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АДАПТИВНЫЙ Т-КЛЕТОЧНЫЙ ОТВЕТ В ПАТОГЕНЕЗЕ 
ВИРУСНОЙ ИНФЕКЦИИ, ОБУСЛОВЛЕННОЙ ВИРУСОМ 
ГЕПАТИТА С
Олейник Е.А., Леплина О.Ю., Останин А.А., Старостина Н.М., 
Черных Е.Р.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия

Резюме. Вирусный гепатит С, будучи наиболее частой причиной поражения печени, представляет 
глобальную проблему, поскольку характеризуется широкой распространенностью, высокими показате-
лями хронизации и значительно повышает риск возникновения цирроза печени и гепатоцеллюлярной 
карциномы. Многочисленными исследованиями показано, что ключевую роль в патогенезе и исходе 
инфекции, обусловленной вирусом гепатита С, играют антиген-специфические CD4+ и CD8+T-клетки. 
Развитие сильного устойчивого и мультиэпитопного Т-клеточного ответа приводит к элиминации ви-
руса, тогда как несостоятельность адаптивного Т-клеточного ответа ассоциируется с персистенцией 
вируса. В настоящем обзоре приводятся данные о патогенетической значимости Т-клеточного ответа 
в элиминации вируса, вирусной персистенции и развитии гепатита, а также обсуждаются возможные 
механизмы несостоятельности Т-клеточного ответа при хронической инфекции. 
Ключевые слова: антиген-специфический Т-клеточный ответ, CD8+Т-клетки, CD4+Т-клетки, вирусный гепатит С, 
адаптивный иммунный ответ, вирусные антигены

ADAPTIVE T-CELL RESPONSE IN PATHOGENESIS OF 
HEPATITIS C INFECTION
Oleynik E.A., Leplina O.Yu., Ostanin A.A., Starostina N.M., Chernykh E.R.
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. Chronic viral hepatitis C is the most common cause of liver damage and the global problem 
worldwide since is characterized by a high prevalence, high chronization rates, and significantly increases the 
risk of liver cirrhosis and hepatocellular carcinoma. Many studies have shown that antigen-specific СD4+ and 
CD8+T-cells play a key role in pathogenesis and outcome of the infection. While the strong sustained antigen-
specific multi-epitopic T-cell response predicts successful viral elimination, a deficiency of adaptive immune 
response is associated with virus persistence. This review presents data about pathogenetic significance of 
T-cell response in viral elimination, viral persistence and hepatitis development. Possible mechanisms of T-cell 
response failure in chronic infection are discussed as well.
Keywords: antigen-specific T-cell response, СD8+T-cells, CD4+T-cells, viral hepatitis C, adaptive T-cells response, viral antigens.
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Введение 
Вирус гепатита С (ВГС) вызывает острую 

инфекцию, которая в 55-85% случаев приво-
дит к развитию хронического гепатита С (ХГС). 
В мире 130-160 миллионов человек, т.е. 2-3% все-
го населения, больны ХГС, из них ежегодно уми-
рают 500 тысяч инфицированных. Персиcтенция 
вируса в течение 20-30 лет повышает риск раз-
вития цирроза печени до 15-45% и существенно 
увеличивает риск развития гепатоцеллюлярной 
карциномы и терминальных стадий печеночной 
недостаточности [40]. Учитывая эти факты, ви-
русный гепатит С признан глобальной пробле-
мой здравоохранения.

В силу высокой генетической изменчивости 
вируса в мире до сих пор не существует эффек-
тивной профилактической вакцины против ВГС. 
В соответствии с международными рекоменда-
циями лечение ВГС-инфекции включает препа-
раты интерферона-α (в виде монотерапии или в 
сочетании с рибавирином). Однако такая терапия 
позволяет подавить репликацию вируса только 
у 40-50% пациентов с ВГС 1-го генотипа и часто 
вызывает развитие тяжелых осложнений, вынуж-
дающих прекратить лечение [36, 61]. Обещающая 
стать прорывом в лечении ХГС таргетная тера-
пия ингибиторами протеаз, которые участвуют 
в репликации вируса, также имеет ограничения, 
в частности, разработана для пациентов с ВГС 
1-го генотипа и является исключительно дорого-
стоящей [60].

Элиминация ВГС осуществляется с участием 
реакций врожденного и приобретенного имму-
нитета. Врожденный иммунный ответ включает 
продукцию интерферонов I типа (IFNα и IFNβ) 
и активацию NK-клеток; адаптивный – генера-
цию нейтрализующих антител и вирус-специфи-
ческого Т-клеточного ответа. При этом главную 
роль в разрешении инфекции играют реакции 
Т-клеточного иммунитета, включающие индук-
цию выраженного, устойчивого полиэпитопного 
ответа CD4+Т-хелперных и CD8+ цитоткосичек-
ских Т-клеток [14, 27]. Именно с недостаточ-
ностью антиген-специфического Т-клеточного 
ответа связывают исход острой инфекции в хро-
низацию вирусной инфекции [39, 44]. 

Настоящий обзор посвящен роли Т-клеток 
в патогенезе ВГС-инфекции, а также возможным 
механизмам несостоятельности Т-клеточного от-
вета у пациентов с ХГС. 

Биологические характеристики вируса гепа­
тита С

Вирус гепатита С, обнаруженный в 1989 г., при-
надлежит к роду Hepacivirus семейства Flaviviridae 
и представляет одноцепочечную РНК, содержа-
щую около 9400-9600 нуклеотидных остатков. 
Геном ВГС не транспортируется в ядро клетки, 
репликация происходит в эндоплазматическом 
ретикулуме инфицированного гепатоцита [14]. 

Выделяют 6 основных генотипов вируса, которые 
отличаются нуклеотидной последовательностью 
на 30-35%, и подтипы в пределах одного геноти-
па, имеющие различия по 20-25% нуклеотидных 
остатков [3].

Кодируемый вирусом полипептид расщепля-
ется вирусными и клеточными сигнальными 
протеазами на 3 структурных и 6 неструктурных 
белков. Структурные белки включают гликопро-
теины оболочки Е1 и Е2 и вирусный нуклеокап-
сидный белок Core. Неструктурные белки (NS2-
NS5) обладают ферментативной активностью 
(NS2-цинк-зависимая протеаза; NS3-сериновая 
протеаза; хеликаза; нуклеотидтрифосфатаза; по-
липептид NS4a-кофактор для NS3 протеазы; 
NS5a-протеин, определяющий устойчивость 
клетки к интерферону; NS5b РНК-зависимая 
РНК-полимераза) и участвуют в процессах ре-
пликации вируса [41]. 

Все вирусные белки содержат эпитопы, рас-
познаваемые В-клетками, хелперными (CD4+) 
и цитотоксическими (CD8+) Т-клетками. При 
этом одним из самых иммуногенных является 
Сore-белок, содержащий большое количество 
консервативных эпитопов [11]. Острая ВГС-
инфекция у большинства инфицированных лю-
дей протекает бессимптомно [14] и лишь в 15-30% 
случаев заканчивается выздоровлением. Вирус-
ная РНК определяется в крови уже на 1-2 неде-
ли после заражения и достигает пика виремии 
(до 10^7 копий/мл) через 6-10 недель [64]. При 
разрешении острой инфекции репликация виру-
са после достижения пика виремии быстро сни-
жается. В то же время при персистенции острой 
инфекции виремия снижается только до опреде-
ленного уровня (что свидетельствует о частичном 
контроле над инфекцией), после чего снова воз-
растает и сохраняется повышенной. Исход HCV-
инфекции предопределяется в течение первых 6 
месяцев после инфицирования.

Учитывая, что пик виремии приходится 
на 6-10 неделю, реакции врожденного имму-
нитета, которые развиваются в течение первых 
дней, не способны контролировать репликацию 
вируса [54]. В то же время пик виремии совпада-
ет по времени с развитием реакций адаптивного 
Т-клеточного ответа [49], эффективность кото-
рого во многом определяет исход инфекции. 

Адаптивный иммунный ответ против HCV­
инфекции

Адаптивный иммунный ответ включает гумо-
ральные и клеточные реакции. Несмотря на то, 
что вирусная инфекция индуцирует образование 
ВГС-нейтрализующих антител [5], гуморальный 
иммунный ответ не является решающим в эли-
минации вируса [33]. В то же время на сегод-
няшний день накоплено достаточное количество 
фактов, свидетельствующих о ключевой роли 
CD4+ и CD8+ вирус-специфических Т-клеток 
в детерминировании исхода ВГС инфекции. 
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Так, спонтанное выздоровление при острой 
ВГС-инфекции ассоциировано с выраженными 
и устойчивыми ответами CD4+ и CD8+Т-клеток, 
распознающих множественные вирусные эпи-
топы [27, 55], тогда как исход в хронизацию со-
пряжен со слабым преходящим ответом CD4+ 
и CD8+Т-клеток, характеризующихся узкой ан-
тигенной специфичностью [33, 52].

Роль CD4+Т­клеток в противовирусном ответе
Роль CD4+Т-клеток в противовирусной за-

щите при ВГС-инфекции убедительно проде-
монстрирована в исследованиях на эксперимен-
тальных животных. Деплеция CD4+Т-клеток при 
повторном заражении шимпанзе (с разрешив-
шейся инфекцией после первичного инфици-
рования) приводит к персистенции вируса из-
за несостоятельности ответа CD8+Т-клеток. Это 
указывает на важную роль CD4+Т-клеток в гене-
рации CD8+ цитотоксических Т-клеток и объяс-
няет персистенцию ВГС-инфекции в отсутствие 
CD4+Т-хелперных клеток [20]. Значение CD4+Т-
лимфоцитов подтверждается исследованиями 
у пациентов с острым ВГС, демонстрирующими, 
что полиэпитопный антиген-специфический от-
вет CD4+T-клеток, регистрируемый при острой 
ВГС-инфекции, быстро исчезает после уста-
новления персистенции вируса [48]. Отсутствие 
или слабый ответ CD4+Т-клеток, проявляющий-
ся снижением количества антиген-специфиче-
ских СD4+Т-клеток, ингибицией их пролифе-
рации и продукции Th1-цитокинов, характерен 
также для пациентов с хроническим гепатитом 
С (ХГС) [49]. 

С другой стороны, разрешение острой инфек-
ции сопряжено с индукцией выраженного Th1- 
и Th17-ответа. Согласно современным представ-
лениям, вирус-специфические CD4+T-клетки 
не обладают прямым противовирусным эффек-
том, но способствуют генерации и усиливают 
эффекторную функцию антиген-специфиче-
ских CD8+T-клеток [57]. Одним из медиаторов, 
индуцирующих генерацию CD8+T-клеток и их 
пролиферацию, является IL-2, вырабатываемый 
Th1-клетками [57]. Кроме того, большое значе-
ние в поддержании цитотоксического ответа от-
водится Th17-клеткам, продуцирующим IL-21. 
Разрешение острой инфекции сопряжено с воз-
растанием CD4+Т-клеток, продуцирующих IL-17 
и IL-21, тогда как у пациентов с исходом в хро-
низацию наблюдается потеря IL-21 – продуци-
рующих CD4+Т-клеток. Это обусловлено тем, что 
дефицит IL-21 приводит к усилению экспрессии 
Т-клетками коингибиторных молекул (Tim-3, 
PD-1 and CTLA-4), проводящих сигналы апоп-
тоза, что способствует деплеции Т-клеток. Кроме 
того, снижение IL-21 продуцирующих Т-клеток 
неизбежно приводит к экспансии регуляторных 
Т-клеток [24].

Роль CD8+Т­клеток в противовирусном ответе
Ведущая роль в элиминации ВГС отводится 

CD8+ цитотоксическим Т-клеткам (ЦТЛ). Вы-

раженная взаимосвязь между сильным полиэпи-
топным ответом CD8+Т-клеток и разрешением 
острой инфекции подтверждается данными не-
скольких исследований, продемонстрировавших 
сильную корреляцию между количеством вирус-
специфических CD8+Т-клеток и элиминацией 
вируса [2, 20, 55]. Кроме того, имеется ряд других 
аргументов, свидетельствующих о значении ви-
рус-специфических CD8+Т-клеток. Так, депле-
ция Т-клеток памяти у шимпанзе при повтор-
ном инфицировании животных ВГС приводит 
к персистирующей репликации вируса, несмотря 
на присутствие CD4+Т-клеток памяти [46]. С дру-
гой стороны, восстановление жизнеспособности 
и эффекторных функций CD8+Т-клеток на ран-
ней стадии острой инфекции на фоне терапии 
пегилированным IFNα коррелирует с положи-
тельным вирусологическим ответом на данную 
терапию [4]. О роли CD8+Т-клеток свидетель-
ствует также генетическая детерминированность 
к спонтанному выздоровлению, обусловленная 
экспрессией аллелей антигенов гистосовмести-
мости I класса, связывающих иммунодоминант-
ные ВГС-специфические эпитопы, распознавае-
мые CD8+Т-клетками [25, 37, 46]. 

Ввиду отсутствия моделей ВГС-инфекции 
на трансгенных мышах, механизмы противови-
русной активности HCV-специфических СD8+Т-
клеток до конца не ясны. Тем не менее предпо-
лагается, что действие CD8+Т-клеток может быть 
связано как с прямым цитолитическим эффек-
том на инфицированные гепатоциты, так и опос-
редоваться нецитолитическим путем через про-
дукцию IFNγ. Прямой цитотоксический эффект 
Т-клеток реализуется с вовлечением перфорина, 
Fas/FasL- и TNF-опосредованных путей [14, 35]. 
Данный механизм цитотоксичности ЦТЛ напря-
мую связан с гибелью печеночных клеток и ин-
дукцией воспаления в паренхиме печени. На воз-
можность нецитолитической элиминации вируса 
указывают результаты исследований, демонстри-
рующие, что эффективная элиминация вируса 
у шимпанзе может достигаться в отсутствие зна-
чительного поражения печени [55]. Также следу-
ет отметить, что у пациентов с разрешившейся 
острой ВГС-инфекцией ЦТЛ на ранних сроках 
характеризуются дефектной эффекторной функ-
цией, которая восстанавливается на более позд-
ней стадии острой инфекции [56]. В этот период 
ВГС-специфические CD8+Т-клетки начинают 
продуцировать IFNγ, что совпадает с быстрым 
снижением вирусной нагрузки. Непосредствен-
ное участие продуцируемого CD8+Т-клетками 
IFNγ в подавлении репликации ВГС подтвержде-
но в культуральной модели in vitro [23].

Роль Т­клеток в развитии внутрипеченочного 
воспаления 

Важно отметить, что, несмотря на важную 
роль CD4+ и CD8+T-клеток в элиминации ви-
руса, Т-клеточный ответ является критическим 
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фактором, обусловливающим повреждение пе-
чени при ВГС-инфекции [52]. Поскольку ВГС 
является нецитопатическим для инфицирован-
ных клеток, иммунному ответу отводится клю-
чевая роль в патогенезе печеночного воспаления. 
Действительно, повреждение клеток печени при 
остром ВГС совпадает по времени с пиком раз-
вития адаптивного иммунного ответа [15]. Имму-
носупрессивная терапия сопровождается норма-
лизацией повышенного уровня трансаминаз, а ее 
отмена – усилением активности ВГС [21]. Нали-
чие гепатита при ВГС-инфекции ассоциировано 
с инфильтрацией печени эффекторными иммун-
ными клетками [34]. 

Миграция Т-клеток в печень индуцируется 
хемокинами (CXCL10, CXCL9 и CCL5), которые 
продуцируются инфицированными гепатоци-
тами и взаимодействуют с рецепторами CCR5 
и CXCR3 на поверхности Т-клеток [2, 30]. Сни-
жение антиген-специфического ответа приводит 
к компенсаторному усилению продукции внутри-
печеночных хемокинов, что сопровождается ре-
крутированием неспецифических CD8+T-клеток 
и развитием воспалительной реакции в печени 
[50]. Продукция провоспалительных цитокинов 
Т-клетками, инфильтрирующими печень, ини-
циирует хроническое воспаление и способствует 
развитию фиброза [17].

Механизмы неэффективности антиген­специ­
фических CD8+Т­клеток при ВГС­инфекции

Несостоятельность антиген-специфическо-
го ответа CD8+Т-клеток наиболее характерна 
для хронической ВГС-инфекции с высокой ре-
пликацией вируса и проявляется ослаблением 
пролиферативной способности CD8+Т-клеток, 
снижением их цитотоксической активности, уг-
нетением продукции IL-2 и IFNγ [19, 59], а так-
же уменьшением количества и пролиферации 
СD8+Т-клеток памяти [51].

В настоящее время обсуждаются несколь-
ко возможных механизмов, обуславливающих 
дефектность антиген-специфического ответа 
CD8+Т-клеток. Нарушение функций ЦТЛ мо-
жет быть связано с дефицитом CD4+Т-хелперных 
клеток, необходимых для генерации и экспансии 
CD8+T-клеток [49]. Однако в большей степени 
несостоятельность ЦТЛ связывают с нарушени-
ями в самих CD8+T-клетках, индуцированными 
так называемыми внутренними и внешними ме-
ханизмами. К первым относят повышенную экс-
прессию на Т-клетках ингибиторных молекул, 
проводящих сигналы апоптоза и анергии [32], ко 
вторым – подавление функций CD8+T-клеток 
со стороны регуляторных Т-клеток и иммуносу-
прессивных цитокинов [38].

Исследования последних лет показали, что 
Т-клетки пациентов с ХГС характеризуются по-
вышенной экспрессией ингибиторных молекул 
Bim [31], 2В4 [6], PD1 [6, 19], CTLA [42] и Tim-
3 [70]. При этом блокирование in vitro молекул 

PD-1 и CTLA-4 восстанавливает пролиферацию 
антиген-специфических CD8+Т-клеток и про-
дукцию ими IFNγ и IL-2 [19, 42]. К аналогич-
ному результату приводит блокирование Tim-3, 
и этот эффект усиливался при одновременном 
блокировании молекул Tim-3 и PD-1 [18]. Вы-
явление молекулярных мишеней, опосредующих 
выключение функций ЦТЛ, представляет боль-
шой интерес в плане разработки новых страте-
гий восстановления иммунного ответа при ХГС, 
основанных на блокировании коингибиторных 
молекул. Однако следствием такого подхода мо-
жет стать неконтролируемая Т-клеточная проли-
ферация, приводящая к развитию аутоиммунных 
и лимфопролиферативных заболеваний. Ввиду 
этого требуются дополнительные исследования 
в этом направлении. 

Супрессорные механизмы подавления функ-
ций ЦТЛ при хронической ВГС-инфекции опос-
редуются регуляторными Т-клетками и иммуно-
супрессивными цитокинами. Печень, будучи 
органом, в котором активно метаболизируются 
различные чужеродные антигены, характеризу-
ется «толерогенным» микроокружением. При-
сутствующие в печени клетки Купфера кон-
ститутивно экспрессируют интерлейкин-10 
(IL-10) и трансформирующий рост фактор-β 
(TGF-β), которые индуцируют состояние толе-
рантности внутрипеченочных лимфоцитов [62]. 
В этом аспекте важно отметить, что IL-10 явля-
ется предиктором хронизации ВГС-инфекции, 
и блокирование TGF-β приводит к увеличе-
нию продукции IFNγ антиген-специфически-
ми СD8+Т-клетками больных с ХГС [1, 16]. То-
лерогенными свойствами, ассоциированными 
с незрелым фенотипом, обладают также локали-
зованные в печени дендритные клетки [45]. Соот-
ветственно, в отличие от лимфоузлов, примиро-
вание наивных CD8+Т-клеток в печени приводит 
к генерации ЦТЛ с низкой жизнеспособностью 
и цитотоксической функцией [10]. 

У пациентов с ХГС в печени обнаружены 
IL10-продуцирующие CD8+T-клетки, которые 
могут оказывать негативное влияние на антиген-
специфические CD8+T-клетки [34]. Кроме того, 
одним из главных источников IL-10 и TGF-β яв-
ляются регуляторные CD4+Т-клетки (Treg), спо-
собные подавлять пролиферацию Т-клеток и их 
цитокин-продуцирующую функцию либо непо-
средственно, либо через иммуносупрессивные 
цитокины [59]. Исследования на приматах по-
казали, что при первичном введении субинфек-
ционной дозы ВГС индуцируется выраженный 
антиген-специфический ответ, а при повторном 
введении вируса отмечается экспансия Treg [43]. 
Treg обладают двойственной функцией при ХГС. 
С одной стороны, эти клетки защищают клетки 
печени от избыточного ответа CD8+Т-клеток, 
вызывающих внутрипеченочное воспаление. 
Так, у пациентов с нормальным уровнем транс-
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аминаз и незначительным воспалением в печени 
регистрируется более высокое содержание Treg, 
чем у пациентов с выраженным цитолитическим 
синдромом [9]. С другой стороны, Treg причастны 
к несостоятельности CD8+Т-клеток [38]. Дефект-
ность CD8+Т-клеток у пациентов с ХГС сопряже-
на с повышенным содержанием Treg в перифери-
ческой крови и печени [22], и эти клетки in vitro 
ингибируют пролиферацию ВГС-специфических 
CD8+Т-клеток и продукцию ими IFNγ [8]. 

Другой важной причиной дефекта ЦТЛ при 
ВГС-инфекции является прямое или опосредо-
ванное супрессивное действие вирусных антиге-
нов. Например, взаимодействие Core белка с до-
меном рецептора gC1q на Т-клетках ингибирует 
активацию, пролиферацию и продукцию IL-2 
Т-клетками [26], что приводит к подавлению ге-
нерации ЦТЛ и снижению их цитотокической 
активности. Кроме того, подобно другим TLR2 
лигандам, Core белок индуцирует генерацию 
и экспансию Treg, подавляющих пролиферацию 
и продукцию IFNγ Т-клетками [63].

Неполноценность ответа Т-клеток при ХГС 
может быть обусловлена имуносупрессивным 
действием вирусных антигенов на дендритные 
клетки (ДК), которые являются профессио-
нальными антиген-презентирующими клетками 
и активируют наивные CD4+ и CD8+Т-клетки 
[46]. Так, структурные (Core, Е1) и неструктур-
ные (NS3) белки подавляют дифференцировку 
ДК, усиливают продукцию IL-10 и снижают про-
дукцию IL-12 в культурах ДК; ингибируют спо-
собность ДК стимулировать пролиферацию ал-
логенных Т-клеток; угнетают Th1- и усиливают 
Th2-стимулирующую активность ДК [13, 47, 58]. 
Указанные нарушения ДК снижают эффектив-
ность примирования Т-клеток [46].

Наконец, несостоятельность иммунного кон-
троля со стороны CD8+Т-клеток может быть свя-
зана с генетической изменчивостью вируса, что 
создает предпосылки для его ускользания от им-
мунного надзора. Генетическая изменчивость 
ВГС обусловлена высокой вариабельностью E1 
и Е2 белков вследствие частых замен аминокис-
лотных остатков [29], а также появлением но-
вых вариантов вируса (квазивидов) вследствие 

отсутствия корректирующей 3'-5'-экзонукле-
азной активности NS5, что является причиной 
возникновения ошибок в процессе репликации 
РНК вируса [7]. У пациентов с ХГС вирусные 
мутации присутствуют в 50% всех эпитопов, 
распознаваемых ЦТЛ [28]. Причем появление 
мутаций характерно именно для развития хро-
нической инфекции, в то время как у пациентов 
с исходом в выздоровление такие мутации от-
сутствуют [12, 53].

Заключение
В последние годы активное изучение роли ан-

тиген-специфических CD4+ и CD8+Т-клеток при 
ВГС-инфекции позволило более глубоко осмыс-
лить роль адаптивного иммунного ответа в эли-
минации ВГС и контроле за вирусной реплика-
цией. Выяснилось, что CD4+Т-клетки играют 
ключевую роль в индукции и поддержании  
вирус-специфических СD8+Т-клеток, которые 
обеспечивают элиминацию вируса посредством 
цитолитических и нецитолитических механиз-
мов. При этом исход в хронизацию ассоцииро-
ван с нарушениями адаптивного Т-клеточного 
ответа. Характерная для хронического течения  
ВГС-инфекции несостоятельность антиген-
специ фического ответа CD8+Т-клеток обусловле-
на различными причинами – недостатком ответа 
CD4+Т-хелперных клеток, истощением CD8+Т- кле-
ток вследствие их/анергии или апоптоза, супрес-
сией ЦТЛ со стороны иммуносупрессивных 
цитокинов и регуляторных Т-клеток. Дисфунк-
ции антиген-специфических Т-клеток приводят 
к длительной персистенции вируса, что дает воз-
можность вирусу создать генетически гетероген-
ную популяцию, позволяющую ему в дальнейшем 
легко уходить от иммунного контроля. Дальней-
шие исследования взаимодействия вирусных 
белков с клетками иммунной системы и меха-
низмов нарушения антиген-специ фического 
Т-клеточного ответа позволят разработать новые 
иммунотерапевтические подходы, основанные 
на индукции эффективного устойчивого анти-
ген-специфического Т-клеточного ответа. 
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ДИАБЕТ-АССОЦИИРОВАННЫЙ ОСТЕОАРТРИТ – 
СИНТРОПИЯ? 
Казыгашева Е.В., Ширинский В.С., Ширинский И.В. 
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии»,  
г. Новосибирск, Россия

Резюме. В обзоре данных литературы и материалах собственных исследований анализируются ряд 
предрасполагающих и патогенетических факторов в развитии распространенной коморбидной пато-
логии – диабет-ассоциированного остеоартрита (ДАОА). Поскольку у исследователей и клиницистов 
пока не сложилось четкого представления о ДАОА как отдельном клиническом варианте ОА, авторам 
не удалось найти в литературе работ, посвященных изучению роли генетических факторов в развитии 
именно этого варианта болезни. Особое внимание обращено на исследования, посвященные поиску 
перекрестных генов – кандидатов риска развития как СД 2 типа, так и ОА: PPARγ, FTO, ADIPOQ, 
RAGE, которые экспрессируют белки, потенциально способные участвовать в патогенезе как ОА, 
так и СД. Немногочисленные данные оказались противоречивы: в некоторых работах показана ас-
социация перечисленных генов с развитием диабета и остеоартрита, в других исследованиях таких 
связей не выявлено. Рассмотрены работы, посвященные описанию клинической характеристики ОА, 
ассоциированного с СД. Показана патогенетическая роль хронической гипергликемии, инсулино-
резистентности, конечных продуктов гликирования (advanced glycation age products, AGE) в развитии 
ОА и осложнений СД. Обсуждаются механизмы развития воспаления, гуморального и клеточного 
иммунного ответа к компонентам хряща, участие этих механизмов в прогрессии ОА. Подчеркивается 
сходство механизмов вялотекущего воспаления у больных ОА и сосудистых осложнений сахарного 
диабета. Заключается, что ДАОА не является простым механическим сочетанием двух заболеваний. 
ОА и СД имеют некоторые сходные генетические, патогенетические механизмы, особый фенотип 
болезни и нацеливают врача, ученого на новый, холистический (персонифицированный) подход 
к профилактике, диагностике, лечению и прогнозу этой коморбидной патологии. Рассматриваются 
возможности фармакотерапии ДАОА, учитывающей ключевую характеристику коморбидных забо-
леваний – эмерджентность (возникающие свойства). Предполагается, что изучение универсальных 
сетевых взаимодействий, происходящих на геномном, молекулярном, клеточном уровнях, которые 
приводят к поражению различных органов-мишеней, позволит успешно использовать подход «сете-
вой фармакологии» в терапии коморбидных заболеваний. Приводятся примеры успешного использо-
вания такого лечения при некоторых полипатиях (фармакологический агонист PPARα фенофибрат, 
ингибитор ГМГ-КоА редуктазы симвастатин при ОА, РА и псориазе). Обсуждается реальность этих 
подходов в терапии ДАОА. В частности, приводится пример использования в пилотных исследовани-
ях донатора метильной группы адеметионина. 

Ключевые слова: диабет-ассоциированный остеоартрит, коморбидность, сахарный диабет 2 типа, остеоартрит, 
генетика, иммунопатогенез
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DIABETES-ASSOCIATED OSTEOARTHRITIS: A SYNTROPY?
Kazygasheva E.V., Shirinsky V.S., Shirinsky I.V. 
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. This review presents our own and literature data dedicated to predisposing and pathogenetic factors 
involved in development of a common comorbidity, diabetes-associated osteoarthritis (DAOA). So far, there is 
no wide-accepted clinical or scientific viewing of DAOA as a distinct clinical phenotype of osteoarthritis (OA). 
To our knowledge, the role of genetic factors in DAOA development was not discussed in details. Therefore, we 
have drawn attention to the cross-acting genes involved in both OA and diabetes, i.e., PPARγ, FTO, ADIPOQ, 
and AGE. These genes encode proteins which can contribute to the pathogenesis of both OA and diabetes. 
However, some controversies exist about genetic predisposal for OA and diabetes. We review the studies which 
concern various clinical characteristics of DAOA. We describe a role of chronic hyperglycemia, insulin resistance, 
advanced glycation end-products (AGE) in development of OA and micro- and macrovascular complications 
of diabetes. The mechanisms of low-grade inflammation, humoral and cellular immune responses to cartilage 
antigens, and their role in OA progression are discussed. We underline a similarity of low-grade inflammation in 
OA and microvascular complications in diabetes. In conclusion, OA and diabetes comorbidity is not a mere co-
incidence of these diseases. They share some common genetic and pathogenetic factors, a distinct phenotype, 
and may change thinking of physicians and scientists towards a holistic (personalized) approach to prevention, 
diagnosis, treatment and prognosis of this comorbidity. We discuss opportunities of DAOA pharmacotherapy 
based on the key comorbidity feature, i.e., emergence of a new disease property by coexistence of several 
diseases. One may hypothesize that studying genetic, molecular, and cellular networks in comorbidities may 
lead to new treatment strategies (‘network pharmacology”) based on targeting the network hubs. We provide 
examples of such approach in some polypathies (e.g., phenofibrate, a PPARα agonist; simvastatin, a GMG-
CoA reductase in OA, rheumatoid arthritis and psoriasis), and its potential discuss usefulness is discussed for 
DAOA. In particular, we provide an example of a pilot study of ademethionine, a methyl group donator.

Keywords: diabetes-associated osteoarthritis, comorbidity, type 2 diabetes, osteoarthritis, genetics, immunopathogenesis

Введение
Остеоартрит (ОА) является одной из актуаль-

ных проблем клинической медицины не только 
вследствие большой распространенности, но 
и повышенной частоты коморбидной патоло-
гии: ожирение, сахарный диабет (СД), артери-
альная гипертензия (АГ), инсулинорезистент-
ность, дислипидемия [9, 12]. Перечисленные 
заболевания относятся к факторам риска разви-
тия другой, наиболее грозной группе болезней – 
сердечно-сосудистых заболеваний, обусловлен-
ных атеросклерозом [2, 11]. Видимо, неслучайно 
смертность больных ОА в 40% обусловлена ате-
росклерозом сосудов сердца [2, 12] и ассоции-
рована с высоким уровнем бремени болезни, 
пожилым возрастом и наличием коморбидных 
заболеваний.

Патогенез ОА связывают с взаимосвязанной 
комбинацией множества факторов (генетиче-
ских, эпигенетических, биомеханических, ме-
таболических и др.), которые в итоге приводят 
к развитию воспаления во всех структурах су-
става, вовлечению в процесс клеток иммунной 
системы, жировой ткани, их медиаторов и фор-
мированию разнородных по фенотипу и этио-
патогенезу клинических вариантов (субтипов) 
болезни [7]. К числу особых субтипов ОА отно-

сится ОА, ассоциированный с СД (ДАОА) [8, 23, 
33, 64]. Основанием для выделения этого вариан-
та ОА являются результаты исследований о по-
вышенной частоте СД у больных ОА и высокий 
риск развития ОА у больных с СД. Так, показано, 
что сахарный диабет 2 типа (СД 2 типа) встреча-
ется у больных ОА значительно чаще (30%), чем 
в общей популяции (13%) [56]. С другой стороны, 
в поперечном исследовании, проведенном отече-
ственными авторами, установлено, что у больных 
СД 2 типа в возрасте 44-82 лет клинико-рентгено-
логические признаки ОА регистрировались у 60% 
больных, тогда как в контрольной группе лиц без 
СД, сопоставимой по полу, возрасту, индексу мас-
сы тела – у 42,5% обследуемых [4]. В продольном 
популяционном наблюдении за 927 мужчинами 
и женщинами в течение 20 лет было выявлено, 
что СД является независимым фактором риска 
эндопротезирования суставов (ОР – 2,1, ДИ – 
1,0-3,8) [63].

Эти данные позволили предположить, что 
частое сочетание СД и ОА обусловлено их па-
тогенетическим сходством, а сама комбинация 
относится к группе синтропных коморбидных 
болезней [21, 22], характеризующихся особыми, 
недостаточно описанными клиническими про-
явлениями, малоизученным патогенезом и тре-
бующих новых подходов к терапии. Напомним, 
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что синтропия – это природно-видовое явление, 
заключающееся в сочетании двух и более пато-
логических состояний (нозологий, синдромов) 
у больного и его ближайших родственников, ко-
торое не является случайным, а имеет эволюци-
онно генетическую основу [15]. Неслучайность 
сочетания обусловлена сходством патогенеза 
и участием общих («синтропных») генов пред-
расположенности к развитию отдельных заболе-
ваний и формированию конкретной синтропии.

Цель обзора – провести анализ данных лите-
ратуры и результатов собственных исследований 
о генетике ДАОА, его патогенезе, клинических 
проявлений и перспективах лечения.

К настоящему времени у исследователей 
и клиницистов пока не сложилось четкого пред-
ставления о ДАОА как отдельном клиническом 
варианте ОА. Видимо, поэтому не удалось найти 
в литературе работ, посвященных изучению роли 
генетических факторов в развитии именно этого 
субтипа болезни. Поскольку морфогенез и функ-
ционирование всех структур сустава при ОА гене-
тически детерминированы, знание молекулярно-
генетических основ формирования ДАОА важно 
для понимания общих механизмов патогенеза 
СД и ОА, приводящих к появлению именно этой 
коморбидности. Имеется достаточное количе-
ство исследований, посвященных изучению роли 
наследственности в развитии СД и ОА как само-
стоятельных нозологических форм заболеваний. 
Они обобщены в ряде обзоров, к некоторым 
из которых мы отсылаем заинтересованного чи-
тателя [6, 10, 17, 45]. Здесь мы ограничимся лишь 
основополагающими сведениями о структуре та-
ких исследований и их основных результатах. 

Роль генетических факторов в развитии ОА 
и СД 2 типа

Гены, которые предположительно влияют 
на морфологию хряща и околосуставных тка-
ней при ОА (гены-кандидаты), подразделяют 
на две группы: структурные гены и гены, регу-
лирующие экспрессию генов соединительной 
ткани [17]. К структурным генам относят гены, 
кодирующие преимущественно белки матрик-
са соединительной ткани – COL2A2 –COL9A1, 
кодирующие одноименные коллагены; COMP, 
кодирующий олигомерный матриксный про-
теин хряща; ACAN, кодирующий аггрекан и др. 
[17]. К числу генов второй группы относят гены, 
регулирующие GDF5 (Growth differentuation 
factor 5), отвечающий за начальные этапы 
остео- и хондрогенеза, SMAD3 (Mothers against 
decapentaplegic homolog 3), который регулирует 
активность TGF, DVWA, контролирующие про-
дукцию белка межклеточного матрикса и др. При 
изучении этих генов выявляют структурные на-
рушения (мутации, полиморфизмы) и экспрес-

сию РНК, синтезируемую с этих генов в тканях 
сустава. Так, в исследовании Ala-Kokko L. et al. 
было показано, что замена аргинина на цистеин 
в позиции 519 гена COL2A1 приводит к возник-
новению раннего ОА и хондродисплазии у чле-
нов семьи, в которой регистрировались случаи 
заболевания [28]. Установлена ассоциация по-
лиморфного варианта rs11842874 гена MCF2L, 
продукты которого регулируют активность фак-
тора роста нервов (NGF), с риском развития ОА 
крупных суставов (ОР – 1,17, ДИ – 1,11-1,23) 
в европейской популяции [26].

Маркер rs143383 локуса гена GDF5 (Growth 
differentuation factor 5) ассоциирован с риском 
возникновения гонартроза в тайской популяции 
[67]. Напомним, что фактор роста и дифферен-
цировки 5 относится к числу ростовых факторов 
семейства TNFβ, играет ключевую роль в про-
цессе остео- и хондрогенеза.

Предполагается, что важная роль в развитии 
ОА принадлежит воспалению и изменениям в им-
мунной системе [34]. В связи с этим был проведен 
ряд исследований по изучению ассоциаций по-
лиморфных вариантов генов провоспалительных 
цитокинов с развитием ОА и его клинических ва-
риантов [52]. Так, в работе Nakki et al. установле-
на связь полиморфизма rs2287047 гена рецептора 
IL-1 (IL1R1) c развитием ОА кисти [53]. Показа-
но, что в корейской популяции полиморфные ва-
рианты TNFα-G308A и TNFβ+G252A предрас-
полагают к развитию ОА [47]. Попытка выявить 
общие гены ОА и СД была предпринята в ис-
следовании Cheng et al., посвященном изучению 
связи полиморфизма генов PPARγ с возникнове-
нием ОА и его тяжестью в франко-канадской по-
пуляции [37].

Интерес исследователей к рецепторам, ак-
тивируемым пероксисомным пролифератором 
(PPAR), обусловлен широким спектром их био-
логической активности. Они относятся к числу 
ядерных рецепторов, выполняющих функцию 
факторов транскрипции, и обладают много-
функциональными свойствами: контролируют 
воспаление, изменяя продукцию про- и противо-
воспалительных медиаторов, липидный обмен, 
инсулинорезистентность, уровень адипокинов 
и др. [22, 36]. Авторам одной работы не удалось 
найти статистически значимых различий по-
лиморфизма гена PPARγ (Pro12Ala и C1431T) 
у больных ОА и здоровых, ассоциаций полимор-
физма с тяжестью болезни [37]. В то же время при 
обследовании лиц китайской популяции уста-
новлена ассоциация полиморфизма rs12629751 
гена PPARγ с риском возникновения ОА колен-
ных суставов (отношение шансов 0,341, 95% ДИ 
0,173-0,673) [75]. Примечательно, что аллель 
Pro12Ala РPARγ ассоциирован с риском развития 
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СД 2 типа и инсулинорезистентности у францу-
зов [43]. Сходные данные получены при обследо-
вании лиц, проживающих в Египте [62].

Современные методы полногеномного ис-
следования – Genome-Wide Association Studies 
(GWAS) – позволяют выявить ассоциации за-
болеваний с сотнями тысяч полиморфных вари-
антов генов. С целью изучения наследственных 
факторов риска развития ОА были созданы кон-
сорциумы в Великобритании (ArcOGEN) и Ев-
ропейском союзе (TREAT – OA) [17]. Некоторые 
итоги работы консорциумов изложены в обзорах 
[17, 45], здесь представим лишь основные резуль-
таты.

Обнаружено 11 локусов генов, которые наибо-
лее значимо ассоциируются с развитием ОА круп-
ных суставов и экспрессируют белки, участву-
ющие в метаболизме матрикса хряща. Эти гены 
выявляются преимущественно у европео идов 
[17, 45]. Подчеркивается, что среди этих генов 
существуют общие гены, например, ген FTO [74], 
ассоциированные как с риском возникновения 
ОА крупных суставов у женщин в популяции ев-
ропеоидов, так и избыточной массой тела. Следу-
ет отметить, что при оценке результатов полноге-
номных исследований возникают определенные 
трудности. В частности, гены и полиморфизмы, 
которые сопряжены с риском развития ОА в по-
пуляции европеоидов, не работают в азиатских 
популяциях. Помимо этого, не всегда удается 
установить механизм действия установленного 
гена-кандидата. Важно также отметить, что риск 
развития ОА у носителей гена-кандидата увели-
чивается незначительно, в среднем на 15-20%. 
Предполагается, что увеличение информативно-
сти может быть достигнуто путем одновременной 
оценки 2-3 генов-кандидатов [45], которые могут 
быть в каждом конкретном случае индивидуаль-
но объединены.

Несмотря на существенный прогресс в пони-
мании роли генетических факторов в развитии 
ОА, имеются и единичные противоречивые ре-
зультаты. Так, в четырех поколениях семьи жите-
лей Нидерландов с ранним ОА не выявлено связи 
14 основных генов ОА (гены коллагенов разных 
типов, металлопротеиназ, COMP и др.) с риском 
развития болезни [51].

Краткий анализ данных о роли генетических 
факторов в развитии ОА свидетельствует о том, 
что эта область исследований стремительно раз-
вивается и уже достигнуты определенные успе-
хи в понимании наследственного компонента 
болезни. Однако это касается только ОА как са-
мостоятельного заболевания, без учета комор-
бидной патологии, в том числе часто встречаю-
щегося СД, который может предшествовать ОА 
или возникать в период уже сформировавшейся 

клинико-рентгенологической картины болезни. 
Вероятно, изучение роли наследственных фак-
торов в возникновении ДАОА станет возможным 
тогда, когда на основе особенностей клиниче-
ской и рентгенологической картины для этого 
субтипа болезни будут разработаны классифика-
ционные (диагностические) критерии, которые 
четко определят его место среди других клиниче-
ских вариантов ОА.

Изучение роли генетических факторов в раз-
витии СД 2 типа в последние годы привлекает все 
большее внимание исследователей. Были опре-
делены более 100 генов, большинство из которых 
участвуют в патогенезе дисфункции β-клеток 
и инсулинорезистентности, конечных продуктов 
гликирования (RAGE) и ассоциированы с ри-
ском развития СД 2 типа и его осложнений [6, 
71]. Проблема осложняется тем, что СД 2 типа 
представляет собой крайне гетерогенную группу 
больных с разным фенотипом, генотипом и пато-
генезом [69]. Неудивительно, что частота отдель-
ных субтипов болезни существенно отличается 
в различных этнических группах [69], что затруд-
няет разработку единых согласительных реко-
мендации по ведению больных. Здесь мы обра-
тим внимание на перекрестные гены-кандидаты 
риска развития как СД 2 типа, так и ОА: PPARγ 
(Peroxisome Proliferator- Activated Receptor gamma 
(PPARγ), FTO (Fat mass and obesity-associated 
protein), представляющий собой фермент α кето-
глутарад-зависимую диоксигеназу FTO, ADIPOQ 
(ген адипонектина), RAGE (Receptor of Advanced 
Glycation End Products Gene), которые экспрес-
сируют белки, потенциально способные участво-
вать в патогенезе ОА и СД.

Показано, что среди жителей Китая у но-
сителей полиморфизма rs12629751 гена PPARγ 
риск возникновения ОА коленных суста-
вов увеличивается на 34% [75], а у французов 
и египтян аллель Pro12Ala РPARγ ассоциирован 
с риском развития СД 2 типа и инсулинорези-
стентности [43, 62].

Ген FTO ассоциировался с развитием ОА ки-
сти у профессионально активных женщин-фин-
ских стоматологов и преподавателей в возрасте 
45-63 лет [65], некоторые полиморфизмы гена 
FTO в популяции европеоидов, жителей Ин-
дии, были связаны с риском развития СД 2 типа, 
в ряде случаев наблюдалась слабая перекрестная 
связь с избыточной массой тела [58, 73].

Ген адипонектина (ADIPOQ) – белок, секре-
тируемый адипоцитами, имеет широкий спектр 
биологической активности, в том числе влия-
ет на чувствительность тканей к инсулину [38]. 
Его роль в развитии ОА остается неясной, об-
суждается протективная и защитная роль ади-
понектина в развитии ОА [38]. Выявлена ассо-
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циация гена ADIPOQ с риском развития СД 2 
типа во французской, шведской, японской по-
пуляциях, не была выявлена у индейцев племени 
Пима и афроамериканцев [6]. В тайской попу-
ляции не было установлено связи полиморфиз-
ма + 276G/Т (rs1501299) гена ADIPOQ с риском 
возникновения ОА коленных суставов [41].

В результате метаанализа исследований, по-
священных связи RAGE с развитием СД 2 типа 
и его осложнений, установлены ассоциации 
1704T аллеля гена RAGE с повышенным риском 
СД и диабетической ретинопатии (ОР – 1,21, 
ДИ – 1,04-1,40) [72]. Примечательно, что этот 
эффект был более выражен в странах Восточной 
Азии. В популяции жителей Китая 82G/S по-
лиморфизм гена RAGE был сопряжен с риском 
развития ОА коленных суставов (ОР – 1,44, ДИ – 
1,13-1,82) [48].

Следует помнить, что на пути реализации ге-
нетической программы болезни у лиц, предрас-
положенных к ОА и СД 2 типа, стоят механизмы 
эпигенетической регуляции экспрессии генов, 
связанных с метилированием ДНК, модифика-
цией гистонов и участием некодирующих ма-
лых РНК. Они влияют на экспрессию генов без 
первичного изменения ДНК, регулируя транс-
крипцию и с помощью посттранскрипционных 
механизмов. Детальное описание этих сложных 
механизмов, которые интенсивно изучаются 
в последние годы при ОА и СД 2 типа, представ-
лено в ряде обзоров [17, 44, 45]. Необходимо от-
метить, что изучение эпигенетической регуляции 
при полигенных, мультифакториальных, хрони-
ческих заболеваниях, в том числе ОА, СД 2 типа, 
находится в самом начале пути и пока не кос-
нулось коморбидной патологии. Актуальность 
таких исследований, результаты которых сулят 
новые возможности профилактики и лечения 
хронических неинфекционных заболеваний че-
ловека, не вызывает сомнений.

Клиническая характеристика ДАОА
Описанию клинической картины ДАОА по-

священо несколько работ. Показано, что ДАОА 
страдают преимущественно женщины пожило-
го возраста с избыточной массой тела, у боль-
шинства из них выявляются клинико-рентге-
нологические признаки генерализованного ОА, 
с преобладающим поражением опорных суста-
вов – тазобедренных и коленных, частым вовле-
чением в процесс периартикулярных тканей [4, 8, 
23]. Отмечается, что темпы рентгенологической 
прогрессии у больных ДАОА в 2,2 раза больше, 
чем у пациентов с ОА без СД 2 типа [8]. Больные 
ДАОА характеризуются большим уровнем боли 
в пораженных суставах, увеличением продолжи-
тельности утренней скованности, более высоким 
уровнем снижения функции опорных суставов 

и кисти, качества жизни, выраженной тяже-
стью болезни [8, 23, 49]. Тяжелые проявления су-
ставного синдрома чаще выявляются у больных 
с плохо контролируемым СД 2 типа, вынужден-
ных принимать препараты инсулина [23]. По-
казано, что у больных ДАОА повышен индекс 
тяжести коморбидности, обусловленный преоб-
ладанием среди них пациентов, имеющих ин-
валидность по основному или сопутствующим 
заболеваниям и большой объем комбинирован-
ной фармакотерапии. Отмечается, что у больных 
ДАОА, в сравнении с группой пациентов без СД, 
более выражены лабораторные признаки вяло-
текущего системного воспаления, деструкции 
хряща и дислипидемии [25]. Таким образом, ре-
зультаты этих немногочисленных исследований 
свидетельствуют о своеобразии клинической 
картины ОА, ассоциированного с СД 2 типа, 
и позволяют предполагать участие СД в разви-
тии и прогрессии ОА путем характерных для СД 
патофизиологических механизмов: глюкозоток-
сичности, инсулинорезистентности, патологи-
ческом действии конечных продуктов глики-
рования. Напомним, что эти механизмы лежат 
в основе клинических проявлений СД и форми-
ровании его осложнений [16].

Хроническая гипергликемия, инсулинорези­
стентность, конечные продукты гликирования – 
роль в патогенезе ОА и СД

Согласно определению, ОА – это гетероген-
ная группа заболеваний различной этиологии, 
со сходными биологическими, морфологиче-
скими и клиническими исходами, при которых 
в патологический процесс вовлекается не только 
суставной хрящ, но и весь сустав, включая суб-
хондральную кость, связки, капсулу, синовиаль-
ную оболочку и периартикулярные мышцы [1]. 
В этом разделе обзора будут представлены дан-
ные, касающиеся влияния диабета в первую оче-
редь на изменение хрящевой ткани.

Здоровье суставного хряща определяется 
целостностью внеклеточного матрикса (ВКМ) 
и жизнеспособностью хондроцитов, продуци-
рующих этот матрикс. Основу поддержания 
целостности суставного хряща составляет ремо-
делирование ВКМ хондроцитами [20]. С точки 
зрения молекулярной биологии суставной хрящ 
взрослого здорового человека обычно классифи-
цируется как постмитотическая ткань с незначи-
тельной активностью обменных процессов [20]: 
низким уровнем экспрессии коллагена II типа, 
отсутствием экспрессии коллагенов I, III или X 
типов, относительно высоким обменом аггрека-
на и ограниченной репликацией хондроцитов. 
Он также характеризуется незначительной экс-
прессией ростовых факторов-TGF-βl, полным 
отсутствием экспрессии TGF-β2, FGF-2, инсу-
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линового ростового фактора (IGF)-l и Ihh, а так-
же малой скоростью апоптоза хондроцитов [20]. 
Поэтому неслучайно содержание глюкозы – ос-
новного источника энергии клеток – в хондро-
цитах значительно ниже, чем в синовиальной 
жидкости и плазме [64]. Доставка глюкозы в хон-
дроциты осуществляется белками-транспортера-
ми GLUT-1 (основной транспортер) и GLUT-3 
без участия инсулина. Хондроциты здоровых 
людей, даже при высоком внеклеточном содер-
жании глюкозы (30 мм), экспрессируют неболь-
шое количество GLUT-1, в результате чего кон-
центрация глюкозы внутри клетки существенно 
не увеличивается [60, 64]. Показано, что хондро-
циты больных ОА in vitro при тех же уровнях вне-
клеточной глюкозы накапливают ее в большей 
концентрации за счет увеличения экспрессии 
GLUT-1 [59]. Избыточное внутриклеточное со-
держание глюкозы полностью не метаболизиру-
ется с помощью инсулина, поскольку его вну-
триклеточный транспорт ограничен. Выявлено, 
что на клетках культуры хондроцитов от больных 
ОА in vitro и in situ в суставном хряще снижена 
экспрессия рецепторов к инсулину и инсулино-
подобному фактору роста [61], что приводит 
к снижению фосфорилирования AKT1-киназы 
и способствует уменьшению синтеза аггрекана 
и коллагена II. Увеличение содержания глюко-
зы внутри хондроцита у больных ОА инициирует 
накопление активных форм кислорода («окисли-
тельный стресс») и активирует каталитические 
программы, связанные с продукцией различных 
металлопротеиназ и коллагеназ [33, 64]. Это при-
водит к гибели клеток и разрушению матрикса 
хрящевой ткани.

Глюкозотоксичность, инсулинорезистент-
ность, вероятно, являются патогенетическими 
факторами развития ОА in vivo. Установлено, что 
длительная гипергликемия у женщин без кли-
нических проявлений СД приводит через 2 года 
к статистически значимой убыли хрящевой тка-
ни и изменениям структуры субхондральной ко-
сти коленных суставов [39].

В последние годы все большее внимание ис-
следователей разных специальностей привлека-
ет изучение роли ранних и поздних продуктов 
гликирования белков в патогенезе различных 
заболеваний человека, коморбидной патологии 
и поиска в этом направлении потенциальных 
терапевтических мишеней. Результаты этих ис-
следований представлены в ряде обзоров [3, 16, 
18, 27].

Неферментативное гликирование – класси-
ческая ковалентная реакция между альдегид-
ной или кето-группой глюкозы, других сахаров 
со свободными аминогруппами [3, 18]. Глики-
рование белков происходит по остаткам лизина, 

аргинина, гистидина, триптофана, цистеина. 
Путем N-гликозидного связывания, через серию 
химических реакций, образуется большое число 
сахар-протеиновых комплексов. В сложной цепи 
последовательных реакций формируются про-
дукты раннего гликирования (продукт Амадо-
ри) и позднего гликирования – AGE (Advanced 
Glycation End Products). Интенсивность реакции 
определяется уровнем гликемии и периодом по-
лужизни белков, вступающих в реакцию. При 
СД, в условиях гипергликемии, содержание гли-
кированных протеинов существенно возрастает 
[16, 27]. Наиболее подвержены гликированию 
долгоживущие белки, такие как коллаген, кри-
сталлин и др. Существует множество продуктов 
присоединения глюкозы и белков тканей и жид-
кости организма in vivo. Этими белками могут 
быть ферменты, гормоны, рецепторы, другие 
биологически активныe вещества.

Следует отметить, что AGE-модифици-
рованные продукты могут распадаться только 
вследствие внутриклеточного протеолиза, пре-
имущественно фагоцитирующими клетками, 
что непременно инициирует процесс воспаления 
[27]. Основные биологические эффекты AGE 
опосредуются через мультилигандный рецептор 
семейства иммуноглобулинов (RAGE) и галек-
тин-3, которые экспрессируются на фибробла-
стах, макрофагах, Т-лимфоцитах, мезенгиальных 
клетках, эндотелиальных и гладкомышечных 
клетках сосудов, клетках мозга, печени, хондро-
цитах [18]. Взаимодействие AGE с рецепторами 
клеток приводит к выделению провоспалитель-
ных молекул и свободных радикалов, способ-
ствуя поддержанию хронического воспаления. 
Это обусловлено наличием ряда специфических 
для RAGE лигандов, в частности кальгранули-
нов и белка амфотерина (High Mobility Group 
Box Protein 1 –HMGB-1), являющегося ключе-
вым медиатором воспаления [18]. Известно, что 
амфотерин может взаимодействовать не только 
с RAGE, но и с Toll - подобными рецепторами 
(TLR-2 и TLR-4) макрофагов [18]. Считается, что 
AGE, глюкозотоксичность, инсулинорезистент-
ность играют ключевую роль в развитии клини-
ческих проявлений СД, формировании диабети-
ческих макро- и микрососудистых осложнений 
[55], присоединении коморбидных заболеваний: 
атеросклероз, болезнь Альцгеймера, рак, остео-
артрит и др. [3]. Оказалось, что эти закономерно-
сти выявляются не только при СД, но и ОА.

В основополагающей работе Chen et al. [36] 
клетки культуры хондроцитов человека стиму-
лировали суммарными конечными продуктами 
гликирования (AGEs). Установлено, что в ре-
зультате взаимодействия AGEs, RAGE и TLR-4 
увеличивается продукция хондроцитами метал-
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лопротеиназы-13, IL-6, ЦОГ-2 и амфотерина, 
снижается экспрессия коллагена II. Эти эффек-
ты опосредуются активацией р38MAPK, NF-kB 
и угнетением активности фактора транскрипции 
PPARγ. По мнению авторов работы, выявленные 
изменения свидетельствуют о ключевой провос-
палительной роли конечных продуктов гликиро-
вания в патогенезе ОА, ассоциированного с СД.

Итак, краткий анализ данных литературы, по-
священных роли хронической гипергликемии, 
инсулинорезистентности, AGE в патогенезе ОА 
и СД свидетельствует о патогенетическом сход-
стве этих двух заболеваний и позволяет предпо-
лагать, что частое сочетание СД и ОА не является 
случайным. Здесь уместно привести результаты 
двенадцатилетнего наблюдения за людьми сред-
него и пожилого возраста, некоторые из них стра-
дали ОА [57]. Оказалось, что у женщин с ОА от-
носительный риск развития СД 2 типа составляет 
1,27 (ДИ 1,15-1,41). Это может быть еще одним 
аргументом в пользу предположения о патоге-
нетическом родстве СД и ОА, и главным меха-
низмом, объединяющим оба заболевания, может 
быть вялотекущее системное воспаление [5, 33].

Воспаление, нарушение иммунной системы при 
ОА и СД 2 типа

Долгое время ОА считался болезнью «износа» 
хряща вследствие нарушения конгруэнтности 
суставных поверхностей при действии механи-
ческих факторов, приводящих к разрушению 
хрящевой ткани [42]. Прогресс в молекулярной 
биологии в 90-е годы прошлого столетия глубо-
ко изменил эту парадигму. Открытие того, что 
многие растворимые провоспалительные меди-
аторы могут увеличивать продукцию матричных 
металлопротеиназ, коллагеназ хондроцитами, 
стали первым шагом в формировании «воспали-
тельной» теории развития ОА [34]. Помимо это-
го, представление об ОА как патологии только 
хрящевой ткани претерпело существенное из-
менение. Стало очевидным, что в патологиче-
ский процесс при ОА вовлекаются все структуры 
сустава, в том числе субхондральная кость [34]. 
В 2012 году в журнале Osteoarthritis and Cartilage 
был опубликован систематизированный об-
зор, посвященный изучению роли воспаления, 
иммунных нарушений при ОА [40]. Авторы об-
зора, используя различные базы данных за пе-
риод 1946 по 2011 годы, обобщили результаты 
исследований, посвященных воспалению при 
ОА, представленные в 100 статьях. Материал 
для изучения синовиальной ткани, жидкости 
в большинстве исследований был получен при 
артроскопии или операции артропластики. Боль-
шинство исследований обнаруживают при остео-
артрите патоморфологические признаки легкого 
или умеренного синовита, характеризующегося 

гиперплазией синовиальной оболочки, с пре-
имущественным увеличением выстилающих кле-
ток и инфильтрацией синовии клетками с раз-
личным фенотипом. Некоторые исследователи 
выявляли в синовии морфологические признаки 
фиброза. Среди клеток инфильтрата преобладали 
макрофаги и T-лимфоциты. По данным Pessler 
et al., макрофаги составляют примерно 65%, 
Т-лимфоциты – 22%, В-лимфоциты – 5% , плаз-
матические клетки – менее 1% клеток инфиль-
трата [54]. Макрофаги располагаются в основном 
в выстилающем слое синовии, субпопуляцион-
ная структура макрофагов не изучена.

Т-лимфоциты обнаружены в субповерхност-
ном слое синовиальной оболочки и, в меньшей 
степени, в глубоком слое, преобладали акти-
вированные CD4+Т-клетки. Выявлены различ-
ные субпопуляции Т-клеток, экспрессирующих 
активационные антигены: CD69, CD25, CD38, 
CD45RO, CD60, CD83, HLA II класса. Ряд ав-
торов указывает, что соотношение CD4+/CD8+ 
лимфоцитов равнялось 5:1, оно было больше, 
чем у здоровых людей, и меньше, чем у больных 
ревматоидным артритом (РА).

Популяция Th-лимфоцитов представлена 
субпопуляциями Th1, Th2, Th3, Th17, Th9, Th22, 
соотношение Th1/Th2 было 1,5 в сравнении 
с РА – 6,1. Показано наличие в синовиальной 
ткани больных ОА Treg, регуляторных Tr1 лим-
фоцитов – продуцентов IL-10 и TGF-β [32].

Содержание В-лимфоцитов, плазматических 
клеток в синовиальной ткани больных ОА было 
больше, чем у здоровых людей, и меньше, чем 
у больных РА. Считается, что В-лимфоциты ин-
фильтрата являются олигоклональными и игра-
ют существенную роль в развитии ОА [40].

Некоторые авторы обнаружили в синовии 
больных ОА тучные клетки, причем содержание 
этих клеток было больше, чем у здоровых людей 
и больных РА. Тучные клетки локализовались 
преимущественно периваскулярно в субповерх-
ностном слое синовии, многие из них были де-
гранулированы [40].

Большинство исследователей выявили в си-
новиальной ткани больных ОА большое число 
цитокинов, связанных с клетками как врожден-
ного, так и приобретенного иммунитета, в ряде 
исследований источник цитокинов не был иден-
тифицирован. Выявлялись как провоспалитель-
ные, так и противовоспалительные цитокины: 
IL-1β, TNFα, IFNγ, IL-4, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, 
IL-17, IL-18. Кроме того, некоторые исследова-
тели выявили IL-5, IL-13, IL-19, IL-21, IL-26, 
IL- 32, а также TGF-β [40]. В целом большинство 
авторов приходит к мнению о том, что содержа-
ние цитокин-позитивных клеток в образцах си-
новии больных ОА меньше, чем у больных РА, но 
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выше, чем в синовиальной ткани здоровых лю-
дей. Это указывает на то, что синовиальная ткань 
больных ОА характеризуется вялотекущим вос-
палением, что отличает его от РА [40].

В результате воспаления в синовиальной тка-
ни провоспалительные медиаторы попадают 
в синовиальную жидкость и затем в хрящ, со-
действуя катаболической функции хондроцитов 
[30] и способствуя их гибели. Помимо провос-
палительных медиаторов синовиальной ткани 
и жидкости, вызывающих нарушение процессов 
ремоделирования хрящевой ткани, важная роль 
в процессах катаболизма принадлежит субхон-
дральной кости [30]. Напомним, что хрящ и суб-
хондральная кость в норме представляют со-
бой единую биокомпозицию, адаптированную 
к действию механических нагрузок и осущест-
вляющую тесные молекулярно-клеточные взаи-
модействия, направленные на физиологическое 
ремоделирование как хрящевой, так и костной 
ткани. При ОА, в результате воспаления хряща 
и субхондральной кости, в процессе ремодели-
рования катаболические механизмы начинают 
преобладать над анаболическими. Этому способ-
ствует наличие между хрящевой и костной тка-
нью особых сигнальных путей [30], обеспечива-
ющих обмен провоспалительными медиаторами 
и персистенцию воспаления. 

Итак, ОА характеризуется морфологическими 
признаками воспаления в синовиальной ткани, 
однако о соотношении воспаления с клинически-
ми характеристиками ОА известно мало. Неясно, 
имеется ли связь персистирующего воспаления 
с различными клиническими фазами ОА (ран-
ние и поздние проявления болезни), прогрессией 
рентгенологических изменений, уровнем боли, 
выраженностью функциональных изменений 
суставов и др. Предстоит большая работа по из-
учению патогенетической роли воспаления в раз-
витии различных клинических проявлений ОА, 
поскольку первые исследования в этом направ-
лении не внесли ожидаемой ясности. Так, в 2011 
году опубликована статья, посвященная изуче-
нию связи биомаркеров системного воспаления 
и рентгенологической прогрессией ОА [70]. Ав-
торы работы на большой выборке больных ОА 
при оценке 17 показателей воспаления в сыво-
ротке периферической крови, включая определе-
ние СРБ и ряда провоспалительных цитокинов, 
не нашли доказательств связи между исследуе-
мыми биомаркерами и наличием рентгенологи-
ческих проявлений ОА. Авторы объясняют полу-
ченные результаты дизайном исследования. Оно 
было поперечным, и, по их мнению, в продоль-
ных исследованиях могут быть получены другие 
данные. В некоторых исследованиях выявлено, 
что у больных ОА с клиническими проявлениями 

синовита в сыворотке ПК регистрируются мар-
керы системного воспаления, в частности СРБ, 
ассоциированный с уровнем боли [66, 68].

Нами было показано, что в сыворотке ПК 
больных ДАОА повышен уровень провоспали-
тельных (IL-1, IL-18) и снижено содержание 
противовоспалительных цитокинов (адипонек-
тина, IL-10), а уровень IL-6 прямо коррелировал 
с рядом функциональных показателей тяжести 
болезни [23].

Наличие в синовиальной ткани и жидкости 
больных ОА клеток, участвующих в гуморальном 
и клеточном иммунном ответе, позволяет пред-
полагать, что их появление обусловлено развити-
ем иммунного ответа к аутоантигенам хрящевой 
ткани. Напомним, что у здоровых людей потен-
циальные аутоантигены хряща, находящегося 
в асептических условиях, изолированы от кле-
ток иммунной системы. При ОА в результате 
старения хряща, действия механического стрес-
са, катаболических процессов многочисленные 
высвобождающиеся антигенные детерминанты 
матрикса хряща могут инициировать и поддер-
живать гуморальный и клеточный иммунный от-
вет, способствуя хронизации воспаления в хряще 
и синовиальной ткани [46]. Действительно, в си-
новиальной ткани, жидкости, сыворотке пери-
ферической крови больных ОА, в отличие от здо-
ровых людей, выявлены антитела к антигенным 
детерминантам коллагенов II, IX, XI, аггрекану, 
фрагментам фибронектина. Эти антигены входят 
в состав иммунных комплексов, обнаруженных 
в матриксе хряща больных ОА [46], они облада-
ют артритогенными свойствами и способны ин-
дуцировать артрит у экспериментальных живот-
ных. Помимо гуморального иммунного ответа 
формируется и клеточный иммунный ответ [46] 
к фрагментам мембраны хондроцитов, ядерным 
белкам, коллагенам и протеогликанам матрик-
са. Ситуация осложняется тем, что в условиях 
хронического воспаления, иммунного ответа 
к различным аутоантигенам организм исполь-
зует резервные возможности элиминации ауто-
антигенов. Поэтому у больных ОА хондроциты 
приобретают свойства профессиональных анти-
ген-презентирующих клеток, способных фагоци-
тировать фрагменты коллагена, протеогликанов 
и взаимодействовать с Т-лимфоцитами, прони-
кающими в поврежденный хрящ из синовиаль-
ного экссудата [29, 46]. Хондроциты начинают 
экспрессировать антигены HLA-II, DР, DQ, DR, 
а также костимуляторные молекулы CD80, CD86 
[46], в результате чего происходит усиление про-
лиферации Т-лимфоцитов и их провоспалитель-
ного потенциала.

Итак, анализ данных литературы, посвящен-
ных результатам исследования хронического 
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воспаления и изменений в иммунной систе-
ме у больных ОА, убедительно свидетельствует 
о том, что изменение прежнего названия болез-
ни «остеоартроз» на современное «остеоартрит» 
оправданно [34]. Это новое понимание патоге-
неза ОА является принципиальным, поскольку 
определяет перспективу применения нестероид-
ных противовоспалительных препаратов, анти-
цитокиновых агентов в лечении ОА и поиска но-
вых терапевтических мишеней.

Необходимо еще раз отметить, что в гене-
зе микро- и макрососудистых осложнений СД 2 
типа ключевая роль принадлежит вялотекущему 
воспалительному процессу [5, 13, 14], для кото-
рого характерны описанные выше закономерно-
сти, и тогда, с определенной мерой условности, 
можно говорить о патогенетическом сходстве ОА 
и СД.

Остается неясным, насколько описанные 
в этом разделе обзора закономерности развития 
воспаления и иммунного ответа у больных ОА бу-
дут характерны при ДАОА. Исследования в этом 
направлении только начинаются. Так, установ-
лено, что у больных ДАОА содержание антител 
к коллагену II в сыворотке ПК выше, чем у боль-
ных ОА, и ассоциируется с тяжестью суставного 
синдрома [25].

Фармакотерапия ДАОА отличается от лечения 
ОА?

Если фармакотерапия СД 2 типа достаточно 
хорошо разработана, то лечение ОА представ-
ляет собой серьезную проблему. Главной целью 
выделения фенотипических вариантов течения 
ОА, включая ДАОА, считают индивидуализацию 
лечения ОА, поскольку очевидно, что различные 
патогенетические и клинические фенотипы ОА 
требуют разных терапевтических стратегий [7]. 
Важным шагом повышения эффективности ле-
чения следует считать то, что в последних меж-
дународных и отечественных рекомендациях 
по лечению остеоартрита предусмотрена необ-
ходимость учета коморбидной патологии при 
назначении терапии [19, 35, 50]. Однако в этих 
согласительных документах ОА и сопутствующая 
коморбидная патология рассматриваются само-
стоятельно, без их возможной патогенетической 
связи. Мы полагаем, что коморбидные заболе-
вания не есть простое сочетание нескольких бо-
лезней, их фенотип, патогенез есть новое целое 
с малоизученными эмерджентными свойства-
ми и иными возможностями терапии, на основе 
сходства патогенеза [21, 22]. Еще раз подчеркнем, 
что «возникающие» свойства сложных биологи-
ческих систем (эмерджентность), характерные 
для полипатий, невозможно объяснить только 
с точки зрения их составляющих (отдельных бо-
лезней). Патогенез отдельных и коморбидных 
заболеваний связан, по мнению Барабаши, с из-

менениями универсальных сетевых процессов, 
происходящих на геномном, молекулярном, кле-
точном уровнях, которые приводят к поражению 
различных органов-мишеней [31].

Это положение является ключевым в систем-
ной биологии и медицине и фундаментальной 
основой понимания развития синтропий. При 
этом следует помнить, что метаболические сети – 
это графическое изображение взаимодействую-
щих белков, углеводов, липидов и др., которые 
функционируют совместно и координированно, 
контролируя взаимосвязанные процессы в ор-
ганизме [31]. Элементами сети являются узлы, 
связанных друг с другом ориентированными 
(фермент–субстрат, ген–белок и др.) и неориен-
тированными ребрами.

Выделяют центральные (хабы), имеющие 
большее количество связей, и периферические, 
имеющие меньшее количество связей, узлы сети. 
Хорошо изучены такие центральные узлы меж-
молекулярных взаимодействия как глюкокор-
тикодные рецепторы, рецепторы витамина D, 
метилтрансфераза ДНК, NF-kB, PPAR и ряд дру-
гих [22]. Узлы разнородны по своей структуре: ре-
цепторы клеточной поверхности, внутриклеточ-
ные рецепторы, ферменты, ионные каналы и др., 
однако все они обладают некоторыми сходными 
свойствами:

– хабы регулируют взаимосвязь различных 
путей метаболизма, воспаления, иммунных реак-
ций и др.; 

– изменение активности центральных узлов 
способствует развитию коморбидной патологии;

– хабы являются потенциальной терапевти-
ческой мишенью, и их модуляция может обе-
спечить многоцелевые эффекты, в том числе при 
коморбидной патологии.

Поиск мишеней терапии, основанный 
на изуче нии свойств молекулярных сетей, полу-
чил название «сетевая фармакология». 

Ранее нами было высказана гипотеза, что 
в результате фармакологического вмешатель-
ства на центральные узловые элементы при ис-
пользовании агонистов или антагонистов может 
развиваться плейотропный эффект (противо-
воспалительный, иммуномодулирующий, ли-
пидкорригирующий, антиангиогенный, про-
тивоостеопоретический и др.), приводящий 
в итоге к формированию клинического эффекта 
не только основного, но и сопутствующих за-
болеваний. Эта гипотеза была подтверждена 
на примерах использования фармакологическо-
го агониста PPARα фенофибрата, ингибитора 
ГМГ Коэ А-редуктазы симвастатина у больных 
ревматоидным артритом, остеоартритом, псори-
азом с высоким риском развития атеросклероза. 
Показана их клиническая эффективность и безо-
пасность, которая в большинстве случаев ассоци-
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ировалась с липидкорригирующим и иммуномо-
дулирующим действием [22]. В то же время прием 
донатора метильной группы адеметионина боль-
ными ДАОА оказывал статистически значимый 
анальгетический эффект, улучшал функцию ко-
ленных суставов, но не оказывал плейотропного 
действия – не влиял на биомаркеры системного 
воспаления, разрушения матрикса хряща и гли-
кемии, не изменял липидный профиль [24].

Заключение
В связи с увеличением продолжительности 

жизни населения человечество вступило в эпоху 
господства полипатий. На примере ДАОА нам 
хотелось показать сложность проблемы комор-
бидности, как в понимании патогенеза, так и 
в лечении. Анализ данных о роли генетических 
факторов в развитии ДАОА, некоторых механиз-
мов его формирования свидетельствует о том, 
что ОА и СД не есть простое, механическое со-
четание двух заболеваний. Они имеют некоторые 
сходные генетические, патогенетические меха-

низмы, особый фенотип болезни и нацеливают 
врача, ученого на новый, холистический (персо-
нифицированный) подход к профилактике, диа-
гностике, лечению и прогнозу этой коморбидной 
патологии, разработка которых находится в са-
мом начале своего пути. К аналогичным выво-
дам приходят King K.B., Rosenthal A.K., которые 
проанализировали данные литературы с 1962 
по 2014 год, посвященные влиянию СД на риск 
развития, течение, прогноз, лечение ОА [49]. 
Мы пока очень смутно представляем, на каких 
универсальных принципах должны основывать-
ся новые подходы в лечении этой коморбидной 
патологии. Один из вариантов – широко обсуж-
даемые в последние годы теории сетевых взаи-
модействии, сетевая медицина и управление се-
тями [31]. В рамках этих концепций логичным 
представляется патогенетическое обоснование 
узловой терапии коморбидных заболеваний, 
а примеры ее эффективности и безопасности 
внушают оптимизм и веру в правильность холи-
стического понимания сути полипатий.
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ВЛИЯНИЕ Breg И IL-10 НА ГУМОРАЛЬНЫЙ ИММУННЫЙ 
ОТВЕТ
Гаврилова М.В., Снегирева Н.А., Сидорова Е.В.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток им. И.И. Мечникова», Москва, Россия

Резюме. Breg угнетают патологические процессы при воспалительных и аутоиммунных заболева-
ниях. Регуляторные функции Breg обусловлены в основном секрецией IL-10. Роль Breg в гумораль-
ном иммунном ответе не изучалась. В данной работе было исследовано влияние IL-10 и Breg при 
иммунном ответе В1- и В2-клеток мыши на Т-зависимые и Т-независимые антигены в модельной 
системе in vitro. В качестве Т-зависимого антигена использовали водорастворимый антиген бараньих 
эритроцитов, Т-независимого антигена 1 типа – LPS, Т-независимых антигенов 2 типа поливинил-
пирролидон и α(1→3) декстран. В1- и В2-лимфоциты были выделены из клеток перитонеальной по-
лости и селезенки мышей линии СВА соответственно. Клетки культивировались в среде RPMI 1640 
с 10% ЭТС и всеми необходимыми добавками с антигенами, IL-10 и без них. Число антитело- и им-
муноглобулин-образующих клеток определяли методом ELISPOT.

Под действием водорастворимого антигена бараньих эритроцитов число антитело- и иммуногло-
булин-образующих клеток в культурах В1- и В2-лимфоцитов возрастало. Добавление IL-10 приво-
дило к снижению числа антителопродуцентов в среднем на 27%. IL-10 снижал также число индуци-
рованных LPS антитело- и иммуноглобулин-образующих клеток в культуре В2-лимфоцитов на 75%. 
Под действием IL-10 в культуре В1-клеток, активированных Т-независимыми антигенами 2 типа, 
число антителопродуцентов уменьшалось в среднем на 50%.

Для изучения функциональной активности Breg выделяли из клеток перитонеальной полости 
и селезенки мышей линии СВА. Количество Breg после активации В-клеток LPS, иономицином 
и форболовым эфиром возрастало в 20 раз (с 4 до 96%). Основным изотипом иммуноглобулинов, 
секретируемых Breg, являлся IgM. При чистоте Вreg 96% иммуноглобулины секретировали ~12% этих 
клеток. Это означает, что некоторая часть Breg одновременно синтезирует иммуноглобулины и IL-10. 

Получение высокоочищенных Breg и использование трансвеллов позволило исследовать бес-
контактное влияние Breg на иммунный ответ в культуре спленоцитов xid-мышей линии CBA/N. 
Было установлено, что как специфический, так и поликлональный ответ в культуре этих клеток 
на водорастворимый антиген бараньих эритроцитов Breg угнетали. Таким образом, Breg участвуют 
в гуморальном иммунном ответе, подавляя функциональную активность спленоцитов мышей ли-
нии CBA/N на Т-зависимый антиген. Очевидно, что сущеcтвенную роль в этом играет секретируе-
мый Breg IL-10. 

Ключевые слова: Breg, IL-10, индукция иммунного ответа in vitro, антителопродуценты, антигены, В1-лимфоциты
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Введение
Основной функцией В-лимфоцитов явля-

ется образование антител (АТ). Наряду с этим 
В-клетки участвуют в презентации антигенов 
(АГ), фагоцитозе, органогенезе лимфоидных ор-
ганов и секреции цитокинов. В последние годы 
выяснилось, что В-клетки, как и Т-лимфоциты, 
обладают еще и регуляторными функциями.

Впервые регуляторные функции В-клеток 
были обнаружены Janeway C.A. et al. [12]. На мо-
дели экспериментального аутоиммунного энце-
фаломиелита (ЭАЭ) у мышей было показано, что 
В-клетки участвуют в подавлении острого ауто-
иммунного процесса. Позднее было установлено, 
что выздоровление мышей обеспечивается про-
дуцируемым регуляторными В-клетками (Breg) 
IL-10 [5].

Существует ряд обладающих регуляторными 
функциями популяций В-клеток: Breg, Br1 и Br3. 

Эти субпопуляции появляются при разных фор-
мах воспалительных и аутоиммунных процессов 
и отличаются по фенотипу [9]. Классификация 
Вreg проведена по аналогии с классификацией 
Тreg. Следует подчеркнуть, что ясности в этом 
вопросе пока нет. 

Как уже говорилось, регуляторные функ-
ции Breg обусловлены в основном IL-10. Глав-
ным источником IL-10 являются Breg селезенки 
и брюшной полости. Они обладают уникальным 
фенотипом – CD1dhiCD5+CD19hi и продуцируют 
исключительно IL-10. Эту субпопуляцию регуля-
торных В-клеток предложено обозначать В10 [4]. 

Иммунорегуляторные свойства IL-10 обуслов-
лены его способностью угнетать презентацию АГ, 
продукцию провоспалительных цитокинов, про-
лиферацию Т-лимфоцитов и функции некото-
рых других клеток [2, 4]. Влияние IL-10 на гумо-
ральный иммунный ответ изучено недостаточно. 

Вместе с тем изучение свойств и функций 
Breg является одной из первоочередных задач 
современной иммунологии и медицины. Во-
просов в этой области значительно больше, чем 

INFLUENCE OF Breg AND IL-10 UPON HUMORAL IMMUNE 
RESPONSE
Gavrilova M.V., Snegireva N.A., Sidorova E.V.
I.I. Mechnikov Research Institute for Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation

Abstract. B regulatory cells (Bregs) are shown to downregulate autoimmune and inflammation processes. 
Their modifying effects depend on IL-10 secretion. A role of Bregs in development of humoral immune 
response was not investigated. Influence of Bregs and IL-10 upon in vitro response of murine B1 and B2 cells 
to T-dependent and T-independent antigens was studied in a model system. A water-soluble sheep erythrocyte 
antigen was used as a T-dependent antigen, whereas LPS was applied as a type 1 T-independent antigen, 
and polyvinylpirrolidone and alpha(1→3)dextran were added as type 2 T-independent antigens. В1and B2 
lymphocytes were isolated from, respectively, peritoneal cavity and spleen of CBA mice. The cells were cultured 
in RPMI1640 medium with 10% of FCS supplemented with appropriate antigens and IL-10. The numbers of 
antibody- and total Ig-forming cells were determined by ELISPOT method. 

The erythrocyte antigen induced an increase of antibody- and total Ig-forming cell numbers in cultured 
B1 and B2 cell populations. IL-10 addition caused reduction of antibody- and total Ig-forming cells by 27%. 
Similarly, IL-10 caused a drop in antibody- and total Ig-forming cells in LPS-stimulated B2 cell cultures by 
75%, as well as 50 per cent decrease in numbers of antibody-forming cells in B-1 cell cultures when induced by 
the type 2 T-independent antigens.

To assess functional activity of Bregs, the cells were isolated from peritoneal cavity and spleen of CBA mice. 
Total yields of Bregs were 20-fold increased upon activation of B cells with LPS, ionomycin and phorbol ester 
(from 4% to 96%). IgM was the main immunoglobulin isotype secreted by the Bregs. 96% of activated Bregs 
produced IL-10. About 12% of the cells were shown to produce immunoglobulins. This finding suggests that 
some of Bregs synthesize both IL-10 and immunoglobulins. 

To study distant effect of Bregs upon immune response, the splenocyte culture of xid CBA/N mice were 
tested in Transwells with enriched Bregs. It was revealed that the Bregs caused inhibition of both specific 
and polyclonal immune response to the water-soluble sheep erythrocyte antigen. Hence, Bregs are shown 
to participate in humoral immune response, probably, by suppressing functional activity of splenocytes from 
CBA/N mice to T-dependent antigen. IL-10 secreted by Bregs may play a sufficient role in these regulatory 
effects. 
Keywords: Bregs, IL-10, in vitro immune response induction, antibody producers, antigens, B1-lymphocytes
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ответов. Так до сих пор не установлено, есть 
ли Breg в норме или они возникают под влия-
нием патологических или антигенных стимулов. 
Каков механизм их возникновения? Каково их 
происхождение? Являются ли они новой субпо-
пуляцией В-лимфоцитов или возникают из В1- 
или В2-клеток? Обладают ли Breg АГ специфич-
ностью? Неизвестно, как влияет IL-10 на ответ 
разных субпопуляций В-клеток на Т-зависимые 
и Т-независимые АГ (ТЗ и ТН АГ соответствен-
но). Не разработаны и экспериментальные моде-
ли, позволяющие непосредственно изучать сами 
эти клетки. 

Ранее нами была разработана модельная систе-
ма, позволяющая использовать относительно не-
большие количества В1-лимфоцитов для изуче-
ния их взаимодействий с другими клетками in 
vitro [3]. В настоящей работе такая модельная 
система использовалась для изучения влияния 
IL-10 на иммунный ответ В1- и В2-клеток мыши 
на ТЗ АГ и ТН АГ 1-го и 2-го типов (ТН-1 и ТН-2 
АГ соответственно) и функциональной активно-
сти Breg, выделенных из брюшной полости и се-
лезенки мышей CBA. 

Материалы и методы
Животные и антигены
В опытах использовали самок мышей линии 

СВА весом 16-18 г, полученных из питомника 
«Андреевка», и xid-мышей линии CBA/N, лю-
безно предоставленных д-ром Т.К. Кондратьевой 
(ФГБНУ «ЦНИИТ», Москва) и поддерживаемых 
в виварии ФГБНУ «НИИВС им. И.И. Мечни-
кова». 

В качестве ТЗ АГ использовали водораство-
римый антиген бараньих эритроцитов (ВРА-
БЭ) [11], ТН-1 АГ липополисахарид Escherichia 
coli cеротип 0111: В4 (LPS) (Sigma), ТН-2 АГ – 
α(1→3) декстран L. mesenteroides (Декс) и поли-
винилпирролидон 350 кДа (ПВП) (Sigma). ТЗ АГ 
вносили в культуры клеток в дозе 25 мкг/мл, ТН-1  
АГ – 1 нг/мл и ТН-2 АГ – 10 нг/мл. 

Клеточные субпопуляции
Для выделения В-клеточных субпопуля-

ций использовали мышей линии СВА. В1-
лимфоциты выделяли из клеток перитонеальной 
полости [1], В2-лимфоциты – из селезенки с ис-
пользованием магнитных бус Dynabeads Mouse 
CD43 (Dynal, Норвегия). Breg выделяли из селе-
зенки и перитонеальной полости мышей линии 
СВА с использованием Regulatory B cell isolation 
kit, согласно инструкции фирмы-производи-
теля (Miltenyi Biotec). Вкратце: из клеток селе-
зенки или перитонеальной полости выделяли 
тотальные В-лимфоциты с помощью иммуно-
магнитной сепарации. В-клетки (2,5 млн/мл) 
активировали 10 мкг/мл LPS 18-20 часов in vitro 

в СО2 инкубаторе при 37 °С. Затем к клеткам до-
бавляли форбол-12-миристат-13-ацетата (PMA) 
50 нг/ мл и иономицин 500 нг/мл и продолжали 
инкубацию еще 5 часов. Активированные клетки 
вначале обрабатывали В cell catch reagent, а за-
тем анти-IL-10 АТ, меченными фикоэритрином 
(РЕ). На заключительном этапе Breg выделяли 
при помощи магнитных бус, покрытых анти-РЕ 
АТ. В качестве контроля использовали В-клетки 
селезенки и перитонеальной полости, прошед-
шие все стадии получения Breg, за исключением 
добавления активаторов. 

Проточная цитометрия
Фенотип и чистоту выделяемых В1- и В2-

клеточных субпопуляций определяли методом 
проточной цитометрии. Использовали АТ к CD23 
(В3В4) и CD3 (17А2), меченные FITC, АТ к CD19 
(1D3) и CD5 (53-7.3), меченные PE, и АТ к B220 
(RA3-6B2), меченные PE-Cy5 (BD Pharmingen). 
Для блокировки Fc-рецепторов использовали АТ 
к CD16/CD32 (2.4G2) (BD Pharmingen).

Breg в культурах активированных и неак-
тивированных перитонеальных клеток выяв-
ляли с помощью АТ к CD19 (1D3), меченных 
FITC (eBioscience) и АТ к IL-10, меченных PE 
(Miltenyi Biotec). Кроме того, Breg были окраше-
ны АТ к CD5 (53-7,3), CD43 (S7), CD138 (281-2),  
CD1d (1В1), меченные PE (BD Pharmingen 
и eBioscience); АТ к CD11b (М1/70), CD23 (В3В4), 
меченные FITC (BD Pharmingen) и АТ к CD86 
(RMMP-2), меченные РЕ (Сaltag). Для опреде-
ления мертвых клеток использовали пропидий 
йодид (Sigma). Проточную цитометрию прово-
дили на Beckman Coulter EPICS XL; результаты 
анализировали с помощью SYSTEM II (Beckman 
COULTER, USA). 

Культивирование клеток
Для создания необходимой плотности клеток 

в качестве «филлеров» использовали спленоциты 
мышей CBA/N.

Для изучения влияния IL-10 на иммунный от-
вет В1- и В2-клетки смешивали со спленоцитами 
мышей СВА/N в соотношении 1:10 и культи-
вировали в полной среде RPMI 1640 с 10% ЭТС 
и всеми необходимыми добавками в плоскодон-
ных 96- и 24-луночных планшетах (Nunc, Дания) 
в СО2-инкубаторе при 37 °С в течение 4-х дней 
в присутствии АГ, АГ и IL-10 (50 нг/мл) или без 
них.

Для раздельного культивирования Вreg 
со спленоцитами мышей CBA/N использовали 
24-луночные плоскодонные планшеты (Nunc) 
с мембранными вставками Millicell (Millipore, 
США). В лунки вносили по 5 × 106 спленоцитов, 
а в мембранные вставки – по 1 × 106 Вreg, после 
чего культивировали клетки в среде RPMI 1640 c 
10% ЭТС и всеми необходимыми добавками. 
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Определение антитело­ и иммуноглобулин­об­
разующих клеток

Функциональную активность В-лимфоцитов 
оценивали по числу АТ- и иммуноглобулин-об-
разующих клеток (АОК и ИГОК соответствен-
но) в культурах с ТЗ и ТН-1 АГ и без них с по-
мощью клеточного иммуноферментного анализа 
(ELISPOT). Для определения АОК фильтры сен-
сибилизировали АГ и вносили по 100 × 103 кле-
ток/лунку; для выявления ИГОК фильтры по-
крывали козьими АТ к иммуноглобулинам мыши 
(Invitrogen) и вносили в лунки по 10 × 103 клеток. 
Клетки культивировали в среде RPMI 1640 с 1% 
ЭТС в течение 12-18 часов в CO2-инкубаторе. 
После культивирования клетки из лунок удаляли 
и обрабатывали фильтры биотинилированными 
АТ к IgM мыши (Invitrogen) и стрептовидином, 
коньюгированным с пероксидазой хрена (Invitro-
gen). По окончании инкубации подсчитывали 
число АОК и ИГОК на фильтрах и пересчитыва-
ли их на 106 живых клеток [1]. 

Статистическая обработка результатов 
Результаты экспериментов представле-

ны в виде средних арифметических значений 
со стандартными отклонениями (М±S). Досто-
верность различий результатов между группами 
нормальных и иммунизированных животных ис-
следовали при помощи дисперсионного анали-
за. Различия рассматривались как значимые при 
p < 0,05.

Результаты
Влияние IL­10 на иммунный ответ на ТЗ­АГ 
IL-10 продуцируется Breg с фенотипическими 

характеристиками как В1-, так и В2-лимфоцитов 
[8]. Изучение его действия на сами эти клет-
ки не проводилось. На первом этапе было ис-
следовано влияние IL-10 на иммунный ответ 
В1- и В2-клеток на ТЗ АГ – ВРАБЭ. Как и ожи-

далось, внесение ВРАБЭ в культуру клеток селе-
зенки мышей линии CBA/N, а также в культуры, 
содержащие смеси этих клеток с В1- или В2-
лимфоцитами мышей линии СВА, индуцировало 
иммунный ответ. В культурах спленоцитов чис-
ло АОК и ИГОК возрастало (рис. 1А, Б). Одно-
временное внесение в культуры клеток ВРАБЭ 
и IL-10 (50 нг/мл) в большинстве случаев приво-
дило к снижению количества АОК и ИГОК. Так, 
в культуре спленоцитов мышей линии CBA/N 
число АОК уменьшалось на 80%, а число ИГОК – 
на 50%. В смешанных культурах, содержащих В1- 
или В2-лимфоциты, количество АОК снижалось 
на 25 и 28%; а число ИГОК – на 33 и 23% соот-
ветственно. Таким образом, при ответе В1- и В2-
клеток на ТЗ АГ IL-10 оказывал на образование 
АОК и ИГОК угнетающее действие. На жизне-
способность клеток в культурах добавление IL-10 
практически не влияло. 

Влияние IL­10 на иммунный ответ на ТН­1 АГ
На следующем этапе исследовали иммунный 

ответ В-лимфоцитов на ТН-1 АГ – LPS. Посколь-
ку В1-клетки конститутивно синтезируют IL-10, 
количество которого под действием LPS увели-
чивается [2], и разграничить действие вносимого 
и эндогенного IL-10 сложно, в опытах исполь-
зовали только В2-клетки. Как видно из рисун-
ка 2, внесение LPS в культуры клеток приводило 
к образованию АОК и увеличению числа ИГОК. 
Добавление IL-10, как и при ответе на ТЗ АГ, 
снижало количества АОК и ИГОК. В культуре 
спленоцитов xid-мышей число АОК и ИГОК, 
индуцированных LPS, снижалось на 65 и 86%, 
а в смешанной культуре, содержащей В2- клетки 
мышей линии СВА, – на 73 и 76% соответствен-
но. Полученные данные свидетельствуют о том, 
что на иммунный ответ В2-лимфоцитов на LPS 
IL-10 оказывал угнетающее действие.

Рисунок 1. Влияние IL-10 на иммунный ответ В1- и В2-лимфоцитов на ВРАБЭ в модельной системе in vitro: число 
АОК (А), число ИГОК (Б)
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Влияние IL­10 на иммунный ответ на ТН­2 АГ
Иммунный ответ на ТН-2 АГ и влияние 

на него IL-10 исследовали в модельной системе, 
содержащей В1-лимфоциты мышей линии CBA.

Внесение ПВП (10 нг/мл) в культуру с В1-
лимфоцитами индуцировало специфический 
и поликлональный иммунный ответ: число АОК 
возрастало примерно на 47%, а число ИГОК 
на 45%. Добавление IL-10 в культуры с ПВП 
снижало количества АОК и ИГОК ~ на 46 и 70% 
соответственно. Таким образом, IL-10 угнетал 
как специфический, так и поликлональный им-
мунный ответ В1-лимфоцитов на ПВП. 

Внесение Декс (10 нг/мл) в культуру с В1-
лимфоцитами также индуцировало специфи-
ческий иммунный ответ: число АОК возрас-
тало с 118±10/106 до 251±30/106 клеток. Число 
ИГОК под действием Декс возрастало не более 
чем на 20%. Внесение IL-10 снижало число АОК 
к Декс на 61%. На количество ИГОК добавление 
IL-10 в культуру практически не влияло.

Фенотип и функциональная активность Вreg
Для изучения функциональной активности  

Breg и взаимодействия их c другими клетками не-
обходимо выделять Breg в чистом виде. Для вы-

деления Breg использовали Regulatory B cell 
isolation kit (Miltenyi Biotec). К Breg при этом 
относили все В-клетки, продуцирующие IL-10. 
В B-лимфоцитах, выделенных из активирован-
ных клеток перитонеальной полости и селезен-
ки мышей линии СВА, содержалость около 96% 
и 70% В-клеток, синтезирующих IL-10 соответ-
ственно; для неактивированных клеток этот по-
казатель равнялся ~ 4% (рис. 3). 

Для более детальной характеристики Breg 
определяли некоторые поверхностные марке-
ры активированных и контрольных (неакти-
вированных) перитонеальных Вreg. Breg, вы-
деленные после активации, несли на своей  
поверхности CD5 – 42±1,4%; CD43 – 75±9%; 
CD11b – 59±1,4%; CD80 – 7±6%; CD86 – 66±14%;  
CD138 – 9,4±0,3%; CD1d – 86±11%; CD23 – 30±2%.  
Контрольные (неактивированные) Breg несли те 
же маркеры, однако количество клеток, экспрес-
сирующих маркер CD86, не превышало 10±7%. 

Принципиальный интерес представляет во-
прос о том, продуцируют ли Breg одновременно 
АТ/ИГ (иммуноглобулины) и IL-10. Для реше-
ния этого вопроса мы исследовали образование 
ИГ выделенными Breg. В культурах контрольных 

Рисунок 2. Влияние IL-10 на иммунный ответ на LPS в модельной системе in vitro: число АОК (А), число ИГОК (Б)

Рисунок 3. Вreg, выделенные из культуры неактивированных (А) и активированных (Б) перитонеальных 
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Breg содержалось 13359±2295 IgM-продуцентов 
на млн клеток. В культурах активированных 
Breg выявлялось 125687±23279 IgM-продуцентов 
на млн клеток, что составляло 12%, т.е. наблюда-
лось их увеличение в 9 раз. Наряду с этим возрас-
тали количества IgG и IgA продуцентов (не менее 
чем в 2 раза). Чистота субпопуляции активиро-
ванных Breg при этом равнялась 96%. Это позво-
ляет заключить, что не менее 8% Breg одновре-
менно синтезируют и ИГ и IL-10. 

Влияние Вreg на иммунный ответ на ВРАБЭ 
Выделение Breg высокой чистоты позволило 

перейти к изучению влияния на гуморальный 
иммунный ответ самих этих клеток. В качестве 
модели был выбран ответ спленоцитов мышей 
линии CBA/N, содержащих фактически только 
В2-клетки. Поскольку Breg сами синтезируют 
большое количество ИГ, использовали раздель-
ное культивирование Вreg и спленоцитов мышей 
линии CBA/N (в трансвеллах). Спленоциты мы-
шей CBA/N помещали в нижнюю, а Breg в верх-
нюю камеру. Клетки культивировали в течение 
4-х суток в присутствии и в отсутствие ВРАБЭ 
и определяли содержание АОК и ИГОК в куль-
турах. В качестве контроля использовали пери-
тонеальные В-клетки мышей СВА, помещенные 
в верхнюю камеру, прошедшие все стадии полу-
чения Вreg, за исключением добавления актива-
торов (контрольные В-клетки, Вконтр). 

Полученные данные представлены на рисун-
ке 4. Как видно из рисунка, внесение в верхнюю 
камеру контрольных В-лимфоцитов приводило 
к увеличению прироста числа АОК к ВРАБЭ в су-
спензии спленоцитов мышей линии CBA/N в 2 
раза. На число ИГОК контрольные В-лимфоциты 
влияли незначительно. Напротив, культивирова-

ние Breg (верхняя камера) со спленоцитами мы-
шей линии CBA/N приводило к снижению при-
роста числа АОК к ВРАБЭ ~ в 2,5 раза и ИГОК 
~ в 5,6 раз. Таким образом, Breg угнетали специ-
фический и поликлональный иммунный ответ 
на ВРАБЭ. 

Обсуждение
В-клетки, обладающие регуляторными функ-

циями, обнаруживаются при ряде воспалитель-
ных и аутоиммунных заболеваний [8], где их роль 
сводится в основном (хотя и не всегда) к угнете-
нию патологических процессов. Роль Breg в гу-
моральном иммунитете практически не исследо-
вана. Строго говоря, вообще неизвестно, играют 
ли они в нем какую-либо роль.

Поскольку Breg экспрессируют маркер В-1а 
лимфоцитов CD5, можно предположить, что они 
представляют особую субпопуляцию В1-клеток, 
участвующих во врожденном иммунитете и ре-
гулирующих ответы на Т-независимые (ТН) 
бактериальные АГ. Косвенным указанием на это 
служит резкое увеличение количества Breg под 
влиянием LPS [7]. Исходя из этого, мы предпо-
ложили, что наиболее удобной моделью для вы-
явления роли Breg в гуморальном ответе явля-
ется модель ответа на ТН АГ 1-го и 2-го типов. 
Поскольку регуляторная роль Breg в основном 
обусловлена выделяемым ими IL-10, в первую 
очередь следовало выяснить, влияет ли IL-10 
на функциональную активность В1- и В2-клеток 
при ответе на ТН АГ и ТЗ АГ. Очевидно, что тако-
го рода исследования удобно проводить в опытах 
in vitro. 

Рисунок 4. Влияние Вreg на иммунный ответ на ВРАБЭ в культуре спленоцитов мышей линии СВА/N: прирост 
числа АОК (А), прирост числа ИГОК (Б)
Примечание. Прирост количеств АОК и ИГОК, индуцированный при внесении ВРАБЭ, рассчитывали как разность между их значениями 
в иммунных и нормальных культурах спленоцитов.
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Ранее нами была разработана модельная си-
стема, в которой для создания оптимальной кле-
точной плотности в культурах используются спле-
ноциты xid-мышей линии CBA/N, не имеющих 
В1-клеток [3]. Это позволяет исследовать функ-
циональную активность В1- и В2-лимфоцитов 
мышей конгенной линии СВА, определяя коли-
чество АОК и ИГОК, образуемых внесенными 
в культуры В1- и В2-клетками. Эта модельная 
система была использована в настоящих опытах.

Полученные в опытах с IL-10 данные свиде-
тельствуют о том, что IL-10 угнетает образование 
АОК и ИГОК на ТЗ АГ, как в культурах сплено-
цитов мышей линии CBA/N, так и в смешанных 
культурах, содержащих В1- и В2-клетки мышей 
линии СВА. Жизнеспособность клеток под дей-
ствием IL-10 не снижалась. Это говорит о том, 
что угнетение ответа не обусловлено гибелью 
клеток. Сильнее всего снижалось образование 
АОК и ИГОК в культурах спленоцитов мышей 
линии CBA/N: на 80% и 50% для АОК и ИГОК 
соответственно. Поскольку в таких культурах 
присутствуют только В2-клетки, очевидно, что 
снижение числа АОК и ИГОК, индуцирован-
ных ТЗ АГ, связано с действием IL-10 на В2-
лимфоциты. 

Эти результаты противоречат данным, полу-
ченным группой Mond J.J. [10], не выявившим 
угнетения ТЗ-ответа под влиянием IL-10. Раз-
личие скорее всего обусловлено тем, что группой 
Mond J.J. использовались тотальные В-клетки 
селезенки, а не В1- и В2-лимфоциты; кроме того, 
существенно различались и условия постановки 
опытов (авторы использовали сложную систему 
иммунного ответа in vitro, включающую наличие 
IL-5). В то же время данные опытов с субпопуля-
циями В-клеток подтвердили полученные ранее 
на тотальных В-спленоцитах результаты о влия-
нии IL-10 на иммунный ответ на ТН АГ [10]. 

Выявление влияния IL-10 на гуморальный 
ответ поставило вопрос о свойствах и функ-
циональной активности самих Breg. В первую 
очередь следует понять, как возникают Breg. 
Можно ли любую В клетку «превратить» в Breg 
(продуцент IL-10), активируя ее тем или иным 
способом, или в Breg превращаются только клет-
ки, принадлежащие к особой субпопуляции 
В-лимфоцитов? В наших опытах число В-клеток, 
экспрессирующих маркер CD86, после актива-
ции повышалось примерно в 7 раз (с 10 до 66%); 
количества В-клеток, секретирующих IL-10, 
после активации возрастало более чем в 20 раз 
(с 4 до 96%). Эти данные могут свидетельство-
вать в пользу возможности превращения любой 
В-клетки в Breg. Однако, используемый спо-
соб активации не физиологичен, а применяе-
мые нами для идентификации Breg критерии,  
безусловно, недостаточны для того, чтобы счи-

тать все активированные или секретирующие 
IL-10 клетки Breg. Более вероятно, что истинные 
Breg представляют лишь незначительную часть 
субпопуляции В-лимфоцитов, возникающую 
или активирующуюся под влиянием различных 
стимулов. Принципиально важен при этом во-
прос о роли и специфичности BCR. Вопрос нуж-
дается в дальнейшем исследовании.

В связи с этим возникает следующий вопрос: 
синтезируют ли ИГ сами Breg и, если синтези-
руют, как это сочетается со способностью IL-10 
угнетать их синтез? Наиболее простым являлось 
предположение о том, что ИГ и IL-10 секрети-
руются разными клетками. Разработка способа 
выделения Breg позволила определить в них чис-
ло ИГ-продуцентов. Оказалось, что при чисто-
те Вreg 96% ИГ синтезируют не менее 12% этих 
клеток. Основным изотипом секретируемых ИГ 
является IgM. Если даже появление ИГОК обу-
словлено примесью остальных клеток (~ 4%), все 
равно остаются 8% Breg, одновременно продуци-
рующих ИГ и IL-10. Этот вывод, однако, не бес-
спорен, т.к. не показано, что ИГ-продуценты, 
отобранные по способности секретировать 
IL-10, продолжали его секретировать в момент 
определения синтеза ИГ. Не исключено, что 
эти процессы разделены во времени. Действи-
тельно, было показано, что регуляторные функ-
ции и синтез АТ Вreg наблюдаются «со сдвигом 
по фазе» [6].

Изучая влияние IL-10 на гуморальный им-
мунный ответ, мы использовали дозу цитокина, 
существенно превышающую физиологическую. 
Очевидно, что значительно интереснее иссле-
довать реальное взаимодействие Breg c ИГ-
образующими клетками. Получение высоко-
очищенных Breg и использование трансвеллов 
позволило исследовать бесконтактное влияние 
Breg на специфический и поликлональный ответ 
на ВРАБЭ спленоцитов мышей линии CBA/N, 
содержащих фактически только В2-популяцию 
лимфоцитов. В этих опытах выявились явные 
различия в действии Вконтр и Breg, помещаемых 
в верхнюю камеру, на ответ спленоцитов мышей 
линии CBA/N, вносимых вместе с АГ в ниж-
нюю камеру. Вконтр повышали специфический 
(~ в 2 раза), мало влияя на поликлональный ответ 
на ВРАБЭ. Напротив, Breg угнетали как специ-
фический, так и поликлональный ответ сплено-
цитов мышей линии CBA/N на ВРАБЭ. 

Необходимо отметить, что не только «верх-
ние» клетки влияют на «нижние», но и клетки, 
помещенные в верхнюю камеру, также могут от-
вечать и на АГ и на факторы, выделяемые клетка-
ми нижней камеры. Вопрос нуждается в отдель-
ном исследовании. 

В целом полученные данные свидетельству-
ют о том, что Breg участвуют в гуморальном 
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иммунном ответе, подавляя функциональную 
активность спленоцитов мышей линии CBA/N 
на ВРАБЭ. Очевидно, что сущеcтвенную роль 
в этом играет секретируемый Breg IL-10.

Выводы
1. IL-10 угнетает специфический и поли-

кло нальный ответ В1- и В2-клеток мыши на 
Т-зависимый и Т-независимые антигены в си-
стеме in vitro.

2. Breg, секретирующие IL-10, могут одновре-
менно продуцировать иммуноглобулины, основ-
ная часть которых относится к изотипу IgM.

3. Breg при раздельном культивировании по-
давляют иммунный ответ на ВРАБЭ спленоцитов 
мышей линии CBA/N in vitro.
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ИЗМЕНЕНИЯ УРОВНЯ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ Glut1, 
mTOR И AMPK1α ЛИМФОЦИТАМИ ПАНКРЕАТИЧЕСКИХ 
ЛИМФАТИЧЕСКИХ УЗЛОВ КРЫС ПРИ 
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ САХАРНОМ ДИАБЕТЕ 
Путилин Д.А., Камышный А.М.
Запорожский государственный медицинский университет, г. Запорожье, Украина

Резюме. С помощью молекулярно-генетических методов исследовали уровень экпрессии мРНК 
генов Glut1, mTOR и AMPK1α в ПЛУ крыс с экспериментальным стрептозотоцин-индуцированным 
сахарным диабетом (ЭСИСД) и после введений метформина. Для определения уровня мРНК иссле-
дуемых генов проводили ОТ-ПЦР в реальном времени на амплификаторе CFX96™ Real-Time PCR 
Detection Systems (“Bio-Rad Laboratories, Inc.”, США). Иммунопозитивные mTOR+ лимфоциты были 
идентифицированы с помощью метода непрямой иммунофлюоресценции с использованием моно-
клональных антител. Установлено, что гипергликемия вызывала транскрипционную индукцию ге-
нов транспортеров глюкозы Glut1 (в 9,9-28,9 раз, p < 0,05) и протеинкиназы mTOR (в 5,3-3,3 раза, 
p < 0,05) в клетках ПЛУ. Развитие диабета также сопровождалось увеличением общего числа mTOR+ 
клеток в ПЛУ на 5 неделе патологического процесса на 24-34% (р < 0,05) и концентрации мишени 
рапамицина в иммунопозитивных клетках. Введения метформина диабетическим крысам приводили 
к увеличению уровня мРНК гена AMPK1α на 87% (p < 0,05) на 3 неделе и в 38 раз (p < 0,05) на 5 не-
деле развития ЭСИСД и угнетению экспрессии mTOR в ПЛУ (в 3-14,7 раз, p < 0,05), сопровождаясь 
снижением на 40% (р < 0,05) суммарной плотности mTOR+ клеток в мякотных тяжах ПЛУ у животных 
с 5-ти недельным ЭСИСД. 
Ключевые слова: стрептозотоцин-индуцированный сахарный диабет, панкреатические лимфатические узлы, Glut1, 
mTOR, AMPK1α, экспрессия генов

СHANGES OF Glut1, mTOR AND AMPK1α GENE EXPRESSION 
IN PANCREATIC LYMPH NODE LYMPHOCYTES OF RATS WITH 
EXPERIMENTAL DIABETES MELLITUS
Putilin D.A., Kamyshnyi A.M.
Zaporozhye State Medical University, Zaporozhye, Ukraine

Abstract. With the help of molecular genetic method we have investigated the level of mRNA gene 
expressions Glut1, mTOR and AMPK1α in PLN in pancreatic lymph nodes (PLN) of rats with streptozotocin-
induced diabetes mellitus (SIDM) and after administration of metformin. The levels of Glut1, mTOR and 
AMPK1α mRNA were determined by means of RT-PCR using CFX96™ thermocycler (Real-Time PCR Detection 
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Введение
В последние годы стало понятно, что важную 

роль в механизмах развития сахарного диабета 
(СД) играют изменения функционального со-
стояния панкреатических лимфатических узлов 
(ПЛУ), дренирующих панкреатические остров-
ки и экзокринную часть поджелудочной желе-
зы, а также отдельные сегменты кишечника [3]. 
Именно в ПЛУ происходит начальная активация 
диабетогенных CD8+ и CD4+Т-клеток к их мигра-
ции в панкреатические островки, а хирургиче-
ское удаление ПЛУ у NOD мышей препятствует 
развитию диабета из-за отсутствия праймирова-
ния Т-клеток панкреатическими антигенами [9].

С другой стороны, метаболические измене-
ния, которые развиваются в условиях СД, прежде 
всего гипергликемия, способны непосредствен-
но влиять на иммунометаболизм лимфоцитов 
[2]. Т-клетки экспрессируют ряд транспортеров 
глюкозы, основным из которых является Glut1 
[19, 16]. Продиабетогенные Th1- и Th17-клетки, 
вызывающие инсулит, характеризуются высо-
ким уровнем экспрессии Glut1 и склонностью 
к гликолизу [17]. У супресорных Treg, наобо-
рот, низкий уровень экспрессии Glut1 и высо-
кая скорость окислительного метаболизма [1]. 
В свою очередь, важным регулятором иммуно-
метаболизма лимфоцитов является протеинки-
наза mTOR (англ. mammalian target of rapamycin), 
которая существует как субъединица внутри-
клеточных мультимолекулярных сигнальных 
комплексов mTORC1 и mTORC2 [21]. В составе 
этих комплексов mTOR является «проводником» 
как внутриклеточных, так и внеклеточных сигна-
лов и служит одним из центральных регуляторов 
метаболизма, роста, пролиферации и выживания 
лимфоцитов и других клеток [22], а одним из ее 
блокаторов является метформин, который дей-
ствует через АMPK (AMP-activated protein kinase) 
[7, 13]. Высокая активность mTOR способна уси-
ливать прогрессию диабета через активацию эф-
фекторных провоспалительных субпопуляций 
лимфоцитов [26, 15], и наоборот, низкая спо-
собствует дифференцировке Treg [4, 34], блоки-

рующих инсулит. Поэтому целью работы было 
выяснить уровень экспрессии мРНК генов Glut1, 
mTOR и AMPK1α, а также распределение mTOR+ 
лимфоцитов в ПЛУ крыс с экспериментальным 
стрептозотоцин-индуцированным сахарным ди-
абетом (ЭСИСД) и после введений метформина.

Материалы и методы
Исследования проведены на 100 самцах крыс 

линии Вистар весом 115-135 грамм, полученных 
из питомника Объединение ветеринарной меди-
цины ЧП «Біомодельсервіс» (Киев). Животные 
были разделены на 5 экспериментальных групп 
по 20 крыс: контрольные крысы, которым одно-
кратно внутрибрюшинно вводили 0,5 мл 0,1 М 
цитратного буфера (рН = 4,5) (группа 1); крысы 
с 3-недельным экспериментальным стрепто-
зотоцин-индуцированным сахарным диабетом 
(ЭСИСД) (группа 2); крысы с 5-недельным экс-
периментальным стрептозотоцин-индуцирован-
ным сахарным диабетом (ЭСИСД) (группа 3); 
крысы с 3-недельным ЭСИСД (группа 4) и 5-не-
дельным ЭСИСД (группа 5), которым внутриже-
лудочно (в/ж) ежедневно на протяжении 3 и 5 не-
дель вводили метформин в дозе 50 мг/кг начиная 
с 1 дня индукции диабета.

Для индукции ЭСИСД стрептозотоцин (STZ) 
(SIGMA Chemical, США) вводили крысам вну-
трибрюшинно в дозе 50 мг/кг, растворенно-
го в 0,5 мл 0,1 М цитратного буфера (рН = 4,5) 
перед самим моментом введения. Время, про-
шедшее с дня введения препарата, в дальней-
шем изложении материала интерпретировалось 
как длительность течения диабета. Определе-
ние концентрации глюкозы в крови, которую 
брали из хвостовой вены, проводили глюкозо-
оксидазным методом с применением прибора 
“BIONIMERigh testTMGM 110” (Швейцария) че-
рез 12 часов и на 1, 3, 21 и 35 сутки после инъ-
екции стрептозотоцина. Измерение уровня гли-
кемии осуществляли через 6 часов с момента 
последнего приема пищи. На 21 и 35 сутки по-
сле введения STZ животных выводили из экспе-
римента декапитированием под тиопенталовым 

Systems, Bio-Rad, USA). Relative gene expression levels were calculated as ratios to GAPDH reference gene using 
ΔΔCt method. Statistical analysis was performed with available “Bio-Rad СFX Manager 3.1” software (Bio-Rad, 
USA). The mTOR+ positive lymphocytes were identified by means of monoclonal antibodies, using an indirect 
immunofluorescence method. Hyperglycemia was accompanied by transcriptional induction of glucose 
transporter Glut1 gene (9.9 to 28.9-fold, p < 0.05), and mTOR protein kinase gene (5.3 to 3.3-fold, p < 0.05) 
in PLN. Development of diabetes was also associated with increase by 24-34% in total mTOR+ cell numbers 
in PLN at the 5th week of developing diabetes (p < 0.05) and increased concentrations of rapamycin target 
in the immunopositive cells. Metformin administration to diabetic rats was followed by increased AMPK1α 
mRNA level of by 87% (p < 0,05) at the 3rd week, and 38-fold (p < 0,05), at the 5th week of SIDM development 
and inhibition of mTOR expression in PLN (3 to 14.7-fold, p < 0.05) accompanied by a 40 per cent decrease 
(p < 0.05) in total density of mTOR+ cells in PLN lymph cords of the rats following 5 weeks of SIDM.
Keywords: streptozotocin-induced diabetes mellitus, lymph nodes, pancreatic, Glut1, mTOR, AMPK1α, gene expression
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наркозом. Изымали ПЛУ, которые на 20 часов 
помещали в фиксатор Буэна и после промывки 
заливали в парапласт.

Структуру популяции mTOR+-лимфоцитов 
изучали на основании анализа серийных гисто-
логических срезов ПЛУ и данных их морфоме-
трических и денситометрических характеристик. 
Для проведения данного исследования на рота-
ционном микротоме MICROM HR-360 (Microm, 
Германия) делали 5-микронные серийные сре-
зы ПЛУ, которые потом депарафинизировали 
в ксилоле, проводили регидратацию в нисходя-
щих концентрациях этанола (100%, 96%, 70%), 
отмывали в 0,1 М фосфатном буфере (pН = 7,4) 
и красили с первичными кроличьими поликло-
нальными антителами (ПКАТ) к mTOR (Santa 
Cruz Biotechnology, США, sc-1550-R) в течение 18 
часов во влажной камере при Т = 4 °С. После 
отмывания излишка первичных антител в 0,1 М 
фосфатном буфере, срезы инкубировали 60 ми-
нут (Т = 37 °С) с вторичными антителами к полной 
молекуле IgG кролика (Santa Cruz Biotechnology, 
США), конъюгированными с FITC. После ин-
кубации все срезы промывали 0,1 М фосфат-
ным буфером и помещали в смесь глицерина 
и фосфатного буфера (1:9) для дальнейшей лю-
минесцентной микроскопии. Обработанные ги-
стологические срезы изучали с помощью ком-
пьютерной программы Image J (NIH, США). 
Изображения, полученные на микроскопе Primo 
Star (ZEISS, Германия) в ультрафиолетовом спек-
тре возбуждения 390 нм (FITC) при помощи вы-
сокочувствительной камеры Axio Cam 5c (ZEISS, 
Германия) и пакета программ для получения, 
архивирования и подготовки изображения к пу-
бликации Axio Vision 4.7.2 (ZEISS, Германия) 
немедленно вводили в компьютер. При этом 
в автоматическом режиме определялись области 
со статистически значимой флюоресценцией, 
характерной для лимфоцитов, экспрессирую-
щих mTOR. Вычислялись морфометрические 
и денситометрические характеристики иммуно-
положительных клеток. Определяли абсолют-
ную (количество клеток на 1 мм2 площади среза) 
и относительную (%) плотность распределения 
иммуноположительных клеток различных клас-
сов в исследованных зонах ПЛУ. Концентрацию 
транскрипционного фактора mTOR определяли, 
учитывая интенсивность флюоресценции иден-
тифицированных иммуноположительных клеток 
и неспецифическую флюоресценцию препарата 
(так называемый фон). На основании этих пока-
зателей вычислялась корректированная клеточ-
ная флюоресценция (в условных единицах ин-
тенсивности флюоресценции УЕИФ): Integrated 
Density (интегрированная плотность) – (площадь 

выделенных клеток * среднюю флюоресценцию 
фона). 

Объектом для молекулярно-генетических ис-
следований методом полимеразной цепной реак-
ции с обратной транскрипцией в режиме реаль-
ного времени (ОТ-ПЦР) у экспериментальных 
животных были ПЛУ, которые помещали в фик-
сатор Буэна, проводили дегидратацию в восходя-
щих концентрациях этанола и укладывали в па-
рафиновые блоки. Молекулярно-генетические 
исследования проведены на архивном материале 
возрастом 2 года. РНК получали из гистологиче-
ских срезов толщиной 15 мкм, для этого проводили 
их депарафинизацию в ксилоле и регидратацию 
в нисходящих концентрациях этанола (100%, 
96%, 70%). Выделение тотальной РНК прово-
дили с использованием набора “Trizol RNA Prep 
100” (Изоген Lab., LTD, Россия), который содер-
жит Trizol reagent (лизирующий реагент, в состав 
которого входит денатурирующий агент гуани-
динтиоционат и фенол с рН = 4,0) и ExtraGene Е 
(суспензия смеси ионообменников). РНК выде-
ляли согласно протоколу к набору.

Для проведения обратной транскрипции и по-
лучения кДНК использовали набор ОТ-1 фирмы 
«Синтол» (Россия). Реакционная смесь общим 
объемом 25 мкл содержала 1 мкл Random-6 прай-
мера, 2 мкл тотальной РНК, 8,5 мкл деионизиро-
ванной Н2О, очищенной от нуклеаз, 12,5 мкл 2,5х 
реакционной смеси и 1 мкл ревертазы MMLV-RT. 
Обратную транскрипцию проводили при 45 °С в 
течение 45 минут с последующим нагреванием 
для инактивации MMLV-RT в течение 5 минут 
при 92 °С. 

Для определения уровня экспрессии исследован - 
ных генов GLUT1 (NM_138827.1), mTOR (NM_019906.1)  
и AMPK1α (Prkaa1) (NM_019142.2) использовали 
амплификатор CFX96™Real-Time PCR Detection 
Systems (“Bio-Rad Laboratories, Inc.”, США) и на-
бор реактивов Maxima SYBR Green/ROX qPCR 
MasterMix (2X) (ThermoScientific, США). Фи-
нальная реакционная смесь для амплификации 
включала краситель SYBR Green, ДНК – по-
лимеразу Maxima HotStartTaq DNA Polymerase, 
по 0,2 мкл прямого и обратного специфических 
праймеров, 1 мкл матрицы (кДНК). Реакцион-
ную смесь доводили до общего объема 25 мкл 
добавлением деионизированной Н2О. Спец-
ифические пары праймеров (5’-3’) для анализа 
исследованных и референсного генов были по-
добраны с помощью программного обеспечения 
PrimerBlast (www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast) и изготовлены фирмой Metabion (Герма-
ния) (см. табл. 1).

После начальной денатурации в течение 10 ми-
нут при 95 °C амплификация состояла из 45 ци-
клов и проводилась при таких условиях: денатура-
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ция – 95 °С, 15 сек., отжиг – 59-61 °С, 30-60 сек., 
элонгация – 72 °С, 30 сек. В качестве референс-
гена для определения относительного значения 
изменения уровня экспрессии исследованных 
генов был использован ген глицеральдегид-3-
фосфат дегидрогеназы (GAPDH). Относительное 
нормализованное количество кДНК таргетных 
генов определяли по методу ΔΔCt. Статистический 
анализ данных ПЦР проводили при помощи про-
граммного обеспечения CFX Manager ™(Bio-Rad, 
США). В эксперимент были включены негатив-
ные контроли: без добавления кДНК матрицы 
в реакцию ПЦР, без добавления мРНК матрицы 
в синтезе кДНК, без добавления фермента в син-
тезе кДНК. Все реакции амплификаци проводи-
ли на индивидуальных образцах в трех повторах.

Результаты
Введение экспериментальным животным 

стрептозотоцина приводило к развитию пато-
логического процесса: так, на 3 неделю ЭСИСД 
концентрация глюкозы в крови у крыс линии Ви-
стар увеличивалась в 3,6 раза (12,23±0,4 ммоль/л, 
р < 0,05) по сравнению с контролем (3,37±0,08 
ммоль/л), а на 5 неделю возрастала до 14,39±0,7 
ммоль/л. Наблюдались полидипсия, гиперфагия 
и полиурия, то есть все основные симптомы, ха-
рактерные для СД 1 типа. 

Гипергликемия вызывала транскрипцион-
ную индукцию гена транспортеров глюкозы 
Glut1 в клетках ПЛУ. В частности, развитие диа-
бета приводило к возрастанию уровня мРНК 
Glut1 в 9,9 раз (p < 0,05) на 3 неделе и в 28,9 раз 
(p < 0,05) на 5 неделе патологического процесса 
(рис. 1А, Б). Эти изменения сопровождались уве-
личением уровня мРНК протеинкиназы mTOR 
в 5,3 раза (p < 0,05) при 3-недельном и в 3,3 раза 
(p < 0,05) при 5-недельном ЭСИСД (рис. 2В, Г) 
по сравнению с контрольной группой крыс.

Введение метформина диабетическим крысам 
приводило к возрастанию уровня транскрип-
ционной активности АМФ-активируемой про-
теинкиназы AMPK1α в ПЛУ. Так, относитель-
ное нормализованное количество мРНК гена 
AMPK1α увеличивалось на 87% (p < 0,05) на 3 
неделе и почти в 38 раз (p < 0,05) на 5 неделе раз-
вития ЭСИСД (рис. 2А, Б). Наблюдаемая индук-
ция AMPK1α закономерно угнетала экспрессию 
mTOR: мы наблюдали уменьшение уровня мРНК 
мишени рапамицина в ПЛУ в 14,7 раз (p < 0,05) 
при 3-недельном и в 3 раза (p < 0,05) при 5-не-
дельном ЭСИСД (рис. 2В, Г) по сравнению 
с контрольной группой крыс.

Структуру популяции mTOR+ лимфоцитов 
изучали на основании анализа серийных гисто-
логических срезов ПЛУ и данных их морфоме-
трических и денситометрических характеристик. 

ТАБЛИЦА 1. ПРАЙМЕРЫ ДЛЯ АНАЛИЗА ЭКСПРЕССИИ мРНК ИССЛЕДОВАННЫХ И РЕФЕРЕНСНОГО ГЕНОВ
Ген Праймер Tпл, ºC Длина продукта (пн) Экзонный стык

mTor F = TCTGGCCAAAAGACAGGTGG
R = CTGTCCCAGGGTCCACAAAG

60
60 40 2577/

2578
Slc2a1 
(Glut1)

F = CGTCGTTGGGATCCTTATTGC
R = AGTCTAAGCCGAACACCTGG

59
59 41 724/

725
Prkaa1 
(AMPK)

F = GGGAAAGTGAAGGTGGGCAA
R = TATGTCCAGTCAACTCGTGCT

60
59 40 127/ 

128

GAPDH F = GCCTGGAGAAACCTGCCAAG
R = GCCTGCTTCACCACCTTCT

61
60 52 825/

826

Рисунок 1. Относительное нормализованное количество мРНК генов Glut1 (А) и mTOR (Б) в клетках ПЛУ
Нормализация по методу ΔΔCt с референс-геном GAPDH. к-контроль; д 3 нед., д 5 нед. – 3-х и 5-ти недельный ЭСИСД соответственно.
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Рисунок 2. Относительное нормализованное количество мРНК генов AMPK1α (А, Б) и mTOR (В, Г) в клетках ПЛУ 
после введений метформина диабетическим крысам
Примечание. Нормализация по методу ΔΔCt с референс-геном GAPDH. д 3 нед., д 5 нед. – 3-х и 5-ти недельный ЭСИСД 
соответственно; д3+метф, д5+метф – введения метформина диабетическим крысам.

Нами установлено, что развитие диабета не влия-
ло на суммарную плотность mTOR+ клеток в ПЛУ 
на 3 неделю патологического процесса и при-
водило к их увеличению у крыс с 5-недельным 
ЭСИСД – на 24% (р < 0,05) в паракортикальной 
зоне и на 34% (р < 0,05) в мякотных тяжах. Изуче-
ние распределения отдельных классов mTOR+ 
клеток показало, что данное увеличение общего 
количества иммунопозитивных к протеинкиназе 
mTOR лимфоцитов было вызвано главным обра-
зом ростом плотности популяции (ПП) mTOR+ 
малых лимфоцитов – на 23% (р < 0,05) в паракор-
тикальной зоне и на 46% (р < 0,05) в мякотных 
тяжах и mTOR+ средних лимфоцитов (соответ-
ственно, на 22% и 50%, р < 0,05).

Введение метформина не влияло на общую 
численность mTOR+ клеток у крыс с 3-недель-
ным ЭСИСД и приводили к снижению их коли-
чества на 40% (р < 0,05) в мякотных тяжах ПЛУ 
у животных с 5-недельным ЭСИСД. При этом 
в структуре популяции достоверно изменялась 
только ПП mTOR+ средних лимфоцитов.

Измерение интенсивности флюоресценции 
иммунопозитивных клеток показало увеличение 

концентрации протеинкиназы mTOR у mTOR+ 
лимфобластов и mTOR+ малых лимфоцитов 
на 3-ю неделю и mTOR+ средних лимфоцитов 
паракортикальной зоны ПЛУ на 5-ю неделю раз-
вития диабета. Введение метформина снижало 
концентрацию мишени рапамицина в mTOR+ 
лимфобластах у животных с 3-недельным 
ЭСИСД в паракортикальной зоне ПЛУ на 17% 
(р < 0,05) и в мякотных тяжах на 28% (р < 0,05). 
При увеличении длительности ЭСИСД до 5-ти 
недель отмечалось также достоверное снижение 
концентрации mTOR у mTOR+ средних и mTOR+ 
малых лимфоцитов.

Обсуждение
Лимфоциты чутко реагируют на изменения 

метаболизма. В качестве таких основных лимфо-
цитарных сенсоров иммунометаболизма можно 
выделить: киназу mTOR, воспринимающую сиг-
налы от аминокислот, ростовых факторов и др., 
и являющуюся одним из центральных регулято-
ров пролиферации и выживания лимфоцитов; 
ключевой сенсор глюкозы и регулятор энерге-
тического баланса клеток АМФ-активируемая 
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протеинкиназа (АМРК); рецепторы, активируе-
мые пероксисомными пролифераторами PPARΔ, 
эндогенными лигандами которых являются сво-
бодные жирные кислоты и эйкозаноиды; образ-
распознающие рецепторы врожденного имму-
нитета (TLR, NLR, RLR и др.), активирующиеся 
не только микробными лигандами, но и целым 
рядом эндогенных паттернов повреждения, таких 
как HSP70, HMGB1; сенсоры внеклеточной АТФ 
с P2XR; сенсоры ксенобиотиков арил-гидрокар-
боновые рецепторы (AHR); рецепторы коротко-
цепочечных жирных кислот FFAR2, лигандами 
для которых являются такие микробные метабо-
литы, как бутират, ацетат и пропионат (рис. 3).

Иммунные нарушения приводят к развитию 
СД 1 типа, а гипергликемия, развивающаяся 
при этом, усиливает аутоиммунную атаку, при-
водя к формированию «порочного» круга. Так, 
CD4+T-клетки экспрессируют целый ряд транс-
портеров глюкозы (Glut), в частности Glut1, 3, 6, 
и 8 [16]. Glut1 функционирует главным образом 
на активированных, но не на пребывающих в по-
кое CD4+T-клетках, а изменение его экспрессии, 
наверное, может влиять на уровень дифферен-
цировки CD4+Th1- и Th17-клеток. Было пока-
зано in vitro, что разные субпопуляции CD4+T-
эффекторных и Т-регуляторных клеток отдают 
предпочтение гликолитическим или окислитель-
ным метаболическим программам, которые от-
личаются, контролируя уровень поглощения ими 
глюкозы. Несмотря на экспрессию различных 
транспортеров глюкозы, дефицит Glut1 избира-
тельно нарушает метаболизм и функции тимоци-
тов и Т-эффекторных клеток, предотвращая их 

пролиферацию и уменьшая выживание и диф-
ференцировку [16]. Важно также то, что дефи-
цит Glut1 уменьшает экспансию эффекторных 
лимфоцитов и их способность вызывать воспа-
лительные заболевания in vivo. Клетки Treg, на-
оборот, оказались нечувствительными к уровню 
экспрессии Glut1 и их способность к супрессии 
при этом не страдала. Таким образом, метабо-
лические отличия субпопуляций лимфоцитов 
состоят в том, что Th1, Th2 и клетки Th17 харак-
теризуются высоким уровнем экспрессии транс-
портера глюкозы Glut1, и чрезвычайно высокой 
способностью к гликолизу. У Treg, наоборот, 
низкий уровень экспрессии Glut1 и высокая ско-
рость окислительного метаболизма. Таким обра-
зом, влияя на метаболические программы лим-
фоцитов, можно манипулировать численностью 
их отдельных субпопуляций. Так, авторы показа-
ли, что стимуляции AMP-активированной про-
теинкиназы было достаточно, чтоб уменьшить 
экспрессию Glut1 и увеличить генерацию Treg 
в модели астмы [10].

Другим важным регулятором метаболизма 
лимфоцитов является mTOR – протеинкина-
за серин-треониновой специфичности, которая 
в клетке существует как субъединица внутри-
клеточных сигнальных комплексов mTORC1 
и mTORC2. mTOR-сигнализация является одной 
из основных детерминант Т-клеточной диффе-
ренцировки [30, 31]. При высокой активности 
mTOR происходит дифференцировка наивных 
CD4+ клеток в эффекторные провоспалительные 
субпопуляции Th1, Th2, Th17, а также актива-
ция цитотоксических CD8+ клеток [28] (рис. 3). 

Рисунок 3. Лимфоцит как сенсор изменений метаболизма
Примечание. Условные обозначения: mTOR – мишень рапамицина, AMPK – АМФ-активируемая протеинкиназа, PPARγ – рецепторы, 
активируемые пероксисомными пролифераторами, Glut1 – транспортеры глюкозы 1 типа, P2XR – пуринергические рецепторы, 
FFAR2 – рецепторы короткоцепочечных жирных кислот, AHR – арил-гидрокарбоновые рецепторы, PRR – образ-распознающие 
рецепторы врожденного иммунитета, PAMP – патоген-ассоциированные молекулярные паттерны, DAMP – молекулярные паттерны, 
ассоциированные с повреждением.
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И наоборот, если активность mTOR в CD4+ клет-
ках низкая, то они дифференцируются в Treg-
клетки, которые блокируют развитие инсулита 
и прогрессию диабета [5, 23]. 

Таким образом, установленное нами увеличе-
ние уровня мРНК генов транспортеров глюкозы 
Glut1 и протеинкиназы mTOR в клетках ПЛУ при 
диабете является важным триггером их диффе-
ренцировки в эффекторные провоспалительные 
субпопуляции Th1 и Th17.

В свою очередь, важным стратегическим за-
данием есть поиск эффективных путей коррек-
ции иммунных нарушений, развивающихся при 
СД и поддерживающих его прогрессию. Одной 
из перспективных терапевтических мишеней 
при СД есть ингибиторы mTOR. В связи с этим 
мы остановили свой выбор на метформине, ко-
торый способен снижать концентрацию глюкозы 
в крови через АМФ-активируемую протеинкина-
зу (АМФК) [25]. Метформин, как и рапамицин, 
но более мягко, без развития иммуносупрессии, 
угнетает активность mTOR [12]. Интересно, что 
сигнализация через mTOR вызывает метаболиче-
ское перепрограммирование лимфоцитов, сти-
мулируя гликолиз c-MYC – зависимым путем, 
что повышает пролиферацию иммунных клеток 
[29]. Метформин способен и непосредственно, 
без участия mTOR, как АМФК-зависимым, так и 
АМФК-независимым путем [33] влиять на ме-
таболизм лимфоцитов. Так, у Т-лимфоцитов 
AMPK-зависимая сигнализация важна для об-
разования Т-клеток памяти в динамике иммун-
ного ответа [24]. Способность метформина через 
активизацию AMPK угнетать выработку эффек-
торных Т-лимфоцитов и стимулировать диффе-
ренцировку Т-клеток памяти была подтверждена 
целым рядом исследований [14, 20]. Провоспа-

лительные действия метформина объясняют его 
способность угнетать развитие аутоиммунных 
заболеваний [18]. Кроме того, метформин ин-
гибирует пролиферацию и выживание опухо-
левых клеток в условиях острого миелоидного 
и Т-клеточного острого лимфобластного лейко-
зов [11], влияет на эмиграцию Т-клеток из тимуса 
у пациентов с СД 2 типа [6]. Kang K. et al. (2013) 
продемонстрировали способность метформина 
уменьшать количество RORγt+ CD4+Тh17-клеток 
в лимфатических узлах у мышей с аутоиммун-
ным ревматоидным артритом, снижать уровень 
сывороточных провоспалительных цитокинов 
TNFα и IL-1Δ [14]. Способность метформина 
блокировать активацию Тh17-клеток, продук-
цию IFNγ и IL-17 была продемонстрирована 
и на модели системной красной волчанки [32]. 
Эффекты метформина на уровень иммунного 
ответа также реализуются через ингибирование 
МНС-рестриктированной презентации антиге-
нов АПК, в частности путем супрессии продук-
ции дендритными клетками костимулирующих 
факторов, таких как CD54, CD80 и CD86 [27]. 
В недавнем исследовании Forslund K. et al. (2015) 
продемонстрирована способность метформи-
на вызывать изменения в кишечном микробио-
ме у пациентов с СД 2 типа, в частности влиять 
на продукцию короткоцепочных жирных кислот 
[8], которые через свои рецепторы, в частности 
FFAR2, влияют на дифференцировку Т-клеток, 
особенно Treg. Установленные нами возрастание 
уровня мРНК AMPK1α и угнетение экспрессии 
mTOR в ПЛУ после введений метформина диабе-
тическим крысам свидетельствуют о возможно-
сти его использования для коррекции иммунных 
нарушений, развивающихся при СД.
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ВЛИЯНИЕ ДЕКСАМЕТАЗОНА НА ИНТЕРФЕРОН-α-
ИНДУЦИРОВАННУЮ ДИФФЕРЕНЦИРОВКУ МОНОЦИТОВ 
В ДЕНДРИТНЫЕ КЛЕТКИ
Курочкина Ю.Д., Леплина О.Ю., Тихонова М.А., Тыринова Т.В., 
Баторов Е.В., Сизиков А.Э., Останин А.А., Черных Е.Р.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия

Резюме. Интерфероны I типа являются мощными индукторами дифференцировки моноцитов 
в дендритные клетки (ДК), однако чувствительность таких ДК к толерогенному эффекту глюкокор-
тикоидов ранее не исследовалась. Целью работы явилось изучение влияния дексаметазона на со-
зревание и функции интерферон-альфа-индуцированных ДК (IFN-ДК) здоровых доноров. ДК 
генерировали из моноцитов крови, которые культивировали в течение 5 суток с GM-CSF и IFNα 
в отсутствие и присутствии декасаметазона (10-6 M), вносимого на 3 сутки. Добавление дексаметазо-
на блокировало созревание IFN-ДК, что проявлялось возрастанием доли CD14+ клеток и снижени-
ем содержания CD83+ клеток. Дексаметазон не оказывал значимого влияния на экспрессию HLA-
DR, CD86 и B7-H1, однако 2-кратно усиливал экспрессию толерогенной молекулы TLR-2. Наряду 
с подавлением созревания IFN-ДК, дексаметазон ингибировал продукцию ими провоспалитель-
ных/Th1-цитокинов (TNFα, IL-1, IL-2, IFNγ, IL-12) и хемокинов (MIP-1α, RANTES). IFN-ДК, ге-
нерированные в присутствии дексаметазона, отличались 2-кратным снижением аллостимуляторной 
активности в смешанной культуре лимфоцитов (СКЛ). При этом способность IFN-ДК стимулиро-
вать пролиферативный ответ Т-клеток в алло-СКЛ прямо коррелирует с экспрессией на ДК моле-
кулы CD83 и обратно – с экспрессией СD14 и TLR-2. Оценка Th1-/Th2-поляризующей активности 
IFN-ДК показала, что дексаметазон оказывал выраженное ингибирующее влияние на способность 
ДК стимулировать Т-клетки к продукции IFNγ, тогда как супрессорный эффект на способность ДК 
стимулировать продукцию IL-6 был менее выраженным, что свидетельствует о доминировании Th2-
поляризующей активности IFN-ДК под влиянием дексаметазона. В целом показано, что IFN-ДК 
чувствительны к толерогенному действию дексаметазона и, следовательно, могут опосредовать им-
муномодулирующий эффект глюкокортикоидной терапии, а также рассматриваться в качестве но-
вых кандидатов для разработки толерогенных лечебных ДК-вакцин при аутоиммунной патологии.

Ключевые слова: дендритные клетки, интерферон-α, дексаметазон, алло-СКЛ, цитокины
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Введение
Дендритные клетки (ДК) являются наибо-

лее эффективными антиген-презентирующими 
клетками, которые могут индуцировать разви-
тие как иммунного ответа, так и иммунологи-
ческой толерантности. Толерогенные свойства 
ДК, которые связывают с их способностью 
вызывать анергию и апоптоз Т-лимфоцитов,  
Th1-Th2-переключение и генерацию регуля-
торных Т-клеток, опосредуются с вовлечением 
различных механизмов, включая экспрессию 
поверхностных проапоптогенных/коингибитор-
ных молекул (PD-L1, FasL, TLR-2, ILT-2,4 и др.), 
активацию индоламин-2,3-диоксигеназы и про-
дукцию противовоспалительных цитокинов [1, 
14, 15].

Интерес к толерогенным ДК, прежде всего, 
обусловлен потенциальной возможностью их 
использования в лечении аутоиммунных забо-
леваний (АИЗ). Стратегии применения тДК об-
суждаются как в аспекте вакцинации пациентов 
генерированными ex vivo тДК, так и индукции 
толерогенного потенциала ДК in vivo, либо усиле-
ния толерогенных свойств вводимых ДК с помо-

щью фармакологических средств [11, 13, 20]. ДК 
in vitro обычно получают путем культивирования 
моноцитов крови в присутствии GM-CSF и IL-4 
(так называемые IL4-ДК) [28], используя для ин-
дукции стабильного толерогенного потенциала 
ДК дексаметазон и/или рецепторные агонисты 
витамина D [14]. 

Дифференцировка моноцитов в ДК может 
также индуцироваться интерферонами I типа, 
которые продуцируются в ответ на инфекцион-
ные и воспалительные стимулы, являются сиг-
налам опасности и способны вызывать быструю 
дифференцировку циркулирующих моноцитов 
в ДК [10]. Генерируемые в присутствии GM-
CSF и IFNα ДК (IFN-ДК) представляют уни-
кальную популяцию функционально активных 
клеток, комбинирующих свойства миелоидных 
ДК, плазмацитоидных ДК и NK-клеток. Более 
высокая миграционная активность IFN-ДК и их 
более стабильный фенотип (в отсутствие цитоки-
нов) по сравнению с IL4-ДК [6, 19, 25] делает эти 
клетки привлекательными кандидатами для ис-
пользования в качестве ДК-вакцин. Однако чув-

EFFECT OF DEXAMETHASONE ON INTERFERON-α-INDUCED 
DIFFERENTIATION OF MONOCYTES TO DENDRITIC CELLS
Kurochkina Yu.D., Leplina O.Yu., Tikhonova M.A., Tyrinova T.V., 
Batorov E.V., Sizikov A.E., Ostanin A.A., Chernykh E.R.
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. Type I Interferons are potent inducers of monocyte’s differentiation into dendritic cells (DCs). 
However, sensitivity of these DCs to tolerogenic effect of glucocorticoids has not been previously investigated. 
The aim of this study was to investigate the effect of dexamethasone upon maturation and functions of interferon-
alpha-induced DCs (IFN-DC) derived from healthy donors. DCs were generated from blood monocytes 
cultured for 5 days with GM-CSF and IFNα, in absence or with addition of dexamethasone (10-6 M), applied 
on the 3rd day. Addition of dexamethasone inhibited IFN-DC maturation, which manifested with increasing 
numbers of CD14+ cells and decreased percentage of CD83+ DCs. Dexamethasone did not significantly 
influence HLA-DR, CD86 and B7H1 expression. However, it caused a 2-fold increase of tolerogenic TLR-2 
molecule expression. Along with suppression of IFN-DC maturation, dexamethasone inhibited production 
of proinflammatory/Th1 cytokines (TNFα, IL-1, IL-2, IFNγ, IL-12), and some chemokines (MIP-1α, 
RANTES). Dexamethasone-treated IFN-DCs exhibited a 2-fold lower allostimulatory activity in mixed 
lymphocyte culture (MLC). Worth of note, the capacity of IFN-DCs to stimulate T cell proliferative response 
in allo-MLC showed direct correlation with CD83 expression on DCs, and an inverse correlation with CD14 
and TLR-2. Evaluation of Th1/Th2-polarizing activity of IFN-DCs showed that dexamethasone exerted a 
pronounced inhibitory effect upon ability of DCs to stimulate T cells for IFNγ production, along with low-
grade suppressive effect upon ability of DCs to induce IL-6 production, thus being indicative for a dominance of 
Th2-polarizing activity of IFN-DCs under the influence of dexamethasone. In general, the data obtained show 
that IFN-DCs are sensitive to tolerogenic action of dexamethasone, and, hence, the IFN-DCs may mediate 
the immunomodulatory effect of glucocorticosteroids and represent novel candidate cells for the development 
of therapeutic tolerogenic DC-based vaccines applicable for management of autoimmune disorders.

Keywords: dendritic cells, interferon-α, dexamethasone, allo-MLC, cytokines
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ствительность IFN-ДК к толерогенным сигналам 
ранее не исследовалась.

Интерес к IFN-ДК и их чувствительности 
к толерогенным сигналам связан не только с пер-
спективами их использования в качестве новой 
клеточной платформы при создании ДК-вакцин, 
но важной патогенетической ролью IFNα при 
ауто иммунной патологии. Действительно, тера-
пия препаратами интерферонов сопровождается 
частым развитием аутоиммунных осложнений, 
при этом многие аутоиммунные заболевания 
ассоциированы с повышенным уровнем интер-
феронов I типа и контролируемых ими генов [2, 
23]. Таким образом, у больных АИЗ интерферон-
альфа может играть важную роль в дифференци-
ровке ДК из моноцитов и поддержании активи-
рованного статуса циркулирующих ДК [3, 12]. 
Используемые в комплексном лечении АИЗ глю-
кокортикоиды, по данным литературы, способ-
ны индуцировать толерогенный фенотип IL4- ДК 
[17, 21]. В то же время вопрос о чувствительности 
IFN-ДК к действию глюкокортикоидов, остается 
открытым. 

Исходя из вышесказанного, целью настоящей 
работы явилось исследование влияния дексаме-
тазона на IFNα-индуцированную дифференци-
ровку моноцитов в ДК. 

Материалы и методы
Исследования были проведены в группе 25 

здоровых доноров. Забор крови и все иммуноло-
гические исследования проводили после получе-
ния письменного информированного согласия.

Мононуклеарные клетки (МНК) из венозной 
гепаринизированной крови выделяли стандарт-
ным методом градиентного центрифугирования 
на фиколле-верографине. Для генерации ДК 
прилипающую фракцию МНК культивирова-
ли в течение 4 сут. при 37 °С в СО2-инкубаторе 
в 6-луночных планшетах (Nunclon, Дания) в сре-
де RPMI-1640 (Sigma-Aldrich), дополненной 
0,3 мг/мл L-глютамина, 5мМ HEPES-буфера, 
100 мкг/мл гентамицина и 5% сыворотки пло-
дов коровы (FCS, БиолоТ, Санкт-Петербург), 
в присутствии GM-CSF (40 нг/мл, Sigma-Aldrich) 
и IFNα (1000 Ед/мл, Роферон-А, Roche, Швей-
цария). Для индукции созревания на 4 сут. вно-
сили липополисахарид (ЛПС, 10 мкг/мл, LPS 
E. coli 0114:B4, Sigma-Aldrich) и продолжали 
культивирование в течение последующих 24 ча-
сов. Генерацию IFN-ДК проводили в отсутствие 
(контрольные культуры) и присутствии декса-
метазона (10-6 M), который добавляли на 3 сут. 
Фенотипический анализ ДК проводили методом 
проточной цитофлуориметрии (FACSCalibur, 
Becton Dickinson, США) с использованием FITS- 

или PE-меченных моноклональных анти-CD14, 
-CD83, -CD86, -HLA-DR, -TLR-2, -B7H1 анти-
тел (BD PharMingen, США).

Концентрацию цитокинов TNFα и IL- 10, 
а также IFNγ и IL-6 в супернатантах соответству-
ющих клеточных культур оценивали методом 
иммуноферментного анализа, используя ком-
мерческие тест-системы («Вектор-Бест», г. Ново-
сибирск). 

Расширенный спектр цитокинов, включая 
про-/противовоспалительные цитокины (TNFα, 
IL-1β, IL-1ra, IL-10), иммунорегуляторные ци-
токины (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, RANTES, Eotaxin), 
в культурах генерированных IFN-ДК оценивали 
методом проточной флюориметрии на 2-лучевом 
лазерном автоматизированном анализаторе (Bio-
Plex Protein Assay System, Bio-Rad, США) в соот-
ветствии с инструкцией фирмы-производителя.

Аллостимуляторную активность IFN-ДК 
оценивали в смешанной культуре лимфоцитов 
(СКЛ). В качестве отвечающих клеток исполь-
зовали МНК доноров (0,1 × 106/лунку), которые 
культивировали в 96-луночных круглодонных 
планшетах в среде RPMI-1640 в присутствии 
10% инактивированной сыворотки крови АВ(IV) 
группы при 37 °С в СО2-инкубаторе. Стимулято-
рами служили аллогенные IFN-ДК в соотноше-
нии МНК:ДК = 10:1. Пролиферативный ответ 
оценивали на 5 сут. радиометрически по вклю-
чению 3H-тимидина (1 мкКю/лунку), вносимого 
за 18 ч до окончания культивирования. Индекс 
влияния ДК (ИВ) в алло-СКЛ рассчитывали 
как отношение пролиферативного ответа МНК 
в присутствии ДК к уровню спонтанной проли-
ферации МНК.

Способность IFN-ДК активировать Тh1- 
и Тh2-клетки также оценивали в алло-СКЛ 
(как описано выше). Культуральные супернатан-
ты собирали на 5 сут., и измеряли концентрацию 
Th1 (IFNγ) и Th2 (IL-6) цитокинов методом ИФА. 

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили с использованием пакета 
программ Statistica 6.0. Данные представлены 
в виде медианных значений (Ме) и интерквар-
тального размаха в виде 25 и 75 процентилей 
(Q0,25-Q0,75). Для выявления значимых различий 
сравниваемых показателей использовали непа-
раметрические критерии: U-критерий Вилкок-
сона–Манна–Уитни и парный критерий знаков. 
Корреляционный анализ проводили с помощью 
ранговой корреляции Спирмена (Rs). Различия 
считали достоверными при уровне значимости 
p < 0,05.
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Рисунок 1. Влияние дексаметазона на фенотип IFN-ДК
Примечание. Данные представлены в виде медиан (сплошная горизонтальная линия), интерквартильного диапазона, диапазона 
минимальных и максимальных значений. На диаграммах показано относительное (%) содержание CD14+ (n = 15), CD83+ (n = 20),  
HLA-DR+ (n = 20), CD86+ (n = 15), B7-H1+ (n = 8) и TLR-2+ (n = 20) клеток в популяции IFN-ДК, генерированных в стандартных условиях 
(ДКИнт) и в присутствии 10-6 M дексаметазона (ДКDex). р – непараметрический парный критерий знаков.

ТАБЛИЦА 1. ВЛИЯНИЕ ДЕКСАМЕТАЗОНА НА ПРОДУКЦИЮ TNFα И IL-10 В КУЛЬТУРАХ IFN-ДК

Цитокины Контроль Dex+ pU

TNFα (пг/мл)
Медиана 3660 415

0,035
Q0,25-Q0,75 1495-4446 270-1455

IL-10 (пг/мл)
Медиана 1834 1020

0,4
Q0,25-Q0,75 666-2224 750-1540

TNFα/IL-10 
(расч. ед.)

Медиана 2,0 0,33
0,04

Q0,25-Q0,75 1,2-2,8 0,2-2,8

Примечание. C помощью ИФА оценивали концентрацию цитокинов в супернатантах IFN-ДК доноров (n = 9), 
генерированных в отсутствие (контроль) и присутствии (Dex+) дексаметазона (10-6 M). pU – критерий Вилкоксона–Манна–
Уитни.

Результаты 
Известно, что толерогенный эффект глюко-

кортикоидов на IL4-ДК связан с подавлением их 
созревания [21]. Поэтому первоначально было 
исследовано влияние дексаметазона на экспрес-
сию поверхностных молекул, включая маркеры 
зрелости, а также антигены гистосовместимости, 
костимуляторные и коингибиторные молекулы 
(рис. 1). Одной из особенностей IFN-ДК по срав-
нению с IL4-ДК является сохранение значитель-

ной частью этих клеток (даже после индукции 
их созревания) моноцитарного маркера СD14 
[10]. Генерируемые в присутствии дексаметазона  
IFN-ДК (ДКDex) отличались от контрольных, ин-
тактных ДК (ДКИнт) еще более высоким содер-
жанием СD14+ клеток и меньшей долей CD83+ 
клеток, что свидетельствовало о подавлении со-
зревания IFN-ДК. Относительное содержание 
HLA-DR+ и CD86+ клеток в популяции IFN-ДК 
значимо не менялось под влиянием дексамета-
зона. Вместе с тем, дексаметазон более чем в 2 
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раза усиливал экспрессию TLR2 (рU = 0,14), ассо-
циированного с толерогенной активностью ДК. 
Эффект дексаметазона на коингибиторную мо-
лекулу B7-H1 (PD-L1) был менее выраженным 
и статистически недостоверным. 

Поскольку созревание ДК индуцируется про-
воспалительными цитокинами (в первую оче-
редь TNFα), продукция которых усиливается 
при стимуляции ЛПС, ингибирующий эффект 
дексаметазона на IFN-ДК мог быть обусловлен 
подавлением синтеза TNFα. Действительно, 
из данных таблицы 1 видно, что в присутствии 
дексаметазона эндогенная продукция TNFα сни-
жалась в среднем с 3660 до 415 пг/мл (pU = 0,035). 

При этом дексаметазон не оказывал выраженно-
го ингибирующего эффекта на секрецию IL- 10. 
В результате индекс соотношения TNFα/IL-10 
в культурах ДКDex был в 6 раз ниже, чем в культу-
рах интактных IFN-ДК (0,33 против 2,0 расч. ед. 
соответственно), что свидетельствовало о доми-
нировании активности противовоспалительных 
цитокинов. Важно отметить, что выявленное 
снижение концентрации TNFα не было свя-
зано с токсическим действием дексаметазона 
на IFN- ДК, поскольку выход клеток в культурах 
ДКИнт

 и ДКDex значимо не различался, составляя 
в среднем 0,12 и 0,19 × 106/1 млн МНК соответ-
ственно (pu = 0,06). 

ТАБЛИЦА 2. ВЛИЯНИЕ ДЕКСАМЕТАЗОНА НА ЦИТОКИНОВЫЙ ПРОФИЛЬ IFN-ДК 

Группы Цитокины
(пг/мл)

Контроль Dex+

Медиана Q0,25-Q0,75 Медиана Q0,25-Q0,75

Про- и про-
тивовоспали-
тельные

TNFα 64970 36190-96750 7003* 385-7240

IL-1β 610 600-1120 140* 100-160

IL1-ra 8730 8620-11530 7934 5750-8050

IL-10 2215 1030-3075 2198 735-2770

Иммунорегу-
ляторные
(Th1, Th2, 
Th9, Th17)

IL-2 190 150-198 32* 12-35 

IFNγ 4790 3620-4970 2292* 1480-3180

IL-12(p70) 390 210-460 47* 40-85

IL-4 61 60-71 41 24-50

IL-5 5,6 5-8,5 5,6 2,2-6,2

IL-6 19520 18480-20960 14940 10080-19420

IL-9 104 84-124 64 60-105

IL-13 85 70-106 64 40-74

IL-15 213 200-340 247 240-280

IL-17 530 440-610 447 260-550

Ростовые 
факторы

G-CSF 8079 7580-12180 4795 2320-10220

IL-7 35 35-40 16 13-60

FGF-β 145 140-220 78 70-102

PDGF 3055 2955-3630 2510 1835-2770

VEGF 1420 1080-19210 958* 950-960

CХC-
и СС-
хемокины

IL-8 155370 144070-171170 126670 122350-152885

IP-10 170600 134290-190320 137640 18990-168530

MCP-1 57430 29180-74960 33965 5720-53560

MIP-1α 77000 76000-80000 53561* 5710-75000

RANTES 26160 13260-48430 2804* 1265-13560

Eotaxin 880 610-950 385 225-535

Примечание. С помощью мультиплексного анализа оценивали концентрацию цитокинов в супернатантах IFN-ДК доноров 
(n = 5), генерированных в отсутствие (контроль) и присутствии (Dex+) дексаметазона (10-6 M). * – pU < 0,05 достоверность 
различий по сравнению с контролем, U-критерий Вилкоксона–Манна–Уитни.
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Чтобы более полно охарактеризовать вли-
яние дексаметазона на цитокиновый профиль 
IFN-ДК, в отдельной серии экспериментов был 
проведен мультиплексный анализ 25 различных 
цитокинов, включая про-/противовоспалитель-
ные цитокины (TNFα, IL-1β, IL-1ra, IL- 10), им-
мунорегуляторные цитокины (IL-2, IFNγ, IL- 12, 
IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13, IL-15, IL-17), ро-
стовые факторы (G-CSF, IL-7, FGF-β, PDGF, 
VEGF) и хемокины (IL-8, IP-10, MCP-1, MIP-1α,  
RANTES, Eotaxin). Видно (табл. 2), что интакт-
ные IFN-ДК являются активными продуцента-
ми широкого спектра цитокинов, интенсивность 
секреции которых отличается значительной ва-
риабельностью. Так, часть цитокинов (TNFα, 
IL-6) и хемокинов (IL-8, IP-10, MCP-1, MIP- 1α, 
RANTES) синтезируются на исключительно 
высоком уровне (> 10000 пг/мл). Продукция от-
носительно небольшой группы интерлейкинов 
(IL- 4, IL-5, IL- 13 и IL-7) не превышает 100 пг/ мл. 
Оставшаяся часть цитокинов, ростовых факторов 

и хемокинов детектируется в диапазоне от 100 
до 10000 пг/мл. Среди них продукция IL- 1ra, 
IFNγ, IL-10, G-CSF, PDGF, VEGF и Eotaxin пре-
вышает 1000 пг/мл. 

В присутствии дексаметазона продукция 
не только TNFα, но и другого провоспалитель-
ного медиатора – IL-1β, а также Th1-цитокинов 
(IFNγ, IL-2, IL-12) значимо снижалась. Харак-
терно, что при этом дексаметазон не оказывал 
заметного влияния на секрецию IL-10, IL-1ra, 
IL-4 и IL-13, смещая тем самым баланс в сто-
рону противовоспалительных/Th2-медиаторов. 
IFN- ДК, генерируемые в присутствии дексаме-
тазона, отличались также более низкой продук-
цией хемокинов. Эти различия были достоверны 
в отношении MIP-1α и RANTES и проявлялись 
в виде тенденции в отношении IP-10 и Eotaxin. 
Под влиянием дексаметазона регистрировался 
также отчетливый тренд на снижение продук-
ции ростовых факторов (G-CSF, IL-7, FGF-β, 

Рисунок 2. Супрессорный эффект дексаметазона на аллостимуляторную активность IFN-ДК 
Примечание. Представлены данные (Ме; IQR; n = 21) по пролиферации (имп/мин) МНК в отсутствие IFN-ДК, а также в алло-СКЛ 
в присутствии интактных ИФН-ДК, генерированных в стандартных условиях (МНК + ДКИнт) или с дексаметазоном в дозе 10-6 M 
(МНК + ДКDex). По правой оси ординат представлены индексы влияния (расч. ед.) IFN-ДК в алло-СКЛ. ** – р < 0,01 – достоверность 
различия показателей по сравнению с интактными ДК (U-критерий Вилкоксона–Манна–Уитни).

ТАБЛИЦА 3. ВЛИЯНИЕ ДЕКСАМЕТАЗОНА НА Th1- И Th2-ПОЛЯРИЗУЮЩУЮ АКТИВНОСТЬ IFN-ДК В АЛЛО-СКЛ

Цитокины
МНК0

Условия культивирования

МНК + ДКИнт МНК + ДКDex

IFNγ (пг/мл)
Медиана 30 1100 80**
Q0,25-Q0,75 9-46 580-1420 8-270

IL-6 (пг/мл)
Медиана 750 10020 8320* 
Q0,25-Q0,75 240-7225 9280-10690 7090-8960

IL-6/IFNγ
(расч. ед.)

Медиана 42 11 162**
Q0,25-Q0,75 22-150 6-19 24-1090

Примечание. МНК культивировали в отсутствие (МНК0) или присутствии аллогенных IFN-ДК доноров (n = 13), 
генерированных в стандартных условиях (МНК + ДКИнт) или с дексаметазоном в дозе 10-6 M (МНК + ДКDex). Концентрацию 
IFNγ и IL-6 в 5-суточных супернатантах алло-СКЛ оценивали с помощью ИФА. * – р < 0,05; ** – р < 0,01 – достоверность 
различия показателей по сравнению с интактными ДК (U-критерий Вилкоксона–Манна–Уитни).
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PDGF), который в отношении VEGF достигал 
статистически значимого уровня.

Способность ДК стимулировать пролифера-
цию Т-клеток в ответ на аллоантигены в СКЛ 
является интегральным показателем функци-
ональной активности ДК, которая во многом 
детерминируется экспрессией различных ко-
стимуляторных или коингибиторных молекул, 
а также балансом и уровнем продуцируемых ци-
токинов. Учитывая, что дексаметазон оказывал 
выраженный супрессорный эффект на созрева-
ние IFN- ДК, а также на продукцию ими провос-
палительных и Th1-цитокинов, представлялось 
важным оценить, влияние дексаметазона на ал-
лостимуляторную активность IFN-ДК в СКЛ. 
Из данных рисунка 2 видно, что по сравнению 
с контролем IFN-ДК, генерированные в присут-
ствии дексаметазона, отличались 2-кратным сни-
жением способности стимулировать пролифера-
тивный ответ Т-клеток в алло-СКЛ. Поскольку 
ДКИнт и ДКDex у каждого из обследованных доно-
ров были тестированы в идентичных условиях, т.е. 
в СКЛ с одними и теми же клетками-респондера-
ми, то выявленное снижение аллостимуляторной 
активности ДКDex не было связано с эффективно-
стью распознавания CD4+Т-лимфоцитами алло-
антигенов, представленных на HLA-DR+ДК. В то 
же время корреляционный анализ показал, что 
способность интактных IFN-ДК стимулировать 
пролиферативный ответ Т-клеток в алло-СКЛ 
находится в прямой взаимосвязи с содержанием 
среди них CD83+ клеток (rS = 0,57; p = 0,04), и в 
обратной – с количеством CD14+ и TLR2+ клеток 
(rS = -0,68; p = 0,005 и rS = -0,65; p = 0,0005 со-
ответственно). С этой точки зрения низкая алло-
стимуляторная активность IFN-ДКDex во многом 
объясняется возрастанием среди них доли CD14+ 
и TLR2+ клеток и снижением относительного ко-
личества CD83+ДК (рис. 1). 

В заключение, чтобы выяснить, влияет 
ли дексаметазон на способность IFN-ДК активи-
ровать Th1- и Th2-клетки, оценили содержание 
Th1 (IFNγ) и Th2 (IL-6) цитокинов в суперна-
тантах 5-суточной алло-СКЛ, индуцированной 
ДКИнт и ДКDex (табл. 3). Видно, что в культурах 
МНК в отсутствие стимуляции аллоантигенами 
продукция IL-6 существенно выше, чем уро-
вень секреции IFNγ (индекс соотношения IL-6/
IFNγ составляет в среднем 42 расч. ед.). Куль-
тивирование МНК с аллогенными интактными 
IFN- ДК сопровождалось увеличением концен-
трации как IL-6, так и IFNγ. Уровень продукции 
IFNγ в алло-СКЛ увеличивался в среднем в 39 
раз, что свидетельствовало о выраженной Th1-
стимуляторной активности IFN-ДК, которые 
при этом стимулировали также и Th2-клетки, 
поскольку продукция IL-6 возрастала в сред-

нем в 13 раз. Под влиянием дексаметазона Th1-
стимуляторная активность IFN-ДК практиче-
ски полностью блокировалась, что проявлялось 
достоверным снижением концентрации IFNγ 
в среднем на 93% (с 1100 до 80 пг/мл, рU < 0,01). 
Супрессорный эффект дексаметазона в отно-
шении Th2-стимуляторной активности IFN-ДК 
был менее выраженным, поскольку продукция 
IL-6 снижалась только на 17% (с 10020 до 8320 
пг/мл, рU < 0,05). В результате индекс соотноше-
ния IL-6/IFNγ в культурах СКЛ, индуцирован-
ных IFN-ДКDex, возрастал практически в 15 раз 
(до 162 против 11 расч. ед., рU < 0,01), свидетель-
ствуя о доминировании Th2-поляризующей ак-
тивности IFN-ДК под влиянием дексаметазона.

Обсуждение
В настоящем исследовании впервые охарак-

теризовано влияние дексаметазона на созрева-
ние и функции ДК, генерируемых в присутствии 
IFNα. Интерес к этим клеткам связан с тем, что 
интерфероны I типа являются мощными ин-
дукторами дифференцировки и созревания ДК 
[10], и такие ДК могут генерироваться in vivo при 
ауто иммунной патологии на фоне повышенного 
уровня интерферонов [3]. Соответственно, ис-
следование их чувствительности к глюкокор-
тикоидам представляет большой интерес как с 
точки зрения создания ДК-вакцин, так и рас-
крытия новых иммуноопосредованных механиз-
мов действия глюкокортикостероидной терапии. 
Проведенные нами исследования продемонстри-
ровали, что дексаметазон подавляет созревание 
IFN-ДК и усиливает экспрессию TLR2; угнетает 
продукцию провоспалительных/Th1-цитокинов 
(TNFα, IL-1β, IL-2, IFNγ, IL-12) и хемокинов 
(MIP-1α, RANTES); ингибирует аллостиму-
ляторную активность ДК, а также блокирует 
Th1-стимуляторную активность, смещая баланс 
в сторону доминирования Th2-поляризующей 
активности IFN-ДК. 

Исследования эффектов глюкокортикоидов 
на ДК, генерируемые из моноцитов в присут-
ствии IL-4, показали, что глюко кор ти кои-
ды ингибируют NF-kB зависимую диф ферен-
цировку и созревание IL4-ДК [14, 17, 21]. 
Такие «толерогенные» IL4-ДК характеризуют-
ся менее зрелым фенотипом, сниженной экс-
прессией костимуляторных молекул, а также 
угнетением продукции провоспалительных 
(TNFα, IL-1β) и Th1 (IL-12) цитокинов и повы-
шенной продукцией IL-10 [21, 22, 31]; отлича-
ются низкой аллостимуляторной активностью, 
что обусловлено повышенной экспрессией 
PD-L1 (B7-H1) и продукцией IL-10; не спо-
собны активировать Th1-ответ; индуцируют 
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анергию наивных Т-клеток и Т-клеток памяти 
и генерацию регуляторных Тr1-клеток [30, 32, 33]. 

Полученные нами результаты демонстрируют 
во многом сходные эффекты глюкокортикоидов 
на IFNα-индуцированные ДК. В то же время 
дексаметазон не оказывал значимого ингибиру-
ющего эффекта на экспрессию антигенов гисто-
совместимости (HLA-DR) и костимуляторных 
молекул (CD86) IFN-ДК и не вызывал повыше-
ния экспрессии коингибторной молекулы PD- L1 
(B7-H1), как это было выявлено в культурах 
IL4-ДК [21, 31, 32]. Подобные расхождения мо-
гут быть обусловлены не столько особенностями 
IFN-ДК, сколько методическими различиями 
(доза дексаметазона, времени внесения глюко-
кортикоидов в культуру ДК, стадия зрелости ДК). 
Так, например, возрастание экспрессии PD-L1 
было продемонстрировано в культурах незрелых 
IL4-ДК при добавлении дексаметазона с начала 
культивирования клеток [32]. В то же время, при 
анализе LPS-активированных IL4-ДК и более 
позднем внесении дексаметазона, стимулирую-
щий эффект дексаметазона на экспрессию PD-
L1 не выявлялся [8, 29]. 

Несмотря на отсутствие значимого эффек-
та на экспрессии PD-L1, дексаметазон в 2 раза 
усиливал экспрессию TLR2 в культурах IFN- ДК. 
Аналогичный эффект глюкокортикоидов описан 
в отношении IL4-ДК [5, 24]. Согласно данным 
литературы, высокая экспрессия TLR-2 на ДК ас-
социирована с высокой продукцией IL-10 и низ-
кий секрецией TNFα и IFNγ при стимуляции 
LPS, что позволяет рассматривать данную мо-
лекулу в качестве маркера толерогенной актив-
ности ДК [5]. Полученные нами результаты под-
твердили сопряженность высокой экспрессии 
TLR-2 со снижением провоспалительных и Th1 
цитокинов LPS-активированными IFN- ДК, од-
нако не выявили ассоциации с усилением про-
дукции IL-10. Данные о влиянии глюкокортико-
идов на продукцию IL-10 неоднозначны. Так, ряд 
авторов демонстрируют стимулирующий эффект 
дексаметазона на продукцию IL-10 дендритными 
клетками [4, 22, 33], тогда как по данным других, 
глюкокортикоиды не оказывают значимого эф-
фекта на секрецию IL-10 [21, 29, 31]. Возможно, 
отсутствие стимулирующего действия дексаме-
тазона на продукцию IL-10 связано с особен-
ностями генерируемых в присутствии интерфе-

рона-альфа ДК, которые исходно отличаются 
более высокой продукцией IL-10 по сравнению 
с IL4- ДК [16]. Схожие данные, о том, что толе-
рогенная активность IFN-ДК не связана с усиле-
нием продукции IL-10, были продемонстрирова-
ны в культурах ДК, генерируемых в присутствии 
активных метаболитов витамина D3 [9]. Так или 
иначе, между содержанием TLR2-позитивных 
IFN-ДК и их аллостимуляторной активностью 
выявлялась значимая обратная корреляционная 
связь, подтверждающая роль данной молекулы 
в реализации толерогенной активности ДК. 

Одним из возможных механизмов ингибиру-
ющего действия дексаметазона на способность 
IFN-ДК стимулировать пролиферацию Т-клеток 
и активировать Th1-ответ может быть снижение 
продукции IFN-ДК провоспалительных и Th1-
цитокинов, необходимых для поддержания про-
лиферации Т-клеток. Поскольку мы не выявили 
стимулирующего действия дексаметазона на экс-
прессию PD-L1 и продукцию IL-10 в культурах 
IFN-ДК, вопрос о способности этих клеток ин-
дуцировать анергию/апоптоз Т-клеток,Δ а так-
же генерацию регуляторных Т-клеток, остается 
открытым и требует дальнейших исследований. 
Тем не менее, данные об ингибирующем влия-
нии дексаметазона на продукцию IFN-ДК хе-
мокинов (MIP-1α и RANTES) позволяет пред-
полагать, что эти клетки могут быть дефектны 
в отношении рекрутирования Т-лимфоцитов. 
Известно, что RANTES и MIP-1α являются 
лигандами для CCR5, который экспрессиру-
ется Th1-клетками, а также антигенспецифи-
ческими CD8 эффекторными Т-лимфоцитами 
и Т-клетками памяти [7, 27]. MIP-1α является 
также лигандом для CCR3, экспрессируемого 
Th2 -клетками [27]. Таким образом, снижение 
продукции этих хемокинов может негативным 
образом сказываться на способности ДК к рекру-
тированию и активации хелперных и эффектор-
ных Т-лимфоцитов.

В целом полученные данные свидетельствуют 
о том, что ДК, генерируемые в присутствии ин-
терферона-альфа, чувствительны к толерогенно-
му действию дексаметазона и, следовательно, мо-
гут опосредовать иммуномодулирующий эффект 
глюкокортикоидной терапии, а также рассма-
триваться в качестве новых кандидатов для раз-
работки толерогенных лечебных ДК-вакцин при 
аутоиммунной патологии. 

Список литературы / References
1. Bakdash G., Sittig S.P., van Dijk T., Figdor C.G., de Vries I.J. The nature of activatory and tolerogenic 

dendritic cell-derived signal II. Front Immunol., 2013, Vol. 4, p. 53. 
2. Biggioggero M., Gabbriellini L. Meroni P.L. Type I interferon therapy and its role in autoimmunity. 

Autoimmunity, 2010, Vol. 43, no. 3, pp. 248-254. 
3. Blanco P., Palucka A.K., Gill M., Pascual V., Banchereau J. Induction of dendritic cell differentiation by IFN-

alpha in systemic lupus erythematosus. Science, 2001, Vol. 294, no. 5546, pp. 1540-1543.



355

Дексаметазон и дифференцировка дендритных клеток
Dexamethasone and denritic cell differentiation2016, Vol. 18,  4

2016, Т. 18, № 4

4. Canning M.O., Grotenhuis K., de Wit H.J., Drexhage H.A. Opposing effects of dehydroepiandrosterone 
and dexamethasone on the generation of monocyte-derived dendritic cells. Eur. J. Endocrinol., 2000, Vol. 143, no. 5, 
pp. 687-695.

5. Chamorro S. TLR triggering on tolerogenic dendritic cells results in TLR2 up-regulation and a reduced 
proinflammatory immune program. J. Immunol., 2009, Vol. 183, no. 5, pp. 2984-2994.

6. Della Bella S., Nicola S., Riva A., Biasin M., Clerici M., Villa M.L. Functional repertoire of dendritic cells 
generated in granulocyte macrophage-colonystimulating factor and interferon-alpha. J. Leukoc. Biol., 2004, Vol. 75, 
no. 1, pp. 106-116.

7. Fukada K., Sobao Y., Tomiyama H., Oka S., Takiguchi M. Functional expression of the chemokine receptor 
CCR5 on virus epitope-specific memory and effector CD8+ T cells. J. Immunol., 2002, Vol. 168, no. 5, pp. 2225-2232.

8. García-González P., Morales R., Hoyos L., Maggi J., Campos J., Pesce B., Gárate D., Larrondo M., 
González R., Soto L., Ramos V., Tobar P., Molina M.C., Pino-Lagos K., Catalán D., Aguillón J.C. A short protocol 
using dexamethasone and monophosphoryl lipid A generates tolerogenic dendritic cells that display a potent 
migratory capacity to lymphoid chemokines. J. Transl. Med., 2013, Vol. 11, p. 128. 

9. Gauzzi M.C., Maghazachi G., Belardelli F., Adorini L., Jin S.Y., Wang L., Daniel K.C., Maghazachi A.A., 
Belardelli F., Adorini L., Gessani S. Suppressive effect of 1a,25-Dihydroxyvitamin D3 on type I IFN-mediated 
monocyte differentiation into dendritic cells: impairment of functional activities and chemotaxis. J. Immunol., 2005, 
Vol. 174, no. 1, pp. 270-276.

10. Gessani S., Conti L., Del Cornò M., Belardelli F. Type I interferons as regulators of human antigen presenting 
cell functions. Toxins (Basel), 2014, Vol. 6, no. 6, pp. 1696-1723.

11. Gordon J.R., Ma Y., Churchman L., Gordon S.A., Dawicki W. Regulatory dendritic cells for immunotherapy 
in immunologic diseases. Front Immunol., 2014, Vol. 5, p. 7. 

12. Gottenberg J.E., Chiocchia G. Dendritic cells and interferon-mediated autoimmunity. Biochimie, 2007, 
Vol. 89, no. 6-7, pp. 856-871. 

13. Harry R.A., Anderson A.E., Isaacs J.D., Hilkens C.M. Generation and characterization of therapeutic 
tolerogenic dendritic cells for rheumatoid arthritis. Ann Rheum Dis., 2010, Vol. 69, no. 11, pp. 2042-2050.

14. Hilkens C.M.U., Isaacs J.D. Tolerogenic dendritic cells in clinical practice. Open Arthritis Journal, 2010, 
Vol. 3, pp. 8-12. 

15. Hubo M., Trinschek B., Kryczanowsky F., Tuettenberg A., Steinbrink K., Jonuleit H. Costimulatory molecules 
on immunogenic versus tolerogenic human dendritic cells. Front Immunol., 2013, Vol. 4, p. 82. 

16. Leplina O.Y., Tyrinova T.V., Tikhonova M.A., Ostanin A.A., Chernykh E.R. Interferon alpha induces 
generation of semi-mature dendritic cells with high pro-inflammatory and cytotoxic potential. Cytokine, 2015, 
Vol. 71, no. 1, pp. 1-7.

17. Matasic R., Dietz A.B., Vuk-Pavlovic S. Dexamethasone inhibits dendritic cell maturation by redirecting 
differentiation of a subset of cells. J. Leukoc Biol., 1999, Vol. 66, no. 6, pp. 909-914.

18. Matyszak M.K., Citterio S., Rescigno M., Ricciardi-Castagnoli P. Differential effects of corticosteroids 
during different stages of dendritic cell maturation. Eur. J. Immunol., 2000, Vol. 30, no. 4, pp. 1233-1242.

19. Paquette R.L., Hsu N.C., Kiertscher S.M., Park A.N., Tran L., Roth M.D., Glaspy J.A. Interferon-alpha and 
granulocyte-macrophage colony-stimulating factor differentiate peripheral blood monocytes into potent antigen-
presenting cells. J. Leukoc. Biol., 1998, Vol. 64, no. 3, pp. 358-367.

20. Peña С., Gárate D., Contreras-Levicoy J., Aravena O., Catalán D., Aguillón J.C. Dexamethasone 
preconditioning improves the response of collagen-induced arthritis to treatment with short-term lipopolysaccharide-
stimulated collagen-loaded dendritic cells. Clin. Dev. Immunol., 2013, Vol. 2013, Article ID 296031. 

21. Piemonti L., Monti P., Allavena P., Sironi M., Soldini L., Leone B.E., Socci C., Di Carlo V.. Glucocorticoids 
affect human dendritic cell differentiation and maturation. J. Immunol., 1999, Vol. 162, no. 11, pp. 6473-6481.

22. Rea D., van Kooten C., van Meijgaarden K.E., Melief C.J.M., Offringa R. Glucocorticoids transform CD40-
triggering of dendritic cells into an alternative activation pathway resulting in antigen presenting cells that secrete 
IL-10. Blood, 2000, Vol. 95, no. 10, pp. 3162-3167.

23. Rönnblom L., Eloranta M.L. The interferon signature in autoimmune diseases. Curr Opin Rheumatol., 2013, 
Vol. 25, no. 2, pp. 248-253.

24. Rozkova D., Horvath R., Bartunkova J., Spisek R. Glucocorticoids severely impair differentiation and 
antigen presenting function of dendritic cells despite up-regulation of Toll-like receptors. Clin. Immunol., 2006, 
Vol. 120, no. 3, pp. 260-271.

25. Santini S.M., Lapenta C., Logozzi M., Parlato S., Spada M., di Pucchio T., Belardelli F. Type I interferon as a 
powerful adjuvant for monocyte-derived dendritic cell development and activity in vitro and in hu-pbl-scid mice.  
J. Exp. Med., 2000, Vol. 191, no. 10, pp. 1777-1788.

26. Steinman R.M., Hawiger D., Liu K., Bonifaz L., Bonnyay D., Mahnke K., Iyoda T., Ravetch J., Dhodapkar M., 
Inaba K., Nussenzweig M. Dendritic cell function in vivo during the steady state: a role in peripheral tolerance. Ann 
N Y Acad Sci., 2003, Vol. 987, no. 1, pp. 15-25.

27. Syrbe U., Siveke J., Hamann A. Th1/Th2 subsets: distinct differences in homing and chemokine receptor 
expression? Springer Semin Immunopathol., 1999, Vol. 21, no. 3, pp. 263-285.



356

Kurochkina Yu.D. et al.
Курочкина Ю.Д. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Авторы:

Курочкина Ю.Д. – аспирант лаборатории клеточной 
иммунотерапии, врач-ревматолог клиники 
иммунопатологии ФГБНУ «Научно-исследовательский 
институт фундаментальной и клинической 
иммунологии», г. Новосибирск, Россия 

Леплина О.Ю. – д.м.н., ведущий научный 
сотрудник лаборатории клеточной иммунотерапии 
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт 
фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия 

Тихонова М.А. – к.б.н., старший научный 
сотрудник лаборатории клеточной иммунотерапии 
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт 
фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия 

Тыринова Т.В. – к.м.н., научный сотрудник 
лаборатории клеточной иммунотерапии 
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт 
фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия 

Баторов Е.В. – к.м.н., научный сотрудник лаборатории 
клеточной иммунотерапииФГБНУ «Научно-
исследовательский институт фундаментальной 
и клинической иммунологии», г. Новосибирск, Россия 

Сизиков А.Э. – к.м.н., заведующий отделением 
ревматологии Клиники иммунопатологии 
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт 
фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия 

Останин А.А. – д.м.н., профессор, главный научный 
сотрудник лаборатории клеточной иммунотерапии 
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт 
фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия 

Черных Е.Р. – д.м.н., профессор, член-корр. РАН, 
заведующая лабораторией клеточной иммунотерапии 
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт 
фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия

Authors:

Kurochkina Yu.D., Postgraduate Student, Laboratory 
of Cellular Immunotherapy, Physician (Rheumatology), 
Immunopathology Clinics, Research Institute of Fundamental 
and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation  

Leplina O.Yu., PhD, MD (Medicine), Leading Research 
Associate, Laboratory of Cellular Immunotherapy, Research 
Institute of Fundamental and Clinical Immunology, 
Novosibirsk, Russian Federation  

Tikhonova M.A., PhD (Biology), Senior Research Associate, 
Laboratory of Cellular Immunotherapy, Research Institute of 
Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian 
Federation  

Tyrinova T.V., PhD (Medicine), Research Associate, 
Laboratory of Cellular Immunotherapy, Research Institute of 
Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian 
Federation  

Batorov E.V., PhD (Medicine), Research Associate, 
Laboratory of Cellular Immunotherapy, Research Institute of 
Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian 
Federation 

Sizikov A.E., PhD (Medicine), Head, Rheumatology 
Department, Immunopathology Clinics, Research Institute of 
Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian 
Federation  

Ostanin A.A., PhD, MD (Medicine), Professor, Main 
Research Associate, Laboratory of Cellular Immunotherapy, 
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, 
Novosibirsk, Russian Federation  

Chernykh E.R., PhD, MD (Medicine), Professor, 
Corresponding Member, Russian Academy of Sciences, Head, 
Laboratory of Cellular Immunotherapy, Research Institute of 
Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian 
Federation

Поступила 23.03.2016 
Принята к печати 31.05.2016

Received 23.03.2016 
Accepted 31.05.2016

28. Thurner B., Röder C., Dieckmann D., Heuer M., Kruse M., Glaser A., Keikavoussi P., Kämpgen E., Bender A., 
Schuler G. Generation of large numbers of fully mature and stable dendritic cells from leukapheresis products for 
clinical application. J. Immunol. Methods, 1999, Vol. 223, no. 1, pp. 1-15.

29. Unger W.W., Laban S., Kleijwegt F.S., van der Slik A.R., Roep B.O. Induction of T-reg by monocyte-derived 
DC modulated by vitamin D3 or dexamethasone: differential role for PD-L1. Eur. J. Immunol., 2009, Vol. 39, no. 11, 
pp. 3147-3159.

30. Van Kooten C., Stax A.S., Woltman A.M., Gelderman K.A. Handbook of experimental pharmacology 
“dendritic cells”: the use of dexamethasone in the induction of tolerogenic DCs. Handb. Exp. Pharmacol., 2009,  
Vol. 188, pp. 233-249. 

31. Woltman A.M., de Fijter J.W., Kamerling S.W., Paul L.C., Daha M.R., van Kooten C. The effect of calcineurin 
inhibitors and corticosteroids on the differentiation of human dendritic cells. Eur. J. Immunol., 2000, Vol. 30, no. 7, 
pp. 1807-1812.

32. Woltman A.M., Vander Kooij S.W., De Fijter J.W., van Kooten C. Maturation-resistant dendritic cells induce 
hyporesponsiveness in alloreactive CD45RA+ and CD45RO+T-cell populations. Am. J. Transplant., 2006, Vol. 6, 
no. 11, pp. 2580-2591.

33. Xia C.Q., Peng R., Beato F., Clare-Salzler M.J. Dexamethasone induces IL-10-producing monocyte-derived 
dendritic cells with durable immaturity. Scand. J. Immunol., 2005, Vol. 62, no. 1, pp. 45-54.



357

Оригинальные статьи
Original articles

Медицинская иммунология
2016, Т. 18, № 4, стр. 357-364
© 2016, СПб РО РААКИ

Medical Immunology (Russia)/ 
Meditsinskaya Immunologiya
2016, Vol. 18,  4, pp. 357-364
© 2016, SPb RAACI

1 page

ЛОКАЛЬНАЯ И СИСТЕМНАЯ ПРОДУКЦИЯ VEGF-А ПРИ 
ОСЛОЖНЕННОЙ ПРОЛИФЕРАТИВНОЙ ДИАБЕТИЧЕСКОЙ 
РЕТИНОПАТИИ
Нероев В.В., Зайцева О.В., Балацкая Н.В., Курчаева З.В.
ФГБУ «Московский научно-исследовательский институт глазных болезней им. Гельмгольца» Министерства 
здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Изучено содержание VEGF-A в сыворотке крови, слезной жидкости, стекловидном теле 
пациентов при различных клинических вариантах осложненной пролиферативной диабетической 
ретинопатии (ПДР). Обследованы 50 больных сахарным диабетом (I, II тип), 12 пациентов с регма-
тогенной отслойкой сетчатки и 15 здоровых лиц. Выявлено, что осложненная ПДР ассоциируется 
с повышением уровня VEGF-A в сыворотке крови и слезной жидкости пациентов по сравнению с та-
ковым больных со стабильной ПДР и здоровых лиц, а также высоким содержанием VEGF-A в стекло-
видном теле, достоверно превосходящим значения концентрации этого цитокина при регматогенной 
отслойке сетчатки. Наиболее тяжелые клинические проявления осложненной ПДР, интраопераци-
онные геморрагические осложнения ассоциировались с резким повышением VEGF-А в сыворотке 
крови и стекловидном теле, отражавшим нарушения на локальном и системном уровнях.

Ключевые слова: пролиферативная диабетическая ретинопатия, патогенез, витреоретинальная хирургия, VEGF-A

LOCAL AND SYSTEMIC VEGF-А PRODUCTION IN 
COMPLICATED PROLIFERATIVE DIABETIC RETINOPATHY 
Neroev V.V., Zaytseva O.V., Balatskaya N.V., Kurchaeva Z.V.
H. Helmholtz Research Institute of Eye Diseases, Moscow, Russian Federation

Abstract. VEGF-A contents was studied in blood serum, lacrimal fluid, and vitreous body of patients with 
different clinical forms of complicated proliferative diabetic retinopathy (PDR). The study included 50 patients 
with diabetes mellitus (type I, II), twelve patients with rhegmatogenous retinal detachment and fifteen healthy 
individuals. Complicated PDR was shown to be associated with higher levels of VEGF-A in blood serum and 
lacrimal fluid of these patients as compared to the cases of stable PDR and healthy individuals, as well as 
increased VEGF-A concentrations in vitreous humor. Concentrations of this cytokine in vitreous body proved 
to be significantly exceeded those in rhegmatogenous retinal detachment. Most severe clinical manifestations 
in complicated PDR and intraoperative hemorrhagic complications were associated with sharp VEGF-A 
increase in blood serum and vitreous humor, thus reflecting certain disturbances at local and systemic levels.

Keywords: proliferative diabetic retinopathy, pathogenesis, vitreoretinal surgery, VEGF-A
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Введение
Глазные осложнения сахарного диабета (СД) 

представляют серьезную медико-социальную 
проблему, являясь основной причиной слепоты 
и слабовидения в возрастной группе до 50 лет. 
Одной из частых причин потери зрения у паци-
ентов с диабетическим поражением глаз являет-
ся прогрессирование патологического процесса 
до пролиферативной диабетической ретинопатии 
(ПДР) с выраженной фиброваскулярной проли-
ферацией, осложненной тракционной отслойкой 
сетчатки и/или гемофтальмом [1, 2, 5].

На сегодняшний день основная роль в имму-
нопатогенезе глазных микрососудистых измене-
ний при СД отводится сосудистому эндотелиаль-
ному фактору росту (vascular endothelial growth 
factor-A, VEGF-А). Термин «эндотелиальный 
фактор роста сосудов» был впервые использован 
в 1982 году при изучении специфической мито-
генной активности эндотелия сетчатки телят [6]. 
Наибольшее физиологическое значение для ре-
гуляции пролиферации и формирования эндоте-
лиальных клеток в процессе ангиогенеза у чело-
века имеет VEGF-А, являющийся гомодимерным 
гликопротеином, состоящим из двух субъединиц 
с молекулярной массой по 23 кДа [7].

Синтез VEGF-A активируется в условиях ги-
поксии как за счет усиления транскрипции гена, 
так и путем увеличения в 3-8 раз периода полу-
распада мРНК этого ростового фактора [8, 9]. 
В норме базовая экспрессия мРНК VEGF-А была 
обнаружена практически во всех тканях глаза, 
с максимальной активностью в цилиарном теле, 
конъюнктиве, сетчатке, пигментном эпителии, 
хориоидее и хрусталике [6]. В сетчатке синтез это-
го цитокина осуществляют перициты, эндотелий 
сосудов, мюллеровские и ганглиозные клетки 
[10, 11]. Рецепторы к VEGF-А были обнаружены 
на эндотелии и перицитах ретинальных и хорио-
идальных сосудов, глиальных клетках сетчатки, 
пигментном эпителии, на клетках эндотелия ро-
говицы [12].

К настоящему времени накоплено немалое 
количество экспериментальных данных, 
подтверждающих проангиогенные свойства 
VEGF-А и его влияние на проницаемость стенки 
сосудов сетчатки. В культуре клеток эндотелия 
VEGF-А проявлял свойства митогена, стимулируя 
их миграцию и образование структур, подобных 
сосудам, так называемый «ангиогенез in vitro»[3, 
6]. Благодаря этим свойствам он способен играть 
значительную роль в патогенезе ДР.

Участие VEGF-А в поражении сетчатки 
при СД было продемонстрировано на экспе-
риментальных моделях ДР у животных [13, 14]. 
Интра витреальное введение рекомбинантного 
VEGF-А вызывало разнообразные сосудистые 
изменения, включавшие окклюзию капилляров, 
гиперплазию эндотелия сосудов, повышение 

проницаемости ретинальных сосудов, появление 
отека сетчатки, кровоизлияний, четкообразных 
вен, микроаневризм, неоваскуляризации сетчат-
ки и радужки с развитием неоваскулярной глау-
комы и тракционной отслойки сетчатки у здоро-
вых приматов [15, 16] и кроликов [17]. Развитие 
преретинальной неоваскуляризации зависело 
от дозы вводимого VEGF-А [18]. Такие измене-
ния являются характерными для различных ста-
дий развития ДР.

Серия клинических исследований роли 
VEGF-А при ПДР началась в середине 1990-х 
годов. Было выявлено значительное повыше-
ние уровня VEGF-А в пробах стекловидного 
тела (СТ) и водянистой влаги у пациентов с ПДР 
в сравнении с показателями пациентов без ДР 
или с непролиферативной либо препролифера-
тивной стадиями заболевания [19, 20].

Последующие исследования продемонстри-
ровали увеличение внутриглазной концентрации 
VEGF-А при непролиферативной ДР, а также при 
отсутствии клинических признаков поражения 
глаз у больных СД в сравнении с показателями 
пациентов без СД [21, 22]. Повышение содержа-
ния VEGF-А во влаге передней камеры и СТ об-
наруживались у пациентов с различными стадия-
ми ДР. Более высокие уровни фактора роста в СТ 
определялись в случаях макулярного отека [23, 
24]. Максимальная концентрация VEGF-А отме-
чались у пациентов с вторичной неоваскулярной 
глаукомой [25].

Показано, что содержание ростового фактора 
во внутриглазных средах отражает тяжесть про-
лиферативного процесса в глазу и не коррелиру-
ет с его концентрацией в плазме крови [24, 26]. 
Согласно исследованию Shinoda K. и соавторов, 
концентрация VEGF-А во влаге передней ка-
меры пациентов с ПДР не зависела от типа СД, 
длительности заболевания, способа контроля 
гликемии, уровня гликированного гемоглоби-
на (HbA1c), наличия артериальной гипертензии 
или нефропатии [27].

Ряд исследователей предложили использовать 
внутриглазные показатели VEGF-А в качестве 
критериев прогнозирования операции. По мне-
нию Wang J. и соавторов, значение содержания 
VEGF-А в СТ может быть использовано для про-
гноза результата витрэктомии у больных с тя-
желыми формами ПДР [28]. Эти данные в даль-
нейшем подтвердил корреляционный анализ, 
выявивший сильные взаимосвязи между уровнем 
VEGF-А, балансом проангиогенных/антиангио-
генных факторов в витреальной полости больных 
с ПДР и исходами интравитреальных вмеша-
тельств [4, 29, 30].

Таким образом, экспериментальными и кли-
ническими исследованиями доказано, что 
VEGF-А играет важную роль в патогенезе ДР. 
Дальнейшее изучение продукции фактора роста 
эндотелия сосудов при различных клинических 
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особенностях заболевания позволит более глу-
боко понять механизмы развития этого тяжелого 
осложнения СД и оптимизировать тактику веде-
ния пациентов.

Цель работы: изучение уровня VEGF-А в сы-
воротке крови (СК), слезной жидкости (СЖ) 
и стекловидном теле (СТ) при различных клини-
ческих проявлениях осложненной ПДР.

Материалы и методы
Обследовано 50 больных с СД 1-го и 2-го типа, 

12 пациентов с регматогенной отслойкой сетчат-
ки (РОС) и 15 практически здоровых лиц. Всем 
пациентам проводилось стандартное офтальмо-
логическое обследование в условиях отдела по 
изучению патологии сетчатки и зрительного не-
рва ФГБУ «Московский научно-исследователь-
ский институт глазных болезней им. Гельмголь-
ца» Минздрава России, включавшее визометрию 
(без коррекции и с максимальной коррекцией), 
тонометрию, биомикроскопию, осмотр глаз-
ного дна в условиях мидриаза, ультразвуковое 
А-В сканирование, фундусфоторегистрацию, 
оптическую когерентную томографию сетчатки, 
флюоресцентную ангиографию (по показаниям).

Основную клиническую группу составили 39 
пациентов (25 женщин и 14 мужчин) с ослож-
ненной ПДР в возрасте от 30 до 73 лет (в среднем 
54,6±9,37 года). СД 1 типа страдали 11 пациен-
тов, СД 2 типа – 28 пациента. Длительность забо-
левания СД колебалась от 3 до 35 лет (в среднем 
16,6±7,26 года). Диагноз ПДР был установлен от 1 
года до 20 лет назад (в среднем 4,14±2,64 года). 
Уровень HbA1c колебался от 4,65% до 12,2% 
(в среднем 7,84±1,3%). При этом у 11 пациентов 
(28%) показатель HbA1c был ниже 6,5% (ниже 
целевого значения), у 28 (72%) – выше 6,5% [29].

У всех пациентов этой группы по данным 
клинического обследования выявлялись орга-
низовавшийся гемофтальм и/или тракционная 
отслойка сетчатки как минимум на одном гла-
зу на фоне тяжелых диабетических изменений 
сетчатки. Осложненный характер ПДР на обоих 
глазах был отмечен у 27 больных (69%). Хирур-
гическое вмешательство, включавшее микро-
инвазивную субтотальную витрэктомию, швар-
тэктомию, эндолазеркоагуляцию сетчатки, 
эндотампонаду силиконовым маслом, прово-
дили на 32 глазах по стандартной трехпортовой 
методике. Оценивалась выраженность геморра-
гических осложнений в ходе хирургических ма-
нипуляций. За 7 дней до операции 7 пациентам 
проводилось интравитреальное введение пре-
парата ранибизумаб (луцентис) по стандартной 
методике в дозе 0,05 мл с целью снижения актив-
ности новообразованных сосудов в составе фи-
броглиальных мембран и риска интраопераци-
онных осложнений. Манипуляция проводилась 
на основании одобрения Локального этического 

комитета, после подписания пациентом инфор-
мированного согласия.

С целью анализа особенностей содержания 
VEGF-А в разных биологических жидкостях 
были сформированы 2 группы сравнения. Груп-
пу для сравнительной оценки уровней VEGF-А в 
СК и СЖ составили 11 пациентов (8 женщин и 3 
мужчины) со стабильным течением ПДР в воз-
расте от 40 до 67 лет (в среднем 55,0±6,66 года). 
На обоих глазах этих пациентов ранее была про-
ведена панретинальная лазеркогуляция в мак-
симальном объеме. На момент обследования 
зон активной неоваскуляризации по результа-
там флюоресцентной ангиографии обнаружено 
не было, отсутствовали признаки диабетическо-
го макулярного отека. В этой группе СД 1 типа 
страдали 4 пациента, СД 2 типа – 7 пациентов. 
Длительность заболевания СД колебалась от 9 
до 15 лет (в среднем 11,6±2,2 года). Диагноз 
ПДР был установлен от 1 до 5 лет назад (в сред-
нем 2,67±0,89 года). HbA1c отмечался на уровне 
от 6% до 11,03% (в среднем 7,25±2,13%). У 7 па-
циентов (64%) показатель HbA1c был ниже 6,5%, 
у 4 (36%) – выше 6,5%. Группу для сравнительной 
оценки уровня VEGF-А в СТ составили 12 паци-
ентов (5 женщин и 7 мужчин, средний возраст 
47,3±9,4 года) без СД, которым было проведено 
витреоретинальное хирургическое вмешатель-
ство по поводу РОС.В контрольную группу вош-
ли 15 практически здоровых лиц (11 женщин и 4 
мужчины) в возрасте от 36 до 67 лет (в среднем 
49,6±6,0 года) без значимой офтальмопатологии, 
не страдающих СД, а также сердечно-сосудисты-
ми заболеваниями в стадии суб- и декомпенса-
ции.

Иммунологические исследования проводи-
лось на базе Отдела иммунологии и вирусологии 
ФГБУ «Московский научно-исследовательский 
институт глазных болезней им. Гельмгольца» 
Минздрава России «Уровень VEGF-Аопределяли 
в СК, СЖ и СТ пациентов с осложненной ПДР, 
СТ пациентов с РОС, СК и СЖ пациентов со ста-
бильным течением ПДР и практически здоровых 
людей. Забор биологических жидкостей прово-
дился с согласия пациента после разъяснения 
целей исследования. Взятие проб СК и СЖ осу-
ществляли до каких-либо манипуляций, пробы 
СТ забирались до витреоэктомии. Все биопробы 
хранились при температуре -70 °С. Концентра-
цию VEGF-А определяли в рамках мультиплекс-
ного анализа на анализаторе MAGPIX («Luminex 
Corporation», США) в программе Luminex 
xPONENT 3.1, с помощью наборов (ProcartaPlex 
«eBioscience», Австрия). Полученные результаты 
выражали в пг/мл.

Статистическую обработку данных проводили 
с применением пакета прикладной программы 
BIOSTAT. Критический уровень значимости при 
проверке статистических гипотез принимался 
равным 0,05.
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Результаты и обсуждение
VEGF-А выявлялся во всех исследованных 

пробах биологических жидкостей пациентов 
и лиц контрольной группы.

В СК практически здоровых людей (n = 15) 
VEGF-А определялся на уровне от 38,7 до 
283,8 пг/мл (в среднем 90,0±24,5 пг/мл). У па-
циентов со стабильным течением ПДР (n = 11) 
уровень VEGF-А в СК существенно не отличался 
от показателей здоровых людей, колебался в пре-
делах от 66,3 до 215,2 пг/мл и составил в среднем 
140,5±64,2 пг/мл (рис. 1).

В то же время среди пациентов с осложнен-
ной ПДР (n = 39) отмечались значительные ко-
лебания показателя сывороточного VEGF-А – 
от 20,3 до 851,5 пг/мл при среднем значении 
226,4±146,3 пг/мл, достоверно превышающим 
таковое в группез доровых людей (р < 0,01).

Сравнительный анализ концентраций 
VEGF-А в СК был проведен в подгруппах паци-
ентов в зависимости от особенностей клиниче-
ской картины заболевания. Выявлено, что в слу-
чаях наиболее тяжелых двусторонних проявлений 
осложненной ПДР – гемофтальм и тракционная 
отслойка сетчатки на обоих глазах (n = 9) средние 
значения содержания VEGF-А достигли макси-
мальной отметки 399,8±206,7 пг/мл (колебания 
в пределах от 253,2 до 851,5 пг/мл). У пациентов 
с умеренными проявлениями осложненной ПДР 
(гемофтальм и/или тракционная отслойка сет-
чатки на одном глазу, изолированные гемофтальм 
или фиброглиальная пролиферация с тракцион-
ным синдромом на двух глазах) (n = 30) уровень 
сывороточного VEGF-А был достоверно ниже 
и составил в среднем 190,0±122,7 пг/мл (р = 0,01; 
диапазон колебаний от 20,3 до 590,0 пг/мл).

Таким образом, системный показатель 
VEGF-А отчетливо коррелировал с тяжестью 
проявления осложнений ПДР. Наиболее тяжелые 
двусторонние микрососудистые ретинальные из-
менения ассоциировались с достоверно повы-
шенным содержанием сывороточного VEGF-А, 

что свидетельствует о системном характере изме-
нений.

В СЖ лиц контрольной группы без СД и глаз-
ной патологии (n = 15) уровень VEGF-А находил-
ся в диапазоне от 214,5 до 1336,3 пг/мл (в среднем 
775,4±560 пг/мл). У пациентов с СД значения ро-
стового фактора достоверно превышали показа-
тели здоровых людей (р < 0,01): при стабильном 
течении ПДР (n = 11) VEGF-А выявлялся в преде-
лах от 974,4 до 3675,4 пг/мл (2257,9±945,0 пг/ мл); 
при осложненной ПДР (n = 58) уровень VEGF-А в 
СЖ определялся на еще более высокой отметке – 
в среднем 3229,6±753,8 пг/мл при колебаниях 
от 710,9 до 4807,9 пг/мл, достоверно превышая 
показатели пациентов со стабильным течением 
ПДР (р < 0,01) (рис. 1).

При анализе в подгруппах с различными кли-
ническими проявлениями осложненной ПДР 
выявлено, что концентрации VEGF-А в СЖ 
глаз с гемофтальмом и сочетанием гемофтальма 
и тракционной отслойкой достоверно превышали 
таковые в подгруппе с изолированной тракцион-
ной отслойкой сетчатки (р < 0,05) (табл. 1). При 
этом уровень VEGF-А был максимальным в слу-
чаях самой тяжелой клинической картины забо-
левания – при сочетании гемофтальма и тракци-
онной отслойки сетчатки. Различий содержания 
VEGF-А в зависимости от степени интраокуляр-
ной фиброглиальной пролиферации не выявлено.

В случаях обильной васкуляризации проли-
феративной ткани (фиброваскулярная ткань) 
уровень VEGF-А в СЖ оказался достоверно 
(р < 0,05) повышенным по сравнению с таковым 
СЖ глаз с клинически бессосудистой фиброгли-
альной тканью. Содержание VEGF-А 3490 пг/мл 
и выше достоверно ассоциировалось с наличием 
в глазу обильно васкуляризированной пролифе-
ративной ткани, что может быть использовано 
в качестве прогностического критерия при не-
прозрачных оптических средах.

Таким образом, в результате исследования 
выявлено, что осложненная ПДР ассоциируется 

Рисунок 1. Уровни VEGF-А (пкг/мл) в СК и СЖ здоровых лиц, пациентов со стабильным течением ПДР 
и осложненной ПДР
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с резко повышенным содержанием VEGF-А в 
СЖ пациентов. Достоверно более высокие уров-
ни цитокина в СЖ глаз с гемофтальмом, а также 
в случаях фиброваскулярной пролиферации, ве-
роятно, связаны с участием VEGF-А в неоанги-
огенезе.

В СТ пациентов группы сравнения с РОС 
(n = 12) VEGF-А выявлялся в пределах от 17,76 
до 619,86 пг/мл (в среднем 205,6±175,0 пг/мл). 
В СТ глаз, прооперированных по поводу ослож-
ненной ПДР (n = 32) без предварительного вве-
дения луцентиса, уровень VEGF-А оказался до-
стоверно выше (1151,6±553,7 пг/мл, р < 0,01) при 
значительном размахе от 81,77 до 2473,18 пг/ мл. 
В подгруппе пациентов (n = 7) с предваритель-
ным введением антиангиогенного препарата 
VEGF-А выявлялся в СТ на достоверно более 
низком уровне – 617,2±213,9 пг/мл (р < 0,05), 
показатель, однако, превышал уровни в глазах 
с РОС.

При индивидуальном сравнении было обна-
ружено, что у каждого пациента с осложненной 
ПДР уровень VEGF-А в СТ превышал показатель 
в СК, что свидетельствует о его локальной про-
дукции тканями глаза.

Дальнейший сравнительный анализ интра-
окулярных уровней VEGF-А в подгруппах с раз-
личными особенностями клинической картины 
заболевания, а также при различной выраженно-
сти интраоперационных геморрагических ослож-
нений был проведен только среди пациентов без 
предварительной антиангиогенной терапии.

Средние уровни VEGF-А в СТ при различных 
клинических проявлениях заболевания представ-
лены в таблице 1. Достоверно повышенные кон-

центрации VEGF-А в СТ отмечены в подгруп-
пах с гемофтальмом; сочетанием гемофтальма 
и тракционной отслойки в сравнении с показате-
лями подгруппы с изолированной тракционной 
отслойкой сетчатки (р < 0,01).

В СТ 17 из 19 глаз с активной осложнен-
ной ПДР (фиброваскулярная пролиферативная 
ткань) выявлен максимальный уровень VEGF-А, 
достоверно превышающий таковой в СТ глаз 
с клинически бессосудистой фиброглиальной 
тканью (р < 0,01). В то же время в двух пробах СТ 
глаз с наиболее тяжелой клинической картиной 
(массивной васкуляризацией пролиферативной 
ткани, субтотальной отслойкой сетчатки, рубео-
зом радужки) уровень VEGF-А оказался низким 
(81,8 и 112,3 пг/мл).

Таким образом, осложненная ПДР ассоци-
ируется с достоверно повышенным содержанием 
VEGF-А в СТ по сравнению с РОС. Максималь-
ные интраокулярные уровни цитокина отмечены 
в случаях гемофтальма и массивной васкуляриза-
ции пролиферативной ткани, что подтверждает 
участие VEGF-А в патологическом внутриглаз-
ном неоангиогенезе. В то же время минималь-
ные концентрации VEGF-А в 2-х пробах СТ глаз 
с наиболее тяжелой клинической картиной ак-
тивной осложненной ПДР могут отражать срыв 
иммунорегуляции.

Средние показатели VEGF-А в биологических 
жидкостях пациентов при различных особенно-
стях течения основного заболевания (СД) пред-
ставлены в таблице 2.

Статистически значимой зависимости содер-
жания VEGF-А в СК, СЖ и СТ от пола и воз-
раста пациентов, длительности заболевания СД, 

ТАБЛИЦА 1. УРОВНИ VEGF-А (пг/мл) В СЖ И СТ ПРИ РАЗЛИЧНЫХ КЛИНИЧЕСКИХ ПРОЯВЛЕНИЯХ ОСЛОЖНЕННОЙ 
ПДР (M±m) 

Особенности клинической картины осложненной ПДР
Уровень VEGF-А

СЖ СТ 

Клинические 
проявления 
осложненной ПДР 

Организовавшийся гемофтальм 3450,3±704,1*
(n = 18)

1400,2±391,3*
(n = 5)

Тракционная отслойка сетчатки 2693,2±838,5 
(n = 18)

535,4±235,5
(n = 10)

Сочетание гемофтальма и тракционной 
отслойки сетчатки

3715,5±494,7*
(n = 22)

1316,2±640,5* 
(n = 17)

Степень 
фиброглиальной 
пролиферации

Глиоз 2-3 степени 3291,1±693,3
(n = 12) 1413,4±638,0 (n = 5)

Глиоз 4 степени 3322,8±713,8
(n = 28) 

959,1±309,3
(n = 22)

Васкуляризация 
фиброглиальной 
ткани

Фиброваскулярная пролиферативная 
ткань

3651,7±570,8** 
(n = 24)

1553,6±413,1**
(n = 17 из 19)

Фиброглиальная пролиферативная ткань 2684,2±806,4
(n = 16)

647,5±381,2
(n = 8)

Примечание. * – различие достоверно относительно показателя в подгруппе с тракционной отслойкой сетчатки, р < 0,05; 
** – различие достоверно относительно показателя в подгруппе с фиброглиальной тканью, р < 0,05;  
n – число проб биологических жидкостей.
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особенностей терапии, показателей липидного 
обмена выявлено не было. При этом замечены 
достоверно более высокие показателиVEGF-А в 
CЖ пациентов с СД 2 типа и при уровне HbA1c 
выше целевого значения.

Ретроспективно был проведен анализ со-
держания VEGF-А в биологических жидкостях 
в зависимости от особенностей течения витре-
оретинального хирургического вмешательства 
(табл. 3). Пациенты были разделены на две под-
группы в зависимости от выраженности интра-
операционных геморрагических осложнений: 
1 – с наличием интраоперационной продолжи-
тельной геморрагической активности в процессе 
отсепаровки фиброглиальных мембран, затруд-
няющей проведение операции (9 глаз), 2 – с уме-
ренной геморрагической активностью, не влия-
ющей на ход операции (23 глаза).

Выраженные интраоперационные геморраги-
ческие осложнения отмечались у пациентов с ис-
ходно достоверно повышенным сывороточным 
содержанием VEGF-А, выше 300 пг/мл (р < 0,05), 
а также в большинстве случаев ассоциирова-
лись с достоверно высоким уровнем VEGF-А в  
СТ (р < 0,05). В то же время осложненное течение 
операции отмечено в двух глазах с исходно мини-
мальным содержанием VEGF-А в СТ.

Выводы
Таким образом, показано, что осложненные 

формы ПДР ассоциируются с достоверно повы-
шенным содержанием ангиогенного фактора ро-
ста в СК и СЖ пациентов.

Максимально высокие локальные концентра-
ции VEGF-А (СЖ), выявленные при гемофталь-
ме и в случаях активной фиброваскулярной про-
лиферации, свидетельствуют об участии фактора 

ТАБЛИЦА 2. ПОКАЗАТЕЛИ VEGF-А (пг/мл) В СК, СЖ И СТ ПАЦИЕНТОВ ПРИ РАЗЛИЧНЫХ ОСОБЕННОСТЯХ ТЕЧЕНИЯ 
СД (M±m)

Уровень VEGF-А
Особенности течения СД СК СЖ СТ

Тип 
СД 1 типа 271±111,1 

(n = 11)
2475±1131,3

(n = 14)
955,3±582,4 

(n = 8)

СД 2 типа 219,3±155,6 
(n = 28)

3425,4±641,5*
(n = 44) 1176,2±547,4 (n = 24)

Инсулинопотреб-
ность

Инсулинзависимый 
СД

203,3±111,6 
(n = 22)

3253,6±656,5
(n = 37) 1075,4±487,2 (n = 20)

Инсулиннезависи-
мый СД

333,1±310 
(n = 17) 3741,2±463,6 (n = 21) 1358,4±743,1 (n = 12)

Длительность за-
болевания 

Менее 10 лет 295,1±189,3 
(n = 13)

3453,6±529,3
(n = 18)

1020±484,4 
(n = 10)

Более 10 лет 242±178,2 
(n = 26)

3357,1±725,6 
(n = 40) 1206,7±518,7 (n = 22)

Уровень HbA1c

Ниже целевого зна-
чения

268,7±159,4 
(n = 11)

2546,3±1364,6
(n = 15)

1343,9±484,8 
(n = 9)

Выше целевого зна-
чения

214,9±141,3 
(n = 28)

3506,7±528*
(n = 43)

1079±541,1 
(n = 23)

Примечание. * – различие достоверно относительно аналогичного показателя в подгруппе, р < 0,05;  
n – число проб биологических жидкостей.

ТАБЛИЦА 3. УРОВЕНЬ VEGF-А (пг/мл) В СК, СЖ И СТ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ХАРАКТЕРА ТЕЧЕНИЯ ХИРУРГИЧЕСКОГО 
ВМЕШАТЕЛЬСТВА (M±m; min-max)

Течение операции
Уровень VEGF-А 

СК СЖ СТ

Выраженные геморрагические 
осложнения (n = 9)

383,5±234,2*
(110,1-851,5)

3223,6±1206,0
(710,9-3995,6)

1858,6±213,4* 
(n = 7 из 9),

(81,7-2071,1)
Отсутствие значимых геморра-
гических осложнений (n = 23)

187,1±111,3
(20,3-511,4)

3321±254,4
(2902,7-3689,3)

1098,4±443,0
(485,9-2473,2)

Примечание. * – различие достоверно относительно аналогичного показателя в подгруппе, р < 0,05;  
n – число проб биологических жидкостей;  
min-max – пределы колебаний показателя. 
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роста в патологическом глазном неоангиогенезе. 
Содержание VEGF-А в СЖ 3490 пг/мл и выше 
может быть использовано в качестве прогности-
ческого критерия обильной васкуляризации про-
лиферативной ткани при непрозрачных оптиче-
ских средах.

Наиболее тяжелые клинические проявления 
осложненной ПДР, выраженные интраопера-
ционные геморрагические осложнения ассоци-
ировались с резко повышенным содержанием 
сывороточного VEGF-А, а также достоверно 

высокими интраокулярными уровнями данного 
ростового фактора, что свидетельствует о локаль-
ном и системном характере нарушений. Уровни 
VEGF-А в СК, превышающие 300 пг/мл, могут 
использоваться как критерий прогноза ослож-
ненного течения операции. Кроме того, тяжелые 
интраоперационные геморрагические осложне-
ния возможны на фоне резко сниженного ин-
траокулярного уровня VEGF-А, что может объ-
ясняться срывом локальной иммунорегуляции 
у таких пациентов.
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ИНТЕНСИВНОСТЬ СПЕЦИФИЧЕСКОЙ СЕНСИБИЛИЗАЦИИ 
И ИММУННЫЙ СТАТУС У БОЛЬНЫХ БРУЦЕЛЛЕЗОМ
Саркисян Н.С., Пономаренко Д.Г., Логвиненко О.В., Ракитина Е.Л., 
Костюченко М.В., Куличенко А.Н.
ФКУЗ «Ставропольский противочумный институт» Роспотребнадзора, г. Ставрополь, Россия

Резюме. Исследователями предложен новый методический подход к экспресс-оценке степени 
интенсивности специфической сенсибилизации при остром бруцеллезе, обладающий высокой чув-
ствительностью – 96,6%, специфичностью – более 95,7%. Выявлено наличие прямой связи интен-
сивности специфической IgE-зависимой сенсибилизации с формированием у больных бруцеллезом 
иммуносупрессивного состояния: снижение общего количества CD3+ клеток на 17,9%, CD3+CD4+ – 
на 13,3%, CD16+CD56+ – на 4,39%, фагоцитарной активности нейтрофилов крови – в среднем 
на 25,8%. Показано, что повышение степени реагин-обусловленной аллергизации при бруцеллезе 
тесно ассоциировано с формированием выраженной иммуносупрессии.

Ключевые слова: бруцеллез, in vitro аллегодиагностика, тест активации базофилов, иммуносупрессия

INTENSITY OF SPECIFIC SENSITIZATION AND IMMUNE 
PROFILE IN PATIENTS WITH BRUCELLOSIS
Sarkisуan N.S., Ponomarenko D.G., Logvinenko V.O., Rakitina E.L., 
Kostyuchenko M.V., Kulichenko A.N.
Stavropol Antiplague Institute, Stavropol, Russian Federation

Abstract. The authors propose a new methodological approach to rapid intensity assessment of specific 
sensitization in acute brucellosis. This technique shows high sensitivity (98%), and specificity (97%). We 
revealed a direct relation between the intensity of specific IgE-dependent sensitization accompanied by 
development of immunosuppressive state in patients with brucellosis, i.e., a mean reduction of total CD3+ cell 
counts by 17.9%; CD3+CD4+ cells, by 13.3%; CD16+CD56+, by 4.4%. Phagocytic ability of blood neutrophils 
was decreased by 25.8%. The study has shown that an increased reagin-dependent sensitization in brucellosis 
is closely associated with emergence of severe immunosuppression.

Keywords: brucellosis, in vitro allergodiagnostics, basophil activation test, immunosuppression
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Введение
Бруцеллез остается одной из наиболее опас-

ных инфекций, общих для человека и животных, 
в регионах с развитым животноводством. Пато-
генетические и клинические особенности бру-
целлезной инфекции взаимообусловлены рядом 
факторов, определяющим из которых является 
степень специфической сенсибилизации и им-
мунологическая реактивность организма [1, 5].

Отечественные и иностранные исследователи 
указывают, что формирование бактериальной ал-
лергии при бруцеллезе и ее интенсивность могут 
выступать в качестве основного патогенетическо-
го фактора в формировании очаговых специфи-
ческих органных поражений. Метастазирование 
инфекта, в том числе и вторичное, чаще проис-
ходит на фоне выраженного ослабления имму-
нитета [10, 15]. Соответственно, интенсивность 
специфической сенсибилизации и изменения 
иммунологической резистентности у больных 
бруцеллезом может иметь причинно-следствен-
ную связь, проследить которую можно с исполь-
зованием методов количественной оценки уров-
ня аллергизации организма. 

В развитии аллергических реакций немедлен-
ного типа ведущая роль отводится базофилам [7, 
14]. Свойства базофильных гранулоцитов и осо-
бенности их антигенреактивности дают осно-
вания полагать, что эта популяция лейкоцитов 
может быть оптимальной «мишенью» для кле-
точного теста in vitro.

С учетом того, что при взаимодействии in vivo 
аллергенов c комплементарными молекулами 
IgE на мембране базофилов инициируется каскад 
ферментных реакций, приводящих к деграну-
ляции базофильных гранулоцитов, явление де-
грануляции (активации) базофилов может быть 
основой для разработки нового подхода к оценке 
специфической сенсибилизации. Имеются дан-
ные о перспективах детекции маркеров актива-
ции базофилов СD294, CD203с, CD63 (gp53), под 
действием аллергенов, с использованием моно-
клональных антител и определением количества 
активированных антигеном клеток с помощью 
проточной цитофлуориметрии [9, 13].

Наиболее информативные рецепторы дегра-
нуляции базофилов внутриклеточные антигены 
CD63, после стимуляции аллергеном происходит 
дегрануляция клеток и CD63 оказываются на по-
верхности базофилов. Процесс дегрануляции 
происходит путем экзоцитоза клетки и выбросам 
содержимого в межклеточную среду [8, 9, 11].

В 1994 году Sainte-Laudu et al. предложил де-
тектировать дегрануляцию базофилов методом 
проточной цитометрии. Благодаря используемой 
технологии CAST® (Cellular Antigen Stimulation 
Test, тест антигенной стимуляции клеток), спо-

соб обладает высокой специфичностью по срав-
нению с классическими методиками [12].

Анализ доступной отечественной и зарубеж-
ной литературы свидетельствует о высокой эф-
фективности использования в качестве основы 
для разработки метода оценки специфической 
реагин-опосредованной сенсибилизации при 
бруцеллезе теста активации базофилов. Техно-
логия позволяет исследовать цельную кровь, ис-
пользовать растворимые тест-аллергены, пред-
назначенные для кожных проб (бруцеллин), 
выявлять реагин-опосредованную аллергизацию 
даже при низких концентрациях сывороточного 
специфического IgE.

Цель работы – количественно оценить степень 
IgE-опосредованной специфической сенсибили-
зации организма и изучить связь интенсивности 
аллергизации с изменениями в иммунном статусе 
у больных бруцеллезом.

Материалы и методы
Для решения поставленных в работе задач 

в течение 2012-2015 гг. был исследован клини-
ческий материал от 209 человек с лабораторно 
подтвержденным диагнозом – острый бруцеллез, 
поступивших в отделение по диагностике, лече-
нию и экспертизе профпатологии бруцеллеза,  
ГБУЗ СК «Городская клиническая больница № 2» 
г. Ставрополя. Также обследовано 19 человек им-
мунизированных против бруцеллеза вакциной 
на основе штамма Brucella abortus 19 BA (на 30-35 
сутки после вакцинации). С целью определения 
специфичности предлагаемого теста исследовали 
кровь 93 человек, не переболевших бруцеллезом 
и не вакцинированных против этой инфекции: 
13 беременных (31-33 неделя беременности), 40 
обследуемых в возрасте от 2-х до 67 лет с аллерги-
ей в анамнезе, 40 человек, не имевших в анамнезе 
симптомов аллергии.

Отбор и рандомизацию больных бруцеллезом 
по группам производили в соответствии с инди-
видуальными регистрационными картами боль-
ных (истории болезни), с учетом классификации 
клинических форм бруцеллеза по Г.П. Рудневу 
(1955). Все больные острым бруцеллезом име-
ли среднюю степень тяжести течения болезни, 
в фазе компенсации. 

Различия показателей в зависимости от пола 
в группах не имели статистической значимости, 
в связи с чем мы сочли возможным объединить 
обследованных без учета их половой принадлеж-
ности.

Все обследуемые дали информированное со-
гласие на проведение настоящих исследований.

Комплексное иммунологическое обследова-
ние включало:
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– определение субпопуляционного соста-
ва лимфоцитов (CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+, 
CD16+56+, CD19+) на проточном цитометре FACS 
Calibur (США), с использованием моноклональ-
ных антител (МКАТ) Beckman Coulter (США); 

– оценку фагоцитарной и функциональной 
активности нейтрофилов крови, которую осу-
ществляли в соответствии с общепринятыми ме-
тодами;

– выявление уровня общих иммуноглобули-
нов А, М, G в сыворотке крови методом ради-
альной иммунной диффузии с моноспецифиче-
скими сыворотками производства ФГУП НПО 
«Микроген» (Россия);

– определение комплементарной активности 
сыворотки крови по 50% гемолизу эритроцитов 
барана;

– выявление концентрации циркулирую-
щих иммунных комплексов (ЦИК) осущест-
вляли с помощью фотоколориметрии в реакции 
с ПЭГ – 6000 [3].

Наличие и интенсивность IgE-зависимой ал-
лергической реакции к возбудителю бруцеллеза 
определяли, используя новый методический под-
ход [6], который заключался в антигенспецифи-
ческой активации базофилов в условиях in vitro.

В качестве аллергена использовали «Алле р- 
ген бруцеллезный жидкий (бруцеллин)», Рег. 
№: ЛС-002624 (ФГУП «НПО Микроген», Рос-
сия). Одна внутрикожная доза (0,1 мл) содержит 
от 3,8 до 5,4 мкг белка.

Определение клинической информативно-
сти предложенного теста in vitro оценки степе-
ни специфической сенсибилизации, проводили 
по ГОСТ Р 53022.3-2008 «Технологии лаборатор-
ные клинические». Требования к качеству кли-
нических лабораторных исследований. Часть 3. 
Правила оценки клинической информативности 
лабораторных тестов».

Обеззараживание исследуемого материала 
от больных бруцеллезом людей осуществляли 
в соответствии с СП 1.3.3118-13 «Безопасность 
работы с микроорганизмами I-II групп патоген-
ности (опасности)».

Статистическую обработку полученных дан-
ных осуществляли с использованием стандарт-
ного пакета компьютерных программ Microsoft 
Excel. Достоверность различия средних рас-
считывали по критерию Стьюдента (t) для ко-
эффициентов вариации, уровень значимости Р 
выбран менее 0,05. С целью выявления корре-
лятивной связи применяли метод ранговой кор-
реляции Спирмена, считая значения коэффи-
циента, равные 0,3 и менее, показателями 
слабой тесноты связи; значения более 0,4, но 
менее 0,7 – показателями умеренной тесноты 

связи, а значения 0,7 и более – показателями 
высокой тесноты связи [4].

Результаты 
Для разработки метода количественной оцен-

ки интенсивности IgE-опосредованной сен-
сибилизации, основанного на тесте активации 
базофилов, опытным путем определено количе-
ство антигена, необходимое для специфической 
стимуляции клеток. Испытывали следующие 
дозировки аллергена: 10, 25, 50, 100 и 200 мкл. 
При in vitro стимуляции бруцеллином базофи-
лов крови обследуемых контрольной группы, 
беременных, лиц с аллергиями, вне зависимости 
от количества аллергена, полученные результаты 
не превышали 5%, поэтому мы сочли возможным 
объединить их в группу контроля.

При in vitro стимуляции бруцеллином базо-
филов крови больных бруцеллезом и привитых 
против бруцеллеза имелась определенная за-
висимость от количества внесенного аллергена 
в анализируемую пробу. 

Объем 10 и 25 мкл бруцеллина является не-
достаточным для специфической активации. 
При внесении в анализируемые пробы 50 мкл, 
100 мкл и 200 мкл бруцеллина наблюдали увели-
чение количества активированных базофилов, 
однако, стабильно воспроизводимый результат 
у 100% обследуемых (больных бруцеллезом и вак-
цинированных против бруцеллеза) получен при 
активации базофилов 50 мкл аллергена, соответ-
ственно, данный объем бруцеллина является оп-
тимальным для выявления в условиях in vitro реа-
гин-зависимой специфической сенсибилизации 
при бруцеллезе. Для подтверждения специфич-
ности метода проведена оценка интенсивности 
активации базофилов крови больных бруцелле-
зом различными бактериальными аллергенами, 
используемыми для аллергодиагностики ин-
фекционных болезней: антраксином, туляри-
ном, туберкулином, и для выявления возможной 
спонтанной активации базофилов – стерильным 
физиологическим раствором. 

Учитывая, что у группы не больных, не пере-
болевших бруцеллезом и не вакцинированных 
против этой инфекции (n = 93) количество акти-
вированных бруцеллином базофилов находилось 
в диапазоне от 0 до 5 %, соответственно, цифро-
вое значение, принятое на основании экспери-
ментальных данных в качестве критерия наличия 
специфической сенсибилизации при бруцелле-
зе (порог клинического решения) – активация 
более 5% базофилов под действием бруцеллина 
в условиях in vitro.

Клиническую информативность лабораторно-
го метода in vitro оценки степени специфической 
сенсибилизации определяли по показателям диа-
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гностической чувствительности и специфично-
сти. 

Диагностическую чувствительность оценива-
ли путем определения количества положитель-
ных результатов аллерготестирования in vitro 
с бруцеллином среди лиц с клинически и лабо-
раторно подтвержденным диагнозом «Острый 
бруцеллез». Из 209 больных острым бруцелле-
зом со средней степенью тяжести течения, в фазе 
компенсации у 202 обследованных получен по-
ложительный результат теста – активировались 
бруцеллином 5,1% и более базофилов, соответ-
ственно, чувствительность метода при диагно-
стике острого бруцеллеза – 96,6%.

Диагностическую специфичность определя-
ли при подсчете положительных результатов ал-
лерготестирования in vitro с бруцеллином у лиц 
не больных, не переболевших бруцеллезом и не 
вакцинированных против этой инфекции. Из 93 
обследованных (в т. ч. беременные – 13 и об-
следованные с аллергией – 40), положительный 
результат аллерготестирования с бруцеллином 
in vitro получен у 4 лиц, имевших в анамнезе ал-
лергию, соответственно, специфичность теста – 
95,7%. 

Учитывая вышеизложенное, предложенный 
методический подход к in vitro количественной 
оценке интенсивности реагин-опосредованной 
(IgE-зависимой) специфической сенсибили-
зации организма при остром бруцеллезе, ос-
нованный на тесте активации базофилов с ци-

тометрическим учетом результатов, обладает 
следующими характеристиками: высокой чув-
ствительностью – 96,6%, специфичностью – бо-
лее 95,7%, экспрессностью – время, затраченное 
на постановку и учет реакции, не превышает 2-х 
часов. Метод технически не сложен и легко вос-
производим.

В ходе дальнейшего исследования больные 
острым бруцеллезом (n = 127) по степени спец-
ифической реагин-опосредованной (IgE-зави-
симой) сенсибилизации были рандомизированы 
на 3 группы. Обследуемые с низкой степенью 
специфической сенсибилизации от 5,1 до 10 % 
составили группу № 1 (n = 32), группу № 2 сфор-
мировали больные бруцеллезом со средней 
(умеренной) степенью специфической сенсиби-
лизации от 11 до 25% (n = 56) и 39 больных бру-
целлезом с высокой степенью специфической 
сенсибилизации более 25% – составили группу 
№ 3.

При анализе результатов исследования связи 
IgE-опосредованной специфической сенсиби-
лизации с компенсаторными и патологически-
ми изменениями в иммунном статусе больных 
бруцеллезом у обследуемых второй группы вы-
явлено статистически достоверное повышение 
следующих показателей. Данные представлены 
в таблице 1. 

У обследованных больных со средней (уме-
ренной) степенью реагиновой гиперчувствитель-
ности были выявлены компенсаторные из ме- 

ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ ИММУННОГО СТАТУСА БОЛЬНЫХ БРУЦЕЛЛЕЗОМ С НИЗКОЙ (группа № 1) И СРЕДНЕЙ 
(группа № 2) СТЕПЕНЬЮ РЕАГИН-ОПОСРЕДОВАННОЙ СПЕЦИФИЧЕСКОЙ СЕНСИБИЛИЗАЦИИ (М±m)

Показатели,
ед. измерения

Группа № 1
(n = 32)

Группа № 2 
(n = 56)

Р, уровень 
достоверности
межгрупповых 

различий
Т-лимфоциты (CD3+), % 68,87±1,25 82,9±1,16 p ≤ 0,001
Т-хелперы (CD3+CD4+), % 39,1±2,38 55,6±0,94 p ≤ 0,001
Т-цитотоксические (CD3+CD8+), % 24,18±2,24 43,6±0,88 p ≤ 0,001
NK-клетки (CD16+CD56+), % 10,19±1,15 6,65±0,37 p ≤ 0,01
B-лимфоциты (CD19+), % 12,17±1,32 8,54±0,27 p ≥ 0,1
ИРИ, у.е. 1,61±0,06 1,27±0,05 p ≤ 0,001
Фагоцитарная активность нейтрофилов 
крови, % 76,3±3,76 50,0±1,26 p ≤ 0,001

Функциональная активность
(НСТ-тест), % 6,98±1,3 18,42±0,97 p ≤ 0,001

IgA, мг/мл 2,02±0,24 4,18±0,41 p ≤ 0,001
IgМ, мг/мл 1,37±0,09 1,42±0,06 p ≤ 0,001
IgG, мг/мл 10,30±0,92 15,5±0,81 p ≤ 0,001
ЦИК, Ед 12,3±1,02 64,0±0,92 p ≤ 0,001
Комплементарная активность сыворотки 
крови, Ед 30,23±2,25 68,75±1,9 p ≤ 0,001
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не ния иммунологических показателей: повыше-
ние количества Т-лимфоцитов, субпопуляции 
CD3+CD4+, CD3+CD8+, дисбаланс субпопуляций 
Т-клеток, повышение функциональной актив-
ности нейтрофилов, увеличение уровня сыво-
роточных IgA и IgG, ЦИК и комплементарной 
активности сыворотки крови. На фоне приспо-
собительных процессов иммунной системы были 
выявлены и дезадаптивные изменения, которые 
выражались в снижении количества естествен-
ных киллеров, B-лимфоцитов, значительном ос-
лаблении фагоцитарной активности нейтрофи-
лов.

При проведении корреляционного анали-
за степени взаимосвязи интенсивности IgE-
зависимой специфической сенсибилизации 
с компенсаторными и патологическими измене-
ниями в иммунном статусе больных группы № 2 
показано, что степень специфической сенсиби-
лизации в значительной степени обусловливает 
изменения в иммунном статусе. Использование 
корреляционного анализа позволило выявить 
силу данной зависимости.

Корреляционный анализ показателей больных 
2 группы выявил прямую зависимость интенсив-
ности IgE-опосредованной сенсибилизации с по-
вышением функциональной активности ней-
трофилов крови (r = 0,938; p ≤ 0,01), снижением 
относительного количества лимфоцитов, экс-
прессирующих рецепторы CD16+CD56+ (r = 0,595; 
p ≤ 0,01) и иммунорегуляторного индекса (r = 0,430;  

p ≤ 0,01), увеличением содержания сывороточ-
ного иммуноглобулина А (r = 0,543; p ≤ 0,01), 
повышением уровня ЦИК (r = 0,027) и от-
носительного количества CD19+ лимфоцитов 
(r = 0,386; p ≤ 0,01) и IgM (r = 0,220; p ≤ 0,01) со-
ответственно. 

Установлена статистически достоверная (p ≤ 0,01)  
обрат но пропорциональная зависимость степе-
ни реагиновой гиперчувствительности с ком-
плементарной активностью сыворотки крови  
(r = -0,690), с относительным содержанием CD3+Т-
лимфоцитами (r = -0,571), CD3+CD4+-Т-хелперов 
(r = -0,600), CD3+CD8+-Т-цитотоксических  
(r = -0,300) и с уровнем IgG (r = -0,600).

Анализируя результаты иммунологическо-
го обследования больных с высокой степенью 
IgE-зависимой специфической сенсибилизации, 
установили следующие особенности изменения 
иммунологических показателей. Данные пред-
ставлены в таблице 2. 

У больных бруцеллезом с высокой степенью 
специфической сенсибилизации по реагиновому 
типу на фоне компенсаторных процессов (повы-
шение переваривающей способности фагоцитов 
крови, содержания уровня IgA и IgG, ЦИК и ком-
плементарной активности сыворотки крови) вы-
ражены явные дисфункциональные изменения, 
имеющие иммуносупрессивный характер: сни-
жение Т-клеток CD3+, Т-хелперов – CD3+CD4+, 
натуральных киллеров, фагоцитарной активно-
сти нейтрофилов. 

ТАБЛИЦА 2. ПОКАЗАТЕЛИ ИММУННОГО СТАТУСА БОЛЬНЫХ БРУЦЕЛЛЕЗОМ С НИЗКОЙ (группа № 1) И ВЫСОКОЙ 
(группа № 3) СТЕПЕНЬЮ РЕАГИН-ОПОСРЕДОВАННОЙ СПЕЦИФИЧЕСКОЙ СЕНСИБИЛИЗАЦИИ (М±m)

Показатели,
ед. измерения

Группа № 1
(n = 32)

Группа № 3 
(n = 39)

Р, уровень 
достоверности
межгрупповых 

различий
Т-лимфоциты (CD3+), % 68,87±1,25 51,0±1,15 p ≤ 0,001
Т-хелперы (CD3+CD4+), % 39,1±2,38 25,8±1,7 p ≤ 0,001
Т-цитотоксические (CD3+CD8+), % 24,18±2,24 39,6±0,24 p ≤ 0,001
NK-клетки (CD16+CD56+), % 10,19±1,15 5,8±0,37 p ≤ 0,01
B-лимфоциты (CD19+), % 12,17±1,32 12,5±1,2 p ≥ 0,1
ИРИ, у.е. 1,61±0,06 0,65±0,86 p ≥ 0,1
Фагоцитарная активность нейтрофилов кро-
ви, % 76,3±3,76 50,5±2,3 p ≤ 0,001

Функциональная активность
(НСТ-тест), % 6,98±1,3 19,1±1,3 p ≤ 0,001

IgA, мг/мл 2,02±0,24 4,03±0,17 p ≤ 0,001
IgM, мг/мл 1,37±0,09 1,51±0,15 р ≤ 0,05
IgG, мг/мл 10,30±0,92 15,5±0,73 p ≤ 0,001
ЦИК, Ед 12,3±1,02 69,8±3,4 p ≤ 0,001
Комплементарная активность сыворотки 
крови, Ед 30,23±2,25 69,7±2,1 p ≤ 0,001
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При проведении корреляционного анали-
за степени взаимосвязи интенсивности IgE-
зависимой специфической сенсибилизации 
с компенсаторными и патологическими изме-
нениями в иммунном статусе больных группы 
№ 3 установлено, что степень специфической 
сенсибилизации в значительной степени связа-
на с изменениями в иммунном статусе. Исполь-
зование корреляционного анализа позволило 
выявить силу д достоверности анной зависимо-
сти. Анализ данных корреляции выявил прямую 
пропорциональную взаимосвязь высокой степе-
ни специфической сенсибилизации со сниже-
нием относительного количества CD3+ клеток 
(r = 0,914), CD3+CD4+ лим фоцитов (r = 0,957), 
CD3+CD8+ клеток (r = 0,725), повышением уровня 
IgА (r = 1,01; p ≤ 0,01), увеличением уровня цир-
кулирующих иммунных комплексов (r = 0,725; 
p ≤ 0,01), в меньшей степени со снижением им-
мунорегуляторного индекса (r = 0,215; p ≥ 0,1), 
комплементарной активности сыворотки крови 
(r = 0,246; p ≤ 0,01), количества CD19+ клеток 
(r = 0,162; p ≥ 0,1) и уровня иммуноглобулина 
G (r = 0,264; p ≤ 0,01) и IgM (r = 0,164; p ≤ 0,01). 
Анализ данных выявил прямую зависимость вы-
сокой степени специфической сенсибилизации 
со снижением фагоцитарной активности нейтро-
филов крови (r = 0,291), относительным содер-
жанием субпопуляций CD16+CD56+ лимфоцитов 
(r = 0,213; p ≤ 0,01), а также обратно-пропорцио-
нальную зависимость (r = - 0,482) с повышением 
функциональной активности нейтрофилов кро-
ви (p ≤ 0,01).

Сравнительный анализ результатов имму-
нологического обследования больных со сред-
ней (умеренной) и высокой степенью реагин- 
обусловленной специфической сенсибилизации 
представлен в таблице 3. 

При сравнении показателей иммунного ста-
туса больных бруцеллезом со средней и высокой 
степенью реагин-опосредованной специфиче-
ской сенсибилизацией наблюдаются дисфунк-
циональные изменения, имеющие иммуносу-
прессивный характер: снижение Т-клеток CD3+, 
Т-хелперов – CD3+CD4+, натуральных киллеров, 
фагоцитарной активности нейтрофилов. 

Корреляционный анализ данных сравнения 
средней и высокой степени специфической сен-
сибилизации с иммунологическими показате-
лями показал наличие достоверности (p ≤ 0,01) 
прямой пропорциональной взаимосвязи пока-
зателя со снижением количества CD3+ клеток 
(r = 0,895), CD3+CD4+ лимфоцитов (r = 0,500), 
популяции натуральных киллеров CD16+CD56+ 
(r = 0,425) и CD3+CD8+ клеток (r = 0,628). В ходе 
исследования выявлена обратно-пропорцио-
нальная связь относительно увеличения цирку-
лирующих иммунных комплексов (r = - 0,757) 
и уровня иммуноглобулина G (r = - 0,475) в об-
следуемых группах (p ≥ 0,1). У больных бруцел-
лезом выявлена прямая взаимосвязь интен-
сивности IgE-обусловленной сенсибилизации 
с комплементарной активностью сыворотки 
крови (r = 0,244; p ≥ 0,1), повышением CD19+ 
клеток (r = 0,262) и уровнем иммуноглобулина 
А (p ≤ 0,01). Анализ данных в группах сравнения 

ТАБЛИЦА 3. ПОКАЗАТЕЛИ ИММУННОГО СТАТУСА БОЛЬНЫХ БРУЦЕЛЛЕЗОМ СО СРЕДНЕЙ (группа № 2) И ВЫСОКОЙ 
(группа № 3) СТЕПЕНЬЮ РЕАГИН-ОПОСРЕДОВАННОЙ СПЕЦИФИЧЕСКОЙ СЕНСИБИЛИЗАЦИИ (М±m)

Показатели,
ед. измерения

Группа № 2 
(n = 56)

Группа № 3 
(n = 39)

Р, уровень 
достоверности
межгрупповых 

различий
Т-лимфоциты (CD3+), % 82,9±1,16 51,0±1,15 p ≤ 0,001
Т-хелперы (CD3+CD4+), % 55,6±0,94 25,8±1,7 p ≤ 0,01
Т-цитотоксические (CD3+CD8+), % 43,6±0,88 39,6±0,24 p ≤ 0,05
NK-клетки (CD16+CD56+), % 6,65±0,37 5,8±0,37 p ≥ 0,05
B-лимфоциты (CD19+), % 8,54±0,27 12,5±1,2 p ≥ 0,05
ИРИ, у.е. 1,27±0,05 0,65±0,86 p ≥ 0,1
Фагоцитарная активность нейтрофилов крови, % 50,0±1,26 50,5 ± 2,3 p ≥ 0,1
Функциональная активность
(НСТ-тест), % 18,42±0,97 19,1±1,3 p ≥ 0,1

IgA, мг/мл 18,42±0,97 19,1±1,3 p ≥ 0,1
IgM, мг/мл 1,42±0,06 1,51±0,15 p ≤ 0,05
IgG, мг/мл 15,5±0,81 15,5±0,73 p ≥ 0,1
ЦИК, Ед 64,0±0,92 69,8±3,4 p ≥ 0,1
Комплементарная активность сыворотки крови, Ед 68,75±1,9 69,7±2,1 p ≥ 0,1



371

Иммунопатология при бруцеллезе
Immune pathology in brucellosis2016, Vol. 18,  4

2016, Т. 18, № 4

выявил прямую зависимость снижения фагоци-
тарной (r = 0,384) и функциональной активности 
нейтрофилов крови (r = 0,440; p ≤ 0,01), со степе-
нью интенсивности инфекционной аллергии при 
бруцеллезе.

Вышеизложенное указывает на то, что ин-
тенсивность реагин-опосредованной специфи-
ческой сенсибилизации у больных бруцеллезом 
имеет прямую связь с формированием иммуно-
супрессивного состояния.

Учитывая, что применение проточно-цито-
метрического анализа позволяет количественно 
учесть уровень гиперчувствительности организ-
ма к возбудителю бруцеллеза, метод антигенной 
активации лейкоцитов in vitro можно использо-
вать для изучения интенсивности аллергизации.

Можно предположить, что одним из неблаго-
приятных прогностических факторов при остром 
бруцеллезе, с точки зрения генерализации ин-
фекции с переходом в хронический процесс, 
является высокая степень реагин-зависимой 
специфической сенсибилизации. Соответствен-
но, больным бруцеллезом с выраженной IgE-
обусловленной аллергизацией необходима более 

длительная антибактериальная терапия с вклю-
чением в схему лечения десенсибилизирующих 
средств, стимуляторов клеточного иммунитета 
и естественной резистентности, в частности фа-
гоцитарной активности.

Выводы
– предложена методика количественной 

оценки степени интенсивности специфической 
сенсибилизации при бруцеллезе;

– установлена прямая связь повышения ин-
тенсивности специфической IgE-зависимой сен-
сибилизации (более чем на 10%) с формировани-
ем у больных бруцеллезом иммуносупрессивного 
состояния; 

– у больных бруцеллезом с высокой степенью 
интенсивности специфической IgE-зависимой 
сенсибилизации (более 25% активированных 
базофилов) наблюдаются супрессивные изме-
нения в иммунном статусе: снижение обще-
го количества CD3+ клеток в среднем на 17,9%, 
CD3+CD4+ – на 13,3%, CD16+CD56+ – на 4,39%, 
фагоцитарной активности нейтрофилов крови 
в среднем – на 25,8%.
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ЭКСПРЕССИЯ ФАКТОРА ТРАНСКРИПЦИИ FoxP3 ПРИ 
БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМЕ
Еремеева А.В., Сорокина Л.Н., Минеев В.Н., Лим В.В., Нёма М.А., 
Трофимов В.И.
ГБОУ ВПО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им. акад. 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Были обследованы 47 практически здоровых лиц и 82 больных бронхиальной астмой (БА): 
42 с аллергической БА и 40 с неаллергической БА. Экспрессию мРНК FоxP3 оценивали путем про-
ведения ПЦР с обратной транскрипцией (RT-PCR). 

Полученные данные показывают, что у больных бронхиальной астмой (независимо от клинико-
патогенетического варианта) отмечается снижение уровня экспрессии мРНК FoxP3 по сравнению 
с контрольной группой. При этом больные АБА и НАБА тяжелой степени имеют показатели экспрес-
сии мРНК FoxP3, наименьшие по- сравнению со средней и легкой степенями тяжести заболевания.

Выявленное снижение экспрессии мРНК FoxP3 в мононуклеарах периферической крови и по-
вышение уровня IL-17 в сыворотке крови больных бронхиальной астмой может рассматриваться 
как проявление выраженного воспалительного процесса на фоне, вероятно, существующего дефекта 
регуляции экспрессии транскрипционного фактора FoxP3, что заставляет предполагать его ключевую 
роль в регуляции активности воспалительного процесса при бронхиальной астме.
Ключевые слова: бронхиальная астма, транскрипционные факторы, FoxP3, мононуклеары

EXPRESSION OF FoxP3 TRANSCRIPTION FACTOR IN 
BRONCHIAL ASTHMA
Eremeeva A.V., Sorokina L.N., Mineev V.N., Lim V.V., Nyoma M.A., 
Trofimov V.I.
First I. Pavlov State Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Forty-two patients with allergic bronchial asthma (ABA) forty persons with non-allergic bronchial 
asthma (NABA), and 47 healthy controls were involved into the study. Expression of FoxP3 mRNA was 
analyzed by RT-PCR. In patients with bronchial asthma (ABA and NABA) we have revealed a significant 
decrease in FoxP3 mRNA expression levels, in comparison with control group. The patients with severe BA 
exhibited lowest levels of the FoxP3 mRNA expression as compared with other groups.

We revealed a decreased FoxP3 mRNA expression in mononuclear cells from peripheral blood, and an 
increased IL-17 level in blood serum of patients with bronchial asthma. These results may be considered a 
manifestation of serious inflammatory process. Probably, the data may reflect a disregulated expression of 
FoxP3 transcription factor. Therefore, we may assume a key role of FoxP3 for regulation of inflammatory 
activity in bronchial asthma.
Keywords: bronchial asthma, transcription factors, FoxP3, mononuclears
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Введение
FoxP3 – единственный представитель семей-

ства транскрипционных факторов Fox из четы-
рех известных, принимающий участие в жизне-
деятельности Т-лимфоцитов. На сегодняшний 
день не подвергается сомнению важнейшая 
роль FoxP3 в патогенезе раковых [6] и аутоим-
мунных [3] заболеваний в качестве основного 
транскрипционного фактора Treg (регуляторная 
Т-клетка), а значит, и ключевого фактора сохра-
нения иммунологического гомеостаза посред-
ством реализации супрессивных функций [11].

В отличие от Th2 (Т-хелперов 2) и Th1 (Т-хел-
перов 1), роль которых хорошо изучена при 
бронхиальной астме, Treg являются относитель-
но «новым» объектом интереса ученых при дан-
ной патологии. Тем не менее Treg и их ключевой 
транскрипционный фактор FoxP3 ранее неодно-
кратно демонстрировали свою роль в качестве 
ключевых компонентов поддержания иммуноло-
гического гомеостаза при других заболеваниях.

В контексте изучения данного транскрипци-
онного фактора при бронхиальной астме особый 
интерес представляет его взаимодействие с Th2 
и Th17. FоxP3 продемонстрировал способность 
подавлять экспрессию IL-2, TNFα, IFNγ, IgE, 
IL-17 и IL-4, причем подавление IL-17, вероятнее 
всего, обусловлено изменением транскрипцион-
ной активности RORγ и RORα, ключевых транс-
крипционных факторов Th17 [10, 11, 12]. В це-
лом, согласно сложившемуся на сегодняшний 
день представлению, участие FоxP3 в патогене-
зе бронхиальной астмы аналогично его участию 
при других патологиях: активация регуляторных 
Т-клеток служит признаком подавления воспа-
лительного процесса [7, 8] и предлагается для ис-
пользования в качестве мониторинга ответа 
на терапию аллергических заболеваний [9]. 

В данной статье предпринята попытка ис-
следования экспрессии FoxP3 в мононуклеарах 
периферической крови у пациентов с бронхи-
альной астмой и практически здоровых лиц кон-
трольной группы. 

Материалы и методы
Нами обследовано 47 практически здоровых 

лиц и 82 больных БА: 42 с аллергической БА и 40 
с неаллергической БА. Все обследованные боль-
ные БА находились на лечении в клинике госпи-
тальной терапии им. акад. М.В. Черноруцкого 
Первого Санкт-Петербургского государственно-
го медицинского университета имени академика 
И.П. Павлова. 

Всем больным проводили комплексное кли-
нико-лабораторное обследование, а также ал-
лергологическое и гормональное исследования. 
В каждой обследованной группе проводили ис-
следование функции внешнего дыхания. 

Диагноз БА устанавливали в соответствии 
с классификацией и критериями международно-
го консенсуса по вопросам диагностики и лече-
ния БА (Global Initiative of Asthma – GINA, 2015). 

Выделение мононуклеарных клеток перифери­
ческой крови

В качестве модели исследования во всех оха-
рактеризованных ниже методиках выбраны мо-
нонуклеарные клетки периферической крови. 
Не позднее чем через 40 мин после получения 
венозной крови проводили выделение клеток ме-
тодом центрифугирования в градиенте плотно-
сти “Lymphoseparation Medium” (производство 
“MP Biomedicals”, США), плотность 1,077 г/ см3 

(Boyum A., 1968). Гепаринизированную кровь 
разводили в два раза раствором хлорида натрия 
(9 г/л, pH = 7,2), наслаивали на 3 мл градиента 
плотности и центрифугировали 30 мин при 400 g. 
Образовавшееся в интерфазе «кольцо» монону-
клеаров отбирали пипеткой, полученную клеточ-
ную взвесь трижды отмывали раствором хлорида 
натрия (9 г/л, pH = 7,2) и доводили концентра-
цию до 2 × 106 клеток/мл. Жизнеспособность кле-
ток, которую определяли по связыванию трипа-
нового синего, составляла 95-100%. 

Исследование экспрессии мРНК FоxP3 мето­
дом RT­PCR

Работа выполнена на базе лаборатории Науч-
но-методического центра по молекулярной ме-
дицине на базе ПСПбГМУ им. И.П. Павлова.

Экспрессию мРНК FоxP3 оценивали пу-
тем проведения RT-PCR (reverse transcription – 
PCR) c нуклеиновыми кислотами, выделенными 
из мононуклеаров периферической крови. ПЦР 
проводилась в амплификаторе «iCycler» (BIO-
RAD) в следующем режиме: инициация при 95 °С 
в течение 4-х минут, 30 циклов денатурации при 
95 °С в течение 30 с, отжига при 60 °С в течение 
30 с и полимеризации при 70 °С в течение 30 с. 
Завершающая полимеризация проводилась при 
72 °С в течение 7 минут. Продукт амплификации 
размером 339 пар оснований подвергали электро-
форезу в 1,5% агарозном геле и окраске этидия 
бромидом. Праймеры для FоxP3 и β-актина были 
разработаны на основе известных последователь-
ностей (GenBank): 

Прямой праймер: 5-TGGAGAGCCCAGCCATGAT-3
Обратный праймер: 5-GCCACGTTGATCCCAGGTG-3
Результаты электрофореза после фотографи-

рования в ультрафиолетовом свете анализирова-
ли в программе Gel-Pro 3.1. Уровень экспрессии 
мРНК FоxP3 оценивали относительно уровня 
β-актина.

Определение концентрации IL-17 сыворот-
ки проводилось методом ИФА с применением 
стандартной методики при использовании ком-
мерческих наборов (ООО «Цитокин», Россия) 
на ИФА-анализаторе StatFlax 303+ с длиной вол-
ны 450 нм с построением калибровочной кривой 
«от точки к точке».
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Методы статистической обработки
Статистическую обработку результатов иссле-

дований проводили с помощью стандартного па-
кета прикладного статистического анализа SPSS 
для Windows (русифицированная версия 21.0). 
Различия считались значимыми при р < 0,05. 

Результаты
Нами проведена сравнительная оценка уров-

ней экспрессии FoxP3 у практически здоровых 
лиц и пациентов с аллергической/неаллергиче-
ской бронхиальной астмой (результаты представ-
лены в таблице 1).

Как видно из представленных результатов, 
уровень экспрессии мРНК транскрипционного 
фактора FoxP3 в мононуклеарах перифериче-
ской крови лиц контрольной группы более чем 
в два раза превышал таковой у лиц группы АБА 
и НАБА (статистическая значимость различий 
выявлена для группы контроля и больных НАБА, 
р = 0,025, U-критерий Вилкоксона–Манна–Уит-
ни). У больных бронхиальной астмой больший 
уровень экспрессии зафиксирован у лиц с аллер-
гической БА. 

Анализ зависимости экспрессии FoxP3 в за-
висимости от фазы заболевания не показал ста-
тистических различий между фазами ремис-
сии и обострения заболевания как при НАБА, 
так и при АБА (данные не представлены). По-
видимому, экспрессия FoxP3 не имеет четкой за-
висимости от фазы заболевания.

Нами был проведен анализ с целью выявления 
возможных различий в экспрессии FoxP3 при раз-
ных степенях тяжести бронхиальной астмы. Ана-
лиз проводился отдельно для групп АБА и НАБА. 
Результаты представлены ниже в таблицах 2 и 3. 

Как видно из представленных результатов, 
как группа АБА, так и группа НАБА характеризо-
вались присутствием статистически достоверных 
различий в уровнях экспрессии FoxP3 в группах 
при разной тяжести заболевания. 

В группе аллергической бронхиальной аст-
мы наибольшим уровнем экспрессии FoxP3 ха-
рактеризовались пациенты со средней тяжестью 
заболевания. Несколько меньшей экспрессией 
транскрипционного фактора характеризовалась 
подгруппа легкой БА, при этом у пациентов с тя-
желой АБА величины экспрессии FoxP3 были 
в 6-8 раз ниже, чем в подгруппах АБА средней 
тяжести и АБА легкого течения. Статистическая 
значимость обнаруженных различий подтверж-
дена при попарном межгрупповом сравнении 
тяжелой АБА с АБА средней тяжести и легко-
го течения (р < 0,05, U-критерий Вилкоксона–
Манна–Уитни).

Сходные результаты были получены при ана-
лизе группы НАБА. Наибольшими уровнями экс-
прессии FoxP3 характеризовалась группа НАБА 
средней тяжести, далее следовала группа НАБА 
легкого течения, имевшая уровни экспрессии 
в два раза ниже, чем группа НАБА. Минимальные 

ТАБЛИЦА 1. УРОВНИ ЭКСПРЕССИИ мРНК 
ТРАНСКРИПЦИОННОГО ФАКТОРА FoxP3 
(интегрированная плотность по отношению к β-актину)

Группа Значение* Достоверность 
различий 

Контрольная группа 
(практически здоро-
вые лица) 
n = 47 (1)

0,40 (0,08; 
0,64) p1-2-3 = 0,082**

p1-2-3 = 0,334**
p1-2 = 0,240***
p2-3 = 0,334***
p1-3 = 0,025***

Больные АБА 
n = 42 (2)

0,21 (0,07; 
0,63)

Больные НАБА 
n = 40 (3)

0,16 (0,06; 
0,45)

Примечание. * – для выборок, характеризующихся 
распределением, отличным от нормального, представлены 
медианы и интерквартильные размахи (непараметрическая 
статистика);   
** – для распределения, отличного от нормального, 
использован критерий независимых выборок Краскела–
Уоллиса (p = 0,082) и критерий Джонкхиера–Терпстры 
для попарного сравнения между собой более двух групп 
(p = 0,334);   
*** – уровень значимости для сравнения двух независимых 
выборок (использован U-критерий Вилкоксона–Манна–Уитни).

ТАБЛИЦА 2. УРОВНИ ЭКСПРЕССИИ 
ТРАНСКРИПЦИОННОГО ФАКТОРА FoxP3 У ПАЦИЕНТОВ 
С АБА В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ТЯЖЕСТИ ЗАБОЛЕВАНИЯ 
(интегрированная плотность по отношению к β-актину)

Фаза Значение* Достоверность  
различий

АБА легкого тече-
ния (1)
n = 7

0,33 (0,17; 
0,79)

p1-2-3 = 0,007**
p1-2-3 = 0,003**
p1-2 = 0,493***
p2-3 = 0,002***
p1-3 = 0,017***

АБА средней степе-
ни тяжести (2)
n = 28

0,41 (0,92; 
0,66)

АБА тяжелого тече-
ния (3)
n = 7

0,05 (0,02; 
0,08)

Примечание. * – для выборок, характеризующихся 
распределением, отличным от нормального, представлены 
медианы и интерквартильные размахи (непараметрическая 
статистика);  
** – для распределения, отличного от нормального, 
использован критерий независимых выборок Краскела–
Уоллиса (p = 0,007) и критерий Джонкхиера–Терпстры 
для попарного сравнения между собой более двух групп 
(p = 0,003);  
*** – уровень значимости для сравнения двух независимых 
выборок (использован U-критерий Вилкоксона–Манна–Уитни). 

уровни экспрессии FoxP3, как и в случае группы 
АБА, были выявлены у пациентов с тяжелым те-
чением НАБА.

Далее для выявления возможных колебаний 
уровней FoxP3 на фоне терапии бронхиальной 
астмы рассмотрим влияние кортикостероидов 
на экспрессию FoxP3 (табл. 4, 5).
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ТАБЛИЦА 3. УРОВНИ ЭКСПРЕССИИ 
ТРАНСКРИПЦИОННОГО ФАКТОРА FoxP3 У ПАЦИЕНТОВ 
С НАБА В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ТЯЖЕСТИ ЗАБОЛЕВАНИЯ 
(интегрированная плотность по отношению к β-актину)

Фаза Значение* Достоверность 
различий

НАБА легкого тече-
ния (1)
n = 14

0,21 (0,09; 
0,48)

p1-2-3 = 0,002**
p1-2-3 = 0,020**
p1-2 = 0,423***
p2-3 = 0,001***
p1-3 = 0,0004***

НАБА средней сте-
пени тяжести (2)
n = 19

0,42 (0,12; 
0,50)

НАБА тяжелого те-
чения (3)
n = 7

0,05 (0,01; 
0,06)

Примечание. * – для выборок, характеризующихся 
распределением, отличным от нормального, представлены 
медианы и интерквартильные размахи (непараметрическая 
статистика);  
** – для распределения, отличного от нормального, 
использован критерий независимых выборок Краскела–
Уоллиса (p = 0,002) и критерий Джонкхиера–Терпстры 
для попарного сравнения между собой более двух групп 
(p = 0,020);  
*** – уровень значимости для сравнения двух независимых 
выборок (использован U-критерий Вилкоксона–Манна–
Уитни). 

ТАБЛИЦА 4. УРОВНИ ЭКСПРЕССИИ 
ТРАНСКРИПЦИОННОГО ФАКТОРА FoxP3 
ПРИ БА В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ПОЛУЧАЕМОЙ 
КОРТИКОСТЕРОИДНОЙ ТЕРАПИИ (интегрированная 
плотность по отношению к β-актину)

Фаза Значение* Достоверность 
различий

Больные, не полу-
чающие ГКС тера-
пию (1)
n = 5

0,37 (0,15; 
0,70)

p1-2-3 = 0,469**
p1-2-3 = 0,933**
p1-2 = 0,331***
p2-3 = 0,559***
p1-3 = 0,310***

Больные, получаю-
щие иГКС терапию 
(2)
n = 31

0,16 (0,05; 
0,57)

Больные, полу-
чающие терапию 
парентеральными 
ГКС (3)
n = 44

0,15 (0,07; 
0,50)

Примечание. * – для выборок, характеризующихся 
распределением, отличным от нормального, представлены 
медианы и интерквартильные размахи (непараметрическая 
статистика);  
** – для распределения, отличного от нормального, 
использован критерий независимых выборок Краскела–
Уоллиса (p = 0,469) и критерий Джонкхиера–Терпстры 
для попарного сравнения между собой более двух групп 
(p = 0,933);  
*** – уровень значимости для сравнения двух независимых 
выборок (использован U-критерий Вилкоксона–Манна–Уитни). 

ТАБЛИЦА 5. УРОВНИ ЭКСПРЕССИИ 
ТРАНСКРИПЦИОННОГО ФАКТОРА FoxP3 
ПРИ БА В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ПОЛУЧАЕМОЙ 
КОРТИКОСТЕРОИДНОЙ ТЕРАПИИ ПО ГРУППАМ АБА/
НАБА (интегрированная плотность по отношению 
к β-актину)

Фаза Значение* Достоверность 
различий

АБА
Больные, получаю-
щие иГКС терапию (1)
n = 14

0,26 (0,06; 
0,64)

p1-2 = 0,978**Больные, полу-
чающие терапию 
парентеральными 
ГКС (1)
n = 23

0,19 (0,07; 
0,63)

НАБА
Больные, получаю-
щие иГКС терапию 
(1)
n = 17

0,16 (0,05; 
0,50)

p1-2 = 0,654*Больные, полу-
чающие терапию 
парентеральными 
ГКС (2)
n = 21

0,15 (0,07; 
0,46)

Примечание. * – для выборок представлены медианы 
и интерквартильные размахи (непараметрическая 
статистика);  
** – уровень значимости для сравнения двух независимых 
выборок, характеризующихся распределением, отличным 
от нормального (использован U-критерий Вилкоксона–
Манна–Уитни). 

ТАБЛИЦА 6. КОНЦЕНТРАЦИИ ИНТЕРЛЕЙКИНА 17 (пг/мл) 
У ПРАКТИЧЕСКИ ЗДОРОВЫХ ЛИЦ И БОЛЬНЫХ БА

Группа Значение* Достоверность 
различий 

Контрольная группа 
(практически здоро-
вые лица) 
n = 47 (1)

85,96 
(19,51; 
568,04) p1-2-3 = 0,081**

p1-2-3 = 0,307**
p1-2 = 0,261***
p2-3 = 0,307***
p1-3 = 0,024***

Больные АБА 
n = 42 (2)

211,85 
(15,82; 

1574,89)

Больные НАБА 
n = 40 (3)

194,30 
(61,20; 

4682,86)
Примечание. * – для выборок, характеризующихся 
распределением, отличным от нормального, представлены 
медианы и интерквартильные размахи (непараметрическая 
статистика);  
** – для распределения, отличного от нормального, 
использован критерий независимых выборок Краскела–
Уоллиса (p = 0,081) и критерий Джонкхиера–Терпстры 
для попарного сравнения между собой более двух групп 
(p = 0,307);  
*** – уровень значимости для сравнения двух независимых 
выборок (использован U-критерий Вилкоксона–Манна–
Уитни).
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Анализ влияния ГКС терапии на уровни экс-
прессии FoxP3 в совокупной популяции больных 
БА показал, что наибольшими значениями пока-
зателя характеризовалась подгруппа пациентов, 
не получающих ГКС-терапию, при этом уров-
ни экспрессии FoxP3 в группах ингаляционной 
и парентеральной ГКС терапии были практиче-
ски в два раза меньше.

Дальнейший анализ в группах пациентов 
с АБА и НАБА подтвердил полученный резуль-
таты: группа АБА характеризовалась несколько 
большими значениями FoxP3 в подгруппе па-
циентов, получавших иГКС-терапию, в группе 
НАБА экспрессия FoxP3 имела сопоставимые 
величины в подгруппах иГКС-терапии и в под-
группе парентеральной ГКС-терапии. Тем не ме-
нее статистическая достоверность выявленных 
различий не подтверждена как при анализе всей 
популяции больных БА в целом, так и при анали-
зе подгрупп АБА и НАБА. 

Учитывая, что FoxP3, согласно данным ли-
тературы [10, 11, 12], способен подавлять выра-
ботку IL-17 регуляторными клетками, представ-
ляет интерес проведеный нами корреляционный 
анализ между уровнями FoxP3 и IL-17 в группах 
АБА и НАБА, и были выявлены сильные корре-
ляционные связи как в группе АБА (r = -0,941; 
p < 0,0001; n = 42) и НАБА (r = -0,995; p < 0,0001; 
n = 40).

В этой связи рассмотрим концентрации IL-17 
у пациентов с бронхиальной астмой и практиче-
ски здоровых лиц (табл. 6). 

Как видно из таблицы 6, у больных бронхи-
альной астмой уровень IL-17 выше, чем у прак-
тически здоровых лиц, причем значимые разли-
чия были получены в группе больных НАБА.

При этом ранее было показано, что при брон-
хиальной астме высокий уровень экспрессии 
IL- 17 отмечался у пациентов с низким содер-
жанием Th2 и доминирующим нейтрофильным 
воспалением. Заболевание в данной популяции 
характеризовалось тяжелым течением и плохим 
ответом на терапию [2]. Предполагается, что 
влияние IL-17 может быть связно с развитием 
фиброза тканей дыхательных путей [1]. Кроме 
того, IL-17 способствует продукции целого ряда 
цитокинов, в частности IL-6, ускоряя процессы 

ремоделирования и нарушая функции гладкомы-
шечных клеток дыхательных путей [4]. 

Заключение
Нами проведено исследование экспрессии 

мРНК транскрипционного фактора FoxP3 в мо-
нонуклеарных клетках периферической крови 
по методу RT-PCR и выявлено снижение уров-
ней экспрессии мРНК FoxP3 при АБА и НАБА 
по сравнению с группой практически здоровых 
лиц, вне зависимости от фазы БА, более значи-
мое у больных НАБА. 

У больных БА, получающих системные глю-
кокортикостероиды, также отмечается снижение 
экспрессии данного транскрипционного фактора, 
что, по-видимому, указывает на более тяжелое те-
чение заболевания у этой категории обследован-
ных (получающих системные ГКС). Исследова-
ние показало, что больные АБА и НАБА тяжелой 
степени тяжести имеют показатели экспрессии 
мРНК FoxP3 почти в 10 раз ниже, чем в контроль-
ной группе, а у пациентов со средней и легкой 
степенями заболевания экспрессия мРНК FoxP3 
значимо не отличается, что заставляет предпола-
гать наличие выраженных нарушений регуляции 
экспрессии FoxP3 при утяжелении БА.

Это тем более важно, что, по данным литерату-
ры [5], при бронхиальной астме возможно разви-
тие дисбаланса между FoxP3+Treg и Th17 в пользу 
повышения Th17 и снижения FoxP3+Treg клеток, 
что, в свою очередь может приводить к сниже-
нию экспрессии мРНК FoxP3 и повышению экс-
прессии IL-17 в мононуклеарах периферической 
крови, что было показано нами в данном иссле-
довании.

Исходя из вышесказанного, снижение экс-
прессии мРНК FoxP3 в мононуклеарах пери-
ферической крови и повышение уровня IL-17 
в сыворотке крови больных бронхиальной аст-
мой может рассматриваться как проявление вы-
раженного воспалительного процесса на фоне, 
вероятно, существующего дефекта регуляции 
экспрессии транскрипционного фактора FoxP3, 
что заставляет предполагать его ключевую роль 
в регуляции активности воспалительного про-
цесса при бронхиальной астме.
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Савченко А.А.1, 2, Каспаров Э.В.1, Арутюнян С.С.1, Борисов А.Г.1, 2, 
Кудрявцев И.В.3, 4, 5, Мошев А.В.1 
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт медицинских проблем Севера», г. Красноярск, Россия  
2 ГБОУ ВПО «Красноярский государственный медицинский университет им. профессора В.Ф. Войно-
Ясенецкого» МЗ РФ, г. Красноярск, Россия  
3 ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург, Россия  
4 ФГАОУ ВПО «Дальневосточный федеральный университет», г. Владивосток, Россия 
5 ГБОУ ВПО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия 

Резюме. Целью исследования явилось изучение особенностей фенотипического состава 
В-лимфоцитов в периферической крови у больных хроническим эндометритом и аднекситом. Обсле-
довано 89 женщин репродуктивного возраста (от 18 до 45 лет) с хроническим эндометритом (48 чел.) 
и аднекситом (41 чел.). В качестве контроля обследовано 98 здоровых женщин аналогичного возрастно-
го диапазона. Исследование фенотипического состава В-лимфоцитов проводили методом проточной 
цитометрии с использованием моноклональных антител в следующих панелях: CD5-FITC/CD23-PE/
CD19-ECD/CD45-PC5/CD27-PC7. Обнаружено, что в периферической крови женщин с хронически-
ми эндометритами и аднекситами значительно снижается содержание В-лимфоцитов. Понижение их 
количества определяется пониженными уровнями как B2- (основная фракция В-лимфоцитов), так и 
В1-клеток (минорная фракция), что определяет недостаточную реактивность специфического гумо-
рального иммунитета, в том числе и на слизистых оболочках. Однако если при эндометрите наблюдает-
ся снижение только процентного количества В2-лимфоцитов, то при аднексите выявляется понижение 
и относительного, и абсолютного уровня содержания данной субпопуляции В-клеток. Особенностью 
фенотипического состава В-лимфоцитов при хронических эндометритах и аднекситах является так-
же понижение содержания наивных В-лимфоцитов в крови. Причем у больных аднекситами уровень 
наив ных В-клеток понижается более выраженно, чем при эндометритах. В качестве функционально-
го маркера В-лимфоцитов была исследована экспрессия CD23-антигена (низкоаффинный рецептор 
к IgE). Доказано, что у больных хроническими эндометритами в периферической крови снижается ко-
личество всех исследуемых субпопуляций В-лимфоцитов, экспрессирующих CD23. При хронических 
аднекситах у женщин количество различных фракций В-клеток, экспрессирующих CD23-антиген, так-
же снижено, в том числе и относительно уровней, выявленных у больных хроническими эндометрита-
ми. Более выраженные нарушения со стороны В-клеточного иммунитета выявлены при хронических 
аднекситах, что связано с большей площадью локализации инфекционно-воспалительного процесса 
(задействована не только слизистая матки, но и придатков) и клиническим проявлением заболевания. 
Полученные результаты определяют необходимость оценки фенотипического состава В-лимфоцитов 
как маркеров неадекватного иммунного ответа при инфекционно-воспалительных заболеваниях орга-
нов малого таза и проведение эффективной иммунотерапии для повышения эффективности лечения.

Ключевые слова: В-лимфоциты, хронический эндометрит, хронический аднексит, субпопуляционный состав, 
противобактериальный иммунитет, низкоаффинный рецептор IgE
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Введение
Острый и хронический эндометрит и анднек-

сит занимают лидирующее положение в структуре 
воспалительных заболевания органов малого таза 
и вообще всей гинекологической заболеваемости. 
Они являются наиболее частой причиной тяжелой 
гинекологической гнойно-септической патоло-
гии, такой как тубоовариальный абсцесс и пери-
тонит [4, 7]. Нередким исходом этих заболеваний 
становится спаечный процесс, бесплодие, невы-
нашивание беременности и хроническая тазовая 
боль [3]. В основе патогенеза этих заболеваний 
лежит инфекционный процесс, обычно возника-
ющий в результате восходящей инфекции из цер-
викального канала [4, 7]. Нарушение биоциноза 
влагалища, длительная персистенция патогенных 
микроорганизмов (гонорея, трихомониаз, хлами-
дии и пр.), неадекватная реакция иммунной систе-
мы приводит к нарушению тканевого гомеостаза 
и формированию каскада вторичных воспалитель-

ных повреждений с развитием прогрессирования 
заболевания от эндометрита к сальпингиту и оо-
фориту [12, 14]. Важная роль в основе патогенеза 
этих заболеваний принадлежит иммунной систе-
ме, и прежде всего ее гуморальному звену, так как 
основным источником повреждения эндометрия 
является бактериальная инфекция и сопряжен-
ный с ней неадекватный гуморальный иммунный 
ответ. Реактивность гуморального звена иммун-
ной системы во многом определяется субпопу-
ляционным составом В-лимфоцитов. При этом, 
если при некоторых воспалительных заболевани-
ях фенотипический состав В-клеток изучается, 
то при хронических эндометритах и аднекситах 
роль В-лимфоцитов практически не исследована 
[8, 9, 13].

Целью исследования явилось изучение особен-
ностей фенотипического состава В-лимфоцитов 
в периферической крови у больных хроническим 
эндометритом и аднекситом.

PHENOTYPIC PROFILE OF B-LYMPHOCYTES IN WOMEN WITH 
CHRONIC ENDOMETRITIS AND ADNEXITIS
Savchenko A.A.a, b, Kasparov E.V.a, Arutyunyan S.S.a, Borisov A.G.a, b, 
Kudryavtsev I.V.c, d, e, Moshev A.V.a
a Research Institute of Medical Problems of the North, Krasnoyarsk, Russian Federation  
b Krasnoyarsk V.F. Voino-Yasenetsky State Medical University, Krasnoyarsk, Russian Federation  
c Research Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation  
d Far Eastern Federal University, Vladivostok, Russian Federation 
e Pavlov First St. Petersburg State Medical University, St. Petersburg, Russian Federation 

Abstract. The aim of this study was to investigate phenotypic profile of B lymphocytes in peripheral blood 
of the patients with chronic endometritis and adnexitis. The study involved 89 women in their reproductive 
age (18 to 45 years) with chronic endometritis (48 cases) and adnexitis (41 cases). Ninety-eight healthy age-
matched women participated as a control group. Phenotypic B-cell subpopulations were analyzed by flow 
cytometry performed with direct immunofluorescent staining of peripheral cells from whole blood using 
the following antibody panel: CD5-FITC/CD23-PE/CD19-ECD/CD45-PC5/CD27-PC7. A significantly 
reduced B-lymphocyte content was revealed in peripheral blood of women with chronic endometritis and 
adnexitis. The reduced cell numbers occurred due to reduced B2 (main fraction of B-lymphocytes) and as B1 
cells (minor fraction) which determines insufficient reactivity of specific humoral immune response, including 
immune reactions at the mucous membranes. However, percentage of B2-lymphocytes was decreased only in 
endometriosis, whereas patients with adnexitis showed decrease in both relative and absolute counts of this 
B cell subpopulation. A decreased content of naive B-cells in the peripheral blood is another feature of the B 
cell phenotypic profile in chronic endometritis and adnexitis. Moreover, the drop of the naive B-cell levels in 
patients with adnexitis proved to be more pronounced than in persons with endometritis. Expression of CD23-
antigen (a low-affinity receptor for IgE) has been investigated as a functional marker of B cells. All the studied 
peripheral B cell subpopulations expressing CD23 were decreased in the patients with chronic endometritis. 
The numbers of different B cell fractions expressing CD23 antigen were also reduced in the women with chronic 
adnexitis as compared to the levels detected in patients with chronic endometritis. Alterations of the B-cell 
immunity were more pronounced in chronic adnexitis, due to more extensive infectious/inflammatory process 
which involved both endometrium, and appendages, and clinical manifestation of the disease. The results 
suggest a need for evaluation of the B cell phenotypic profiles as a marker of inadequate immune response in 
infectious and inflammatory diseases of pelvic organs, as well as planning rational immunotherapy, in order to 
enhance therapeutic efficiency in these disorders.
Keywords: B-lymphocytes, chronic endometritis, chronic adnexitis, subpopulation structure, antibacterial immunity, low-affinity IgE 
receptor
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Материалы и методы
Обследовано 89 женщин репродуктивного 

возраста (от 18 до 45 лет) с хроническим эндоме-
тритом (48 чел.) и аднекситом (41 чел.). Прово-
дилось комплексное обследование, включающее 
расширенную кольпоскопию, цитологические 
и морфологические методы. Также проведена 
клиническая оценка иммунных нарушений [1]. 
В качестве контроля обследовано 98 здоровых 
женщин аналогичного возрастного диапазона. 

Исследование фенотипического состава В-лим-
фоцитов проводили методом проточной цито- 
метрии с использованием прямой иммунофлуо-
ресценции цельной периферической крови с ис-
пользованием моноклональных антител (Beckman 
Coulter, USA), меченных FITC (fluorescein 
isothiocyanate), PE или RD1 (phycoerythrin), ECD 
(phycoerythrin-Texas Red-X), PC5 (phycoerythrin-
cyanin 5) и PC7 (phycoerythrin-cyanin 7) в следую-
щих панелях: CD5-FITC/CD23-PE/CD19-ECD/
CD45-PC5/CD27-PC7. Распределение антител 
по каналам флуоресценции проводили в соот-
ветствие с принципами формирования панелей 
для многоцветных цитофлуориметрических ис-
следований [2]. Пробоподготовку осуществляли 
по стандартной методике [11]. Лизис эритроцитов 

проводили по безотмывочной технологии с ис-
пользованием реагента VersLyse (Beckman Coulter, 
США). Анализ окрашенных клеток проводили 
на проточном цитофлуориметре FC-500 (Beckman 
Coulter, USA) [5, 10]. В каждой пробе анализиро-
вали не менее 50 000 лимфоцитов.

Все исследования выполнены с информиро-
ванного согласия испытуемых и в соответствии 
с Хельсинкской декларацией Всемирной ассоци-
ации «Этические принципы проведения научных 
медицинских исследований с участием человека» 
с поправками 2013 г. и «Правилами клинической 
практики в Российской Федерации», утвержден-
ными Приказом Минздрава РФ от 19.06.2003 г. 
№ 266.

Описание выборки производили с помощью 
подсчета медианы (Ме) и интерквартального 
размаха в виде 25 и 75 процентилей (Q0,25 и Q0,75). 
Достоверность различий между показателями 
оценивали по непараметрическому критерию 
Манна–Уитни. Статистический анализ осущест-
вляли в пакете прикладных программ Statistica 
8.0 (StatSoft Inc., 2007).

Результаты
При исследовании фенотипического состава 

В-лимфоцитов крови у женщин с инфекционно-

ТАБЛИЦА 1. СУБПОПУЛЯЦИОННЫЙ СОСТАВ В-ЛИМФОЦИТОВ У БОЛЬНЫХ ХРОНИЧЕСКИМ ЭНДОМЕТРИТОМ 
И АДНЕКСИТОМ (Ме, Q0,25-Q0,75)

Показатели

Контроль
n = 98

Эндометрит
n = 48

Аднексит
n = 41

1 2 3
Ме Q0,25-Q0,75 Ме Q0,25-Q0,75 Ме Q0,25-Q0,75

CD19+, %
13,0 9,4-16,0 9,4 7,0-11,9 8,7 5,0-11,3

р1-2 < 0,001 р1-3 < 0,001

CD19+, 109/л
0,26 0,18-0,35 0,21 0,14-0,27 0,17 0,10-0,23

р1-2 = 0,006 р1-3 < 0,001

CD19+CD5-, %
10,2 8,3-12,4 8,5 6,1-10,5 7,4 4,3-9,8

р1-2 = 0,010 р1-3 = 0,001

CD19+CD5-, 109/л
0,19 0,16-0,24 0,17 0,12-0,22 0,15 0,08-0,19

р1-3 = 0,012

CD19+CD5+, %
1,6 1,2-2,7 1,2 0,6-2,2 1,1 0,7-1,8

р1-2 = 0,048 р1-3 = 0,013
CD19+CD5+, 109/л 0,03 0,02-0,05 0,03 0,01-0,04 0,03 0,01-0,04

CD19+CD27-, %
9,5 7,7-12,0 7,4 4,8-8,4 5,7 2,9-7,8

р1-2 < 0,001 р1-3 < 0,001
р2-3 = 0,044

CD19+CD27-, 109/л
0,17 0,14-0,24 0,15 0,10-0,21 0,10 0,04-0,18

р1-2 = 0,033 р1-3 < 0,001
р2-3 = 0,012

CD19+CD27+, % 2,3 1,6-3,2 2,4 1,9-3,0 2,5 1,8-3,3
CD19+CD27+, 109/л 0,04 0,03-0,07 0,05 0,04-0,08 0,05 0,04-0,09

Примечание. р1 – статистически значимые различия с контрольными показателями; р2 – статистически значимые 
различия с показателями больных эндометритом.
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ТАБЛИЦА 2. СОДЕРЖАНИЕ В-ЛИМФОЦИТОВ, ЭКСПРЕССИРУЮЩИХ НИЗКОАФФИННЫЙ РЕЦЕПТОР ДЛЯ IgE, 
У БОЛЬНЫХ ХРОНИЧЕСКИМ ЭНДОМЕТРИТОМ И АДНЕКСИТОМ (Ме, Q0,25-Q0,75)

Показатели

Контроль
n = 98

Эндометрит
n = 48

Аднексит
n = 41

1 2 3
Ме Q0,25-Q0,75 Ме Q0,25-Q0,75 Ме Q0,25-Q0,75

CD19+CD23+, %
12,1 9,6-13,7 5,7 4,3-7,4 3,8 2,3-5,5

р1-2 < 0,001 р1-3, 2-3 < 0,001

CD19+CD23+, 109/л
0,21 0,18-0,30 0,13 0,09-0,18 0,07 0,03-0,13

р1-2 < 0,001 р1-3, 2-3 < 0,001

CD19+CD5-CD23+, %
9,3 7,5-11,7 4,6 3,2-5,9 3,0 1,7-4,7

р1-2 < 0,001 р1-3 = 0,001
р2-3 < 0,001

CD19+CD5-CD23+, 
109/л

0,17 0,15-0,23 0,11 0,07-0,14 0,06 0,02-0,10
р1-2 < 0,001 р1-3, 2-3 < 0,001

CD19+CD5+

CD23+, %
1,5 1,0-2,6 1,0 0,5-1,7 0,6 0,4-1,2

р1-2 = 0,011 р1-3 < 0,001

CD19+CD5+

CD23+, 109/л

0,03 0,02-0,05 0,03 0,01-0,04 0,01 0,01-0,02
р1-3 < 0,001
р2-3 = 0,039

CD19+CD27-CD23+, %
9,0 6,8-11,5 4,9 3,3-6,6 3,0 1,4-4,8

р1-2 < 0,001 р1-3, 2-3 < 0,001
CD19+CD27-CD23+, 
109/л

0,16 0,13-0,23 0,11 0,07-0,16 0,05 0,02-0,10
р1-2 < 0,001 р1-3, 2-3 < 0,001

CD19+CD27+

CD23+, %

1,9 1,1-2,6 0,7 0,4-0,9 0,5 0,3-0,6

р1-2 < 0,001 р1-3 < 0,001
р2-3 = 0,027

CD19+CD27+

CD23+, 109/л

0,04 0,03-0,07 0,014 0,009-0,021 0,008 0,006-0,017

р1-2 < 0,001 р1-3 < 0,001
р2-3 = 0,039

Примечание. См. примечание к таблице 1.

воспалительными заболеваниями органов малого 
таза обнаружено, что относительно контрольных 
значений и независимо от заболевания снижает-
ся процентное и абсолютное количество CD19+ 
клеток (табл. 1). Также независимо от зоны вос-
паления снижается относительное содержание 
CD19+CD5- и CD19+CD5+ лимфоцитов. В то 
же время, абсолютный уровень CD19+CD5- лим-
фоцитов понижается только при хронических ад-
некситах. Процентное и абсолютное количество 
CD19+CD27- лимфоцитов снижается и у женщин 
с хроническим эндометритом, и хроническим ад-
некситом, но при хроническом воспалении при-
датков матки понижение уровня В-лимфоцитов 
с данным фенотипом статистически более выра-
жено, чем при хроническом воспалении слизи-
стой оболочки матки.

Процентное и абсолютное количество CD19+ 
лимфоцитов, экспрессирующих CD23, снижено 
у женщин с инфекционно-воспалительными за-
болеваниями органов малого таза, но при хрониче-
ском аднексите содержание CD19+CD23+ клеток 
значительно понижено по сравнению с уровнем, 

выявленным у пациенток с хроническим эндо-
метритом (табл. 2). Аналогичным образом ха-
рактеризуется относительное и абсолютное со-
держание CD19+CD5-CD23+, CD19+CD27-CD23+  
и CD19+CD27+CD23+ лимфоцитов у женщин 
с хроническим эндометритом и аднекситом. 
Процентный уровень CD19+CD5+CD23+ клеток 
у больных с инфекционно-воспалительными 
заболеваниями органов малого таза снижен от-
носительно контрольных значений независимо 
от заболеваний, однако абсолютное количество 
клеток с данным фенотипом снижено только при 
хроническом аднексите.

Обсуждение
По мнению ряда авторов, основную роль 

в развитии эндометритов и аднекситов играет 
не только фактор инфицирования, но и не спо-
собность иммунной системы женщины к локали-
зации очага возможной бактериальной агрессии 
и элиминации патогена [4, 7]. Следовательно, 
устойчивость организма к бактериальным ин-
фекциям в значительной мере будет обусловлена 
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функциональным состоянием В-лимфоцитов. 
Обнаружено, что в периферической крови жен-
щин с хроническими эндометритами и аднек-
ситами значительно снижается содержание 
В-лимфоцитов. Понижение их количества опре-
деляется пониженными уровнями как B2- (ос-
новная фракция В-лимфоцитов), так и В1-клеток 
(минорная фракция). Однако если при эндоме-
тритом наблюдается снижение только процент-
ного количества В2-лимфоцитов, то при аднек-
сите выявляется понижение и относительного 
и абсолютного уровня содержания данной суб-
популяции В-клеток. Необходимо отметить, что 
В1-лимфоциты локализуются преимущественно 
в брюшной и плевральной полостях, синтези-
руют IgM и IgA к бактериальным антигенам [6]. 
Особенностью В1-клеток также является их спо-
собность выполнять роль антигенпрезентиру-
ющих клеток. Следовательно, при хронических 
эндометритах и аднекситах снижается реактив-
ность специфического гуморального иммуните-
та, в том числе и на слизистых оболочках. Кроме 
того, при хронических воспалительных заболе-
ваниях органов малого таза у женщин в перифе-
рической крови снижается процентное и абсо-
лютное количество наивных В-лимфоцитов. 
Причем у больных аднекситами уровень наивных 
В-клеток понижается более выраженно, чем при 
эндометритах.

В качестве функционального маркера В-лим-
фоцитов была исследована экспрессия CD23-
антигена. Данная молекула представляет собой 
низкоаффинный рецептор к IgE [15]. Установле-

но, что у больных хроническими эндометритами 
в периферической крови снижается количество 
всех исследуемых субпопуляций В-лимфоцитов, 
экспрессирующих CD23. При хронических ад-
некситах у женщин количество различных фрак-
ций В-клеток также снижено, в том числе и от-
носительно уровней, выявленных у больных 
хроническими эндометритами.

Таким образом, при инфекционно-воспали-
тельных заболеваниях органов малого таза в пери-
ферической крови у женщин снижено количество 
В-лимфоцитов за счет фракций В2- и В1-клеток, 
что определяет недостаточную реактивность 
специфического гуморального иммунитета, в том 
числе и на слизистых оболочках. Особенностью 
фенотипического состава В-лимфоцитов при 
хронических эндометритах и аднекситах являет-
ся снижение содержания наивных В-лимфоцитов 
в крови и понижение содержания всех субпопу-
ляций В-клеток с экспрессией CD23-маркера. 
Более выраженные нарушения со стороны 
В-клеточного иммунитета выявлены при хрони-
ческих аднекситах, что связано с большей площа-
дью локализации инфекционно-воспалительного 
процесса (задействована не только слизистая мат-
ки, но и придатков) и клиническим проявлением 
заболевания. Полученные результаты определяют 
необходимость оценки фенотипического соста-
ва В-лимфоцитов как маркеров неадекватного 
иммунного ответа при инфекционно-воспали-
тельных заболеваниях органов малого таза и про-
ведение эффективной иммунотерапии для повы-
шения эффективности лечения.
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ИММУНОМЕТРИЧЕСКИЙ МЕТОД ОПРЕДЕЛЕНИЯ 
КОНЦЕНТРАЦИЙ СВОБОДНЫХ ЛЕГКИХ ЦЕПЕЙ 
ИММУНОГЛОБУЛИНОВ ЧЕЛОВЕКА
Самойлович М.П.1, 3, Грязева И.В.1, Мазинг А.В.2, Лапин С.В.2, 
Климович В.Б.1
1 ФГБУ «Российский научный центр радиологии и хирургических технологий», Санкт-Петербург, Россия  
2 ГБОУ ВПО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова», Санкт-Петербург, Россия  
3 Санкт-Петербургский государственный университет, Россия

Резюме. Выявление свободных легких цепей (СЛЦ) иммуноглобулинов (Ig) и их соотношения 
(каппа/лямбда коэффициент) используют при диагностике и мониторинге миеломной болезни 
и других гаммапатий, первичного амилоидоза и рассеянного склероза. Разработанный ранее метод 
детекции СЛЦ, основанный на применении моноклональных антител (МКАТ) против криптических 
и постоянно экспонируемых эпитопов СЛЦ, не обеспечивал выявления редких вариантов белков 
Бенс-Джонса лямбда-типа и значительной части свободных лямбда-цепей, экскретируемых с мочой. 
Для усовершенствования метода использовано новое МКАТ (1С8) изотипа IgG2b, которое связывает 
СЛЦ лямбда-типа, но не взаимодействует с целостными молекулами IgG, IgA и IgM. МКАТ распознает 
эпитоп лямбда цепей, который присутствует на антигене в циркулирующей крови здоровых доноров 
и пациентов с миеломной болезнью, не разрушается и не маскируется в процессе почечной фильтра-
ции. Цель исследования состояла в определении основных характеристик новой системы и в оценке 
ее диагностических возможностей при выявлении моноклональных гаммапатий. В качестве калибра-
торов использованы смеси белков Бенс-Джонса каппа- или лямбда-типа, выделенных из мочи паци-
ентов с миеломной болезнью. Предложенный метод позволяет выявлять в сыворотке и в моче СЛЦ 
каппа- и лямбда-типа в интервале концентраций от 1 до 100 нг/мл, что на три порядка превышает 
возможности метода Freelite, основанного на использовании поликлональных антител. Предложен-
ный метод позволяет выявлять сопоставимые концентрации СЛЦ и вычислять коэффициент каппа/
лямбда. Метод обеспечивает выявление в сыворотке и моче СЛЦ в присутствии 10-тысячекратного 
избытка целостных молекул IgG. Калибровочные графики для определения концентраций СЛЦ обо-
их типов имеют в логарифмической системе координат вид линейных зависимостей с одинаковым 
углом наклона. Порог детекции СЛЦ каппа- и лямбда-типа равен 5 и 3 нг/мл соответственно. В сы-
воротках крови здоровых доноров средние величины концентраций (М±SD) свободных каппа-цепей 
составили 6,7±2,1, в моче – 4,2±3,8 мкг/мл. Соответствующие значения для лямбда-цепей составили 
4,7±1,96 и 1,6±1,0 мкг/мл. Величины коэффициентов каппа/лямбда в сыворотке крови и моче сопо-
ставимы с данными, приводимыми в литературе. В сыворотках и моче пациентов с множественной 
миеломой выявлены моноклональные СЛЦ того же типа, что и парапротеин, обнаруженный в сыво-
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Введение
Выявление в биологических жидкостях моно- 

или олигоклональных свободных легких цепей 
(СЛЦ) иммуноглобулинов (Ig) и их соотношения 
(каппа/лямбда коэффициент) используют при 
диагностике и мониторинге миеломной болезни 
и других гаммапатий [19, 13], первичного амило-

идоза [27] и рассеянного склероза [17, 25]. В по-
следние годы рассматривается вопрос о целесо-
образности выявления поликлональных СЛЦ 
при воспалительных и аутоиммунных заболева-
ниях [8]. 

Молекулы СЛЦ несут антигенные детерми-
нанты (эпитопы) двух категорий. Первые, экс-
понируемые постоянно, распознаются специфи-
ческими антителами независимо от того, входят 
ли легкие цепи в состав Ig или существуют в виде 
отдельных молекул. Эпитопы второго типа на-
зывают криптическими, т.к. в полных молекулах 

ротке крови с помощью электрофореза с последующей иммунофиксацией. Значения коэффициентов 
каппа/лямбда при этом соответствовали типу выявленной гаммапатии.

Ключевые слова: свободные легкие цепи, Ig, белки Бенс-Джонса, гаммапатии, иммуноферментный анализ, моноклональные 
антитела, сыворотка крови, моча

IMMUNOMETRIC ASSAY TO DETERMINE FREE LIGHT CHAIN 
CONCENTRATIONS OF HUMAN IMMUNOGLOBULINS
Samoylovich M.P.a, c, Griazeva I.V.a, Mazing A.V.b, Lapin S.V.b, 
Klimovich V.B.a
a Russian Research Center for Radiology and Surgical Technologies, St. Petersburg, Russian Federation  
b First I.P. Pavlov State Medical University, St. Petersburg, Russian Federation  
c St. Petersburg State University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Detection of total free light chains (FLC) of immunoglobulins and their ratio (kappa/lambda 
quotient) are used in diagnostics and monitoring of multiple myeloma and other gammapathies, primary 
amyloidosis and multiple sclerosis. Previously described immunoassays with monoclonal antibodies (Mabs) 
against cryptic and constantly exposed epitopes of FLC failed to recognize rare variants of lambda Bence-Jones 
proteins and a significant proportion of lambda chains excreted with urine. Aiming to improve this approach, 
a novel murine Mab (IgG2b coded as 1C8) was employed, which specifically binds free lambda chains but 
doesn’t interact with native IgA, IgG, and IgM. The novel Mab recognized an epitope exposed at free lambda 
chains in peripheral blood of healthy donors and patients with multiple myeloma. It is not destroyed or masked 
upon renal filtration.

The aim of this study was to determine basic features of improved assay system, and to estimate its potential 
in diagnostics of monoclonal gammapathies. The mixtures of three Bence-Jones proteins of either kappa- or 
lambda- types purified from the urine of multiple myeloma patients were used as calibrator samples.

Improved immunometric assay is able to detect free kappa and lambda chains in serum and urine at a scale 
of 1 to 100 ng/ml, thus being three orders more sensitive than, e.g., detection levels of Freelite method based 
on polyclonal antibodies.

A novel assay allows to detect free kappa and lambda chains at comparable levels in serum or urine, and 
to deduce kappa/lambda ratio. The proposed assay is able to detect FLC in 10,000-fold excess of whole IgG 
molecules. The calibrating plots for both antigens are linear on log-log scales, with very similar slopes. Detection 
thresholds for kappa or lambda chains proved to be 5 and 3 ng/ml, respectively. Mean concentrations of free 
kappa chains in sera of healthy donors were 6.7±2.1, in urine, 4.2±3.8 mcg/ml. Mean concentrations of free 
lambda chains were 4.7±1.96, and 1.6±1.0 mcg/ml, respectively. This method, if applied to serum and urine 
samples from multiple myeloma patients, revealed free light chains were similar to the paraproteins detected 
by means of electrophoresis/immunofixation. The values of kappa/lambda ratios corresponded to the types of 
gammapathies revealed.

Keywords: immunoglobulin, free light chains, Bence-Jones proteins, gammapathies, immunoenzyme assay, monoclonal antibodies, 
serum, urine
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Ig они маскируются прилегающими участками 
тяжелых цепей [15, 21]. Наличие на антигене 
двух топографически удаленных эпитопов явля-
ется предпосылкой создания иммунометриче-
ского метода детекции [14], который по уровню 
специ фичности и чувствительности превосходит 
другие методы иммуноанализа. Применитель-
но к детекции СЛЦ иммунометрический анализ 
[7] предполагает сочетанное использование двух 
антител, одно из которых, направленное к крип-
тической детерминанте, адсорбировано на твер-
дой фазе и служит для извлечения СЛЦ из пробы. 
Второе антитело, распознающее постоянно экс-
понируемый эпитоп, используют в виде меченого 
реагента для выявления образованного на твер-
дой фазе иммунного комплекса. Преимущество 
иммунометрического метода состоит в высокой 
специфичности за счет одновременного распоз-
навания двух эпитопов одной молекулы. Метод 
позволяет выявлять низкие концентрации СЛЦ 
вне зависимости от присутствия в пробе целост-
ных молекул Ig. 

На протяжении последних двух десятилетий 
было предпринято несколько попыток создания 
иммунометрических систем на основе монокло-
нальных антител (МКАТ) против постоянно экс-
понируемых и криптических эпитопов СЛЦ [5, 
20, 22]. Эффективность предложенных систем 
не достигала желаемого уровня. В частности, 
метод, предложенный американскими авторами 
[12], оказался чрезмерно трудоемким. Разрабо-
танная ранее система на основе МКАТ, создан-
ных в лаборатории гибридомной технологии 
[1], выявляла в сыворотках пациентов с миелом-
ной болезнью не все встречающиеся варианты 
лямбда-цепей. Кроме того, концентрация лямб-
да-цепей, определяемая в моче, была на 2 по-
рядка ниже уровня каппа-цепей, что исключало 
корректное определение коэффициента каппа/
лямбда. Из этого следовало, что в первых опытах 
по созданию гибридом не удалось найти МКАТ 
к криптическому эпитопу лямбда-цепей, кото-
рый присутствовал бы на подавляющем боль-
шинстве молекул этого типа и сохранялся бы на 
них в процессе почечной фильтрации. С подоб-
ной проблемой сталкивались и авторы аналогич-
ных разработок [22]. 

В ходе попыток усовершенствовать пред-
ложенную ранее систему было получено новое 
МКАТ против криптического эпитопа лямбда-
цепей, которое не связывало молекулы целост-
ных Ig. На его основе был разработан метод де-
текции СЛЦ лямбда-типа, который, в сочетании 
с ранее предложенной методикой выявления 
СЛЦ каппа-типа, составил единую аналитиче-
скую систему определения концентраций СЛЦ 
в биологических жидкостях человека. 

Цель настоящей работы состояла в определе-
нии основных параметров усовершенствованной 
системы и в оценке возможностей ее применения 
при оценке уровня СЛЦ у здоровых лиц и при ди-
агностике моноклональных гаммапатий. 

Материалы и методы
Образцы биологических жидкостей 
В работе использованы образцы сыворо-

ток крови 30 здоровых доноров в возрасте от 25 
до 73 лет. От 23 доноров были получены образ-
цы утренней мочи. Были исследованы также 34 
парных образца сыворотки крови и мочи паци-
ентов с миеломной болезнью, у которых присут-
ствие моноклональных Ig в крови и моче было 
установлено с помощью методов электрофореза 
и иммунофиксации с использованием реагентов 
и оборудования фирмы Helena Bioscience (Вели-
кобритания). До исследования все образцы хра-
нили при -70 °С. 

При установлении специфичности получен-
ных МКАТ были использованы образцы пара-
протеинов и белков Бенс-Джонса (ББД) от па-
циентов с миеломной болезнью из собранной 
в лаборатории коллекции. Изотипы парапроте-
инов и характеристики БДД были определены 
с помощью полученных в лаборатории МКАТ 
против тяжелых и легких цепей Ig человека [3].

Из мочи больных множественной миеломой 
ББД выделяли концентрированием с помощью 
ультрафильтрации с последующим осаждением 
сульфатом аммония при 75%-ном насыщении 
и ионообменной хроматографии на колонке 
с ДЭАЭ-Сефацелем. Поликлональный IgG вы-
деляли из глобулиновой фракции донорской 
плазмы также с помощью ионообменной хрома-
тографии. Для освобождения от возможных при-
месей СЛЦ препарат дополнительно подвергали 
очистке на колонке с протеин G-сефарозой (GE 
Healthcare, США). Поликлональные легкие цепи 
получали фрагментированием очищенного IgG 
человека путем восстановления дисульфидных 
связей 2-меркаптоэтанолом, последующего алки-
лирования иодацетамидом и разделения легких 
и тяжелых цепей с помощью гель-хроматографии 
на Сефадексе G-75. 

Поликлональные IgG, IgA и IgM получа-
ли из пула донорских сывороток с помощью 
аффинной хроматографии, используя проте-
ин А-сефарозу (GE Healthcare, США) и имму-
носорбенты на основе МКАТ против IgA, IgM 
[2] и четырех подклассов IgG [4]. При оценке 
специфичности выявления СЛЦ использовали 
коммерческие препараты IgG человека для вну-
тривенного введения Пентаглобин (Октафарм, 
Германия) и Иммуновенин (Микроген, Россия). 
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Получение МКАТ против постоянно экспо-
нируемых эпитопов каппа- (4G7) и лямбда-це-
пей (2G9), а также против криптического эпито-
па каппа-цепей (4С11) было описано ранее [1]. 
В качестве антигенов при иммунизации мышей, 
при отборе гибридом, продуцирующих МКАТ, 
а также при изучении специфичности МКАТ ис-
пользовали ББД каппа- и лямбда-типа. В каче-
стве отрицательных контролей применяли поли-
клональный IgG человека и препараты аффинно 
очищенных поликлональных IgA, IgM и IgG.

При создании новых штаммов гибридом-про-
дуцентов МКАТ против криптического эпитопа 
лямбда-цепей были использованы описанные 
ранее [1] методы. Отличие нового цикла полу-
чения МКАТ состояло в том, что иммуногеном 
служила смесь шести образцов ББД лямбда-типа, 
которые не взаимодействовали с полученным ра-
нее МКАТ (3D12) против криптического эпитопа 
лямбда-цепей. Перед введением животным смесь 
белков денатурировали нагреванием при 56 °С в 
2M ацетатном буфере, pH = 4,9 [6]. При скри-
нинге гибридом использовали нативные ББД 
лямбда-типа, которые не входили в состав имму-
низирующей смеси. Второе отличие нового цикла 
создания гибридом состояло в том, что партнером 
при гибридизации с лимфоцитами служила кле-
точная линия мышиной плазмацитомы SP-2/0.

Тестирование надосадочных жидкостей из 
культур с гибридомными клетками для выявле-
ния антител к лямбда-цепям проводили трижды, 
начиная с 10-го дня после слияния. При этом ис-
пользовали два метода твердофазного иммуно-
ферментного анализа. Первый из них заключался 
в иммобилизации на твердой фазе ББД или ин-
тактных Ig. Связанные с антигеном антитела 
выявляли с помощью меченных пероксидазой 
кроличьих антител против иммуноглобулинов 
мыши. Во втором методе немеченые кроличьи 
антитела против Ig мыши адсорбировали на твер-
дой фазе и использовали для захвата антител 
из культуральной среды, а для выявления связав-
шихся антител использовали меченные перокси-
дазой ББД лямбда-типа, IgG или IgA.

Культуры гибридных клеток искомой специ-
фичности клонировали трижды методом лими-
тирующих разведений на фидерном слое из пе-
ритонеальных макрофагов. Затем гибридомы 
выращивали в массовых культурах и вводили 
внутрибрюшинно мышам, получившим за 7 дней 
до прививки инъекцию 0,5 мл пристана. Асци-
тические жидкости получали через 10-20 дней 
после инъекции клеток. Выделение МКАТ из ас-
цитической жидкости осуществляли путем осаж-
дения сульфатом аммония при 40%-ном насыще-
нии с последующей аффинной хроматографией 
на протеин-G-сефарозе (GE Healthcare, США).

При разработке иммунометрических систем 
определения концентраций СЛЦ в лунки 96-лу-
ночных полистироловых планшетов (NUNC 
Maxisorp, Дания) вносили по 100 мкл растворов 
МКАТ (10 мкг/мл) против криптических эпито-
пов свободных каппа- или лямбда-цепей (4С11 
и 1С8 соответственно) в 0,1 М бикарбонатном 
буфере (рН = 9,5) и инкубировали при 4 °С в те-
чение 18 часов. Затем промывали 3 раза фосфат-
но-солевым раствором (рН = 7,4), содержащим 
0,1% Твин-20 (ФСР-Т). Вносили по 100 мкл об-
разцов сыворотки, мочи или стандартных кали-
брующих растворов. Образцы сыворотки разво-
дили ФСР-Т в соотношениях 1:50, 1:100 и 1:300, 
а образцы мочи – 1:10, 1:30 и 1:90. В качестве 
калибраторов использовали смеси из трех ББД 
лямбда- или каппа-типа, взятых в равных количе-
ствах. Для построения калибровочных графиков, 
определения чувствительности метода и подбора 
оптимальных концентраций калибрующих проб 
готовили стандартные разведения, содержащие 
от 1000 до 0,1 нг/мл ББД каппа- или лямбда-
типа. Пробы инкубировали 1,5 часа при 37 °С, 
промывали 3 раза ФСР-Т и вносили растворы 
конъюгированных с пероксидазой МКАТ против 
постоянно экспонированных эпитопов каппа- 
или лямбда-цепей (4G7 или 2G9 соответствен-
но) [1]. Инкубировали при 37 °С в течение 1 часа, 
промывали и вносили раствор тетраметилбензи-
дина (Хема, Россия). Реакцию останавливали че-
рез 10 мин добавлением 50 мкл 1N H2SO4. Резуль-
таты регистрировали на планшетном фотометре 
при длине волны 450 нм.

Для определения метрологических характе-
ристик системы каждую серию экспериментов 
выполняли в трех-десяти независимых повто-
рах. При статистической обработке данных ис-
пользовали стандартые возможности программ-
ного обеспечения “Microsoft Office”. Вычисляли 
средние величины и стандартные отклонения. 
Уровень статистической значимости принимали 
равным менее 0,05. 

Результаты
Эксперимент по гибридизации позволил по-

лучить 80 культур гибридомных клеток, продуци-
рующих МКАТ против лямбда-цепей. Для даль-
нейшей работы был отобран штамм с кодовым 
обозначением 1С8. Синтезируемые этим штам-
мом МКАТ (изотип IgG2b) связывали все испы-
танные препараты ББД лямбда-типа и не прояв-
ляли перекрестной реактивности с целостными 
молекулами IgG, IgA и IgM (табл. 1). Поскольку 
новое МКАТ сохраняло высокую антиген-связы-
вающую активность при иммобилизации на твер-
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ТАБЛИЦА 1. ВЗАИМОДЕЙСТВИЕ МКАТ ПРОТИВ ЛЕГКИХ ЦЕПЕЙ С МИЕЛОМНЫМИ ПАРАПРОТЕИНАМИ, БЕЛКАМИ 
БЕНС-ДЖОНСА И ПОЛИКЛОНАЛЬНЫМИ ИММУНОГЛОБУЛИНАМИ

Миеломные белки 
и белки Бенс-Джонса*

Количество образцов, взаимодействующих с
МКАТ против каппа-цепи МКАТ против лямбда-цепи

4G7** 4C11** 2G9** 1C8
IgGk (n = 15) 15 0 0 0
IgGλ (n = 10) 0 0 10 0
IgMk (n = 2) 2 0 0 0
IgMλ (n = 2) 0 0 2 0
IgA1k (n = 8) 8 0 0 0
IgA1λ (n = 4) 0 0 4 0
IgA2k (n = 1) 1 0 0 0
IgA2λ (n = 2) 0 0 2 0
IgDk (n = 1) 1 0 0 0
ББДk (n = 12) 12 12 0 0
ББДλ (n = 11) 0 11 11
Поликлональные 
Легкие цепи (k+λ) + + + +
IgG + – + –
IgA + – + –
IgM + – + –

Примечание. * – в скобках указано число испытанных образцов; ** – по данным публикации [1].

Рисунок 1. Калибровочные графики для определения концентраций СЛЦ каппа- (А) или лямбда-типа (Б)
Примечание. По оси абсцисс – концентрации антигенов (нг/мл), по оси ординат – оптическая плотность (условные единицы). 
На графиках указаны средние значения и стандартные отклонения.

дой фазе, оно было использовано для разработки 
иммунометрической системы определения кон-
центраций СЛЦ лямбда-типа. 

Определение диапазона линейных значений 
оптической плотности показало, что такой ин-
тервал для СЛЦ каппа- и лямбда-типа находится 
в пределах от 1 до 100 нг/мл (рис.2). Отклонения 
от линейного характера зависимости наблюдали 
при увеличении концентраций СЛЦ до 200 нг/мл.

Приведенные калибровочные графики были 
использованы для определения концентраций 
СЛЦ в сыворотке крови и в моче здоровых доно-
ров и пациентов с миеломной болезнью (табл. 2). 
Выявленные у доноров концентрации свободных 
каппа- и лямбда-цепей находились в пределах 
одного числового диапазона, что позволило вы-
числять коэффициенты каппа/лямбда, которые 
оказались близки к ожидаемым величинам. При 

лямбда-цепи каппа-цепи
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исследовании образцов сыворотки и мочи паци-
ентов с миеломной болезнью было установлено, 
что выявленные типы моноклональных СЛЦ со-
ответствовали типам обнаруженных парапроте-
инов, а их концентрации в сыворотке и в моче ва-
рьировали в широких пределах. Соответственно 
были изменены и коэффициенты каппа/лямбда: 
при наличии моноклонального Ig лямбда-типа их 
значения были меньше единицы, при наличии Ig 
каппа-типа увеличивались в десятки и сотни раз.

Подтверждение специфичности разрабо-
танного метода было получено путем сравне-
ния зависимостей величин оптической плот-

ности от концентраций выявляемых антигенов. 
Если исследуемые пробы содержали ББД кап-
па- или лямбда-типа, величина сигнала начи-
нала расти при концентрациях от 1 до 10 нг/мл. 
Если пробы содержали IgG, аффинно очищен-
ный на протеин G-сефарозе, или препараты 
IgG для внутривенного введения (Пентаглобин 
или Иммуновенин), рост сигнала регистрирова-
ли при концентрациях, в 10 000 раз превышаю-
щих указанный интервал величин (рис. 2).

Определенные в ходе экспериментов метро-
логические характеристики метода приведены 
в таблице 3. 

ТАБЛИЦА 2. КОНЦЕНТРАЦИИ СВОБОДНЫХ ЛЕГКИХ ЦЕПЕЙ КАППА- И ЛЯМБДА-ТИПОВ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ  
И В МОЧЕ ДОНОРОВ И ПАЦИЕНТОВ С МНОЖЕСТВЕННОЙ МИЕЛОМОЙ 

Исследуемый 
материал

Количество 
образцов

каппа-цепи
(мкг/мл)

лямбда-цепи
(мкг/мл)

Соотношение
каппа/лямбда

Здоровые доноры

Сыворотка крови 30 6,7±2,1
(3,4-11,35)

4,7±2,0
(1,65-8,65)

1,56±0,5
(0,87-2,8)

Моча 23 4,2±3,8
(0,11-13,7)

1,6±1,0
(0,08-3,69)

2,2±1,7
(0,64-6,5)

Множественная миелома с моноклональным Ig-каппа

Сыворотка крови 16 124,2
(3,7-365)

3,5
(0,5-8,2)

39
(2,7-256)

Моча 16 414
(0,38-1182)

3,39
(0,15-7,2)

423
(2,5-1212)

Множественная миелома с моноклональным Ig-лямбда

Сыворотка крови 18 8,7
(1,7-17)

79
(10,5-300)

0,17
(0,0016-1,6)

Моча 18 5,4
(0,06-17)

217,3
(0,006-560)

0,5
(0,01-8,7)

Примечание. Указаны средние значения с доверительными интервалами, в скобках – минимальные и максимальные 
значения концентраций.

Рисунок 2. Выявление СЛЦ каппа- (А) или лямбда- (Б) типа в препаратах ББД (1), аффинно очищенного IgG 
человека (2) и в препаратах IgG для внутривенного введения: Пентаглобине (3) и Иммуновенине (4)
Примечание. По оси абсцисс – концентрация препаратов (нг/мл), по оси ординат – оптическая плотность (условные единицы).
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Обсуждение
Криптические эпитопы СЛЦ известны уже 

более 35 лет [20], но до сих пор остаются недо-
статочно изученными. Не определено их число, 
взаимное расположение на молекулах каппа- 
и лямбда-цепей, их способность реагировать 
со специфческими антителами. МКАТ, распоз-
нающие криптические эпитопы СЛЦ, описаны 
в ряде публикаций [12, 15, 20, 22], но детально 
также не изучены. Новое МКАТ (1С8), получен-
ное в ходе настоящей работы, распознает эпитоп 
лямбда-цепей, который присутствует на антигене 
в циркулирующей крови здоровых доноров и па-
циентов с миеломной болезнью, не разрушается 
и не маскируется в процессе почечной фильтра-
ции. Как уже было сказано, попытки разработать 
иммунометрический метод детекции СЛЦ на ос-
нове МКАТ долгое время не давали желаемых ре-
зультатов.

Для определения концентрации СЛЦ в клини-
ческих лабораториях в настоящее время чаще все-
го используют коммерчески доступные наборы 
реагентов FREELITETM Kappa kit и FREELITETM 
Lambda kit (The Binding Site Ltd., Великобрита-
ния). Анализ основан на нефелометрическом 
или турбидиметрическом выявлении агглюти-
нации латексных частиц, сенсибилизированных 
аффинно очищенными поликлональными анти-
телами против каппа- или лямбда-цепей [9, 18, 
19]. Для его выполнения требуются дорогосто-
ящие реагенты и аналитическое оборудование. 
Порог детекции СЛЦ в методе FREELITE со-
ставляет 1-3 мкг/мл. Рекомендуемое производи-
телем начальное разведение образца составляет 
1:10, что не позволяет выявлять СЛЦ в ряде проб, 
например, в спинномозговой жидкости, без 
предварительного концентрирования. Сомнения 
в корректности определения СЛЦ с помощью 
метода, основанного на поликлональных анти-
телах, высказаны во многих публикациях [11, 29, 
30], а также в дискуссии на страницах авторитет-
ного научного журнала [19]. Сомнения касаются 
вариабельности результатов при использовании 

отдельных серий реагентов, риска искажения 
данных при высоких концентрациях антигена 
в пробе и сохранения линейности в пределах ди-
намического диапазона.

Описанный в настоящей работе метод опреде-
ления уровней СЛЦ обладает высокой чувстви-
тельностью, т.к. позволяет выявлять в сыворотке 
и в моче нанограммовые концентрации СЛЦ, что 
на три порядка превышает возможности метода 
Freelite.

Одним из факторов, осложняющих сравне-
ние результатов измерения уровней СЛЦ в сыво-
ротке крови и других биологических жидкостях 
у здоровых лиц и при различных заболеваниях, 
является отсутствие международно признанных 
референс-образцов, которые могли бы служить 
для сопоставления данных, полученных в разных 
лабораториях. 

В качестве калибраторов в настоящей рабо-
те, так же как в ряде других, использованы сме-
си из нескольких ББД. В других исследованиях 
используют поликлональные СЛЦ, полученные 
в результате фрагментирования интактных Ig 
и последующего выделения каппа- и лямбда-це-
пей. Предложено также использовать пул СЛЦ, 
выделенных из мочи здоровых волонтеров [23]. 
Однако использование поликлональных СЛЦ 
также не может обеспечить точность определения 
концентрации СЛЦ при гаммапатиях, так как 
каждый ББД уникален по структуре и способно-
сти взаимодействовать с антителами.

Применение МКАТ для выявления СЛЦ 
может обеспечивать высокий уровень воспро-
изводимости, однако реагенты с необходимой 
совокупностью свойств до сих пор не были раз-
работаны. Так, в системе, описанной в 2008 году 
[12], калибровочные графики для определения 
концентраций каппа- и лямбда- цепей принци-
пиально различны: первый имеет форму кривой 
насыщения, второй – сигмоидную. 

Описанный в настоящей работе метод облада-
ет высокой специфичностью, т.к. позволяет выяв-
лять СЛЦ в присутствии 10 000-кратного избыт-

ТАБЛИЦА 3. ОСНОВНЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ ИММУНОМЕТРИЧЕСКОГО МЕТОДА ОПРЕДЕЛЕНИЯ КОНЦЕНТРАЦИЙ СЛЦ 
В СЫВОРОТКЕ И МОЧЕ

Показатели
При определении концентраций

каппа-цепей лямбда-цепей
Порог детекции (нг/мл) 5 3
Коэффициенты вариации при выявлении СЛЦ в сыворотке (%) 6,8 7,8
Коэффициенты вариации при выявлении СЛЦ в моче 10,8 7,7
Диапазон линейности (нг/мл) 1-100 1-100
Тест на открытие в сыворотке (%) 110 100
Тест на открытие в моче (%) 105 105
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ка молекул целостных Ig. Порог детекции СЛЦ 
каппа-типа – 5 нг/мл, лямбда-цепей – 3 нг/ мл. 
Следовательно, начальные разведения образцов 
сыворотки и мочи могут составлять 1/100 и 1/30 
соответственно. Существенное достоинство раз-
работанного метода состоит в том, что калибро-
вочные графики для определения концентраций 
каппа- и лямбда-цепей имеют форму линейных 
зависимостей с одинаковым наклоном и охваты-
вают практически совпадающие динамические 
диапазоны (от 1 до 100 нг/мл). 

В сыворотке и моче здоровых доноров с помо-
щью описанного метода выявляются сопостави-
мые концентрации СЛЦ каппа- и лямбда-типов 
(табл. 3), что позволяет определять соотношение 
каппа/лямбда и оценивать отклонения от нор-
мальных значений у пациентов с гаммапатиями. 
Pекомендации международной рабочей группы 
предлагают рассматривать коэффициент кап-
па/лямбда как один из основных критериев при 
установлении диагноза миеломной болезни и на-
чала терапии [28]. 

Полученные в настоящей работе значения 
концентраций СЛЦ и их соотношения у здоро-
вых лиц носят ориентировочный характер. Они 
демонстрируют возможность получения с по-
мощью описанной системы результатов, кото-
рые согласуются с данными ряда публикаций 

(табл. 4). В то же время очевидно, что необходи-
мы испытания метода с привлечением более об-
ширных групп здоровых доноров и пациентов. 

Опыт применения описанного метода при об-
следовании пациентов с неврологическими на-
рушениями показал, что он позволяет выявлять 
СЛЦ в сыворотке крови и в спинномозговой 
жидкости без предварительного концентриро-
вания образцов и с высокой степенью достовер-
ности идентифицировать индивидов, у которых 
повышен риск развития рассеянного склероза 
в течение последующих двух лет [25]. 

Как следует из данных, приведенных на ри-
сунке 2, при исследовании препаратов IgG 
для внутривенного введения при концентраци-
ях IgG, превышающих 10 мкг/мл, наблюдается 
рост оптической плотности, который может быть 
связан с присутствием примесей СЛЦ, образу-
ющихся в процессе изготовления или хранения 
препаратов. Поскольку известно, что СЛЦ спо-
собны взаимодействовать с мембранами тучных 
клеток [16] и индуцировать проявления гипер-
чувствительности [26], наличие их в препаратах 
лечебного назначения представляется нежела-
тельным. В связи с этим логично предположить, 
что описанный метод может оказаться полезным 
при контроле качества препаратов IgG для вну-
тривенного введения. 

ТАБЛИЦА 4. СОДЕРЖАНИЕ СЛЦ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ И В МОЧЕ ЗДОРОВЫХ ЛИЦ (по данным литературы 
и настоящего исследования)

Метод
определения

Концентрация СЛЦ
Публикациив сыворотке крови в моче

каппа-типа лямбда-типа каппа-типа лямбда-типа
ИФА 10 (1,6-15,2)а 3 (0,4-4,2) а – – [24]
ИФА 16,6±6,1а 33,8±14,8а 2,96±1,84а 1,07±0,69а [5]
Нефелометрия 8,4±2,66а 14,5±4,4а 5,5±4,95а 3,17±3,3а [8]
Нефелометрия 6,3-9,1c 12,4-15,1c – – [18]
ИФА 25,7±10,5а 4,34±2,0а 1,25±1,76b 0,51±0,69b [22]
ИФА 7,9±2,8а 58,5±26,0а – – [12]
ИФА 6,7±2,1а 4,7±1,96а 4,2±3,8а 1,6±1,0а наст. работа

Примечание. a – мкг/мл, b – мг/г креатинина, c – 95% доверительный интервал, «–» – отсутствие данных.
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