ванного на первоначальной экспрессии CD45RA и CD62L, обнаружена значительная обратная за-
висимость между возрастом и уровнем «наивных» CD3+CD8+ клеток (для относительных значений 
r = -0,646 при р < 0,001, для абсолютных – r = -0,562 при р < 0,001). С возрастом увеличивалось со-
держание клеток субпопуляций ЕМ3 (r = 0,474 при р < 0,001 и r = 0,435 при р < 0,001 соответственно) 
и Е (r = 0,393 при р < 0,001 и r = 0,375 при р < 0,001 соответственно). В рамках применения подхода, 
основанного на первоначальной оценке экспрессии CD27 и CD28, обнаружена аналогичная зави-
симость для «наивных» клеток (r = -0,638 при р < 0,001 и r = -0,530 при р < 0,001 соответственно). 
По мере увеличения возраста наблюдалось возрастание в периферической крови клеток с фенотипом 
CD27–CD28– (r = 0,495 при р < 0,001 и (r = 0,442 при р < 0,001 соответственно). 

Ключевые слова: проточная цитометрия, многоцветный анализ, субпопуляции цитотоксических Т-лимфоцитов, CD45RA 
и CD62L, CD27 и CD28

MULTICOLOR FLOW CYTOMETRIC ANALYSIS OF CYTOTOXIC  
T CELL SUBSETS
Kudryavtsev I.V.a, b, c, Borisov A.G.d, e, Krobinets I.I.f, Savchenko A.A.d, e, 
Serebryakova M.K.b
a Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation  
b Far Eastern Federal University, Vladivostok, Russian Federation  
c N.N. Petrov Research Institute of Oncology, St. Petersburg, Russian Federation 
d Research Institute of Medical Problems of the North, Krasnoyarsk, Russian Federation 
e Krasnoyarsk State Medical University, Krasnoyarsk, Russian Federation 
f Russian Research Institute of Hematology and Transfusiology, Federal Medical and Biological Agency, St. Petersburg, 
Russian Federation

Abstract. Multiparameteric flow analysis has offered an ability of simultaneous analysis of multiple 
molecules at the single-cell level. Peripheral blood cells from 110 healthy subjects aged 18-65 years (59 males 
and 51 females) were stained with antibodies to CD3, CD4, CD8, CD27, CD28, CD45, CD45RA and 
CD62L, and analyzed using different gating strategies. The first one was based on initial analysis of CD45RA 
and CD62L expression, and CD3+CD8+ cells were divided into naïve population (CD45RA+CD62L+) 
comprising approx. 30% of the CD3+CD8+ subset; central memory cells (CD45RA–CD62L+, ~11%), 
effector memory cells (EM; CD45RA–CD62L–, ~35%) and «terminally differentiated» effector memory cells 
(TEMRA, CD45RA+CD62L–, ~24% of total CD8+ subset). As based on expression of CD27 and CD28 in 
EM and TEMRA, some further populations were distinguished, i.e., CD27+CD28+ (termed as EM1, about 
19% from CD3+CD8+); CD27+CD28– (EM2, ~5%), CD27–CD28– (EM3, ~9%) and CD27–CD28+ (EM4, 
~2%). Appropriate subsets were identified within TEMRA population, as follows: CD27+CD28+ (pE1, 
~3%), CD27+CD28– (pE2, ~5%) and CD27–CD28– (E, ~15%). The second approach was based on initial 
expression of CD27 and CD28, followed by analysis of CD45RA and CD62L expression on CD27+CD28+ 
subset. Total cytotoxic T cell population was divided into naïve – CD27+CD28+CD45RA+CD62L+ (~30% 
from CD3+CD8+ subset), central memory (CD27+CD28+CD45RA–CD62L+, ca.~12% of total), transitional 
memory cells (CD27+CD28+CD45RA–CD62L–, approx.~12%), as well as effector memory cells and effector 
cells (CD27+CD28я, ~11% и CD27–CD28–, ~24%, respectively). Expression of CD45RA and CD62L was not 
analyzed for the latter two populations. Frequencies of all cell populations, identified by means of two different 
gating strategies, were expressed as percentages of the total CD3+CD8+ and absolute cell counts. Using the 
gating strategy based on initial analysis of CD45RA and CD62L, some correlations between naïve CD3+CD8+ 
frequencies and donor age were revealed (r = -0.646, р < 0.001, and r = -0.562, р < 0.001, respectively). 
Relative and absolute counts of ЕМ3 (r = 0.474, р < 0.001 and r = 0.435, р < 0.001, respectively) and Е subsets 
(r = 0.393, р < 0.001 and r = 0.375, р < 0.001, respectively) CD3+CD8+ subsets showed linear increase with 
age. Usage of another gating strategy based on CD27 and CD28 expression revealed age-dependent changes 
in relative and absolute frequencies of naïve CD3+CD8+ (r = -0.638, р < 0.001 and r = -0.530, р < 0.001, 
respectively). Meanwhile, CD27–CD28– subset accumulated linearly with age (r = 0.495, р < 0.001 and 
r = 0.442, р < 0.001, respectively). The results suggest that differences in subset distribution are responsible for 
age-related changes in CD8+ cells.

Keywords: flow cytometry, multicolor analysis, cytotoxic T cell subsets, CD45RA/CD62L coexpression, CD27/CD28 phenotype
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Введение
Цитотоксические Т-лимфоциты с фенотипом 

CD3+CD8+ играют ведущую роль в специфиче-
ской защите организма от внутриклеточных па-
тогенов или собственных измененных клеток 
[14]. Способность проявлять эффекторные свой-
ства, к числу которых относятся синтез специфи-
ческих цитокинов, секреторная дегрануляция 
и высвобождение перфорина и гранзимов, опре-
деляется уровнем зрелости или стадией диффе-
ренцировки клетки. Образование «наивных» ци-
тотоксических Т-клеток происходит в тимусе, где 
эти клетки последовательно проходят несколько 
стадий селекции, успешное завершение которых 
сопровождается формированием Т-клеточного 
рецептора определенной специфичности и вы-
ходом клеток в циркуляцию. Обычно «наивные» 
CD3+CD8+ лимфоциты экспрессируют несколь-
ко основных поверхностных антигенов – раз-
личные изоформы CD45, CD62L и/или CCR7 
(CD197), CD27 и CD28, которые позволяют от-
личить их от более зрелых форм клеток, цирку-
лирующих в периферической крови. Именно 
на оценке уровней экспрессии этих молекул ос-
нованы современные подходы к определению 
стадий дифференцировки или степени зрелости 
цитотоксических Т-лимфоцитов, применяемые 
как в научных, так и клинических иммунологи-
ческих исследованиях [6, 13]. 

Из всех указанных выше поверхностных анти-
генов CD45 имеет самую длительную историю 
применения. Еще в 1988 году было показано, 
что CD45R (в настоящее время – CD45RA) мо-
жет рассматриваться в качестве маркера «наи-
вных» или «не праймированных» Т-клеток, тогда 
как антитело UCHL1, распознающее CD45R0, 
выявляет Т-клетки иммунологической памя-
ти [15]. «Наивные» Т-клетки в составе белковой 
формы молекулы CD45 несут все домены (обо-
значаемые как А, В и С), но по мере созревания 
Т-лимфоцитов – уже в ходе антиген-зависимой 
дифференцировки – происходит сплайсинг 
участков РНК, кодируемых экзонами А, затем 
В и С [14]. Продукт, содержащий все названные 
домены, обозначают как CD45RA (молекулярная 
масса 220 кДа), а продукт конечной модифика-
ции РНК, лишенный всех названных доменов, 
называют CD45R0 (180 кДа). Функциональная 
значимость различных изоформ CD45 до на-
стоящего времени остается малоисследованной, 
чего нельзя сказать об остальных поверхност-

ных антигенах, применяемых для типирования 
ключевых стадий созревания Т-клеток. Так, 
впервые о CD62L (L-селектин) как о молекуле, 
определяющей направление миграции «наи-
вных» Т-лимфоцитов в периферические лим-
фоидные органы, упоминали Picker и соавторы 
[31]. В рамках данного исследования было отме-
чено, что «наивные» Т-лимфоциты (CD45RAhigh/
CD45R0low) преимущественно экспрессируют 
CD62L, тогда как среди более зрелых клеток – 
CD45RAlow/CD45R0high – можно было выделить 
как популяцию CD62L+, так и CD62L–. Причем 
на поверхности CD62L-негативных Т-клеток 
были обнаружены адгезионные молекулы, от-
ветственные за миграцию в периферические 
ткани. В настоящее время считается, что пара 
CD62L и CCR7 определяет процессы миграции 
CD3+CD4+ и CD3+CD8+ клеток периферической 
крови. Например, основными лигандами CD197 
(CCR7) являются β-хемокины – CCL19, синтези-
руемый посткапиллярными венулами с высоким 
эндотелием, и CCL21, секретируемый стромаль-
ными и дендритными клетками Т-зависимых зон 
периферических лимфоидных органов. Столь 
же существенную роль в миграции Т-клеток 
в лимфатические узлы и Пейеровы бляшки игра-
ет CD62L, лигандами которого на поверхности 
эндотелия выступают GlyCAM, PSGL-1 и CD34. 
Наличие на клеточной мембране CCR7 и CD62L 
позволяет выделить популяции «наивных» 
Т-клеток и Т-клеток центральной памяти сре-
ди общего пула циркулирующих Т-лимфоцитов 
[35]. Отсутствие этих поверхностных антигенов 
на популяциях эффекторных клеток – эффек-
торные клетки памяти и терминально-диффе-
ренцированные эффекторы – обусловлено тем, 
что функции этих клеток реализуются вне лим-
фоидной ткани. 

Одной из важнейших функций молеку-
лы CD27, принадлежащей к семейству TNFR, 
является защита активированных «наивных» 
Т-клеток и Т-клеток памяти от апоптоза за счет 
усиления экспрессии анти-апоптотических бел-
ков в ядре клетки посредством сигнальных ка-
скадов, связанных с активаций NF-κB и JNK. 
Поэтому данный антиген традиционно рассма-
тривается в качестве маркера «не эффекторных» 
клеток, которым для активации и формирования 
клона антиген-специфических клеток необходим 
CD70 [16]. В свою очередь, CD28 относится к им-
муноглобулиновому суперсемейству и является 
трансмембранным гомодимерным гликопротеи-
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ном с молекулярной массой каждой цепи около 
44 кДа, в составе цитоплазматического домена 
которых обнаружены четыре остатка тирозина, 
необходимые для фосфорилирования и проведе-
ния сигнала при связывания с белками семейства 
В7 [37]. В результате взаимодействия В7 с CD28 
происходит формирование «второго» сигнала, 
запуск пролиферации Т-клеток и синтеза цито-
кинов (в первую очередь, IL-2), а также усиление 
выживаемости Т-клеток за счет экспрессии ан-
ти-апоптотических белков, включая Bcl-XL [38]. 
Именно поэтому подавляющее большинство 
«наивных» Т-клеток и Т-клеток центральной па-
мяти, единственным ответом которых на специ-
фическую активацию Т-клеточного рецептора 
является пролиферация, несут на своей поверх-
ности CD27 и CD28.

С развитием приборной базы и появлени-
ем широкого спектра флуорохромов широкому 
кругу исследователей стали доступны проточные 
цитофлуориметры, которые позволяют одновре-
менно анализировать все указанные выше по-
верхностные антигены на одной клетке [3]. При 
этом в нашей стране можно отметить увеличение 
числа работ, в которых используется многоцвет-
ная проточная цитометрия, в том числе и для 
анализа отдельных субпопуляций Т-лимфоцитов 
в клинике различных заболеваний. Так, роль 
Т-клеток различного уровня дифференцировки 
активности исследуется при таких аутоиммунных 
патологиях, как рассеянный склероз [5] и ревма-
тодиный артрит [4]. Столь же существенное вни-
мание уделяется анализу иммунных механизмов 
защиты, опосредованных цитотоксическими 
Т-клетками и Т-хелперами, при инфекцион-
ных заболеваниях, к числу которых относятся 
энтеровирусные инфекции [10], инфекции, вы-
званные вирусом гриппа [11] и хронический ге-
патит С [12]. Вместе с тем остается нерешенным 
вопрос о том, каких алгоритмов выявления це-
левых популяций следует придерживаться при 
анализе уровня дифференцировки цитотокси-
ческих Т-клеток [6]. Именно поэтому целью дан-
ной работы стало сравнение двух основных так-
тик «гейтирования», применяемых для анализа 
CD3+CD8+ с использованием антител против 
CD27, CD28, CD45RA и CD62L, а также выра-
ботка нормативных показателей по выявляемым 
субпопуляциям цитотоксических Т-лимфоцитов 
для дальнейшего применения в клинических ис-
следованиях. 

Материалы	и	методы
Объектом исследования служила венозная 

кровь, полученная путем пункции перифериче-
ской вены и собранная в вакуумные пробирки 
с добавлением K3ЭДТА. Образцы были получе-
ны в отделениях переливания крови ГБОУ ВПО 
«Первый Санкт-Петербургский государственный 
медицинский университет имени акад. И.П. Пав-
лова» Министерства здравоохранения России 
и ФГБУ РосНИИГТ ФМБА России, за что ав-
торы выражают искреннюю благодарность ру-
ководству и сотрудникам этих учреждений. Все 
исследования проводились в день взятия крови. 
В рамках данного исследования было обследо-
вано 110 условно здоровых доноров (59 мужчин 
и 51 женщина) в возрасте 18-65 лет, 35 лет (25; 45). 
Подготовку образцов для проведения цитофлуо-
риметрического учета проводили в соответствии 
с рекомендациями, приведенными в [1]. Для вы-
явления основных популяций цитотоксических 
Т-клеток применялась следующая панель моно-
клональных антител, конъюгированных с раз-
личными флуорохромами (все антитела произ-
водства Beckman Coulter, США): CD62L-ECD 
(клон DREG56, кат. № IM2713U), CD3-APC 
(клон UCHT1, кат. № IM2467), CD8-APC-Alexa 
Fluor 700 (клон B9.11, кат. № A66332), CD45RA-
APC-Alexa Fluor 750 (клон 2H4LDH11LDB9 
(2H4), кат. № A86050), CD4-Pacific Blue (клон 
13B8.2, кат. № A82789), CD45-Krome Orange 
(клон J.33, кат. № A96416). Распределение анти-
тел по каналам флуоресценции проводили в со-
ответствие с принципами формирования пане-
лей для многоцветных цитофлуориметрических 
исследований, изложенных в литературе [9, 26]. 
Удаление эритроцитов из образцов проводили 
по безотмывочной технологии с использованием 
лизирующего раствора VersaLyse Lysing Solution 
(кат. № A09777), к 975 мкл которого ex tempera до-
бавляли 25 мкл фиксирующего раствора IOTest 
3 Fixative Solution (кат. № A07800). Абсолютные 
значения были получены в одноплатформен-
ной системе с помощью реагента FlowCount™ 
(Beckman Coulter, США). Анализ образцов про-
водили на проточном цитофлуориметре Navios™ 
(Beckman Coulter, США), оснащенном тремя ди-
одными лазерами 405, 488 и 638 нм. Обработку 
цитофлуориметрических данных проводили при 
помощи программ Navios Software v.1.2 и Kaluza™ 
v.1.2 (Beckman Coulter, США). Статистическую 
обработку проводили при помощи программ-
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ТАБЛИЦА 1. ОСНОВНЫЕ СУБПОПУЛЯЦИИ ЦИТОТОКСИЧЕСКИХ Т-ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ 
УСЛОВНО ЗДОРОВЫХ ДОНОРОВ, ПОЛУЧЕННЫЕ ПРИ ПОМОЩИ ПОЭТАПНОГО «ГЕЙТИРОВАНИЯ» НА ОСНОВАНИИ 
ПЕРВОНАЧАЛЬНОЙ ОЦЕНКИ ЭКСПРЕССИИ CD45RA И CD62L С ПОСЛЕДУЮЩЕЙ ОЦЕНКОЙ ЭКСПРЕССИИ CD27 
И CD28 НА КЛЕТКАХ С ФЕНОТИПАМИ CD45RA–CD62L– И CD45RA+CD62L–

Основные популяции 
цитотоксических Т-клеток 

периферической крови

Относительное содержание,
% от CD3+CD8+

Абсолютное содержание,
клетки / μL крови

X±s Ме (Q25-Q75) X±s Ме (Q25-Q75)

CD45RA+CD62L+ (N) 30,25±1,49 27,71 (18,43-40,40) 135±8 128 (71-170)

CD45RA–CD62L+ (CM) 10,96±0,59 9,62 (6,85-13,22) 50±3 39 (29-57)

CD45RA–CD62L– (EM): 35,19±1,16 34,24 (25,54-43,49) 166±9 153 (94-206)

CD45RA–CD62L–CD27+CD28+ (EM1) 18,90±0,77 17,88 (12,91-23,96) 86±5 70 (53-107)

CD45RA–CD62L–CD27+CD28– (EM2) 4,76±0,22 4,32 (2,99-5,72) 22±1 20 (13-28)

CD45RA–CD62L–CD27–CD28– (EM3) 9,15±0,85 6,22 (2,45-14,73) 47±5 24 (13-68)

CD45RA–CD62L–CD27–CD28+ (EM4) 2,37±0,18 1,93 (1,31-2,71) 11±1 8 (6-13)

CD45RA+CD62L– (TEMRA): 23,75±1,26 22,96 (12,63-31,09) 114±8 91 (46-164)

CD45RA+CD62L–CD27+CD28+ (рЕ1) 3,31±0,27 2,54 (1,81-3,72) 14±1 11 (8-17)

CD45RA+CD62L–CD27+CD28– (рЕ2) 4,93±0,37 3,76 (2,82-6,13) 23±2 16 (11-27)

CD45RA+CD62L–CD27–CD28– (E) 15,32±1,10 14,80 (5,54-21,75) 75±6 58 (19-120)

ТАБЛИЦА 2. ОСНОВНЫЕ СУБПОПУЛЯЦИИ ЦИТОТОКСИЧЕСКИХ Т-ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ 
УСЛОВНО ЗДОРОВЫХ ДОНОРОВ, ПОЛУЧЕННЫЕ ПРИ ПОМОЩИ ПОЭТАПНОГО «ГЕЙТИРОВАНИЯ» НА ОСНОВАНИИ 
ПЕРВОНАЧАЛЬНОЙ ОЦЕНКИ ЭКСПРЕССИИ CD27 И CD28 С ПОСЛЕДУЮЩЕЙ ОЦЕНКОЙ ЭКСПРЕССИИ CD45RA 
И CD62L НА КЛЕТКАХ С ФЕНОТИПОМ CD27+CD28+

Основные популяции 
цитотоксических Т-клеток 

периферической крови

Относительное содержание,
% от CD3+CD8+

Абсолютное содержание,
клетки / μL крови

X±s Ме (Q25-Q75) X±s Ме (Q25-Q75)

CD27+CD28+CD45RA+CD62L+ (N) 29,86±1,47 28,78 (18,88-39,84) 131±7 126 (67-170)

CD27+CD28+CD45RA–CD62L+ (CM) 11,88±0,57 11,07 (7,80-14,37) 53±3 45 (33-67)

CD27+CD28+CD45RA–CD62L– (TM) 19,33±0,78 18,73 (13,29-23,43) 87±5 73 (52-110)

CD27+CD28– (EM): 11,01±0,53 10,07 (7,53-12,55) 52±4 42 (29-57)

CD27–CD28– (E) 23,86±1,58 23,15 (8,44-35,41) 119±10 88 (28-178)
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ного обеспечения Statistica 8.0 (StatSoft, США). 
Результаты, полученные в ходе исследования 
абсолютного и относительного содержания ци-
тотоксических Т-клеток в периферической кро-
ви, приводили в таблицах в виде среднего (Х) 
и ошибки среднего (s), а также медианы (Ме) 
и интерквартильного размаха (Q25 и Q75). Для ис-
следования силы взаимосвязей показателей вы-
числялся коэффициент ранговой корреляции 
по Спирмену (r).

Результаты	и	обсуждение
На рисунке 1 приведены два основных подхода 

к анализу уровня дифференцировки цитотокси-
ческих Т-клеток периферической крови при по-
мощи многоцветной проточной цитофлуориме-
трии. Оба способа базируются на использовании 
антител против CD27, CD28, CD45RA и CD62L, 
но существенное различие между ними заключа-
ется в поэтапном выделении целевых субпопуля-
ций или «тактике гейтирования» клеток. Первый 
подход (рис.1А-В) исходит из того, что основны-
ми маркерами или поверхностными антигенами, 
характеризующими уровень зрелости клеток, 
являются CD45RA и CD62L, тогда как экспрес-
сия костимулирующих молекул CD27 и CD28 
применяется лишь для более детального анализа 
клеток эффекторной памяти (ЕМ) и «терминаль-
но-дифференцированных» CD45RA-позитивных 
эффекторов (TEMRA). Второй подход основан 
на определении сначала уровня CD27 и CD28, 
тогда как наличие CD45RA и/или CD62L явля-
ется «вторичным» и применяется для выявления 
«не эффекторных» субпопуляций цитотоксиче-
ских Т-клеток, к числу которых относятся «наи-
вные» клетки, клетки центральной памяти (СМ) 
и «промежуточные» или «транзиторные» клетки 
памяти (ТМ). 

При сравнении двух приведенных на ри-
сунке 1 «тактик» определения основных суб-
популяций цитотоксических Т-лимфоцитов 
различного уровня дифференцировки можно 
отметить, что выявляемые при помощи этих 
двух разных подходов «наивные» клетки и клет-
ки центральной памяти соответствуют друг дру-
гу примерно на 98-99%, о чем свидетельствуют 
результаты, приведенные в таблицах 1 и 2. Что 
же касается клеток эффекторной памяти с фе-
нотипом CD45RA–CD62L–, то при использова-
нии «тактики», основанной на экспрессии CD27 
и CD28, они распределяются в зависимости 

от экспрессии этих последних антигенов. Так, 
популяция ЕМ1 целиком входит в состав клеток 
памяти ТМ, а популяция ЕМ2 будет находиться 
в составе клеток ЕМ (ЕМ, фенотип CD27+CD28–, 
рис.1Г), тогда как ЕМ3 будет являться частью 
популяции «терминально-дифференцирован-
ных» клеток (TD, фенотип CD27–CD28–, рис. 
1Д). Однако клетки ЕМ4 с фенотипом CD45RA–

CD62L–CD27–CD28+ вообще не учитываются 
в рамках второго описываемого подхода. Лим-
фоциты субпопуляции TEMRA будут распреде-
ляться примерно аналогичным образом, исходя 
из уровней экспрессии CD27 и CD28. Клетки 
с фенотипом CD45RA+CD62L–CD27+CD28+ 
или «пре-эффекторы 1 типа» не будут учитывать-
ся в рамках второго подхода, так как в популяции 
CD27+CD28+ фенотип CD45RA+CD62L– про-
сто не предусмотрен. «Пре-эффекторы 2 типа» 
на основании экспрессии CD27 при отсутствии 
CD28 будут полностью входить в состав кле-
ток эффекторной памяти ЕМ (ЕМ с фенотипом 
CD27+CD28–, рис.1Г), тогда как зрелые эффек-
торные клетки будут находиться в составе попу-
ляции TD. 

При проведении обратного сравнения было 
показано, что «наивные» клетки и клетки цен-
тральной памяти, выявленные на основании 
экспрессии сначала CD27 и CD28, а потом еще 
и CD45RA и CD62L, будут полностью соответ-
ствовать аналогичным популяциям клеток, выяв-
ленным только на основании CD45RA и CD62L. 
Это связано с тем, что подавляющее большин-
ство CD45RA+CD62L+ и CD45RA–CD62L+Т-
лимфоцитов экспрессируют обе костимуляцион-
ные молекулы [33]. «Переходные» клетки памяти 
ТМ с фенотипом CD27+CD28+CD45RA–CD62L– 
соответствовали субпопуляции ЕМ1. Цитотокси-
ческие Т-клетки эффекторной памяти, выявлен-
ные только на основании экспрессии CD27 (при 
отсутствии CD28), представляли из себя весьма 
гетерогенную популяцию. Они формировались 
из клеток ЕМ2 и «пре-эффекторов 2 типа», вхо-
дивших в состав ЕМ и TEMRA, выделенных при 
помощи антител против CD45RA и CD62L. Это 
также подтверждается результатами суммирова-
нии значений относительного или абсолютного 
содержания ЕМ2 и рЕ2, приведенных в табли-
цах 1 и 2. Что же касается субпопуляции зрелых 
эффекторных или TD клеток, то полученные 
для них значения соответствуют таковым субпо-
пуляций ЕМ3 и Е, выявляемых в рамках клеток 
эффекторной памяти и TEMRA. 
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В основе первого подхода к выявлению клю-
чевых стадий дифференцировки цитотоксиче-
ских Т-клеток периферической крови находит-
ся оценка уровня экспрессии CD45RA и CD62L 
(CCR7), предложенная Sallusto и соавторами 
в 1999 году [35]. В том случае, если Т-клетка не-
сет оба поверхностных антигена, то она является 
«наивной». Эти клетки экспрессируют обе кости-
муляционные молекулы CD27 и CD28, способны 

к пролиферации in vitro в ответ на различные ми-
тогены, а спектр синтезируемых молекул сводит-
ся, в первую очередь, к продукции IL-2. Более 
того, «наивные» CD3+CD8+ клетки лучше отвеча-
ли на стимуляцию TNFα и IL-6, а клетки эффек-
торной памяти – на стимуляцию IL-10 и IL-12 
в условиях in vitro [20]. Вместе с тем другой груп-
пой исследователей была показана способность 
«наивных» цитотоксических Т-клеток не толь-

Рисунок 1. Выявление основных популяций цитотоксических Т-лимфоцитов периферической крови 
с использованием антител против CD27, CD28, CD45RA и CD62L
Примечание. Гистограммы	А-В	–	тактика	поэтапного	«гейтирования»,	основанная	на	первоначальной	оценке	экспрессии	CD45RA	
и	CD62L	(гистограмма	А),	с	последующей	оценкой	уровня	экспрессии	CD27	и	CD28	клетками	популяций	ЕМ	(CD45RA–CD62L–)	
и	TEMRA	(CD45RA+CD62L–),	гистограммы	Б	и	В	соответственно.	Гистограмма	А	(приведены	все	цитотоксические	Т-клетки	с	фенотипом	
CD3+CD8+)	–	выделены	«наивные»	клетки	(naïve),	клетки	центральной	(СМ)	и	эффекторной	(ЕМ)	памяти,	а	также	«терминально-
дифференцированные»	CD45RA-позитивные	эффекторные	клетки	(TEMRA).	Гистограмма	Б	(приведены	только	клетки	субпопуляции	
ЕМ	гистограммы	А)	–	распределение	цитотоксических	Т-клеток	эффекторной	памяти	по	популяциям	ЕМ1,	ЕМ2,	ЕМ3	и	ЕМ4.	Гистограмма	
В	(приведены	только	клетки	субпопуляции	TEMRA	гистограммы	А)	–	распределение	клеток	TEMRA	по	популяциям	«пре-эффекторов»	1	
типа	(рЕ1),	«пре-эффекторов»	2	типа	(рЕ2)	и	эффекторных	(Е)	клеток.	
Гистограммы	Г-Д	–	тактика	поэтапного	«гейтирования»,	основанная	на	первоначальной	оценке	экспрессии	CD27	и	CD28	(гистограмма	
Г),	с	последующей	оценкой	уровня	экспрессии	CD45RA	и	CD62L	цитотоксическими	Т-клетками	популяций	CD27+CD28+	(гистограммы	Д).	
Гистограмма	Г	(приведены	все	цитотоксические	Т-клетки	с	фенотипом	CD3+CD8+)	–	выделены	субпопуляции	CD27+CD28+	клеток,	клеток	
эффекторной	памяти	(ЕМ)	и	«терминально-дифференцированных»	эффекторных	клеток	(TD).	Гистограмма	Д	(приведены	только	клетки	
субпопуляции	CD27+CD28+	гистограммы	Г)	–	выделены	«наивные»	клетки	(naïve),	клетки	центральной	памяти	(СМ)	и	«промежуточные»	
или	«транзиторные»	(TM)	клетки	памяти.	Видно,	что	клетки	с	фенотипом	CD27–CD28+	гистограммы	Г	и	CD27+CD28+CD45RA+CD62L– 
гистограммы	Д	обнаруживаются	в	периферической	крови,	но	не	имеют	собственных	наименований	в	рамках	данного	способа	
определения	основных	стадий	дифференцировки	цитотоксических	Т-клеток.	
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ко отвечать пролиферацией на внесение в среду 
IL-15, но и дифференцироваться в эффекторные 
клетки [17]. 

Для Т-клеток центральной памяти характер-
но наличие на поверхностной мембране CD45R0 
(вместо CD45RA), CD62L, CD27, CD28 и неко-
торых других. Принципиальным отличием этих 
клеток от «наивных» является то, что они уже 
прошли антиген-зависимую дифференциров-
ку во вторичных лимфоидных органах. Наличие 
же CD62L позволяет отличить данную популя-
цию от клеток эффекторной памяти с фенотипом 
CD45RA–CD62L–. Данная особенность клеток 
СМ позволяет им длительное время циркулиро-
вать по организму и определяет их преимуще-
ственную локализацию во вторичных лимфоид-
ных органах. Высокий уровень экспрессии CD27 
и CD28 позволяет им (при наличии повторной 
стимуляции специфическим антигеном и лиган-
дов для указанных выше молекул на мембране 
АПК) им быстро активироваться и сформировать 
клон антиген-специфических цитотоксических 
Т-клеток [22]. Кроме того, клетки центральной 
памяти более эффективно секретируют IL-2, тог-
да как клетки эффекторной памяти – эффектор-
ные цитокины [29]. 

Было показано (табл. 1), что в перифериче-
ской крови условно здоровых доноров среди ци-
тотоксических Т-лимфоцитов доминируют клет-
ки с фенотипами CD45RA+CD62L+ (в среднем 
около 30% от общего числа CD3+CD8+ клеток) 
и CD45RA–CD62L– (в среднем около 35%). Клет-
ки TEMRA составляют около одной четверти 
от всех цитотоксических Т-лимфоцитов, тогда 
как на субпопуляцию CD3+CD8+ лимфоцитов 
центральной памяти приходится около 10% от об-
щего числа циркулирующих цитотоксических 
Т-клеток. Полученные нами значения для ус-
ловно здоровых доноров в целом соответствуют 
как ранее полученным собственным результатам 
[8], так и данным, приводимым в литературе [36, 
40]. Проведение корреляционного анализа вы-
явило зависимость между возрастом обследован-
ных доноров и содержанием некоторых субпопу-
ляций CD3+CD8+ лимфоцитов в периферической 
крови. Следует отметить, что нами не было об-
наружено взаимосвязи между возрастом и абсо-
лютным содержанием цитотоксических Т-клеток 
(r = 0,057 при р = 0,561). Вместе с тем обнаружена 
значительная обратная зависимость между воз-
растом и уровнем «наивных» CD3+CD8+ клеток 
в периферической крови (для относительных 

значений r = -0,646 при р < 0,001, а для абсолют-
ных – r = –0,562 при р < 0,001). По мере связанно-
го с возрастом уменьшения в циркуляции клеток 
с фенотипом CD45RA+CD62L+ наблюдалось уве-
личение относительного содержания цитотокси-
ческих Т-клеток центральной памяти (r = 0,376 
при р < 0,001). Также умеренная положительная 
взаимосвязь наблюдалась между возрастом об-
следованных лиц и содержанием TEMRA ци-
тотоксических Т-клеток, когда коэффициенты 
корреляции составили 0,357 при р < 0,001 и 0,338 
р < 0,001 для относительного и абсолютного со-
держания соответственно. 

Что же касается клеток эффекторной памяти, 
то в последнее время на основании экспрессии 
CD27 и CD28 их принято разделять на четыре 
подтипа – ЕМ1, ЕМ2, ЕМ3 и ЕМ4, с феноти-
пами CD27+CD28+, CD27+CD28–, CD27–CD28– 
и CD27–CD28+ соответственно [33]. В целом 
по мере утраты костимулирующих молекул сни-
жается способность клеток к пролиферации, 
уменьшается длина теломеров и уровень про-
дукции анти-апоптотических белков, но повы-
шается уровень синтеза эффекторных цитоки-
нов, идет накопление цитолитических молекул 
в цитоплазматических гранулах [6]. При анализе 
субпопуляционного состава цитотоксических 
Т-лимфоцитов эффекторной памяти было пока-
зано, что около половины клеток данной популя-
ции экспрессируют CD27 и CD28 (примерно 20% 
от общего числа циркулирующих CD3+CD8+), 
что позволяет их рассматривать в качестве са-
мой «незрелой» популяции среди ЕМ. Примерно 
в два раза меньше клеток приходится на попу-
ляцию ЕМ3, не несущих на своей поверхности  
обеих костимуляционных молекул и являющихся 
самой «зрелой» или «эффекторной» группой кле-
ток в рамках ЕМ. На «промежуточные» формы – 
экспрессирующие либо CD27, либо CD28 – при-
ходится около 5% и 2,5% клеток от общего пула 
циркулирующих CD3+CD8+ лимфоцитов пери-
ферической крови соответственно. Также было 
отмечено, что с возрастом постепенно увеличи-
вается содержание клеток эффекторной памя-
ти «зрелого» эффекторного фенотипа (r = 0,474 
при р < 0,001 для относительного и r = 0,435 при 
р < 0,001 для абсолютного содержания ЕМ3). 
Таким образом, возрастные изменения в рамках 
общего пула CD3+CD8+ клеток эффекторной 
памяти могут быть связаны в первую очередь 
именно с накоплением ЕМ3. Причем влияния 
возраст на динамику относительного и абсолют-
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ного содержания клеток ЕМ1 отмечено не было 
(r = 0,018 при р = 0,852 и r = 0,008 при р = 0,934 
соответственно). 

Одна из первых попыток разделить TEMRA 
цитотоксические Т-клетки на отдельные субпо-
пуляции и изучить их функциональную актив-
ность в условиях in vitro была предпринята в 2003 
году Rufer и соавторами [34]. По результатам 
проведенного исследования клетки с феноти-
пом CD3+CD8+CD45RA+CCR7– были разделе-
ны на три субпопуляции, исходя из уровня экс-
прессии CD27 и CD28: «пре-эффекторы» 1 типа 
(рЕ1), ко-экспрессирующие CD27 и CD28, «пре-
эффекторы» 2 типа (рЕ2), экспрессирующие 
только CD27, и «зрелые» эффекторы (Е), не не-
сущие обеих молекул на своей поверхности. При-
чем увеличение эффекторного потенциала (на-
личие перфорина, гранзима В, экспрессия CD94) 
и чувствительности к действию проапоптотиче-
ских факторов, а также снижение пролифера-
тивной активности наблюдалось при переходе 
клеток pE1→pE2→E. Большая часть цитотокси-
ческих Т-клеток субпопуляции TEMRA условно 
здоровых доноров (более 60% от TEMRA или 15% 
от всех CD3+CD8+) находится на финальных ста-
диях дифференцировки, для которых характер-
но отсутствие CD27 и CD28 на плазматической 
мембране. Тогда как на менее зрелые клетки 
субпопуляций рЕ1 и рЕ2 приходится менее 20% 
от TEMRA или 3-4% от общего количества цито-
токсических Т-клеток, обнаруженных в перифе-
рической крови. При этом на фоне увеличения 
возраста обследованных доноров наблюдалось 
возрастание как относительного (r = 0,393 при 
р < 0,001), так и абсолютного (r = 0,375 при 
р < 0,001) содержания эффекторных клеток в пе-
риферической крови. 

В основе второй классификации находится 
определение уровеня экспрессии двух костиму-
ляционных молекул – CD27 и CD28, которые 
были впервые использованы для этих целей в 2002 
году [16]. Исходно данный подход применялся 
для разделения вирус-специфических цитоток-
сических Т-клеток на отдельные субпопуляции 
в зависимости от их эффекторных свойств. Так, 
CD27+CD28+ цитотоксические Т-клетки практи-
чески не экспрессировали лигандов для рецеп-
торов семейства Fas, а в их цитоплазматических 
гранулах не обнаруживались основные эффектор-
ные цитолитические молекулы перфорин и гран-
зимы, что и послужило основанием для рассмо-
трения этих клеток в качестве самых «незрелых» 

CD3+CD8+ лимфоцитов, находящихся на ранних 
стадиях дифференцировки [17]. По мере сни-
жения экспрессии CD27 и CD28 эффекторный 
потенциал клеток постепенно возрастал. На ос-
новании проведенных авторами исследований 
CD27+CD28– клетки получили название «проме-
жуточных», тогда как CD27–CD28– цитотоксиче-
ские Т-клетки стали рассматриваться в качестве 
самых зрелых или находящихся на «поздних» 
стадиях созревания. Однако последняя из упо-
мянутых выше популяций CD3+CD8+ лимфоци-
тов тоже оказалась весьма гетерогенной, поэтому 
для выявления эффекторных клеток было пред-
ложено использовать еще один поверхностный 
антиген – CD45RA, экспрессия которого об-
наруживается как на «наивных», так и «терми-
нально-дифференцированных» клетках. Исполь-
зование CD45RA в качестве дополнительного 
маркера эффекторных или «терминально-диф-
ференцированных» цитотоксических клеток ба-
зируется на исследованиях Hamann и соавто-
ров, которыми была обнаружена способность 
CD8+CD45RA+CD27– клеток проявлять цитоли-
тические свойства без дополнительной предва-
рительной стимуляции in vitro [21]. В рамках этой 
работы было показано, что клетки с фенотипом 
CD45RA+CD27+ и CD45RA+CD27– различаются 
по уровню экспрессии нескольких важнейших 
антигенов, определяющих миграционную спо-
собность клеток. Так, CD62L был ярко представ-
лен только на первой из упомянутых популяций, 
что указывало на способность этих клеток к ми-
грации в лимфоидную ткань, тогда как CD49d, 
CD49e, CD29, CD11a/CD18 иCD58 – отвечающие 
за миграцию на периферию – экспрессировались 
в основном CD45RA+CD27–. С другой стороны, 
среди популяции CD27+CD28+ цитотоксических 
Т-клеток были обнаружены лимфоциты, способ-
ные к специфическому распознаванию вируса 
гриппа А, некоторых антигенных эпитопов ци-
томегаловируса и т.д. [39]. Накопление этих дан-
ных явилось предпосылкой для более детального 
разделения цитотоксических Т-клеток с фено-
типом CD27+CD28+ на отдельные субпопуляции 
на основании не только экспрессии CD45RA, но 
и CD62L и/или CD62L, что было предложено 
Sallusto и соавторами в 1999 году [35]. Таким об-
разом, в единое целое объединились две группы 
общепринятых маркеров, но уже в рамках второй 
классификации. Причем применение CD45RA/
CD45R0 и CD62L/CCR7 носило «подчиненный» 
характер по отношению к костимуляционным 
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молекулам CD27 и CD28. Такое слияние при-
вело к описанию фенотипа «наивных» клеток 
как CD27+CD28+CD45RA+CD62L+, а клеток цен-
тральной памяти – как CD27+CD28+CD45RA–

CD62L+. Более того, появилась еще одна допол-
нительная субпопуляция клеток, получившая 
название «переходных» или «транзиторных» 
клеток памяти (ТМ), которые не несли на своей 
поверхности CD45RA и CD62L, но все еще экс-
прессировали обе костимуляционные молекулы 
[19]. По своим функциональным характеристи-
кам, проявляемым в условиях in vitro, и фенотипу 
эти клетки занимали промежуточное положение 
между клетками центральной и эффекторной 
памяти [30]. Несмотря на то, что эта популяция 
была исходно описана среди Т-хелперов, опреде-
ление уровня цитотоксических Т-клеток с фено-
типом CD27+CD28+CD45RA–CD62L– происхо-
дит абсолютно аналогичным образом [18]. Более 
того, особый интерес к CD3+CD8+ лимфоцитам 
данной популяции появился в настоящее вре-
мя, когда было показано, что цитотоксические 
Т-клетки именно этой стадии дифференцировки 
обладают наиболее выраженной супрессорной 
активностью в отношении репликации вируса 
иммунодефицита человека [23]. 

Полученные нами результаты указывают на то, 
что в периферической крови условно здоровых 
доноров «наивные» и зрелые эффекторные клет-
ки представлены на примерно одинаковом уров-
не и составляют около одной трети и одной чет-
верти от CD3+CD8+ лимфоцитов соответственно 
(табл. 2). На клетки центральной памяти с фено-
типом CD27+CD28+CD45RA–CD62L+ и клетки 
эффекторной памяти с фенотипом CD27+CD28– 
приходится примерно по 11% от общего пула ци-
тотоксических Т-клеток. Оставшиеся примерно 
20% составляют так называемые «переходные» 
и «транзиторные» CD3+CD8+ лимфоциты с фе-
нотипом CD27+CD28+CD45RA–CD62L–. Анализ 
изменений, связанных с возрастом обследован-
ных условно здоровых доноров, затрагивал в пер-
вую очередь «наивные» клетки. Была выявлена 
значительная обратная взаимосвязь между от-
носительным (r = –0,638 при р < 0,001) и абсо-
лютным (r = –0,530 при р < 0,001) содержанием 
цитотоксических Т-лимфоцитов этой субпопуля-
ции и возрастом обследованных лиц. Более того, 
по мере увеличения возраста наблюдалось воз-
растание в периферической крови клеток с фено-
типом CD27–CD28–, причем как в относительных 
(r = 0,495 при р < 0,001), так и в абсолютных вели-
чинах (r = 0,442 при р < 0,001). 

Оба подхода к анализу цитотоксических 
Т-клеток выявили корреляционную взаимос-
вязь между возрастом обследованных доноров 
и снижением в циркуляции лимфоцитов незре-
лых фенотипов при накоплении клеток с при-
знаками зрелых эффекторных клеток. Ключевые 
различия преимущественно касаются популяций 
самых «наивных» и эффекторных клеток, тогда 
как уровень «промежуточных» стадий созрева-
ния CD3+CD8+ клеток в циркуляции изменяется 
незначительно, о чем свидетельствуют как соб-
ственные результаты, так и данные литературы 
[40]. Следует также отметить, что в случае отдель-
ных субпопуляций Т-лимфоцитов ЕМ и TEMRA, 
полученных при помощи последовательного 
«гейтирования» на основании экспрессии сна-
чала CD45RA и CD62L, а потом CD27 и CD28, 
также наблюдалось возрастание относительного 
и абсолютного содержания эффекторных кле-
ток по мере увеличения возраста доноров. С дру-
гой стороны, эти изменения не были отмечены 
для субпопуляций ЕМ1 и рЕ1, которые являются 
малодифференцированными клетками, сохра-
нившими способность к пролиферации среди 
этих эффекторных субпопуляций. Можно пред-
полагать, что именно эти клетки являются основ-
ными источниками для поддержания численно-
сти более зрелых эффекторных цитотоксических 
Т-клеток в условиях периферических лимфоид-
ных органов, тогда как численность «наивных» 
CD3+CD8+ с возрастом неуклонно сокращается. 
Обычно этот процесс связывается с изменени-
ями, протекающими в тимусе – возрастная ин-
волюция – как центральном органе иммунной 
системы [27]. Еще одним подтверждением этому 
является снижение в периферической крови до-
норов старших возрастных групп уровня цир-
кулирующих «ранних тимических мигрантов» 
с фенотипом CD31+CD45R0–CD62L+ [24]. Также 
было показано, что по мере увеличения возраста 
пациентов уменьшалось разнообразие Vβ-цепей 
Т-клеточного рецептора на этих «наивных» 
CD3+CD4+ и CD3+CD8+ клетках, что существен-
но снижало спектр распознаваемых Т-клетками 
патогенов. Все это может негативно сказывать-
ся на эффективности функционирования всей 
системы иммунного надзора в целом, что выра-
жается в увеличении развития онкологических 
и аутоиммунных патологий у лиц этой возраст-
ной группы [32]. Более того, рост относительного 
и абсолютного содержания Т-клеток эффектор-
ных субпопуляций никак не компенсирует этот 
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процесс, так как эти группы клеток отличаются 
олигоклональностью и весьма небольшим на-
бором Vβ-цепей вне зависимости от возраста 
пациентов [28]. Столь выраженная возрастная 
динамика относительного и абсолютного содер-
жания цитотоксических Т-лимфоцитов в пери-
ферической крови, а также остальные измене-
ния, связанные с возрастом пациентов, должны 
учитываться при анализе нарушений функци-
онирования иммунной системы, проводимом 
в диагностических целях [2]. 

Как свидетельствуют приведенные результа-
ты, оба методических подхода к анализу цито-
токсических Т-клеток различного уровня диф-
ференцировки весьма похожи, но в некоторых 
отношениях существенно различаются, однако 
выбор того или иного способа обработки полу-
ченных результатов всегда остается на усмотре-
ние авторского коллектива. При этом следует 
отметить, что применение подхода, основанного 
на первоначальном определении уровня экспрес-
сии CD45RA и CD62L, предполагает наличие 
среди популяций ЕМ и TEMRA – «эффектор-
ных», короткоживущих и высокодифференци-
рованных – весьма гетерогенных групп клеток. 
На основании результатов собственных исследо-
ваний [7] и данных литературы [33, 34] можно ут-
верждать, что в рамках указанных выше субпопу-
ляций CD3+CD8+ лимфоцитов обнаруживаются 
как минимум две независимые субпопуляции – 
ЕМ3 и Е-клеток, обладающие выраженным эф-
фекторным фенотипом, а также две независимые 

субпопуляции – ЕМ1 и рЕ1, характеризующиеся 

полным отсутствием эффекторных свойств, но 

способных к пролиферации. В рамках другого 

подхода, в основе которого лежит анализ уров-

ня экспрессии CD27 и CD28, отдельные клеточ-

ные популяции выстроены, на первый взгляд, 

вполне логично и оправданно, прослеживаются 

четкие переходы между всеми клеточными ти-

пами. Однако, часть цитотоксических Т-клеток 

(с фенотипами CD45RA–CD62L–CD27–CD28+ 

и CD45RA+CD62L–CD27–CD28+), составляющих 

около 6% от общего числа CD3+CD8+ клеток, во-

все не учитываются. Тогда как ряд эффекторных 

популяций – ЕМ и TD – представляется гете-

рогенным даже на основании использованных 

нами маркеров в рамках этого исследования. Бо-

лее того, следует упомянуть и о том, что в насто-

ящее время существует как минимум четыре не-

зависимых и отчасти противоречащих друг другу 

модели формирования различных популяций 

эффекторных клеток и клеток памяти, каждая 

из которых опирается на обширный эксперимен-

тальный и/или клинический материал [6, 17, 25]. 

Таким образом, требуются дальнейшие поиски 

фенотипических и функциональных особенно-

стей цитотоксических Т-клеток с целью выра-

ботки адекватных подходов к их классификации 

для дальнейшего использования в научных ис-

следованиях и клинико-диагностической прак-

тике.
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МУЛЬТИПЛЕКСНЫЙ АНАЛИЗ 26 ЦИТОКИНОВ, 
СЕКРЕТИРУЕМЫХ КЛЕТКАМИ КРОВИ БОЛЬНЫХ 
ЦИРРОЗОМ ПЕЧЕНИ
Останин А.А., Старостина Н.М., Меледина И.В., Шипунов М.В., 
Леплина О.Ю., Шевела Е.Я., Черных Е.Р.
Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии, г. Новосибирск, Россия

Резюме. Цитокины играют важную роль в патогенезе цирроза печени (ЦП), детерминируя тяжесть 
заболевания, развитие печеночных и внепеченочных осложнений. Целью исследования являлся 
мультиплексный анализ 26 цитокинов, секретируемых клетками крови больных ЦП (n = 20) с учетом 
стадии (класс А по Child-Pugh, n = 13 и класс В+С, n = 7) и этиологии заболевания (вирусный ЦП, 
n = 12 и ЦП невирусной этиологии, n = 8). Группу контроля составили 10 здоровых доноров крови. 
Цитокин-секреторную функцию клеток оценивали в 24-часовых культурах как на уровне спонтанной 
продукции, так и в ответ на стимуляцию бактериальным эндотоксином (ЛПС). При анализе цитоки-
нов, вовлеченных в патогенез воспалительного процесса, было выделено 4 функциональные группы: 
про-/противовоспалительные цитокины (IL-1β, TNFα, IL-1ra, IL-10), иммунорегуляторные цитоки-
ны (IL-2, IFNγ, IL-12, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13, IL-15, IL-17), ростовые факторы (G-CSF, IL-7, 
FGF-β, PDGF, VEGF) и хемокины (IL-8, IP-10, MCP-1, MIP-1α, MIP-1β, RANTES, Eotaxin). В рабо-
те показано, что клетки крови больных ЦП являются активными продуцентами цитокинов и характе-
ризуются повышенной секрецией цитокинов из всех 4 функциональных групп. Усиление продукции 
многих цитокинов ассоциировано с тяжестью ЦП и вирусной этиологией ЦП. При этом возраста-
ние как спонтанной, так и ЛПС-стимулированной секреции цитокинов свидетельствует о сохранной 
реактивности клеток крови к эндотоксину. В целом полученные данные свидетельствуют о важном 
вкладе циркулирующих клеток крови в поддержании воспалительного ответа при ЦП и потенциаль-
ной диагностической/прогностической значимости цитокинов, продуцируемых клетками крови.
Ключевые слова: мультиплексный анализ, цитокины, хемокины, ростовые факторы, клетки крови, цирроз печени

A MULTIPLEX ASSAY OF 26 CYTOKINES SECRETED BY 
BLOOD CELLS OF PATIENTS WITH LIVER CIRRHOSIS
Ostanin A.A., Starostina N.M., Meledina I.V., Shipunov M.V., 
Leplina O.Yu., Shevela E.Ya., Chernykh E.R.
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. Cytokines play an important role in the pathogenesis of liver cirrhosis (LC), determining the 
disease severity as well as hepatic and extrahepatic complications. The present study aims to characterize the 
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cytokine profile of blood cells in 20 LC patients with regard to the stage (class A on Child-Pugh, n = 13, and the 
class B+C, n = 7) and the etiology of the disease (viral LC, n = 12 and the LC of non-viral etiology, n = 8) using 
cytokine 26-plex assay. The control group consisted of 10 healthy donors. Cytokine concentrations were tested 
both in spontaneous and bacterial endotoxin (LPS) stimulated 24 hour blood cultures. Four functional groups: 
pro-/anti-inflammatory cytokines (IL-1β, TNFα, IL-1ra, IL-10), immunoregulatory cytokines (IL-2, IFNγ, 
IL-12, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13, IL-15, IL-17), growth factors (G-CSF, IL-7, FGF-β, PDGF, VEGF) 
and chemokines (IL-8, IP-10, MCP-1, MIP-1α, MIP-1β, RANTES, Eotaxin) involved in the pathogenesis 
of inflammation, have been analyzed. The blood cells of LC patients were shown to be active producers of 
cytokines and were characterized by increased cytokine levels from all four functional groups. The enhancement 
of many cytokines was associated with the disease severity and viral etiology. The increased cytokine production 
in both intact and LPS-stimulated cultures indicated preserved reactivity of blood cells to endotoxin. Overall, 
the data obtained suggest the contribution of circulating blood cells in supporting of inflammatory response and 
the potential diagnostic/prognostic significance of blood cell-derived cytokines in patients with LC.

Keywords: multiplex assay, cytokines, chemokines, growth factors, blood cells, liver cirrhosis

Введение
Хронические заболевания печени с исходом 

в цирроз относятся к группе патологий, при ко-
торых повреждение тканей связано с хрониче-
ским воспалением. Провоспалительный статус 
проявляется повышенным содержанием в сыво-
ротке крови провоспалительных цитокинов и хе-
мокинов и является характерным для больных 
циррозом печени (ЦП) токсической, вирусной 
и аутоиммунной этиологии [9, 16, 25, 29]. Вос-
палительный процесс инициируется и опосре-
дуется с участием широкого спектра цитокинов, 
некоторые из которых могут обладать двойствен-
ной функцией, т.е. способны оказывать как про-
тективное, так и повреждающее действие. Одна-
ко на конечной стадии хронических заболеваний 
повышенный уровень различных функциональ-
ных классов цитокинов связывают преимуще-
ственно с их повреждающим действием, в част-
ности поддержанием локального и системного 
воспаления, апоптотической гибелью гепатоци-
тов, прогрессией фиброза и развитием внепече-
ночных осложнений [18, 25].

Источником цитокинов при ЦП являются 
клетки печени, включая гепатоциты, звездча-
тые клетки, эндотелиальные клетки, а также 
резидентные и рекрутируемые клетки иммун-
ной системы (макрофаги и Т-клетки). Кроме 
того, значительный вклад в изменение уровня 
цитокинов в циркуляции могут вносить пери-
ферические клетки иммунной системы, акти-
вированные через Toll-like рецепторы (TLRs) 
патоген-ассоциированными молекулярными 
структурами в результате транслокации кишеч-
ной флоры [4, 15]. 

Значение воспалительного ответа в патогене-
зе ЦП подтверждается ассоциацией между кон-
центрацией некоторых провоспалительных ци-

токинов и хемокинов с характером прогрессии 
и тяжестью заболевания, развитием внутрипече-
ночных (стеатоза, цирроза, гепатоцеллюлярной 
карцинормы) и внепеченочных (атеросклеорз, 
ишемическая болезнь сердца, когнитивные на-
рушения) осложнений [8, 13, 33], особенно энце-
фалопатии [14, 22]. Действительно, подавление 
TNFα у пациентов с тяжелыми формами алко-
гольной болезни печени с помощью пентокси-
филина или моноклональных анти-TNFα анти-
тел показали клиническую эффективность [3, 
31]. Соответственно, цитокины могут обладать 
прогностической значимостью и являться мише-
нями для терапевтических воздействий, что обу-
словливает важность их изучения при ЦП. 

Несмотря на этот очевидный факт, комплекс-
ные исследования, затрагивающие одновремен-
ную оценку различных функциональных классов 
цитокинов, до сих пор не проводились. Это от-
части обусловлено тем, что в большинстве ра-
бот цитокины определяются в сыворотке крови, 
где многие из них идентифицируются на уров-
не пороговых значений. Поэтому анализирует-
ся весьма ограниченный спектр цитокинов, что 
не позволяет ответить на вопрос, имеется ли вза-
имосвязь между изменением отдельных функ-
циональных групп цитокинов. Ограниченный 
спектр цитокинов проанализирован и в аспекте 
сопряженности с тяжестью и/или этиологией 
цирроза печени. 

Поэтому настоящее исследование было по-
священо комплексной характеристике различ-
ных функциональных классов цитокинов при 
ЦП с учетом стадии и этиологии заболевания. 
В качестве источника цитокинов исследовали 
клетки периферической крови, которые пред-
ставляют физиологическую модель изучения 
интегрального периферического иммунного от-
вета ex vivo. Учитывая феномен транслокации 
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бактериальной флоры при ЦП, культуры кле-
ток цельной крови представляются удобным 
источником не только для анализа спонтанной 
продукции цитокинов, но и для исследования 
феномена ЛПС-анергии [26]. Данные о реактив-
ности моноцитов крови к повторной стимуляции 
эндотоксином остаются неоднозначными [20, 
30], поэтому одновременная оценка спонтанной 
и ЛПС-стимулированной продукции цитокинов 
клетками крови позволяет охарактеризовать их 
реактивность к эндотоксину. 

Материалы	и	методы
В исследование были включены 10 здоровых 

доноров крови (5 мужчин и 5 женщин, средний 
возраст 45 лет) и 20 больных ЦП – 10 мужчин и 10 
женщин, средний возраст 50 лет. Диагноз хрони-
ческого гепатита с исходом в ЦП устанавливали 
на основании данных клинического, лаборатор-
ного и гистологического анализа. В соответствии 
с классификацией цирроза печени по Child-Pugh 
класс А диагностировался у 13 (65%), класс В у 
6 (30%) пациентов и класс С у 1 (5%) больного. 
Причиной ЦП в 60% случаев (12/20) являлся хро-
нический вирусный гепатит С. Оставшиеся 40% 
случаев (8/20) были представлены ЦП невирус-
ной этиологии, включая токсический ЦП (n = 4); 
аутоиммунный ЦП (n = 2); первичный билли-
арный ЦП (n = 1); и первичный биллиарный 
ЦП в сочетании с аутоиммунным компонентом 
(n = 1). При этом следует отметить, что подгруп-
пы больных ЦП вирусной и невирусной этиоло-
гии были сопоставимы между собой по тяжести 
заболевания (частота больных с ЦП класса В+С в 
подгруппах составляла 42 и 25% соответственно; 
рТМФ = 0,64). Так же как и подгруппы больных 
с классом А и классом В+С по Child-Pugh не раз-
личались между собой по этиологии заболевания 
(частота больных ЦП вирусной этиологии в под-
группах составляла 54 и 71% соответственно; 
рТМФ = 0,64). Исследования проводили после по-
лучения письменного информированного согла-
сия больных и были одобрены решением Локаль-
ного этического комитета.

Больные ЦП были обследованы до начала 
комплексной терапии. Забор венозной и ка-
пиллярной крови проводили утром натощак 
по общепринятым правилам. Общий анализ кро-
ви осуществляли на гемоанализаторе «HEMA-
Screen 13» (Швейцария – Италия). 

Продукцию цитокинов определяли в культу-
рах клеток цельной крови. Для этого гепарини-
зированную (20 ЕД/мл) венозную кровь разво-
дили в 5 раз средой RPMI-1640 (Sigma-Aldrich, 
США), дополненной 0,3 мг/мл L-глютамина, 
5мМ HEPES-буфера и 100 мкг/мл гентамицина, 

и культивировали в течение 24 ч в круглодон-
ных, стерильных пробирках в присутствии ли-
пополисахарида (ЛПС, Escherichia coli 0111:B4, 
Sigma-Aldrich, США) в конечной концентрации 
10 мкг/ мл, а также в отсутствие митогенной сти-
муляции (спонтанная продукция). Культивиро-
вание проводили при 37 °С в СО2-инкубаторе, 
после чего собирали супернатанты и хранили 
полученные образцы при -80 °С до тестирования.

Концентрацию 26 цитокинов (IL-1β, IL- 1ra,  
IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL- 10, 
IL- 12p70, IL-13, IL-15, IL-17A, Eotaxin,  
FGF-basic, G-CSF, IFNγ, IP-10, MCP-1,  
MIP-1α, MIP-1β, PDGF-BB, RANTES, TNFα, 
VEGF) в супернатантах цельной крови оценивали 
методом проточной флюориметрии на 2-лучевом 
лазерном автоматизированном анализаторе (Bio-
Plex Protein Assay System, Bio-Rad, США) с ис-
пользованием коммерческих тест-систем в соот-
ветствии с инструкцией фирмы-производителя 
[1, 7]. Полученные значения пересчитывали ин-
дивидуально с учетом абсолютного количества 
лейкоцитов и выражали в пг/мл/106 лейкоцитов.

Математическую обработку данных про-
водили с использованием пакета программ 
Statistica 6.0 (StatSoft). Для оценки достовер-
ности различий использовали точный крите-
рий Фишера (для дискретных переменных) 
и непараметрический критерий Вилкоксона–
Манна–Уитни (для сравнения непрерывных 
переменных). Различия считались достоверны-
ми при уровне значимости p < 0,05. Для оцен-
ки различий по уровню какого-либо признака 
между несколькими (> 2) выборками проводили 
дисперсионный однофакторный анализ с ис-
пользованием непараметрического Н-критерия 
Краскела–Уоллиса. 

Результаты	
Для исследования цитокин-секреторной 

активности клеток крови больных ЦП нами 
был использован методический прием, осно-
ванный на оценке уровня спонтанной и ЛПС-
стимулированной продукции 26 цитокинов 
в культурах цельной крови. Использование 
цельной крови имеет несколько очевидных пре-
имуществ [32]. Во-первых, этот метод не требует 
выделения клеток-продуцентов, что, соответ-
ственно, устраняет вероятность их неспецифиче-
ской активации на этапах сепарации. Во-вторых, 
оценка цитокин-секреторной функции клеток 
происходит в их естественном микроокружении, 
при котором сохраняется существующий in vivo 
баланс как различных типов клеток крови, так и 
гуморальных факторов. Следовательно, оценка 
продукции цитокинов максимально приближа-



542

Ostanin A.A. et al.
Останин А.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

ется к условиям in vivo. Тем не менее, полученные 
значения уровня цитокинов (пг/мл) в 24-часовых 
супернатантах цельной крови необходимо стан-
дартизировать по количеству клеток-продуцен-
тов (например, лейкоцитов), для того чтобы ни-
велировать различия обследуемых лиц (здоровых 
доноров и больных ЦП) по абсолютному лейко-
цитозу.

Оценка уровня спонтанной (базальной) про-
дукции цитокинов показала (рис. 1), что клетки 
крови как здоровых доноров, так и больных ЦП 
активно секретируют широкий спектр различных 
медиаторов, однако средний уровень их продук-
ции отличается значительной вариабельностью. 
Так, часть цитокинов (IL-6) и хемокинов (IL-8, 
MCP-1, MIP-1β, RANTES) секретируется на до-
статочно высоком уровне (> 400 пг/мл/106 лей-
коцитов). Оставшиеся хемокины (IP-10, MIP-1α, 
Eotaxin), а также IFNγ, отдельные ростовые фак-
торы (PDGF), про- и противовоспалительные 
цитокины (IL-1β, TNFα и IL-1ra) хорошо де-
тектируются в диапазоне от 20 до 400 пг/мл/106 
лейкоцитов. При этом базальная секреция отно-
сительно большой подгруппы цитокинов и ро-
стовых факторов (IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, 

IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-17, FGF-β, G-CSF, 
VEGF) не превышает уровня 20 пг/мл/106 лейко-
цитов. 

По сравнению со здоровыми донорами у боль-
ных ЦП отмечалась отчетливая тенденция к уве-
личению спонтанной продукции IL-6, TNFα 
и IL-1ra, а также всех хемокинов, которая в от-
ношении MIP-1β и IP-10 достигала статистиче-
ски значимого уровня (p < 0,05 и p < 0,01 соот-
ветственно). Кроме того, клетки крови больных 
ЦП более активно секретировали IL-4, IL-5, IL-9 
и FGF-β (р < 0,05), хотя и в этом случае уровень 
продукции оставался относительно низким (ме-
нее 20 пг/мл/106 лейкоцитов). 

Из данных таблицы 1 видно, что повышенная 
спонтанная продукция MIP-1β и IP-10 обнару-
живалась у больных независимо от степени тяже-
сти или этиологии ЦП. В то же время по сравне-
нию с донорами в подгруппе больных ЦП класса 
В+С дополнительно регистрировалось стати-
стически значимое увеличение уровня секреции 
и других хемокинов (IL-8, RANTES, Eotaxin), 
а также IL-17, FGF-β и IL-9. При этом продукция 
IL-9 была достоверно выше не только по сравне-
нию с донорами, но и с больными ЦП класса А. 

Рисунок 1. Спонтанная продукция 26 цитокинов, секретируемых клетками крови доноров и больных ЦП
Примечание.	Данные	представлены	в	виде	медианных	значений.	*	–	pU	<	0,05	и	**	–	pU	<	0,01	–	достоверность	различия	показателей	
больных	ЦП	по	сравнению	с	донорами	(U	–	непараметрический	критерий	Вилкоксона–Манна–Уитни).	
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Изменения профиля спонтанной продукции 
цитокинов были также более выражены в под-
группе пациентов ЦП вирусной этиологии. По-
мимо высокого уровня MIP-1β и IP-10, у них 
регистрировался повышенный синтез клетками 
крови СС-хемокинов (RANTES, Eotaxin), про- 
(TNFα) и противовоспалительных (IL-1ra, IL-10, 
IL-13) цитокинов, IL-17, FGF-β и IL-9. По уров-
ню IL-10, IL-13, IL-17 и FGF-β эти больные от-
личались не только от здоровых доноров, но и от 
больных ЦП невирусной этиологии. 

Хорошо известно, что практически все гены 
цитокинов являются индуцибельными, поэтому 
наиболее ярко те или иные особенности продук-
ции цитокинов могут быть выявлены в условиях 
активации клеток-продуцентов. Для того чтобы 
оценить функциональный резерв системы ци-
токинов и секреторный потенциал клеток-про-
дуцентов в условиях митогенной стимуляции, 
мы использовали в качестве активатора бактери-
альный ЛПС (эндотоксин), поскольку данный 
митоген может индуцировать различные типы 
лейкоцитов (гранулоциты, лимфоциты, моно-
циты) через TLR-4. Из данных рисунка 2 видно, 

что суточная инкубация клеток цельной крови 
с ЛПС приводит к увеличению количества ци-
токинов, хемокинов и ростовых факторов, кото-
рые секретируются на высоком (> 400 пг/мл/106 
лейкоцитов) или хорошо детектируемом уровне 
(от 20 до 400 пг/мл/106 лейкоцитов). Тем не ме-
нее ЛПС-индуцированная продукции IL-2, IL-4, 
IL-5, IL-12, IL-13, IL-15, IL-7 и FGF-β остава-
лась низкой и не превышала 20 пг/мл/106 лейко-
цитов.

В целом по группе больных ЦП по сравнению 
с донорами в ответ на эндотоксин регистрирова-
лось достоверное усиление синтеза IL-6, СХС- 
(IL-8, IP-10) и СС-хемокинов (MIP-1α, MIP-1β, 
Eotaxin), IL-1ra, IL-17, IL-9, IL-7 и IL-15. При 
этом отмечалась тенденция к усилению продук-
ции RANTES, MCP-1, TNFα, IL-10 и G-CSF. 

Проведенные исследования показали (табл. 2),  
что клетки крови у больных ЦП сохраняют свою 
функциональную реактивность и, так же как 
клетки здоровых доноров, способны активно се-
кретировать большинство (20/26) из анализируе-
мых нами цитокинов в ответ на стимуляцию эн-
дотоксином через TLR-4. Как в норме, так и при 

Рисунок 2. ЛПС-индуцированная продукция 26 цитокинов, секретируемых клетками крови доноров и больных ЦП
Примечание. Данные	представлены	в	виде	медианных	значений.	*	–	pU	<	0,05	и	**	–	pU	<	0,01	–	достоверность	различия	показателей	
больных	ЦП	по	сравнению	с	донорами	(U	–	непараметрический	критерий	Вилкоксона–Манна–Уитни).
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Цитокины при циррозе печени
Cytokines in liver cirrhosis2015, Vol. 17,  6

2015, Т. 17, № 6

ТАБЛИЦА 4. ДИСПЕРСИОННЫЙ ОДНОФАКТОРНЫЙ АНАЛИЗ ПОКАЗАТЕЛЕЙ ЦИТОКИНОВОГО СТАТУСА ДОНОРОВ 
И БОЛЬНЫХ ЦП

Цитокины

Доноры (n = 10)
vs ЦП класс А (n = 13)

vs ЦП класс В+С (n = 7)

Доноры (n = 10)
vs невирусный ЦП (n = 8)
vs вирусный ЦП (n = 12)

Спонтанная 
продукция

ЛПС-
индуцированная

Спонтанная 
продукция

ЛПС-
индуцированная

Н-критерий Н-критерий Н-критерий Н-критерий
IL-1ra 2,38 3,35 4,24 6,81*
IL-10 1,73 2,44 4,66 7,89*
IL-4 4,31 4,0 6,26* 4,1
IL-17 4,28 4,95 6,4* 7,66*
IL-9 7,26* 15,29** 5,22 15,30**
FGF-β 8,31* 1,76 10,43** 11,42*
VEGF 0,36 1,59 4,57 8,35*
IL-8 2,23 4,99 1,92 10,45**
IP-10 13,8** 5,46 15,42** 10,67**
MIP-1α 2,82 4,39 3,0 8,40*
MIP-1β 6,34* 11,45** 6,7* 13,51**
Eotaxin 5,56 6,07* 5,28 5,97*

Примечание. Дисперсионный однофакторный анализ проводили с использованием непараметрического Н-критерия 
Краскела–Уоллиса. * – p < 0,05 и ** – p < 0,01 – значимость Н-критерия Краскела–Уоллиса.

Рисунок 3. Межгрупповые различия доноров и больных ЦП по уровню ЛПС-индуцированной продукции хемокинов 
(MIP-1β, Eotaxin, IP-10)
Примечание. Данные	получены	при	проведении	дисперсионного	анализа	Краскела–Уоллиса	и	представлены	в	виде	медиан,	
интерквартильного	диапазона,	диапазона	минимальных	и	максимальных	значений.	 
*	–	p	<	0,05	и	**	–	p	<	0,01	–	значимость		Н-критерия		Краскела–Уоллиса.
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ЦП, в условиях митогенной стимуляции значимо 
не изменялась продукция только 5 цитокинов 
(IL-13, IL-5, IL-15, IL-7, Eotaxin), а интенсив-
ность синтеза МСР-1 снижалась. 

Из данных таблицы 3 видно, что повышен-
ная ЛПС-индуцированная продукция IL-6, 
IL- 9, IP- 10, MIP-1β обнаруживалась у больных 
ЦП независимо от степени тяжести заболева-
ния. Тем не менее, по сравнению с донорами 
в подгруппе больных ЦП класса А, дополни-
тельно регистрировалось статистически значи-
мое увеличение уровня противовоспалительных 
цитокинов IL- 1ra и IL-10 (очевидно, в ответ 
на высокий уровень продукции TNFα – 1517  
vs 848 пг/мл/106 лейкоцитов у доноров, p > 0,05). 
Достоверные различия были выявлены и в отно-
шении IL-12, IL-15 и IL-7, хотя, в абсолютных 
цифрах эти изменения не были столь яркими. 
Цитокиновый профиль у больных ЦП класса 
В+С отличался от здоровых доноров прежде все-
го высоким уровнем ЛПС-индуцированного син-
теза хемокинов – не только IP-10 и MIP-1β, но 
и IL-8, MIP-1α и Eotaxin, а также IL-4. При этом 
интенсивность секреции IL-9 и MIP-1β была до-
стоверно выше, чем у больных ЦП класса А.

Наименьшие изменения в характере ЛПС-
индуцированной продукции цитокинов реги-
стрировались у больных ЦП невирусной эти-
ологии. По сравнению с донорами в данной 
подгруппе отмечалось лишь незначительное, хотя 
и статистически достоверное повышение уровня 
IL-15 и IL-9. В то же время у больных вирусным 
НСV-гепатитом с исходом в ЦП реактивность 
клеток крови в ответ на стимуляцию эндоток-
сином была максимально выраженной. По сво-
им проявлениям регистрируемая в этом случае 
картина напоминала «цитокиновый шторм» in 
vitro. Клетки больных активно продуцировали 
про- (IL-1β, TNFα) и противовоспалительные 
(IL-1ra, IL-10) цитокины, Th1- (IFNγ) и Th2-
цитокины (IL-4), IL-6 и IL-17, ростовые факторы 
(G-CSF, IL-9, FGF-β, VEGF) и хемокины (IL- 8, 
IP-10, MIP-1β, MIP-1α, Eotaxin). По уровню 
ЛПС-индуцированной секреции TNFα, IFNγ, 
IL-9, FGF-β, VEGF, IL-8, IP-10, MIP-1β, MIP- 1α 
больные ЦП вирусной этиологии отличались 
не только от здоровых доноров, но и от больных 
ЦП невирусной природы. 

 Не удивительно, что наибольшее количество 
(11/12) цитокинов, позволяющих эффективно 
дискриминировать группы здоровых доноров 
и больных ЦП с различной этиологией заболева-
ния, обнаруживается в культурах клеток крови, 
активированных эндотоксином (табл. 4). В отсут-
ствие стимуляции Н-критерий Краскела–Уол-
лиса был статистически значимым только в от-

ношении 5 медиаторов (IP-10, FGF-β, MIP- 1β, 
IL-17 и IL-4). Следует отметить, что значения 
Н-критерия IP-10, FGF-β, MIP-1β, IL-9, IL-8 
в спонтанных и/или ЛПС-стимулированных 
культурах клеток крови были сопоставимы 
со значениями критерия Краскела–Уоллиса 
таких общепринятых маркеров фиброгенеза, 
как альбумин (Н-критерий 15,8; р < 0,01), общий 
билирубин (14,02; р < 0,01), АЛТ (10,46; р < 0,01), 
АСТ (11,15; р < 0,01), ГГТП (9,21; р < 0,01), фи-
бриноген (8,42; р < 0,05), тимоловая проба (8,0; 
р < 0,05). 

Группы здоровых доноров и больных ЦП 
с различной тяжестью заболевания (класс А и 
класс В+С по Child-Pugh) различались по уров-
ню спонтанной продукции IP-10, FGF-β, IL-9, 
MIP-1β, а также ЛПС-индуцированной секре-
ции IL-9, MIP-1β и Eotaxin. В качестве примера 
на рисунке 3 представлены диаграммы по отдель-
ным хемокинам, секретируемым клетками крови 
в ответ на стимуляцию эндотоксином, которые 
позволяют с различной эффективностью раз-
личать ЦП как по степени тяжести, так и этио-
логии заболевания (MIP-1β > Eotaxin), а также 
специфичны только в отношении этиологии ЦП 
(IP- 10).

Обсуждение
Цитокины играют важную роль в патогенезе 

ЦП, детерминируя тяжесть заболевания, разви-
тие печеночных и внепеченочных осложнений 
[14, 25, 33]. Учитывая плейотропность цитоки-
нов, оценка их патогенетической значимости 
должна основываться на исследовании широко-
го спектра цитокинов. Использование мульти-
плексного протеомного анализа позволяет ре-
шить эту задачу и более полно охарактеризовать 
профиль цитокинов, продуцируемых клетками 
крови больных ЦП. Клетки периферической кро-
ви, включающие нейтрофилы, моноциты и лим-
фоциты, являются важными медиаторами врож-
денного и приобретенного иммунитета, однако 
их роль в поддержании хронического воспаления 
при ЦП исследована недостаточно. Поэтому при 
анализе мы использовали оценку 4 функцио-
нальных групп цитокинов, вовлеченных в пато-
генез воспалительного процесса – про-/противо-
воспалительные цитокины (IL-1β, TNFα, IL-1ra, 
IL-10), иммунорегуляторные цитокины (IL-2, 
IFNγ, IL-12, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13, IL-15, 
IL-17), ростовые факторы (G-CSF, IL-7, FGF-β, 
PDGF, VEGF) и хемокины (IL-8, IP-10, MCP-1, 
MIP-1α, MIP-1β, RANTES, Eotoxin). 

Проведенное исследование показало, что 
клетки крови больных ЦП являются активны-
ми продуцентами цитокинов и характеризуют-
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ся повышенной секрецией цитокинов из всех 
4 функциональных групп. Усиление продук-
ции многих цитокинов ассоциировано с тя-
жестью ЦП и вирусной этиологией ЦП. При 
этом возрастание как спонтанной, так и ЛПС-
стимулированной секреции цитокинов свиде-
тельствует о сохранной реактивности клеток 
крови к эндотоксину. 

В целом по группе достоверное возрастание 
(из числа цитокинов, концентрация которых пре-
вышала 2 пг/мл/106 лейкоцитов) регистрирова-
лось в нестимулированных культурах крови для 4 
цитокинов (IL-4, IL-9, МIР-1β, IP-10) и в ЛПС-
стимулированных культурах – для 11 цитокинов 
(IL-1ra, IL-6, IL-7 IL-15, IL-17, IL-9, IL-8, IP-10, 
MIP-1α, MIP-1β, Eotaxin). Большинство исследо-
ваний, сконцентрированных на изу чении уровня 
цитокинов в сыворотке крови, демонстрируют, 
что пациенты с ЦП характеризуются повышен-
ным уровнем провоспалительных и иммунорегу-
ляторных цитокинов (TNFα, IL-1β, IL- 6, IL-17), 
а также хемокинов (IL-8, IP- 10) [6, 14]. Кроме 
того, данные о повышенной продукции хемоки-
нов моноцитами у пациентов с ЦП суммирова-
ны в обзоре Kochlios [19]. В этом аспекте наши 
результаты согласуются с данными литературы 
и позволяют предположить, что клетки крови 
вносят существенный вклад в изменение сыво-
роточного уровня цитокинов. Кроме того, нами 
выявлено возрастание ряда иммунорегуляторных 
и ростовых факторов (IL-7, IL-15, IL-9), кото-
рые у больных ЦП ранее не исследовались. IL-15 
и IL-7 относятся к цитокинам, поддерживающим 
гомеостатическую пролиферацию [5] и их воз-
растание, возможно, связано с лейко- и лимфо-
пенией, являющейся характерным проявлением 
синдрома гиперспленизма у больных ЦП. IL-9 
секретируется Th9-клетками и может участвовать 
в поддержании воспалительного процесса при 
аутоиммунных и аллергических заболеваниях 
[17]. Роль этого цитокина при ЦП не оценива-
лась, однако последние данные показали значи-
мое увеличение IL-9 в сыворотке крови больных 
вирусным гепатитом В и прямую корреляцию 
между концентрацией этого цитокина с уровнем 
АЛТ, являющегося биохимическим индикатором 
воспаления при вирусных гепатитах [21]. 

Сравнение цитокинового профиля у больных 
с компенсированным (класс А) и декомпен-
сированным (класс В+С) циррозом показало, 
что если у пациентов с классом А повышенная 
спонтанная и стимулированная продукция от-
мечалась, соответственно, для 2 и 8 цитокинов, 
то у больных с декомпенсированным ЦП – со-
ответственно, для 7 и 10 цитокинов. Таким об-
разом, утяжеление ЦП проявлялось расширени-

ем спектра цитокинов с повышенным уровнем 
спонтанной продукции за счет хемокинов (IL- 8, 
RANTES, Eotaxin) и иммунорегуляторных ци-
токинов (IL-9, IL-17). Относительно ЛПС-
стимулированной продукции цитокинов, на-
растание тяжести ассоциировалось не только 
с увеличением количества цитокинов с повы-
шенным уровнем продукции, но и с измене-
нием их профиля. Так, несмотря на ряд общих 
признаков для пациентов с классом А и В+С в 
виде повышенной секреции IL-6, IL-9 и хемо-
кинов (IP-10 и MIP-1β), характерным для класса 
А было усиление стимулированной продукции 
IL-1ra, IL-10 и IL-12, а для пациентов с клас-
сом В+С – возрастание иммунорегуляторных 
цитокинов IL-4, IL-15, IL-17 и хемокинов IL-8, 
MIP-1α, Eotaxin, а также и более высокая (чем 
в классе А) продукция IL-9 и MIP-1β. Это по-
зволяет предположить, что на начальных стади-
ях ЦП клетки крови обладают компенсаторным 
противовоспалительным потенциалом, который 
истощается по мере прогрессии ЦП и что де-
компенсация ЦП ассоциирована с нарастанием 
провоспалительной активности клеток крови. 

Сопряженность тяжести ЦП с уровнем сыво-
роточных цитокинов (TNFα, IL-8 и IL-6) описана 
при ЦП как вирусной, так и алкогольной этиоло-
гии [10, 14]. В этом плане наши данные являются 
еще одним аргументом, подтверждающим нали-
чие прямой взаимосвязи между уровнем провос-
палительных медиаторов и тяжестью ЦП. Рядом 
авторов также показана повышенная продукция 
провоспалительных цитокинов и хемокинов 
(TNFα, IL-6, MCP-1) моноцитами перифери-
ческой крови больных ЦП [30]. В то же время 
нами впервые показано, что профиль цитокинов, 
продуцируемых в повышенных концентрациях 
клетками крови, у больных с компенсированным 
и декомпенсированным ЦП различается. В част-
ности, утяжеление ЦП ассоциировано с усиле-
нием продукции клетками крови Th17-, Th9-, 
Th2-цитокинов и хемокинов (IL-17, IL-9, IL-15, 
MIP-1β, Eotaxin). 

Сравнение цитокинового профиля в зависи-
мости от этиологии ЦП показало, что пациенты 
с циррозом невирусной этиологии отличались 
от пациентов с вирусным ЦП значительно мень-
шим числом цитокинов с повышенным уровнем 
продукции. Так, усиление спонтанной продукции 
в этой группе регистрировалось для 2 цитокинов, 
а стимулированной продукции только для 1 ци-
токина, тогда как при вирусных ЦП повышен-
ный уровень спонтанной и стимулированной 
продукции выявлялся, соответственно, для 10 
и 17 цитокинов. В литературе нам не встретилось 
исследований по сравнительной характеристике 
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цитокинового профиля у пациентов с ЦП раз-
личных этиологий. Однако, если при вирусных 
гепатитах повышенный уровень провоспали-
тельных цитокинов и хемокинов в сыворотке 
крови отмечается большинством авторов [2, 6, 9], 
то данные при алкогольных ЦП менее однознач-
ны. Действительно, некоторые авторы не выяви-
ли возрастания сывороточного TNFα, IL-6 и IL-8 
при алкогольном ЦП [28] либо отметили возрас-
тание TNFα и IL-8 только при декомпенсирован-
ных формах ЦП [10]. Относительно продукции 
провоспалительных цитокинов показано, что 
при алкогольных гепатитах секреция TNFα мо-
ноцитами крови действительно повышена [23]. 
В то же время при ЦП моноциты характерзуются 
сниженной секрецией IL-1 и TNFα [24]. Сход-
ные данные о низкой спонтанной продукции 
моноцитами IL-1, IL-6, IL-12 и TNFα у пациен-
тов с алкогольным ЦП были получены Laso F.J. 
c cоавт [20]. Поскольку продукция цитокинов 
клетками крови во многом опосредуется моно-
цитами, эти данные согласуются с полученными 
нами результатами. Полученные нами факты по-
зволяют предположить, что при ЦП невирусной 
этиологии клетки крови в меньшей степени во-
влечены в поддержание воспалительного процес-
са, чем при вирусных ЦП. 

Повышенный уровень провоспалительных 
цитокинов в сыворотке крови больных ЦП, 
и прежде всего TNFα, связывают с эндотоксе-
мией в результате транслокации бактериальной 
флоры [4]. Однако, согласно данным литерату-
ры, концентрация эндотоксина не коррелиру-
ет с уровнем цитокинов. Более того, моноциты 
периферической крови отвечают продукцией 
цитокинов на повторную стимуляцию ЛПС [11, 
27]. Эти результаты согласуются с полученными 
нами данными о сохранной реактивности клеток 
крови на стимуляцию эндотоксином. Отсутствие 
ЛПС-анергии может быть обусловлено преакти-
вацией отвечающих клеток другими бактериаль-
ными антигенами (например, грамм-позитивной 
флоры) через TLR-2 рецепторы, экспрессия ко-
торых повышена при ЦП [27]. Другим объясне-
нием может быть потеря толерантности моноци-
тами крови в результате повышенной экспрессии 
TLRs [12].

В целом полученные нами данные свидетель-
ствуют о важном вкладе циркулирующих клеток 
крови в поддержание воспалительного ответа 
при ЦП и потенциальной диагностической/про-
гностической значимости цитокинов, продуци-
руемых клетками крови. 
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КЛИНИЧЕСКАЯ ЭФФЕКТИВНОСТЬ И БЕЗОПАСНОСТЬ 
ПРИМЕНЕНИЯ АДЕМЕТИОНИНА У БОЛЬНЫХ  
ДИАБЕТ-АССОЦИИРОВАННЫМ ОСТЕОАРТРИТОМ: 
ПЕРЕКРЕСТНОЕ ПИЛОТНОЕ ИССЛЕДОВАНИЕ
Ширинский И.В.1, Сазонова О.В.2, 3, Калиновская Н.Ю.1, 
Ширинский В.С.1
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии»,  
г. Новосибирск, Россия  
2 ГБОУ ВПО «Новосибирский государственный медицинский университет», г. Новосибирск, Россия  
3 Городской диабетологический центр, г. Новосибирск, Россия

Резюме. Остеоартрит (ОА) является наиболее распространенным ревматическим заболеванием, 
в настоящее время эффективная терапия ОА не разработана. Предполагается, что неудачи в лече-
нии остеоартрита (ОА) обусловлены гетерогенностью заболевания, проявляющейся в формировании 
различных субтипов (фенотипов) ОА. Одним из предложенных фенотипов ОА является диабет-ас-
социированный ОА. Ключевым механизмом, лежащим в основе воспалительных и дегенеративных 
изменений при ОА, является уменьшение метилирования ДНК в ряде клеток, которое также было 
продемонстрировано и при сахарном диабете 2 типа. Таким образом, фармакологическое повыше-
ние метилирования ДНК может быть эффективной стратегией лечения, оказывающего плейотроп-
ные эффекты при диабет-ассоциированном ОА. В рандомизированном перекрестном исследовании 
оценивалась эффективность и безопасность применения донора метильной группы адеметионина 
в сравнении с хондроитина сульфатом у больных с ОА, ассоциированным с сахарным диабетом 2 
типа. Пациенты случайно распределялись к последовательному приему хондроитина сульфата/аде-
метионан или адеметионина/хондроитина сульфата в течение 1 месяца, период отмывки составил 
2 недели. Первичной конечной точкой был уровень боли по визуальной аналоговой шкале (ВАШ). 
Боль, функция и симптомы со стороны коленных, тазобедренных суставов и суставов кистей так-
же оценивались по шкалам KOOS, WOMAC, FIHOA. Показатели общего состояния здоровья оце-
нивались по шкале SF–36.  Для оценки системного воспаления определяли содержание IL-6, IL-18 
и СРБ в сыворотке ПК, с ИФА. Содержание биомаркеров деструкции хряща (аггрекана и антител 
к коллагену II типа) в сыворотке ПК оценивали методом ИФА. Уровень липидов в сыворотке ПК 
определяли стандартным методом, содержание гликированного гемоглобина – с использованием 
жидкостной хромотографии. В исследование было включено 10 пациентов (женщины 61,7-74,2 лет,  
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Введение
Остеоартрит (ОА) является одной из актуаль-

ных проблем клинической медицины не только 
вследствие большой распространенности, но 
и повышенной частоты коморбидной патологии: 

ожирение, сахарный диабет (СД), ишемическая 
болезнь сердца, артериальная гипертензия, ин-
сулинорезистентность, дислипидемия [2, 3, 5, 
6]. Большое число сопутствующих заболеваний 
у больных ОА дает основание обсуждать наличие 
особых клинических вариантов болезни, в част-

ИМТ – 1,1-38,4 кг/м2). Установлено, что прием адеметионина оказывает статистически значимый 
анальгетический эффект (снижение уровня боли по ВАШ), улучшает функцию коленных суставов 
и уменьшает выраженность симптомов в коленных (по субшкалам KOOS), не влияет на биомарке-
ры системного воспаления, деструкции хрящевой ткани. Не изменилось также содержание липидов 
и гликированного гемоглобина. Адеметионин хорошо переносился, серьезных нежелательных явле-
ний за время терапии не зарегистрировано. Заключается, что адеметионин не обладает плейотропным 
фармакологическим действием при диабет-ассоциированном ОА и возможность его использования 
при коморбидной патологии требует дальнейшего изучения.

Ключевые слова: остеоартрит, сахарный диабет, метилирование ДНК, иммунная система, адеметионин

CLINICAL EFFICACY AND SAFETY OF ADEMETIONINE IN 
PATIENTS WITH DIABETES-ASSOCIATED OSTEOARTHRITIS: 
A CROSS-OVER PILOT STUDY
Shirinsky I.V.a, Sazonova O.V.b, c, Kalinovskaya N.Yu.a, Shirinsky V.S.a
a Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation  
b Novosibirsk State Medical University, Novosibirsk, Russian Federation  
c Novosibirsk City Diabetic Center, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. Osteoarthritis (OA) is one of most common rheumatic diseases, and currently there is no effective 
pharmacological treatment of OA. It has been suggested that lack of effective treatment is, in part, due to the 
disease heterogeneity which may lead to development of several OA subtypes (phenotypes). Diabetes-associated 
OA is among the proposed OA phenotypes. The key mechanism involved into inflammatory and degenerative 
changes in OA is a decrease in DNA methylation suggested for several cell types, that was also demonstrated 
in type 2 diabetes mellitus. Therefore, pharmacological increase of DNA methylation may be an effective 
treatment strategy which may exert pleiotropic effects in diabetes-associated OA. In a randomized cross-
over study, we have evaluated efficacy and safety of ademetionine, a methyl group donor, in comparison with 
chondroitine sulfate in patients with OA associated with type 2 diabetes mellitus. The patients were randomly 
assigned to sequential treatment of chondroitine sulfate/ademetionine or ademetionine/chondroitine sulfate 
during one month, with a washout period of 2 weeks. The primary endpoint was pain measured according to 
visual analogue scale (VAS). Painful symptoms, as well as function and disease signs in knee, hip and hand 
joints were also assessed with KOOS, WOMAC, and FIHOA scales. General performance was assessed with 
SF–36 scale. To evaluate systemic inflammation, we measured serum IL-6, IL-18, adiponectin, and CRP 
using ELISA technique. Concentrations of serum cartilage destruction biomarkers (aggrecan and antibodies 
to collagen type II) were assessed by ELISA. Serum lipid levels were measured with standard method; glycated 
hemoglobin was assessed with liquid chromatography. Ten patients (all women, age 61.7-74.2 year with BMI of 
1.1-38.4 kg/m2) were included in the study.  It has been demonstrated that ademetionine showed a statistically 
significant analgetic effect (decrease in VAS pain), improved knee function and reduced symptoms in knee 
joints (as measured by KOOS subscales), and did not influence the levels of systemic inflammation or cartilage 
destruction biomarkers. There was also no change in lipid levels and glycated hemoglobin concentrations. 
Ademetionine was well tolerated, no serious adverse events occurred during the treatment.  In conclusion, 
ademetionine does not have pleiotropic pharmacological effects in diabetes-associated OA. Its potential 
application in cases of different comorbidities requires further studies. 

Keywords: osteoarthritis, diabetes mellitus, DNA methylation, immune system, ademetionine
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ности ОА, ассоциированного с сахарным диа-
бетом [4, 11, 31], патогенетической роли гипер-
гликимии, конечных продуктов гликирования, 
инсулинорезистентности в инициации и про-
грессии этого фенотипа ОА. Предполагается, что 
имеются единые патогенетические пути разви-
тия входящих в состав полипатии заболеваний 
(«семейство болезней») [9], и это обуславливает 
поиск новых терапевтических мишеней, обла-
дающих свойствами одновременной регуляции 
воспаления и нескольких путей метаболизма 
(углеводного, жирового обмена и др.) [9]. Фарма-
кологическая коррекция активности этих мише-
ней может приводить к развитию плейотропного 
(противоспалительного, липидкорригирующего, 
иммуномодулирующего, гипогликемического 
и др.) действия, патогенетически обоснованного 
при полипатиях. 

Одним из механизмов, лежащим в основе вос-
палительных и дегенеративных изменений при ОА, 
присоединения коморбидной патологии, является 
нарушение эпигенетической регуляции экспрессии 
генов, в частности изменение процессов метилиро-
вания ДНК в хондроцитах, адипоцитах, клетках – 
эффекторах воспаления [15, 16]. Так, показано, 
что хондроциты больных ОА характеризуются 
гипометилированием специфических CPG сай-
тов в промоторах генов ряда металлопротеиназ, 
супероксиддисмутазы [25, 26]. С другой стороны, 
метилирование ДНК не является ключевым ком-
понентом в подавлении синтеза хондроцитами 
аггрекана [22], а снижение экспрессии остеоген-
ного протеина-1 в хондроцитах in vitro ассоции-

ровано с гиперметилированием промотора гена 
этого белка [13]. Показано, что при ожирении, 
СД – заболеваниях, часто сопутствующих ОА, 
уровень метилирования ДНК в В-лимфоцитах 
и NK-клетках значительно повышен [30]. 

В нескольких исследованиях было продемон-
стрировано анальгетическое, гипогликемическое, 
инсулин-сенситизирующее действие фармаколо-
гического донора метильной группы S-аденозил 
L-метионина (SAMe) [17, 20, 21]. Эти данные 
и определили цель исследования: оценить эффек-
тивность, безопасность применения SAMe (адеме-
тионина) у больных с ОА, ассоциированным с СД 
(ОАСД), изучить его предполагаемое многоцелевое 
действие: противовоспалительное, иммуномодули-
рующее, липидкорригирущее, гипогликемическое.

Материалы	и	методы
В открытом, рандомизированном, сравнитель-

ном, перекрестном исследованиии клинической 
эффективности и безопасности применения аде-
метионина (SAMe) у больных с диабет-ассоции-
рованным ОА, приняло участие 10 женщин, на-
блюдающихся в Диабетологическом центре города 
Новосибирска и у ревматолога. Протокол исследо-
вания одобрен Этическим комитетом НИИФКИ, 
все пациенты подписали форму добровольного 
информированного согласия. Основные критерии 
включения:

– возраст 40-70 лет.
– ОА, удовлетворяющий критериям АСР, про-

должительность болезни не имеет значения;

Рисунок 1. Схема исследования

1	группа
n	=	5

2	группа
n	=	5

1	визит 2	визит
Отмывочный

2	недели
период	–	

Опытный	препарат	SAMe	–	1200	мг/сут	per os

Препарат	сравнения	хондроитина	сульфат	–	1000	мг/сут	per os

2	группа
n	=	5

1	группа
n	=	5

рандомизация
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пациентов
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– установленный диагноз СД 2 не менее чем 
за год до верифицированного диагноза ОА, контро-
лируемый сахарный диабет.

Больные не должны получать нестероидные про-
тивовоспалительные и симптом-модифицирующие 
препараты, опиатные анальгетики в течение месяца 
до начала исследования. Допускался прием ацето-
минофена в стандартных дозировках. В качестве 
антидиабетического средства больные длительно 
получали метформин в разных дозировках.

Все больные были пожилого возраста (межквар-
тильные интервалы 61,7-74,2 лет), с избыточной 
массой тела (индекс массы тела 31,1-38,4 кг/ м2). 
Продолжительность ОА составила 3-9,2 лет, СД – 
7,2-20,5 года. Клинические и рентгенологические 
признаки гонартроза выявлены у 100%, что соот-
ветствовало критериям отбора в исследование, 
у всех больных зарегистрирована третья рентге-
нологическая стадия ОА (Kellgren–Lawrence).

На рисунке 1 представлен дизайн исследова-
ния.

После рандомизации одна группа больных при-
нимала адеметионин в дозе 1200 мг в сутки в тече-
ние 4 недель, другая группа препарат сравнения – 
хондроитина сульфат в дозе 1000 мг в сутки, так же 
в течение 4 недель. Затем, после двухнедельного пе-
риода «отмывки», первая группа больных начинала 
прием препарата сравнения, вторая адеметионин. 
Продолжительность лечения после смены препара-
та – 4 недели. Клиническое и лабораторное обсле-
дование проводилось на каждом из четырех визитов 
пациентов и включало: 

– показатели уровня боли по визуально-ана-
логовой шкале (ВАШ) – первичная конечная точ-
ка;

– оценку функционального статуса суста-
вов по шкалам KOOS (Knee/Hip injury and 
Ostheoarthritis Outcome Score) [27], WOMAC Knee, 
Hip (Western Ontario and McMaster Universities 
Arthritis Index) [10], FIHOA (Functional Index of 

Hand OA) [14], показатели общего состояния здо-
ровья по шкале SF-36 [32], русскоязычная вер-
сия – вторичные конечные точки.

 Для оценки системного воспаления опреде-
ляли содержание IL-6, IL-18 (Вектор-Бест, Рос-
сия), адипонектина (Abcam, UK) и СРБ (Витал 
Девелопмент Корпорэйшн, Россия) в сыворотке 
ПК, с помощью стандартных наборов для ИФА, 
согласно инструкции фирм-производителей. Со-
держание биомаркеров деструкции хряща (аггре-
кана и антител к коллагену II типа) в сыворотке 
ПК оценивали методом ИФА, используя наборы 
BlueGeneBiotech, China. Уровень липидов в сы-
воротке ПК определяли стандартным методом, 
содержание гликированного гемоглобина – с ис-
пользованием жидкостной хромотографии. Полу-
ченные данные представлены медианой и 25 и 75 
межквартильными интервалами. Для выявления 
различий между сравниваемыми подгруппами 
использовали непараметрический критерий Вил-
коксона.

Результаты	и	обсуждение
На рисунке 2 представлены данные о влиянии 

адеметионина и хондроитина сульфата на выра-
женность боли в суставах после четырех недель 
лечения. Видно, что статистически значимое 
уменьшение уровня боли выявлено у больных 
только после периода лечения адеметионином. 
Причем статистически значимых различий по-
казателей боли после окончания применения 
адеметионина и хондроитина сульфата не заре-
гистрировано.

В таблице 1 представлены результаты оценки 
суставного синдрома до и после приема адемити-
онина.

Установлено статистически значимое сниже-
ние боли, уменьшение выраженности симптомов 
в коленных суставах и улучшение показателей 

Рисунок 2. Показатели уровня боли у больных ОАСД, получавших адеметионин и хондроитина сульфат
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повседневной активности больного по субшка-
лам KOOS. После приема адемитионина выявле-
но уменьшение активности болезни по мнению 
врача. Другие функциональные показатели, ко-
торые были использованы в работе, не претерпе-
ли изменений после окончания лечения. Адеме-
тионин хорошо переносился, случаев серьезных 
и несерьезных нежелательных явлений зареги-
стрировано не было.

Таким образом, прием адеметионина – донора 
метильной группы – больными ДАОА в течение 
месяца уменьшал боль и улучшал функцию ко-
ленных суставов. Далее представлялось целесо-

образным оценить фармакодинамику препарата, 
в частности его влияние на показатели систем-
ного воспаления, деградации хряща, липидного 
профиля и уровня гликемии. 

Как следует из таблицы 2, в конце лечения 
адеметионином не выявлено изменений содер-
жания биомаркеров системного воспаления – 
С-реактивного белка, IL-6, IL-18, адипонектина, 
деструкции хрящевой ткани – аггрекана и анти-
тел к коллагену II. Не изменилось также содер-
жание липидов и гликированного гемоглобина.  
Лечение больных ОА пожилого возраста, которые 
имеют большое число сопутствующих заболева-

ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКИ СУСТАВНОГО СИНДРОМА У БОЛЬНЫХ ДО И ПОСЛЕ ЛЕЧЕНИЯ АДЕМЕТИОНИНОМ

Показатели
До приема адеметионина 

(медиана и межквартильные 
интервалы) 

После приема адеметионина
(медиана и межквартильные 

интервалы) 
Р

Уровень боли 61,00/ 51,75-70,75 45,50/33,50-47,75 0,0008

KOOS – симптомы 61,11/50-65,27 69,40/63,80-86,10 0,0059

KOOS – субшкала боли 21,43/13,33-35,71 46,40/30,33-50,88 0,0488

KOOS – субшкала 
повседневной активности 41,91/38,20-51,42 52,15/44,10-57,68 0,0452

Оценка активности ОА врачом 
(ВАШ) 57/49-62 42/38,75-46,75 0,0059

ТАБЛИЦА 2. СОДЕРЖАНИЕ БИОМАРКЕРОВ В СЫВОРОТКЕ ПК БОЛЬНЫХ ДАОА ДО И ПОСЛЕ ЛЕЧЕНИЯ 
АДЕМЕТИОНИНОМ

Биомаркеры
До приема адеметионина 

(медиана и межквартильные 
интервалы)

После приема адеметионина
(медиана и межквартильные 

интервалы) 
Р

IL-6 (пг/мл) 2,867/2,402-3,396 2,399/1,777-2,987 0,232

IL-18 (пг/мл) 107,8/61,40-164,5 97,43/67,87-205,6 0,695

Адипонектин (нг/мл) 2959/2150-4419 2988/2392-3640 0,769

СРБ (мг/л) 10,40/6,325-24,38 15,65/9,800-22,95 0,160

Аггрекан (нг/мл) 0,5/0,2-2,2 0,3/0,1-0,4 0,193

Антитела к коллагену II (нг/мл) 5/4-6 4,5/4-5 0,625

Общий холестерин (мМоль/литр) 5,8/5,3-6,0 5,7/5,4-6,4 0,492

Холестерин липопротеидов 
высокой плотности (мМоль/литр) 1,15/0,9-1,5 1,2/1,0-1,3 0,769

Триглицериды (мМоль/ литр) 2,2/1,7-3,6 2,1/1,8-3,6 0,845

Индекс атерогенности 3,3/2,5-5,5 3,4/2,8-5,1 0,845

Гликированный гемоглобин, % 6,5/5-7,5 6,2/4,8-7,6 0,461
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ний: сахарный диабет, ожирение, артериальная 
гипертензия, ишемическая болезнь сердца и др., 
представляет собой нелегкую задачу. Неслучай-
но последние рекомендации OARSI [19] по веде-
нию пациентов с ОА нацеливают лечащего врача 
на «учет коморбидной патологии» при назначении 
немедикаментозных и медикаментозных вмеша-
тельств. Эти рекомендации отвечают требованиям 
реальной клинической практики, однако раздел 
«учета коморбидной патологии» рекомендаций, 
на наш взгляд, требует конкретизации, основан-
ной на более глубоком понимании патогенеза по-
липатий и результатах клинических испытаний 
новых или известных лекарственных средств, ис-
пользуемых в лечении коморбидных болезней. Эти 
средства должны обладать многоцелевым фармако-
логическим действием, способным уменьшать про-
явления не только основного, но и сопутствующих 
заболеваний. Перспективные направления в тера-
пии ОА связывают с применением ингибитора IL-1 
диацереина [24], препаратов, способствующих ре-
моделированию субхондральной кости [1, 23], пре-
паратов гиалуроновой кислоты и рекомбинантного 
остеогенного протеина-1 [1], агониста рецептора, 
активируемого пероксисомным пролифератором α 
фенофибрата [29] и ряда других. Все они в разной 
степени оказывают анальгетическое и хондропро-
текторное действие, улучшают функцию суставов 
при ОА, однако не снижают риска возникновения 
и развития коморбидной патологии. 

S-аденозил-L-метионин (SAMe, адеметио-
нин) является производным L-метионина и аде-
нозинтрифосфорной кислоты природного про-
исхождения, которое синтезируется в печени [7, 
8]. SAMe распространен во всех биологических 
системах организма и вовлечен в разнообразные 
метаболические процессы, наиболее важные 
из которых: трансметилирование, транссульфу-
рирование и аминопропилирование. В этих ре-
акциях он выступает либо как донор метильной 
группы, либо как индуктор ферментов, и это 
определяет многобразие биологических эффек-
тов адеметионина.

Разностороннее действие адеметионина 
на метаболизм обосновали его использование 
при заболеваниях печени с целью профилактики 
и лечения внутрипеченочного холестаза, защиты 
печени от гепатотоксических веществ. Адемети-
онин является главным источником метильных 
групп в клетках головного мозга, что послужило 
основанием для проведения нескольких рандо-
мизированных клинических испытаний эффек-
тивности адеметионина у больных депрессиями 
разной степени тяжести [12]. Было показано до-
стоверное (на 38-60%) превышение его антиде-
прессивной активности над активностью плаце-
бо. Эффективность была равноценна действию 

стандартных три- и гетероциклических антиде-
прессантов, а профиль безопасности значитель-
но выше. Возможно, анальгетическое действие 
адеметионина у больных ДАОА, зарегистриро-
ванное в настоящем исследовании, обусловлено 
уменьшением депрессии, которая выявляется 
у больных ОА очень часто, и ее медикаментоз-
ное лечение приводит к снижению выраженно-
сти боли и улучшению суставной функции [18]. 
Обезболивающее действие и улучшение функции 
суставов при назначении адеметионина больным 
ОА, сопоставимое с приемом нестероидного 
противовоспалительного средства целекоксиба, 
было показано в работе Najm W.I. [20]. В 2009 
году в Кокрановской библиотеке появился систе-
матизированный обзор, посвященный анализу 
результатов оценки эффективности применения 
адеметионина у больных ОА [28]. Авторы вклю-
чили в работу четыре плацебо-контролируемых 
исследования эффективности и безопасности 
приема адеметионина у 656 больных ОА тазобе-
дренных и коленных суставов. По их мнению, 
в обобщенных работах имеется ряд методоло-
гических ошибок, что не позволяет рекомендо-
вать использование адеметионина в лечении ОА 
и требует проведения более качественных рандо-
мизированных клинических испытаний. Резуль-
таты некоторых исследований позволяют предпо-
ложить, что применение адеметионина больными 
сахарным диабетом 2 оказывает гипогликемическое 
действие. Показано, что содержание SAMe в эри-
троцитах больных СД 2 типа уменьшено по срав-
нению со здоровыми людьми. При этом выражен-
ность снижения концентрации SAMe коррелирует 
с более быстрой прогрессией диабетической нефро-
патии [21]. В экспериментальной модели диабета 
у крыс применение SAMe повышает чувствитель-
ность к инсулину [17]. В настоящем исследова-
нии не установлено гипогликемического, а также 
противовоспалительного действия адеметиони-
на при назначении больным ДАОА, его влияния 
на процесс разрушения хряща, что свидетель-
ствует об отсутствии у препарата плейотропного 
эффекта.

В заключение следует отметить, что результаты 
пилотных исследований эффективности и без-
опасности применения адеметионина у больных 
диабет-ассоциированным ОА выявили его уме-
ренное позитивное влияние только на некоторые 
клинические и функциональные показатели вы-
раженности суставного синдрома, что дает осно-
вания для проведения более крупных рандоми-
зированных клинических испытаний препарата 
у больных ОА, сочетающимся с коморбидной па-
тологией, возможно, в комбинации с другими 
препаратами с плейотропным действием. 
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1. Алексеева Л.И., Зайцева Е.М. Перспективные направления терапии остеоартроза // Научно-прак-

тическая ревматология, 2014. Т. 52, № 3. С. 247-250. [Alexeeva L.I., Zaitseva E.M. Perspective directions of 
osteoarthritis therapy. Nauchno-prakticheskaya revmatologiya = Rheumatology Science and Practice, 2014, Vol. 52, 
no. 3, pp. 247-250. (In Russ.)]

2. Анкудинов А.С. Проблемы сердечно сосудистой коморбидности при остеоартрозе // Современ-
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ОСТРАЯ ФАЗА СИСТЕМНОГО ВОСПАЛИТЕЛЬНОГО 
ОТВЕТА ПОСЛЕ ОДНОПОРТОВОЙ ЛАПАРОСКОПИЧЕСКОЙ 
ХОЛЕЦИСТЭКТОМИИ
Алекберзаде А.В., Липницкий Е.М., Бадалов Д.А.
Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова, Москва, Россия

Резюме. У 64 больных с диагнозом «хронического калькулезного холецистита», перенесших ЛХЭ, 
проследили течение острой фазы системного воспалительного ответа в раннем послеоперационном 
периоде. Их разделили на 2 группы в зависимости от способа операции: основная группа – 32 боль-
ных, перенесших однопортовую ЛХЭ, и контрольная группа – такое же количество больных, пере-
несших четырехпортовую ЛХЭ. У всех больных брали образцы крови из периферической вены за 2 ч 
до операции и через 6 ч, 24 ч и 48 ч после нее. Определяли уровни A1AT, CRP, TNFα и IL-1β. Как в 
основной, так и контрольной группе сравнение уровней A1AT после операции с его исходными по-
казателями не выявило статистически значимых различий. Сопоставление в сравниваемых группах 
показало статистически значимое повышение уровня A1AT через 24 ч после четырехпортовой ЛХЭ. 
У больных, перенесших однопортовую ЛХЭ, исходный и послеоперационные уровни CRP статисти-
чески значимо не различались. В контрольной группе его уровень оказался статистически значимо 
выше по сравнению с исходным через 6 ч после операции. При сравнении двух групп уровень CRP 
оказался статистически значимо выше у больных контрольной группы через 6 ч и 24 ч после операции. 
Послеоперационные уровни TNFα у больных после однопортовой ЛХЭ по сравнению с доопераци-
онным уровнем оказались выше, но различия не были статистически значимыми. Статистически зна-
чимое увеличение его уровня по сравнению с исходным отмечалось через 24 ч после четырехпортовой 
ЛХЭ. При сопоставлении основной и контрольной групп уровень TNFα был статистически значимо 
выше через 24 ч у больных, перенесших четырехпортовую ЛХЭ. Уровень IL-1β у больных основной 
группы до и после хирургического вмешательства статистически значимо не различался. Статисти-
чески значимое повышение его уровня по сравнению с исходным наблюдалось в контрольной груп-
пе через 24 ч после операции. Сравнение уровня IL-1β в двух группах показало его статистически 
значимое повышение через 24 ч после четырехпортовой ЛХЭ. Вышеизложенное позволяет прийти 
к выводу, что течение острой фазы системного воспалительного ответа после однопортовой ЛХЭ име-
ет особенности, заключающиеся в краткосрочной и менее выраженной воспалительной активности 
по сравнению с таковой у больных, перенесших четырехпортовую ЛХЭ.

Ключевые слова: лапароскопия, холецистэктомия, α-1-антитрипсин, С-реактивный белок, TNFα, IL-1β
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ACUTE PHASE OF SYSTEMIC INFLAMMATORY RESPONSE 
FOLLOWING A SINGLE-PORT LAPAROSCOPIC 
CHOLECYSTECTOMY
Alekberzade A.V., Lypnitskiy E.M., Badalov J.A.
First Moscow State I.M. Sechenov Medical University, Moscow, Russian Federation

Abstract. Early course of acute systemic inflammatory response after surgical intervention was traced for 
sixty-four patients with chronic calculous cholecystitis following a laparoscopic cholecystectomy (LCE). The 
patients were classified in 2 groups dependent on the surgery mode. The main group included 32 patients after 
single-port LCE, and controls that underwent four-port LCE (n = 32). Peripheral blood samples were taken 
2 h before intervention, as well as 6, 24, and 48 h after surgical treatment. of Alpha-1-antitrypsin (A1AT), 
C-reactive protein, TNFα and IL-1β levels were measured in the specimens. For A1AT, we have not found 
any significant differences between the baseline and post-surgery levels, both in main and control groups. The 
intergroup comparisons showed a statistically significant increase in A1AT levels 24 h after the 4-port LCE. The 
patients subjected to single-port LCE, exhibited similar pre- and post-surgery levels of C-reactive protein. In 
the control group, its level proved to be statistically higher against initial values 6 h after the surgery. Comparing 
the both groups, C-reactive protein was found to be significantly increased in controls 6 и 24 h after surgery. 
The post-op TNFα levels after the single-port LCE tended to increase, as compared to the baseline values. A 
statistical increase of TNF levels over initial values was noted 24 h after the 4-port LCE. Upon the intergroup 
comparisons, a significant TNF increase was revealed 24 following the 4-port LCE. IL-1β levels in the main 
group did not differ between the pre- and post-surgical period. However, its statistically significant increase to 
the initial values was revealed in controls 24 h after surgery. A comparison for IL-1β levels between the 2 groups 
has shown its significant elevation 24 h after the 4-port LCE. These data allow to conclude that a systemic 
inflammatory response as assessed by acute phase proteins in patients after a single-port LCE, is characterized 
by a shorter and less marked inflammatory reaction, as compared to the reaction in patients after the 4-port 
LCE.

Keywords: laparoscopy, cholecystectomy, α-1-antitrypsin, CRP, TNFα, IL-1β

На сегодняшний день лапароскопическая хо-
лецистэктомия (ЛХЭ) является «золотым стан-
дартом» в лечении доброкачественных заболева-
ний желчного пузыря [6]. 

После внедрения лапароскопической хирур-
гии в 1980 гг. [4], намечалась заметная тенден-
ция к переходу от открытой к ЛХЭ. Эта операция 
приобрела популярность как среди хирургов, 
так и среди пациентов благодаря ее таким не-
оспоримым преимуществам, как маленький 
разрез, уменьшение послеоперационной боли, 
сокращение срока госпитализации и быстрое 
восстановление трудоспособности по сравне-
нию с открытой холецистэктомией [3]. С конца  
1990-х гг. стала внедряться в практику однопо-
ртовая ЛХЭ [2, 5, 7]. 

Физиологические механизмы, ответственные 
за увеличение риска послеоперационных ослож-
нений, до сегодняшнего дня остаются неизучен-
ными. Стресс, инициированный хирургическим 
вмешательством, способствует, хотя транзитор-

ному, но глубокому истощению всех видов цир-
кулирующих лимфоцитов, что может привести 
к значительной послеоперационной иммуноде-
прессии [1]. Наряду с этим, повреждение клеток, 
вызванное как травмой, так и хирургическим 
вмешательством, провоцирует местные и си-
стемные воспалительные реакции, которые со-
ставляют сложную сеть молекулярных и клеточ-
ных взаимодействий. Эти изменения преследуют 
цель – ускорение возвращения к физиологиче-
скому гомеостазу и восстановлению тканей. Та-
кой ответ иммунной системы организма состоит 
как из местных реакций, так и системной акти-
вации, вызванной цитокинами. Таким образом, 
особенности системного воспалительного ответа 
играют одну из решающих ролей в течении по-
слеоперационного периода. Несмотря на важ-
ность, в анализируемой литературе не описано 
исследований, сравнивающих особенности тече-
ния системного воспалительного ответа у боль-
ных, перенесших однопортовую и четырехпор-
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товую ЛХЭ. Установление ключевых изменений 
показателей иммунного статуса могло бы помочь 
в разработке и внедрении в практику патогене-
тически обоснованного предупреждения и лече-
ния послеоперационных инфекционно-воспа-
лительных осложнений после ЛХЭ.

Целью исследования явился сравнительный 
анализ течения острой фазы системного воспа-
лительного ответа у больных, перенесших одно-
портовую и четырехпортовую ЛХЭ.

В исследование вошли 64 больных с диагно-
зом «хронического калькулезного холецистита», 
перенесших ЛХЭ. Их разделили на 2 группы в за-
висимости от способа хирургического вмеша-
тельства: 

I группа (основная) состояла из 32 больных, 
перенесших однопортовую ЛХЭ;

II группа (контрольная) состояла из такого 
же количества больных, перенесших четырех-
портовую ЛХЭ. 

У всех больных из периферической вены бра-
ли образцы крови за 2 ч до операции и через 6 ч, 24 
ч и 48 ч после нее с последующим определением 
уровней протеинов – α 1-антитрипсина (A1AT) 
и С-реактивного белка (CRP) и провоспалитель-
ных цитокинов – фактора некроза опухоли-α 
(TNFα) и интерлейкина-1β (IL-1β) острой фазы 
системного воспалительного ответа.

По основным анамнестическим и клиниче-
ским критериям, способным повлиять на ис-
следуемые показатели, между сравниваемыми 
группами статистически значимых различий 
не было. 

Для проведения статистических анали-
зов цифровых данных, полученных в ходе  
исследования, использовали программу SPSS  
(SPSS, Chicago, IL, USA). При значении p < 0,05  
различия были приняты статистически значи-
мыми. 

Анализ цифровых данных, полученных при 
измерении вышеперечисленных показателей, 
выявил следующее.

Сравнение показателей уровня A1AT после 
однопортовой ЛХЭ с его исходным показателем 
не выявило статистически значимых различий 
во всех точках измерения времени. Так, исходный 
уровень A1AT после однопортовой ЛХЭ составил 
1,88±0,67, через 6 ч после операции – 2,12±0,81 
(р = 0,201), через 24 ч – 2,13±0,73 (р = 0,159) и че-
рез 48 ч – 2,23±0,79 (р = 0,061). 

В группе больных, перенесших четырехпор-
товую ЛХЭ, наблюдалось статистически не-
значимое увеличение показателей уровня A1AT 
по сравнению с его исходным уровнем через 24 ч 
и 48 ч после операции. Так, исходный A1AT со-
ставлял 2,18±0,75, через 6 ч после хирургиче-
ского вмешательства – 2,17±0,61 (р = 0,954), 
через 24 ч – 2,59±0,98 (р = 0,065) и через 48 ч – 
2,27±0,77 (р = 0,637).

Уровни A1AT за 2 ч до операции статистиче-
ски значимо не различались у больных основ-
ной и контрольной группы, составляя 1,88±0,67 
и 2,18±0,75 (р = 0,097) соответственно. При со-
поставлении показателей уровня A1AT между 
сравниваемыми группами было обнаружено ста-
тистически значимое повышение его через 24 ч 
после операции у больных, перенесших четы-
рехпортовую ЛХЭ. Так, показатель уровня A1AT 
в основной и контрольной группах через 6 ч по-
сле операции составил 2,12±0,81 и 2,17±0,61 
(р = 0,781), через 24 ч – 2,13±0,73 и 2,59±0,98 
(р = 0,037) и через 48 ч – 2,23±0,79 и 2,27±0,77 
(р = 0,838) соответственно (табл. 1). 

Между показателями исходного и послеопе-
рационного уровня CRP у больных, перенесших 
ЛХЭ единым доступом, во всех точках измере-
ния времени статистически значимых разли-
чий выявлено не было. Так, дооперационный 
уровень CRP составлял 2,48±1,02, через 6 ч по-

ТАБЛИЦА 1. УРОВЕНЬ A1AT В СРАВНИВАЕМЫХ ГРУППАХ ДО И ПОСЛЕ ОПЕРАЦИИ (n = 64)

Показатель Группа

Время до и после операции (ч)

за 2 ч 
до операции

после операции

6 24 48 

α1-антитрипсин

основная 
(n = 32) 1,88±0,67 2,12±0,81 2,13±0,73 2,23±0,79

контрольная 
(n = 32) 2,18±0,75 2,17±0,61 2,59±0,98 2,27±0,77

р 0,097 0,781 0,037 0,838
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сле операции достиг 2,76±1,06 (р = 0,286), через 
24 ч – 2,87±1,03 (р = 0,133), а через 48 ч равнялся 
2,99±1,10 (р = 0,059). 

У больных, перенесших четырехпортовую 
ЛХЭ, показатель уровня CRP оказался стати-
стически значимо выше по сравнению с его ис-
ходным уровнем через 6 ч после операции. Так, 
исходный уровень CRP составил 2,98±1,09, через 
6 ч после операции стал 3,70±1,13 (р = 0,012), че-
рез 24 ч достиг 3,51±1,16 (р = 0,064), а через 48 ч 
составил 3,31±1,29 (р = 0,273). 

Дооперационные уровни CRP в сравнивае-
мых группах статистически значимо не разли-
чались, составляя в основной группе 2,48±1,02 
и 2,98±1,09 – в контрольной (р = 0,063). При 
сравнении уровней CRP между этими группа-
ми было обнаружено, что через 6 ч и 24 ч после 
операции показатели оказались статистически 
значимо выше у больных, перенесших четырех-
портовую ЛХЭ. Так, через 6 ч после ЛХЭ единым 
доступом и четырехпортовой ЛХЭ уровень CRP 
составил 2,76±1,06 и 3,70±1,13 (р = 0,001), через 
24 ч стал 2,87±1,03 и 3,51±1,16 (р = 0,009) и через 
48 ч – 2,99±1,10 и 3,31±1,29 (р = 0,067) соответ-
ственно (табл. 2).

Послеоперационные показатели уровня TNFα 
у больных после однопортовой ЛХЭ по сравне-

нию с дооперационными показателями оказа-
лись статистически незначимо выше во всех точ-
ках измерения времени. Так, показатель TNFα 
за 2 ч до операции составлял 3,77±1,03, через 
6 ч после однопортовой ЛХЭ оказался 4,18±1,01 
(р = 0,113), через 24 ч – 4,23±1,04 (р = 0,080), 
а через 48 ч составил 4,20±1,07 (р = 0,107). 

После четырехпортовой ЛХЭ статистически 
значимое увеличение уровня TNFα по сравне-
нию с исходным отмечалось через 24 ч после 
операции. Так, показатель уровня TNFα за 2 ч 
до операции составлял 3,86±1,08, через 6 ч после 
операции оказался 4,28±1,07 (р = 0,123), через 
24 ч достиг 6,38±1,21 (р = 0,000) и через 48 ч сни-
зился до 4,31±1,02 (р = 0,092). 

При сравнении этих показателей в основ-
ной и контрольной группах уровень TNFα был 
статистически значимо выше через 24 ч у боль-
ных, перенесших четырехпортовую ЛХЭ. Если 
уровень TNFα в группах больных, перенесших 
однопортовую и четырехпортовую ЛХЭ, за 2 ч 
до операции составлял 3,77±1,03 и 3,86±1,08 
(р = 0,734), то через 6 ч после операции достиг 
4,18±1,01 и 4,28±1,07 (р = 0,712), через 24 ч рав-
нялся 4,23±1,04 и 6,38±1,21 (р = 0,000), а через 
48 ч стал 4,20±1,07 и 4,31±1,02 (р = 0,675) соот-
ветственно (табл. 3). 

ТАБЛИЦА 2. УРОВЕНЬ CRP В СРАВНИВАЕМЫХ ГРУППАХ ДО И ПОСЛЕ ОПЕРАЦИИ (n = 64)

Показатель Группа

Время до и после операции (ч)

за 2 ч 
до операции

после операции

6 24 48 

С-реактивный 
белок

основная 
(n = 32) 2,48±1,02 2,76±1,06 2,87±1,03 2,99±1,10

контрольная 
(n = 32) 2,98±1,09 3,70±1,13 3,51±1,16 3,31±1,29

р 0,063 0,001 0,009 0,067

ТАБЛИЦА 3. УРОВЕНЬ TNFα В СРАВНИВАЕМЫХ ГРУППАХ ДО И ПОСЛЕ ОПЕРАЦИИ (n = 64)

Показатель Группа

Время до и после операции (ч)

за 2 
до операции

после операции

6 24 48

Фактор
некроза 
опухоли-α

основная 
(n = 32) 3,77±1,03 4,18±1,01 4,23±1,04 4,20±1,07

контрольная 
(n = 32) 3,86±1,08 4,28±1,07 6,38±1,21 4,31±1,02

р 0,734 0,712 0,000 0,675
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Показатели уровня IL-1β у больных до и после 
ЛХЭ единым доступом статистически значимо 
не различались. Так, уровень IL-1β за 2 ч до хирур-
гического вмешательства составлял 2,71±0,87, че-
рез 6 ч после операции стал 3,05±1,01 (р = 0,154), 
через 24 ч достиг 3,13±0,93 (р = 0,067) и через 48 ч 
равнялся 3,11±0,92 (р = 0,079). 

Статистически значимое повышение по-
слеоперационных показателей уровня IL-1β 
по сравнению с исходным было выявлено через 
24 ч после четырехпортовой ЛХЭ. Так, исходный 
уровень IL-1β был 2,83±0,98, через 6 ч после опе-
рации составил 3,04±0,96 (р = 0,390), через 24 ч 
достиг 4,92±0,97 (р = 0,000) и через 48 ч равнялся 
3,23±1,03 (р = 0,117).

При сравнении показателей уровня IL-1β 
в основной и контрольной группах они были 
статистически значимо высоки через 24 ч после 
четырехпортовой ЛХЭ. Так, уровни IL-1β за 2 ч 
до однопортовой и четырехпортовой ЛХЭ со-
ставляли 2,71±0,87 и 3,23±1,03 (р = 0,606), че-
рез 6 ч после операции – 3,05±1,01 и 3,04±0,96 
(р = 0,968), через 24 ч достигли 3,13±0,93 
и 4,92±0,97 (р = 0,000), а через 48 ч равнялись 
3,11±0,92 и 3,23±1,03 (р = 0,625) соответственно. 

Таким образом, наблюдалась тенденция к по-
вышению уровня A1AT как после однопортовой, 
так и после четырехпортовой ЛХЭ. При этом 
сравнение послеоперационных уровней A1AT 
с его исходным уровнем не выявило статистиче-
ски значимых различий во всех точках измерения 
времени в обеих группах больных. При сопостав-
лении уровня A1AT в основной и контрольной 
группах было обнаружено статистически значи-
мое повышение его через 24 ч после четырехпор-
товой ЛХЭ. 

Также наблюдалось повышение уровня CRP 
во всех точках измерения времени как после 
однопортовой, так и после четырехпортовой 
ЛХЭ. При этом между исходным и послеопера-
ционными уровнями CRP у больных, перенес-
ших однопортовую ЛХЭ, статистически значи-
мых различий во всех точках измерения времени 
выявлено не было. У больных, перенесших че-

тырехпортовую ЛХЭ, уровень CRP оказался 
статистически значимо выше по сравнению 
с исходным через 6 ч после операции. При срав-
нении уровня CRP в основной и контрольной 
группах было обнаружено, что через 6 ч и 24 ч 
после операции показатели оказались статисти-
чески значимо выше у больных, перенесших че-
тырехпортовую ЛХЭ.

Отмечалось повышение уровня TNFα по срав-
нению с его исходными показателями во всех 
точках измерения времени в обеих группах боль-
ных. При этом послеоперационные показатели 
TNFα у больных после однопортовой ЛХЭ срав-
нению с дооперационными показателями оказа-
лись статистически незначимо выше. У больных, 
перенесших четырехпортовую ЛХЭ, статистиче-
ски значимое увеличение уровня TNFα по срав-
нению с исходным отмечалось через 24 ч после 
операции. При сравнении этих показателей в ос-
новной и контрольной группах уровень TNFα 
был статистически значимо выше через 24 ч по-
сле четырехпортовой ЛХЭ. 

Выявлено повышение уровня IL-1β по срав-
нению с его исходными показателями во всех 
точках измерения времени после однопортовой 
и четырехпортовой ЛХЭ. При этом показатели 
уровня IL-1β у больных до и после однопорто-
вой ЛХЭ статистически значимо не различались. 
Статистически значимое повышение после-
операционных показателей IL-1β по сравнению 
с исходными было выявлено через 24 ч после че-
тырехпортовой ЛХЭ. При сравнении двух групп 
показатели IL-1β были статистически значимо 
высоки через 24 ч у больных, перенесших четы-
рехпортовую ЛХЭ. 

Вышеизложенное позволяет прийти к выводу, 
что течение острой фазы системного воспали-
тельного ответа после однопортовой ЛХЭ имеет 
особенности, заключающиеся в краткосрочной 
и менее выраженной воспалительной активности 
по сравнению с таковой у больных, перенесших 
четырехпортовую ЛХЭ.
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ГЕН РЕЦЕПТОРА ИНТЕРЛЕЙКИНА 28 АЛЬФА IL28RA 
И ПСОРИАЗ: АССОЦИАЦИЯ С ТЯЖЕСТЬЮ БОЛЕЗНИ 
И ВОЗРАСТОМ МАНИФЕСТАЦИИ
Галимова Э.С., Хуснутдинова Э.К.
Институт биохимии и генетики Уфимского научного центра Российской академии наук, г. Уфа, Россия

Резюме. Молекулярные основы патогенеза псориаза, хронического воспалительного дераматоза, 
остаются неясными, но основные патоморфологические изменения кожи – нарушение дифференци-
ровки и гиперпролиферация кератиноцитов, рост и расширение кровеносных сосудов и инфильтра-
ция лейкоцитов дермы и эпидермиса – обусловлены действием различных цитокинов и хемокинов, 
продуцируемых иммунными клетками. Таким образом, целью данной работы является репликатив-
ный анализ ассоциаций полиморфного варианта rs4649203 гена IL28RA с риском развития псориаза. 
В работе использованы образцы ДНК 341 больных псориазом и 407 здоровых доноров. Генотипиро-
вание полиморфного локуса rs4649203 гена IL28RA было проведено методом полимеразной цепной 
реакции в режиме реального времени с использованием CFX 96™ Real-Time Cycler (BioRad). Насто-
ящим исследованием установлено, что полиморфный вариант гена IL28RA играет важную роль как в 
патогенезе псориаза, так в клиническом течении и манифестации заболевания. Полученные резуль-
таты могут быть использованы для разработки персонифицированного подхода в тактике лечения 
пациентов.

Ключевые слова: ассоциация, псориаз, генетика, гены интерферонов лямбда, IFNλR1, IL28RA

INTERLEUKIN 28 RECEPTOR GENE ALPHA IL28RA AND 
PSORIASIS: ASSOCIATION WITH DISEASE SEVERITY AND AGE 
AT ONSET
Galimova E.S., Khusnutdinova E.K.
Institute of Biochemistry and Genetics, Ufa Scientific Center, Russian Academy of Sciences, Ufa, Russian Federation

Abstract. Molecular basis still remains unclear for psoriasis, a chronic inflammatory skin disease. It biological 
features are presented by abnormal differentiation of epidermal keratinocytes, overgrowth and dilation of blood 
vessels, and leukocyte infiltration of dermal and epidermal skin layers. These events appear to be driven, mainly, 
by various cytokines and chemokines released by activated T cell populations. The aim of this replication study 
was to determine, whether the rs4649203 SNP of IL28RA gene is associated with susceptibility to psoriasis. 
A total of 341 patients with psoriasis and 407 matched healthy controls were enrolled to carry out a case-
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control study. Genotyping was performed using a Real-Time PCR assay. Our preliminary data suggest that the 
polymorphism located in IL28RA gene, known to be related to inflammatory and immunity processes, showed 
an association with patients’ age at onset and the disease severity. The results of this study are promising, with 
respect to development of a personalized approach to psoriasis treatment. 

Key words: genetic association, psoriasis, interferon lambda genes, IFNλR1, IL28RA gene

Введение
Псориаз – распространенный хронический 

воспалительный дерматоз, который характери-
зуется гиперпролиферацией эпидермиса и нару-
шением кератинизации [1]. Проблема псориаза 
является одной из актуальных в медицине, по-
скольку заболевание широко распространено, 
а методы лечения недостаточно совершенны. 
Значимым фактором, затрудняющим разработку 
оптимальных и эффективных методов лечения 
терапии псориаза, является неясность этиоло-
гии и патогенеза заболевания, несмотря на дли-
тельную историю изучения дерматоза. Псориаз 
имеет многофакторную природу, в риск развития 
и прогрессию которой существенный вклад вно-
сят многие генетические и средовые факторы, 
а также их взаимодействие [1].

Кожа является основным барьерным орга-
ном человека, а также высокоорганизованным 
периферическим органом иммунной системы, 
обладающим большим количеством разнообраз-
ных иммунокомпетентных клеток. Это позволяет 
коже осуществлять ряд важных физиологических 
функций, поддерживающих гомеостаз орга-
низма: распознавание антигенного материала, 
его элиминацию, дифференцировку наивных 
иммунных клеток в различные эффекторные 
популяции, иммунологический контроль над 
опухолевыми клетками. Многие процессы, не-
обходимые для поддержания целостности кожи, 
в том числе антимикробная/противовирусная 
защита, заживление ран и противоопухолевый 
эффект, регулируются цитокинами [2]. В здоро-
вой коже и слизистых оболочках наблюдается 
сбалансированное содержание про- и противо-
воспалительных цитокинов, что обеспечивает 
адекватный иммунный ответ на антигенную сти-
муляцию. Многочисленные исследования де-
монстрируют, что IFNλs (интерфероны лямбда) 
члены IL-10-IFN семейства цитокинов являются 
важными регуляторами некоторых из этих про-
цессов [2, 3]. 

Изменения в генах, кодирующих интерлей-
кины, имеют большое значение для активации 
иммунокомпетентных клеток и, следовательно, 
развития патологических изменений в эпидер-
мисе. Исследованиями установлена роль гене-
тических полиморфизмов и мутаций цитокинов 
и цитокиновых рецепторов, а также компонен-
тов их сигнальных путей в патогенезе псориаза 

[4-8]. К настоящему времени, благодаря исполь-
зованию подходов анализа сцепления в семьях 
и полногеномных исследований ассоциаций 
(GWAS – genome-wide association study) в выбор-
ках здоровых и больных, достигнуты определен-
ные успехи в расшифровке молекулярно-гене-
тических механизмов развития псориаза. Одно 
из последних GWAS выявило, что аллель А поли-
морфного локуса rs4649203 гена IL28RA маркиру-
ет повышенный риск развития псориаза в евро-
пейских популяциях (OR = 1,13, p = 7 × 10-8) [9].

Репликативные исследования на независимых 
выборках позволят существенно сократить число 
как ложно-положительных, так и ложно-отрица-
тельных результатов, и тем самым подтвердить 
роль изученных генов в патогенезе многофактор-
ного заболевания. Таким образом, целью данной 
работы является репликативный анализ ассо-
циаций полиморфного варианта rs4649203 гена 
IL28RA с риском развития псориаза у русских 
Волго-Уральского региона на независимой вы-
борке. 

Материалы	и	методы
В работе использованы образцы ДНК 341 

больных псориазом, состоящих на учете и на-
ходящихся на стационарном лечении в Респу-
бликанском кожно-венерологическом диспан-
сере г. Уфа Республики Башкортостан. Выборку 
больных составили неродственные между собой 
пациенты в возрасте от 3 до 80 лет русской этни-
ческой принадлежности. 

Клиническое обследование больных для по-
становки диагноза проводилось на основе спе-
циально разработанной формализованной кар-
ты истории болезни, куда включались данные 
о возрасте, поле, национальности больного, 
анамнезе заболевания, особенностях течения, 
наследственности, провоцирующих факторах, 
ранее проводимом лечении, перенесенных и со-
путствующих заболеваниях. Клиническое обсле-
дование проведено врачами отделений, которое 
включало в себя сбор жалоб и анамнеза, физи-
кальные, лабораторные и инструментальные ме-
тоды диагностики. 

В диагностике псориатического артрита 
использовались критерии CASPAR 
(Классификация критериев псориатического 
артрита – ClASsification criteria for Psoriatic 
ARthritis), рентгенографическое исследование 
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суставов и позвоночника, а также анализ крови 
для определения ревматоидного фактора в крови 
пациента и исключения ревматоидного артрита.

Контрольная группа была сформирована 
из 407 здоровых неродственных индивидов, соот-
ветствующих выборке больных по возрасту, полу 
и этнической принадлежности (табл. 1). Забор 
крови производился на станциях переливания 
крови у здоровых доноров, отрицающих наличие 
псориаза и других аутоиммунных заболеваний 
у себя и родственников.

ДНК была выделена из лимфоцитов пери-
ферической крови методом фенольно-хлоро-
формной экстракции [10]. Генотипирование вы-
борки больных псориазом и здоровых доноров 
по полиморфному локусу rs4649203 гена IL28RA  
было проведено методом полимеразной цеп-
ной реакции в режиме реального времени 
(РТ-ПЦР) с использованием CFX 96™ Real-
Time Cycler (BioRad). 

Соответствие наблюдаемого распределения 
частот генотипов теоретически ожидаемому 
равновесному распределению по закону Хар-
ди–Вайнберга оценивали с помощью точного 
критерия Фишера [11] в программе FINNETI. 
Статистическая обработка полученных данных 
проводилась с использованием пакета приклад-
ных программ PLINK, FINNETI и MS Excel 2013 
(Microsoft). При сравнении частот аллелей и ге-
нотипов в группах больных и здоровых лиц при-
менялся критерий χ2, точный критерий Фишера 
и критерий χ2 с поправкой Йетса для таблиц со-
пряженности 2x2. Силу ассоциаций генотипиче-
ских характеристик c риском развития псориаза 

оценивали по значениям показателя отношения 
шансов (odds ratio, OR). 

Результаты	и	обсуждение
В данной работе был проведен репликатив-

ный анализ ассоциации полиморфного варианта 
rs4649203 гена IL28RA с риском развития псори-
аза у русских Волго-Уральского региона на неза-
висимой выборке. 

Сравнение распределения частот аллелей и ге-
нотипов SNP rs4649203 гена IL28RA между груп-
пой больных псориазом и контрольной выбор-
кой, c учетом степени тяжести псориаза (легкая 
и тяжелая) и манифестации болезни (I тип – до 40 
лет и II тип – после 40 лет), показало статистиче-
ски значимые различия (р <0,05) (табл.1-3). 

В общей выборке больных псориазом об-
наружена ассоциация аллеля А (p = 0,00027, 
OR = 1,56, 95% CI = 1,23-1,99) и гомозигот-
ного генотипа А/А (p = 0,0034, OR = 2,55, 95% 
CI = 1,34-4,89) rs4649203 гена IL28RA с риском 
развития псориаза (табл. 1). Также нами было 
установлено, что аллель А rs4649203 гена IL28RA 
(p = 0,0004, OR = 1,64, 95% CI = 1,24-2,16), а так-
же гомозиготный генотип А/А и маркируют по-
вышенный риск развития заболевания у больных 
с легкой степенью тяжести псориаза (p = 0,0033, 
OR = 3,13; 95% CI = 1,41-6,94) (табл. 2). Аллель 
А и гомозиготный генотип А/А rs4649203 гена 
IL28RA повышают риск развития заболевания 
как у больных с псориазом I типа (OR = 1,48, 
95% CI = 1,13-1,92; OR = 2,15, 95% CI = 1,08-
4,28 соответственно), так и II типа (OR = 2,2, 95% 
CI = 1,30-4,05; OR = 6,1, 95% CI = 0,82-4,51 со-
ответственно), но при этом повышенный риск 

ТАБЛИЦА 1. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ЧАСТОТ АЛЛЕЛЕЙ И ГЕНОТИПОВ ПОЛИМОРФНОГО ЛОКУСА rs4649203 ГЕНА IL28RA 
У БОЛЬНЫХ ПСОРИАЗОМ И ЗДОРОВЫХ ДОНОРОВ В ЦЕЛОМ

rs полиморфный вариант, ген
rs4649203, IL28RA

Частота
у больных

p (%)

Частота 
у здоровых 

доноров 
p (%)

χ2 (P-value) aOR (95%CI)

В целом N = 341 N = 407
GG 4,1 (14) 8,59 (35) 1
AG 31,37 (107) 38,57 (157) 2,49 (0,11) 1,70 (0,87-3,32)
AA 64,51 (220) 52,82 (215) 8,54 (0,003) 2,55 (1,34-4,89)
Доминантная форма наследова-
ния AA+AG versus GG

95,88 (327)
4,1 (14)

91,39 (372)
8,59 (35) 6,12 (0,01) 2,19 (1,16-4,15)

Рецессивная форма наследова-
ния AA versus GG+AG

64,51 (220)
36,47 (121)

52,82 (215)
47,16 (192) 10,42 (0,001) 0,61 (0,45-0,82)

Рисковый аллель A 80,2 (273) 72,1 (293) 13,25 (0,00027) 1,56 (1,23-1,99)

Примечание. N – численности групп, p – частота генотипа (аллеля, модели наследования), χ2 (р) – оценка достоверности 
различий по распределению частот генотипов между двумя группами, OR – отношение шансов, 95%CI – доверительный 
интервал.
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развития псориаза во втором случае был в разы 
выше (табл. 3). 

При доминантной модели наследования 
(AA+AG versus GG) носительство рискового ал-
леля А повышает риск развития болезни у боль-
ных псориазом в группе в целом (OR = 2,19, 
95%CI = 1,16-4,15) и с легкой степенью заболева-
ния (OR = 2,68, 95%CI = 1,22-5,88), тогда как при 
рецессивной (АА versus GG +AG) модели насле-
дования носительство рискового аллеля А пони-
жает риск развития болезни у больных псориазом 
в группе в целом (OR = 0,61, 95%CI = 0,45-0,82) 
и с легкой степенью тяжести заболевания 
(OR = 0,59, 95%CI = 0,42-0,83) (табл. 1-3). Таким 
образом, результаты настоящего репликативно-
го исследования подтверждают данные, полу-
ченные в ходе GWAS, которое идентифициро-
вало полиморфный локус rs4649203 гена IL28RA 
как маркер повышенного риска развития псори-
аза в европейских популяциях [9]. 

По результатам зарубежных исследований 
показана роль полиморфных вариантов гена 
IL28RA в патогенезе различных заболеваний, 
таких как псориаз [9], гепатит С и B [12, 13], си-
стемная красная волчанка [14] и аллергический 
ринит [15]. Ген IL28RA кодирует трансмембран-
ный белок, который гетеродимеризуется с другой 

субъединицей IL-10RB, связывая интерфероны 
лямбда IL-28A, IL-28B и IL-29. Ген IL28RA лока-
лизуется на хромосоме 1p36.11 и имеет семь экзо-
нов. IFNλs были впервые описаны относительно 
недавно – в 2003 г. Данное семейство интерферо-
нов включает три белка – IFNλ1 (IL-29), IFNλ2 
(IL-28A) и IFNλ3 (IL-28B) [2, 3]. Белки этого 
семейства имеют структурное сходство с IL-10-
подобными цитокинами и интерферонами I типа.

Внутриклеточная передача сигнала IFNλ 
максимально близка к сигнальной трансдукции 
IFNα и вызывает экспрессию тех же белков, при-
водя к аналогичным биологическим эффектам, 
к которым относятся противовирусное, противо-
воспалительное и противоопухолевое действия. 
IFNλs через рецепторы IFNλR активируют сиг-
нальные пути JAK-STATs (Янус-киназа, сигналь-
ный трансдуктор и активатор транскрипции) 
и MAPKs (Митоген-активируемая протеинкина-
за), индуцируя противовирусные, противоопухо-
левые, антипролиферативные и иммунные реак-
ции [2, 3].

IFNα уже нашли применение в клиниче-
ской практике в качестве иммуномодуляторов 
при заболеваниях вирусной этиологии. Фар-
мацевтические препараты на их основе ис-
пользуются для лечения ряда инфекционных 

ТАБЛИЦА 2. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ЧАСТОТ АЛЛЕЛЕЙ И ГЕНОТИПОВ ПОЛИМОРФНОГО ЛОКУСА rs4649203 ГЕНА IL28RA 
У БОЛЬНЫХ ПСОРИАЗОМ И ЗДОРОВЫХ ДОНОРОВ С УЧЕТОМ СТЕПЕНИ ТЯЖЕСТИ

rs полиморфный вариант, ген
rs4649203, IL28RA

Частота
у больных

p (%)

Частота 
у здоровых 

доноров 
p (%)

χ2 (P-value) aOR (95%CI)

Легкая степень N = 236 N = 407
GG 3,38 (8) 8,59 (35) 1
AG 31,35 (74) 38,57 (157) 3,12 (0,07) 2,06 (0,91-4,66)
AA 65,25 (154) 52,82 (215) 8,64 (0,003) 3,13 (1,41-6,94)
Доминантная форма наследования 
AA+AG versus GG

96,61 (228)
3,38 (8)

91,39 (372)
8,59 (35) 6,50 (0,01) 2,68 (1,22-5,88)

Рецессивная форма наследования 
AA versus GG+AG

65,25 (154)
34,75 (82)

52,82 (215)
47,16 (192) 9,44 (0,002) 0,59 (0,42-0,83)

Рисковый аллель A 80,9 (191) 72,1 (293) 12,51 (0,0004) 1,64 (1,24-2,16)
Тяжелая степень N = 101 N = 407
GG 5,94 (6) 8,59 (35) 1
AG 31,68 (32) 38,57 (157) 0,13 (0,72) 1,18 (0,46-3,06)
AA 62,37 (63) 52,82 (215) 1,36 (0,24) 1,70 (0,68-4,25)
Доминантная форма наследования 
AA+AG versus GG

94,06 (95) 
5,94 (6)

91,39 (372)
8,59 (35) 0,77 (0,37) 1,49 (0,61-3,64)

Рецессивная форма наследования 
AA versus GG+AG

62,37 (63)
37,62 (38)

52,82 (215)
47,16 (192) 2,98 (0,08) 0,67 (0,43-1,05)

Рисковый аллель A 43,56 (44) 72,1 (293) 3,08 (0,08) 1,38 (0,96-2,00)

Примечание. См. примечание к таблице 1.
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заболеваний, а также в некоторых протоколах 
противораковой терапии. Однако широкая рас-
пространенность рецепторов к IFNα приводит 
к многочисленным побочным эффектам, что 
в определенной степени ограничивает широ-
кое применение интерферонов этого семейства. 
По-видимому, одним из новых подходов в тера-
пии аутоиммунных, вирусных и онкозаболева-
ний можно считать создание рекомбинантных 
препаратов на основе IFNλ, поскольку вну-
триклеточная передача сигнала в данном слу-
чае практически совпадает с путем сигнальной 
трансдукции IFNα, что приводит к аналогич-
ным биологическим эффектам. Однако глав-

ным преимуществом интерферонов III типа 
является их таргетное воздействие на клетки 
иммунной и нервной систем, что может приве-
сти к снижению уровня осложнений при их ис-
пользовании в клинической практике.

Таким образом, IL28RA представляет несом-
ненный интерес как ген-кандидат для изучения 
предрасположенности к псориазу. Понимание 
генетических механизмов развития заболевания 
имеет существенное значение для определения 
подходов к профилактике псориаза в отягощен-
ных семьях, для разработки оптимальных и эф-
фективных методов терапии и персонализиро-
ванного подхода к лечению.

ТАБЛИЦА 3. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ЧАСТОТ АЛЛЕЛЕЙ И ГЕНОТИПОВ ПОЛИМОРФНОГО ЛОКУСА rs4649203 ГЕНА IL28RA 
У БОЛЬНЫХ ПСОРИАЗОМ И ЗДОРОВЫХ ДОНОРОВ С УЧЕТОМ МАНИФЕСТАЦИИ ЗАБОЛЕВАНИЯ

rs полиморфный вариант, ген
rs4649203, IL28RA

Частота
у больных

p (%)

Частота 
у здоровых 

доноров 
p (%)

χ2 (P-value) aOR (95%CI)

Тип I < 40 N = 251 N = 407
GG 4,78 (12) 8,59 (35) 1
AG 31,87 (80) 38,57 (157) 1,21 (0,27) 1,48 (0,73-3,02)
AA 63,34 (159) 52,82 (215) 4,99 (0,02) 2,15 (1,08-2,28)
Доминантная форма наследования 
AA+AG versus GG

95,22 (239)
4,78 (12)

91,39 (372)
8,59 (35) 3,41 (0,06) 1,87 (0,95-3,68)

Рецессивная форма наследования 
AA versus GG+AG

63,35 (159)
36,65 (92)

52,82 (215)
47,16 (192) 7,01 (0,008) 0,64 (0,46-0,89)

Рисковый аллель A 79,2 (198) 72,1 (293) 8,48 (0,0036) 1,48 (1,14-1,92)
Тип II > 40 N = 52 N = 407
GG 1,92 (1) 8,59 (35) 1
AG 25 (13) 38,57 (157) 1,11 (0,29) 2,89 (0,36-22,89)
AA 73,07 (38) 52,82 (215) 4,05 (0,04) 6,18 (0,82-46,51)
Доминантная форма наследования 
AA+AG versus GG

98,08 (51)
1,92 (1)

91,39 (372)
8,59 (35) 2,84 (0,091) 4,79 (0,64-35,78)

Рецессивная форма наследования 
AA versus GG+AG

73,07 (38)
26,92 (14)

52,82 (215)
47,16 (192) 7,64 (0,005) 0,41 (0,21-0,78)

Рисковый аллель A 85,6 (44) 72,1 (293) 8,61 (0,0034) 2,29 (1,30-4,05)

Примечание. См. примечание к таблице 1.
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ХАРАКТЕРИСТИКИ ИММУНОКОМПЕТЕНТНЫХ КЛЕТОК 
У БОЛЬНЫХ ХРОНИЧЕСКИМ ЛИМФОЛЕЙКОЗОМ 
НА ЭТАПЕ ДИАГНОСТИКИ
Исаева Н.В., Зайцева Г.А., Докшина И.А. 
ФГБУН «Кировский научно-исследовательский институт гематологии и переливания крови» Федерального 
медико-биологического агентства, г. Киров, Россия

Резюме. Исследованы параметры иммунного статуса у 140 больных хроническим лимфолейкозом. 
Показано, что уже на этапе диагностики группа больных хроническим лимфолейкозом является раз-
нородной по состоянию иммунологической защиты, а именно по численности иммунокомпетент-
ных клеток в периферической крови. Трактовка их количественных характеристик по общеприня-
тым правилам в большинстве случаев достаточно затруднительна. Приведены обоснования того, что 
наиболее информативным параметром клеточного иммунитета может быть число активированных 
Т-лимфоцитов и NK-клеток. Продвинутость опухолевого процесса имеет тесную ассоциативную 
связь только с одним из исследованных параметров – с соотношением клеток CD4+/CD8+.

Ключевые слова: хронический лимфолейкоз, Т-лимфоциты, NK-клетки, соотношение CD4+/CD8+

FEATURES OF IMMUNOCOMPETENT CELLS IN THE PATIENTS 
WITH CHRONIC LYMPHOCYTIC LEUKEMIA AT PRIMARY 
DIAGNOSIS 
Isaeva N.V., Zaitseva G.A., Dokshina I.A.
Kirov Research Institute of Hematology and Blood Transfusion, Federal Medical-Biological Agency, Kirov, Russian 
Federation

Abstract. Some basic parameters of immune profile have been investigated in 140 patients with chronic 
lymphocytic leukemia (CLL). There was shown that the cohort of CLL patients is heterogeneous for their immune 
profile as early as at primary diagnosis stage, showing sufficient differences in the numbers of immunocompetent 
cells in peripheral blood. In most cases, the interpretation of appropriate quantitative characteristics is quite 
difficult, if based on the conventional criteria. The numbers of activated T-lymphocytes and NK-cells were 
proven to be the most informative parameters of cellular immunity in this cohort. Progression of leukemic events 
shows a close association with only a single parameter under study, i.e., CD4+/CD8+ cell ratio.

Keywords: chronic lymphocytic leukemia, Т-lymphocytes, NK-cells, proportion CD4+/CD8+
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Введение
Хронический лимфолейкоз (ХЛЛ) является 

неоднородным заболеванием, что подтвержде-
но клиническими, морфологическими и цито-
генетическими исследованиями. Больным ХЛЛ 
уже на донозологических этапах заболевания 
свойственна повышенная подверженность ин-
фекционно-воспалительным процессам, при-
соединение аутоиммунных осложнений и недо-
статочность противоопухолевого иммунитета [1]. 
Патогенез ХЛЛ до конца не раскрыт. В настоящее 
время интенсивно изучаются аспекты взаимодей-
ствия лейкемических клеток с микроокружением, 
что обеспечивает их выживание, пролиферацию, 
резистентность к действию проапоптотических 
стимулов [2]. Не исключено влияние клеток им-
мунной системы на разнообразие проявлений 
лейкозного процесса [3]. Это послужило поводом 
для проведения настоящего исследования.

Цель работы состояла в изучении информа-
тивности принятых характеристик иммуноком-
петентных клеток для оценки состояния иммун-
ной защиты больных ХЛЛ на этапе диагностики 
заболевания, а также в исследовании взаимосвя-
зей этих параметров с некоторыми клинико-ла-
бораторными показателями пациентов.

Материалы	и	методы
Объект наблюдения
Под наблюдением находилось 140 больных 

ХЛЛ, их возраст варьировал от 50 до 79 лет. Ис-
следование выполнено в период первичного 
обращения пациентов, то есть на момент диа-
гностики. Определение стадии заболевания про-
водилось соответственно классификации J. Binet. 
Распределение больных по стадиям было следую-
щим: со стадией А – 72 человека, c В – 60, c С – 8.

В качестве контрольной группы взята когорта 
из 25 практически здоровых лиц, сопоставимых 
с наблюдаемыми по возрасту и полу.

Клеточные факторы иммунитета
Материалом для исследования являлись об-

разцы периферической крови, стабилизиро-
ванные К3ЭДТА. Иммунологические реакции 
проводили с трехпараметрическими и двухпара-
метрическими моноклональными антителами 
(производство: Франция, «IMMUNOTECH»). 
Идентифицировали и подсчитывали процент 
иммунокомпетентных клеток: Т-лимфоцитов 
(по фенотипу CD3+CD19-), В-лимфоцитов 
(CD3-CD19+), Т-хелперов (CD3+CD4+), 
Т-цитотоксических (CD3+CD8+), Т-лимфоцитов 
с функцией натуральных киллеров, или Т-NK-
лимфоцитов (CD3+CD(16+56)+), поздних акти-
вированных Т-лимфоцитов (CD3+HLA-DR+); 
цитотоксических лимфоцитов, не относящих-
ся к Т-линии и имеющих функции «серийных 
убийц» (CD3-CD8+); натуральных киллеров (CD3-

CD(16+56)+). Абсолютное число названных клеток 
определяли методом пересчета. Вычисляли соот-
ношения клеток: Т-лимфоциты/В-лимфоциты 
(Т/В) и Т-хелперы/Т-цитотоксические (СD4+/
СD8+). Следует отметить, что метод оценки, ис-
пользуемый нами для определения этих показа-
телей в 2010-2014 годах, проходил внешний кон-
троль качества в Федеральной системе внешней 
оценки качества.

Общий анализ крови, миелограмма
При анализе результатов исследований учиты-

вались некоторые данные, входящие в план стан-
дартного обследования каждого больного ХЛЛ: 
параметры общего анализа крови (число лейко-
цитов, лимфоцитов, эритроцитов, тромбоцитов, 
уровень гемоглобина) и миелограммы (клеточ-
ность костного мозга и содержание лимфоидных 
элементов в пунктате).

Статистический анализ. При анализе индиви-
дуальных отклонений изучаемых иммунологиче-
ских параметров принимали во внимание сдвиги 
в пределах 1,5 Ϭ от среднего значения, поскольку 
именно этот диапазон считается наиболее ин-
формативным для диагностики иммунодефицит-
ных состояний [4]. Для межгруппового сравне-
ния использовали непараметрический критерий 
Манна–Уитни, показатель достоверности p, ко-
эффициент корреляции Спирмена r; оценку раз-
личий производили по общепринятому порогу 
значимости – р ≤ 0,05.

Описательная статистика представлена медиа-
ной (Me), 25 и 75 квартилями (Q25, Q75).

Результаты
Количественные характеристики иммунокомпе-

тентных клеток при ХЛЛ на этапе диагностики
При анализе образцов крови больных ХЛЛ 

методом проточной цитометрии был локали-
зован лимфоцитарный полигон. Он содержал 
клетки с низкими значениями гранулярности. 
В подавляющем большинстве образцов показа-
тели размера клеток были малыми или средни-
ми и в очень редких случаях (в 2%) – крупными. 
Определение их линейной принадлежности по-
казало, что относительное содержание Т- и NK-
лимфоцитов значительно варьировало, напри-
мер, для Т-лимфоцитов диапазон значений 
составил 0,5-43,0%, а для натуральных килле-
ров – 0,6-19,3%. На долю В-лимфоцитов (CD3-

CD19+) приходилось 45,1-97% клеток. В отноше-
нии результатов исследования всех образцов был 
применен аналитический внутрилабораторный 
контроль качества путем подсчета контрольной 
суммы «Т + B + NK». Для всех без исключения 
образцов эта контрольная сумма соответствовала 
рекомендуемому критерию 100±5%. 

Соотношение Т/В в наблюдаемой группе 
больных варьировало от 0,5 до 2,3 и значительно 
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отклонялось в сторону понижения от такового 
в группе сравнения: 1,5 (1,1; 1,9) против 4,9 (3,6; 
5,6), p = 0,001. Детальное изучение В-лимфоцитов 
показало, что основная их масса имела абберант-
ный фенотип: на поверхности клеток значитель-
но преобладала экспрессия одной из цепей имму-
ноглобулинов (каппа или лямбда) и наблюдалась 
выраженная коэкспрессия маркеров CD5, CD23.

В таблице 1 представлены среднестатистиче-
ские значения процентного и абсолютного чис-
ла изученных типов лимфоцитов в общей группе 
больных ХЛЛ и в группе сравнения.

У больных наблюдается значимое сни-
жение относительного содержания в крови 
Т-лимфоцитов и их основных субпопуляций 
(Т-хелперов и Т-цитотоксических лимфоци-
тов), T-NK-клеток и поздних активированных 
Т-лимфоцитов, натуральных киллеров и СD8+ 
лимфоцитов с многократным цитотоксическим 
действием. Что касается среднестатистических 
значений абсолютного содержания в крови 
изучен ных видов лимфоцитов, то все они, кроме 
СD3+/HLA-DR+ лимфоцитов, были существенно 
выше нормы.

В группе сравнения для каждого абсолютно-
го значения исследуемого показателя мы рас-
считали диапазоны значений, соответствующие 
M±1,5 SD. Представляло интерес проанализиро-
вать число лимфоидных популяций на индивиду-
альном уровне в наблюдаемой группе пациентов. 
Как видно из таблицы 2, среди больных ХЛЛ при-
сутствовали лица как со снижением абсолютной 
численности Т- и NK-лимфоцитов, так и с нор-
мальным и повышенным числом этих клеток.

Проведен анализ числа лиц с понижением 
количества лимфоидных иммунокомпетентных 
клеток. Относительно редко у больных регистри-

ровалось понижение содержания Т-лимфоцитов, 
Т-хелперов, цитотоксических Т-лимфоцитов 
и NK-клеток с многократным цитотоксическим 
эффектом. Наиболее часто выявлялось пониже-
ние количества NK, T-NK-клеток и поздних ак-
тивированных Т-клеток (ниже 192, 65 и 10 клеток 
на мкл соответственно).

Только у 15,9% больных соотношение клеток 
CD4+/CD8+ укладывалось в принятые нормати-
вы. Как видно из таблицы 1, его среднестатисти-
ческое значение в наблюдаемой группе больных 
не отличалось от нормы. Следует добавить, что 
варьирование этого параметра у больных ХЛЛ 
было достаточно широким (0,6-3,5).

Выраженное большинство среди больных 
ХЛЛ на этапе диагностики составляли лица 
с нормальным или повышенным абсолютным 
числом иммунокомпетентных клеток. Следует 
отметить, что у части больных увеличение числа 
этих клеток было многократным.

Взаимозависимость количественных характери-
стик Т-лимфоцитов, их субпопуляций и NK-клеток 
с некоторыми клинико-лабораторными параметра-
ми у больных ХЛЛ

Были проведены расчеты по выявлению за-
кономерностей содержания в крови изучавших-
ся видов лимфоцитов с клинико-лабораторными 
данными у больных.

Не установлено значимой связи между на-
званными параметрами и возрастом больных.

Большинство этих показателей, выраженных 
в процентах, находилось в обратной корреляци-
онной связи с абсолютным содержанием в пе-
риферической крови лимфоидных элементов, 
исключение составило число одной малой попу-
ляции Т-лимфоцитов – T-NK-клеток.

ТАБЛИЦА 1. СОДЕРЖАНИЕ Т-ЛИМФОЦИТОВ И NK-КЛЕТОК У БОЛЬНЫХ ХЛЛ НА ЭТАПЕ ДИАГНОСТИКИ

Показатели Группа сравнения
Me (Q25; Q75)

Больные ХЛЛ
Me (Q25; Q75)

р

CD3+CD19-, % 78,5 (71,6; 83,5) 12,8 (8,5; 18,2) 0,000
CD3+CD19-, клеток в мкл 1460 (1215; 1601) 2626 (1816; 3742) 0,000
CD3+CD4+, % 39,5 (36,9; 48,0) 6,1 (3,3; 9,7) 0,000
CD3+CD4+, клеток в мкл 803 (661; 941) 1598 (1135; 2141) 0,000
CD3+СD8+, % 26,3 (23,3; 32,7) 5,1 (3,3; 7,9) 0,000
CD3+CD8+, клеток в мкл 513 (358; 689) 944 (583; 1440) 0,002
T-NK CD3+(16+56)+, % 3,7 (1,8; 7,1) 0,7 (0,3; 1,8) 0,002
T-NK CD3+(16+56)+, клеток в мкл 71 (29; 151) 208 (73; 347) 0,013
CD3+HLA-DR+, % 1,0 (0,5; 1,4) 0,3 (0,01; 0,8) 0,003
CD3+HLA-DR+, клеток в мкл 18 (10,27) 37 (3; 176) 0,198
CD3-CD8+, % 3,6 (3,2; 6,8) 1,0 (0,6; 1,4) 0,000
CD3-CD8+, клеток в мкл 86 (58; 142) 169 (112; 322) 0,009
CD3-CD(16+56)+, % 11,5 (9,3; 18,0) 2,6 (1,3; 4,5) 0,000
CD3-CD(16+56)+, клеток в мкл 181 (127; 383) 500 (201; 811) 0,015
Соотношение CD4+/CD8+ 1,77 (1,27; 1,94) 1,34 (0,82; 2,25) 0,601
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Найдена статистически значимая прямая 
корреляционная связь между абсолютным со-
держанием клеток с фенотипами CD3+CD19-, 
CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD3+CD(16+56)+, CD3-

CD8+ с одной стороны и общим и В-клеточным 
лимфоцитозом крови с другой. Только абсо-
лютные значения поздних активированных 
Т-лимфоцитов (фенотип: CD3+HLA-DR+) и NK-
клеток (фенотип: CD3+CD(16+56)+) оказались 
не связанными с абсолютным лимфоцитозом.

Было обнаружено, что у больных с большей 
выраженностью общего и В-клеточного лимфо-
цитоза крови регистрируются более низкие зна-
чения соотношения клеток CD4+/CD8+ (суще-
ственная отрицательная корреляционная связь: 
r = -0,38, p < 0,01).

Абсолютные значения CD3+CD19-, CD3+CD4+, 
CD3+CD8- лимфоцитов находились в прямой 
корреляционной связи с уровнем лимфоцитар-
ной инфильтрации костного мозга. Для других 
подвидов изученных нами Т-лимфоцитов и NK-
клеток такой связи не было установлено. 

Проанализировали корреляционную связь 
между числом изучаемых видов лимфоцитов 
в крови у больных ХЛЛ и содержанием тромбо-
цитов и эритроцитов. Из всех показателей зна-

чимая прямая корреляционная зависимость 
была выявлена для соотношения клеток CD4+/
CD8+ как с содержанием тромбоцитов в крови 
(r = 0,35, р < 0,05), так и с количеством эритроци-
тов (r = 0,32, р < 0,05).

Интегральным показателем состояния опу-
холевого процесса является его стадия. В основе 
стадирования лежит оценка уровня лейкоцитоза, 
лимфоцитоза, размеров лимфатических узлов, 
наличия цитопений [5]. Исследование изучае-
мых параметров у больных в зависимости от ста-
дии заболевания показало, что значимое отличие 
в группах больных в сравнении с нормой было 
выявлено только по соотношению CD4+/CD8+. 
У больных со стадией А оно было выше нормы, 
на стадии В совпадало с нормативным значени-
ем, а на стадии С оказалось существенно более 
низким (рис. 1).

Обсуждение
Получены удовлетворительные результаты 

по аналитическому внутрилабораторному кон-
тролю качества лабораторного исследования ос-
новных популяций лимфоцитов в крови больных 
ХЛЛ [6]. Следовательно, при работе с образцами 
крови этих больных стандартная методика иден-
тификации и подсчета процента Т-, В- и NK-
лимфоцитов в проточной цитофлуориметрии яв-
ляется точной и вполне применимой (адекватны 
методы лизирования эритроцитов, гейтирования 
лимфоидной популяции, выбора моноклональ-
ных антител).

Поскольку CD3-CD19+ лимфоциты при ХЛЛ 
имеют абберантный фенотип, то количество этих 
клеток у больных не может расцениваться как ха-
рактеристика гуморального звена иммунитета. 
По этой же причине расчетный параметр «соот-
ношение Т/В» не рекомендуется рассматривать 
как показатель преобладания клеточных или гу-
моральных иммунных реакций организма боль-
ного. Возможный подход к оценке неопухолевых 

ТАБЛИЦА 2. ЧАСТОТА ОТКЛОНЕНИЙ КОЛИЧЕСТВА ПОДВИДОВ Т-ЛИМФОЦИТОВ И NK-КЛЕТОК ОТ ДИАПАЗОНА 
НОРМЫ

Показатель Диапазон нормы 
(клеток в мкл)

Частота, %
снижение соответствует норме повышение

CD3+СD19- 1260-1620 6,7 8,9 84,4
СD3+CD4+, 720-897 6,7 15,6 77,7
CD3+CD8+ 460-690 15,6 17,8 66,6
CD4+/CD8+ 1,42-1,83 47,7 15,9 36,4
CD3-CD8+ 77-13 15,4 23,1 61,5
CD3-CD(16+56)+ 192-340 22,2 17,8 60,0
CD3+(16+56)+ 65-123 22,2 11,2 66,6
CD3+HLA-DR+ 10-36 40,8 6,8 52,4

Рисунок 1. Соотношение CD4+/CD8+ при разных стадиях 
ХЛЛ

Стадия А Стадия В Стадия С Группа 
сравнения
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В-лимфоцитов при ХЛЛ был ранее сообщен в ли-
тературе [7]. При этом обращено внимание на то, 
что при его применении результаты имеют весь-
ма приблизительный характер. Следовательно, 
метод оценки гуморального звена иммунитета 
при ХЛЛ требует дальнейшей разработки.

Преобладающие в периферической крови 
опухолевые В-лимфоциты не отличаются от не-
трансформированных лимфоцитов ни по мор-
фологическим, ни по цитометрическим харак-
теристикам. Поэтому существенное снижение 
в крови процентного содержания Т-лимфоцитов, 
их субпопуляций, NK-клеток при ХЛЛ является 
вполне ожидаемым результатом. Представлен-
ные данные убеждают в том, что для избежания 
ложных интерпретаций иммунограммы у боль-
ных ХЛЛ на этапе диагностики нецелесообраз-
но опираться на процентные значения содержа-
ния Т-лимфоцитов, их субпопуляций, подвидов 
и NK-клеток. Такой же подход может приме-
няться при оценке иммунокомпетентных клеток 
у больных ХЛЛ в рецидиве заболевания, а также 
у больных В-клеточными хроническими лим-
фопролиферативными заболеваниями в стадии 
лейкемизации. Требуется дальнейшее совершен-
ствование лабораторных методов прицельного 
анализа состояния иммунокомпетентных клеток 
у больных ХЛЛ. Примером такого подхода может 
служить метод оценки интерферон-гамма-се-
кретирующих Т-лимфоцитов непосредственно 
в крови этих больных [8].

Число больных ХЛЛ с пониженным абсолют-
ным содержанием Т- и NK-лимфоидных популя-
ций составляет выраженное меньшинство. Учи-
тывая функциональную значимость названных 
клеток, именно эти лица в первую очередь могут 
рассматриваться как группа риска по присоеди-
нению инфекционных осложнений, снижению 
противоопухолевой защиты и прогрессированию 
заболевания.

Увеличение числа Т-лимфоцитов, их субпо-
пуляций и подвидов, NK-клеток при рассматри-
ваемом заболевании может быть связано с уг-
нетением в этих клетках механизмов апоптоза. 
Другая возможная причина наблюдаемого явле-

ния состоит в усилении сигналов пролиферации, 
поступающих от опухолевых клеток. Известно, 
что опухолевые клетки способны дополнительно 
синтезировать цитокины, усливающие проли-
ферацию Т-лимфоцитов и NK-клеток, в первую 
очередь – IL-6, IL-7, IL-10, IFNγ [9]. Кроме того, 
нарастание числа Т- и NK-клеток возможно 
за счет паракринных регулирующих реакций. Со-
гласно полученным данным, сигналы усиления 
пролиферации в меньшей степени затрагивают 
NK-клетки. Численность поздних активиро-
ванных Т-лимфоцитов в периферической крови 
тоже не связана с опухолевой массой.

Интерпретация результатов исследования 
у лиц с нормальным и повышенным числом ука-
занных видов лимфоцитов не эффективна, по-
этому необходим поиск информативных тестов 
оценки функциональной активности иммуно-
компетентных клеток. Работы эксперименталь-
ного характера показали, что клеткам ХЛЛ прису-
щи признаки иммуногенности [10]. В то же время 
имеются сообщения о том, что иммунная недо-
статочность базируется на функциональной не-
полноценности названных клеток [11-14]. Сле-
довательно, нельзя исключать присутствие лиц 
с иммунной недостаточностью и среди больных 
ХЛЛ с нормальным и повышенным числом им-
мунокомпетентных клеток.

Наличие корреляционных взаимо связей ко-
личественных характеристик Т- и NK-лим фо-
цитов, а также соотношения клеток CD4+/CD8+  
с клинико-лабораторными параметрами боль-
ных ХЛЛ уже в дебюте заболевания говорит 
о значимости иммунологических механизмов 
для характера течения ХЛЛ. Несмотря на от-
сутствие выраженных взаимосвязей изученных 
показателей непосредственно с уровнем лимфо-
цитарной инфильтрации костного мозга, впол-
не очевидно, что развитие эритроцитопении 
и тромбоцитопении у больных ХЛЛ сопряжено 
с нарушением иммунорегуляции, а именно вы-
раженность цитопений сопровождается пониже-
нием соотношения клеток CD4+/CD8+. Только 
для этого показателя была подтверждена тесная 
ассоциативная связь с факторами продвинуто-
сти опухолевого процесса.
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ОСОБЕННОСТИ ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНТНОЙ АКТИВНОСТИ 
НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ У БОЛЬНЫХ 
МИЕЛОМНОЙ БОЛЕЗНЬЮ G-ФОРМЫ В ЗАВИСИМОСТИ 
ОТ СТАДИИ ЗАБОЛЕВАНИЯ
Смирнова О.В., Манчук В.Т., Агилова Ю.Н.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт медицинских проблем Севера» СО РАМН, г. Красноярск, Россия

Резюме. Целью работы явилось изучение особенностей функциональной активности нейтро-
фильных гранулоцитов крови больных ММ G-формы, в зависимости от стадии заболевания. При 
этом оценивались следующие параметры: время выхода кривой на максимум интенсивности хеми-
люминесценции, максимальное значение интенсивности хемилюминесценции, площадь кривой 
хемилюминесценции. Для усиления «респираторного взрыва» добавляли, люминол, а индуктором 
служил зимозан. Усиление хемилюминесценции оценивали по соотношению площади индуциро-
ванной к площади спонтанной хемилюминесценции и обозначали индексом активации. Возникно-
вение и прогрессирование ММ в организме человека сопровождается нарушением функциональных 
свойств нейтрофилов. У больных ММ на II и III стадии достоверно выше показатели спонтанной 
продукции АФК относительно контроля. Индуцируемая продукция АФК нейтрофилами также по-
вышается во всех исследуемых группах относительно спонтанной продукции и контрольных пара-
метров, что доказывает роль нейтрофильных гранулоцитов не только как клеток первой линии не-
специфической противомикробной защиты, но и как цитотоксических эффекторов на опухолевые 
клетки.

Ключевые слова: множественная миелома, нейтрофильные гранулоциты, хемилюминесция

CHARACTERISTICS OF NEUTROPHIL CHEMILUMINESCENCE 
IN PATIENTS WITH TYPE G MULTIPLE MYELOMA AT 
DIFFERENT STAGES OF THE DISEASE
Smirnova O.V., Manchuk V.T., Agilova Yu.N. 
Institute of Medical Problems of the North, Siberian Branch, Russian Academy of Medical Sciences, Krasnoyarsk, 
Russian Federation

Abstract. The aim of present work was to study some activation features of neutrophilic granulocytes 
from peripheral blood of the patients with G type of multiple myeloma (MM), as depending on clinical 
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stage of the disorder. In this study, a number of parameters were evaluated, as follows: time dynamics of the 

up-to-maximum luminescence increase; maximal luminescence levels, areas under the curves (AUC) for 

the dynamic luminescence registration. Zymosan was used as chemiluminescence inducer, and luminol, as 

enhancer of the “respiratory burst”. The chemiluminescence enhancement was assessed as a ratio of AUC 

values corresponding to induced-to-spontaneous chemiluminescence being denoted as an ‘activation index’. 

The onset and progression of MM in humans was accompanied by disturbance of neutrophil functions. 

MM patients at stage II and III exhibited a significant increase of spontaneous ROS production relative 

to controls. The inducible ROS production by neutrophils was also increased in all groups, as compared 

with spontaneous production and and control parameters, thus arguing for a distinct role of neutrophils, as 

potentially cytotoxic effectors against tumor cells, along with their basic function of nonspecific antimicrobial 

protection.

Keywords: multiple myeloma, neutrophilic granulocytes, chemiluminescence

Введение
Множественная миелома (ММ) – хрони-

ческий гемобластоз, субстратом которого яв-

ляются атипичные плазматические клетки, 

синтезирующие парапротеин. В зависимости 

от класса производимого иммуноглобулина 

ММ делятся на G-миеломы (55-65% всех мие-

лом), А-миеломы (20-25%), D-миеломы (2-5%), 

Е-миеломы и М-миеломы (0,5% случаев) [1]. 

ММ поражает чаще людей в пожилом возрасте, 

составляет 10% среди всех гемобластозов. Бо-

лезнь регистрируется во всех странах мира у лю-

дей всех рас, при этом частота ММ составляет 

в среднем 1,2-3,2 случая на 100 тысяч населения 

в год [1, 5]. 

В патогенезе ММ G-формы наблюдается бес-

контрольный синтез моноклонального пара-

протеина класса IgG, который инфильтрирует 

красный костный мозг, костную ткань, почки, 

формируя клиническую картину распространен-

ного заболевания. 

В последние годы наблюдается тенденция 

к увеличению случаев заболеваний ММ, а так-

же наблюдается абсолютный рост госпитализа-

ций [6]. Одним из факторов, обусловливающим 

развитие онкологического заболевания, являет-

ся снижение реактивности иммунной системы. 

Иммунодефицитное состояние организма опре-

деляет развитие злокачественной опухоли, при 

этом сама опухоль способствует развитию и про-

лонгации иммунной супрессии [2]. Нейтрофиль-

ные гранулоциты занимают одну из наиболее 

важных позиций в гуморально-клеточном имму-

нитете. Являясь клетками первой линии неспец-

ифической противомикробной защиты, активно 

участвуют в воспалении, являясь не только фаго-

цитами, но и эффекторами каскадных реакций, 

обеспечивающих развитие воспаления, обладают 

цитотоксическим действием на опухолевые клет-

ки, способствуя противоопухолевой резистент-

ности организма. Особенности функциональ-

ной активности нейтрофильных гранулоцитов 

влияют на иммунологическую защиту организма 

в целом. При гемобластозах наблюдаются нару-

шения в системе клеточно-гуморального имму-

нитета [3, 4], способствующие возникновению 

и развитию инфекционных осложнений. При 

ММ инфекционные заболевания занимают вто-

рое место и встречаются у большинства больных. 

В связи с этим целью нашей работы явилось из-

учение особенностей функциональной актив-

ности нейтрофильных гранулоцитов крови боль-

ных ММ G-формы, в зависимости от стадии 

развития заболевания. 

Материалы	и	методы
Отбор больных для исследования осущест-

влялся методом случайной выборки по мере 

госпитализации в гематологическое отделение 

Краевой клинической больницы № 1 г. Красно-

ярска в период с 2011 по 2012 г. При поступле-

нии врачами гематологами у больных собирался 

анамнез и анализировались данные объективно-

го осмотра, отражающие их общее состояние. 

Больных ММ дифференцировали по ста-

диям заболевания согласно Международной 

классификации – International Staging System 

(ISS) (2005 г.). Данная классификация основа-

на на линейной зависимости между содержа-
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нием М-белка и клеточной опухолевой массой 

у больных. При ММ II стадии происходит на-

растание массы опухоли, характерны следую-

щие показатели: уровень гемоглобина (Hb) – 

85-100 г/л, IgG – 50-70 г/л. При ММ III стадии 

наблюдается увеличение массы опухоли, ха-

рактерны гиперкальциемия, остеолитические 

процессы и следующие показатели: Hb < 85 

г/л, IgG > 70 г/л. 

Среди 100 обследованных больных ММ – 

мужчин 38%, женщин 62%. Средний воз-

раст мужчин составлял 60 лет ±2,3 года (от 47 

до 73 лет), женщин – 61 год ±3,7 года (от 43 

до 76 лет). У 85% человек регистрировались те 

или иные инфекционные осложнения при по-

ступлении.

Контрольную группу составили 100 практи-

чески здоровых добровольцев, сопоставимых 

по полу и возрасту с группой обследованных 

больных. Всем больным венозная кровь бралась 

утром натощак из локтевой вены в пробирки с ге-

парином, при поступлении в стационар, до на-

значения патогенетической терапии. 

Обследование больных и практически здо-

ровых добровольцев проводилось с разрешения 

этического комитета ФГБУ «НИИ медицинских 

проблем Севера» СО РАМН, при этом каждый 

участник подписывал форму информированного 

согласия на обследование. 

В качестве метода изучения использовал-

ся хемилюминесцентный анализ спонтанной 

и индуцированной продукции активных форм 

кислорода (АФК) нейтрофильными грануло-

цитами больных ММ в зависимости от стадии 

заболевания (De Sole P. et al., 1983). Оценку 

спонтанной и индуцированной хемилюми-

несценции осуществляли в течение 90 ми-

нут на 36-канальном хемилюминесцентном 

анализаторе «CL 3606» (Россия). Регистра-

ция результатов и управление анализатором 

ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ АКТИВНОСТИ НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ У БОЛЬНЫХ ММ В ЗАВИСИМОСТИ 
ОТ СТАДИИ ЗАБОЛЕВАНИЯ

Показатели
Контроль, N = 118

(1)
Стадия II, N = 65

(2)
Стадия III, N = 35

(3)

Ме Q25-Q75 Ме Q25-Q75 Ме Q25-Q75

Tmax спонтанная 975 211-1510 884 564-1366 752 444-1374

Imax спонтанная
7720 3000-

19000 23270 7630-
53232 26500 1572-

51480

p1 < 0,001 p 1 < 0,021

Squr спонтанная (*106)
0,22 0,15-0,54 3,2 0,37-6,1 2,3 0,14-3,7

p 1 < 0,001 p 1 < 0,001

Tmax индуцированная 1102,5 872-1800 1060 733-1819 1020 769-1407

Imax индуцированная
17270 8000-

42840 56584 23973-
99928 49312 915-

102201

p 1 < 0,001 p 1 < 0,001

Squr индуцированная (*106)
0,4 0,15-0,95 7,17 1,2-10,6 5,4 0,11-8,09

p 1 < 0,001 p 1 < 0,003

Индекс активации
1,3 0,9-2,0 2 3-1 2 1,2-2

p 1 < 0,007

Примечание. р1 – статистически достоверные различия с величиной контрольных показателей; р2 – --/- с величиной 
показателей больных ММ.
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осуществлялись через персональный ком-

пьютер. Определялись следующие характе-

ристики: время выхода кривой на максимум 

интенсивности хемилюминесценции (Tmax), 

максимальное значение интенсивности хеми-

люминесценции (Imax), площадь кривой хе-

милюминесценции (S). В качестве усилителя 

хемилюминесценции использовали люминол. 

Индуктором респираторного взрыва служил 

опсонизированный зимозан. Усиление хеми-

люминесценции, индуцированной опсони-

зированным зимозаном, оценивали по соот-

ношению площади индуцированной (Sинд) 

к площади спонтанной (Sспонт) хемилюми-

несценции и обозначали индексом активации. 

По результатам проведенных исследований 

в пакете электронных таблиц MS Excel была 

сформирована база данных, на основе которой 

с помощью прикладных программ Statistica 8,0 

производился статистический анализ. Вычис-

лялись медиана (Me) и персентили (Q25-Q75). 

Статистическую достоверность выборок про-

изводили с помощью критериев Манна–Уит-

ни. Различия между группами считались 

статистически значимыми при р < 0,05 [5]. Ре-

зультаты статистической обработки сведены 

в таблице 1.

Результаты	и	обсуждение
Люминол-зависимая хемилюминесценция 

формируется в системе миелопероксидазы и от-

ражает суммарную активность кислородных 

и других радикалов. 

Хемилюминесцентный анализ функциональ-

ной активности нейтрофильных гранулоцитов, 

показал, что на II и III стадии у больных ММ 

отмечается увеличение интенсивности хемилю-

минесценции приблизительно в 3,01 раза на II 

стадии и в 3,43 раза при III стадии заболевания 

по сравнению с контролем. Площадь кривой 

спонтанной хемилюминесценции у больных ММ 

увеличивалась в 14,54 раза на II стадии и в 10,45 

раза на III стадии относительно контроля. При 

этом не было достоверных изменений в функцио-

нальной активности нейтрофильных гранулоци-

тов на II и III стадии заболевания. Особенности 

спонтанной хемилюминесцентной активности 

нейтрофильных гранулоцитов при ММ, веро-

ятно, обусловлены наличием злокачественного 

онкологического заболевания и инфекционны-

ми осложнениями, которые регистрировались 

у большинства больных. 

После индукции хемилюминесцентного от-

вета опсонизированным зимозаном у больных 

ММ отмечалось увеличение интенсивности хе-

милюминесценции в 3,28 раза на II стадии, в 2,85 

раза на III стадии относительно контроля, при 

этом в сравнении со спонтанной хемилюминес-

ценцией регистрировалось усиление «свечения» 

в 2,43 раза на II стадии, и в 1,86 раза на III ста-

дии. Площадь кривой индуцированной хемилю-

минесценции увеличивалась в 17,95 раза на II 

стадии и в 13,5 раза на III стадии по сравнению 

с контрольной группой. При этом в сравнении 

со спонтанной хемилюминесценцией площадь 

кривой индуцированной хемилюминесценции 

увеличивалась в 2,24 раза на II стадии и в 2,34 

раза на III стадии. 

Индекс активации у больных ММ при II ста-

дии заболевания увеличивался в 1,54 раза относи-

тельно контрольной группы, что свидетельствует 

о несбалансированной работе нейтрофильных 

гранулоцитов. 

Тем не менее хемилюминесцентный анализ 

функциональной активности нейтрофильных 

гранулоцитов, характеризующий уровень про-

дукции первичных и вторичных АФК у больных 

ММ, не показал достоверного изменения време-

ни выхода на максимум спонтанной хемилюми-

несценции на II и III стадии заболевания относи-

тельно контроля. 

Таким образом, на II стадии заболевания 

достоверно повышались показатели времени 

выхода кривой на максимум интенсивности 

и площади кривой при спонтанной и индуциро-

ванной хемилюминесценции и индекс активации 

по сравнению с контролем.

На III стадии заболевания выявляемые изме-

нения были аналогичны, за исключением осо-

бенностей индекса активации.

При оценке неспецифического звена иммуни-

тета у больных на II стадии ММ с инфекционны-

ми осложнениями происходят однонаправлен-

ные механизмы активации НГ. Статистически 
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гызско-Российского Славянского университета, Кыргызко-Российский Славянский университет, 
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значимо повышались показатели хемилюминес-
центной активности как при спонтанной, так и 
при индуцированной хемилюминесценции – 
интенсивность хемилюминесценции, площадь 
кривой, а также индекс активации (р < 0,045). 
Увеличенная индуцированная хемилюминес-
центная активность обусловлена активным уча-
стием фагоцитов в противоопухолевой и про-
тивобактериальной защитах организма. На III 
стадии ММ происходят разнонаправленные 
механизмы активации НГ. Статистически зна-
чимо повышались показатели как при спонтан-
ной, так и при индуцированной хемилюминес-
ценции – интенсивность хемилюминесценции 
(р < 0,05), площадь кривой (р < 0,45), а также ин-
декс активации (р < 0,45), но показатели инду-
цированной хемилюминесценции НГ были ста-
тистически значимо ниже, чем при спонтанной 
(р < 0,05).

Заключение
Проведенные исследования показали, что 

развитие ММ в организме человека сопрово-

ждается изменением функциональных свойств 

периферических нейтрофильных гранулоцитов. 

По мере прогрессирования заболевания наблю-

дается увеличение спонтанной продукции АФК 

нейтрофилами. Так показатели спонтанной про-

дукции АФК у больных ММ на II и III стадии до-

стоверно выше показателей контрольной группы. 

Индуцируемая продукция АФК нейтрофилами 

повышается во всех исследуемых группах отно-

сительно спонтанной продукции и контрольных 

параметров, что доказывает роль нейтрофильных 

гранулоцитов не только как клеток первой линии 

неспецифической противомикробной защиты, 

но и как цитотоксических эффекторов на опухо-

левые клетки.
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Рисунок 3. Основные стадии развития оРТПХ 
Примечание. (1) На первом этапе в результате предтрансплантационного кондиционирования, включающего в себя различные варианты сочетания 
лучевой терапии и цитостатических препаратов, происходит повреждение тканей донора. В частности, происходит апоптоз клеток эпителия кишечни-
ка, что приводит к высвобождению клеточных компонентов (молекулярные паттерны, ассоциированные с повреждением, Damage-associated molecular 
patterns – DAMP, АТФ, белки теплового шока, митохондрии), распознаваемых клетками врожденного иммунитета. Кроме того, нарушение целостности 
кишечного эпителия способствует проникновению кишечной микрофлоры и ее продуктов (липополисахарид, неметилированные CpG сайты и другие 
структуры, называемые патоген-ассоциированные молекулярные паттерны, pathogen-associated molecular patterns – PAMP. В результате активируется 
секреция провоспалительных цитокинов (IL-1, IL-6, TNF) и хемокинов собственно поврежденными эпителиальными клетками и резидентными макрофа-
гами. В провоспалительном микроокружении происходит активация перенесших кондиционирование антигенпрезентирующих клеток пациента, при этом 
в них повышается экспрессия молекул MHC, рецепторов хемокинов и молекул адгезии, активируется продукция цитокинов, запускается их миграция во 
вторичные лимфоидные органы. (2) Второй этап развития РТПХ происходит после трансфузии кроветворных клеток. Во вторичных лимфоидных органах 
запускается активация наивных Т-клеток реципиента, специфичных к аллогенным HLA-аллелям или минорным антигенам гистосовместимости. В связи 
с повсеместной экспрессией аллоантигенов и большим числом аллореактивных клонов презентация антигена не ограничена лимфодиными органами. 
АПК несут на своей поверхности MHC обоих классов и способны активировать как CD4+, так и CD8+ лимфоциты. Активация Т-клеток вызывает их диф-
ференцировку и клональную пролиферацию, происходит экспансия аллореактивных клонов. Важная роль на этом этапе отводится CD4+ лимфоцитам, 
которые дополнительно стимулируют АПК через взаимодействие CD40/CD40L, при этом повышается экспрессия костимуляторных молекул, что не-
обходимо для эффективной активации большинства CD8+Т-лимфоцитов. Пролиферация. (3) На третьем этапе активированные Т-клетки под влиянием 
градиента экспрессии хемокинов направляются в органы-мишени. Наиболее часто поражаются ткани кишечника, кожа, легкие и печень, локализация 
определяется экспрессией хемокинов, молекул адгезии и их рецепторов. Повреждающее действие в первую очередь оказывают цитотоксические лим-
фоциты и региональные макрофаги. CD8+Т-клетки распознают аллоантигены, презентируемые тканями реципиента, и запускают в них сигнал к апоптозу 
через взаимодействие FAS/FAS-лиганд и секрецию перфорина и гранзимов. CD4+ способны проявлять прямую цитотоксичность, но основная их роль 
заключается в продукции цитокинов. IFNγ активирует макрофаги, которые создают провоспалительное окружение, что наряду с продукцией активных 
форм кислорода и протеолитических ферментов опосредует повреждение тканей. Высвобождение PAMP и DAMP в тканях, пораженных аутоиммунной 
реакцией, дополнительно активирует макрофаги и формирует петлю положительной обратной связи.
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