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Рисунок 1. Пациент Д., мальчик 
(слева) и пациентка Л., девочка 
(справа)
Figure 1. Patient D (boy, left), and 
patient L (girl, right)

Рисунок 3. Мать (слева) и отец 
(справа) детей с синдромом 
делеции 22q11.2
Figure 3. Mother (left) and father 
(right) of the children with 22q11.2 
deletion syndrome

ИЛЛЮСТРАЦИИ К СТАТЬЕ «СЕМЕЙНЫЙ СЛУЧАЙ СИНДРОМА ДИ ДЖОРДЖИ (СИНДРОМА ДЕЛЕЦИИ 22q11.2)»  
(АВТОРЫ: ТУЗАНКИНА И.А., ДЕРЯБИНА С.С., ВЛАСОВА Е.В., БОЛКОВ М.А. (с. 95-100)

Рисунок 2. Результат анализа доз генов методом MLPA для девочки-пробанда
Примечание. Выявлена делеция региона LCR22-А размером 1,5 миллиона пар оснований.
Figure 2. Result of gene dosage analysis by means of MLPA approach for the female proband
Note. A deletion of LCR22 region (1.5 million base pairs) has been detected.
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РОЛЬ МАКРОФАГОВ В ВОССТАНОВЛЕНИИ 
ПОВРЕЖДЕНИЙ ЦЕНТРАЛЬНОЙ НЕРВНОЙ СИСТЕМЫ: 
НОВЫЕ ВОЗМОЖНОСТИ В ЛЕЧЕНИИ НЕВРОЛОГИЧЕСКИХ 
РАССТРОЙСТВ 
Черных Е.Р., Шевела Е.Я., Останин А.А.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия

Резюме. Смена существующих парадигм относительно регенеративного потенциала центральной 
нервной системы (ЦНС) и роли иммунных клеток в процессах восстановления поврежденной нерв-
ной ткани открывают новые перспективы лечения неврологических расстройств на основе иммуно-
терапевтических подходов. Настоящий обзор посвящен анализу роли макрофагов в восстановлении 
повреждений в ЦНС и включает данные о функциональной гетерогенности клеток микроглии и ма-
крофагов моноцитарного происхождения, путях рекрутирования моноцитов в ЦНС, взаимоотноше-
нии клеток микроглии и рекрутируемых макрофагов и балансе М1/М2-клеток при нейропатологии. 
Кроме того, в обзоре приводится экспериментальное обоснование участия макрофагов в восстанов-
лении повреждений ЦНС и рассматриваются механизмы регенеративной активности макрофагов. 
Приведенные данные позволяют рассматривать макрофаги в качестве новой мишени терапевти-
ческих воздействий для подавления нейровоспалительной реакции и усиления репаративных про-
цессов. Первые шаги в этой области свидетельствуют о перспективности применения моноцитов/
макрофагов или технологий М1→М2 переключения в лечении неврологических расстройств и обо-
сновывают необходимость дальнейших исследований в данном направлении. 
Ключевые слова: ЦНС, макрофаги, микроглия, макрофаги моноцитарного происхождения, функциональные фенотипы, 
нейропротекция, нейрорегенерация, ангиогенез, ДЦП, инсульт, регенеративная иммунотерапия

THE ROLE OF MACROPHAGES IN DAMAGE RECOVERY 
OF CENTRAL NERVOUS SYSTEM: NEW OPTIONS FOR 
TREATMENT OF NEUROLOGICAL DISORDERS
Chernykh E.R., Shevela E.Ya., Ostanin A.A.
Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. Evolution of existing paradigms on regenerative capacity of the central nervous system (CNS) and 
eventual role of immune cells in restoration of damaged nervous tissue offers new prospectives in treatment 
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of neurological disorders based on immunotherapeutic approaches. Present review article addresses a role 
of macrophages in restoration of damaged CNS and provides data on functional heterogeneity of resident 
tissue macrophages (microglia), and monocyte-derived macrophages. We discuss possible ways of monocyte 
recruitment to CNS, relationships between microglia and recruited macrophages, as well as M1/M2 balance in 
neurological conditions. Moreover, the review proposes an experimental rationale for macrophage engagement 
into the CNS damage reconstruction, and concerns the mechanisms of macrophage regenerative activity. In 
summary, the data presented here allow us to suggest macrophages as a novel therapeutic target for suppression 
of neuroinflammation and enhancement of reparative processes. The first steps in the field are encouraging, with 
respect to clinical application of monocytes/macrophages or M1→M2 switching technologies for treatment of 
the neurological disorders, thus presuming a need for further research in this direction.

Keywords: central nervous system, macrophages, microglia, monocyte-derived macrophages, functional phenotypes, neuroprotection, 
neuroregeneration, angiogenesis, cerebral palsy, stroke, regenerative immunotherapy 

Введение
Последние годы ознаменовались пересмотром 

существующих парадигм относительно регенера-
тивного потенциала центральной нервной систе-
мы (ЦНС) и роли иммунных клеток в восстанов-
лении поврежденной нервной ткани. Во-первых, 
стало очевидно, что головной и спинной мозг 
у взрослого человека остается пластичным и при 
повреждении обладает регенеративной способ-
ностью [40], хотя значительно в меньшей степени 
по сравнению с другими органами и тканями. Во-
вторых, выяснилось, что иммунологическая при-
вилегированность ЦНС не является абсолютной, 
и иммунные клетки проникают в ткани мозга, 
особенно в условиях патологии [43]. В-третьих, 
была существенно переосмыслена роль иммун-
ных клеток и показано, что для восстановления 
поврежденной нервной ткани необходима ак-
тивация макрофагов и клеток микроглии [21], 
которые удаляют клеточный детрит и осущест-
вляют тонкую регуляцию нейрорегенеративных 
процессов [15, 35, 57, 79]. 

Целью настоящего обзора является представле-
ние данных о роли макрофагов в восстановлении 
повреждений в ЦНС и механизмах регенератив-
ной активности макрофагов, а также обсуждение 
возможности использования макрофагов в каче-
стве новой мишени терапевтических воздействий 
при лечении неврологических расстройств. 

«Неиммунные» функции макрофагов
Макрофаги, открытые Мечниковым И.И. 

более 100 лет тому назад, долгое время воспри-
нимались исключительно как клетки, защища-
ющие от бактерий и патогенов. Однако позднее 
стало ясно, что функции этих клеток намного 
шире. Макрофаги в период эмбрионального раз-
вития определяют направленность дифференци-
ровки клеток и их дальнейшую судьбу (т.е. выбор 
между выживаемостью и апоптозом), осущест-

вляют элиминацию апоптотических клеток, кон-
тролируют тканевой морфогенез, а также обе-
спечивают структурирование сосудистой сети, 
участвуя в процессах ангиогенеза, образования 
сосудистых анастомозов, деградации внекле-
точного матрикса и индукции апоптоза эндоте-
лиоцитов. В постнатальном периоде макрофаги 
обеспечивают поддержании гомеостаза, причем 
не только на уровне антигенного постоянства, но 
и на уровне поддержания пула циркулирующих 
лейкоцитов, контроля артериального давления 
(поддержание натриевого гомеостаза), регуля-
ции липидного обмена, поддержания репродук-
тивной функции (овуляция, сперматогенез). 
Кроме того, недавние исследования показали, 
что моноциты и резидентные макрофаги играют 
центральную роль в процессах репарации и реге-
нерации, задействуя свойства, проявляемые в эм-
бриогенезе [3, 78]. Макрофаги обладают высокой 
пластичностью и при повреждении тканей спо-
собны приобретать различные функциональные 
фенотипы: с провоспалительной, профиброген-
ной, противовоспалительной, антифиброгенной 
и регенеративной активностями. Тонко регули-
руемая смена этих фенотипов позволяет макро-
фагам контролировать воспалительную реакцию 
(инициацию, развитие и разрешение), функции 
паренхиматозных и стволовых клеток, участвую-
щих в образовании новых тканей, и ремоделиро-
вание тканей [6, 86]. 

Функциональная гетерогенность макрофагов 
и клеток микроглии 

В ЦНС макрофаги представлены 2 типами 
клеток – микроглией и макрофагами моноци-
тарного происхождения. Первые являются ре-
зидентными макрофагами, которые заселяют 
головной мозг из желточного мешка в эмбриоге-
незе и являются самообновляющимися. Вторые 
имеют костно-мозговое происхождение и обра-
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зуются из циркулирующих моноцитов, которые 
рекрутируются в ткани мозга [41, 62]. 

Активация макрофагов и последующий запуск 
нейровоспалительной реакции могут вызывать 
как повреждение нервной ткани, так и процессы 
ее восстановления [17, 46]. Двойственную функ-
цию макрофагов связывают с их гетерогенно-
стью. Выделяют как минимум два функциональ-
ных субтипа макрофагов – M1- и M2-клетки. 
M1-макрофаги обладают провоспалительными 
свойствами, обеспечивают защиту от патогенов, 
однако при этом являются нейродеструктивными 
и подавляют процессы репарации. M2-клетки, 
напротив, обеспечивают нейропротекцию и сти-
мулируют нейрогенез, рост и миелинизацию ак-
сонов, синаптогенез и ангиогенез [28, 33]. Важно 
отметить, что данная схема является, безусловно, 
упрощенной, и в реальной ситуации существует 
множество переходных функциональных фе-
нотипов с уникальными биологическими свой-
ствами. Так, например, М2-макрофаги включа-
ют несколько фенотипов, например M2a, M2b, 
M2c [59]. 

Рекрутирование макрофагов в ЦНС 
Совершенствование методов визуализации 

клеток с помощью двухфотонной флуоресцент-
ной микроскопии, позитронноэмиссионной 
и магнитнорезонансной томографии позволило 
продемонстрировать способность клеток микро-
глии и макрофагов мигрировать в зону поврежде-
ния и выявить их взаимосвязь с морфологически-
ми изменениями в ЦНС. При этом использование 
химерных животных, сделавшее возможным раз-
деление клеток микроглии и рекрутируемых ма-
крофагов, показало, что миграция моноцитов 
из циркуляции в ЦНС осуществляется 3 путя-
ми – через гематоэнцефалический барьер (ГЭБ), 
гематоликворный барьер и гематолептоменинги-
альный барьер [23, 37, 52, 72]. В первом случае 
моноциты мигрируют из паренхиматозных ка-
пилляров в ткани мозга, во втором – из капил-
ляров сосудистых сплетений в спинномозговую 
жидкость желудочков головного мозга, и в тре-
тьем – из сосудов мягкой и паутинной мозговой 
оболочки в ликвор субарахноидального про-
странства. ГЭБ является наиболее сложно прохо-
димым. В физиологических условиях моноциты 
могут попадать только в периваскулярное про-
странство, но при патологии способны разрушать 
базальную мембрану и мигрировать в паренхиму 
мозга. Миграция через гематоликворный барьер 
включает экстравазацию клеток из капилляров 
сосудистых сплетений в строму ворсин и после-

дующую трансэпителиальную миграцию в лик-
ворное пространство. Поскольку капилляры вор-
син фенестрированы, а эпителиальные клетки 
соединены менее прочно, чем эндотелиоциты 
ГЭБ, этот барьер проходим даже при физиоло-
гических условиях. Миграция моноцитов из со-
судов мягкой и паутинной мозговой оболочки 
в заполненное ликвором субарахноидальное 
пространство в норме не происходит, однако при 
патологии активированные моноциты с провос-
палительными свойствами проходят этот барьер 
и могут далее проникать в паренхиму мозговой 
ткани под мягкой мозговой оболочкой [12, 43]. 

M1- и М2-макрофаги мигрируют в зону по-
вреждения различными путями. Так, в модели 
травмы спинного мозга показано, что миграция 
М1-макрофагов моноцитарного происхождения 
(Ly6chiCX3CR1lo) осуществляется через примы-
кающую к зоне повреждения мягкую и паутин-
ную оболочки гематолептоменингиального ба-
рьера и контролируется хемокином CCL2. В то 
же время M2 макрофаги (Ly6cloCX3CR1hi) ми-
грируют через отдаленный от очага повреждения 
гематоликворный барьер. В этом случае мигра-
ция из сосудистого сплетения желудочков моз-
га в ликвор осуществляется с участием молекул 
адгезии VCAM-1/VLA-4 и CD73-экзофермента 
эпителиальных клеток, обеспечивающих, соот-
ветственно, экстравазацию макрофагов в строму 
ворсин и последующую трансмиграцию через 
эпителиальный барьер [74].

Взаимоотношение клеток микроглии и макро-
фагов

В норме макрофаги в ЦНС представлены пре-
имущественно клетками микроглии, которые 
поддерживает нейрогенез, функционирование 
синапсов и нейронов. При кратковременной 
и умеренной активации клетки микроглии при-
обретают М2 нейропротективный фенотип. В то 
же время интенсивная острая или хроническая 
активация приводит к индукции нейротоксиче-
ского М1-фенотипа. В этой ситуации недостаточ-
ность нейропротективной активности восполня-
ется рекрутированием макрофагов с периферии 
и поляризацией их в М2-клетки [41]. 

Индукторами М2-поляризации в ЦНС яв-
ляются экспрессируемые в нервной ткани мо-
лекулы, концентрация которых возрастает 
при патологии. Продуцентами поляризующих 
факторов, наряду с нервными клетками, могут 
быть эндотелиоциты, рекрутируемые лейкоци-
ты и экстрацеллюлярные белки. В частности, 
М2-поляризующей активностью в ЦНС обла-
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дают протеогликаны внеклеточного матрикса; 
иммуносупрессивные цитокины – IL-4, IL-10, 
TGFβ, IL-25; галектин-1; костный морфогене-
тический белок-7 (BMP-7); нейропептид суб-
станция P; продуцируемый нейронами хемокин 
ССL- 2 [2, 22, 30, 48, 67, 68, 77, 81].

М1- и М2-клетки при нейропатологии
В отличие от других тканей, где поляризация 

в М2-клетки носит стойкий характер, при пато-
логии ЦНС М2-фенотип индуцируется только 
в части рекрутируемых макрофагов [33] и являет-
ся обратимым [34]. Так, в моделях острых пора-
жений спинного и головного мозга М2-фенотип 
рекрутируемых макрофагов через неделю сменя-
ется на М1-фенотип [27, 29, 83]. При этом в моде-
ли спинальной травмы показано, что уменьшение 
М2-клеток в пораженной области ассоциировано 
с увеличением зоны повреждения и гибелью дви-
гательных нейронов [73]. Напротив, увеличение 
доли M2-клеток уменьшает размеры зоны по-
вреждения и предотвращает гибель нейронов [33, 
75]. Доминирование М1-клеток является причи-
ной пролонгированной воспалительной реакции 
и во многом обусловливает отсутствие адекват-
ного ремоделирования аксонов. Одним из ме-
ханизмов М2→М1 переключения в этом случае 
является поглощение миелинового дебриса, ко-
торое индуцирует трансформацию макрофагов 
в пенистые клетки. Пенистые макрофаги, кото-
рые имеют провоспалительный фенотип, облада-
ют нейротоксичностью и подавляют нормальные 
процессы репарации, способствуют образованию 
липидных бляшек и поддерживают хроническое 
воспаление [84].

В моделях хронических нейровоспалительных 
заболеваний (болезнь Паркинсона, рассеянный 
склероз) в поврежденных тканях ЦНС присут-
ствуют клетки с М1- и М2-фенотипом, причем 
прогрессия неврологических расстройств ас-
социирована с преимущественной активацией 
М1-клеток [51, 58]. Например, в модели аллер-
гического энцефаломиелита показано, что соот-
ношение M1/M2-клеток позволяет прогнозиро-
вать обострение [54], а блокирование М1-клеток 
или введение М2-клеток подавляет прогрессию 
заболевания [54, 55]. 

Механизмы действия М2-макрофагов
Механизмы, лежащие в основе регенератив-

ной активности макрофагов, наиболее хорошо 
изучены при заживлении кожных ран и повреж-
дений паренхиматозных органов. Макрофаги 
регулируют все три фазы раневого процесса: 
фазу воспаления, пролиферации (образования 

новой ткани за счет деления выживших зрелых 
клеток, тканеспецифических стволовых клеток 
или костномозговых предшественников) и ре-
моделирования ткани [25, 38]. При этом, если 
первая фаза медиируется с участием М1-клеток, 
то М2-макрофагам отводится ведущая роль в раз-
решении воспаления и регуляции клеточной 
пролиферации и тканевого ремоделирования. 
Аналогичные эффекты макрофагов имеют место 
и при восстановлении нервной ткани. Обладая 
повышенной способностью к фагоцитозу апоп-
тотических клеток, М2-макрофаги обеспечива-
ют элиминацию клеточного детрита (в том чис-
ле нейротоксических и ингибиторных молекул) 
и продуцируют противовоспалительные цито-
кины, т.е. подавляют воспалительный ответ [73]. 
Кроме того, М2-клетки продуцируют цитокины 
и ростовые факторы, активирующие нейрогенез, 
олигодендрогенез и ангиогенез, способствуя по-
явлению новых клеточных элементов [5, 87]. На-
конец, М2-клетки через продукцию трофических 
и ростовых факторов обеспечивают ремоделиро-
вание аксонов, т.е. создание новых аксональных 
коллатералей за счет стимуляции роста аксонов, 
формирования новых синапсов и ремиелиниза-
ции аксонов [29, 57, 66]. Это позволяет сформи-
ровать обходной путь проведения сигналов, ми-
нуя область повреждения. В таблице 1 приведен 
перечень продуцируемых М2-клетками факто-
ров, которые оказывают нейропротективное дей-
ствие и стимулируют нейрогенез, олигодендроге-
нез, рост аксонов, синаптогенез и ангиогенез.

Нейрорегенеративная активность M2-макро-
фагов

Первые экспериментальные данные, указы-
вающие на возможную причастность макрофа-
гов к нейрорегенерации, были опубликованы 
в 1993 г., когда Hikawa N. с соавт. продемонстри-
ровали in vitro, что после поглощения клеточного 
детрита макрофаги продуцируют факторы, сти-
мулирующие выживаемость нейронов и реге-
нерацию аксонов [26]. Позднее роль М2-клеток 
была подтверждена на моделях различных за-
болеваний и повреждений ЦНС in vivo. Эти ис-
следования показали, что увеличение М2-клеток 
в зоне повреждения улучшает неврологическое 
восстановление, тогда как элиминация М2-
клеток или подавление их активности ухудшает 
неврологические исходы и сопряжено с прогрес-
сией нейропатологии. 

Так, в модели острого повреждения спинного 
мозга показано, что восстановление моторных 
функций сопряжено с рекрутированием в зону 
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повреждения М2-макрофагов, продуцирую-
щих IL- 10. У животных с нокаутом гена IL- 10 
неврологическое восстановление происходит 
значительно хуже [73]. Усиление миграции М2-
макрофагов, индуцированное повышенной 
продукцией хемокина CCL2 (хемоаттрактант 
М2-макрофагов) в результате предварительно-
го повреждения периферического нерва, улуч-
шает восстановление двигательной активности 
[36]. Напротив, блокирование миграции М2-
макрофагов за счет подавления экспрессии мо-
лекул VCAM-1/VLA-4 и эпителиального CD73-
экзофермента, или механического нарушения 
тока спинномозговой жидкости снижает эффек-
тивность восстановления моторной функции 
[74]. Улучшение неврологического восстанов-
ления также наблюдается на фоне транспланта-
ции макрофагов со свойствами М2-клеток [64] 
или индукции их поляризации [24]. 

Нейропротективный и регенеративный эф-
фект М2-макрофагов продемонстрирован 

не только в модели травматического повреж-
дения спинного мозга. Внутривенное введение 
клеток микроглии человека (линии HMO6) зна-
чимо уменьшает неврологический дефицит в мо-
дели ишемического инсульта, что ассоциируется 
с подавлением воспалительной реакции (умень-
шение глиоза, снижение количества апоптоти-
ческих клеток) и усилением экспрессии генов 
нейротрофических факторов (GDNF, BDNF, 
VEGF, BMP-7) и противовоспалительных цито-
кинов (IL-4, IL-5) [60]. Поляризация в сторону 
М2-макрофагов на фоне интрацеребрального 
введения IL-4 также существенно улучшает вос-
становление неврологического статуса и пове-
денческих реакций в модели геморрагического 
инсульта [88]. С М2-поляризующей активностью 
связывают неврологическое улучшение в модели 
рассеянного склероза на фоне применения гла-
тирамер ацетата [65], а также в моделях травма-
тического и ишемического поражения головного 
мозга и различных нейровоспалительных заболе-

ТАБЛИЦА 1. ТРОФИЧЕСКИЕ И РОСТОВЫЕ ФАКТОРЫ, ПРОДУЦИРУЕМЫЕ М2-МАКРОФАГАМИ
TABLE 1. TROPHIC AND GROWTH FACTORS PRODUCED BY M2 MACROPHAGES

Факторы
Regulatory factors

Эффекты
Effects

Нейропротекция
Neuroprotection

Нейрорегенерация
Neuroregeneration

Ангиогенез
AngiogenesisНейрогенез

Neurogenesis
Олигодендрогенез
Oligodendrogenesis

Рост аксонов 
синапсогенез
Axonal growth 

Synaptogenesis
BDNF + + + + +
GDNF + + + +
IGF-1 + + + + +
NGF + + + + +
NT-4/5 + + +
IL-10 +
VEGF + + + +
PDGF + + + +
Galectin3 +
Osteopontin +
Activin A +
Oncomodulin +
Protease serine 2 +
CXCL12 +

Примечание. BDNF – нейротрофический фактор мозга (brain-derived neurotrophic factor); GDNF – 
нейротрофический фактор глиальных клеток (glial cell-derived neurotrophic factor); IGF-1 – инсулиноподобный 
фактор роста-1 (insulin-like growth factor-1); NGF – фактор роста нервов (nerve growth factor); NT-4/5 – 
нейротрофин-4/5 (neurotrophin-4/5); VEGF – фактор роста эндотелия сосудов (vascular endothelial growth factor); 
PDGF – тромбоцитарный фактор роста (platelet-derived growth factor); CXCL12 – лиганд CXC-хемокина12.

Note. BDNF, brain-derived neurotrophic factor; GDNF, glial cell-derived neurotrophic factor;  IGF-1, insulin-like growth factor-1; 
NGF, nerve growth factor; NT-4/5, neurotrophin-4/5; VEGF, vascular endothelial growth factor; PDGF, platelet-derived growth factor; 
CXCL12, CXC12 ligand.
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ваний на фоне использования агонистов PPAR 
рецепторов [39, 49].

Важно отметить, что позитивный эффект ма-
крофагов проявляется не только в отношении 
восстановления чувствительной и двигательной 
активности, но и когнитивных функций. Так, 
у иммунодефицитных мышей с исходно снижен-
ными параметрами когнитивных функций вну-
тривенное введение генерированных in vitro М2-
макрофагов значительно улучшало обучаемость 
и память животных в тесте водного лабиринта 
Морриса [16]. Simard A.R. с соавт. в трансгенной 
модели болезни Альцгеймера показали, что ма-
крофаги костномозгового происхождения уча-
ствуют в элиминации амилоидных бляшек, обла-
дая, таким образом, способностью ограничивать 
прогрессию когнитивных расстройств [76]. По-
зитивная роль М2-макрофагов продемонстри-
рована также в модели ишемической ретинопа-
тии [42, 50]. 

Кооперация М2-макрофагов и стволовых кле-
ток

Макрофаги могут во многом обусловливать 
неврологическое улучшение при транспланта-
ции мононуклеарных клеток (МНК) костного 
мозга или пуповинной крови [1], которые в сво-
ем составе содержат всего лишь 1-2% стволовых 
клеток, однако включают значительную долю 
моноцитов. Действительно, Womble Т.А. с со-
авт. в модели ишемического инсульта показали 
существенное снижение нейропротективного 
потенциала МНК пуповинной крови после ис-
тощения моноцитов [85]. Кроме того, эффекты 
стволовых клеток могут в значительной степени 
опосредоваться через активацию М2-клеток. На-
пример, клинический эффект мезенхимальных 
стромальных клеток (МСК) при повреждениях 
ЦНС во многом объяснятся способностью МСК 
индуцировать поляризацию макрофагов в сторо-
ну М2-фенотипа [18]. Показано, что при внутри-
венном введении МСК секвестрируются в легких 
и индуцируют противовоспалительный фенотип 
альвеолярных макрофагов, что приводит к по-
давлению системной и интрацеребральной вос-
палительной реакции [82]. Другой механизм 
заключается в том, что стволовые клетки в усло-
виях неблагоприятного микроокружения под-
вергаются апоптозу, и их поглощение индуциру-
ет не только противовоспалительный фенотип, 
но и усиливает продукцию ростовых факторов 
(VEGF, IGF-1, PDGF, KGF, EPO) рекрутируе-
мыми макрофагами [45]. Эффект стволовых кле-

ток на поляризацию тканевых макрофагов был 
недавно подтвержден Protti А. с соавт., которые 
показали, что трансплантация клеток костного 
мозга в модели острого инфаркта миокарда мо-
дулирует М2-фенотип тканевых макрофагов, что 
улучшает восстановление миокарда [63].

М1/М2-баланс как новая мишень терапевтиче-
ских воздействий

Учитывая представленные выше данные 
о способности М2-макрофагов оказывать нейро-
протективный эффект и способствовать нейро-
регенерации, трансплантация моноцитов/макро-
фагов может являться перспективной клеточной 
стратегией стимуляции репаративных процессов 
при патологии ЦНС [28, 58]. В отличие от усто-
явшегося термина «регенеративная медицина», 
ориентированная на преимущественное исполь-
зование стволовых клеток и в меньшей степени 
дифференцированных паренхиматозных кле-
ток, данное направление может быть обозначено 
как «регенеративная иммунотерапия». 

Моноциты/макрофаги, обладая выраженным 
регенеративным потенциалом, являются при-
влекательными кандидатами для клеточной те-
рапии и по сравнению со стволовыми клетками 
имеют ряд преимуществ – лишены онкогенной 
и тератогенной активности, продуцируют мно-
жество ростовых, трофических и проангиоген-
ных факторов. Выделение моноцитов является 
относительно простой процедурой и не связано 
с этическими проблемами [70]. Источником мо-
ноцитов у взрослого человека являются костный 
мозг и периферическая кровь. В этом качестве 
большой интерес представляет также пуповин-
ная кровь. Получение клеток пуповинной крови 
в настоящее время является воспроизводимой 
стандартизированной технологией. Кроме того, 
моноциты пуповинной крови, будучи незре-
лыми, отличаются низкой иммуногенностью, 
в сочетании с высокой противовоспалительной 
и проангиогенной активностями и склонны к по-
ляризации в сторону М2-клеток [70, 71]. Действи-
тельно, трансплантация МНК пуповинной крови 
в модели ишемического инсульта оказывает про-
тивовоспалительный эффект, что проявляется 
существенным снижением продукции провос-
палительных цитокинов (TNFα, IL-1β), умень-
шением численности активированных клеток 
микроглии и усилением нейрогенеза [80]. Ней-
рорегенеративная роль моноцитов пуповинной 
крови продемонстрирована в различных моделях 
поражений ЦНС. Womble Т.А. с соавт. показали, 
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что трансплантация клеток пуповинной крови 
в модели ишемического инсульта снижает раз-
меры инфаркта, причем деплеция моноцитов ни-
велирует эту активность [85]. Улучшение локомо-
торных функций и памяти продемонстрировано 
при внутривенном введении МНК пуповинной 
крови животным в модели мукополисахаридо-
за IIIB типа (синдром Sanfilippo В-типа) [20]. 
Pimentel-Coelho P.M. с соавт. продемонстрирова-
ли позитивный эффект МНК пуповинной крови 
в модели неонатальной гипоксии-ишемии мозга 
у крыс. Внутрибрюшинное введение МНК пу-
повинной крови улучшает сенсомоторные реф-
лексы, что ассоциируется с уменьшением гибели 
нейронов в стриатуме и уменьшением количе-
ства активированных клеток микроглии в коре 
головного мозга [61]. Неврологическое улучше-
ние при трансплантации МНК пуповинной кро-
ви продемонстрировано также в моделях трав-
мы головного и спинного мозга [7, 44], детского 
церебрального паралича (ДЦП) [53], болезни 
Альцгеймера [14] и бокового амиотрофического 
склероза [19]. 

Клиническая апробация клеток пуповинной 
крови показала безопасность и эффективность 
в лечении гипоксически-ишемической энцефа-
лопатии новорожденных [13], ДЦП [31, 56] и ау-
тизма [47].

Нами был разработан оригинальный про-
токол генерации М2-макрофагов из моноцитов 
крови человека в условиях дефицита ростовых 
факторов, в котором М2-фенотип индуциро-
вался поглощением апоптотических клеток. Ге-
нерируемые макрофаги экспрессировали М2-
ассоциированные и проапоптогенные молекулы 
и по сравнению с М1-клетками обладали сни-
женной секрецией провоспалительных цитоки-
нов/хемокинов и низкой способностью стиму-
лировать пролиферацию аллогенных Т-клеток, 
но при этом характеризовались высокой про-
дукцией ростовых и нейротрофических факто-
ров (IGF-1, VEFG, EPO, BDNF, EGF, FGF-basic) 
[8, 69]. Пилотные клинические исследования 
аутологичных М2-клеток при церебральном 
инсульте и ДЦП показали, что интратекальное 
введение М2-клеток безопасно и не индуцирует 
системной воспалительной реакции. Клиниче-
ский эффект у пациентов с тяжелыми формами 
ДЦП проявлялся значимым возрастанием мо-
торной активности (в том числе тонкой мотори-
ки), улучшением когнитивных функций, сниже-
нием спастического синдрома и прекращением 
или ослаблением судорожного синдрома [9, 10]. 

Клинический эффект у пациентов с инсультом 
проявлялся в достоверном возрастании числа па-
циентов с положительной неврологической ди-
намикой (снижение неврологического дефицита 
на 3 и более баллов по NIHSS) в группе с клеточ-
ной терапией по сравнению с группой сравне-
ния [11].

Эти первые результаты, характеризующие  
безопасность и терапевтический потенциал мо-
ноцитов/макрофагов в лечении неврологических 
расстройств, подтверждают перспективность 
применения М2-клеток. Вместе с тем трансля-
ция технологий на основе применения моноци-
тов/макрофагов требует выяснения многих во-
просов касательно оптимального пути введения 
клеток, дозы вводимых клеток и времени про-
ведения терапии. Еще одним важным аспектом, 
который может ограничивать эффективность 
терапии, является функциональная лабильность 
макрофагов, которые могут терять М2-фенотип 
после трансплантации. В этом плане использо-
вание генно-модифицированных М2-клеток мо-
жет повысить стабильность их функциональных 
свойств. Другой альтернативой может быть ис-
пользование продуцируемых макрофагами рас-
творимых факторов. Некоторые из этих факто-
ров, такие как IGF-1 и онкомодулин, уже были 
протестированы в моделях поражений ЦНС и по-
казали эффективность [89, 90]. Однако примене-
ние отдельных факторов не может заменить по-
зитивный эффект М2-макрофагов, включающий 
аддитивное и синергичное действие множества 
нейропротективных и нейрорегенеративных мо-
лекул. В этом аспекте выявление внеклеточных 
и внутриклеточных сигнальных путей, детерми-
нирующих М1- и М2-фенотип макрофагов, от-
крывает дополнительные подходы к регенератив-
ной иммунотерапии. Одним из таких подходов 
является активация М2-фенотипа и подавление 
М1-фенотипа с помощью регуляции сигналь-
ных путей. Другим – повышение в микроокру-
жении макрофагов факторов, индуцирующих 
М2-поляризацию [28]. В этом аспекте уместно 
отметить, что используемые в лечении рассеян-
ного склероза препараты на основе глатирамер 
ацетата и интерферона-бета обладают способ-
ностью индуцировать поляризацию макрофагов 
в сторону М2-фенотипа [4, 32].

Разработка новых иммунотерапевтических 
подходов, нацеленных на регуляцию функций 
макрофагов и/или их применение в качестве но-
вой клеточной платформы, является, несомнен-
но, перспективным направлением как в области 
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ОСОБЕННОСТИ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ NK-КЛЕТОК: CD56dim  
И CD56bright NK-КЛЕТКИ ВО ВРЕМЯ И ВНЕ БЕРЕМЕННОСТИ
Михайлова В.А.1, 2, Белякова К.Л.1, Сельков С.А.1, Соколов Д.И.1, 2, 3

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

Резюме. NK-клетки представляют собой лимфоциты, способные к контактному цитолизу вирус-
инфицированных клеток и опухолевых клеток и являющиеся источником цитокинов, стимулирую-
щих другие клетки иммунной системы и способствующих развитию иммунного ответа. Дифференци-
ровка NK-клеток связана с последовательным приобретением стволовыми клетками специфичных 
для NK-клеток рецепторов и становлением функциональных характеристик натуральных киллеров. 
Целью настоящего обзора было рассмотрение CD56dim и CD56bright популяций NK-клеток в процес-
се их дифференцировки. В обзоре описаны поверхностные рецепторы NK-клеток и экспрессия ими 
транскрипционных факторов на разных стадиях дифференцировки, представлена сравнительная ха-
рактеристика данных о влиянии цитокинов и клеток микроокружения на процесс дифференцировки 
NK-клеток, рассмотрено явление существования NK-клеток, подобных клеткам памяти. Особый ин-
терес представляет дифференцировка NK-клеток матки, так как эти клетки являются особой популя-
цией NK-клеток, которая преобладает среди лимфоцитов децидуальной оболочки при беременности 
и принимает участие в процессе образования и ремоделирования плаценты. В обзоре рассмотрены 
особенности дифференцировки NK-клеток матки, учитывая возможность образования этой попу-
ляции NK-клеток как из NK-клеток периферической крови, так и пролиферации in situ. Изучение 
особенностей функционального состояния NK-клеток матки позволит в дальнейшем приблизиться 
к пониманию роли NK-клеток при беременности и нарушению оказываемой NK-клетками регуля-
ции в зоне маточно-плацентарного контакта при патологии беременности.
Ключевые слова: NK-клетки, дифференцировка, беременность, поверхностные рецепторы, цитокины, NK-клетки матки, 
децидуальные NK-клетки

PECULIARITIES OF NK CELLS DIFFERENTIATION: CD56dim AND  
CD56bright NK CELLS AT PREGNANCY AND IN NON-PREGNANT 
STATE
Mikhailova V.A.a, b, Belyakova K.L.a, Selkov S.A.a, Sokolov D.I.a, b, c

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

Abstract. Natural killer (NK) cells represent a lymphocyte subpopulation which is capable of contact 
cytolysis of virus-infected cells and tumor cells, being a source of cytokines which stimulate other immune 
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cells and promote immune response. NK cell differentiation is connected with a consequent acquisition of 
specific NK cell receptors by stem cells and formation of functional characteristics inherent to natural killer 
cells. The aim of this review was to describe the CD56dim and CD56bright populations of NK cells in the course 
of their differentiation. The authors describe NK surface receptors and expression of transcription factors at 
various steps of the NK differentiation. We present comparative characteristics of data concerning cytokines 
and cellular microenvironment influence upon NK cell differentiation, and examine a phenomenon of existing 
memory-like NK cells. Uterine NK cell differentiation is of special interest, since these cells represent a 
special NK cell population which prevails among decidual lymphocytes during pregnancy and participates in 
the process of placental formation and development. This review considers some features of uterine NK cell 
differentiation, taking into account a possibility of formation of this NK cell population from both peripheral 
blood NK pool, and in situ proliferation. Moreover, functional studies of the uterine NK cells allow to get closer 
to understanding the role of NK cells during pregnancy and abnormality of utero-placental bed regulation by 
NK cells in cases of pregnancy failure.
Keywords: NK cells, differentiation, pregnancy, cell surface receptors, cytokines, uterine NK cells, decidual NK cells

Introduction
Natural killer (NK) are a part of innate immunity 

system and represent lymphocytes, which are capable 
of contact cytolysis of virus infected cells and tumor 
cells and are the source of cytokines stimulating other 
cells of the immune system and promoting immune 
response development [3]. NK cells in humans are 
present naturally in most organs and tissues, including 
bone marrow, thymus, lymph nodes, blood, skin, 
intestines, liver, lungs, uterus [6, 37]. NK cells are 
often addressed as CD3-CD56+ lymphocytes although 
the expression pattern of NK cells includes variety 
of receptors including killer immunoglobulin-like 
receptors (KIR) [38], CD16 (Fcγ-receptor III), which 
mediates antibody-dependent cellular cytotoxity 
[25, 32], natural killer group (NKG) receptors, 
cytotoxic receptors NKp30, NKp44, NKp46 [20]. NK 
cells differentiation and development is connected 
with the consequent change of repertoire of receptors 
present in the cell and their acquisition of functional 
properties. Studying different aspects of NK cell 
differentiation in humans especially during pregnancy 
is of special interest, because NK cells functional 
and phenotypic specifics are closely connected with 
healthy pregnancy.

1. Development of NK cells main populations
1.1. NK cells populations’ development in fetus
Mainly NK cells are present in tissues as 

intraepithelial lymphocytes, however, NK cells can 
also form cell clusters, such as in Peyer’s glands 
and mesenterial lymph nodes [6]. In peripheral 
blood, mature NK cells are characterized by broad 
spectrum expression of KIR, having both activation 
and inhibitory activity [2]. NK cell differentiation 
and their expression of KIR begin at early stages of 
fetus development [14]. Mainly, NK cells locate in 
such fetus organs as liver and lungs, also NK cells 
are present in fetal spleen. Less NK cells are found 
in bone marrow and mesenterial lymph nodes [14]. 
Fetus NK cells are characterized by phenotype 

CD7+CD161+CD3-CD14-CD19-CD45+, and also 
by high expression of CD56 [19], as the result of 
which it seems to be impossible to divide fetus NK 
cell populations into CD56dim and CD56bright cells1 
as in adults [14]. NK cell differentiation in fetus is 
evaluated by level of NKG2A and CD16 receptors 
expression. It has been demonstrated that the ratio 
of NK cell populations NKG2A+CD16- (that can 
be corresponded to CD56bright population in adults), 
NKG2A+CD16+ and NKG2A- CD16+ (that can be 
corresponded to CD56dim population in adults) does 
not change at the gestational age from 15 weeks to 22 
weeks, which indicates that NK cell differentiation 
takes place before the 15th week of pregnancy [14]. 
The character of KIR receptor expression by fetus NK 
cells varies depending on cell localization: the highest 
expression of KIR is found in NK cells, localized in 
fetus lungs. Like in adult organisms, an expression 
of large repertoire of KIR is connected with NK cell 
differentiation: the highest density of KIR is typical for 
NK cell populations NKG2A+CD16+ and NKG2A-

CD16+. The expression of CD57, which is a marker 
of terminal stages of NK cell differentiation, is set for 
NKG2A-CD16+ [14], which indicates higher maturity 
level of these cells. 

Comparing fetal NK cells and peripheral blood 
NK cells in an adult person, it was stated that NK 
cells of both groups can induce death of cells, 
which were not expressing MHC-1 locus molecules. 
However, compared to adult NK cells, fetal NK cells 
are characterized by lower cytotoxic activity [14, 19], 
but higher ability to respond to cytokine stimulation 
(IL-12, IL-18) [14]. Fetal NK cells localized in lungs 
contain perforin and granzyme B, while perforin and 
granzyme B content increases as NK cells differentiate 
from NKG2A+CD16- in NKG2A-CD16+, which 
indicates maturation of functional apparatus of fetal 
NK cells during differentiation [14].
1 dim – low expression of receptor; bright – high expression of 
receptor
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1.2. NK cells populations’ development in adults
1.2.1. Characteristics of two main populations of NK 

cells (CD56bright and CD56dim)
In adult organisms, the main source of hematopoietic 

stem cells, which can differentiate in NK cells, is 
bone marrow [2, 20]. NK cells can circulate [6] and 
continue their differentiation in spleen, tonsils and 
lymph nodes [20]. In secondary lymphoid tissue, 
NK cell progenitors pass differentiation to the stage 
of immature NK cells [20], which, in turn, develop 
into NK cells with phenotype CD56dimCD16bright, 
prevailing in blood flow, and CD56brightCD16dim NK 
cells, placed in liver, endometrium, decidua and 
lymph nodes [3]. Recently CD56brightCD16dim NK 
cells are viewed as precursors of CD56dimCD16bright 

NK cells [37]. While differentiation NK cells acquire 
functional receptors, connected with their cytotoxic 
function. In the beginning an expression of CD94/
NKG2A, NKp46, NKG2D receptors is observed, and 
then an expression of KIR and CD16 receptors [37].

CD56dimCD16bright NK cells, present in peripheral 
blood and spleen, are characterized by increased 
cytotoxic activity and expression of broad spectrum of 
KIR, as well as cytotoxic receptors NKp30, NKp44, 
NKp46 [20]. While culturing of CD56dimCD16bright 

NK cells with К562 cells, an increase of IFNγ, 
TNFα, MIP-1α, MIP-1β production by NK cells was 
demonstrated [9]. 

The CD56brightCD16dim population of NK cells 
is mainly present in lymph nodes and tonsils, and 
in blood, it makes up less than 10% of NK cell 
population [20]. For CD56brightCD16dim NK cells, 
reduced cytotoxic activity and reduced expression of 
NKp46 receptors is typical [20]. In presence of К562 
the CD56brightCD16dim population of NK cells does not 
significantly change cytokine production, however, 
with combined stimulation by IL-12 and IL- 18 
cytokines, it demonstrates an increased production 
of IFNγ compared to CD56dimCD16brightNK cells [9]. 
Often the CD56brightCD16dim population of NK cells is 

combined with CD56brightCD16-NK cells, indicating 
the general population CD56brightCD16-/dim, and noting 
that the defining marker of these populations is CD56, 
while CD16 does not mediate the main functional 
properties of these cells [6, 20, 35]. As the result of 
activation both in vivo (after etering lymph node with 
afferent lymph) and in vitro NK cells with CD56bright 
CD16dim phenotype can acquire an increased content 
of perforin and a phenotype of CD56dimCD16brightNK 
cells: KIR+ IL-7R- c-kit (CD117-) CXCR3-CCR7-

CD62L- [6]. Table 1 shows information about the 
surface receptor expression by NK-cells at different 
stages of differentiation.

1.2.2. Transcription factors in NK cells development 
process

Differentiation of NK cell is characterized by 
expression of a certain set of transcription factors. 
Using the analysis of expressed mRNA in the in vitro 
model of human NK cells differentiation obtained 
from umbilical vein, it was determined that at the stage 
of transfer from stem cells to NK cell progenitors, 
E4BP4 and TOX transcription factors participate [28]. 
While differentiation of NK cell progenitors into 
mature NK cells an expression of the transcription 
factors Ikaros, EGF1 and PU.1 is observed [28]. 
There is a high expression of transcription factors 
EGR-2, ID-2, and T-bet at all stages of NK cell 
differentiation. An expression of Gata-3 transcription 
factor in NK cell progenitors decreases for the short 
time and then restores to the initial level. High 
expression of EGR-2, ID-2, T-bet, and Gata-3 
factors is connected with their participation in all 
stages of NK cell differentiation and in acquisition of 
functional properties by NK cells [28]. Transcription 
factor IRF-2, apparently, participates in maintenance 
of differentiated NK cell pool, because a defect of this 
protein results in an increase of intensity of NK cell 
apoptosis [28]. It was also demonstrated in vitro that, 
as the result of IL-12 impact on mature NK cells, 
an expression of transcription factor ID3 mRNA 

TABLE 1. SURFACE RECEPTORS OF HUMAN NK-CELLS DEFINING THE STAGES OF THEIR DIFFERENTIATION

Differentiation stage Localization Surface receptors
Hematopoietic stem cell Bone marrow [2, 20] CD34+CD38dimCD45RA-CD10- [37]
Stage 1 Bone marrow [2, 20] CD34+CD117-CD94-CD16-CD45RA+CD10+ [20, 37]

Stage 2 Secondary lymphoid tissue [20] CD34+CD117+CD94-CD16-CD45RA+CD10-

CD161+Integrinβ7bright [10, 20, 37] 

Stage 3 Secondary lymphoid tissue [20] CD34-CD117+CD94-CD16-CD11a+CD161+NKp44-CD56- 
[13,10, 37] 

Stage 4
CD56bright

Liver, uterine endometrium, 
decidua, lymph nodes [3, 20]

CD34-CD117+/-CD94brightCD16-/dim 

CD11a+CD56brightNKp46dim [3, 20, 37] 

Stage 5
CD56dim Peripheral blood, spleen [3, 20]

CD34-CD117-CD94+/-CD16+/brightKIR+/-

CD56dimNKp30+NKp44+NKp46+CXCR3-CCR7-CD62L- 
[3, 6, 20, 37]

Stage 6 (Memory cell) Peripheral blood [30] NKG2A+CD94+NKp46+CD69+ [30]
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increases, while an expression of Gata3 and TOX 
reduces [18].

1.2.3. Non-linear character of NK cells populations` 
development 

Despite the attempts to determine a sequence 
of NK cell developmental stages, current data on 
nonlinear character of NK cell differentiation 
appear in literature, in particular, depending on 
their localization and microenvironment. In the 
experiments on mice, transformed by human plasmids 
of cytokines IL-15 and Flt-3L, it was demonstrated 
that from common progenitor of myeloid cells, for 
which CD56-CD36-CD33+CD34+NKG2D-NKp46- 
phenotype is typical, myeloid progenitors of NK cells 
with CD56dimCD36+CD33+CD34-NKG2D-NKp46- 
phenotype are differentiated. Then, these progenitors 
of NK cells acquire a phenotype of CD56brightCD36-

CD33-CD34-NKG2D+NKp46+NK cells [7]. The 
investigation also determined presence of myeloid 
progenitors of NK cells in humans in umbilical vein 
blood, as well as in fetal bone marrow and in bone 
marrow of an adult human [7]. Furthermore, it 
described presence of special populations of NK cell 
progenitors with DX5-CD49a+ phenotype, which 
were formed in the liver from CD45.1+NK1.1-CD3-

CD19-NK cells of the spleen and were not detected in 
bone marrow [26]. 

1.2.4. Phenomenon of “memory-like NK cells”
Currently, a possibility of existence of memory-like 

NK cells, which may be formed both by CD56bright and 
CD56dim NK cells [30] and be a final stage of NK cell 
differentiation, is discussed in literature [37]. The term 
memory-like NK cells, which means NK cells similar 
to memory cells, is used in literature. Some scientists 
point out three possible variants of memory-like NK 
cells, which differ by mechanism of formation and 
functional characteristics: virus dependent induction, 
cytokine induction, and existence of specialized 
population of memory-like NK cells in liver [24]. 
A capacity of NK cells, previously activated by IL- 12 
and IL-18 cytokines, after a certain period of time 
(from 7 to 21 days) at repeated cytokine stimulation 
to produce an increased number of IFNγ compared 
to control was described [30]. At the same time, NK 
cell cytotoxicity evaluated by CD107a does not differ 
between the so-called memory NK cells and intact 
NK cells [30]. As NK cells have no antigen-induced 
differentiation, the term “memory NK cells” seems 
to be incorrect. Based on hypothetical mechanisms 
of memory-like NK cell induction, the most correct 
term seems to be “pre-activated NK cells”. Currently, 
no markers unique to pre-activated NK cells were 
detected, however, a correlation between capacity 
to produce IFNγ by pre-activated CD56bright NK 
cells and expression of NKG2A/CD94 receptor is 
determined, as well as correlation between capacity 

to produce IFNγ by pre-activated NK cells of both 
populations (CD56bright and CD56dim) and expression 
of NKp46 receptor [30]. It should be noted that the 
population of pre-activated CD56bright NK cells secrete 
more IFNγ than CD56dim NK cells after repeated 
stimulation both by cytokines and cells of leukemia 
cell line K562 [30]. These factors indicate alteration 
of functional properties of NK cells as the result of 
preliminary activation by cytokines and preservation 
of these alterations during a few days. There are 
evidences of pre-activation of NK cells not only in 
vitro, but also in vivo: in humans an adaptive change 
of NK cells properties induced by cytomegalovirus 
(CMV) infection occurs, it implies change in cytokine 
secretion and activating receptor NKG2C expression 
[29]. The mechanisms determining a phenomenon 
of pre-activation for NK cells are poorly known. 
Currently it is shown that pre-activated NK cells do 
not differ from intact NK cells by their content of 
phosphorylated forms of proteins STAT4 and STAT3, 
as well as by their content of IFNγ mRNA, which 
indicates the presence of post-transcriptional and 
post-translational mechanisms of memory induction 
at NK cells [30].

Thus, NK cell differentiation process in humans 
is connected with activation of transcriptional factors 
E4BP4, TOX, Ikaros, EGF1, PU.1, EGR-2, ID-2, 
IRF-2, T-bet, Gata-3 [28], and consequential change 
of repertoire of cell surface receptors, particularly 
acquirement of receptors CD56, CD94/NKG2A, 
NKp46, NKG2D, NKp30, NKp44, receptors 
KIR, CD16 [14, 20, 28]. Currently, two main 
populations of human NK cells are distinguished: 
CD56dimCD16bright and CD56brightCD16dim [3]. They 
are also supposed to represent two consequent stages 
of NK cell differentiation and their possible transfer 
from CD56brightCD16dim to CD56dimCD16bright cells 
[37]. Generally, the role of NK cells is realized in 
elimination virus-infected and tumor cells from 
organism, however, at such physiological state as 
pregnancy NK cells actively participate in the process 
of blastocyst implantation and placenta development. 
Despite investigations conducted of NK cell 
participation in pregnancy development, peculiarities 
of NK cell differentiation in placenta are poorly 
described.

2. Phenotype and functions of uterine NK cells at 
pregnancy 

2.1. Presence of NK cells in uterus 
NK cells make up a special population of uterine 

cells that significantly changes their representation 
in uterus depending on menstrual cycle phase and 
pregnancy. According to some data, decidual NK cells 
and endometrium NK cells differ little by phenotypic 
characteristics [22]. For endometrium NK cells an 
expression of activation receptors NKp46 and NKG2D 
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and lack or low expression of CD16, NKp44, NKp30 
is typical while for decidual NK cells an expression of 
NKp46, NKG2D, NKp30, NKp44 is typical [23]. At 
pregnancy an IL-15 secretion by placenta is set [4], in 
presence of which activation of endometrial NK cells, 
their secretion of IFNγ and IP-10, higher expression 
of NKp46, NKp30, NKp44, NKG2D take place [23]. 
Thus, endometrial NK cells at pregnancy can change 
their phenotype and start a population of decidual 
cells. Then, during the first trimester, an increase of 
uterine NK cell numbers takes place, which make 
up from 50% to 90% of lymphoid cells, present in 
uterus [11]. Such alteration of NK cell number in the 
zone of uteroplacental bed may be due to migration 
of NK cells from peripheral blood [2, 27] through 
expressing receptors to chemokines produced by cells 
of decidua [1].

2.2. Peculiarities of uterine NK cell differentiation 
at pregnancy

According to literature data, the final stages of NK 
cell differentiation represent transfer from CD56bright 
to CD56dim phenotype [37]. Apparently, this process 
has a reversible nature, as decidua NK cells differ from 
CD56bright NK cells of peripheral blood by expression 
of inhibiting receptors, for which CD56bright CD16dim/- 
phenotype, CD94 expression, and high content of 
cytolytic granules are typical [6, 20]. Also as opposed 
to NK cells of peripheral blood decidual NK cells 
to a far greater extent can bind HLA-G, expressed 
at trophoblast cells [34]. Probably, as the result 
of influence of cytokines, secreted in the zone of 
uteroplacental bed, alteration of CD56dim phenotype 
of NK cells of peripheral blood and their acquisition 
of CD56bright phenotype of decidual NK cells [2]. 
Such alteration of NK cell phenotype in placenta at 
pregnancy is a continuation of NK cell differentiation 
in situ. 

2.2.1. Oxygen supply modifiers NK cells 
differentiation at pregnancy 

Significant influence on differentiation of NK 
cells of peripheral blood into decidua NK cells is 
exerted by modifying oxygen supply to tissue. At 
early gestational age after blastocyst invasion, but 
before rearrangement of spiral arteries, the cells, 
present in fetal-placental complex, are in hypoxic 
conditions [15]. During the first trimester, the oxygen 
partial pressure in fetal-placental complex makes up 
about 20 mm of mercury (2%) and increases to about 
60 mm of mercury (10%) through the 12th week of 
pregnancy. In decidua oxygen, partial pressure at the 
beginning of pregnancy constitutes 50 mm of mercury 
(8%) and in the end of the first trimester it increases 
up to 70 mm of mercury (12%), in proximity of spiral 
arteries it reaches 90-100 mm of mercury (20%) [36]. 
In the experiments with NK cells obtained in vitro 
from human hematopoietic stem cells, it was detected 
that in hypoxic conditions (1% O2) NK cells decrease 
expression of NKp30 and NKG2D activation markers 

[38]. At 10% О2 decidual NK cells restore expression 
of NKG2D receptor, and at 21% О2 decidual NK 
cells reduce CD56 expression compared to culturing 
conditions at 10% О2 [36]. At combined culturing 
of trophoblast cells line (SGHPL-4) and decidual 
NK cells with 10% O2, the higher invasive activity of 
trophoblast and higher trophoblast capacity to form 
capillary-like structures is determined [36], which 
reflects the situation in vivo, when in the end of first 
trimester trophoblast invasion into uterus spiral 
arteries and establishment of uteroplacental blood 
supply takes place [16]. Thus, decidual cells, being in 
dynamic hypoxic conditions in placenta, can change 
their phenotype, reducing expression of receptors 
mediating cytotoxicity, and provide for regulation of 
uteroplacental bed development. 

2.2.2. Cellular and cytokine microenvironment 
influences NK cells differentiation at pregnancy 

Differentiation of NK cells of peripheral blood 
into decidua NK cells is influenced by cellular 
and cytokine microenvironment. Thus, combined 
culturing of NK cells of peripheral blood with 
decidual stromal cells results in reduction of NKp44, 
NKp30, NKG2D, DNAM-1 expression by NK cells 
of peripheral blood [8] and approaching of NK cell 
phenotype to the phenotype typical for decidual NK 
cells. Furthermore, binding of chemokine CXCL12 
(SDF-1), secreted by placenta cells, leads to reduction 
of expression of NKp44, perforin by NK cells of 
peripheral blood, decrease of cytotoxicity, increase 
of expression of inhibiting receptor KIR2DL1 [27]. 
In the experiments in vitro, the TGF-β secreted by 
decidual cells causes reduction of CD16 expression 
by NK cells of peripheral blood, approximating their 
phenotype to decidual NK cells [5, 17]. Probably, 
decidual NK cells can maintain their differentiation 
due to autocrine impact of cytokine TGF-β, because, 
according to literature data, during pregnancy the 
number of decidual NK cells, characterized by 
capacity to secrete TGF-β, increases [31].

At the same time, probably, not all NK cells of 
peripheral blood can migrate into the uterus and 
change their phenotype. It was demonstrated that 
among decidual cells compared to NK cells of 
peripheral blood many more cells expressed receptor 
CD25 [33]. At that, more than half of cells present in 
decidua and expressing CD25 are NK cells, while in 
peripheral blood, T-lymphocytes make up the majority 
of CD25+ cells [33]. For NK cells of peripheral blood 
with CD3-CD56brightCD25+ phenotype the reduced 
expression of inhibiting receptors and increased 
expression of activation receptors is typical, as well 
as reduced content of perforin and granzyme B and 
increased expression of IFNγ and TGF-β [33]. It is 
supposed that these NK cells can migrate into the 
uterus and their main function is to secrete cytokines 
and maintain cytokine microenvironment in the zone 
of uteroplacental bed at pregnancy [33]. However, at 
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incubation of CD25+ NK cells with trophoblast, NK 
cells increased expression of NKp30, NKp44, NKp46 
receptors [33], which indicates induction of CD25+ 
NK cell activation by trophoblast. 

In uterus mucous membrane, the presence of NK  
cell progenitors at the intermediate stage of 
differentiation was determined, while no NK cell 
progenitors at early stages of differentiation were 
found [21]. Uterus NK cell progenitors at the 
intermediate stage have phenotype CD45+CD3-CD19-

CD117+CD94-CD7+/-CD69+CD122dimCD127+/-

NKp44+/-NKG2D- [21], which makes them similar to 
NK cell progenitors at the intermediate stage present in 
secondary lymphoid tissue [10, 13, 37]. Furthermore, 
NK cell progenitors at the intermediate stage in uterus 
[21], like in secondary lymphoid tissue [12], can 
secrete IL-22, which indicates the occurrence of NK 
cell differentiation process in uterus not only from 

NK cells of peripheral blood after migration, but also 
from NK cell progenitors placed in uterus.

Thus, uterine NK cells represent the terminal stage 
of NK cell differentiation, which resemble the stage 
of CD56bright NK cell differentiation. For uterine NK 
cells expression of CD56, NKp46, NKG2D, NKp30, 
NKp44, secretion of IFNγ and TGF-β is typical. 
Without pregnancy, endometrial NK cells are present 
in the uterus; following pregnancy endometrial NK 
cells change their phenotype and differentiate into 
decidual NK cells. Significant growth of decidua 
NK cell numbers at pregnancy takes place through 
migration of NK cells from peripheral blood and 
respective alteration of their phenotype although 
differentiation of uterine NK cells can also occur in 
situ. Figure 1 shows paths of differentiation of CD56dim 
and CD56bright NK cells.

Conclusion
Currently, there is a great deal of evidence on 

phenotypic peculiarities of NK cells, which can 
determine functional features of different populations 
of NK cells. Summarizing these phenotypical and 
functional characteristics of NK cells populations 
can help in further distinguishing stages of NK 
cells differentiation process. Determining NK cell 
differentiation markers and examining peculiarities 
of NK cell functional characteristics promoted 
discovering NK cell capacity for pre-activation and 
retention of this condition during a long period of 
time. Further investigation of so-called pre-activated 
NK cells, or memory-like NK cells, may contribute 
in understanding of fundamental immunologic 
processes. Appearance of data about possible non-
linear nature of NK cell differentiation, as well as 
about influence of microenvironment cells on NK 
cell differentiation process, indicates the necessity 
of further investigations in this direction. Examining 
expression patterns of NK cell receptors at pregnancy 
is of special interest, as in this case, discovering 
reversibility of NK cell differentiation at the final stages 
of this process is possible, as well as the dependence 
of uterus NK cell functional peculiarities from the 
repertoire of expressed receptors. Further study and 
analysis of peculiarities of the NK cell functional 
state will allow us to come close to understanding 
the NK cell role at pregnancy and disorder of NK 
cell regulation in the zone of uteroplacental bed at 
pathologic pregnancy.

Figure 1. Peculiarities of CD56dim and CD56bright NK cells 
differentiation

ВМ – bone marrow; SLT – secondary lymphoid tissue; PB – peripheral 
blood; SP – spleen; LN – lymph nodes; L – liver; EM – endpmetrium;  
D – decidua; CMV – cytomegalovirus
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РЕГУЛЯЦИЯ АКТИВНОСТИ ГЕНОВ TLR/RLR-РЕЦЕПТОРОВ И 
СИНТЕЗ ЦИТОКИНОВ В ПРОЦЕССЕ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ 
ТНР-1 МОНОЦИТОВ В МАКРОФАГ-ПОДОБНЫЕ КЛЕТКИ 
ПОД ДЕЙСТВИЕМ ФОРБОЛ-МИРИСТАТ-АЦЕТАТА (РМА)
Соколова Т.М., Полосков В.В., Шувалов А.Н., Ершов Ф.И.
Федеральный научно-исследовательский центр эпидемиологии и микробиологии им. Н.Ф. Гамалеи 
Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Исследованы уровни экспрессии TLR/RLR- генов и продукция цитокинов в процес-
се дифференцировки клеток моноцитарной лейкемии ТНР-1 в морфологически зрелые макрофаги 
добавлением РМА (форбол 12-миристат 13-ацетат) через 1 и 5 дней. Впервые в зрелых макрофагах 
показаны высокие уровни стимуляции генов сигнальных иммунных рецепторов и факторов транс-
крипции и ингибирующее действие TLR3, TLR7/TLR8, TLR9-агонистов. Активированные РМА-
ТНР-макрофаги секретировали в среду большие количества воспалительных цитокинов IL-1β 
и TNFα.
Ключевые слова: клетки ТНР-1, дифференцировка РМА, макрофаги, гены TLR/RLRs, цитокины, TLR-агонисты

REGULATION OF TLR/RLR GENE ACTIVITY AND SYNTHESIS 
OF CYTOKINES DURING PHORBOL MYRISTATE ACETATE 
(PMA)-INDUCED DIFFERENTIATION OF THP-1 MONOCYTES 
INTO MACROPHAGE-LIKE CELLS
Sokolova T.M., Poloskov V.V., Shuvalov A.N., Ershov F.I.
N.F. Gamaleya Research Institute of Epidemiology and Microbiology, Moscow, Russian Federation

Abstract. The levels of TLR/RLR gene expression and production of some cytokines were studied in 
monocytic THP-1 cell line during its differentiation to mature macrophage-like forms induced by phorbol 
12-myristate 13-acetate (PMA) treatment for 1 and 5 days in vitro. For the first time, we have shown high 
induction levels for the genes that encode signaling immune receptors and transcription factors in response to 
PMA, as well as inhibitory effects of TLR3, TLR7/TLR8, TLR9-agonists in mature macrophages. The PMA-
activated THP- 1 macrophage-like cells secreted large quantitities of inflammatory IL-1β and TNFα cytokines 
into culture medium.

Keywords: THP-1 cells, PMA, differentiation, macrophages, TLR/RLR genes, cytokines, TLR-agonists
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Введение 

Клеточная линия THP-1 получена от ребенка 
с острой моноцитарной лейкемией [14]. Сегод-
ня клетки ТНР-1 широко используются как мо-
дельная система in vitro для изучения регуляции 
дифференцировки моноцитов в макрофаги имму-
номодулирующими препаратами [7, 12]. Добавле-
ние к суспензионной клеточной культуре THP-1 
форболового эфира (форбол-12-миристат-13 аце-
тат – PMA) вызывает прикрепление клеток к сте-
клу (адгезию) и стабильное изменение их феноти-
па на макрофаг-подобный. В литературе описаны 
оптимальные условия культивирования клеток 
ТНР-1 с РМА с целью достижения максимально-
го сходства макрофагов с образующими из моно-
цитов в организме [8, 13]. Мы использовали раз-
работанные методики в настоящей работе.

У человека известно 10 видов Toll-подобных 
рецепторов (TLRs), участвующих в распознава-
нии разных молекулярных структур: микробные 
липопептиды (TLR1, TLR2, TLR6), липополиса-
хариды (TLR4), флагелин (TLR5) и нуклеиновые 
кислоты (TLR3, TLR7, TLR8, TLR9) [11]. Послед-
ние имеют эндосомальную локализацию. Допол-
нительно существуют два цитоплазматических 
сенсора RIG1 и MDA5 для вирусных и клеточных 
осРНК и дсРНК. Все перечисленные рецепторы 
широко представлены в иммунокомпетентных 
клетках. В реализации иммунных рецепторных 
TLR- и RLR-сигналов ключевую роль играют 
адапторы MyD88 и TRIF, IFN-регулируемый ми-
тохондриальный белок IPS, а также факторы 
транскрипции – универсальный NF-kB и IFN-
регулируемые IRF3- и IRF7-активаторы промо-
торов генов воспалительных цитокинов и IFN 
типа 1 [10].

 Процессы дифференцировки миелоидных 
предшественников и моноцитов в зрелые макро-
фаги и дендритные клетки являются ключевы-
ми в адаптивном иммунном ответе на патогены. 
Механизмы клеточной регуляции во многом 
связаны с участием в них факторов сигнальной 
трансдукции, прежде всего c активацией TLR/ 
RLR-рецепторов врожденного иммунитета [12]. 
Спектры активированных генов в макрофагах, 
дифференцированных РМА в культуре ТНР-1, 
имеют определенное сходство с макрофагами, 
полученными из моноцитов крови здоровых до-
норов добавлением ГМ-КСФ (гранулоцит-ма-
крофаг-колоний-стимулирующий фактор) [9]. 
Однако в этой работе не были исследованы гены 
TLR/RLR-рецепторов врожденного иммуните-
та и ряд ключевых факторов сигнальной транс-
дукции.

В нашей работе впервые изучено действие 
РМА на экспрессию группы генов сигналь-

ной трансдукции в процессе дифференцировки 
ТНР- 1 моноцитов в макрофаг-подобные клетки. 
Параллельно определена секреция воспалитель-
ных цитокинов и реакция на TLR-агонисты диф-
ференцированными макрофагами. 

Материалы и методы
Клетки THP-1 (острый моноцитарный лейкоз, 

АТСС TIB-202) получены из РОНЦ им. Н.Н. Бло-
хина. Клетки культивировали с концентрацией 
2 ×  105 клеток/мл в среде RPMI-1640 с глюта-
мином, 10% эмбриональной сывороткой телят 
и антибиотиками. В исследованиях in vitro THP-1 
клетки были дифференцированы в макрофаги до-
бавлением 50-100 нг/мл форбол12-миристат13-
ацетата (PMA, Sigma-Aldrich) в течение 1 и 5 
дней согласно известной процедуре РМА [8, 13].  
Микроскопическое исследование монослоя 
ТНР-РМА-макрофагов проводили в инверти-
рованном световом микроскопе DMIL (Leica 
Microsystems, Германия) при увеличении в 100 
и 400 раз. Микрофотосъемку клеток выполняли 
с помощью оборудования Nicon digital camera 
DXM1200F.

Использовали TLR-агонисты из набора 
Human TLR1-TLR9 Agonist Kit (InvivoGen, USA). 
Агонисты добавляли в свежую культуральную 
среду на 5 день дифференцировки THP-РМА 
макрофагов. Концентрации TLR-агонистов со-
ответствовали рекомендуемым фирмой произ-
водителем и составляли poly(IC)HMW и poly(IC)
LMW – 4 мкг/мл; ssRNA40 – 400 нг/мл. Препарат 
Ридостин «Диафарм» (Рибонуклеат натрия, смесь 
осРНК и дсРНК киллерных штаммов дрожжей 
Sacharomyces cerevisiae) добавлен в эффективной 
для ТНР-1 дозе 40 мкг/мл [1]. 

Анализ экспрессии генов проведен методом 
ОТ-ПЦР в реальном времени. Метод позволяет 
количественно оценить уровни синтеза мРНК 
в клетках. Суммарную РНК выделяли из ~1 млн 
клеток с помощью реагента PurZol (Bio-Rad, 
USA) согласно инструкции производителя. Вы-
деленную РНК, осаждали изопропанолом и об-
рабатывали ДНК-азой (набор RNA-free, Ambion). 
На матрице суммарной РНК получали кДНК 
в реакции обратной транскрипции (ОТ) с random 
(случайные) праймерами. Использовали фер-
мент MMuLV и 5х буфер ОТ, ингибитор RNAsin 
и 4 вида dNTP (Promega, USA). 

Полученную кДНК в разведении 1/3 и 1/6 
тестировали в количественной ПЦР с парами 
специфических олигонуклеотидных праймеров. 
Использовали 2-кратную смесь SsoFast EvaGreen 
Supermix (Bio-Rad, USA). Структура праймеров 

для мРНК TLR2, TLR3, TLR4, TLR7, TLR8, TLR9, 
RIG1, MDA5, IPS, NF-kB, IRF3, IRF7 опубли-
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кованы нами ранее [1-5]. Дополнительно в про-
грамме Primer 3 Blast рассчитаны пары праймеров 
к мРНК MyD88: прямой 5’-gtttcgatgccttcatctgct 
и обратный 5’-gtggccttctagccaacct; мРНК TRIF: 
прямой 5’-tttgtgatcctccacgccag и обратный 
5’-ctgagtggtctatggcgtcc.Синтез праймеров выпол-
нен фирмой «Синтол» (Россия).

ПЦР ставили на приборе CFX-96 (Bio-Rad, 
США) в режиме реального времени. Прото-
кол ПЦР: 96 °С 2 мин, далее 55 циклов 94 °С 10 
c, 50- 54 °С 20 c, 72 °С 30 c. Пороговые циклы 
(Cq) регистрировали в логарифмической фазе 
нарастания сигнала флуоресценции красителя 
EvaGreen. Относительная оценка кратности экс-
прессии генов (дельтаCq) сделана в программе 
CFX Manager «Gene expression analysis» в автома-
тическом режиме с оценкой средних стандартных 
ошибок в повторных образцах. Показатели кон-
тролей принимали равными 1. 

В конечной точке ПЦР по температурным 
пикам плавления устанавливали специфичность 
ДНК-амплификатов. Дополнительно ПЦР-про-
дукты анализировали электрофорезом в 1,5% 
агарозном геле с бромистым этидием на соответ-
ствие расчетным размерам. 

Иммуноферментный анализ секретируемых 
клетками цитокинов IL-1β, TNFα, IL-10, IFNα 
и IFNγ выполнен с помощью ИФА-наборов фир-
мы «Вектор-Бест» (Россия) согласно прилагае-
мой инструкции. Измерение оптической плот-
ности и расчет средних концентраций повторных 
образцов в пг/мл выполнен на микропланшет-
ном фотометре модель Anthos 2010 в программе 
ADAP+ (Биохим-Мак, Россия). 

Статистическая обработка
Данные ОТ-ПЦР в реальном времени полу-

чены с 3 повторными образцами кДНК и пред-
ставлены как средние значения дельтаCq со стан-
дартными отклонениями (SD). Величины SD 
не превышали 15% от значений средних. Зна-
чимость различий между образцами оценена 
по t-критерию Стьюдента при р < 0,05 в програм-
ме Medcalc. 

Результаты и обсуждение
Добавление к суспензионной культуре ТНР- 1 

моноцитов форболового эфира (РМА) в дозе 
от 50 до 100 мкг/мл вызывает прочное прикре-
пление клеток к поверхности стекла через 24 ч 
культивирования. После удаления РМА (смена 
питательной среды) клетки сохраняют адгезив-
ные свойства на протяжении последующих 5 
дней культивирования и меняют морфологию. 

Размеры клеток увеличиваются и подобно ма-
крофагам содержат внутриклеточные включения 
(рис. 1А, Б). 

По данным литературы [8], макрофаг-подоб-
ные ТНР-РМА приобретают иммунофенотип 
СD11b и резистентны к индукторам апоптоза. 
Механизм адгезивного действия РМА связан 
с активацией группы киназ, прежде всего проте-
инкиназы С, а также АМPК и Syk [6].

 Исходная суспензионная культура ТНР-1 
моноцитов имеет, по нашим данным [1], низ-
кие и нестабильные конститутивные уровни 

экспрессии генов рецепторов врожденного им-
мунитета. В полученной монослойной культуре 
ТНР-РМА-макрофагов происходит выраженная 
активация транскрипции генов TLR/RLR ре-
цепторов и факторов сигнальной трансдукции 
(рис. 2А, Б). 

Исследования проведены на 1 и 5 день в 2-х 
независимых экспериментах, используя при-
близительно равные количества клеток в кон-
троле и опыте. РМА стимулирует транскрипцию 
мРНК TLR2, TLR3, TLR4, TLR7, TLR8, TLR9, 
их адапторов TRIF и MyD88, цитоплазматиче-
ских хеликаз RIG1, MDA5 и фактора транскрип-
ции NF-kB. Ряд генов (TLR3, TLR7 и MDA5) 
активируются РМА быстро (через 24 ч). Группа 
генов TLR2, TLR3, TLR4, TLR8, TLR9 реагирует 
на форболовый эфир медленнее, их активность 
возрастает к 5 дню. Сравнительный анализ ПЦР-
продуктов в агарозном геле на 1 и 5 день диффе-
ренцировки показывает наличие специфических 
ДНК-амплификатов с расчетными размерами 
(рис. 2Б). 

Таким образом, процессы дифференцировки, 
вызываемые РМА в ТНР-1 моноцитах, сопрово-
ждаются ростом транскрипционной активности 

TLR/RLRs генов и их сигнальных факторов.

Рисунок 1. Морфология дифференцированных ТНР-
макрофагов под действием РМА
Примечание. Срок исследования 24 ч, микрофотографии при 
увеличении в 100 (А) и 400 (Б) раз.
Figure 1. Morphology of PMA-differentiated THP macrophages
Note. 24-h treatment. Magnification of 100x (A), and 400x (B).

А (А) Б (В)
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ТАБЛИЦА 1.  ПРОДУКЦИЯ ЦИТОКИНОВ ТНР-МОНОЦИТАМИ  ПОД ДЕЙСТВИЕМ РМА И ЛПС ЧЕРЕЗ 24 ч 
TABLE 1. EFFECT OF PMA AND LPS ON CYTOKINE PRODUCTION BY THP-MONOCYTIC CELLS AFTER 24-h INCUBATION

Цитокины*
Cytokines pg/ml*

Варианты обработки
Treatment options

THP THP+PMA ТНР+ЛПС
THP+LPS

IL-1β 2-4 400-500 30-40

IL-10 0,4 20-25 2-3

TNFα 2-3 80-100 40-50

IFNα 2-3 2-3 2-3

IFNγ 1-2 1-4 1-4

Примечание. * – диапазон повторных измерений в 2-х опытах.
Note. * – Range of repeated measurements for two separate experiments.

Рисунок 2. Стимуляция РМА экспрессии генов сигнальных рецепторов и адапторов в моноцитах ТНР-1 в процессе 
дифференцировки в макрофаги
Примечание. (А) По оси абсцисс – название генов, по оси ординат – кратность их стимуляции РМА (дельтаCq), относительно 
экспрессии генов в контроле клеток без РМА, принятых равными 1 . Уровни стимуляции через 1 день (черный) и 5 дней 
(белый). Достоверные различия между вариантами при р < 0,05 обозначены звездочками.  
(Б) Электрофорез в 1,5% агарозном геле ПЦР-продуктов генов. Указаны размеры полученных ДНК-амплификатов в парах 
нуклеотидов (п.н.), соответствующие расчетным.
Figure 2. PMA-stimulated expression of signaling gene receptors and adaptors during THP-1 differentiation from monocytes to 
macrophages
Note. (А) Abscissa, gene designation. Ordinate, degree of PMA-induced gene expression (deltaCq) as ratios to gene expression in non-PMA-
induced cells, taken as 1. Induction levels after 1 day (black) and 5 days of treatment (white). *, significant differences between experimental series 
(p < 0.05). (B) Electrophoretic patterns of gene-specific PCR products separated in 1.5% agarose gel. Calculated sizes of DNA amplicons (bp) are 
also shown.
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Рисунок 3. Действие TLR-агонистов на экспрессию TLR/RLRs генов в дифференцированных ТНР-РМА-макрофагах
Примечание. По оси абсцисс – пороговые циклы амплификации Сq TLR/RLRs генов, по оси ординат – уровни включение 
флуоресцентного красителя Eva Green в ДНК-амплификаты. 1 – ТНР-РМА-макрофаги, 2-5 – ТНР-РМА-макрофаги + TLR-агонисты. 
Электрофорез в 1,5% агарозном геле ПЦР-продуктов.
Figure 3. Effect of TLR-agonists upon TLR/RLRs gene expression in differentiated PMA-induced THP macrophages
Note. Abscissa, threshold Cq values for appropriate TLR/RLRs gene amplified. Ordinate, levels of fluorescent Eva Green binding to DNA 
amplification products. 1, PMA-THP macrophages; 2 to 5, THP-PMA macrophages with addition of TLR-agonists. The PCR products were 
analysed by electrophoresis in 1.5% agarose gel.

ТАБЛИЦА 2. ДЕЙСТВИЕ TLR-АГОНИСТОВ НА ЭКСПРЕССИЮ TLR/RLRs ГЕНОВ В ДИФФЕРЕНЦИРОВАННЫХ ТНР-РМА 
МАКРОФАГАХ 
TABLE 2. EFFECT OF TLR-AGONISTS UPON EXPRESSION OF TLR/RLR GENES IN  DIFFERENTIATED THP-PMA 
MACROPHAGES

Агонисты
Agonists

ТНР-РМА
Cq

ТНР-РМА 
+ polyIC HMW

Cq1-Cq2

ТНР-РМА 
+ polyIC LMW 

Cq1-Cq3

ТНР-РМА 
+ ssRNA
Cq1-Cq4

ТНР-РМА 
+ РидостинCq1-Cq5
THP-PMA + Ridostin

Cq1-Cq5

Гены
Genes 1 2 3 4 5

TLR3 33 ↓-11 ↓-11 ↓-11 ↓-8

TLR4 26 ↓-5 ↓-3 ↓-3 -1

TLR7 30 ↓-2 ↓-11 ↓-2 ↓-6

TLR8 29 ↓-3 ↓-6 ↓-8 ↓-13

TLR9 30 ↓-11 ↓-8 ↓-5 ↓-7

RIG1 43 ↓* ↓* ↓* ↓*

MDA5 39 ↓* ↓* ↓* ↑+6
Примечание. * – неопределяемые уровни экспрессии.
Note. * – non-detectable expression levels.

number of curves

TLR3 TLR4 TLR7 TLR8 TLR9

номера кривых
1 1 1 1 12 2 2 2 25 5 5 5 5
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Под действием РМА в ТНР-1 моноцитах воз-
растает и продукция воспалительных цитоки-
нов (табл. 1). 

Активированные макрофаги секретируют 
большие количества IL-1β и TNFα и небольшие 
количества IL-10. Не обнаружено секреции ими 
IFNα и IFNγ. Тип цитокинов говорит об участии 
адаптора MyD88 и фактора NF-kB . Цитокино-
вая реакция на липополисахарид (ЛПС), класси-
ческий активатор ТНР-1 моноцитов, слабее, чем 
на форболовый эфир. 

Особый интерес представляет ответ РМА-
дифференцированных макрофагов на известные 

TLR-агонисты. Нами исследованы 3 вида TLR-
агонистов из набора фирмы InvivoGen: TLR3 – 
polyIC HMW и LMW (дсРНК высокого и низко-
го Мв), TLR8 – ssRNA40 (односпиральная РНК) 
и отечественный препарат Ридостин (смесь дву-
спиральных и односпиральных РНК дрожжей). 

Ридостин является активатором генов TLR3, 
TLR8, MDA5 сигнальных путей врожденного им-
мунитета, обеспечивающих синтез IFN и воспали-
тельных цитокинов в клетках крови человека [2]. 

На рисунке 3 приведены данные ОТ-ПЦР 
в реальном времени (кривые накопления специ-
фических ДНК-амплификатов TLR/RLR-генов 

Рисунок 4. Действие TLR-агонистов на экспрессию генов сигнальных адапторов и факторов транскрипции 
в дифференцированных ТНР-РМА-макрофагах
Примечание. По оси абсцисс – название генов, по оси ординат – кратность изменений их активности. Контроль – ТНР-
РМА-макрофаги принят равным 1 (черный), ТНР-РМА – макрофаги + poly IC HMW (белый), ТНР-РМА + Ридостин (серый). 
Достоверные различия между вариантами при р < 0,05 обозначены звездочками. 
Figure 4. Effect of TLR-agonists on expression of signaling adaptor genes and transcription factors in differentiated PMA-THP 
macrophages
Note. Abscissa, gene designation. Ordinate, ratios of gene activity against controls. Control series, gene expression in PMA-THP macrophages, 
taken as 1 (black); PMA-THP macrophages + polyIC HMW (white); PMA-THP + Ridostin (grey). *, significant differences between experimental 
series (p < 0.05). 

ТАБЛИЦА 3. ДЕЙСТВИЕ TLR-АГОНИСТОВ НА ПРОДУКЦИЮ ЦИТОКИНОВ  В ТНР-РМА-МАКРОФАГАХ
TABLE 3. EFFECTS OF TLR AGONISTS UPON PRODUCTION OF CYTOKINES IN THP-PMA MACROPHAGES

Варианты
Treatment options

 Цитокины*
Cytokines, pg/ml*

IL-1β TNFα IL-10 IFNα IFNγ
THP-PMA, 5d 100-200 70-150 40-50 5-10 3-4
+ Ридостин
+ Ridostin 3000-3500 500-600 70-80 10-15 4-5

+ poly-IC 4000-4300 300-400 40-50 2-5 4-5
+ ssRNA 500-600 200-250 20-30 10-15 4-5

Примечание. Диапазон цитокинов в 2-х независимых опытах.
Note. Ranges of cytokine levels in two independent experiments.
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и последующий анализ их в агарозном геле). 
Видно, что в пробах ТНР-РМА макрофагов без 
TLR-агонистов (кривые 1) величины пороговых 
циклов (Сq) меньше величин Cq в пробах с до-
бавлением TLR-агонистов (кривые 2-5). Это оз-
начает подавление агонистами экспрессии генов 
в дифференцированных ТНР-РМА макрофагах. 
Разница Cq (THP-PMA) – Cq(ТНР-РМА + аго-
нисты) отрицательная (табл. 2). 

Исключением является стимуляция Ридости-
ном транскрипции гена MDA5. Между исследо-
ванными агонистами имеются определенные от-
личия по выраженности действия. Вместе с тем 
разные РНК/ДНК-структуры имеют и перекрест-
ные мишени. Сильный ингибирующий эффект 
агонистов отмечен на эндосомальный ген TLR3 
и цитоплазматические сенсоры RIG1/MDA5. 

PolyIC LMW и Ридостин снижает транскрипцию 

группы генов TLR3, TLR7, TLR8, TLR9. PolyIC 
НMW преимущественно подавляет экспрессию 
генов TLR3, TLR9. SsRNA40 (односпиральная 
РНК) ингибирует активность генов TLR3, TLR8, 
TLR9. В большей степени TLR-агонисты пода-
вляют активность генов TLR3/TLR9 и, в мень-
шей степени, транскрипцию гена TLR4.

В зрелых ТНР-РМА-макрофагах polyIC HMW 
и Ридостин оказывают на гены факторов сигналь-
ных путей слабо выраженное действие (рис. 4). 

TLR-агонисты не влияют на активность гена 
фактора транскрипции NF-kB и слабо стиму-
лируют транскрипцию генов MyD88 и IRF7. 
Однако агонисты заметно подавляют транс-
крипцию генов IFN-зависимых путей – IRF3, 
IPS и TRIF. 

Ответ дифференцированных ТНР-РМА-
макрофагов на TLR3, TLR7/TLR8 и TLR9-
агонисты похож на описанный в зрелых дендрит-
ных клетках на TLR2/TLR4-агонист ЛПС [15]. 
Это дает нам основание считать, что в зрелых 
ТНР-РМА-макрофагах активация TLR/RLR-
сигнальных процессов достигает максимума 
и включается механизм обратной связи.

При этом в зрелых ТНР-РМА-макрофагах 

не нарушается способность к продукции цитоки-
нов (табл. 3). 

Добавление к ним polyIC HMW, ssRNA40 
и Ридостина усиливает секрецию ими IL-1β 
и TNFα (табл.1).

Таким образом, впервые показано, что диф-
ференцировка ТНР-1 моноцитов в макрофаги 

под действием РМА сопровождается активацией 
сигнальных механизмов врожденного иммуни-
тета с участием генов TLR/RLR-рецепторов, их 
адапторов и транскрипционного фактора NF-kB. 
Состояние зрелости активированных макрофа-
гов проявляется негативной реакцией на TLR-
агонисты. Вместе с тем дифференцированные 
макрофаги продолжают секретировать воспали-
тельные цитокины IL-1β TNFα. 

Важным является вопрос об отличиях свойств 
ТНР-РМА-макрофагов, полученных из клеток 
моноцитарной лейкемии, и макрофагов, образу-
ющихся из моноцитов крови здоровых доноров. 
Дальнейшие исследования позволят сравнить эти 
два типа макрофагов по генным реакциям и се-
кретируемым цитокинам.
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СОСТОЯНИЕ ВНЕКЛЕТОЧНОГО МАТРИКСА ПРИ HCV-
АССОЦИИРОВАННОМ ФИБРОЗЕ ПЕЧЕНИ
Горелова И.С., Скляр Л.Ф., Маркелова Е.В., Симакова А.И., Зенин И.В.
ФГБОУ ВО «Тихоокеанский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Владивосток, Россия

Резюме. Известно, что дисбаланс системы «протеолиз–антипротеолиз» является одним из клю-
чевых звеньев иммунофиброгенеза печени при хроническом гепатите С (ХГС). С целью изучения 
данной проблемы был исследован сывороточный и локальный профиль регуляторов ремоделирова-
ния ткани печени при HCV-ассоциированном фиброзе печени по уровню матриксной металлопро-
теиназы-9 (MMP-9), тканевого ингибитора матриксной металлопротеиназы-1 (TIМP-1), комплексов  
MMP-9/TIMP-1 и MMP-9/ TIMP-2. Проведено комплексное клинико-лабораторное и инструмен-
тальное обследование 81 пациента с ХГС, которые не получали противовирусную терапию (ПВТ), 
и 22 практически здоровых добровольцев. Изучены показатели белков внеклеточного матрикса 
(ВКМ) в 103 образцах сыворотки крови и 32 супернатантах гепатобиоптатов методом твердофазно-
го иммуноферментного анализа (ИФА). Отмечено статистически значимое повышение содержания 
ММP-9 (р < 0,05) и ее комплексов с ТIМP-1 (р < 0,05) и ТIМP-2 (р < 0,01) в сочетании с низким по-
казателем ингибитора первого типа (р < 0,05) в сыворотке крови HCV-инфицированных пациентов 
относительно контрольной группы. Анализ содержания белков, отражающих состояние межклеточ-
ного матрикса, в супернатантах гепатобиоптатов у пациентов ХГС выявил восьмикратное увеличение 
уровня комплекса ММP-9/ТIМP-1 в сравнении с группой контроля (р < 0,05), при этом значения 
других представителей семейства протеолиз/антипротеолиз оказались низкими (р < 0,05). Обнару-
жен дисбаланс содержания протеиназ в сыворотке крови и супернатантах гепатобиоптатов, который 
имел различную направленность изменений, а именно – сывороточные значения ММP-9, ТIМP-1  
и ММP-9/ ТIМP-2 по мере трансформации фиброза печени в цирроз (от F0 ст. к F4 ст.) снижались 
(р < 0,05), но при этом концентрация указанных протеолитических ферментов в органе-мишени по-
вышалась (р < 0,05). Обобщая вышесказанное, можно заключить, что полученные нами данные в ре-
зультате исследования свидетельствуют о том, что нарушение равновесия системы «протеолиз/анти-
протеолиз» приводит к дисрегуляции ремоделирования ткани печени при ХГС.

Ключевые слова: матриксная металлопротеиназа, тканевой ингибитор матриксной металлопротеиназы, хронический 
гепатит С, фиброз печени

EXTRACELLULAR MATRIX CONDITION IN CASE OF HCV-
ASSOCIATED LIVER FIBROSIS
Gorelova I.S., Sklyar L.F., Markelova E.V., Simakova A.I., Zenin I.V.
Pacific State Medical University, Vladivostok, Russian Federation

Abstract. Imbalance of the proteolysis/antiproteolysis system is known to be among key components of 
immunofibrogenesis of liver in cases of chronic hepatitis C. To evaluate these aspects, we studied several factors 
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of liver tissue remodeling in blood serum and local samples from HCV patients associated with liver fibrosis. We 
determined the levels of matrix metalloproteinase-9 (MMP-9), tissue inhibitor of matrix metalloproteinase-1 
(TIMP-1), MMP-9/TIMP-1 and MMP-9/TIMP-2 complexes. Clinical, laboratory and instrumental 
examinations have been made for 81 patients with chronic hepatitis C who did not receive antiviral therapy, and 
22 healthy volunteers. Extracellular matrix protein (ECM) profile was studied in 103 serum blood samples and 
32 liver supernates using ELISA technique. Statistically significant increase of MMP-9 contents (p < 0.05) and 
its complexes with TIMP-1 (p < 0.05) and TIMP-2 (p < 0.01), as well as low levels of type 1 inhibitor (p < 0.05) 
were revealed in blood serum of HCV-infected patients, as compared with control group. Protein assays in liver 
supernates of hepatitis C patients reflecting extracellular matrix state revealed an eight-fold increase in MMP- 9/
TIMP-1 complex, as compared with control group (p < 0.05). The values of other proteolytic/antiproteolytic 
factors proved to be low (p < 0.05). An imbalance in protease contents in blood serum and liver biopsies was 
revealed, showing differently directed changes. I.e., serum values of MMP-9, TIMP-1 and MMP- 9/TIMP-2 
during transition of liver fibrosis to cirrhosis (F0 to F4) became decreased (p < 0.05), associated with increased 
liver concentrations of these proteolytic enzymes (p < 0.05). In summary, we conclude that the data obtained 
in our study suggest an imbalance of proteolysis/antiproteolysis system leads to a dysregulated liver tissue 
remodeling in patients with chronic hepatitis C.

Keywords: matrix metalloproteinase, tissue inhibitor of matrix metalloproteinase, chronic hepatitis C, liver fibrosis

Введение
Современные данные отечественной и за-

рубежной литературы свидетельствуют, что фи-
брогенез в печени – это универсальный пато-
физиологический процесс, характеризующийся 
нарушением равновесия между продукцией и де-
градацией компонентов экстрацеллюлярного 
матрикса [1, 18, 22]. Данный дисбаланс способ-
ствует чрезмерному синтезу внеклеточных про-
теинов, их накоплению и отложению в печени, а, 
следовательно, перестройке архитектоники орга-
на-мишени с формированием в конечном итоге 
цирроза печени [12, 14, 15].

Огромную роль в иммунопатогенезе фиброза 
печени играет дисбаланс в системе матриксных 
металлопротеиназ (MMP) и тканевых ингибито-
ров матриксных металлопротеиназ (TIMP) [1, 9, 
18, 19]. Нарушение равновесия характеризуется 
снижением и/или увеличением активности ММP 
и/или TIMP, что отражает структурные измене-
ния печеной ткани [11, 15, 17].

Вышеуказанное и определило наш интерес 
к изучению семейства протеиназ/антипротеи-
наз, некоторых его представителей, на систем-
ном уровне, в сыворотке крови, и на локальном, 
в супернатантах гепатобиоптатов, при HCV-
инфекции во взаимосвязи с морфологическими 
параметрами. 

Целью данной работы явилось изучение сы-
вороточного и локального профиля регулято-
ров ремоделирования ткани печени при HCV-
ассоциированном фиброзе печени по уровню 
MMP-9, TIМP-1, комплексов MMP-9/TIMP-1 
и MMP-9/TIMP-2.

Материалы и методы
Под наблюдением находился 81 пациент в воз-

расте от 23 до 60 лет (средний возраст 44,4±9,9 лет)  
с диагнозом хронический гепатит С (ХГС). Пре-
обладали женщины – 56 чел. (69,1%), мужчин 
было 25 чел. (30,9%). Противовирусную терапию 
пациенты не получали.

Диагноз ХГС устанавливали на основании со-
вокупности клинико-анамнестических, эпиде-
миологических, лабораторных и инструменталь-
ных данных, включая пункционную биопсию 
печени (ПБП). Все пациенты с HCV-инфекцией 
по результатам эластографии печени и/или ги-
стологического исследования гепатобиоптатов 
были распределены в зависимости от стадии 
фиброза печени на три группы: I-я – пациенты, 
у которых признаки фиброза отсутствуют (F0 
ст.) – 24 чел. (29,6%), II-я – пациенты со слабо-
выраженным и умеренным фиброзом (F1-2 ст.) – 
26 чел. (32,1%), III-я – пациенты с выраженным 
фиброзом и циррозом печени (F3-4 ст.) – 31 чел. 
(38,3%). 

Контрольную группу составили 22 кли-
нически здоровых добровольца, сопостави-
мых по полу и возрасту с контингентом HCV-
инфицированных пациентов. 

Для достижения поставленной цели нами 
проведено комплексное клинико-лабораторное, 
инструментальное и иммунологическое иссле-
дование. В качестве биологических материалов 
для исследования использовались венозная кровь 
и биоптаты печени обследованных лиц. Всем об-
следованным лицам проводились ультразвуковое 
исследование органов брюшной полости и эла-
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стометрия печени. Чрескожная ПБП иглой Мен-
гини была выполнена по индивидуальному про-
токолу для каждого пациента после получения 
информированного согласия и при отсутствии 
всех существующих противопоказаний к прове-
дению данной манипуляции. Анализ морфоло-
гических данных на биопсийном материале был 
проведен у 32 человек (31,1%). 

Для иммунологических исследований со-
держания регуляторов фиброгенеза по уровню 
MMP-9, TIМP-1, комплекса MMP-9/TIMP-1 
и MMP-9/TIMP-2 использовались сыворотка 
венозной крови и супернатанты гепатобиопта-
тов обследованных лиц. Определение уровня 
указанных параметров в биологических суб-
стратах проводили с помощью специфических 
реактивов фирмы R&D Diagnostics Inc (США) 
методом сендвич-варианта твердофазного им-
муноферментного анализа (ИФА) в соответствии 
с инструкцией по применению. Содержание их 
выражали в нанограммах и пикограммах на мил-
лилитр (нг/мл и пг/мл соответственно).

Математическая обработка полученных ре-
зультатов проведена с помощью пакета при-
кладных программ BIOSTATISTICA (S.A.Glantz, 
McGraw Hill), STATISTICA 6.0 (StatSoft, USA). 

Результаты 
Исследование отдельных представителей 

семейства внеклеточных протеиназ и их тка-
невых ингибиторов в сыворотке крови HCV-
инфицированных пациентов обнаружило из-
менения изучаемых показателей относительно 
контрольной группы здоровых лиц (табл. 1). 
А именно, отмечено статистически значимое по-
вышение концентрации ММP-9 (p < 0,05), а так-
же ее комплексов с ТIМP-1 (p < 0,05) и ТIМP-2 
(p < 0,01) в сочетании с низким уровнем ингиби-
тора первого типа (p < 0,05). 

Анализ содержания изучаемых белков вне-
клеточного матрикса (ВКМ) в органе-мишени 
при ХГС выявил статистически значимые от-
личия по сравнению с аналогичными показа-
телями контрольной группы (р < 0,05). Данные 
из таблицы 2 свидетельствуют о снижении кон-
центрации ММP-9 (р < 0,05), ТIМP-1 (р < 0,05) 
и ММP- 9/ТIМP-2 (р < 0,05). Что касается ком-
плекса ММP- 9/ТIМP-1, то наблюдается высо-
кий уровень его в супернатантах гепатобиопта-
тов, который превышал аналогичный показатель 
у здоровых лиц более чем в 8 раз и составил 
34,4±1,2 нг/ мл (р < 0,05). 

ТАБЛИЦА 1. СЫВОРОТОЧНЫЕ ПОКАЗАТЕЛИ СИСТЕМЫ ММP/ТIМP ПРИ ХГС, M±s
TABLE 1. SERUM INDICATORS OF THE SYSTEM OF MMP/TIMP IN CASE OF CHC, M±s

Показатели
Indicators

Здоровые доноры (n = 22)
Control group

Пациенты ХГС (n = 81)
Patients with CHC

ММP-9, ng/ml 189,3±9,2 241,3±6,7*

ТIМP-1, ng/ml 222,0±7,3 187,6±5,7*

ММP-9/ТIМP-1, ng/ml 5,0±0,6 13,7±1,1*

ММP-9/ТIМP-2, pg/ml 2,9±0,7 46,9±2,8**

Примечание. Статистическая значимость различий (p) с контрольной группой: * – p < 0,05; ** – p < 0,01.
Note. Statistical significance of the differences (p) with the control group: * – p < 0.05; ** – p < 0.01.

ТАБЛИЦА 2. ПОКАЗАТЕЛИ СИСТЕМЫ ММP/ТIМP В СУПЕРНАТАНТАХ ГЕПАТОБИОПТАТОВ ПРИ ХГС, M±s
TABLE 2. INDICATORS OF THE SYSTEM OF MMP/TIMP IN LIVER SUPERNATANTS IN CASE OF CHC, M±s

Показатели
Indicators

Здоровые доноры (n = 7)
Control group

Пациенты ХГС (n = 25)
Patients with CHC

ММP-9, ng/ml 516,0±21,6 158,5±13,6*

ТIМP-1, pg/ml 60,0±18,0 10,0±2,0*

ММP-9/ТIМP-1, ng/ml 4,1±1,1 34,4±1,2*

ММP-9/ТIМP-2, pg/ml 57,8±1,2 51,0±1,2*

Примечание. Статистическая значимость различий (p) с контрольной группой: * – p < 0,05.
Note. Statistical significance of the differences (p) with the control group: * – p < 0.05.
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Результаты исследований сывороточного 
уровня белков, отражающих состояние межкле-
точного матрикса, у пациентов ХГС в зависи-
мости от выраженности фиброзных изменений 
в печени приведены в таблице 3.

При анализе содержания ММP-9 в сыво-
ротке крови с учетом стадии фиброза печени 
HCV-этиологии были выявлены статистически 
значимые различия (р < 0,05). При отсутствии 
морфологических изменений в органе-мише-
ни среднее значение изучаемого протеолитиче-
ского фермента составило 249,9±6,1 нг/мл, что 
статистически значимо отличалось от нормы 
(р < 0,05). По мере прогрессирования патоло-
гического процесса концентрация его повыша-
лась, однако с формированием тяжелой стадии 
фиброза и цирроза печени уровень ММP-9 рез-
ко снижался, но все же превышал аналогичные 
показатели контрольной группы (р < 0,05). Оце-
нивая корреляционные связи, нами определена 
обратная взаимосвязь средней силы между сы-
вороточным содержанием исследуемого маркера 
и нарушением архитектоники органа-мишени 
(rS = -0,45; р < 0,05). 

Как видно из таблицы 3, концентрация 
тканевого ингибитора первого типа в сыво-
ротке крови в зависимости от выраженности  
HCV-ассоциированных фиброзных изменений 
в печени была снижена по сравнению с контро-
лем (р < 0,05) и наименьшая регистрировалась 
при циррозе – 162,7±6,9 нг/мл. Нами обнаруже-

на обратная средняя корреляция между уровнем 
ТIМP-1 и накоплением соединительной ткани 
в печени (rS = -0,36; р < 0,05). 

Сывороточные показатели ММP-9/ТIМP-1 
и ММP-9/ТIМP-2 у пациентов ХГС имели разно-
направленный характер с прогрессированием 
фиброза печени. А именно, отмечено увеличение 
концентрации ММP-9/ТIМP-1 с F0 ст. до F3-4 
ст. (р < 0,05) и уменьшение содержания ММP-9/
ТIМP-2 (р < 0,05). При этом зафиксирована ста-
тистически значимая корреляция между уровнем 
исследуемых комплексов и морфологическими 
изменениями в печени: для ММP-9/ТIМP-1 вы-
явлена прямая сильная связь (rS = 0,95; р < 0,05) 
и ММP-9/ТIМP-2 – обратная связь средней 
силы (rS = -0,41; р < 0,05).

Нами исследован локальный профиль систе-
мы «протеолиза–антипротеолиза» при ХГС в за-
висимости от выраженности фиброзных измене-
ний в органе-мишени (табл. 4).

Локальные показатели ММP-9 и ММP-9/
ТIМP-2 имели схожий характер изменений с уче-
том стадии фиброза печени: содержание ука-
занных белков ВКМ во всех группах пациентов 
было ниже относительно здоровых (р < 0,05). 
По мере прогрессирования морфологических из-
менений в печени выявлена тенденция к сниже-
нию концентрации ММP-9 и ММP-9/ТIМP- 2, 
которая оказалась наименьшей при F1-2 ст.: 
105,7±12,8 нг/мл (р>0,05) и 45,7±1,6 пг/мл 
(р < 0,05) соответственно. Однако, формирова-

ТАБЛИЦА 3. ПОКАЗАТЕЛИ СИСТЕМЫ ММP/ТIМP В СЫВОРОТКЕ КРОВИ  В ЗАВИСИМОСТИ ОТ СТАДИИ ФИБРОЗА 
ПЕЧЕНИ ПРИ ХГС, M±s
TABLE 3. INDICATORS OF THE SYSTEM OF MMP/TIMP IN BLOOD SERUM DEPENDING ON THE STAGE OF LIVER FIBROSIS 
IN CASE OF CHC, M±s

Показатели
Indicators

Здоровые 
доноры 
(n = 22)

Control group

Пациенты 
ХГС (n = 81)
Patients with 

CHC

Группы пациентов (n = 81)
Groups of patients

F0 ст., n = 24
F0 st.

F1-2 ст., n = 26
F1-2 st.

F3-4 ст., n = 31
F3-4 st.

1 2 3

ММP-9, ng/ml 189,3±9,2 241,3±6,7* 249,9±6,1*
р1-2 < 0,05

269,0±7,4**
р2-3 < 0,05

205,3±6,6*
р1-3 < 0,05

ТIМP-1, ng/ml 222,0±7,3 187,6±5,7* 194,8±4,9*
р1-2 < 0,05

205,4±5,2*
р2-3 < 0,05

162,7±6,9*
р1-3 < 0,05

ММP-9/
ТIМP-1, ng/ml 5,0±0,6 13,7±1,1* 7,1±0,8*

р1-2 < 0,05
13,1±1,1*
р2-3 < 0,05

21,0±1,3*
р1-3 < 0,05

ММP-9/
ТIМP-2, pg/ml 2,9±0,7 46,9±2,8* 65,0±3,5**

р1-2 < 0,05
41,8±2,2* р2-

р3 < 0,05
33,9±2,7*
р1-3 < 0,05

Примечание. Статистическая значимость различий (p): с контрольной группой: * – p < 0,05; ** – p < 0,01; 
между группами р1-2, р1-3, р2-3.

Note. Statistical significance of the differences (p): with the control group: * – p < 0.05, ** – p < 0.01; between groups р1-2, р1-3, р2-3.
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ние цирроза печени при HCV-инфекции ассоци-
ировалось с ростом изучаемых медиаторов, сред-
ние значения которых были наиболее высокими 
среди исследуемых групп пациентов (р < 0,05). 
При корреляционном анализе обнаружена пря-
мая средней силы связь между уровнем ММP-9 
и нарушением архитектоники печеночной тка-
ни (rS = 0,58; р < 0,05), а в отношении ММP-9/
ТIМP-2 – слабая связь (rS = 0,24; р < 0,05). 

Установлены разнонаправленные изменения 
содержания ТIМP-1 и ММP-9/ТIМP-1 в супер-
натантах гепатобиоптатов в зависимости от вы-
раженности фиброзных изменений в печени: 
средние значения ТIМP-1 снижались от F0 ст. 
до F3-4 ст. (р < 0,05) и, напротив, показатели 
ММP-9/ТIМP-1 повышались (р < 0,05). Зафик-
сированы статистически значимые взаимосвязи 
концентрации указанных протеиназ и их ком-
плексов со структурными нарушениями в пече-
ни: для ТIМP-1 определена обратная корреляция 
средней силы (rS = -0,56), а для ММP-9/ТIМP- 1 – 
прямая сильная связь (rS = 0,96; р < 0,05). 

Обсуждение
В настоящее время одним из ведущих меха-

низмов развития фиброза печени считают на-
рушение равновесия в системе ММP/ТIМP, 
следствием которого является дисбаланс между 

синтезом и разрушением компонентов межкле-
точного матрикса [9, 16, 18, 22].

Исследование отдельных представите-
лей семейства внеклеточных протеиназ и их 
тканевых ингибиторов в сыворотке крови  
HCV-инфицированных пациентов обнаружило 
изменения изучаемых показателей относитель-
но контрольной группы здоровых лиц. Отмечено 
статистически значимое повышение содержа-
ния ММP-9 (р < 0,05) и ее комплексов с ТIМP-1 
(р < 0,05) и ТIМP-2 (р < 0,01) в сочетании с низ-
ким уровнем ингибитора первого типа (р < 0,05). 
В современной литературе, как отечественной, 
так и зарубежной, приводятся противоречивые 
данные в отношении дисбаланса в системе ма-
триксин. Так, работы одних авторов согласу-
ются с полученными нами результатами [3, 12],  
в то же время встречаются исследования, в ко-
торых установлен противоположный характер 
нарушений указанных показателей [10, 22]. От-
сутствие единой точки зрения в понимании 
процессов ремоделирования ткани печени при 
HCV-инфекции требует комплексного изучения 
системы «протеолиз/антипротеолиз» не только 
в сыворотке крови, но и в органе-мишени.

При анализе содержания белков, отражающих 
состояние межклеточного матрикса, в супер-
натантах гепатобиоптатов у пациентов ХГС вы-
явлено восьмикратное увеличение уровня ком-

ТАБЛИЦА 4. ЛОКАЛЬНЫЙ ПРОФИЛЬ СИСТЕМЫ ММP/ТIМP В ЗАВИСИМОСТИ ОТ СТАДИИ ФИБРОЗА ПЕЧЕНИ  
ПРИ ХГС, M±s
TABLE 4. LOCAL PROFILE OF THE SYSTEM OF MMP/TIMP DEPENDING ON THE STAGE OF LIVER FIBROSIS IN CASE  
OF CHC, M±s

Показатели
Indicators

Здоровые
доноры
(n = 7)
Control  
group

Пациенты 
ХГС 

(n = 25)
Patients with 

CHC

Группы пациентов (n = 25)
Groups of patients

F0 ст., n = 11
F0 st.

F1-2 ст., n = 8
F1-2 st.

F3-4 ст., n = 6
F3-4 st.

1 2 3

ММP-9, ng/ml 516,0±21,6 158,5±13,6* 115,4±13,6*
р1-2 > 0,05

105,7±12,8*
р2-3 < 0,05

254,3±14,3*
р1-3 < 0,05

ТIМP-1, pg/ml 60,0±18,0 10,0±2,0* 16,0±2,0*
р1-2 < 0,05

8,0±2,0**
р2-3 > 0,05

6,0±1,0**
р1-3 < 0,05

ММP-9/ ТIМP-1, 
ng/ml 4,1±1,1 34,4±1,2* 9,8±0,9*

р1-2 < 0,05
37,0±1,5*
р2-3 < 0,05

56,5±1,3**
р1-3 < 0,05

ММP-9/ ТIМP-2, 
pg/ml 57,8±1,2 51,0±1,2* 52,0±1,1*

р1-2 < 0,05
45,7±1,6*
р2-3 < 0,05

55,3±1,0*
р1-3 < 0,05

Примечание. Статистическая значимость различий (p): с контрольной группой: * – p < 0,05; ** – p < 0,01; 
между группами р1-2, р1-3, р2-3.

Note. Statistical significance of the differences (p): with the control group: * – p < 0.05, ** – p < 0.01; between groups р1-2, р1-3, р2-3.
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Рисунок 1. Схематическое изображение изменений показателей системы ММP/ТIМP в сыворотке крови 
и супернатантах гепатобиоптатов при ХГС относительно границы контроля ( | )
Примечание. * – статистическая значимость различий (p) с контрольной группой – p < 0,05-0,01.
Figure 1. Schematic representation of directed changes in MMP/TIMP levels in blood serum and liver supernates in chronic hepatitis 
C, in comparison with control values ( | )
Note. * – the differences against control group are statistically significant by p < 0.05-0.01.

Рисунок 2. Показатели системы ММP/ТIМP в сыворотке крови в зависимости от стадии фиброза печени при ХГС 
Примечание. * – статистическая значимость различий (p) с контрольной группой – p < 0,05-0,001.
Figure 2. Indices of MMP/TIMP system in blood serum depending on stage of liver fibrosis in chronic hepatitis C.
Note. * – the differences against control group are statistically significant by p < 0.05-0.01.

плекса ММP-9/ТIМP-1 в сравнении с группой 
контроля (р < 0,05), при этом значения других 
представителей семейства протеиназ оказались 
низкими (р < 0,05). Известно, что активность 
металлопротеиназ контролируется их эндоген-
ными ингибиторами, синтез и экскреция кото-
рых тесно сопряжены с продукцией ММP [2, 14, 
19, 22]. Так, они избирательно стехиометрически 
связываются с протеиназами и образуют необ-
ратимые комплексы, в которых ММP и ТIМP 

находятся в соотношении 1:1 [5, 8, 9, 18]. С уче-
том вышесказанного нами пересмотрен профиль 
изучаемой системы «протеолиз/антипротеолиз» 
в сыворотке крови, а также в супернатантах гепа-
тобиоптатов, и обнаружены изменения показате-
лей только на локальном уровне (рис. 1). А имен-
но, зарегистрировано увеличение концентрации 
ТIМP-1, что может объяснить наличие низких 
значений ММP-9 в органе-мишени при HCV-
инфекции. 
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В доступной литературе отсутствуют работы, 
рассматривающие взаимосвязи между показа-
телями белков, отражающих состояние ВКМ, 
и стадией фиброза печени одновременно и на 
системном, и на локальном уровнях при ХГС. 
В ходе наших исследований обнаружен дисба-
ланс содержания протеиназ в сыворотке крови 
и супернатантах гепатобиоптатов, который имел 
различную направленность изменений (рис. 2, 3). 
Данные нарушения характеризовались следую-
щим образом: сывороточные значения ММP-9, 
ТIМP-1 и ММP-9/ТIМP-2 по мере трансформа-
ции фиброза печени в цирроз (от F0 ст. к F4 ст.) 
снижались (р < 0,05), но при этом концентрация 
указанных протеолитических ферментов в орга-
не-мишени повышалась (р < 0,05). Такие же ре-
зультаты были получены отечественными и за-
рубежными авторами, изучающими фиброзные 
изменения в печени, ассоциированные с HCV-
инфекцией [6, 21]. Однако, следует отметить, что 
имеются научные работы, с которыми наши дан-
ные не согласуются [3, 10, 22].

Вопрос о значении системы протеиназ/анти-
протеиназ в патоиммуноморфогенезе фиброза 
печени при HCV-инфекции продолжает оста-
ваться дискутабельным. Считается установлен-
ным фактом, что матриксные металлопротеи-
назы продуцируются стромальными клетками, 
преимущественно клетками трансформирован-
ных линий фибробластов, в частности клетками 
Ито [5, 15, 20]. Под влиянием ряда стимулов, 

среди которых существенная роль принадлежит 
провоспалительным цитокинам, ММP синтези-
руются и экскретируются первоначально в виде 
пропептида [9, 10, 13, 19]. Активация ММP про-
исходит в результате протеолитического расще-
пления предшественника при участии ионов Са2+ 
или Zn2+ [5, 14]. Связывание активированного 
фермента тканевым ингибитором ведет к обра-
зованию латентных форм ММP, которые не спо-
собны выполнять свои специфические функции 
[2, 10, 22]. Подводя итог вышесказанному, можно 
сделать вывод, что матриксные металлопротеи-
назы в организме представлены в виде двух форм: 
проММP (неактивная форма) – нормальный 
компонент ВКМ, а также реактант острой фазы 
воспаления; ММP (активная форма) – медиатор, 
регулирующий состояние межклеточного веще-
ства. 

Таким образом, не исключено, что повышенное 
содержание матриксин в сыворотке крови у паци-
ентов ХГС при отсутствии морфологических из-
менений в печени по сравнению с аналогичными 
показателями при выраженных структурных пре-
образованиях в органе-мишени может являться 
маркером воспаления. HCV-инфекция сопряже-
на с гиперпродукцией провоспалительных ци-
токинов, прежде всего интерлейкина-1β (IL-1β), 
фактора некроза опухоли-α (TNFα) и трансфор-
мирующего фактора роста-β (TGF-β) [4, 7, 21]. 
Последние являются ключевыми индукторами, 
стимулирующими клетки-мишени к избыточ-

Рисунок 3. Показатели системы ММP/ТIМP в супернатантах гепатобиоптатов в зависимости от стадии фиброза 
печени при ХГС 
Примечание. * – статистическая значимость различий (p) с контрольной группой – p < 0,05-0,001
Figure 3. Indices of MMP/TIMP system in liver supernates depending on the stage of liver fibrosis in chronic hepatitis C.
Note. * – the differences against control group are statistically significant by p < 0.05-0.01.
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ному синтезу и экскреции острофазных белков 
организма, включая и неактивные формы ММP. 
Следовательно, высокие показатели протеиназ 
в сыворотке крови у пациентов в дебюте патологи-
ческого процесса, запускаемого вирусом, можно 
объяснить как одну из составляющих частей пер-
вичной реакции иммунного ответа организма при 
взаимодействии с HCV, несостоятельность кото-
рой может способствовать персистенции и хрони-
зации гепатотропной вирусной инфекции. Выше-
описанное находит свое подтверждение в работах 
отечественных и зарубежных авторов, которые от-
мечают увеличение активности ММP, а также их 
участие в воспалительном процессе [5, 20].

Что же касается выявленных высоких локаль-
ных концентраций ММP-9, ТIМP-1 и МMP-9/
ТIМP-2 у пациентов ХГС при выраженной стадии 
фиброза печени (F3-4 ст.) в сравнении с аналогич-
ными показателями при отсутствии фиброзных 
изменений в органе-мишени (F0 ст.), то, по наше-
му мнению, они могут быть связаны с одной из ос-
новных функций их в организме. Признано, что 
матриксные металлопротеиназы – специализи-
рованные протеолитические ферменты, которые 
регулируют состояние ВКМ [1, 9, 14]. Активные 
формы представителей ММP избирательно рас-
щепляют белки матрикса, в том числе денатуриру-
ют фибриллярные коллагены [19]. Следовательно, 
недостаток протеиназ сопровождается снижением 
скорости деградации компонентов межклеточно-
го вещества, то есть прогрессированием фиброз-
ных изменений в печени. В нашем исследовании 
зарегистрированы низкие концентрации ММP-9 
и ММP-9/ТIМP-2 в сочетании с высокими по-
казателями тканевого ингибитора на локальном 
уровне у пациентов ХГС относительно группы 
контроля, что может указывать на нарушение ре-
моделирования ткани печени.

В то же время формирование фиброза печени 
при HCV-инфекции и его трансформация в цир-
роз характеризуется увеличением стромальных 
клеток – продуцентов матриксин и провоспа-
лительных медиаторов, которые, как упомина-
лось выше, индуцируют синтез ММP [2, 10, 15, 
23]. Следовательно, нарушение архитектоники 
печеночной ткани сопряжено с избытком про-
теиназ, а значит, с усилением гидролиза белков 
ВКМ. Нами обнаружена тенденция к увеличе-
нию локального содержания ММP-9 с нараста-
нием патологического процесса в органе-мише-
ни, однако, она не реализует свой биологический 
потенциал. В пользу неполноценного функцио-

нирования ее свидетельствует наличие прогрес-
сирующих структурных изменений в печени, 
несмотря на повышение уровня протеолити-
ческого фермента. По-видимому, данный факт 
связан с тем, что концентрация исследуемого 
маркера у пациентов ХГС независимо от стадии 
фиброза печени статистически значимо была 
снижена по сравнению с аналогичным показа-
телем контрольной группы (р < 0,05). Дефицит 
ММP-9 относительно здоровых лиц, на наш 
взгляд, может быть обусловлен подавлением ее 
активности тканевыми ингибиторами, о чем ука-
зывает повышенное содержание ТIМP-1, а так-
же комплекса ММP-9/ТIМP-2, в супернатантах 
гепатобиоптатов при прогрессировании HCV-
ассоциированных морфологических изменений 
в ткани печени. С другой стороны, низкие пока-
затели ММP-9 в сравнении с контролем, возмож-
но, связаны с избирательной специфичностью 
представителей матриксных металлопротеиназ. 
Как отмечено в литературе, ММP-9 расщепляет 
коллагены IV и V типов, в меньшей степени III [5, 
19]. В составе межклеточного вещества при хро-
нических воспалительных заболеваниях печени 
преобладают коллаген типа I и III, а также фи-
бронектин [10, 14, 15]. Следовательно, субстрат 
для ММP-9 среди видоизмененных компонентов 
ВКМ находится в небольшом количестве, а зна-
чит, по-видимому, отсутствует необходимость 
в гиперпродукции изучаемого протеолитическо-
го фермента. 

Заключение
Обнаружен дисбаланс содержания протеиназ 

и их комплексов в сыворотке крови и суперна-
тантах гепатобиоптатов, который имел различ-
ную направленность изменений: сывороточные 
значения ММP-9, ТIМP-1 и ММP-9/ТIМP-2 
по мере трансформации фиброза печени в цир-
роз (от F0 ст. к F4 ст.) снижались, но при этом 
концентрация указанных протеолитических 
ферментов в органе-мишени – повышалась. По-
лученные в ходе нашей работы результаты могут 
свидетельствовать о влиянии данных показате-
лей на формирование и прогрессирование HCV-
ассоциированного фиброза печени. Однако, роль 
их в ремоделировании печеночной ткани при 
ХГС остается пока не в полной мере ясной, о чем 
указывает наличие в современной литературе 
противоречивых данных, касающихся этого во-
проса, что, соответственно, требует дальнейшего 
изучения. 
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ФЕНОТИПИЧЕСКИЙ СОСТАВ И ФУНКЦИОНАЛЬНАЯ 
АКТИВНОСТЬ МОНОЦИТОВ У БОЛЬНЫХ ОСТРЫМ 
ПАНКРЕАТИТОМ
Савченко А.А.1, 2, Борисов А.Г.1, 2, Здзитовецкий Д.Э.2, 
Кудрявцев И.В.3, 4, 6, Медведев А.Ю.5, Мошев А.В.1, Гвоздев И.И.1
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт медицинских проблем Севера», г. Красноярск, Россия  
2 ГБОУ ВПО «Красноярский государственный медицинский университет им. проф. В.Ф. Войно-Ясенецкого» 
Министерства здравоохранения РФ, г. Красноярск, Россия  
3 ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург, Россия  
4 ФГАОУ ВПО «Дальневосточный федеральный университет», г. Владивосток, Россия  
5 КГБУЗ «Красноярская межрайонная клиническая больница скорой медицинской помощи имени 
Н.С. Карповича», г. Красноярск, Россия 
6 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 субпопуляционного состава и функ-
циональной активности моноцитов у больных острым панкреатитом. Обследовано 33 больных острым 
панкреатитом средней и тяжелой степени тяжести. В качестве контроля обследовано 35 здоровых 
людей аналогичного возрастного диапазона. Исследование фенотипа моноцитов крови проводили 
методом проточной цитометрии. Уровень фагоцитоза моноцитов определяли методом проточной 
цитометрии с помощью FITC-меченного стафилококкового белка А. Подсчитывали процент флуо-
ресцирующих моноцитов (определяли как фагоцитарный индекс) и средний уровень флуоресценции 
клеток (фагоцитарное число). Показатели фагоцитоза определяли как в общей фракции моноцитов, 
так и в отдельных субпопуляциях (CD14+CD16-, CD14dimCD16+ и CD14lowCD16+). Состояние респи-
раторного взрыва моноцитов исследовали с помощью хемилюминесцентного анализа. Использовали 
два индикатора (люцигенин и люминол) для оценки уровня синтеза первичных и вторичных актив-
ных форм кислорода. У больных острым панкреатитом установлены изменения в субпопуляционном 
составе моноцитов в крови и их функциональной активности. Изменения в субпопуляционном со-
ставе моноцитов при остром панкреатите определяются увеличением количества провоспалительных 
клеток в крови (CD14lowCD16+) при сохранении содержания «классических» (CD14+CD16-) и «неклас-
сических» (CD14dimCD16+) фракций на уровне контрольного диапазона. Предполагается, что высокое 
содержание провоспалительных моноцитов формирует патогенетическое «кольцо», характеризую-
щее положительную взаимную стимуляцию местного (в ткани поджелудочной железы) и системного 
(за счет моноцитов крови) воспаления. По-видимому, именно формирование подобного взаимного 
стимулирования воспалительных процессов и определяет низкую эффективность противовоспали-
тельной терапии острого панкреатита. Особенности функциональной активности моноцитов у боль-
ных острым панкреатитом характеризуются снижением фагоцитарной активности и снижением ин-



46

Savchenko A.A. et al.
Савченко А.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

тенсивности респираторного взрыва. Снижение фагоцитарной активности моноцитов выявляется 
для всех субпопуляций клеток. Понижение интенсивности респираторного взрыва моноцитов при 
остром панкреатите определяется низким фоновым и индуцированным синтезом первичных и вто-
ричных активных форм кислорода. При этом у больных острым панкреатитом выявляется дисбаланс 
в метаболических резервах моноцитов для синтеза первичных и вторичных активных форм кислоро-
да, который может формироваться как за счет патологического влияния на клетки высокого уровня 
панкреатических ферментов в крови, так и за счет повышения концентрации провоспалительных ци-
токинов. Субпопуляционный дисбаланс моноцитов и снижение их функциональной активности при 
остром панкреатите может являться иммунопатогенетической основой для развития панкреонекроза 
и сепсиса.

Ключевые слова: перитонит, динамика послеоперационного периода, нейтрофилы, фагоцитоз, респираторный взрыв, 
активные формы кислорода

PHENOTYPIC PROFILE AND FUNCTIONAL ACTIVITY OF 
MONOCYTES IN THE PATIENTS WITH ACUTE PANCREATITIS
Savchenko A.A.a, b, Borisov A.G.a, b, Zdzitovetskiy D.E.b, 
Kudryavtsev I.V.c, d, f, Medvedev A.Yu.e, Moshev A.V.a, Gvozdev I.I.a
a Research Institute of Medical Problems of the North, Krasnoyarsk, Russian Federation  
b V.F. Voino-Yasenetsky State Medical University, Krasnoyarsk, Russian Federation  
c Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation  
d Far Eastern Federal University, Krasnoyarsk, Russian Federation  
e N.S. Karpovich Inter-district Critical Care Hospital, Krasnoyarsk, Russian Federation 
f The First St. Petersburg I. Pavlov State Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. The aim of this study was to evaluate some features of subpopulational profile and functional 
activity of monocytes in patients with acute pancreatitis. The study included 33 subjects with acute pancreatitis 
of middle-to-severe degree. Thirty-five healthy age-matched people served as a control group. The study of 
monocyte phenotype was performed by flow cytometry. Phagocytic ability of monocytes was determined by 
flow cytometry, by means of FITC-labeled staphylococcal protein A. We assessed percentage of fluorescent 
monocytes (defined as phagocytic index), like as average cell fluorescence (phagocytic number). The 
phagocytic indexes were determined for a total monocyte fraction, and well as for distinct cell subpopulations 
(CD14+CD16-, CD14dimCD16+ и CD14lowCD16+). Intensity of respiratory burst in the monocytes was evauated 
with chemiluminescence analysis. We used two indicators (lucigenin and luminol) to assess production of primary 
and secondary reactive oxygen species. In the patients with acute pancreatitis, we have found certain changes in 
blood monocyte subpopulations and their functional activity. The changes in monocyte subpopulations in acute 
pancreatitis were characterized by increased numbers of inflammatory cell forms in blood (CD14lowCD16+), 
along with while near-normal contents of the cells with «classic» (CD14+CD16-) and «non-classical» phenotype 
(CD14dimCD16+), having been within reference ranges. It is assumed that high levels of pro-inflammatory 
monocytes may produce a pathogenetic «circuit» which is characterized by positive mutual stimulation of 
monocyte-mediated inflammation in local (pancreatic) and blood compartments. Apparent development of 
such mutual induction of inflammatory events may determine a low efficiency of anti-inflammatory therapy 
in acute pancreatitis. The functional characteristics of the monocytes in patients with acute pancreatitis are 
defined as a decrease in phagocytic activity and low respiratory burst intensity. Reduced phagocytic activity 
of monocytes was detectable in all the cellular subpopulations. Decreased intensity of monocytic respiratory 
burst in acute pancreatitis depends on low background and induced synthesis of both primary and secondary 
reactive oxygen species. Thus the patients with acute pancreatitis exhibit imbalanced with respect to synthesis of 
primary and secondary reactive oxygen species in the monocytes may result from specific action of circulating 
pancreatic enzymes upon the cells, or due to increased concentrations of pro-inflammatory cytokines. The 
imbalance between the monocyte subpopulations and reduction of their functional activity in acute pancreatitis 
may represent an immunopathogenetic basis for development of pancreatic necrosis and sepsis.

Keywords: peritonitis, post-surgical period, neutrophils, phagocytosis, respiratory burst, reactive oxygen species
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Моноциты при остром панкреатите
Monocytes in acute pancreatitis 2017, Vol. 19,  1
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Исследование выполнено при финансовой 
поддержке Краевого государственного автоном-
ного учреждения «Красноярский краевой фонд 
поддержки научной и научно-технической дея-
тельности».

Введение
На сегодняшний день острый панкреатит 

(ОП) входит в число наиболее часто встречаю-
щихся острых хирургических заболеваний орга-
нов брюшной полости и составляет в структуре 
«острого живота» 28-45% [1, 13]. Летальность 
от деструктивного панкреатита (пакреонекроз), 
который является наиболее тяжелой формой ОП, 
уже длительное время не меняется и составляет 
18-25% [2, 21]. При этом панкреонекроз явля-
ется достаточно распространенной патологи-
ей – в странах Европы он развивается у 15-20%, 
а в России, по разным данным, – у 25-44% па-
циентов с ОП [1, 13, 21]. Все это определяет не-
обходимость поиска новых, более эффективных, 
патогенетически ориентированных методов ле-
чения ОП.

При ОП запускается каскад воспалительных 
реакций, затрагивающий все системы, приводя-
щий к значительным сдвигам в гомеостазе, раз-
витию системного воспаления и к полиорганной 
недостаточности [1, 20, 23]. Одной из клеточных 
популяций, принимающих активное участие 
в воспалении, являются моноциты. Необходимо 
отметить, что моноциты, с одной стороны, игра-
ют ведущую роль в реализации реакций врож-
денного иммунитета (фагоцитоз, продукция ак-
тивных форм кислорода, выделение медиаторов, 
дифференцировка в макрофаги), с другой сторо-
ны – в регуляции и запуске реакций адаптивного 
иммунитета (за счет синтеза иммунорегулятор-
ных цитокинов и в качестве антигенпрезентиру-
юших клеток) [3, 6, 16]. 

Моноциты крови долгое время рассматри-
вались в качестве единой группы клеток. Одна-
ко на основании функциональной активности 
и экспрессии некоторых поверхностных анти-
генов подразделяются на несколько различных 
популяций [3, 6, 9]. Так, по уровням экспрессии 
рецепторного комплекса для бактериального 
липопосахарида CD14 и высокоаффинного ре-
цептора Fcγ CD16 циркулирующие моноциты 
можно разделять как минимум на две популяции. 
Клетки, экспрессирующие только CD14, при-
нято называть «классическими моноцитами». 
Это фракция активно фагоцитирующих клеток, 
в норме они составляют до 95% от общего чис-
ла циркулирующих моноцитов. Моноциты, об-

ладающие фенотипом CD14lowCD16+, определя-
ются как «неклассические» [15, 26]. Увеличение 
количества последних имеет место при различ-
ных патологических процессах, включая сеп-
сис, острые и хронические воспалительные за-
болевания вирусной и бактериальной этиологии 
и т.д. В ряде случаев выделяют дополнительную 
группу моноцитов с фенотипом CD14dimCD16+ 
или CD14++CD16+, которые принято называть 
«промежуточными» [15].

Среди функциональных проявлений моноци-
тов, важную роль играет респираторный взрыв, 
который реализуется в виде синтеза первичных 
и вторичных активных форм кислорода (АФК) 
и развивается при взаимодействии клеток с объ-
ектом фагоцитоза [6, 9, 18]. Обсуждается значе-
ние синтеза ряда АФК в системе внешнего кил-
линга.

Важную роль в патогенезе ОП играют фер-
менты поджелудочной железы, попавшие в кровь 
и токсически воздействующие на клетки [1, 13, 
20]. Подобное воздействие на моноциты может 
привести к изменению их функциональной ак-
тивности, что, соответственно, повлияет на тече-
ние воспалительной реакции и клиническое со-
стояние больных.

Таким образом, целью исследования явилось 
изучение особенностей субпопуляционного со-
става и функциональной активности моноцитов 
у больных ОП.

Материалы и методы
Под наблюдением находилось 33 больных 

ОП (19 мужчин и 14 женщин) средней и тяже-
лой степени тяжести, проходивших лечение 
в отделениях хирургии и отделении реанима-
ции и интенсивной терапии КБУЗ «КМКБСМП 
им. Н.С. Карповича» г. Красноярска. Средний 
возраст больных составил 46,8±6,4 года. Из ис-
следования были исключены больные с ОП лег-
кой степени и те, у которых ОП явился ослож-
нением травмы брюшной полости, в том числе 
и послеоперационный. Исходную степень тя-
жести состояния больных определяли по шкале 
SAPS II [17]. Для оценки тяжести ОП и прогноза 
развития заболевания применяли шкалу крите-
риев первичной экспресс-оценки тяжести остро-
го панкреатита Санкт-Петербургского НИИ 
скорой помощи имени И.И. Джанелидзе [1]. На-
личие и степень выраженности полиорганной не-
достаточности исходно и в динамике определяли 
по шкале SOFA [24]. При оценке степени тяжести 
синдрома системной воспалительной реакции 
придерживались критериев ACCP/SCCM [11]. 
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В качестве контроля обследовано 35 здоровых 
людей аналогичного возрастного диапазона.

Исследование фенотипа моноцитов крови 
проводили методом проточной цитометрии с ис-
пользованием прямой иммунофлуоресценции 
цельной периферической крови с использовани-
ем моноклональных антител (Beckman Coulter, 
USA), меченных PE или RD1 (phycoerythrin), 
ECD (phycoerythrin-Texas Red-X), PC5 
(phycoerythrin-cyanin 5) и PC7 (phycoerythrin-
cyanin 7) в следующей панели: CD14-PE/CD45-
ECD/HLA-DR-PC5/CD16-PC7. Распределение 
антител по каналам флуоресценции проводили 
в соответствии с принципами формирования 
панелей для многоцветных цитофлуориметри-
ческих исследований [4]. Подготовку образцов 
периферической крови для анализа осуществля-
ли по стандартной методике [7]. Лизис эритро-
цитов проводили по безотмывочной технологии 
с использованием реагента VersaLyse (Beckman 
Coulter, США). Анализ окрашенных клеток про-
водили на проточном цитофлуориметре FC-500 
(Beckman Coulter, USA) [19]. В каждой пробе ана-
лизировали не менее 50000 моноцитов.

Уровень фагоцитоза моноцитов определя-
ли методом проточной цитометрии с помощью 
FITC-меченного (fluorescein isothiocyanate) ста-
филококкового белка А [5]. Конъюгацию вы-
полняли следующим образом: к стафилококко-
вому белку А (разведен в бикарбонатном буфере, 
рН = 9,0) добавляли FITC (предварительно рас-
творяли в ДМСО до концентрации 1 мкг/мл), 
инкубировали в темноте в течение 1 часа, триж-
ды отмывали и по стандарту мутности доводили 
концентрацию белка до 1 млн/мл. К 100 мкл ге-
паринизрованной крови добавляли 10 мкл FITC-
меченного белка А и инкубировали 30 минут при 
температуре 37 °С. Лизис эритроцитов проводи-
ли по безотмывочной технологии с использова-
нием реагента VersaLyse (Beckman Coulter, США). 
Для гашения адгезированного на поверхности 
моноцитов FITC-меченного белка А к суспензии 
клеток добавляли раствор трипанового синего 
(0,2 мг/мл). Анализ окрашенных клеток прово-
дили на проточном цитофлуориметре Cytomics 
FC-500 (BeckmanCoulter, USA). В каждой пробе 
анализировали не менее 50000 моноцитов. Под-
считывали процент флуоресцирующих моноци-
тов (определяли как фагоцитарный индекс – ФИ) 
и средний уровень флуоресценции клеток (фаго-
цитарное число – ФЧ). Показатели фагоцитоза 
определяли как в общей фракции моноцитов, 
так и в отдельных субпопуляциях (CD14+CD16-, 
CD14dimCD16+ и CD14lowCD16+).

Моноциты периферической крови полу-
чали стандартным методом адгезии к плоским 
поверхностям из мононуклеарных клеток, вы-
деленных из гепаринизированной венозной кро-
ви центрифугированием в градиенте плотности 
фиколл-урографина (ρ = 1,077) [14]. Состояние 
респираторного взрыва моноцитов исследовали 
с помощью хемилюминесцентного анализа [8]. 
В качестве индикаторов хемилюминесценции 
использовали люминол и люцигенин. Оценка 
спонтанной и зимозан-индуцированной хеми-
люминесценции осуществлялась в течение 90 
минут на 36-канальном хемилюминесцентном 
анализаторе CL3606 (Россия). Определяли сле-
дующие характеристики: время выхода на мак-
симум (Тmax), максимальное значение интен-
сивности (Imax), а также площадь под кривой (S) 
хемилюминесценции. Усиление хемилюминес-
ценции, индуцированной зимозаном, оценивали 
отношением площади индуцированной хеми-
люминесценции (Sинд.) к площади спонтанной 
(Sспонт.) и определяли как индекс активации 
(Sинд./Sспонт.).

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 раз-
маха в виде 1 и 3 квартилей (Q0,25-Q0,75). Достовер-
ность различий между показателями независи-
мых выборок оценивали по непараметрическому 
критерию Манна–Уитни. Статистический ана-
лиз осуществляли в пакете прикладных программ 
Statistica 8.0 (StatSoft Inc., 2007).

Результаты
При исследовании содержания и цитоме-

трической оценки субпопуляционного состава 
моноцитов в крови у больных ОП обнаружено, 
что у обследуемых пациентов относительно кон-
трольных значений снижено процентное коли-
чество, но повышено абсолютное содержание 
общих моноцитов (табл. 1). Такая особенность 
соотношения процентного и абсолютного уров-
ня клеток связана со значительным повышением 
количества лейкоцитов в периферической крови 
у больных (Ме = 16,00 × 109/л, Q0,25 = 12,10 × 109/л 
и Q0,75 = 19,40 × 109/л) относительно контрольного 
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диапазона (Ме = 5,75 × 109/л, Q0,25 = 4,78 × 109/л 
и Q0,75 = 7,20 × 109/л). У больных ОП повы-
шено абсолютный уровень моноцитов с фе-
нотипом CD14+CD16-, а также относительное 
и абсолютное содержание клеток с фенотипом 
CD14dimCD16+.

Исследование фагоцитарной активности по-
зволило установить, что у больных ОП отно-
сительно контрольных значений значительно 
снижено ФИ общей фракции моноцитов (см. 
табл. 1). Также обнаружено, что у обследованных 
пациентов ФИ снижен у моноцитов с феноти-
пом CD14+CD16- (в 2,3 раза по сравнению с кон-
тролем) и CD14dimCD16+ (в 2,5 раза), тогда как у 
фракции моноцитов с фенотипом CD14lowCD16+ 

снижена величина и ФИ (в 2,1 раза) и ФЧ (в 2,7 
раза).

При исследовании активности люцигенин-
зависимой хемилюминесценции моноцитов 
установлено, что у больных ОП снижены мак-
симумы интенсивности и площади под кривой 
спонтанной и зимозан-индуцированной хеми-
люминесценции по сравнению с показателями 
контрольной группы (табл. 2). Причем снижение 
показателей относительно нормы индуцирован-
ной хемилюминесценции более выражено, чем 
спонтанной, что приводит к понижению у об-
следованных пациентов индекса активации лю-
цигенин-зависимой хемилюминесценции моно-
цитов.

ТАБЛИЦА 1. ФЕНОТИПИЧЕСКИЙ СОСТАВ И ПОКАЗАТЕЛИ ФАГОЦИТОЗА МОНОЦИТОВ У БОЛЬНЫХ ОСТРЫМ 
ПАНКРЕАТИТОМ, Ме (Q0,25-Q0,75)
TABLE 1. PHENOTYPIC PROFILE AND PHAGOCYTOSIS IN PATIENTS WITH ACUTE PANCREATITIS, MEDIAN VALUES (Q0,25-Q0,75)

Показатели
Parameters

Контроль, n = 35
Control

Острый панкреатит, n = 33
Acute pancreatitis p

Моноциты
Monocytes, % 6,00 (4,0-8,0) 4,4 (2,2-6,9) 0,048

Моноциты
Monocytes, 109/L 0,35 (0,18-0,51) 0,45 (0,29-0,79) 0,017

CD14+CD16-, % 75,8 (66,3-85,8) 73,6 (58,1-86,5)

CD14+CD16-, 109/L 0,27 (0,12-0,44) 0,40 (0,22-1,33) < 0,001

CD14dimCD16+, % 8,7 (4,1-14,4) 17,0 (11,3-23,5) < 0,001

CD14dimCD16+, 109/L 0,03 (0,01-0,07) 0,08 (0,05-0,17) 0,008

CD14lowCD16+, % 3,8 (2,5-6,0) 3,1 (1,0-8,9)

CD14lowCD16+, 109/L 0,01 (0,005-0,03) 0,01 (0,005-0,01)

ФИ моноцитов
PhI (monocytes), % 40,26 (11,77-83,11) 8,68 (5,82-12,13) < 0,001

ФЧ моноцитов
Phagoc. number (monocytes) 65,5 (24,8-103,0) 93,8 (37,6-99,1)

ФИ CD14+CD16-

PhI CD14+CD16-, % 12,50 (4,54-26,50) 5,36 (3,46-9,48) 0,039

ФЧ CD14+CD16-

Phagoc. number CD14+CD16- 55,1 (39,9-80,5) 65,5 (52,0-68,7)

ФИ CD14dimCD16+

PhI CD14dimCD16+, % 37,50 (14,28-50,71) 15,00 (11,11-24,71) 0,026

ФЧ CD14dimCD16+

Phagoc. number CD14dimCD16+ 175,0 (43,9-342,0) 112,0 (52,2-250,0)

ФИ CD14lowCD16+

PhI CD14lowCD16+, % 30,76 (15,94-40,00) 14,28 (8,33-33,33) 0,038

ФЧ CD14lowCD16+

Phagoc. number CD14lowCD16+ 32,6 (21,6-175,0) 12,0 (7,8-36,4) 0,016

Note: PhI, phagocytic index.
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Исследование параметров респираторного 
взрыва моноцитов с помощью люминол-зависи-
мой хемилюминесценции позволило установить, 
что у больных ОП относительно показателей 
контрольной группы снижаются максимумы ин-
тенсивности и площади под кривой спонтанной 
и зимозан-индуцированной хемилюминесцен-
ции. Однако, в данном случае показатели спон-
танной хемилюминесценции понижены более 
выраженно относительно контрольных значе-
ний, чем показатели индуцированной, что при-
вело к увеличению величины индекса активации 
люминол-зависимой хемилюминесценции мо-
ноцитов у больных ОП.

Обсуждение
Воспалительная реакция у больных ОП харак-

теризуется снижением процентного содержания 
моноцитов и увеличением их абсолютного коли-
чества за счет значительного выброса лейкоци-
тов. Функциональные особенности моноцитов 
в значительной степени определяются их субпо-
пуляционным составом. Так, «классические» мо-
ноциты (CD14+CD16-) являются эффекторными 
клетками с высоким уровнем фагоцитоза и низ-
ким уровнем синтеза провоспалительных цито-
кинов (фактор некроза опухоли-α и интерлей-
кин-1) [3, 9]. Именно для этих клеток характерна 
высокая активность респираторного взрыва [6]. 

ТАБЛИЦА 2. ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНТНАЯ АКТИВНОСТЬ МОНОЦИТОВ У БОЛЬНЫХ ОСТРЫМ ПАНКРЕАТИТОМ,  
Ме (Q0,25-Q0,75)
TABLE 2. CHEMILUMINESCENCE OF MONOCYTES IN THE PATIENTS WITH ACUTE PANCREATITIS, MEDIAN VALUES (Q0,25-Q0,75)

Показатели
Parameters

Контроль, n = 35
Control

Острый панкреатит, n = 33
Acute pancreatitis p

Спонтанная люцигенин-зависимая хемилюминесценция
Spontaneous lucigenin-dependent chemiluminescence

Tmax, sec 2014 (1452-2604) 3359 (935-4853)

Imax, OE × 103 0,67 (0,40-1,51) 0,32 (0,26-0,39) 0,003

S, OE × sec. × 105 0,79 (0,49-1,95) 0,19 (0,14-0,45) < 0,001

Зимозан-индуцированная люцигенин-зависимая хемилюминесценция
Zymosan-induced lucigenin-dependent chemiluminescence

Tmax, sec 1835 (1576-2842) 1480 (905-2896)

Imax, OE × 103 2,89 (1,12-9,42) 0,50 (0,37-1,05) < 0,001

S, OE × sec × 105 4,23 (1,14-12,37) 0,34 (0,21-0,93) < 0,001

Sинд./ Sспонт.
S induced/ S spont 3,61 (1,65-8,03) 1,50 (1,10-3,05) 0,013

Спонтанная люминол-зависимая хемилюминесценция
Spontaneous luminol-dependent chemiluminescence

Tmax, sec 1810 (660-2575) 711 (244-4892)

Imax, OE × 103 6,29 (1,52-15,10) 0,33 (0,28-0,42) < 0,001

S, OE × sec × 105 6,89 (1,70-13,21) 0,21 (0,15-0,39) < 0,001

Зимозан-индуцированная люминол-зависимая хемилюминесценция
Zymosan-induced luminol-dependent chemiluminescence

Tmax, sec 1150 (973-1808) 979 (631-1561)

Imax, OE × 103 11,60 (5,85-45,20) 3,13 (0,84-13,43) 0,042

S, OE × сsec × 105 11,53 (4,49-39,86) 2,21 (0,53-5,82) 0,006

Sинд./ Sспонт.
S induced/ S spont 2,89 (1,72-3,80) 4,51 (2,18-19,64) 0,037
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«Неклассические» моноциты (CD14lowCD16+) 
являются небольшими по размеру клетками 
с низким уровнем фагоцитарной и оксидазной 
активности, что также сочетается с понижен-
ной интенсивностью респираторного взрыва. 
На их поверхности экспрессированы молекулы 
CX3CR1, CD11c и HLA-DR, что позволяет им 
активно мигрировать через эндотелий и диффе-
ренцироваться в макрофаги и дендритные клетки 
[15, 26]. Субпопуляция «промежуточных» моно-
цитов с фенотипом CD14dimCD16+ за счет актив-
ной продукции провоспалительных цитокинов 
(TNFα, IL-1β, IL-6) определяется как провоспа-
лительная [15].

В периферической крови больных ОП выявля-
ется увеличение абсолютного содержания «клас-
сических» моноцитов, что, безусловно, связано 
с выбросом лейкоцитов в кровь при воспалитель-
ной реакции и соответствующим повышением 
абсолютного уровня общей фракции моноци-
тов. Содержание «неклассических» моноцитов 
сохраняется на уровне контрольного диапазона. 
Однако повышено количество «промежуточной» 
фракции моноцитов с провоспалительной функ-
цией. Необходимо отметить, что важную роль 
в патогенезе ОП играет активация генов TNFα, 
IL-6, IL-8 и фактора активации тромбоцитов 
в ацинарных клетках поджелудочной железы [12, 
22, 25]. В течение нескольких часов концентрация 
данных цитокинов в ткани поджелудочной желе-
зы возрастает, что определяет приток активиро-
ванных клеток врожденного иммунитета и соот-
ветствующую стимуляцию воспаления. В связи 
с этим повышение количества провоспалитель-
ных моноцитов формирует патогенетическое 
«кольцо», которое определяет положительную 
взаимостимуляцию местного и системного вос-
паления при ОП: секреция провоспалительных 
цитокинов в ацинарных клетках поджелудочной 
железы стимулирует развитие местной воспали-
тельной реакции, а также повышение количества 
провоспалительных моноцитов в крови, кото-
рые синтезируют провоспалительные цитокины 
и, соответственно, стимулируют активность си-
стемного и местного воспаления.

Выход в кровь панкреатических ферментов, 
безусловно, не может не повлиять на функцио-
нальную активности клеток, в том числе и на мо-
ноциты. Обнаружено, что при ОП снижен про-
цент фагоцитирующих моноцитов в крови (ФИ). 
При этом выявляется снижение ФИ по всем суб-
популяциям моноцитов. Причем для фракции 
CD14+CD16- моноцитов характерно наиболее 
выраженное снижение уровня фагоцитирующих 

клеток (в 4,6 раза по сравнению с контрольным 
уровнем). Тогда как количество фагоцитирую-
щих CD14dimCD16+ моноцитов снижается в 2,5 
раза, а CD14lowCD16+ клеток – в 2,2 раза. При 
этом именно у провоспалительных моноцитов 
снижается и ФЧ, что указывает на снижение фа-
гоцитарной активности самих моноцитов с фе-
нотипом CD14lowCD16+.

Другим проявлением функциональной актив-
ности моноцитов является респираторный взрыв. 
Интенсивность респираторного взрыва исследо-
вана с помощью двух хемилюминесцентных ин-
дикаторов: люцигенина и люминола. Люцигенин 
окисляется и люминесцирует только под влияни-
ем супероксид-радикала, который определяется 
как первичная АФК и синтезируется в системе 
НАДФН-оксидазы [6, 8, 10]. Необходимо также 
отметить, что люцигенин не проникает через кле-
точные мембраны. Соответственно, исследова-
ние люцигенин-зависимой хемилюминесценции 
моноцитов позволяет охарактеризовать состо-
яние активности НАДФН-оксидазы цитоплаз-
матической мембраны моноцитов. Обнаружено, 
что у больных ОП снижена фоновая и индуциро-
ванная интенсивность синтеза первичных АФК 
моноцитами крови. Причем индукция респира-
торного взрыва зимозаном не привела к повыше-
нию уровня синтеза первичных АФК, что отрази-
лось на снижении величины индекса активации 
люцигенин-зависимой хемилюминесценции. 

Цитотоксическая активность моноцитов 
определяется уровнем продукции как первич-
ных, так и вторичных АФК (гидроксильный ради-
кал, перекись водорода и др.). В формировании 
пула вторичных АФК принимают участие такие 
ферменты, как супероксиддисмутаза, каталаза, 
миелопероксидаза и др. Люминол способен всту-
пать в хемилюминесцентную реакцию как с пер-
вичными, так и с вторичными АФК, хорошо про-
никает через различные клеточные мембраны, 
в том числе и лизосомальные [6, 8, 10]. У больных 
ОП выявляется снижение спонтанного и инду-
цированного уровня синтеза вторичных АФК, но 
с увеличением величины индекса активации лю-
минол-зависимой хемилюминесценции. 

Индекс активации характеризует уровень 
метаболических резервов для реакций синтеза 
соответствующих АФК. Снижение данного по-
казателя при синтезе первичных АФК моноци-
тами крови у больных ОП определяется пониже-
нием уровня наработки НАДФН в клетках, что, 
прежде всего, может быть связано с ингибиро-
ванием пентозофосфатного цикла (основного 
внутриклеточного процесса синтеза НАДФН). 
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В то же время повышение величины индекса 
активации люминол-зависимой хемилюминес-
ценции моноцитов у больных ОП определяется 
индуцированной активацией ферментов синтеза 
вторичных АФК, прежде всего, в лизосомах кле-
ток. Подобный дисбаланс может определяться 
как нарушениями физиологии моноцитов при 
ОП за счет высокой концентрации панкреати-
ческих ферментов в крови, так и регуляторными 
процессами, а именно высоким уровнем провос-
палительных цитокинов [1, 13, 20].

Таким образом, у больных ОП установлены 
изменения в субпопуляционном составе моно-
цитов в крови и их функциональной активности. 
Изменения в субпопуляционном составе моно-
цитов при ОП определяются увеличением коли-
чества провоспалительных клеток в крови при 
сохранении содержания «классических» и «не-
классических» фракций на уровне контрольного 
диапазона. Предполагается, что высокое содер-
жание провоспалительных моноцитов формиру-
ет патогенетическое «кольцо», характеризующее 
положительную взаимную стимуляцию местного 
(в ткани поджелудочной железы) и системно-
го (за счет моноцитов крови) воспаления. По-

видимому, именно формирование подобного 
взаимного стимулирования воспалительных про-
цессов и определяет низкую эффективность про-
тивовоспалительной терапии ОП. Особенности 
функциональной активности моноцитов у боль-
ных ОП характеризуются снижением фагоци-
тарной активности и снижением интенсивности 
респираторного взрыва. Снижение фагоцитар-
ной активности моноцитов выявляется для всех 
субпопуляций клеток. Понижение интенсивно-
сти респираторного взрыва моноцитов при ОП 
определяется низким фоновым и индуцирован-
ным синтезом первичных и вторичных АФК. 
При этом у больных ОП выявляется дисбаланс 
в метаболических резервах моноцитов для син-
теза первичных и вторичных АФК, который мо-
жет формироваться как за счет патологического 
влияния на клетки высокого уровня панкреати-
ческих ферментов в крови, так и за счет повыше-
ния концентрации провоспалительных цитоки-
нов. Субпопуляционный дисбаланс моноцитов 
и снижение их функциональной активности при 
ОП может являться иммунопатогегетической ос-
новой для развития панкреонекроза и сепсиса.
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Резюме. Исследования потенциальных биомаркеров в периодонтологической литературе фоку-
сируются на анализе ротовой жидкости, где выявляется ряд потенциальных слюнных биомаркеров 
периодонтита. Биомаркеры должны быть простыми для анализа, выводы должны быть легко интер-
претируемы и давать исчерпывающую информацию, например предугадывать начало заболевания, 
измерять его активность и отражать прогрессию заболевания (например от гингивита до периодонти-
та). Однако есть еще ряд научных, клинических и технологических задач для достижения успешного 
клинического применения слюнной диагностики при лечении периодонтита. Цель исследования – 
установить взаимосвязь неоптерина и IFNγ в ротовой жидкости больных хроническим генерализо-
ванным периодонтитом и у пациентов с непереносимостью стоматологических материалов для более 
полного понимания болезней периодонта. Показано, что средний уровень неоптерина у пациен-
тов с хроническим генерализованным простым периодонтитом средней степени тяжести в стадии 
обострения до лечения был повышен и составил 11,6 [8,0; 15,4] нг/мл, что достоверно отличалось 
(р < 0,05) от уровня неоптерина после лечения – 5,5 [4,1; 7,1] нг/мл. Количество IFNγ в ротовой жид-
кости у пациентов данной группы достоверно не изменилось до и после лечения и составило: до лече-
ния – 6,7 [5,0; 8,7] пг/мл, а после лечения 5,5 [3,5; 7,1] пг/мл. У пациентов с хроническим генерализо-
ванным сложным периодонтитом тяжелой степени тяжести в стадии обострения до лечения уровень 
неоптерина был выше, чем у пациентов первой группы, и составил 8,2 [6,0; 9,9] нг/мл, что достоверно 
отличалось (р < 0,05) от результатов после лечения – 5,5 [4,1; 7,1] нг/ мл. У пациентов данной группы 
проведение периодонтальной терапии оказывало влияние на уровень IFNγ в ротовой жидкости, ко-
торый составил: до лечения – 8,6 [7,3; 11,2] пг/мл, а после лечения – 5,4 [4,3; 6,7] пг/мл. Установлено, 
что индексы OHI-S и SBI, характеризуюшие состояние полости рта, взаимосвязаны с уровнями неоп-
терина и IFNγ. Показано, что увеличение концентрации неоптерина в ротовой жидкости и взаимос-
вязь его концентрации с индексом SBI у пациентов с хроническим генерализованным периодонтитом 
является независимым биомаркером исхода лечения. У пациентов с хроническим генерализованным 
периодонтитом установлена сильная высокозначимая корреляция IFNγ и неоптерина в ротовой жид-
кости до лечения (R = 0,82; p = 0,0001) и после (R = 0,78; p = 0,0001) лечения в обеих группах.

Уровень неоптерина и IFNγ у пациентов с жалобами на непереносимость зубопротезных материа-
лов до снятия протезов и после снятия ортопедических конструкций достоверно не изменялся.

Ключевые слова: неоптерин, интерферон-γ, хронический периодонтит, диагностика, биомаркер
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Введение
Микробиологическая картина быстропро-

грессирующего периодонтита, в равной степени 
как и хронического, осложнена тем, что только 
50-60% видовых представителей оральной ми-
крофлоры могут быть выращены культуральным 
методом. Это значит, что антибиотикотерапия 
в периодонтологии в большинстве своем эмпи-
рическая, основана на использовании препара-
тов широкого спектра действия [2]. Этот факт 
указывает на необходимость поиска биомаркеров 
хронического периодонтита (ХП). Биомаркеры 
могут быть связаны с активностью заболевания, 
а также указывать на его дальнейшее течение  
и/или прогноз [2]. С этой целью предложено 
определять самые разнообразные маркеры тка-
невой деструкции и воспаления [9, 17]. 

Многие исследования потенциальных био-
маркеров фокусируются на анализе ротовой 
жидкости (РЖ) [11]. Хотя ряд многообещающих 
биомаркеров был выявлен, анализ РЖ отража-
ет активность заболевания в целом полости рта. 
Этот факт усложняет интерпретацию, однако, 
ряд маркеров, обнаруженных в РЖ, оказались 
потенциальными слюнными биомаркерами пе-
риодонтита [8].

Концепция биомаркеров появилась после 
признания необходимости в мониторинге статуса 
здоровья, восприимчивости к заболеванию, его 
прогрессирования, разрешения и исхода лечения. 
Биомаркеры были определены как «клеточные, 
биохимические, молекулярные или генетиче-
ские изменения, по которым может быть распоз-
нан и наблюдаем нормальный, ненормальный 

CORRELATION OF NEOPTERINE AND IFNγ LEVELS IN THE 
PATIENTS WITH EXACERBATION OF CHRONIC PERIODONTITIS 
AND INTOLERANCE OF DENTAL MATERIALS
Karpuk I.Yu.
Vitebsk State Medical University, Vitebsk, Republic of Belarus

Abstract. Studies of potential biomarkers in periodontology are focused on analysis of oral liquid which 
revealed a number of potential salivary periodontitis biomarkers. The biomarkers should be simple to perform, 
with easily interpretable results providing relevant information from initial stages of disease, to measure its 
activity, thus reflecting the disease evolution (e.g., from gingivitis to periodontitis). However there are some more 
scientific, clinical and technological tasks to develop successful clinical salivary diagnostics for periodontitis 
treatment. The purpose of our study was to assess interrelations of IFNγ and neopterine in oral fluid of the 
patients with chronic generalized periodontitis (CGP), aiming for more complete understanding of periodontal 
disorders and at patients with an intolerance of stomatologic materials. It is shown that the average levels of 
neopterine in exacerbated moderate-stage CGP patients was raised before treatment to 11.6 [8.0; 15.4] ng/ml,  
as compared with post-treatment level of 5,5 [4,1; 7,1] ng/ml (р < 0.05) Average amount of IFNγ in oral 
fluid from these patients group was 6.7 [5.0; 8.7] pg/ml before treatment, as compared to 5.5 [3.5; 7.1] pg/ml 
after treatment (no significant difference). Neopterine level in patients with exacerbated severe CGP before 
treatment was even higher than in patients of moderate/severe group, with an average of 8.2 [6.0; 9.9] ng/ml 
thus sufficiently exceeding post-treatment levels, i.e., 5.5 [4.1; 7.1] ng/ml (р < 0.05). A course of periodontal 
therapy in this group was associated with sufficient changes of IFNγ levels in oral fluid: appropriate levels before 
and after treatment were, respectively, 8.6 [7.3; 11.2] pg/ml, and 5.4 [4.3; 6.7] pg/ml. We have revealed that the 
OHI-S and SBI indexes characterizing conditions of oral cavity are interconnected with local neopterine and 
IFNγ levels. It is shown that an increased neopterine concentration in oral fluid and its correlation with SBI 
index in CGP patients is an independent biomarker of therapeutic effect. The patients with a CGP exhibited a 
highly significant correlation between initial levels of IFNγ and neopterine in oral fluid (R = 0.82; p = 0.0001), 
and after treatment (R = 0.78; p = 0.0001) in both groups of the patients.

Level of a neopterin and IFNγ at patients with complaints to intolerance of dentoprosthetic materials before 
removal of artificial limbs and after removal of orthopedic designs authentically didn't change.

Keywords: neopterine, chronic periodontitis, interferon-gamma, diagnostics, biomarker



57

Неоптерин и IFNγ при периодонтите
Neopterine and IFNγ in periodontitis2017, Vol. 19,  1

2017, Т. 19, № 1

или обычный биологический процесс» [16]. Био-
маркеры должны показывать физиологическое 
здоровье, патологические процессы и/или ответ 
на лечение. 

Биомаркеры должны быть простыми для ана-
лиза, выводы должны быть легко интерпрети-
руемы и давать исчерпывающую информацию, 
например предугадывать начало заболевания, 
измерять его активность и отражать прогрессию 
заболевания (например от гингивита до перио-
донтита). Однако есть еще ряд научных, клини-
ческих и технологических задач для достижения 
успешного клинического применения слюнной 
диагностики при лечении периодонтита [5].

Эпидемиологические исследования установи-
ли, что в гомогенной популяции с одинаковым 
распространением налета и уровнем гигиены по-
лости рта болезни периодонта распределены не-
равномерно. Более того, клинически обыденным 
является то, что у некоторых пациентов не разви-
вается периодонтит, несмотря на плохую гигие-
ну полости рта, и в то же время те, кто имеет вы-
сокий уровень гигиены полости рта (и хорошее 
общее состояние организма), страдают от тяже-
лых форм периодонтита [15]. Люди, восприим-
чивые к периодонтиту, формируют чрезмерный 
нерегулируемый иммунный ответ к бактериям 
зубного налета, что ведет к разрушению тканей. 
Индивидуальная восприимчивость определяется 
сложным взаимодействием между вторичными 
факторами, такими как генетические и эпигене-
тические элементы, возраст, пол, курение, и об-
щим здоровьем, что все в целом влияет на им-
мунный ответ [15]. 

Неоптерин [2-амино 4-гидрокси 6 (D-эритро 
1›,2›,3› тригидроксипропил) птеридин] достаточ-
но широко распространен в природе. История его 
изучения началась в 1963 г., когда неоптерин был 
впервые выделен из рабочей пчелы, ее личинки 
и маточного молочка. Производные неоптерина 
обнаружены у представителей различных типов 
и классов как животного, так и растительного 
мира. Это соединение выделено из бактерий, 
в том числе фотосинтезирующих, насекомых, 
млекопитающих, а также из растений. Основной 
интерес к неоптерину связан с его ролью маркера 
активации клеточного иммунитета человека.

Тем не менее биологическая роль неоптери-
на продолжает оставаться неясной. Неоптерин 
синтезируется из гуанозинтрифосфата. Фермент 
GTP CH I катализирует образование 7,8 – диги-
дронеоптеринтрифосфата из ГТФ. Отщепление 

фосфорных остатков клеточными фосфатазами 
приводит к образованию 7,8 дигидронеоптери-
на, при неферментативном окислении которого 
и образуется неоптерин [12]. При патологических 
состояниях, связанных с активацией иммунной 
системы, концентрация неоптерина и 7,8 диги-
дронеоптерина в организме может значительно 
увеличиваться. Одними авторами приводятся 
значения в крови 100-250 нМ/л, другими – у па-
циентов с постоперативными инфекционными 
осложнениями отмечается уровень неоптерина 
в плазме 1,6 мкМ/л [3]. Первоначально полагали, 
что ответственными за увеличение концентрации 
неоптерина в организме являются Т-клетки. Од-
нако позже было доказано, что главным его ис-
точником следует считать моноциты/макрофаги. 

Ответственным за стимуляцию продукции 
неоптерина данными иммунокомпетентными 
клетками является IFNγ [4]. Однако, как показа-
но на Т-клетках, непосредственно на активность 
ферментов, связанных с синтезом неоптерина, 
он не влияет. Наряду с этим неоптерин и 7,8-ди-
гидронеоптерин способны стимулировать соб-
ственный синтез. Так, было отмечено, что 7,8-ди-
гидронеоптерин увеличивает продукцию IFNγ 
Т-клетками [13]. Увеличение внутриклеточной 
концентрации Ca2+ играет важную роль в актива-
ции макрофагов, в частности приводит к актива-
ции NADPH оксидазы. Неоптерин способству-
ет увеличению внутриклеточной концентрации 
Ca2+ в моноцитах, изменяя проницаемость их 
кальциевых каналов, что позволяет данным пте-
ринам участвовать в Ca-индуцированной актива-
ции этих клеток [6, 10]. 

Достоверное определение уровня цитокинов 
в биологических жидкостях сопряжено с рядом 
серьезных трудностей. В частности, это связано 
с локальной продукцией цитокинов, коротким 
периодом их полужизни и циркуляцией в связан-
ном состоянии – в комплексе с другими белка-
ми. Это приводит к значительным флуктуациям 
в данных клинических анализов и очень услов-
но отражает продукцию цитокинов клетками. 
Так как неоптерин является стабильным соеди-
нением (в окисленном состоянии), легко и точно 
детектируется, а основным стимулом его продук-
ции признан IFNγ, то он способен быть допол-
нительным инструментом в оценке достоверного 
уровня IFNγ в организме [14]. Поскольку такая 
активация имеет место при очень широком кру-
ге патологических состояний, неоптерин как не-
специфический маркер находит все большее 
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применение в клинической лабораторной диа-
гностике. 

Одним из принципиальных диагностических 
подходов на ранней стадии ХП может быть вы-
явление иммунных нарушений, свойственных 
ХП, которые охватывают клеточное и гумораль-
ное звенья иммунной системы. Мы полагаем, что 
информативным показателем, отражающим ак-
тивацию клеточного иммунитета при ХП, явля-
ется неоптерин, лучше коррелирующий с рядом 
показателей активности и тяжести ХП, чем ряд 
цитокинов [14]. 

В связи с вышесказанным представляет осо-
бый интерес изучение взаимосвязи уровня неоп-
терина и IFNγ у больных ХП и определение его 
роли как маркера прогрессирования воспали-
тельно-деструктивного процесса. 

Материалы и методы
Характеристика обследованных больных
До начала исследования все пациенты были 

осмотрены с целью определения общего состо-
яния (определена температура тела, состояние 
регионарных лимфоузлов, общее самочувствие) 
и состояния тканей периодонта: OHI-S, SBI, 
а также проводилась оценка ортопантомограмм. 
Степень деструкции тканей периодонта опреде-
ляли на основании анализа ортопантомограмм 
и данных индекса PI (Russel). Оценку вышепере-
численных показателей проводили в первое по-
сещение и на четырнадцатый день. 

Было обследовано 50 больных с хроническим 
генерализованным сложным и простым перио-
донтитом, средней и тяжелой степеней тяжести 
в стадии обострения, которые были разделены 
на 2 группы в соответствии с международной 
классификацией стоматологических болезней 
МКБ-C-3 на основе МКБ-10 (ВОЗ, 1995) и клас-
сификацией, утвержденной Американской ака-
демией периодонтологов (1999) [16]:

1 группа – 25 больных с хроническим гене-
рализованным простым периодонтитом средней 
степени тяжести в стадии обострения. Средний 
возраст в данной группе составил 42 [38; 47] года. 
Из них 8 мужчин и 17 женщин.

2 группа – 25 больных с хроническим генера-
лизованным сложным периодонтитом тяжелой 
степени тяжести в стадии обострения. Средний 
возраст в данной группе составил 49 [43; 53] года. 
Из них 8 мужчин и 17 женщин.

3 группа – 20 больных с жалобами на непере-
носимость стоматологических материалов. Сред-

ний возраст в данной группе составил 45 [39; 51] 
лет. Из них 2 мужчин и 18 женщин.

Следует отметить, что большинство больных 
второй группы имели признаки агрессивного те-
чения заболевания, что мы связываем с вторич-
ной иммунной недостаточностью.

Критериями включения пациентов в опытную 
группу являлись: возраст 18-65 лет, минимум 
18 сохранившихся зубов, за исключением 3-их 
моляров, частые обострения заболевания: 
более 4 раз в течение последних 12 месяцев, 
отсутствие системных заболеваний, отсутствие 
периодонтального лечения, cистемной 
антибактериальной и противовоспалительной 
терапии в течение 6 месяцев перед данным 
исследованием, добровольное информированное 
согласие.

Критериями исключения являлись: беремен-
ность, уровень мочевой кислоты в крови более 
0,38 ммоль/л.

При подборе пациентов исключали больных 
с тяжелой соматической патологией. Обостре-
ний сопутствующих заболеваний у пациентов 
на момент обследования не отмечалось. Особое 
внимание уделялось анамнестическим данным 
(давность заболевания, длительность ремиссии, 
лечение и его результаты).

Обследование больных проводилось по еди-
ной схеме, на каждого пациента заполнялась 
амбулаторная карта стоматологического здоро-
вья и разработанная карта обследования, где от-
мечались результаты проведенных клинических, 
лабораторных и дополнительных методов иссле-
дования.

При клиническом обследовании велась оцен-
ка стоматологического и общего здоровья паци-
ента, базирующаяся на рекомендациях ВОЗ. 

Основные этапы такой оценки включали:
1. Опрос с выяснением истории стоматоло-

гического и периодонтологического анамнезов 
(уровень мотивации и осведомленности по гиги-
ене полости рта, регулярность повторных визи-
тов, наличие конкретных жалоб, время их появ-
ления, продолжительность заболевания, частота 
обострений, характер и результаты предшествую-
щего лечения).

2. Оценка уровня общемедицинского и се-
мейного анамнеза (наличие сопутствующих 
и перенесенных заболеваний, аллергоанамнез, 
наследственный фактор, характер питания, про-
фессиональные вредности).
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3. Клинический осмотр включал экстраораль-
ную (внешний осмотр), периоральную (область 
губ, носогубные складки) и интраоральную оцен-
ку ротовой полости. 

Рентгенологическое обследование включало 
в себя ортопантомографию и прицельные ден-
тальные снимки. При анализе рентгенограмм 
фиксировался ряд определенных рентгенологи-
ческих параметров: степень активности костных 
деструктивных изменений по характеру конту-
ра зон резорбции, их четкости, наличию очагов 
остеопороза; наличие поддесневых зубных от-
ложений; состояние периодонтальной щели; со-
стояние фуркаций; наличие нависающих краев 
пломб, положение краев искусственных коронок 
по отношению к контуру естественной коронки 
и относительно эмалево-цементной границы; 
структура ткани челюстей, анатомические осо-
бенности зубов и зубных рядов [1].

Всем пациентам проводилось традиционное 
базовое лечение с учетом индивидуальных осо-
бенностей, которое включало следующие меро-
приятия: 

1. Мотивацию пациента и обучение гигиене 
полости рта с последующим неоднократным кон-
тролем и коррекцией до тех пор, пока не сфор-
мируются устойчивые гигиенические навыки 
на высоком уровне. Обучение методам чистки 
зубов. Пациенты проводили чистку зубов по мо-
дифицированному методу Басса для пациентов 
без рецессии десны, а также по методу Стилма-
на для пациентов с рецессией с использованием 
зубных паст, не содержащих в своем составе ак-
тивных антисептиков.

2. Профессиональную гигиену полости рта 
(поэтапное инструментальное и аппаратное уда-
ление над- и поддесневых зубных отложений, по-
лировка зубов и пломб).

3. Устранение местных факторов, способству-
ющих скоплению и активации действия микроб-
ного фактора (пломбирование придесневых ка-
риозных полостей, устранение дефектов пломб, 
восстановление межзубных контактов).

4. Шинирование подвижных зубов.
5. Функциональное избирательное пришли-

фовывание.
6. Местную противовоспалтельную терапию.
7. Закрытый кюретаж периодонтальных кар-

манов.
8. Коррекцию мягких тканей преддверия по-

лости рта.
9. Физиотерапевтические методы лечения (ва-

куум-массаж, гидромассаж десен).

Методика забора и подготовки к исследованию 
ротовой жидкости

Ротовую жидкость (РЖ) получали путем спле-
вывания в стерильные пробирки без стимуляции 
утром, натощак, без предварительной чистки зу-
бов и полоскания.

Образцы РЖ (1-1,5 мл) центрифугировали 
при 7000 об/мин в течение 20 минут. Далее пробы 
фильтровали через нитроцеллюлозные фильтры 
с диаметром пор 0,22 мкм. 

Лабораторные методы обследования
Определение уровня неоптерина осуществля-

ли с использованием набора реагентов методом 
иммуноферментного анализа (IBL International 
immunoassays, Hamburg, Germany).

С целью количественного определения IFNγ 
проводили твердофазный иммуноферментный 
анализ с использованием тест-системы ЗАО 
«Вектор-Бест» (г. Новосибирск, Россия). 

Статистическая обработка результатов иссле-
дования проводилась при помощи STATISTICA 
10.0. Количественные параметры представлены 
в виде медианы (Me) и интерквартильного ин-
тервала (Q0,25-Q0,75), где Q0,25 – верхняя грани-
ца нижнего квартиля, Q0,75 – нижняя граница 
верхнего квартиля. Для анализа различий в двух 
независимых группах по количественному при-
знаку применялся непараметрический критерий 
U Манна-Уитни. Для анализа различий в двух за-
висимых группах по количественному признаку 
применялся критерий Вилкоксона. Для опреде-
ления меры связи двух количественных параме-
тров использовали анализ ранговой корреляции 
Spearman (непараметрический) с уровнем стати-
стической значимости p < 0,05.

Цель исследования – установить взаимосвязь 
неоптерина и IFNγ в ротовой жидкости больных 
хроническим генерализованным периодонтитом 
для более полного понимания болезней перио-
донта.

Результаты 
Подавляющее большинство пациентов при 

обращении имели плохой или неудовлетвори-
тельный уровни гигиены. На 4-5 день практи-
чески все пациенты отмечали исчезновение 
симптомов обострения процесса. Через 14 дней 
после начала лечения у всех больных заметно 
улучшалось гигиеническое состояние полости 
рта. При этом среднее значение индекса гигиены 
OHI-S в группе больных с хроническим генера-
лизованным простым периодонтитом средней 
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степени тяжести в стадии обострения снизилось 
с 2,25 [1,83; 2,42] до 0,5 [0,5; 0,66], в группе боль-
ных с хронический генерализованным слож-
ным периодонтитом тяжелой степеней тяжести 
в стадии обострения снизилось с 2,33 [2,0; 2,42] 
до 0,67 [0,33; 0,83].

Значительное снижение индекса гигиены 
OHI-S у больных обеих групп можно связать 
с мотивацией и постоянным контролем и кор-
рекцией за соблюдением оптимальной гигиены 
полости рта, проведением комплекса професси-
ональной гигиены полости рта.

Параметры объективных тестов, характеризу-
ющих воспаление в тканях периодонта также по-
казали позитивную динамику.

Значения индекса кровоточивости SBI при 
зондировании претерпели положительные из-
менения, что выражалось в редукции показателя: 
с 67,8% [58; 77,4] до 13 [9,7; 19,3] в первой груп-
пе, и с 79,6% [64,9; 87,8] до 19,1 [17; 21] во второй 
группе. 

На четырнадцатый день параметры индекса 
ПИ (Russel) у пациентов первой группы снизился 
с 2,6 [2,4; 2,9] до 1,6 [1,4; 1,9] – более чем в 2 раза. 
У пациентов второй группы индекс ПИ (Russel) 
снизился менее выраженно – с 4,6 [4,2; 5,0] до 2,6 
[2,0; 3,0], что по нашему мнению обусловлено 

тем, что у них имеет место иммунодефицитная 
болезнь, требующая дополнительной иммуно-
коррекции.

Глубина периодонтального кармана измени-
лась следующим образом: у пациентов первой 
группы – с 3,7 [3,5; 4,0] до 3,5 [3,0; 3,5], у паци-
ентов второй группы – с 5,5 [5,0; 6,0] до 4,0 [3,5; 
4,5].

По завершении курса лечения практически 
у всех больных обеих групп десна приобрета-
ла розовый цвет, правильную конфигурацию 
и плотность, значительно уменьшалось и прекра-
тилось выделение экссудата из периодонтальных 
карманов, уменьшилась подвижность зубов. 

Определение уровня неоптерина и IFNγ в РЖ 
Уровень неоптерина и IFNγ в РЖ определяли 

до начала лечения и на 14 день после лечения. 
При анализе полученных результатов отмече-

но, что средний уровень неоптерина у пациентов 
с ХП средней степеней тяжести до лечения был 
повышен и составил 8,2 [6,0; 9,9] нг/мл, что до-
стоверно отличалось (р < 0,05) от таковых после 
лечения 5,4 [3,6; 7,2] нг/мл. Количество IFNγ 
в РЖ у пациентов данной группы достоверно 
не изменилось до и после лечения и составило 
до лечения – 6,7 [5,0; 8,7] пг/мл, а после лече-
ния – 5,5 [3,5; 7,1] пг/мл (табл. 1).

ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ СРЕДНЕГО УРОВНЯ И РАЗБРОСА ЗНАЧЕНИЙ УРОВНЯ НЕОПТЕРИНА И IFNγ В РОТОВОЙ 
ЖИДКОСТИ У ПАЦИЕНТОВ С ХРОНИЧЕСКИМ ГЕНЕРАЛИЗОВАННЫМ ПРОСТЫМ ПЕРИОДОНТИТОМ СРЕДНЕЙ 
СТЕПЕНИ ТЯЖЕСТИ ДО И ПОСЛЕ ЛЕЧЕНИЯ
TABLE 1. AVERAGE LEVELS AND SCATTER LIMITS FOR NEOPTERIN AND IFNγ LEVELS IN ORAL FLUID IN PATIENTS WITH 
CHRONIC GENERALIZED SIMPLE PERIODONTITIS BEFORE AND AFTER TREATMENT

Параметр
Parameters

До лечения
Before treatment

После лечения
After treatment p-level

Неоптерин
Neopterin (ng/ml) 8,2 [6,0; 9,9] 5,4 [3,6; 7,2] 0,0001

IFNγ (pg/ml) 6,7 [5,0; 8,7] 5,5 [3,5; 7,1] 0,3

ТАБЛИЦА 2. ПОКАЗАТЕЛИ СРЕДНЕГО УРОВНЯ И РАЗБРОСА ЗНАЧЕНИЙ УРОВНЯ НЕОПТЕРИНА  
И IFNγ В РОТОВОЙ ЖИДКОСТИ У ПАЦИЕНТОВ С ХРОНИЧЕСКИМ ГЕНЕРАЛИЗОВАННЫМ СЛОЖНЫМ 
ПЕРИОДОНТИТОМ ТЯЖЕЛОЙ СТЕПЕНИ ТЯЖЕСТИ ДО И ПОСЛЕ ЛЕЧЕНИЯ
TABLE 2. AVERAGE LEVELS AND SCATTER LIMITS FOR NEOPTERIN AND IFNγ IN ORAL FLUID IN PATIENTS WITH CHRONIC 
GENERALIZED COMPLEX SEVERE PERIODONTITIS BEFORE AND AFTER TREATMENT

Параметр
Parameters

До лечения
Before treatment

После лечения
After treatment p-level

Неоптерин
Neopterin (ng/ml) 11,6 [8,0; 15,4] 5,5 [4,1; 7,1] 0,01

IFNγ (pg/ml) 8,6 [7,3; 11,2] 5,4 [4,3; 6,7] 0,04
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Результаты показали, что уровень неопте-
рина в РЖ у пациентов с хроническим генера-
лизованным сложным периодонтитом тяжелой 
степени тяжести до лечения был еще более вы-
сок, чем у пациентов первой группы, и соста-
вил 11,6 [8,0; 15,4] нг/мл, что достоверно от-
личалось (р < 0,05) от таковых после лечения 
5,5 [4,1; 7,1] нг/мл. У пациентов данной груп-
пы проведение периодонтальной терапии сни-
жало уровень IFNγ в РЖ, который составил:  

до лечения – 8,6 [7,3; 11,2] пг/ мл, а после лече-
ния – 5,4 [4,3; 6,7] пг/мл (табл. 2).

Уровень неоптерина у пациентов 2 группы 
был выше в 1,4 раза, чем у пациентов 2 группы, 
а после лечения практически не отличался у па-
циентов обеих групп.

Определение уровня неоптерина и IFNγ в РЖ
Уровень неоптерина у пациентов с жалобами 

на непереносимость зубопротезных материалов 
до снятия протезов (5,5 [4,1; 7,1] пг/мл) и через 

ТАБЛИЦА 3. КОРРЕЛЯЦИЯ (SPEARMAN) УРОВНЯ ГИГИЕНЫ (OHI-S) С УРОВНЕМ НЕОПТЕРИНА И IFNγ У ПАЦИЕНТОВ 
ОБЕИХ ГРУПП
TABLE 3. SPEARMAN CORRELATION BETWEEN DENTAL HYGIENE INDEX (OHI-S), NEOPTERIN AND IFNγ LEVELS IN 
PATIENTS FROM BOTH PERIODONTITIS GROUPS

Параметр
Parameters

OHI-S до
лечения

(1 гр.)
OHI-S 
before 

treatment 
(1 group)

p-level

OHI-S 
после

лечения 
(1 гр.)

OHI-S after 
treatment 
(1 group)

p-level

OHI-S до
лечения

(2 гр.)
OHI-S 
before 

treatment 
(2 group)

p-level

OHI-S 
после

лечения 
(2 гр.)

OHI-S after 
treatment 
(2 group)

p-level

Уровень неопте-
рина до лечения
Neopterin level 
before treatment

0,64 0,001 0,27 0,4 0,83 0,001 0,09 0,17

Уровень неоп-
терина после 
лечения
Neopterin level 
after treatment

0,26 0,2 0,21 0,06 0,07 0,3 -0,12 0,07

IFNγ до лечения
IFNγ level before 
treatment

0,48 0,002 0,25 0,1 0,69 0,0001 0,058 0,13

IFNγ после лече-
ния
IFNγ level after 
treatment

0,19 0,1 0,13 0,3 0,16 0,1 0,057 0,15

ТАБЛИЦА 4. КОРРЕЛЯЦИЯ (SPEARMAN) МЕЖДУ ИНДЕКСОМ SBI С УРОВНЕМ НЕОПТЕРИНА У ПАЦИЕНТОВ ОБЕИХ 
ГРУПП
TABLE 4. SPEARMAN CORRELATION BETWEEN SBI INDEX AND NEOPTERIN LEVEL IN PATIENTS FROM BOTH 
PERIODONTITIS GROUPS

Неоптерин
Neopterin

SBI до
лечения

(1 гр.)
SBI before 
treatment 
(group1)

p-level

SBI после
лечения 

(1 гр.)
SBI after 
treatment 
(group1)

p-level

SBI 
до

лечения
(2 гр.)

SBI before 
treatment 
(2 group)

p-level

SBI после
лечения 

(2 гр.)
SBI after 
treatment 
(2 group)

p-level

До лечения
Before treatment 0,62 0,001 0,81 0,00002 0,74 0,001 0,51 0,0001

После лечения
After treatment -0,16 0,2 0,07 0,06 0,067 0,3 0,29 0,09
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месяц после снятия ортопедических конструкций 
(5,1 [3,9; 6,2] пг/мл). Уровень IFNγ в РЖ данных 
пациентов, который составил до лечения 8,6 [7,3; 
11,2] пг/мл, а после лечения 5,4 [4,3; 6,7] пг/мл.  
Как видно из приведенных данных, уровни неоп-
терина и IFNγ в РЖ достоверно не изменялись до 
и после снятия ортопедических конструкций.

Анализ корреляции результатов определения 
уровня неоптерина и IFNγ в ротовой жидкости об-
следованных пациентов с результатами индексной 
оценки уровня гигиены и воспалительных явлений 
в периодонте

В группе больных с хроническим генерали-
зованным простым периодонтитом средней сте-
пени тяжести в стадии обострения анализ взаи-
мосвязи результатов показал наличие умеренной 
корреляции между результатами определения 
уровня неоптерина в ротовой жидкости и значе-
нием индекса гигиены OHI-S в первое посеще-
ние (R = 0,64; p = 0,001), а после лечения взаи-
мосвязи между вышеуказанными параметрами 
выявлено не было (R = 0,27; p = 0,2). Выявлена 
значимая умеренная корреляция между количе-
ством IFNγ в РЖ с индексом OHI-S до лечения 
(R = 0,48; p = 0,002) (табл. 3). 

Следует отметить, что в группе больных с хро-
ническим генерализованным сложным перио-
донтитом тяжелой степени тяжести в стадии обо-
стрения анализ взаимосвязи результатов также 
показал наличие умеренной корреляции между 
результатами определения уровня неоптерина 
в ротовой жидкости и значением индекса гигиены 
OHI-S в первое посещение (R = 0,83; p = 0,001), 
а после лечения взаимосвязи между вышеука-
занными параметрами выявлено не было. Нами 
установлено наличие умеренной корреляции 
между концентрацией IFNγ и OHI-S до лечения 
(R = 0,69; p = 0,0001) (табл. 3).

Проводя анализ взаимосвязей в группе боль-
ных с хроническим генерализованным про-
стым периодонтитом средней степени тяжести 
в стадии обострения, было установлено нали-
чие умеренной корреляции между результатами 
определения уровня неоптерина в ротовой жид-
кости и значением индекса SBI в первое посеще-
ние (R = 0,62; p = 0,001). Установлена сильная 
взаимосвязь между результатами определения 
уровня неоптерина в ротовой жидкости до ле-
чения и значением индекса SBI после лечения 
(R = 0,81; p = 0,00002). Также установлено нали-
чие взаимосвязи результатов определения IFNγ 
в РЖ с индексом SBI до (R = 0,74; p = 0,001) 
до лечения (табл. 4). 

В группе больных с хроническим генерализо-
ванным сложным периодонтитом тяжелой степе-
ни тяжести в стадии обострения анализ взаимо-
связи результатов также показал наличие сильной 
корреляции между результатами определения 
уровня неоптерина в ротовой жидкости и значе-
нием индекса SBI в первое посещение (R = 0,74; 
p = 0,001), а также умеренной корреляции меж-
ду уровнем неоптерина до лечения и SBI после 
лечения (R = 0,51; p = 0,0001). Проведенный 
анализ выявил взаимосвязи результатов опреде-
ления IFNγ в РЖ с индексом SBI до (R = 0,65; 
p = 0,0001) и после (R = 0,43; p = 0,001) лечения 
в обеих группах (табл. 4). 

Обсуждение
Указанные выше изменения уровней неоп-

терина в РЖ и индексов, объективно характе-
ризующие состояние периодонта и уровня гигие-
ны у пациентов с хроническим генерализованным 
периодонтитом, диктуют необходимость даль-
нейшего изучения этого вопроса для ранней диа-
гностики и улучшения качества лечения данной 
категории больных. Увеличение концентрации 
неоптерина в РЖ и взаимосвязь его концентра-
ции с индексом SBI у пациентов с хроническим 
генерализованным периодонтитом является не-
зависимым предиктором исхода лечения.

В результате проведенного исследования ста-
новится очевидной связь повышенного содер-
жания неоптерина в РЖ со степенью тяжести 
хронического генерализованного периодонти-
та. По нашему мнению, связь повышения кон-
центрации неоптерина с тяжестью заболеваний 
периодонта и ухудшением гигиены делает тест 
потенциально перспективным для предваритель-
ного заключения о необходимости включения 
в схему лечения иммуномодуляторов.

В ходе исследования установлено, что индек-
сы OHI-S и SBI, характеризуюшие состояние 
полости рта, взаимосвязаны с уровнями неоп-
терина и IFNγ. Исходя из этого мы считаем, что 
увеличение концентрации неоптерина в ротовой 
жидкости и взаимосвязь его концентрации с ин-
дексом SBI у пациентов с хроническим генерали-
зованным периодонтитом является независимым 
биомаркером исхода лечения. Данный факт под-
тверждается наличием сильной высоко значимой 
корреляции IFNγ и неоптерина в ротовой жид-
кости до лечения (R = 0,82; p = 0,0001) и после 
(R = 0,78; p = 0,0001) лечения в обеих группах со-
ответственно.
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IFNγ является уникальным цитокином, обе-
спечивающим взаимодействие множества кле-
точных систем посредством контроля транс-
крипции большого количества генов [7]. Однако 
для всестороннего, комплексного понимания 
функционирования специфического клеточного 
иммунного ответа у конкретного пациента целе-
сообразно исследование продукции множества 
биоактивных молекул, обеспечивающих регу-
ляторные и эффекторные функции друг друга. 
Определение IFNγ и неоптерина в комплексе 
с другими лабораторными методами исследова-
ния позволит получить результаты, достоверно 
отражающие состояние иммунитета.

Заключение
Таким образом, у пациентов с хроническим 

генерализованным простым периодонтитом 

средней степени тяжести в стадии обострения 

средний уровень неоптерина в ротовой жидко-

сти до лечения был повышен и достоверно от-

личался (р < 0,05) от его уровня после лечения. 

Количество IFNγ в ротовой жидкости у пациен-

тов данной группы достоверно не изменилось 

до и после лечения. У пациентов с хроническим 

генерализованным сложным периодонтитом 

тяжелой степени тяжести в стадии обострения 

уровень неоптерина до лечения был еще более 

высок, чем у пациентов первой группы, а после 

лечения снижался, как и уровень IFNγ в ротовой 

жидкости.

У пациентов с непереносимостью стоматоло-

гических материалов уровни неоптерина и IFNγ 
в РЖ достоверно не изменялись до и после сня-

тия ортопедических конструкций.
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РЕГУЛЯЦИЯ ИММУННОГО ОТВЕТА У ПАЦИЕНТОВ 
С ЧАСТИЧНО КОНТРОЛИРУЕМОЙ И КОНТРОЛИРУЕМОЙ 
БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМОЙ 
Барабаш Е.Ю., Калинина Е.П., Гвозденко Т.А., Денисенко Ю.К., 
Новгородцева Т.П., Антонюк М.В., Ходосова К.К.
Владивостокский филиал ФГБНУ «Дальневосточный научный центр физиологии и патологии дыхания» – 
Научно-исследовательский институт медицинской климатологии и восстановительного лечения, 
г. Владивосток, Россия

Резюме. В исследование включены 17 условно здоровых лиц (группа 1) и 88 больных в возрасте от 22 
до 48 лет с диагнозом «бронхиальная астма» (БА). В группу 2 вошли 9 пациентов с БА контролиру-
емого течения, в группу 3 – с диагнозом «частично контролируемая БА» (n = 79). Во второй группе 
8 человек имели легкое лечение БА, в третьей – 57. Определяли уровни интерлейкинов IL-4, IL-10, 
IL- 17A, интерферона-γ (IFNγ) и фактора некроза опухоли-α (TNFα) методом проточной цитометрии. 
Параметры клеточного иммунитета определялись методом проточной цитофлуориметрии. Показате-
ли фагоцитоза изучали по методу Д.Н. Маянского, метаболическую активность нейтрофилов – по ме-
тоду В.Н. Park в модификации Е.В. Шмелёва. При анализе показателей клеточного звена иммунной 
системы статистически значимых различий между субпопуляциями СD-лимфоцитов у здоровых 
и больных не выявлено. У больных с контролируемым и частично контролируемым течением БА от-
мечены изменения в концентрации цитокинов, которые характеризовались повышением уровня IL-4, 
IL-17А, IL-10, TNFα, изменениями фагоцитарной и кислородзависимой бактерицидной активности 
нейтрофилов. Установлено, что концентрации IL-4, IL-17А возрастают более значимо в группе паци-
ентов с отсутствием полного контроля над течением заболевания (группа 3) по сравнению с группой, 
имеющей контролируемое течение БА (группа 2). Индукция TNFα остается на статистически значимо 
высоком уровне в обеих группах наблюдения с БА, превышающем в 2,3 раза группу здоровых добро-
вольцев. Степень продукции IL-10 у пациентов группы с контролируемой БА (группа 2) была стати-
стически значимо выше, чем в группе с частичным контролем астмы (группа 3) p < 0,001, что позволяет 
рассматривать его в качестве контроля активной воспалительной реакции. В группе у больных с БА (2 
и 3 группы) уровень базального IFNγ был статистически значимо ниже, чем у здоровых добровольцев 
(p < 0,001). При частичном контроле БА (группа 3) этот показатель был занижен в 3 раза по сравне-
нию с группой здоровых лиц. При изучении функционального состояния клеток моноцитарно-ма-
крофагальной системы установлены статистически значимые различия у больных БА и здоровых лиц. 
Уменьшение резервных возможностей нейтрофильных гранулоцитов, снижение их окислительно-
го метаболизма в одинаковой степени характерно как для лиц с частично контролируемой БА, так и 
с контролируемой БА (группы 2 и 3), то есть не зависело от степени контроля заболевания.

Ключевые слова: бронхиальная астма, степени контроля, иммунная система, цитокины, нейтрофилы, иммунорегуляция



66

Barabash E.Yu. et al.
Барабаш Е.Ю. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

REGULATION OF IMMUNE RESPONSE OF PATIENTS WITH 
PARTIALLY CONTROLLED vs CONTROLLED BRONCHIAL 
ASTHMA
Barabash E.Yu., Kalinina E.P., Gvozdenko T.A., Denisenko Yu.K., 
Novgorodtseva T.P., Antonyuk M.V., Khodosova K.K. 
Research Institute of Medical Climatology and Rehabilitation Treatment, Vladivostok Branch, Far Eastern Scientific 
Center of Respiratory Physiology and Pathology, Vladivostok, Russian Federation

Abstract. A control group included seventeen conditionally healthy people (Group 1). Eighty-eight patients 
with proven bronchial asthma (BA) at the age of 22 to 48 were enrolled into the study. I.e., Group 2 included 
nine patients with well-controlled BA. Group 3 included persons with partially controlled BA (n=79). There 
were 8 people with easily treated BA in group 2, and 57 such cases in Group 3. The levels of interleukins 
(IL- 4, IL-10, IL-17A), interferon-γ (IFNγ), and tumor-α necrosis factor (TNFα) were monitored by means of 
flow cytometry technique. The parameters of cellular immunity were registered by flow cytofluorimetry assays. 
Phagocytosis indicators were studied by means of D. Mayansky method, metabolic activity of neutrophils, 
by the B.Park method, as modified by E.Shmelev. Evaluation of cellular immunity did not reveal statistically 
significant differences for distinct CD subpopulations between healthy controls and BA patients. The patients 
with controlled and partially controlled BA exhibited some changes in cytokine concentrations, i.e., increased 
IL-4, IL-17А, IL-10 and TNFα levels; changes in phagocytosis and oxygen dependent bactericidal activities 
of neutrophils. We have revealed higher concentrations of IL-4, IL-17А in the less controlled BA (group 3) , as 
compared with group 2. TNFα induction remained at significantly higher level in both groups of BA patients, 
exceeding mean control values by 2.3 times. The degree of IL-10 production in group 2 with controlled BA was 
significantly higher than in group with partial disease control (group 3, p < 0.001), thus suggesting application 
of IL-10 levels as an index of active inflammation control. Patients with BA (groups 2, 3) exhibited a decrease of 
basal IFNγ, as compared to healthy people (p < 0.001). In group 3 (partial control), this parameter was 3-fold 
lower than in healthy persons. Evaluation of monocyte/phagocyte functions showed statistically significant 
differences between BA patients and healthy persons. Functional reserve of granulocyte activity and oxidative 
metabolism were decreased to a similar degree in the patients with well-controlled and partially resistant BA, 
thus showing their independence on the quality of disease control. 

Keywords: bronchial asthma, immune system, cytokines, neutrophils, immune regulation, reference values

Введение
Бронхиальная астма (БА) – одно из распро-

страненных заболеваний в мире. Достигнуты 
определенные успехи в лечении пациентов с БА, 
однако у большинства пациентов контроль над 
симптомами заболевания остается низким [1, 2, 
4, 5, 14]. За последние 10 лет Российское респи-
раторное общество дважды проводило эпидемио-
логическое исследование, целью которого являл-
ся анализ эффективности проводимых лечебных 
программ. Согласно полученным данным, доля 
больных с тяжелой формой БА превышает 20%, 
что означает низкую эффективность обсуждае-
мых медикаментозных методов лечения, неадек-
ватный выбор лекарственных средств, низкий 
уровень сотрудничества между врачом и пациен-
том и др. [7, 12, 15, 16, 17, 20].

В основе патогенеза заболевания лежит хро-
ническое аллергическое воспаление бронхов, 

сопровождающееся их гиперреактивностью 
и периодически возникающими приступами 
затрудненного дыхания или удушья в результа-
те бронхиальной обструкции, обусловленной 
бронхоконстрикцией, гиперсекрецией сли-
зи, отеком стенки бронхов. В настоящее время 
важнейшая роль в регуляции иммунного ответа 
отводится растворимым медиаторам, осущест-
вляющим все взаимодействия между клетками 
иммунной системы [21]. Изучение особенно-
стей регуляции иммунного ответа у пациентов 
с БА позволяет оптимизировать терапию данно-
го заболевания.

Цель исследования: определить особенности 
регуляции иммунного ответа у пациентов с ча-
стично контролируемой и контролируемой БА 
путем изучения сывороточной концентрации ци-
токинов, показателей клеточного и моноцитар-
но-макрофагального звеньев иммунитета.
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Материалы и методы
В исследовании на условиях добровольно-

го информированного согласия участвовали 88 
человек в возрасте от 22 до 48 лет (средний воз-
раст 36,3±1,0 год), находившиеся на восстано-
вительном лечении в клинике Владивосток-
ского филиала ДНЦ ФПД – НИИМКВЛ с 2012 
по 2015 гг. Исследование проводилось в соответ-
ствии с принципами, изложенными в Хельсин-
ской декларации (2013). Протокол исследования 
одобрен этическим комитетом Владивостокского 
филиала ДНЦ ФПД – НИИМКВЛ.

Среди обследованных было 57 женщин (сред-
ний возраст 37,4±1,6 года) и 31 мужчина (сред-
ний возраст 34,3±2,3 лет). Диагноз пациентам 
был выставлен на основании жалоб, клиниче-
ских, лабораторно-инструментальных данных 
в соответствии с МКБ-10, Глобальной стратеги-
ей лечения и профилактики бронхиальной аст-
мы пересмотра 2014 года [21] и рекомендациями 
Российского респираторного общества. В группу 
сравнения вошли 17 условно здоровых лиц, сопо-
ставимых по возрасту и полу с группами наблю-
дения, без признаков атопии в анамнезе. Среди 
обследованных добровольцев было 9 женщин 
(средний возраст 30,4±1,5 лет) и 8 мужчин (сред-
ний возраст 40,7±2,3 лет). Пациенты из группы 
контроля (группа 1) были некурящими, не имели 
аллергозаболеваний, хронических заболеваний, 
на момент обследования у них отсутствовали 
острые заболевания.

В группе наблюдения 9 человек (группа 2) 
имели контролируемое течение БА, среди них 8 
человек – с легким течением и 1 со средней сте-
пенью тяжести заболевания. Группа 3 включала 
79 человек с частичным контролем над течением 
БА, среди них 22 человека имели среднюю сте-
пень тяжести, 57 человек – легкую степень тяже-
сти. 

Критерием включения в исследование слу-
жила диагностированная бронхиальная астма. 
При оценке контроля над симптомами БА ори-
ентировались на жалобы, клинические прояв-
ления, результаты ACQ-5 теста (Asthma Control 
Questionnaire) – валидизированных опросников 
для оценки уровня контроля бронхиальной аст-
мы и эффективности назначенной терапии, дан-
ных спирометрии с бронхолитиком и показатели 
суточной вариабельности пиковой скорости вы-
доха (ПСВ).

Определение концентрации цитокинов IL-4, 
IL-10, IL-17А, TNFα, IFNγ осуществляли ме-
тодом проточной цитометрии с помощью тест-
систем Сytometric Bead Arrаy (BD, USA) на ци-
тометре FACSCanto II (BD USA). Для обработки 
данных использовали программу FCAP3 (BD, 
USA).

Параметры клеточного иммунитета опреде-
лялись методом проточной цитофлуориметрии 
с использованием набора BD Multitest 6-color 
TBNK (Becton Dickinson, США). Фагоцитарную 
активность нейтрофилов (ФАН), фагоцитарный 
резерв (ФР), фагоцитарное число (ФЧ) и фаго-
цитарного числа резерв (ФЧр), завершенность 
фагоцитоза изучали по методу Д.Н. Маянского 
с соавт. [12]. Изучение метаболической активно-
сти нейтрофилов проводилось с помощью теста 
восстановления нитросинего тетразолия (НСТ), 
резерва теста восстановления нитросинего тетра-
золия (НСТр), стимулированного теста восста-
новления нитросинего тетразолия (НСТст), ин-
декса активации нейтрофилов (ИАН) и резерва 
индекса активации (ИАНр), стимулированного 
индекса активации нейтрофилов (ИАНст) по ме-
тоду В.Н. Park в модификации Е.В. Шмелёва [18].

Статистическую обработку количественных 
данных проводили с использованием статисти-
ческой программы Statistica, версия 6.1 (серия 
1203 для Windows). Проверку выборки на нор-
мальность распределения осуществляли с ис-
пользованием критерия Шапиро–Уилка (для ма-
лых выборок). Данные непараметрических тестов 
представлены в виде медианы (Ме) и значений 
квартильного диапазона (25%; 75%). Для оценки 
результатов исследований использовали непара-
метрические критерии Манна–Уитни и Вилкон-
сона. Различия считали статистически значимы-
ми при р < 0,05.

Результаты
Полученные в настоящем иссследовании дан-

ные указывают на значимость про- и противо-
воспалительных цитокинов в патогенезе БА 
(табл. 1). Об этом свидетельствует разная степень 
повышения уровня секреции TNFα, IL-4, IL-10, 
IL-17А у больных БА в зависимости от степени 
контроля над течением заболевания. 

Уровень секреции IL-4 был повышенным 
у пациентов с БА ( второй и третьей групп) и ста-
тистически значимо отличался от показателей 
у здоровых добровольцев (p < 0,001). У пациен-
тов с частично контролируемой астмой (группа 3) 
IL-4 был повышен в 2,3 раза, у пациентов с кон-
тролируемой астмой (группа 2) – в 1,8 раза, под-
тверждая значимость Th2 пути иммунного ответа 
при БА.

Степень продукции IL-10 у пациентов группы 
с контролируемой БА (группа 2) была статисти-
чески значимо выше, чем в группе с частичным 
контролем астмы (группа 3) p < 0,001, что позво-
ляет рассматривать его в качестве контроля ак-
тивной воспалительной реакции.

Уровень TNFα был статистически значимо 
повышен у пациентов с БА в обеих группах в 2,3 



68

Barabash E.Yu. et al.
Барабаш Е.Ю. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

раза при сравнении со здоровыми добровольца-
ми (р < 0,05). Однако статистически значимых 
отличий между пациентами с частично контро-
лируемой и контролируемой БА (второй и тре-
тьей) не обнаружено. 

Степень активности секреции IL-17А у боль-
ных с контролируемым течением БА (группа 2) 
была на уровне здоровых добровольцев (груп-
па 1). Однако пациенты, имеющие частичный 
контроль над симптомами (группа 3), имели 
статистически значимое повышение данного по-
казателя в 2 раза по сравнению как со здоровы-
ми лицами из первой группы, так и с пациента-
ми из второй группы с контролируемой астмой 
(p < 0,0001).

Подобная закономерность получена и при 
исследовании интерферона-γ у пациентов, име-
ющих БА. В группе у больных с БА (2 и 3 груп-
пы) уровень базального IFNγ был статистически 
значимо ниже, чем у здоровых добровольцев 
(p < 0,001). У пациентов с полным контролем 
(группа 2) над течением заболевания IFNγ был 
снижен в 2,5 раза. При частичном контроле 
(группа 3) – в 3 раза, что подтверждает сниже-
ние врожденных механизмов иммунной защиты 
и наличие персистирующего аллергического вос-
паления за счет активации Th2-типа иммунного 

ответа при БА. Уровень данного цитокина у боль-
ных БА не зависел от степени контроля.

При анализе показателей клеточного звена 
иммунной системы статистически значимых раз-
личий между субпопуляциями СD-лимфоцитов 
у здоровых и больных не выявлено, что свидетель-
ствует об отсутствии влияния СD-позитивных 
клеток на контроль течения бронхиальной астмы 
(табл. 2).

При изучении функционального состояния 
клеток моноцитарно-макрофагальной системы 
установлены статистически значимые различия 
у больных БА и здоровых лиц. У больных БА 
(группы 2 и 3) отмечена тенденция к уменьше-
нию резервных возможностей нейтрофильных 
гранулоцитов – НСТр и ИАНр в 1,9 и 2,1 раза 
соответственно. У пациентов с частичным кон-
тролем над течением БА (группа 3) наблюдается 
снижение показателя ФЧ – на 21%. У всех об-
следованных с БА (группы 2 и 3) выявлен низкий 
уровень окислительного метаболизма: ИАН сни-
жен на 91%, ИАНр – на 54%. Уменьшение резер-
ных возможностей нейтрофильных гранулоци-
тов, снижение их окислительного метаболизма 
в одинаковой степени характерно как для лиц 
с частично контролируемой БА, так и с контро-

ТАБЛИЦА 1. СОДЕРЖАНИЕ ЦИТОКИНОВ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ У ПАЦИЕНТОВ С КОНТРОЛИРУЕМОЙ И ЧАСТИЧНО 
КОНТРОЛИРУЕМОЙ БА, Me (Q0,25-Q0,75)
TABLE 1. CYTOKINE CONTENTS  IN BLOOD SERUM OF PATIENTS WITH CONTROLLED OR PARTIALLY CONTROLLED 
BRONCHIAL ASTHMA

Показатели
Indices

Группа обследованных лиц
Studied Group

Достигнутый 
уровень 

значимости, р
Achieved significance 

level, p
Группа 1, n = 11

Group 1
Группа 2, n = 9

Group 2
Группа 3, n = 79

Group 3

TNFα, pg/ml 47,1
(43,1; 49,3)

112,7
(108; 114,4)

109,7
(108,9; 111,5) 

р1-2 < 0,0294
р1-3 < 0,001
р2-3 < 0,165

IL-4, pg/ml 76,6
(68,5; 81,9)

129
(120; 133,6)

166,5
(165,3; 167,8) 

р1-2 < 0,0001
р1-3 < 0,001
р2-3 < 0,001

IL-10, pg/ml 33,1
(29,6; 36,6)

43,5
(42,3; 44) 

25,5
(24,3; 26)

р1-2 < 0,0286
р1-3 < 0,0021
р2-3 < 0,0001

IL-17А, pg/ml 383,7
(280,6; 392,2)

387,8
(381,7; 391,4) 

661,4
(657,8; 665,9)

р1-2 < 0,6857
р1-3 < 0,0001
р2-3 < 0,0001

IFNγ
базальный
IFNγ basal
pg/ml

9,8
(9,2;10,3)

4,3
(2,5; 5,1)

3,3
(1,3; 6,2)

р1-2 < 0,0009
р1-3 < 0,0009
р2-3 < 0,9117

Примечание. Результаты представлены в виде медианы, нижнего и верхнего квартилей. р – статистическая 
значимость различий между пациентами с БА и здоровыми добровольцами.
Note. Results are presented as median, lower, and upper quartiles. Me (Q0,25-Q0,75). Р, statistical significance of the differences 
between patients with bronchial asthma and healthy volunteers.
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ТАБЛИЦА 2. ПОКАЗАТЕЛИ ИММУННОГО СТАТУСА У ПАЦИЕНТОВ С БА И У ЗДОРОВЫХ ДОБРОВОЛЬЦЕВ, Me (Q0,25-Q0,75)
TABLE 2. INDICATORS OF IMMUNE STATUS OF PATIENTS WITH BRONCHIAL ASTHMA AND HEALTHY VOLUNTEERS.

Показатель
Indicators

Группа 1, n = 11
Group 1

Группа 2, n = 9
Group 2

Группа 3, n = 79
Group 3

Достигнутый уровень 
значимости, р

Achieved significance level, p

Лейкоциты
Leukocytes, % 5,7 (4,8; 6,2) 5,57 (5,4; 5,8) 7,9 (7,4; 8,3) 

p1-2 < 0,1
p1-3 < 0,1
p2-3 < 1

Лимфоциты
Lymphocytes, × 109/L 31,1 (27,2; 32,6) 31,9 (30,6; 33,1) 29,3 (29; 30)

p1-2 < 0,7
p1-3 < 0,7
p2-3 < 0,1

CD3+, % 70,6 (66,7; 72,4) 62 (57; 76) 64,1 (51,3; 73,8)
p1-2 < 0,54
p1-3 < 0,7
p2-3 < 1

CD3+CD4+, % 44,5 (41,4; 47,3) 36 (32,5;48,5) 36 (27; 47) 
p1-2 < 0,4740

p1-3 < 0,4
p2-3 < 0,8248

CD3+CD8+, % 24,7 (21,9; 26) 25 (20,8; 28,8) 22,5 (19,2; 26,8)
p1-2 < 0,4625
p1-3 < 0,4706
p2-3 < 0,3476

CD4+/CD8+ ratio 2 (1,4; 2,4) 2 (1,4; 2,4) 1,5 (1,2; 2,1) 
p1-2 < 0,8
p1-3 < 0,2

p2-3 < 0,21

CD16+, % 15,5 (14,5; 20,4) 14,5 (12,5; 18) 14 (11,7; 18,2) 
p1-2 < 0,8061
p1-3 < 0,6478
p2-3 < 0,8928

CD19+, % 15,1 (11; 18,3) 12,6 (11,1; 13,7) 14 (11,7; 18,2)
p1-2 < 0,0734
p1-3 < 0,0608
p2-3 < 0,96

Фагоцитоз
Phagocytosis 51,5 (42,3; 64,8) 67 (55; 69,25) 64 (59,5; 68)

p1-2 < 0,0756
p1-3 < 0,044
p2-3 < 0,9711

ФР
Phagocyte reserve 1,2 (1,2; 1,2) 1,2 (1,2; 1,3) 1,8 (1,1; 1,2) 

p1-2 < 0,113
p1-3 < 0,0706
p2-3 < 0,0744

ФЧ
Phagocyte count 4,8 (4,7; 5,5) 4,8 (4,1; 5) 3,8 (3,5; 3,9) 

p1-2 < 0,3747
p1-3 < 0,004

p2-3 < 0,0062
ФЧР
Phagocyte count 
reserve

1,4 (1,2; 1,5) 1,2 (1,2; 1,3) 1,3 (1,2; 1,5)
p1-2 < 0,1386
p1-3 < 0,5787
p2-3 < 0,3880

НСТ
NBT test 15 (13; 18) 15 (10; 21) 15 (14; 18,5)

p1-2 < 0,7970
p1-3 < 0,7564
p2-3 < 0,6033

НСТр
NBT test reserve 3,3 (2,5; 4) 1,7 (1,6; 1,9) 1,7 (1,5; 1,8) 

p1-2 < 0,0004
p1-3 < 0,001

p2-3 < 0,5658
ИАН
Neutrophil activation 
index

1,2 (0,3; 1,5) 0,2 (0,2; 0,3) 0,2 (0,2; 0,2)
p1-2 < 0,0065
p1-3 < 0,0051
p2-3 < 0,3093

ИАНр
Neutrophil activation 
index reserve

3,6 (2,4; 3,9) 1,6 (1,5; 1,9) 1,59 (1,5; 1,63)
p1-2 < 0,0001
p1-3 < 0,0001
p2-3 < 0,378

Примечание. Результаты представлены в виде медианы, нижнего и верхнего квартилей. р – статистическая 
значимость различий между пациентами с БА и здоровыми добровольцами.
Note: The results are presented as median, lower, and upper quartiles. Me (Q0,25-Q0,75). р, statistical significance of the differences 
between patients with bronchial asthma and healthy volunteers.
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лируемой БА (группы 2 и 3), то есть не зависело 
от степени контроля заболевания.

Обсуждение
Результаты исследований свидетельствуют 

о том, что развившийся при БА воспалительный 
процесс в легочной ткани сопровождается нали-
чием комплекса иммунометаболических измене-
ний, отражающих структурно-функциональные 
перестройки органа-мишени. Установлено, что 
концентрации IL-4, IL-17А возрастают более зна-
чимо в группе пациентов с отсутствием полного 
контроля над течением заболевания по сравне-
нию с группой, имеющей контролируемое те-
чение БА. Концентрация IL-17А в 2 раза выше, 
а IL-4 на 23% выше в 3 группе с частично кон-
тролируемым течением заболевания, по сравне-
нию с пациентами из 1 группы. Индукция TNFα 
остается на статистически значимо высоком 
уровне в обеих группах наблюдения, превышаю-
щем в 2,3 раза группу контроля. Th2-медиаторы 
иммунного ответа, поддерживают персистирую-
щее аллергическое воспаление и способствуют 
генерации супрессорных Th1- и Th17-клеток, 
которые индуцируют IL-17, TNFα. Известно, 
что TNFα не только участвует в защитных реак-
циях, но и является одним из ведущих медиато-
ров деструкции тканей, поэтому увеличение его 
количества у больных с БА может быть связано 
с активацией патологического метаболизма и ре-
моделированием дыхательных путей [3, 8, 9, 19]. 
Формирование Th17-фенотипа иммунного от-
вета детерминирует привлечение и активацию 
нейтрофилов, что играет важную роль на этапе 
контроля воспаления [7, 23, 24, 25, 11]. Сохраня-
ющиеся высокими уровни секреции IL-4, IL-17А, 

TNFα на фоне базисной противовоспалительной 
терапии могут свидетельствовать о неадекватном 
выборе лекарственных средств или развитии ре-
зистентности клеток-продуцентов к действию 
базисной топической глюкокортикостероидной 
терапии.

Снижение иммунорегуляторного фактора 
IL- 10 в 1,5 раза относительно референсных зна-
чений у пациентов с частичным контролем над 
течением заболевания является прогностическим 
фактором активности аллергических реакций ор-
ганизма пациента, имеющего БА, и показателем, 
характеризующим степень контроля над течени-
ем заболевания [6, 7]. Снижение IFNγ у пациен-
тов с БА подтверждается данными других иссле-
дований [10, 22] и свидетельствует о подавлении 
Th1-девиации в иммунной защите у пациентов 
с БА. Значительное влияние на контроль течения 
заболевания у пациентов с бронхиальной аст-
мой оказывают показатели фагоцитарного звена 
иммунной защиты. Уменьшение резервных воз-
можностей нейтрофильных гранулоцитов и по-
казателя фагоцитарного числа свидетельствует 
о недостаточной поглотительной активности 
нейтрофилов и повышает уровень антигенной 
нагрузки у пациентов с БА.

Выявленные изменения иммунного статуса 
у больных с контролируемым и частично кон-
тролируемым течением БА, которые характери-
зуются повышением уровня IL-4, IL-17А, TNFα 
и ФАН, снижением ИАН, ФЧ, НСТр и ИАНр, 
позволяют рассматривать эти показатели в каче-
стве маркеров активной воспалительной реакции; 
в качестве показателей, характеризующих степень 
контроля над течением заболевания; как крите-
рий эффективности проводимой терапии. 
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ЭФФЕКТИВНОСТЬ ПНЕВМОКОККОВОЙ ВАКЦИНЫ 
У ДЕТЕЙ С РАЗЛИЧНЫМИ ПРОЯВЛЕНИЯМИ 
ТУБЕРКУЛЕЗНОЙ ИНФЕКЦИИ
Довгалюк И.Ф.2, Дрозденко Т.С.1, Старшинова А.А.2, Корнева Н.В.2, 
Харит С.М.1
1 ФГБУ «Научно-исследовательский институт детских инфекций» Федерального медико-биологического 
агентства России, Санкт-Петербург, Россия  
2 ФГБУ «Санкт-Петербургский научно-исследовательский институт фтизиопульмонологии» Министерства 
здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Сопутствующая инфекционная патология снижает уровень неспецифической реактив-
ности организма, создавая тем самым неблагоприятный фон в течении туберкулезной инфекции. 
Создание специфического иммунитета против наиболее часто встречающихся в детском возрасте 
инфекционных заболеваний, к которым относится и пневмококковая инфекция, возможно не толь-
ко у детей с латентной туберкулезной инфекцией, но и у пациентов с туберкулезом органов дыха-
ния. В исследовании приводятся данные после проведения иммунизации против пневмококковой 
инфекции препаратом «Пневмо23» у 35 детей в возрасте от 3 до 14 лет с различными проявления-
ми туберкулезной инфекции, находившимися на обследовании и лечении в ФГБУ «СПб НИИФ» 
Минздрава России. Эффективность вакцинации оценивали по числу эпизодов ОРИ, острых средних 
отитов и внебольничных пневмоний как наиболее распространенных форм пневмококковой инфек-
ции за год до прививки и через год после нее. Клиническая безопасность вакцинации определялась 
в соответствии с числом возникающих в поствакцинальном периоде общих и местных реакций. Ча-
стота развития общих и местных реакций достоверно не различалась в группах и не превышала зна-
чений, указанных в инструкции к препарату. Гладкое течение поствакцинального периода наблюда-
лось у 94,3% привитых. Не отмечалось негативного влияния на течение туберкулезной инфекции. 
Во 2-й группе все дети имели неосложненное течение поствакцинального периода. В обеих группах 
отмечалось статистически значимое увеличение уровня IgG к 14-45-му дню вакцинации. Вакцинация 
ППВ23 не сопровождалась развитием поствакцинальных осложнений и не вызывала ухудшения тече-
ния туберкулезной инфекции. Вакцинация против пневмококковой инфекции эффективна в сниже-
нии частоты острых респираторных инфекций как детей, инфицированных МБТ, так и с локальными 
проявлениями туберкулеза.

Ключевые слова: вакцинация, пневмококковая вакцина, дети, туберкулезная инфекция, диагностика, иммунитет
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EFFICIENCY OF PNEUMOCOCCAL VACCINE IN CHILDREN 
WITH DIFFERENT PATTERNS OF TUBERCULOSIS INFECTION
Dovgalyuk I.F.b, Drozdenko T.S.a, Starshinova A.A.b, Korneva N.V.b, 
Kharith S.M.a
a Research Institute of Pediatric Infections, St. Petersburg, Russian Federation  
b St. Petersburg Research Institute of Phthisiopulmonology, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Concomitant infection is known to decrease non-specific immunity levels, thus negatively 
affecting clinical outcomes in tuberculosis patients. Development of specific immune response against most 
common pediatric infections, e.g., pneumococcal infection, is possible both in children with latent tuberculosis 
and in respiratory tuberculosis. The study contains data concerning results of immunization with Pneumo23 
vaccine against pneumococcal infection in 35 children (3 to 14 years old) with different manifestations of MBT 
infection observed at the St. Petersburg Research Institute of Phthisiopulmonology. The vaccination efficiency 
was evaluated by incidence of acute respiratory infectionsm acute otitis media, and community pneumonias 
within one year before and after vaccination performed. Clinical safety of the vaccination was determined as 
the number of general and local reactions registered following vaccination.

Incidence of post-vaccinal reactions did not differ significantly between the clinical groups and did not 
exceed the values reported by the vaccine manufacturer. Post-vaccinal period was event-free in 94.3% of 
vaccinated children, without any negative effects upon the underlying tuberculosis process. In Group 2, all the 
children were complication-free over the post-vaccinal period. Both groups exhibited a statistically significant 
increase of IGg levels by the post-vaccination day 14…45. The PPV23 vaccination was not followed by post-
vaccinal complications, or worsening of tuberculosis infection. Hence, anti-pneumococcal vaccination is 
effective for prevention of acute respiratory infections, both in MBT-infected children and in patients with 
local tuberculosis affection. 

Keywords: vaccination, pneumococcal vaccine, children, tuberculosis infection diagnostics, immunity

Введение
Всемирная организация здравоохранения 

рассматривает вакцинацию в качестве одного 
из факторов достижения здоровья нации. Не-
обходимость защиты от управляемых инфекций 
детей с различными проявлениями туберкулез-
ной инфекции была доказана многими исследо-
вателями давно, однако, в связи с отсутствием 
достаточного фактического материала, показы-
вающего переносимость и эффективность вве-
дения различных вакцин детям с туберкулезной 
инфекцией, а также вследствие несогласованно-
сти мнений фтизиатров и специалистов по им-
мунопрофилактике и неточности формулиро-
вок в нормативных документах, на практике их 
не вакцинируют [2, 7]. В последнем утвержден-
ном Национальном Календаре профилактиче-
ских прививок (Приказ МЗ РФ от 21.03.2014 г. 
№ 125н) туберкулез как противопоказание к вак-
цинации также не упоминается. Однако, в При-
казе МЗ РФ № 109 «О совершенствовании про-
тивотуберкулезных мероприятий» указано, что 
в случае установления «виража» туберкулиновых 
реакций, а также гиперергической или усилива-

ющейся реакции на туберкулин, без функцио-
нальных и локальных проявлений туберкулеза 
у детей, профилактические прививки проводятся 
не раньше, чем через 6 месяцев. 

Актуальность проблемы вакцинации детей 
с туберкулезной инфекцией связана с сохраняю-
щимся неблагополучием в отношении заболева-
емости туберкулезом как взрослых, являющихся 
источником заражения туберкулезной инфекци-
ей детей, так и детского населения [1, 4, 5, 6]. Еже-
годно активным туберкулезом заболевает около 
5,5 тысяч детей, более 500 000 детей и подростков 
состоят на учете в группах риска противотубер-
кулезных учреждений [3, 8]. При возникнове-
нии неблагоприятной эпидемической ситуации 
по контролируемым инфекциям больные ту-
беркулезом, особенно в закрытых коллективах 
(санатории, больницы), создают «группу риска» 
по заболеванию ими, а также по обострению ос-
новного заболевания, при этом эффект от про-
водимой химиотерапии значительно снижается. 
Доказано усугубляющее действие на течение ту-
беркулеза таких инфекций, как корь, коклюш, 
пневмококковая и другие инфекции, которые 
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способствуют утяжелению течения туберкулез-
ной инфекции [7, 9, 10]. 

В последние годы в России проводится им-
мунизация детей с положительными иммуноло-
гическими тестами против гриппа, пневмокок-
ковой инфекции [2]. Однако в литературе нет 
сведений об эффективности проведения вакци-
нации детей как заболевших туберкулезом, так и 
с латентной туберкулезной инфекцией.

Отсутствие четких рекомендаций по вакцина-
ции детей с латентной туберкулезной инфекцией 
и больных туберкулезом на фазе обратного раз-
вития процесса приводит к медицинским отво-
дам от прививок, что является следствием отсут-
ствия индивидуальной защиты от управляемых 
инфекций у детей и снижению коллективного 
иммунитета. Все это определяет цель нашего ис-
следования, включающего проведение клинико-
иммунологических исследований, оценку кле-
точного, гуморального ответа и эффективность 
иммунного ответа после введения полисахарид-
ной 23-валентной пневмококковой вакцины 
(Пневмо23) у детей с различными проявлениями 
туберкулезной инфекции.

Материалы и методы
Проведена иммунизация против пневмо-

кокковой инфекции препаратом «Пневмо23» 
(ППВ23) 35 детей в возрасте от 3 до 14 лет, отне-
сенных к категории часто и длительно болеющих 
ОРЗ, находившихся на обследовании в амбула-
торно-поликлиническом отделении и отделении 
терапии туберкулеза легких у детей ФГБУ «СПб 
НИИФ» Минздрава России за период с 2013 

по 2015 год. Перед иммунизацией всем детям был 
выполнен стандартный комплекс фтизиатриче-
ского обследования, проведением пробы с аллер-
геном туберкулезным рекомбинантным и рентге-
нологическими (МСКТ) методами обследования. 
Проведен анализ результатов проспективного 
исследования с сравнением результатов вакци-
нации в двух группах детей: 1-я группа (n = 24) – 
с латентной туберкулезной инфекцией, 2-я груп-
па (n = 11) – с туберкулезом органов дыхания 
(ТОД). В 1-ой группе прививки проводили как на 
фоне превентивной химиотерапии. Во 2-ой – 
на фоне основного курса терапии с применением 
4-х препаратов в интенсивной фазе и фазе про-
должения терапии более 4-6 месяцев. Критери-
ями эффективности лечения служили: положи-
тельная клинико-лабораторная (уменьшение 
проявлений интоксикационного синдрома, сни-
жение активности туберкулеза по данным пробы 
с Диаскинтестом) рентгенологическая динамика 
специфического процесса. Проведен комплекс 
иммунологического обследования с определе-
нием субпопуляций лимфоцитов (CD3+, CD4+, 
CD8+, CD16+, CD20+, CD25+, CD95+) до привив-
ки, на 14-й, 30-й и 45-й дни после нее, а также 
изучением уровня цитокинов IL-1, IL-4, IL-6, 
IFNγ, TNFα в сыворотке крови методом имму-
ноферментного анализа (ИФА); содержание Ig 
классов А, М, G – турбодиметрическим методом, 
IgЕ – методом твердофазного ИФА. Статистиче-
ская обработка полученных результатов прово-
дилась с применением пакета программ Statistica 
6,0 (StafSoft, США). Для проверки гипотезы 
о различии групп использованы непараметри-

ТАБЛИЦА 1. ХАРАКТЕРИСТИКА ВАКЦИНАЛЬНОГО ПРОЦЕССА У ДЕТЕЙ В ГРУППАХ ПОСЛЕ ВАКЦИНАЦИИ ППВ23 
TABLE 1. FEATURES OF VACCINATION PROCESS AFTER PPV23 VACCINATION FOR DIFFERENT GROUPS

Группы детей
Groups of children

Течение вакцинального процесса
Outcomes of vaccination process (abs./%)

Местные реакции
Local reactions (abs./%)Гладкое

Non-complicated
Осложненное

Complicated

Обострение 
основного 
процесса 

Exacerbation  
of primary disease

1-ая группа (n = 24)
Group 1 22 91,6 2 8,3 – – 2 8,3

2-ая группа (n = 11)
Group 2 11 100 – – – – 1 9,1

Всего (n = 35)
Total 33 94,3 2 – – 3 8,6
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ТАБЛИЦА 2. ДИНАМИКА ИММУНОЛОГИЧЕСКИХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ ПОСЛЕ ПРОВЕДЕНИЯ ВАКЦИНАЦИИ ППВ23 ДЕТЯМ 
В I-ОЙ ГРУППЕ (С ЛАТЕНТНОЙ ТУБЕРКУЛЕЗНОЙ ИНФЕКЦИЕЙ)
TABLE 2. TIME-DEPENDENT CHANGES OF IMMUNOLOGICAL INDEXES FOLLOWING PPV23 VACCINATION IN THE 1ST 
GROUP (CHILDREN WITH LATENT TB INFECTION)

Показатели Ме
Меdian values (95% CI)

Сроки обследования
Terms of survey

До прививки
Before vaccination

14 день
Day 14

45 день
Day 45

Лейкоциты
Leukocytes, × 109/L 6,9 (5,8-7,3) 6,4 (5,8-8,5) 7,1 (5,9-10,7)

Лимфоциты
Lymphocytes,% 39 (31,5-47,5) 39 (25-52,5) 37 (32-41)

Лимфоциты
Lymphocytes, × 109/L 2,6 (2,0-3,2) 3,0 (1,7-3,2) 2,3 (2,2-3,4)

CD3+, % 69 (64,5-73) 64 (56-71,5) 68 (66-69)

CD3+, × 109/L 1,8 (1,2-2,1) 2,0 (1,4-2,2) 2,0 (1,5-2,3)

CD4+, % 38,5 (34-41,5) 35 (34-40) 37 (32-42)

CD4+, × 109/L 1,0 (0,7-1,3) 1,1 (0,7-1,5) 1,0 (0,9-1,4)

CD8+, % 27 (21,5-31) 27 (25-28) 25 (22-29)

CD8+, × 109/L 0,7 (0,5-0,8) 0,7 (0,5-1,0) 0,8 (0,5-0,8)

CD16+, % 6,5 (5-11) 8 (5-15) 10,5 (3-17)

CD16+, × 109/L 0,2 (0,1-0,3) 0,2 (0,1-0,4) 0,2 (0,1-0,5)

CD20+, % 18,5 (14-23) 21 (15-24) 16 (14-26)

CD20+, × 109/L 0,5 (0,3-0,7) 0,7 (0,4-0,8) 0,5 (0,3-0,6)

CD25+, % 9 (6,5-13) 10 (6-12) 10 (5-14)

CD25+, × 109/L 0,2 (0,1-0,4) 0,2 (0,1-0,4) 0,3 (0,2-0,4)

CD95+, % 20 (15-27) 20 (17-27) 23 (18-29)

CD95+, × 109/L 0,4 (0,3-0,6) 0,6 (0,4-0,8) 0,7 (0,5-0,9)

IgМ, g/l 0,7 (0,6-1,0) 1,0 (0,9-1,2) 1,0 (0,8-1,2)

IgG, g/l 7,6 (6,4-10,8)* 10,0 (7,0-13,5)* 11,2 (7,8-15,6)*

IgA, g/l 0,8 (0,6-1,3) 0,8 (0,7-1,4) 1,0 (0,8-1,3)

IgЕ, IU/l 25 (13,5-106) 15 (10-28) 16 (11-28)

Примечание. * – р < 0,05 (по Вилкоксону). 
Note. * – р < 0.05 (Wilcoxon criterion).
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ТАБЛИЦА 3. ДИНАМИКА ИММУНОЛОГИЧЕСКИХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ ПОСЛЕ ИММУНИЗАЦИИ ППВ23 У ДЕТЕЙ ВО II-ОЙ 
ГРУППЕ (БОЛЬНЫЕ ТУБЕРКУЛЕЗОМ)
TABLE 3. TIME-DEPENDENT CHANGES OF IMMUNOLOGICAL INDEXES FOLLOWING PPV23 VACCINATION IN THE 2ND 
GROUP (CHILDREN WITH TB INFECTION)

Показатели Ме
Меdian values (95% CI)

Сроки обследования 
Terms of survey

До прививки
Before vaccination

14 день
Day 14

45 день
Day 45

Лейкоциты
Leukocytes, × 109/L 5,0 (4,5-6,5) 6,9 (3,8-11,3) 7,8 (6,0-9,3)

Лимфоциты
Lymphocytes, % 26,5 (22-35) 35 (27-42) 37 (15-38)

Лимфоциты
Lymphocytes, × 109/L 1,4 (1,1-2,1) 2,8 (1,8-3,1) 2,2 (1,2-3,5)

CD3+, % 68 (64-76) 68,5 (63-69) 73 (66-74)

CD3+, × 109/L 1,0 (0,7-1,4) 1,9 (1,2-2,1) 1,6 (0,9-2,3)

CD4+, % 36,5 (31-50) 33,5 (29-49) 46 (23-54)

CD4+, × 109/L 0,6 (0,4-0,7) 0,9 (0,8-1,0) 0,8 (0,5-1,2)

CD8+, % 25 (24-30) 24,5 (21-29) 23 (17-36)

CD8+, × 109/L 0,4 (0,2-0,6) 0,7 (0,3-1,1) 0,4 (0,3-1,3)

CD16+, % 9,5 (5-15) 11,5 (9-17) 11 (5-22)

CD16+, × 109/L 0,2 (0,1-0,2) 0,4 (0,2-0,5) 0,1 (0,1-0,8)

CD20+, % 16,5 (15-19) 16 (14-21) 12 (10-21)

CD20+, × 109/L 0,2 (0,2-0,3) 0,4 (0,3-0,6) 0,4 (0,1-0,5)

CD25+, % 10 (6,0 -13) 7 (6-9) 8,5 (6,5-15)

CD25+, × 109/L 0,2 (0,1-0,3) 0,2 (0,1-0,2) 0,2 (0,1-0,2)

CD95+, % 27,5 (17-33) 30 (15-40) 32 (16-41)

CD95+, × 109/L 0,3 (0,3-0,7) 0,9 (0,2-1,2) 0,4 (0,4-1,4)

IgM, g/l 0,6 (0,5-0,8) 1,2 (0,7-1,8) 0,9 (0,6-1,3)

IgG, g/l 9,6 (9,4-10,8) 13,2 (11,4-14,2)* 11,8 (10,2-14,9)*

IgA, g/l 1,5 (1,3-1,8) 1,8 (1,2-2,1) 1,6 (1,3-1,8)

IgЕ, IU/l 57,5 (45-119) 22 (6-90) 21 (6-53)

Примечание. * – р < 0,05 (по Вилкоксону). 
Note. * – р < 0.05 (Wilcoxon criterion).
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ческие методы: Mann–Whitney U-test и Wilcoxon 
matched pair test. Статистически достоверными 
различия считались при р < 0,05. Исследование 
проводилось в рамках государственного задания 
«Значение иммуногенетических маркеров систе-
мы HLA и иммунологических особенностей ор-
ганизма в прогнозе развития генерализованных 
форм инфекции у детей».

Результаты и обсуждение
В поствакцинальном периоде общие реак-

ции наблюдались у 3-х из всех 35 привитых де-
тей (8,6%). В 1-ой группе общая реакция в виде 
повышения температуры до 38 °С в течение 2-х 
суток после вакцинации наблюдалась у 2-х из 24 
пациентов (8,3%). Во 2-ой группе у одного ре-
бенка из 11 детей (9,1%) была отмечена сильная 
вакцинальная реакция (повышение температу-
ры до 39,5 °С) в первые сутки после иммуниза-
ции. Местные нормальные вакцинальные реак-
ции (покраснение, уплотнение в месте введения 

не более 5 см) были отмечены у 3 детей из всех 
35 привитых детей (8,6%), у двоих детей из 1-ой 
группы (8,3%), у одного ребенка из 2-ой группы 
(9,1%). Частота развития общих и местных ре-
акций достоверно не различалась в группах и не 
превышала значений, указанных в инструкции 
к препарату (1-10%) (табл. 1). 

Всем детям после вакцинации проводилось 
последующее наблюдение у фтизиатра с выпол-
нением основных методов обследования (кли-
ническое состояние, туберкулиновые кожные 
пробы, рентгенологический контроль). Наблю-
дение в динамике не выявило неблагоприятного 
течения туберкулезной инфекции ни у одного 
ребенка. 

Для оценки клинико-эпидемиологической 
эффективности вакцинации ППВ23 анализиро-
вались анамнестические данные: число эпизодов 
ОРИ, острых средних отитов и внебольничных 
пневмоний, как наиболее распространенных 
в детской популяции форм пневмококковой ин-

ТАБЛИЦА 4. СОДЕРЖАНИЕ ЦИТОКИНОВ В ДИНАМИКЕ ПОСЛЕ ВАКЦИНАЦИИ ППВ 23 В ГРУППАХ СРАВНЕНИЯ
TABLE 4. CYTOKINE LEVELS AT DIFFERENT TERMS AFTER PPV 23 VACCINATION IN COMPARISON GROUPS

Показатели Ме
Меdian values 

(95% CI)

Группы 
Groups

Сроки обследования
Terms of survey

До прививки
Before vaccination

14 день
14 day

45 день
Day 45

IL-1, pg/ml

1-ая 
1st 144,5 (37,5-250,5) 191,3 (25-379) 103 (16-148) 

2-ая
2nd 282 (0-415)* 261 (168-264) 27 (16-148)*

IL-4, pg/ml

1-ая
1st 5,1 (0-6,5) 11,6 (0-19) 2,2 (0-19)

2-ая
2nd 17 (0-20) 24 (18-36) 12 (0-22,2)

IL-6, pg/ml

1-ая
1st 7,8 (0-11,5) 8,9 (0-15) 11,4 (0-13)

2-ая
2nd 11,3 (0-32) 3,8 (0-17) 13,2 (0-22)

IFNγ, pg/ml

1-ая
1st 125,3 (21,5-171,5)* 78,1 (0-161)* 20,0 (0-60)*

2-ая
2nd 65,7 (0-136)* 22 (0-44) 3,7 (0-26) 

TNFα, pg/ml

1-ая
1st 2,2 (0-14) 1,4 (0-10) 1,7 (0-11)

2-ая
2nd 1,5 (0-13) 2,1 (0-26) 1,6 (0-8)

Примечание. * – р < 0,05 (по Вилкоксону).
Note. * – р < 0.05 (Wilcoxon criterion).
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фекции, за предыдущий год и через год после 
вакцинации. 

Проведен анализ результатов комплексного 
иммунологического обследования, которое по-
казало, что после иммунизации полисахаридной 
пневмококковой вакциной статистически зна-
чимых изменений в субпопуляциях лимфоцитов 
не выявлено ни в одной из групп (табл. 2 и 3). 

В обеих группах отмечалось статистически 
значимое увеличение уровня IgG к 14-45 дню 
вакцинации, в 1-ой группе к 45 дню, также как и 
во 2-ой группе, с 9,6 г/л (9,4-10,8 г/л) до 13,2 г/л 
(11,4-14,2 г/л) и 11,8 г/л (10,2-14,9 г/л) соответ-
ственно, р = 0,03.

В поствакцинальном периоде выявлено 
снижение уровня IFNγ и IL-1 в обеих группах 
(табл. 4). 

Таким образом, после иммунизации пневмо-
кокковой вакциной (ППВ23) общие реакции на-
блюдались только в 8,6% случаев без достовер-
ных различий в группах. Частота развития общих 
и местных реакций достоверно не различалась 
в группах и не превышала значений, указанных 
в инструкции к препарату (1-10%). В поствак-
цинном периоде исследование субпопуляции 

лимфоцитов статистических различий в груп-

пах не выявило. Однако отмечалось статисти-

чески значимое увеличение уровня IgG к 14-45 

дню вакцинации и снижение уровня IFNγ и IL-1 

в обеих группах. 

Заключение
Представленные данные подтверждают без-

опасность и эффективность введения вакцины 

ППВ23 детям с различными проявлениями ту-

беркулезной инфекции при условии ее благопри-

ятного течения.

Вакцинация ППВ23 не сопровождалась раз-

витием поствакцинальных осложнений и не 

вызывала ухудшения различных проявлений 

туберкулезной инфекции. Вакцинация против 

пневмококковой инфекции эффективна в сни-

жении частоты острых респираторных инфекций 

как детей, инфицированных МБТ, так и с ло-

кальными проявлениями туберкулеза, что мо-

жет служить основанием для изменения подхода 

к проведению вакцинации детей с различными 

проявлениями туберкулезной инфекции.
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ИНГИБИРОВАНИЕ ЭКСПРЕССИИ АКТИВИРУЮЩЕГО 
РЕЦЕПТОРА NKG2D НА NK-КЛЕТКАХ РЕКОМБИНАНТНЫМ 
БЕЛКОМ MICA
Абакушина Е.В.1, Лысюк Е.Ю.2, 3, Посвятенко А.В.2, 3, 4, 
Кибардин А.В.2, 3

1 Медицинский радиологический научный центр им. А.Ф. Цыба – филиал ФГБУ «Национальный медицинский 
исследовательский радиологический центр» Министерства здравоохранения РФ, г. Обнинск, Калужская 
область, Россия  
2 ФГБУН «Институт биологии гена» РАН, Москва, Россия  
3 ФГБУ «Федеральный научно-клинический центр детской гематологии, онкологии и иммунологии имени 
Дмитрия Рогачева» Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия  
4 ФГБОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова» 
Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Нестабильность генома трансформированных клеток как одна из основных причин опу-
холевого роста может приводить к появлению в клетке ряда атипичных белков. Такие белки могут 
распознаваться иммунной системой и приводить к уничтожению измененных клеток. С другой 
стороны, фенотипическая нестабильность может влиять на появление трансформированных кле-
ток, напрямую подавляющих эффекторное звено иммунного ответа и/или не распознаваемых ци-
тотоксическими лимфоцитами. Одним из наиболее важных активирующих рецепторов, экспресси-
руемых NK-клетками, является рецептор NKG2D, необходимый для обнаружения и уничтожения 
трансформированных и инфицированных клеток. Лигандами для NKG2D являются поверхностные 
или свободно циркулирующие стресс-индуцируемые неканонические молекулы главного комплекса 
гистосовместимости I класса MICA/B (MHC class I chain–related proteins A and B). MICA и MICB 
отсутствуют или слабо экспрессируются в большинстве нормальных клеток. В то же время в опу-
холевых и инфицированных вирусами клетках их количество существенно повышено. Взаимодей-
ствие NKG2D со своими лигандами играет важную роль в регуляции противоопухолевых иммунных 
реакций. Так, накопление в крови растворимой формы MICA за счет протеолитического шеддинга 
с поверхности опухолевых клеток может блокировать NKG2D-опосредованную противоопухолевую 
цитотоксичность и, таким образом, способствовать ускользанию опухолевых клеток от иммунного 
надзора. 

Цель настоящего исследования заключалась в оценке блокирующего эффекта растворимого ре-
комбинантного белка MICA человека (rhsMICA) на рецептор NK-клеток NKG2D. Для этого выделен-
ные из периферической крови мононуклеарные клетки обрабатывали различными концентрациями 
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(0, 1, 5 и 10 мкг/мл) растворимого рекомбинантного белка человека MICA, после чего клетки окра-
шивали антителами против CD314 (NKG2D) и проводили цитометрический анализ CD3-CD56+NK-
клеток. Кроме того, аналогично анализировали активированные IL-2 и IL-15 лимфоциты больного 
меланомой. Показано, что кратковременная обработка лимфоцитов rhsMICA значительно снижа-
ет экспрессию рецептора NKG2D на цитотоксических лимфоцитах как у здоровых доноров, так и 
у больных меланомой, при этом изменения зависят от дозы rhsMICA. В то же время после активации 
цитокинами лимфоциты становятся, по всей видимости, более устойчивыми к ингибирующему воз-
действию rhsMICA, в результате чего значимого снижения экспрессии NKG2D на активированных 
NK-клетках не происходит. Данный факт дает предпосылки к использованию активированных NK-
клеток для адоптивной иммунотерапии онкологических больных с MICA-позитивными опухолями.

Ключевые слова: NK-клетки, активирующий рецептор NKG2D, NKG2D лиганды, стресс-индуцированные молекулы MICA, 
ингибирование NKG2D

INHIBITION OF THE NKG2D ACTIVATING RECEPTOR 
EXPRESSION ON CYTOTOXIC LYMPHOCYTES BY 
RECOMBINANT MICA PROTEIN
Abakushina E.V.a, Lyssuk E.Yu.b, c, Posvyatenko A.V.b, c, d, 
Kibardin A.V.b, c

a A. Tsyb Medical Radiological Research Centre – Branch of the National Medical Research Radiological Centre, 
Obninsk, Kaluga Region, Russian Federation  
b Institute of Gene Biology, Russian Academy of Sciences, Moscow, Russian Federation  
c Dmitry Rogachev Federal Research Center of Pediatric Hematology, Oncology and Immunology, Moscow, Russian 
Federation  
d N. Pirogov Russian National Research Medical University, Moscow, Russian Federation 

Abstract. Genome instability of transformed cells, being the most common factor of malignancy, may result 
into production of abnormal proteins in these cells. Normally, the newly formed proteins are recognized by 
immune system, thus causing elimination of the transformed cells. Nevertheless, the phenotypic instability 
promotes formation of specific transformed cells which suppress effector immune reactions and/or are 
unrecognizable by cytotoxic lymphocytes.

NKG2D is one of the most important activating receptors expressed by NK cells. It serves as a major 
recognition receptor for detection and elimination of tumor and infected cells. The ligands for NKG2D include 
surface or circulating non-canonical MICA/B molecules from class I major histocompatibility complex (MHC 
class I chain–related proteins A and B). MICA and MICB are expressed scarcely, if at all, by the most normal 
cells, being, however, upregulated in cancer cells and virus-infected cells. NKG2D receptor-ligand interaction 
is important for regulation of anti-tumor immune reactions. The soluble form of MICA accumulated in blood 
due to proteolytic shedding from tumor cell membranes is able to inhibit the NKG2D mediated anti-tumor 
cytotoxicyty and, therefore, promote the immune escape. The aim of our study was to estimate blocking effects 
of soluble recombinant human MICA protein (rhsMICA) upon NKG2D receptor of NK cells. 

Mononuclear cells were isolated from peripheral blood, followed by incubation with of rhsMICA at different 
concentrations (0, 1, 5, or 10 µg/ml), staining with anti-CD314 (NKG2D) mAbs on the CD3-CD56+NK cells, 
and flow cytometry analysis. A similar treatment protocol was applied for IL2- and IL15-activated mononuclear 
cells isolated from the melanoma patients. 

It has been shown that brief incubation of lymphocytes with rhsMICA caused a significantly reduced 
expression of NKG2D receptor on the surface of cytotoxic lymphocytes, both from healthy donors and melanoma 
patients. These changes depended on the MICA dose. Meanwhile, the cytokine-activated lymphocytes seem 
to become more resistant to inhibiting effects of rhsMICA, and, thus, do not cause any significant reduction of 
NKG2D expression on the activated NK cells. This fact may be a pre-requisite for usage of activated NK-cells 
for adoptive immunotherapy of cancer patients with MICA-positive malignancies.

Keywords: NK cells, NKG2D activating receptor, NKG2D ligands, stress-induced MICA, NKG2D inhibition
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Исследование выполнено за счет гранта Рос-
сийского научного фонда (проект № 14-35-00105) 
и гранта Президента НШ-9069.2016.4.

Введение
В настоящее время эффект ускользания опу-

холи от иммунного надзора изучен не полно-
стью [7], но некоторые механизмы этого феномена 
уже достаточно хорошо известны [6] и позволяют 
продолжать поиск эффективных и безопасных 
способов лечения онкологических заболеваний. 
Основной причиной опухолевого роста как ста-
дийного процесса превращения нормальной со-
матической клетки в опухолевую является неста-
бильность генома трансформированных клеток 
[5]. В результате этого процесса в клетке обычно 
появляется ряд атипичных, измененных белко-
вых молекул, которые теоретически могут рас-
познаваться и уничтожаться иммунной системой. 
Одновременно с этим изменчивость фенотипа 
трансформированной клетки создает возмож-
ность для селекции вариантов клеток, которые 
не несут антигенных детерминант, распознавае-
мых лимфоцитами либо же подавляют эффектор-
ное звено иммунного ответа [7]. Таким образом, 
генетическая нестабильность является одновре-
менно причиной возникновения иммуногенно-
сти опухолей и причиной, по которой опухоле-
вый рост чрезвычайно сложно контролировать 
как иммунологическими, так и любыми другими 
терапевтическими средствами. Достоверно по-
казано, что иммунная система способна распоз-
навать злокачественные клетки и реагировать 
на такое распознавание активацией и последую-
щими каскадами иммунных реакций [14]. Одним 
из последствий активации сигнальных каскадов 
в опухолевой клетке является экспрессия на кле-
точной поверхности стресс-индуцированных мо-
лекул MICA и MICB, относящихся к семейству 
неканонических молекул гистосовместимости 
класса I (MHC class I-related molecules) [12]. Вза-
имодействие экспонированных на поверхности 
опухолевых клеток либо свободно циркулиру-
ющих в кровотоке молекул MICA с активирую-
щим рецептором NK-клеток и цитотоксических 
Т-лимфоцитов NKG2D играет важную роль в ре-
гуляции противоопухолевых иммунных реакций 
[15]. Накопление растворимых форм лиганда 
MICA (sMICA) в сыворотке крови негативно ска-
зывается на NKG2D-зависимой клеточной цито-

токсичности и может приводить к подавлению 
иммунного ответа [1, 8].

Рядом авторов было показано, что протеоли-
тический шеддинг белка MICA с поверхности 
опухолевых клеток с образованием sMICA может 
приводить к анергии эффекторных клеток за счет 
уменьшения поверхностной экспрессии активи-
рующего рецептора NKG2D, что определяет ме-
ханизм уклонения опухолевых клеток от иммун-
ного надзора [10, 13]. 

Некоторыми исследователями показано, что 
только 11,4% клеток-мишеней К562 экспресси-
руют стресс-индуцированные молекулы MICA, 
но успешно уничтожаются NK-клетками посред-
ством контактного цитолиза [11]. Блокировка 
поверхностной экспрессии NKG2D приводит 
к ингибированию этого лиганд-рецепторного 
взаимодействия. В других экспериментальных 
статьях показано, что противоопухолевая ак-
тивность NK-клеток не зависит от происхожде-
ния и типа роста клеток-мишеней, а определя-
ется лишь наличием поверхностных маркеров 
на клетке-мишени [8]. Именно поэтому важно 
понимание механизма экспрессии и сбрасыва-
ния лигандов NKG2D, что приводит к актива-
ции или анергии эффекторов, а также является 
результатом взаимодействия растворимых форм 
MICA с активирующим рецептором NKG2D 
на поверхности цитотоксических лимфоцитов.

Целью исследования явилась оценка блокиру-
ющего эффекта растворимого рекомбинантного 
человеческого белка MIСA (rhsMICA) на активи-
рующий рецептор цитотоксических лимфоцитов 
человека NKG2D.

Материалы и методы
В работе использовали периферическую кровь 

5 здоровых доноров старше 18 лет и больного ме-
ланомой. Объектом исследования служила пери-
ферическая венозная кровь, полученная путем 
пункции локтевой вены и собранная в вакуумные 
пробирки с добавлением K3ЭДТА. Мононукле-
арные клетки выделяли по стандартной методике 
на градиенте плотности фиколла (Ficoll-Paque™ 
Premium; density 1,077; GE Healthcare). Рекомби-
нантный белок rhsMICA (ЗАО «Протеинсинтез», 
Россия) разводили в концентрации 50 мкг/мл 
в фосфатном буферном растворе (ФСБ). Полу-
ченную после выделения мононуклеарной фрак-
ции клеточную суспензию разводили до концен-
трации 1-2 × 106 клеток/ мл в ФСБ. В пробирки 
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вносили необходимое количество рекомбинант-
ного белка для получения конечной концентра-
ции 0 мкг/мл, 1 мкг/мл, 5 мкг/мл и 10 мкг/мл 
rhsMICA. Далее клетки инкубировали 30 мин при 
комнатной температуре и отмывали в ФСБ цен-
трифугированием.

Для активации мононуклеарные клетки по-
мещали в 24-луночный планшет (Costar, США) 
в концентрации 1-2 ×  106 клеток/мл по 1 мл 
в каждую лунку и на протяжении 4 дней куль-
тивировали в полной питательной среде RPMI-
1640, содержащей 10% эмбриональной телячьей 
сыворотки (ЭТС) с добавлением IL-2 в концен-
трации 250 МЕ/мл (Ронколейкин, Биотех, Рос-
сия) и IL- 15 (ImmunoTools, Германия) в концен-
трации 50 нг/мл. Культивирование проводилось 
в СО2 инкубаторе во влажной атмосфере при 
37 °С. Через 48 часов половину питательной сре-
ды заменяли новой [2, 3].

В работе оценивали субпопуляционный со-
став Т- и NK-лимфоцитов периферической 
крови и маркера активации NKG2D (CD314) 
на Т- и NK-клетках сразу после выделения и по-
сле активации на протяжении 4 дней. Для это-
го проводили цитофлуориметрический анализ 
с использованием меченых антител анти-CD56-
FITC (eBioscience, США, clone MEM188), CD3-
PC5.5 (Beckman Coulter IOTest® #PN A66327), 
CD314-PE (= NKG2D) (eBioscience, США, clone 
1D11), CD25-FITC (ImmunoTools, Германия, 
#21810253sp), CD69-PE (ImmunoTools, Германия, 
#21620694 или Beckman Coulter IOTest, США, 
#PN IM1943U) и CD16-PC5 (Beckman Coulter 
IOTest, США, #A07767 100 t). Использовали соот-
ветствующие флуорохромам изотипические кон-
троли анти-IgG1 (Beckman Coulter IOTest, США). 
Экспрессию CD314 анализировали на поверх-
ности CD3-CD56+ лимфоцитов с помощью трех-
параметрического цитометрического анализа 
CD314-PE/ CD56-FITC/ CD3-PC5.5 на проточ-
ном цитометре (Cytomics FC 500 MPL, Beckman 
Coulter). 

Для цитометрического анализа клетки окра-
шивали в соответствии с рекомендациями фирм-
производителей антител: к ресуспендированным 
в ФСБ мононуклеарным клеткам добавляли тре-
буемые количества антител в соответствии с про-
токолом исследования, инкубировали 30 мин 
при комнатной температуре и отмывали образцы 
в ФСБ, содержащем 1% ЭТС, путем центрифуги-
рования при 350 g 10 мин. Супернатант отбирали, 

а осадок в каждой пробирке разводили в 0,3 мл 
ФСБ.

Анализ проводили немедленно после окра-
шивания, анализировали не менее 5000 событий 
в секторе живых клеток. Обработку полученных 
результатов проводили с помощью программы 
CXP Analysis 2.2 (Beckman Coulter).

Статистический анализ данных проводи-
ли с помощью программ Microsoft Excel 2003 
и Statsoft Statistica 6.0. Данные представляли 
как среднее по группе ± стандартное отклонение 
(SD). Для сравнения показателей использовали 
t-критерий Стьюдента. Различия считали значи-
мыми при р < 0,05.

Результаты и обсуждение
В данной работе проведен анализ влияния 

rhsMICA на поверхностную экспрессию рецеп-
тора NKG2D (CD314) на NK-клетках перифери-
ческой крови здоровых людей и больных мелано-
мой. В качестве источника rhsMICA использован 
человеческий рекомбинантный белок MICA 
в концентрациях 1, 5 и 10 мкг/мл. 

Было проведено исследование по кратковре-
менному блокированию рецептора NKG2D ре-
комбинантным белком MICA в течение 30 минут. 
В работе использовали мононуклеарные клетки 
здоровых доноров сразу после выделения и акти-
вированные мононуклеары больного меланомой 
на 4 день культивирования в присутствии IL-2 
и IL-15. Показано, что NK-клетки (СD314+CD3-

CD56+) больного меланомой экспрессируют 
NKG2D в 58,1%. После активации количество 
NKG2D+ NK-клеток увеличивается в 1,4 раза 
(рис. 1). 

Было установлено, что кратковременная ин-
кубация свежевыделенных лимфоцитов больного 
с различными концентрациями rhsMICA приво-
дит к резкому снижению уровня поверхностной 
экспрессии CD314 на NK-клетках с 58,1 до 5,8% 
в зависимости от концентрации белка. При ак-
тивации лимфоцитов больного меланомой по-
верхностная экспрессия NKG2D на NK-клетках 
возрастает до 84,3%. При кратковременной инку-
бации лимфоцитов с rhsMICA в различных кон-
центрациях снижения экспрессии CD314 не про-
изошло. Наоборот, прослеживается тенденция 
к незначительному увеличению NKG2D+ лимфо-
цитов среди субпопуляции NK-клеток (рис. 1). 

Экспрессия NKG2D была выявлена на по-
верхности более 90% активированных NK-
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Рисунок 1. Ингибирование экспрессии рецептора NKG2D 
с помощью рекомбинантного человеческого белка 
MICA (rhsMICA) на поверхности NK-клеток больного 
меланомой сразу после выделения мононуклеарных 
клеток (0 день) и на 4 день после активации
Figure 1. Inhibition of NKG2D receptor expression on the 
surface of NK cells from melanoma patient by means of 
recombinant human protein MICA (rhsMICA) observed with 
freshly isolated mononuclear cells (day 0, circles), and on day 4 
after activation (triangles).

Рисунок 2. Изменение экспрессии рецепторов NK-клеток 
и маркеров активации CD25 и CD69 на поверхности NK-
клеток здоровых доноров сразу после выделения ПМН 
и инкубации в присутствии различных концентраций 
рекомбинантного человеческого белка MICA (rhsMICA)
Примечание. * – достоверно значимые отличия количества 
клеток в зависимости от концентрации rhsMICA (p < 0.05)
Figure 2. Changes in expression of surface NK cells receptors 
and activation markers (CD25 and CD69) of healthy donors 
observed with freshly isolated mononuclear cells, and following 
incubation with recombinant human protein MICA (rhsMICA) at 
different concentrations.
Note. * – significant differences in cell numbers, dependent of rhsMICA 
concentrations (p < 0.05).
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клеток и существенно не изменялась при ин-
кубировании с различными концентрациями 
рекомбинантного белка, несмотря на то, что 
использованный в эксперименте для обработки 
клеток максимальный уровень sMICA превышал 
таковой у онкологических больных в 103-104 раз. 
Возможно, это связано с тем, что нативные лим-
фоциты у больных меланомой более подвержены 
ингибирующему воздействию растворимых ли-
гандов рецептора NKG2D. При активации лим-
фоциты изменяют свой потенциал и становятся 
более устойчивыми к негативному воздействию, 
вероятно, за счет предшествующего культиви-
рования мононуклеарных клеток в присутствии 
IL-2 и IL-15 на протяжении 4 дней. Возможно, 
что в этом случае интерлейкины могут выступать 
в качестве источников дополнительных сигна-
лов активации. Данный факт свидетельствует 
в пользу того, что у активированных лимфоцитов 
максимально увеличивается экспрессия СD314. 
За счет этого они обладают повышенной функ-
циональной активностью и могут быть исполь-
зованы для адоптивной иммунотерапии даже 
у больных при наличии высоких концентраций 
растворимых форм молекул MICA в перифери-
ческой крови.

Также в работе было продемонстрировано, 
что присутствие растворимой формы молеку-
лы rhsMICA приводит к увеличению доли NK-
клеток в субпопуляции мононуклеаров и повы-
шению экспрессии на их поверхности маркеров 
ранней (CD69) и более поздней активации (CD25) 
(рис. 2). Так, обработка клеток высокими кон-
центрациями белка rhsMICA в течение 30 минут 
приводила к достоверному увеличению данных 
показателей на лимфоцитах по сравнению с не-
обработанными лимфоцитами.

Таким образом, показано, что обработка лим-
фоцитов рекомбинантным MICA значительно 
снижает экспрессию рецептора NKG2D только 
у не активированных NK-клеток как больных 
меланомой, так и здоровых доноров, что под-
тверждает полученные нами ранее данные в си-
стеме растворимого белка sMICA, получаемого 
из супернатанта клеточной линии В-лимфомы 
человека C1R-MICA и хорошо согласуется с ли-
тературными данными [8, 9]. Как было показано 
ранее, суточная инкубация эффекторов в при-
сутствии супернатанта, содержащего sMICA, 
приводит к снижению экспрессии NKG2D и ин-
гибированию их способности лизировать клетки-
мишени линии К562. С другой стороны, кратко-
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срочная инкубация мононуклеарных клеток 
здоровых доноров увеличивает поверхностную 
экспрессию маркеров активации, что отражает их 
способность к увеличению функциональной ак-
тивности. Результаты данной работы подтверж-
дают полученные ранее данные об увеличении 
количества NK-клеток и повышении экспрессии 
маркеров активации в группе больных раком же-
лудка, кишечника и меланомой с высоким уров-
нем сывороточного sMICA [1, 2, 3, 4].

В данной экспериментальной системе у здо-
ровых добровольцев продемонстрировано ин-
гибирующее действие высоких концентраций 
rhsMICA на экспрессию NKG2D (рис. 3). По-
казано, что после активации в присутствии 
IL-2 и IL-15 цитотоксические лимфоциты об-
ладают повышенной экспрессией CD314, кото-
рая не ингибируется в полной мере, несмотря 
на присутствие rhsMICA. Таким образом, акти-
вация лимфоцитов in vitro может являться одним 
из подходов к иммунотерапии опухолей.

Полученные экспериментальные данные 
указывают на наличие опосредованных NKG2D 
механизмов регуляции функций естественных 
киллеров при взаимодействии с клетками-ми-
шенями, экспрессирующими лиганды NKG2D 

и растворимыми формами этих молекул как у 
здоровых доноров, так и у онкологических боль-
ных. 

Заключение
В системе in vitro продемонстрировано 

rhsMICA-зависимое угнетение экспрессии ак-
тивирующего рецептора NKG2D на NK-клетках 
здоровых людей и больных меланомой. После 
активации мононуклеарных клеток in vitro экс-
прессия NKG2D возрастает, что подтверждает 
полученные нами ранее данные на большем ко-
личестве онкологических больных [2, 3]. 

Таким образом, в экспериментальной модели 
нами показано, что резкое повышение уровня 
sMICA в культуральной среде приводит к сни-
жению уровня экспрессии одного из основных 
активирующих рецепторов цитотоксических 
лимфоцитов, NKG2D, что предполагает участие 
сывороточных молекул sMICA в супрессии про-
тивоопухолевого иммунного ответа. Полученные 
данные необходимо учитывать при разработке 
подходов к адоптивной иммунотерапии активи-
рованными NK-клетками онкологических боль-
ных с MICA-позитивными опухолями или высо-
ким титром MICA в периферической крови.

Рисунок 3. Ингибирование NKG2D высокими концентрациями rhsMICA на CD3-CD56+ лимфоцитах здорового донора 
(типичный пример)
Примечание. Без обработки rhsMICA (А), обработка мононуклеаров rhsMICA в концентрации 1 мкг/мл (Б) и 5 мкг/мл (В).
Figure 3. NKG2D inhibition on CD3-CD56+ lymphocytes of a healthy donor at high rhsMICA concentrations (typical pattern). 
Note. A – without rhsMICA treatment; B – incubation with rhsMICA (1 μg/ml); C –  with rhsMICA (5 μg/ml).
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РОЛЬ Treg-КЛЕТОК В АДЕНОЗИН-ОПОСРЕДОВАННОЙ 
ИММУННОЙ СУПРЕССИИ ПРИ КОЛОРЕКТАЛЬНОМ РАКЕ
Жулай Г.А.1, Олейник Е.К.1, Чуров А.В.1, Романов А.А.2,  
Кравченко (Семакова) П.Н.1, Олейник В.М.1
1 ФГБУН «Институт биологии Карельского научного центра» РАН, г. Петрозаводск, Россия  
2 ГБУЗ «Республиканский онкологический диспансер», г. Петрозаводск, Россия

Резюме. В настоящее время активно исследуется иммуносупрессорная роль внеклеточного аде-
нозина при канцерогенезе. Колоректальный рак является одним из наиболее распространенных ти-
пов злокачественных новообразований в России и в мире, однако роль участников (CD39, CD73, 
A2AR) аденозин-опосредованной иммуносупрессии у больных колоректальным раком пока не ясна. 
В работе исследовали уровень мРНК генов A2AR, эктонуклеотидаз СD39 и CD73 (гидролизующих 
АТФ до аденозина) в лейкоцитах больных колоректальным раком. Показано, что у больных содер-
жание мРНК CD39 увеличивается в процессе развития заболевания, тогда как для CD73 значитель-
ных различий по сравнению со здоровыми донорами не было. У больных с поздними стадиями ко-
лоректального рака отмечено повышение экспрессии мРНК A2AR, что может свидетельствовать 
об активации аденозин-A2AR иммуносупрессорного механизма. Кроме того, при развитии колорек-
тального рака усиливается экспрессия молекулы CD39 на Т-клетках. Наиболее значительное изме-
нение экспрессии CD39 как на Т-хелперах, так и на Treg-клетках отмечено на поздних стадиях коло-
ректального рака. Также обнаружена прямая корреляция между экспрессией эктонуклеотидазы CD39 
на CD4+CD25+CD127lo/-Treg-клетках и изменением уровня мРНК A2AR лейкоцитов онкологических 
больных.
Ключевые слова: Treg-клетки, эктонуклеотидаза CD39, A2AR, колоректальный рак

SIGNIFICANCE OF Treg CELLS FOR ADENOSINE-MEDIATED 
IMMUNE SUPPRESSION IN COLORECTAL CANCER
Zhulai G.A.a, Oleinik E.K.a, Churov A.V.a, Romanov A.A.b,  
Kravchenko (Semakova) P.N.a, Оleinik V.M.a 
a Institute of Biology of Karelian Research Centre, Russian Academy of Sciences, Petrozavodsk, Russian Federation  
b Republican Cancer Dispensary, Petrozavodsk, Russian Federation

Abstract. At the present time, immunosuppressive role of extracellular adenosine in carcinogenesis is 
actively investigated. Colorectal cancer is one of the most common types of malignant neoplasms in Russia 
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Введение
Колоректальный рак (КРР) является одним 

из наиболее распространенных типов злокаче-
ственных новообразований в России и в мире [2]. 
Известно, что при КРР особую важность состав-
ляет инфильтрация опухоли клетками иммунной 
системы [8]. Однако в процессе развития опухо-
левые клетки, используя различные механизмы, 
могут вызывать супрессию противоопухолевого 
иммунного ответа. Относительно недавно была 
показана важная роль внеклеточного аденозина 
при канцерогенезе [9]. Аденозин может усиливать 
неоангиогенез, стимулируя пролиферацию эндо-
телиальных клеток и экспрессию фактора роста 
эндотелия сосудов. Кроме того, он обладает им-
муносупрессорным действием. Накопление аде-
нозина приводит к ингибированию эффекторных 
функций Т-клеток, включая пролиферацию, экс-
пансию и секрецию важных противоопухолевых 
цитокинов, таких как IFNγ и TNFα [9]. Образо-
вание внеклеточного аденозина происходит пу-
тем гидролиза нуклеотидов АТФ и АДФ до АМФ 
эктонуклеозид трифосфат дифосфогидролазой-1 
(ENTPD1, CD39), и далее до самого нуклеози-
да экто-5’-нуклеотидазой (NТ5E, СD73). CD39 
и CD73 экспрессируются многими лейкоцитами, 
а именно Т- и В-лимфоцитами, нейтрофилами, 
натуральными киллерами, моноцитами и макро-
фагами [3]. Противовоспалительное действие 
внеклеточного аденозина на Т-клетки реализует-
ся при активации аденозинового рецептора А2А 
(A2AR), что в свою очередь вызывает накопле-
ние в клетке иммуносупрессорного цАМФ [4, 9]. 
В связи с этим блокирование сигнального пути 
внеклеточный аденозин-A2AR в настоящее вре-

мя рассматривается в качестве терапевтического 
подхода для усиления эффективности опухоль-
специфических CD8+ и CD4+Т-клеток [4]. 

Среди лимфоцитов есть популяция регуля-
торных Т-клеток (Treg), в культуре которых было 
продемонстрировано непосредственное нако-
пление аденозина [6]. Показано, что у человека 
Treg-клетки экспрессируют только CD39, в отли-
чие от мышиных, способных экспрессировать обе 
эктонуклеотидазы CD39 и CD73. Treg-клетки от-
личаются экспрессией транскрипционного фак-
тора FoxP3, высокой конститутивной экспрес-
сией α-цепи рецептора к IL-2 (CD25), а также 
низкой экспрессией молекулы CD127 (IL- 7Rα). 
Эти лимфоциты присутствуют в большом коли-
честве в опухолевой ткани и крови онкологи-
ческих больных и препятствуют эффективному 
противоопухолевому иммунному ответу благода-
ря широкому набору ингибиторных механизмов, 
к одному из которых относят участие в генерации 
внеклеточного аденозина.

В настоящее время участники аденозин-опос-
редованной иммуносупрессии (CD39, CD73, 
A2AR) изучаются на различных моделях опухо-
лей, однако их роль у больных КРР пока не ясна. 
Целью исследования было изучение влияния 
развития КРР на изменение уровня экспрессии 
лейкоцитами мРНК генов CD39, CD73, A2AR 
и на экспрессию эктонуклеотидазы CD39 Treg-
клетками.

Материалы и методы
В работе исследовано 42 образца перифе-

рической крови больных КРР, средний возраст 
которых составил 65,0±12,4 лет и 30 образцов 
крови здоровых доноров (контроль) в возрасте 
54,4±20,6 лет. Экспрессию мРНК CD39, CD73, 
A2AR определяли методом ПЦР в реальном вре-
мени. Выделение и очистку нуклеиновых кис-

and worldwide, but the role of mediators of adenosine-dependent immunosuppression, such as CD39 (that 
hydrolyze ATP to adenosine), CD73, A2AR, is not yet clear in patients with colorectal cancer. The levels of 
specific mRNAs for A2AR, ectonucleotidase CD39, and CD73 genes were assayed in white blood cells of 
the patients with colorectal cancer. The results have shown that the CD39 mRNA content is increased in the 
patients with colorectal cancer in the course of the disease progression. Meanwhile, no significant difference 
for CD73 gene expression was found between the patients and healthy donors. Moreover, an increase in A2AR 
mRNA expression was noted for the patients with advanced colorectal cancer, thus presuming potential 
activation of adenosine-A2AR-mediated immunosuppressive mechanism. Furthermore, the CD39 expression 
on T cells was elevated in parallel to the cancer progression. The most significant changes in CD39 expression 
were observed for both T helper and Treg cell populations at the late stages of colorectal cancer. Similarly, a 
direct correlation was revealed between CD39 expression on CD4+CD25+CD127lo/-Treg cells, and changes of 
A2AR mRNA levels in leukocytes from the cancer patients.

Keywords: Treg cells, CD39 ectonucleotidase, A2AR, colorectal cancer
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лот проводили с помощью набора «AxyPrep 
Blood Total RNA Miniprep Kit» (Axygen, США). 
Для синтеза кДНК использовали случайные гек-
сапраймеры и MMLV-обратную транскриптазу 
(ООО «Силекс», Россия). Амплификацию кДНК, 
а также анализ продуктов амплификации в режи-
ме реального времени выполняли с использова-
нием реакционной смеси с интеркалирующим 
красителем SYBR Green I (ЗАО «Евроген», Рос-
сия) на приборе iCycler Thermal Cycler (Bio-Rad, 
США). Экспрессию молекул клетками оцени-
вали методом многоцветной проточной цито-
метрии на приборе Cytomics FC500 (Beckman 
Coulter, США) с использованием моноклональ-
ных антител CD4-FITC, CD25-PC5, CD127-PC7 
(Beckman Coulter, Франция), CD39-PE (R&D 
Systems, США), FoxP3-PE (eBioscience, США) 
и соответствующих изотипических контролей. 
Статистическая обработка данных проводилась 
с использованием пакета программ Statistica 6.0, 
достоверность различий между группами рассчи-
тывали по критерию Манна–Уитни при уровне 
значимости р < 0,05. Для выявления и оценки 
характера связи между признаками использовали 
коэффициент ранговой корреляции Спирмена. 
Данные представлены в виде М±SD. Исследо-

вание выполнено с использованием приборной 
базы Центра коллективного пользования науч-
ным оборудованием ИБ КарНЦ РАН (ЦКП НО 
ИБ КарНЦ РАН).

Результаты и обсуждение
Обследованные больные КРР были разделе-

ны на две группы: ранние стадии заболевания – 
больные на I-II стадиях развития КРР и поздние 
стадии заболевания – больные на III-IV стадиях. 
Определение уровня генов эктонуклеотидаз CD39 
и CD73 в периферических лейкоцитах больных 
КРР показало, что наиболее значительные изме-
нения происходят в экспрессии CD39, причем со-
держание мРНК CD39 увеличивается в процессе 
развития заболевания (рис. 1). Для CD73 досто-
верных различий с контролем не наблюдалось.

У больных с поздними стадиями КРР отмече-
но также значительное повышение экспрессии 
мРНК A2AR (рис. 1), что, вероятно, свидетель-
ствует об активации аденозин-A2AR иммуносу-
прессорного сигнального пути. 

Для оценки роли Treg-клеток в этом ме-
ханизме исследовали экспрессию молекулы 
CD39 CD4+CD25hi и CD4+CD25+CD127lo/-Treg-

Рисунок 1. Относительный уровень мРНК CD39, CD73 и A2AR в лейкоцитах периферической крови больных 
на разных стадиях КРР, нормализованный по мРНК GAPDH 
Примечание. * – различия достоверны по сравнению с контролем, данные представлены как M±SE.
Figure 1. Relative mRNA levels of CD39, CD73 and A2AR in peripheral blood leukocytes of patients at different stages of CRC 
normalized for GAPDH mRNA
Note. * – difference from the controls is statistically significant; the data are presented as M±SE.
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клетками. Оказалось, что Treg-клетки экспресси-
руют эту эктонуклеотидазу сильнее, чем клетки 
с фенотипом, не характерным для регуляторных 
лимфоцитов CD4+CD25- и CD4+CD25+ (рис. 2, 
табл. 1). Так, у здоровых доноров для клеток 
с фенотипом CD4+CD25- уровень экспрессии 
CD39 составил 5,58±3,9% от CD4+T-клеток, 
что значительно отличается от уровня экс-
прессии этой молекулы CD4+CD25hi (p < 0,001) 
и CD4+CD25+CD127lo/-Treg-клетками (p < 0,001; 
табл. 1). В литературе отмечается, что экспрес-
сия CD39 может увеличиваться после активации 
Т-лимфоцитов [3], но этот уровень экспрессии 
все равно был выше для Treg-клеток по сравне-
нию с активированными CD4+CD25+T-клетками 
(p < 0,001; табл. 1). У больных лиц наблюдалась 
такая же закономерность. 

Имеются сведения [10], что молекулу CD39 
могут секретировать как FoxP3+, так и FoxP3- 

CD4+Т-клетки. Но только FoxP3+CD39+Treg-
клетки могут подавлять иммунный ответ, в то 
время как FoxP3-CD39+T-клетки схожи по харак-
теристикам с клетками памяти и не проявляют 
супрессии [10]. В наших опытах, как у здоровых, 
так и у больных CD4+CD25+T-клетки слабо экс-
прессировали транскрипционный фактор FoxP3. 
Так, у больных КРР уровень экспрессии FoxP3 
для CD4+CD25+ клеток составил 15,20±8,5%, 
тогда как у CD4+CD25hiTreg-клеток уровень экс-
прессии FoxP3 был 67,49±14,7% (p < 0,001). Кро-
ме того, нами обнаружена положительная корре-
ляция между экспрессией СD39 и экспрессией 
транскрипционного фактора FoxP3 на СD4+Т-
клетках: у больных КРР коэффициент корреля-
ции был равен 0,47 при p = 0,006. Эти результаты, 
а также данные других авторов [6, 7] свидетель-
ствуют о том, что экспрессия CD39 в большей 

Рисунок 2. Распределение экспрессии CD39 в зависимости от экспрессии CD25 на поверхности CD4+T-клеток 
у больного КРР 
Примечание. Справа под горизонтальной линией отмечены клетки, экспрессирующие CD39, слева находятся клетки, 
негативные по экспрессии CD39.
Figure 2. Distribution of CD39 expression for CD4+CD25-, CD4+CD25+ and CD4+CD25hi Т cells in CRC patients
Note. CD39-expressing cells are noted below the horizontal line (right), whereas CD39neg cells are located on the left.

ТАБЛИЦА 1. ЭКСПРЕССИЯ МОЛЕКУЛЫ CD39 CD4+T-КЛЕТКАМИ ЗДОРОВЫХ ДОНОРОВ И БОЛЬНЫХ КРР 
TABLE 1. CD39 EXPRESSION BY CD4+T CELLS IN HEALTHY DONORS AND CRC PATIENTS, M±SD

CD39/CD4+CD25+ CD39/CD4+CD25hi CD39/CD4+CD25+CD127lo/-

Контроль, n = 30
Healthy donors (controls) 9,66±0,8% 39,66±2,5% 41,16±3,1%

больные КРР I-II стадии, 
n = 20
Patients with I-II stage CRC 

13,17±1,9% 53,97±4,0%* 55,24±4,2%*

больные КРР III-IV стадии, 
n = 22
Patients with III-IV stage CRC

16,15±1,7%* 66,04±3,5%*# 67,95±3,1%*#

Примечание. * – различия достоверны по сравнению с контролем; # – различия достоверны по сравнению 
с группой больных на I-II стадиях развития КРР.
Note. * – difference from the control is statistically significant; # – difference from the group with I-II stage CRC is statistically 
significant.
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степени характерна для Treg-клеток по сравне-
нию с другими популяциями Т-лимфоцитов. 

Содержание CD4+T-клеток, экспрессиру-
ющих эктонуклеотидазу CD39, в крови обсле-
дованных лиц сильно колеблется. Так, у здоро-
вых доноров количество этих клеток составляло 
в среднем 7,29±3,5% от CD4+T-клеток и варьи-
ровало от 1,46 до 13,61%, а у больных КРР – 
10,7±4,9% (от 2,16 до 21,53%); различия между 
этими группами были достоверны (p < 0,05). При 
анализе количества CD4+CD39+T-клеток у боль-
ных КРР в зависимости от развития заболевания 
обнаружилось, что накопление этих клеток про-
исходит на более поздних стадиях КРР (группа 
больных с III-IV стадиями) по сравнению кон-
тролем (p < 0,01).

Усиление уровня экспрессии молекулы CD39 
наблюдали у CD4+CD25hi и CD4+CD25+CD127lo/-

Treg-клеток больных КРР (табл. 1). Экспрессия 
эктонуклеотидазы Treg-клетками увеличивается 
уже на начальных стадиях развития опухоли и до-
стигает максимальных значений у больных с III-
IV стадиями КРР.

Кроме того, отмечена повышенная экс-
прессия молекулы CD39 активированными 
CD4+CD25+T-хелперами у больных с III-IV ста-
диями развития опухоли (табл. 1) по сравнению 
с контролем (p < 0,05). Таким образом, накопле-
ние CD4+CD39+T-клеток у больных на поздних 
стадиях КРР происходит не только за счет экс-
прессии этой эктонуклеотидазы Treg-клетками, 
но и активированными Т-хелперами.

Мы оценили роль Treg-клеток в активации 
аденозин-опосредованной супрессии иммунного 

ответа у больных КРР. Для этого была проанали-
зирована связь экспрессии CD39 этой популяци-
ей клеток с изменением относительного содержа-
ния мРНК клеточного рецептора A2A. Оказалось, 
что существует положительная корреляция 
между уровнем экспрессии этого гена и уров-
нем экспрессией молекулы CD39 на CD4+CD25hi 
и CD4+CD25+CD127lo/-Treg-клетках. Так, 
для CD4+CD25+CD127lo/-Treg-клеток r был 0,45 
(p = 0,039). В то же время существенной корре-
ляции экспрессии CD39 на CD4+CD25+ активи-
рованных Т-клетках с содержанием мРНК A2AR 
не обнаружено. 

Таким образом, согласно полученным данным 
по изучению уровня мРНК СD39 и экспрессии 
этой нуклеотидазы CD4+T-клетками, перифе-
рические лимфоциты больных КРР активно уча-
ствуют в расщеплении АТФ до АМФ и тем самым 
способствуют генерации аденозина и активации 
аденозин-опосредованной супрессии. Можно 
предположить, что ослабление клеточного им-
мунитета у больных КРР [1] связано с этим меха-
низмом развития иммунной супрессии. Положи-
тельная корреляция между уровнем экспрессии 
CD39 CD4+CD25+CD127lo/-Treg-клетками и из-
менением относительного содержания мРНК ре-
цептора А2А в лейкоцитах, возможно, свидетель-
ствует о значительном вкладе Treg в активацию 
аденозин-A2AR супрессии. Изменения в содер-
жании мРНК А2АR могут представлять интерес 
как один из важных критериев оценки уровня 
иммунной супрессии при КРР. 
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СЕМЕЙНЫЙ СЛУЧАЙ СИНДРОМА ДИ ДЖОРДЖИ 
(СИНДРОМА ДЕЛЕЦИИ 22q11.2)
Тузанкина И.А.1, 2, 3, Дерябина С.С.1, 2, Власова Е.В.2, 3, Болков М.А.1, 2

1 ФГАОУ ВПО «Уральский федеральный университет имени первого Президента России Б.Н. Ельцина», 
г. Екатеринбург, Россия  
2 ФГБУН «Институт иммунологии и физиологии» Уральского отделения РАН, г. Екатеринбург, Россия  
3 ГБУЗ СО Областная детская клиническая больница № 1, г. Екатеринбург, Россия 

Резюме. Мотивацией исследования послужила уникальная ситуация, когда в одной семье было вы-
явлено три случая синдрома Ди Джорджи, в том числе был обнаружен генетический дефект у матери, 
у которой фенотипических проявлений синдрома делеции 22 хромосомы ранее выявлено не было. 
Целью исследования стал анализ фенотипических манифестаций у членов этой семьи с синдромом 
делеции 22q11.2. Был проведен клинический анализ болезни, анамнеза жизни и генеалогии, были 
проведены общие клинические и биохимические исследования, сделаны иммунограммы, УЗИ тиму-
са, щитовидной железы, сердца и органов брюшной полости. Выявлено, что клинические проявле-
ния у всех трех человек из семьи различны при одном и том же генетическом дефекте.
Ключевые слова: синдром делеции 22q11.2, первичные иммунодефициты, семейный случай, MLPA, фенотип

FAMILIAL CASE OF CHROMOSOME 22q11.2 DELETION 
SYNDROME
Tuzankina I.A.a, b, c, Deryabina S.S.a, b, Vlasova E.V.b, c, Bolkov M.A.a, b

a B. Yeltsin Ural Federal University, Yekaterinburg, Russian Federation  
b Institute of Immunology and Physiology, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Yekaterinburg, Russian 
Federation  
c Regional Pediatric Clinical Hospital No. 1, Yekaterinburg, Russian Federation

Abstract. The work represents a family which includes two siblings with chromosome 22q11.2 deletion 
syndrome. Their mother carries the same chromosome anomaly, but with apparently normal phenotype. 
Hence, this interesting case of 22q11.2 deletion syndrome exists in 2 generations of the same family. The aim 
of this study was analysis of phenotypic manifestations in the family members with 22q11.2 deletion syndrome. 
Clinical examination of the patients, their life story and pedigree and, along with routine clinical and 
biochemical analysis, and immune state testing, along with ultrasound imaging of thymus and thyroid glands, 
heart and abdominal cavity. We made conclusions that the phenotypic features associated with chromosome 
22q11.2 deletion may be different for distinct family members. Further studies are required to determine length 
of deleted segment and the genes affected, as well as to establish the genotype-phenotype interactions and 
disease prognosis.
Keywords: 22q11.2 deletion syndrome, immune deficiency syndromes, siblings, MLPA, phenotype

Работа выполнена при финансовой поддержке (постановление № 211) Правительства Российской 
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Введение
Синдром делеции 22 хромосомы (chromosome 

22q11.2 deletion syndrome) – это гетерогенная 
группа болезней, для которого характерна ва-
риабельность фенотипических проявлений. 
Как и при других микроделеционных синдро-
мах, при синдроме делеции 22q11 отмечается 
клинический полиморфизм с преобладанием та-
ких признаков, как врожденные пороки сердца 
и магистральных сосудов, лицевые дизморфии, 
деформации твердого и мягкого неба, недораз-
витие тимуса, отставание в физическом разви-
тии, снижение показателей массы и роста, за-
держка психомоторного развития, гипоплазия 
паращитовидных желез, гипокальциемия, нару-
шения иммунитета [9, 13]. 

Согласно литературным данным, синдром де-
леции 22q11.2 встречается с частотой 1 на 3000-
6000 живорожденных [11, 17], иногда частота 
синдрома в некоторых популяциях выше и может 
достигать 1 на 1000 [7, 12, 16], поражает оба пола 
одинаково, наследуется по аутосомно-доминант-
ному типу. Около 93% пациентов имеют деле-
цию, возникшую de novo, и только 7% пациентов 
наследуют ее от родителей [3, 4, 10]. 

Синдром делеции 22 хромосомы наиболее ча-
сто диагностируется в раннем детстве педиатра-
ми как врожденное заболевание, выявление его 
впервые во взрослом возрасте происходит край-
не редко. В литературе описано всего несколько 
случаев выявления синдрома делеции 22q11.2 
у взрослых [2, 5, 6, 14]. Это может быть следстви-
ем низкой настороженности врачей различных 
специальностей к этому синдрому, а также вслед-
ствие высокого разнообразия его фенотипиче-
ской манифестации и наличия легких форм.

Для генетической идентификация микроде-
леции участка 22q11.2 мы использовали метод 
MLPA, который имеет ряд преимуществ перед 
другими методами [1, 8, 15].

Мы предлагаем описание семейного случая 
выявления трех пациентов в одной семье с син-
дромом делеции 22q11.2, наблюдавшихся у жите-
лей Уральского региона.

Материалы и методы
Под нашим наблюдением находится семья К., 

в которой 2 ребенка и их мать имеют микроделе-
цию в регионе 22q11.2 хромосомы 22. Проведена 
оценка клинических признаков болезни, анализ 
анамнеза болезни и жизни, генеалогических дан-
ных у членов семьи с синдромом делеции 22q11.2. 

Проведены общие осмотры, биохимические 
и иммунологические исследования, ультразву-
ковое сканирование сердца, тимуса, щитовидной 
железы и органов брюшной полости с использо-
ванием стационарного аппарата Vivid 7, General 
Electric Medical Systems (USA).

Подсчет субклассов лимфоцитов производили 
с помощью проточной цитометрии с окрашива-
нием моноклональными антителами (Beckman 
Coulter, США). Уровень сывороточных имму-
ноглобулинов (IgA, IgM, IgG) определяли с по-
мощью турбодиметрии (автоматизированный 
биохимический анализатор Cobas Integra 400, 
Hoffman-La Roche Ltd). 

Проведено молекулярно-генетическое иссле-
дование цельной крови девочки и ее родителей. 
Генетический материал мальчика (сухое пятно 
крови) было получено из архива Лаборатории не-
онатального скрининга Клинико-диагностиче-
ского центра «Охрана здоровья матери и ребен-
ка» (г. Екатеринбург).

Выделение ДНК из цельной крови произво-
дилось с использованием набора QIAamp DNA 
Mini Kit (QIAGEN, Germany). Выделение ДНК 
из сухого пятна производилось с использованием 
набора «ДНК-сорб-B» (АмплиПрайм, Россия).

Анализ делеции 22 хромосомы был прове-
ден методом мультиплексной амплификации 
лигазно-связанных проб (MLPA) с использо-
ванием коммерческого набора SALSA MLPA 
probemix P250-B2 DiGeorge (MRC-Holland, The 
Netherlands), который содержит 48 различных 
MLPA-зондов, 29 из которых покрывают кри-
тический регион 22q11. Тестирование образцов 
проводили согласно инструкции фирмы-произ-
водителя (MRC-Holland) на генетическом ана-
лизаторе Applied Biosystems 3500 (USA). Ком-
пьютерные данные обрабатывали с помощью 
ПО Coffalyser (MRC-Holland).

Работа проводилась в соответствии с принци-
пами добровольчества и конфиденциальности, 
в соответствии с Основами законодательства 
Российской Федерации «О здравоохранении» 
(22.07.1993 N 5487-1, ред. 07.12.2011) и Европей-
ской конвенции о правах человека (1999-2000).

Результаты
Первым пациентом с генетически подтверж-

денным синдромом делеции 22q11.2, выявлен-
ным в описываемой семье, был мальчик – па-
циент Д. (рис. 1, см. 2-ю стр. цветной вклейки), 
наблюдавшийся в ОДКБ № 1 (Екатеринбург) 
с диагнозом: «Первичный иммунодефицит – 
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синдром Ди Джорджи. Гипоплазия тимуса. Врож-
денный порок сердца: общий артериальный 
ствол, дефект межжелудочковой перегородки» 
и умерший в возрасте 8,5 месяцев.

Из анамнеза: мальчик от первой беременно-
сти, порок сердца и задержка развития были вы-
явлены пренатально. Родился на 38 неделе бере-
менности путем кесарева сечения с весом 1885 г, 
ростом 43 см. До 1 месяца проводилась респира-
торная поддержка. 

В лабораторных данных: количество клеток 
периферической крови было в физиологических 
пределах (табл. 1), наблюдалась гипогаммагло-
булинемия, уровень кальция крови – на нижней 
границе нормы (табл. 2). При УЗИ тимуса выяв-
лено уменьшение его размеров, диффузные па-
ренхиматозные изменения, значительное умень-
шение органа – расчетная масса 2 г. Мальчик 
оперирован на 42-й день жизни (радикальная 
коррекция общего артериального ствола, пласти-
ка ДМЖП, реконструкция путей оттока). После-
операционный период был осложнен сепсисом, 
сердечно-легочной недостаточностью. 

Получал заместительную терапию внутри-
венным иммуноглобулином G (интратект в дозе 
400 мг/кг), антибиотикотерапию (сульперазон, 
максиприм, тиментин, ципрофлоксацин, бисеп-
тол) и флюконазол.

С 5 до 8,5 месяцев перенес три эпизода ОРВИ 
с тяжелым течением и дыхательной недостаточ-
ностью 2 степени, последний – в 8 мес., ослож-
нившийся пневмонией, некротическим колитом, 
перитонитом, отеком головного мозга и резиду-
альным дефектом нижнего края заплаты меж-

желудочковой перегородки, что закончилось ле-
тальным исходом. 

MLPA – анализ ДНК, выделенной из сухого 
образца крови 4-летней давности, взятого из ар-
хива Лаборатории неонатального скрининга под-
твердил наличие микроделеционных нарушений 
критического региона хромосомы 22 у этого ре-
бенка (ретроспективно).

Второй ребенок – девочка Л., от второй бере-
менности, отягощенной гестозом, вторых родов 
в 34 недели гестации путем кесарева сечения. Вес 
при рождении 2190 г, рост 43 см. Проводилась ре-
спираторная поддержка до 3 месяца жизни. По-
пала под наблюдение в 1 год и 6 месяцев с диа-
гнозом: «Первичный иммунодефицит – синдром 
Ди Джорджи. Гипоплазия тимуса. Врожденный 
порок сердца (артериальная септальная аневриз-
ма, трикуспидальная недостаточность III степе-
ни, не оперированный)».

Из объективных данных диспластичные чер-
ты лица: гипертелоризм, субмандибулизм (рис. 1, 
см. 2-ю стр. цветной вклейки). Частота сердеч-
ных сокращений 98 в мин. Размеры печени и се-
лезенки в пределах физиологической нормы.

В лабораторных данных: клетки перифери-
ческой крови, субпопуляции лимфоцитов, сахар 
и кальций крови в пределах физиологических 
значений, гипогаммаглобулинемия (табл. 1 и 2). 
При УЗИ тимуса выявлено снижение массы ор-
гана до 1,4 г. На первом году жизни переносила 
легкие эпизоды ринореи. В 1 год 3 месяца пере-
несла ОРВИ и отит в легкой форме.

Сравнительный анализ исследуемого и кон-
трольных образцов генетического материала 
методом MLPA выявил изменения в количе-

ТАБЛИЦА 1. СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПОКАЗАТЕЛЕЙ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ У ПАЦИЕНТОВ Д. И Л.
TABLE 1. COMPARATIVE CHARACTERISTICS OF PERIPHERAL BLOOD IN PATIENTS D. AND L.

Возраст
Patients 

age

Лейкоциты
Leukocytes, 

109/L

Лимфоциты
Lymphocytes, 

%, 109/L

СD3+ 
лимфоциты

СD3+ 
Lymphocytes, 

%, 109/L

СD4+ 
лимфоциты

СD4+ 
Lymphocytes, 

%, 109/L

СD8+ 
лимфоциты

СD8+ 
Lymphocytes, 

%, 109/L

СD16+ 
лимфоциты

СD16+ 
Lymphocytes, 

%, 109/L

СD19+ 
лимфоциты

СD19+ 
Lymphocytes, 

%, 109/L

Д., 
1 мес.
Patient 
D, 1 
month

6,0 42%  
2,52 

66%  
1,66

46%  
1,16

12%  
0,30

7%  
0,18

24%  
0,60

Л., 
1 мес.
Patient L, 
1 month

6,35 60%  
3,81 

58% 
2,21

38%  
1,45

15%  
0,57

16%  
0,61

24%  
0,91
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стве генетического материала у пробанда в ре-
гионе q11.2 хромосомы 22. Обнаруженная деле-
ция находилась в стартовом районе региона Ди 
Джорджи (LCR22-A) и включала гены CLTCL1, 
HIRA,CDC45, CLDN5, GP1BB, TBX1, TXNRD2, 
DGCR8 (рис. 2, см. 2-ю стр. цветной вклейки).

Мать детей – пациентка Т., 34 года, родилась 
в одном из регионов Казахстана с высокой радиа-
ционной нагрузкой. В анамнезе несколько пере-
несенных пневмоний в возрасте до 10 лет. В по-
следующем – редкие эпизоды ОРВИ. Отличается 
диспластичными чертами лица (гипертелоризм, 
грушевидный нос), короткой шеей (рис. 3, см. 
2-ю стр. цветной вклейки). Рост 155 см, масса 
тела 97 кг, индекс массы тела 40,37. У пациентки 
было две беременности, в 28 и 31 год, обе разре-
шившиеся посредством кесарева сечения детьми 
с синдромом делеции 22 хромосомы. С 20-ти лет 
страдает артериальной гипертензией, регистри-
руемые значения давления 150/90 мм рт. ст.

В лабораторных данных: клетки перифериче-
ской крови на момент обследования в норматив-
ных пределах, иммуноглобулины – с тенденцией 
к увеличению IgA, биохимические показатели 
в пределах нормативных значений (табл. 2). УЗИ 
сердца – патологии не выявлено, УЗИ тимуса – 2 
солидные кисты, УЗИ брюшной полости – стеа-
тоз печени.

При проведении генетического исследования 
обнаружена делеция в начальной области регио-
на Ди Джорджи (LCR22-A), идентичная делеции, 
выявленной у дочери и сына.

В образце отцовской ДНК (пациент А., 36 лет) 
микроструктурных нарушений данного региона 
не выявлено. Все показатели физического состо-
яния мужчины в пределах нормы, однако обра-
щают на себя внимание некоторые особенности 
лицевого скелета (рис. 3, см. 2-ю стр. цветной 
вклейки).

Обсуждение
В описанном семейном случае у мамы и до-

чери выявлен так называемый мягкий фенотип 
заболевания, при котором обе пациентки живы, 
а у матери сохранена фертильность. Третий слу-
чай в этой семье у мальчика, который имел бо-
лее выраженный фенотип: задержка физическо-
го развития, ВПС, гипоплазия тимуса, признаки 
комбинированного иммунодефицита, подвер-
гался оперативной коррекции порока, перенес 
сепсис в послеоперационном периоде, несколько 
эпизодов вирусных инфекций, тяжелую вирус-
но-бактериальную пневмонию с некротическим 
колитом и серозным перитонитом, приведшие 
к летальному исходу. Данные события можно 
объяснить тяжестью ВПС и сложностью опера-
тивного пособия, а также проявлением иммуно-
дефицита. Сестра мальчика имеет сниженный 
уровень иммуноглобулинов. У матери наблюда-
ются нормальные количества субклассов T лим-
фоцитов и иммуноглобулинов, отсутствуют ча-
стые инфекционные эпизоды в настоящее время, 
но отмечено наличие повторных пневмоний 
в возрасте до 10 лет. 

Известно, что врожденные пороки развития, 
особенно ВПС, могут быть фенотипическим 
маркером синдрома делеции 22q11. Однако, от-
сутствие ВПС не исключает синдром делеции 
22q11. При этом форма порока и связанные 
с этим проявления сердечной недостаточности 
могут быть различными. В описываемом нами 
случае у мальчика был общий артериальный 
ствол (truncus arteriosus) с формированием сер-
дечной недостаточности, который потребовал 
оперативной коррекции. У его сестры – аневриз-
ма межпредсердной перегородки, и регургитация 
трикуспидального клапана III степени, не тре-
бующие оперативного вмешательства. У матери 
этих детей порока сердца нет, однако у ее сестры 

ТАБЛИЦА 2. ПОКАЗАТЕЛИ УРОВНЯ СЫВОРОТОЧНЫХ АНТИТЕЛ, КАЛЬЦИЯ И ГЛЮКОЗЫ У ПАЦИЕНТОВ
TABLE 2. LEVELS OF SERUM ANTIBODIES, CALCIUM, AND GLUCOSE IN THE PATIENTS

Пациент, 
возраст

Patient, age

IgA
IgA, mg/dl

IgM
IgM, mg/dl

IgG
IgG, mg/dl

Глюкоза
Glucose, mmol/l

Ca
Ca, mmol/l

Д.,1 мес. 
D, 1 month 0 25 160 4,8 2,1

Л.,1 мес.
L, 1 month 0 14 300 4,5 2,5

Т., 34 года
T, 34 years 500 180 1400 4,3 2,3
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(тетя детей) – врожденный порок сердца в виде 
дефекта межпредсердной перегородки.

Кроме того, в родословной членов представ-
ленной нами семьи К. встречались родственники 
с хромосомными болезнями, проявлениями ати-
пичных инфекционно-воспалительных процес-
сов, врожденными пороками развития (пороки 
сердца), патологией репродукции, эндокрино-
патией, а также случаями детских смертей (дан-
ные не указаны). Вполне вероятно, что подобные 
признаки могут расцениваться как генеалогиче-
ские маркеры наследственных болезней.

Это первый семейный случай выявления син-
дрома делеции 22q11.2 в Свердловской области. 

Учитывая непостоянство клинических проявле-

ний заболевания, так называемый клинический 

полиморфизм, представляется очень важным 

накопление знаний о данном синдроме, спо-

собствующих более раннему его распознаванию 

у пациентов со «стертым» фенотипом, учет се-

мейного анамнеза, своевременное проведение 

молекулярно-генетического тестирования, а так-

же ранняя терапия, что в целом поможет избе-

жать серьезных, угрожающих жизни осложнений 

и существенно улучшить качество жизни и соци-

альную адаптацию пациентов с синдромом деле-

ции 22q11.2.
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Статьи представляются в редакцию через систе-
му электронного издательства (http://mimmun.ru)  
в соответствии с требованиями журнала «Меди-
цинская иммунология» и «Инструкцией по подго-
товке и отправке статьи», представленной на сайте.

С апреля 2016 г. в журнале публикуются статьи на 
русском и на английском языках. 

В журнал принимаются следующие виды публи-
каций:

Оригинальная статья
Статья должна описывать результаты закончен-

ного исследования. Допускается объем статьи до 20 
машинописных страниц, включая рисунки, табли-
цы. Статья должна содержать: 1) введение; 2) мате-
риалы и методы; 3) результаты исследований; 4) об-
суждение результатов; 5) благодарности. 

•  Введение содержит обоснование цели и задач 
проведенного исследования. 

•  Материалы и методы могут излагаться в виде 
отдельных фрагментов с короткими подза-
головками. Все нетрадиционные модифи-
кации методов должны быть описаны с до-
статочной степенью подробности. Для всех 
используемых в работе реактивов, животных, 
клеточных культур и т.д. необходимо точно 
указывать производителей и/или источники 
получения (с названиями страны, фирмы, 
института).

•  Результаты описываются в логической после-
довательности в виде отдельных фрагментов, 
разделенных подзаголовками, без элементов 
обсуждения, без повторения методических 
подробностей, без дублирования цифровых 
данных, приведенных в таблицах и рисунках.

•  В обсуждении проводится детальный анализ 
полученных данных в сопоставлении с дан-
ными литературы, что служит обоснованием 
выводов и заключений авторов.

•  Раздел «Благодарности» не является обяза-
тельным, но крайне желателен. В этом раз-
деле авторы могут выразить признательность 
организации, субсидировавшей проведе-
ние исследований, коллегам, консультиро-
вавшим работу в процессе ее выполнения  
и/или написания, а также техническому 
персоналу за помощь в выполнении иссле-
дований. Благодарности за предоставление 
специ фических реактивов или оборудова-
ния, как правило, помещаются в разделе 
«Материалы и методы».

Краткие сообщения
Журнал публикует небольшие по объему статьи, 

которые имеют безусловную новизну и значимость. 
Эти статьи проходят ускоренное рецензирование 
и публикуются в короткие сроки. Общий объем 
краткого сообщения ограничен 8 машинописны-
ми страницами, количество рисунков и/или таблиц 
не может быть более 3, а список использованных 
литературных источников не должен превышать 15. 
Титульный лист оформляется, как описано выше. 

Разделы краткого сообщения аналогичны вышео-
писанным разделам оригинальной статьи, но не вы-
деляются заголовками и подзаголовками, результа-
ты могут быть изложены вместе с обсуждением. 

Обзорные статьи и лекции
Обзорные статьи и лекции в основном заказы-

ваются редакцией или могут быть рекомендованы 
одним из членов редколлегии. Более подробную 
информацию о правилах оформления этих статей 
можно узнать в редакции

Библиографические стандарты описания 
цитируемых публикаций
Описание статьи из журнала:

Варюшина Е.А., Александров Г.В., Сазоно-
ва Т.А., Симбирцев А.С. Изучение влияния мест-
ного применения рекомбинантного человеческого 
интерлейкина-1β на репарацию язвенных повреж-
дений слизистой оболочки желудка // Цитокины 
и воспаление. – 2012. – Т. 11, №1. – С. 64-69.

Varjushina Е.А., Аlexandrov G.V., Sazonova Т.А., 
Simbircev А.S. Study of the effect of local application 
of recombinant human interleukin-1β in the repair 
of ulcerative lesions of gastric mucosa. Cytokines and 
Inflammation, 2012, Vol. 11, no.1, pp. 64-69.

Описание статьи из книги (монографии):
Соколова Г.Н., Потапова В.Б. Клинико-патоге-

нетические аспекты язвенной болезни желудка. – 
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Sokolovа G.N., Pоtapova V.B. Clinical and 
pathogenetic aspects of gastric ulcer. Мoscow: 
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Примеры правильного оформления англоязычных 
ссылок:

Wells S.M., Kantor A.B., Stall A.M. CD43(S7) 
expression identifies peripheral B-cell subsets. J. 
Immunol., 1994, Vol. 153, no. 12, pp. 5503-5515.

Goodman J.W., Parslow T.G. Immunoglobulin 
proteins. Basic and Clinical Immunology. Ed. Stites 
D.P., Terr A.I., Parslow T.G., Appletion & Lange, 1994, 
pp. 66-79.

Ссылки на литературные источники в тексте 
статьи, в рисунках и таблицах обозначаются араб-
скими цифрами в квадратных скобках [1, 2, 3,...]. 
не допускаются ссылки на диссертации, авторефе-
раты диссертаций, публикации в сборниках, мето-
дические документы местного уровня. Количество 
источников не ограничено. В каждой ссылке при-
водятся все авторы работы. Неопубликованные 
статьи в список не включаются.

Обозначения, сокращения и единицы измерения
Для сложных терминов или названий, наиболее 

часто используемых в тексте статьи, можно ввести 
(в круглых скобках после первого упоминания пол-
ного названия термина) не более 3–5 нетрадицион-
ных сокращений. Узаконенные международными 
номенклатурами сокращения используются в соот-
ветствующей транскрипции. Например, для терми-
на «интерлейкин» используется сокращение «IL», 
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а не русскоязычный вариант «ИЛ»; аналогично это-
му используются сокращения: «TNF», а не «ТНФ» 
или «ФНО»; «CD», а не «СД». Названия микроор-
ганизмов приводятся в оригинальной транскрип-
ции с использованием курсива (E. coli, Streptococcus 
pyogenes). Единицы измерения приводятся без точ-
ки после их сокращенного обозначения (с, ч, см, 
мл, мг, kDa и т.д.), регламентированного междуна-
родными правилами.

Оформление иллюстративного материала
Иллюстративный материал должен быть ориги-

нальным, то есть ранее нигде не опубликованным. 
Общее количество иллюстраций (таблиц и рисун-
ков) не должно превышать восьми. При большем 
количестве иллюстраций их публикация оплачива-
ется автором. Публикация цветных иллюстраций 
(независимо от их количества) также оплачивается 
автором. Весь иллюстративный материал присыла-
ется в двух экземплярах и на диске в виде отдель-
ных файлов.

Размеры иллюстраций:
• максимальная высота – 210 мм
•  максимальная ширина для 1 столбца – 82 мм, 

для 2 столбцов – 170 мм
Таблицы. Каждая таблица печатается на отдель-

ном листе (в отдельном файле на диске) через 2 ин-
тервала. Нумерация таблиц дается арабскими циф-
рами отдельно от нумерации рисунков (графиков 
и фотографий). Название печатается над таблицей. 
Весь текст на русском языке, содержащийся в таб-
лице, включая единицы измерения, должен быть 
переведен на английский язык; при этом перевод 
следует помещать в ячейку с соответствующим рус-
ским текстом отдельной строкой. Название табли-
цы и текст примечания к ней также должны быть 
переведены на английский язык и приведены под 
русским текстом с новой строки. Для пометок в та-
блицах следует использовать одну или несколько 
(*). Пояснения печатаются после соответствующе-
го количества (*) под таблицей. Единицы измере-
ния, при необходимости, включаются в заголовки 
строк или столбцов.

Рисунки (графики и фотографии). В тексте статьи 
названия рисунков (графиков, фотографий) и та-
блиц размещаются сразу после абзаца, где на них 
дается первая ссылка. Все рисунки нумеруются по-
следовательно арабскими цифрами по мере их ис-
пользования в тексте статьи. Названия рисунков 
и подписи к ним выносятся в виде списка на от-
дельную страницу. В списке указываются: номер 
рисунка, название (с большой буквы), текст приме-
чаний (для микрофотографий должно быть указано 
увеличение). Подписи к рисункам даются краткие, 
но достаточно информативные. Названия рисунков 
и примечаний к ним, нарисуночные подписи, текст 
легенды должны быть переведены на английский 
язык и размещены под соответствующим текстом 
с новой строки. На обороте каждой иллюстрации 
подписывается фамилия первого автора, название 
статьи и порядковый номер. Для публикации в жур-
нале принимаются только оригиналы фотографий 
(не ксерокопии) хорошего качества, максималь-
но приближенные к вышеуказанным размерам. 

Фотографии не должны иметь больших полей, т.е. 
фотографический материал должен занимать всю 
площадь фотографии. Рисунки могут быть пред-
ставлены в графических форматах с расширением 
.tiff (разрешение не менее 300 dpi при 100% масшта-
бе), .eps или .ai. Изображения, встроенные в доку-
менты Word, не принимаются. Графики и диаграм-
мы предоставляются вместе с таблицами, на основе 
которых они были созданы, или с численными обо-
значениями показателей, отображаемых соответ-
ствующими графическими элементами (столбика-
ми, секторами и т.п.) в виде файлов с расширениями 
.doc или, предпочтительнее, .xls.

Плата за публикацию статей
При соблюдении правил публикация статей 

в журнале «Медицинская иммунология» является 
бесплатной для авторов и учреждений, в которых 
они работают. Редакция может потребовать опла-
ту в следующих случаях: 1) за публикацию цветных 
иллюстраций; 2) при большом количестве иллю-
стративного материала (свыше 8 иллюстраций).

Подготовка статей
Для представления статьи авторы должны под-

твердить нижеследующие пункты. Статья может 
быть отклонена, если она им не соответствует.

А.  Направляя статью в журнал, авторы гаранти-
руют, что поданные материалы не были ра-
нее опубликованы полностью или по частям, 
в любой форме, в любом месте или на любом 
языке. Также авторы гарантируют, что статья  
не представлена для рассмотрения и публи-
кации в другом журнале. С момента приня-
тия статьи к печати в журнале «Медицинская 
иммунология» приведенный в ней материал 
не может быть опубликован авторами полно-
стью или по частям в любой форме, в любом 
месте и на любом языке без согласования 
с руководством журнала. Исключением мо-
жет являться: 1) предварительная или после-
дующая публикация материалов статьи в виде 
тезисов или короткого резюме; 2) использо-
вание материалов статьи как части лекции 
или обзора; 3) использование автором пред-
ставленных в журнал материалов при напи-
сании диссертации, книги или монографии. 
Воспроизведение всего издания или части 
любым способом запрещается без письмен-
ного разрешения издателей. Нарушение за-
кона будет преследоваться в судебном по-
рядке. Охраняется Законом РФ № 5351-1 
«Об авторском праве и смежных правах» 
от 09.07.93 г.

Б.  Файл отправляемой статьи представлен 
в формате .doc, .docx, .rtf.

В.  Помимо файла со статьей, предоставлены 
следующие файлы:
1)  Файл с метаданными (при загрузке в си-

стему ему присваивается имя «Метадан-
ные»):

•  Фамилия, имя, отчество, ученая степень, 
ученое звание, должность автора, ответ-
ственного за дальнейшую переписку с ре-
дакцией (на русском и английском языках).

•  Название учреждения, где работает ответ-
ственный автор (в русском и официально 
принятом английском вариантах).
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•  Почтовый адрес для переписки с указани-
ем почтового индекса (на русском и анг-
лийском языках).

•  Телефон, факс (с указанием кода страны 
и города), e-mail.

•  Фамилия и инициалы остальных соавто-
ров, их ученые степени, ученые звания, 
должности.

•  Полное название статьи, направляемой 
в редакцию.

•  Количество страниц текста, количество ри-
сунков, количество таблиц.

•  Указать, для какого раздела журнала пред-
назначена работа: оригинальные статьи, 
лекции, обзоры, «точка зрения», краткие 
сообщения, новые иммунологические ме-
тоды, случаи из практики, дневник имму-
нолога, книжное обозрение.

•  Дата отправления работы.
2)  Отсканированная копия  файла с метадан-

ными, подписанная всеми авторами (при 
загрузке в систему ему присваивается имя 
«Подписи авторов»)

3)  Титульный лист (при загрузке в систему 
ему присваивается имя «Титульный лист»), 
по форме:

•  название статьи (без использования каких-
либо сокращений) (на русском и англий-
ском языках);

•  Фамилия, имя, отчество, ученая степень, 
ученое звание, должность всех авторов 
(полностью) (на русском и английском 
языках);

•  подразделение и учреждение, в котором 
выполнялась работа (если в работе уча-
ствовали авторы из разных учреждений, 
это должно быть отмечено звездочка-
ми) (в русском и официально принятом 
английском вариантах);

•  сокращенное название статьи для верхнего 
колонтитула (не более 35 символов, вклю-
чая пробелы и знаки препинания) (на рус-
ском и английском языках);
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лийском языках;
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номера факса и адреса e-mail.

4) Резюме (при загрузке в систему ему при-
сваивается имя «Резюме»). Предоставляется  
в виде одного абзаца без ссылок и специ-
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5) Рисунки, если они есть - каждый отдель-
ным файлом (при загрузке в систему каж-
дому рисунку  присваивается имя «Рисунок. 
Название рисунка (где название рисунка соот-
ветствует содержащемуся в файле рисунку. 
Порядковый номер рисунка»)

6) Файл в формате .doc, .docx., rtf, с названи-
ями рисунков

7) Таблицы, если они есть - каждая отдель-
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из четырех столбцов (альбомная ориента-
ция), где:

Порядковый 
номер ссылки

Авторы, назва-
ние публикации 
и источника, где 
она опублико-
вана, выходные 
данные

ФИО, название 
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   Первый и единственный ВВИГ*, 
стабилизированный пролином1,2

   Готовый к применению  
10% раствор ВВИГ1

   Хорошо переносится даже  
при высокой скорости инфузии1, 2

   Может храниться при комнатной 
температуре в течение 3-х лет1

Совершенство 
в простоте

Иммуноглобулин человека нормальный в виде 10% раствора, содержит не менее 98% IgG. 
Показания. Заместительная терапия при: 1) первичных иммунодефицитах, таких как 
врождённые агаммаглобулинемия и гипогаммаглобулинемия, общая вариабельная 
иммунная недостаточность, тяжёлая комбинированная иммунная недостаточность, 
синдром Вискотта-Олдрича; 2) множественной миеломе с тяжёлой формой вторичной 
гипогаммаглобулинемии и рецидивирующими бактериальными инфекциями при 
неэффективности вакцинации пневмококковой вакциной; 3) хроническом лимфоидном 
лейкозе с тяжёлой формой вторичной гипогаммаглобулинемии и рецидивирующими 
бактериальными инфекциями при неэффективности профилактической антибактериальной 
терапии; 4) врождённом синдроме приобретённого иммунодефицита человека 
у детей при наличии рецидивирующих инфекций; 5) гипогаммаглобулинемии 
у  пациентов с  аллогенной трансплантацией гемопоэтических стволовых клеток. 
Иммуномодулирующая терапия при: 1) идиопатической тромбоцитопенической пурпуре; 
2) синдроме Гийена-Барре; 3) болезни Кавасаки; 4) хронических воспалительных 
демиелинизирующих полинейропатиях. Противопоказания. Гиперчувствительность 
к действующему веществу или любому другому компоненту, входящему в состав препарата; 

повышенная чувствительность к гомологичным иммуноглобулинам, особенно в очень 
редких случаях дефицита иммуноглобулина А (IgA), когда у пациента присутствуют антитела 
к IgA; гиперпролинемия. Особые указания. Только для внутривенного применения. 
Нельзя смешивать с другими лекарственными средствами и с 0,9% раствором натрия 
хлорида, разрешается разведение 5% раствором декстрозы. Следует тщательно соблюдать 
скорость введения препарата (максимально 12 мг/ кг массы тела/мин). Раствор не содержит 
консервантов, после вскрытия содержимое флакона необходимо использовать в течение 
24 часов. Побочное действие. В связи с внутривенным способом применения препарата 
нечасто возникали такие нежелательные реакции, как озноб, головная боль, лихорадка, 
рвота, аллергические реакции, тошнота, боль в суставах, снижение артериального давления 
и умеренные боли в спине. Редко возникали реакции гиперчувствительности с резким 
снижением артериального давления и в отдельных случаях анафилактическим шоком. 
Большинство нежелательных реакций были лёгкими или среднетяжёлыми. Установленные 
тяжёлые нежелательные реакции могут быть связаны со скоростью введения препарата. 
ПОЖАЛУЙСТА, ОЗНАКОМЬТЕСЬ С ПОЛНОЙ ИНСТРУКЦИЕЙ ПО ПРИМЕНЕНИЮ ЛЕКАРСТВЕННОГО 
ПРЕПАРАТА ДЛЯ МЕДИЦИНСКОГО ПРИМЕНЕНИЯ ПЕРЕД ЕГО НАЗНАЧЕНИЕМ.1

КРАТКАЯ ИНФОРМАЦИЯ ПО МЕДИЦИНСКОМУ ПРИМЕНЕНИЮ ПРЕПАРАТА ПРИВИДЖЕН

Список литературы: 1. Инструкция по применению лекарственного препарата для медицинского применения ПРИВИДЖЕН. Регистрационный номер ЛП-002452. 2. Stein MR, Nelson RP, 
Church J et al. Safety and Efficacy of Privigen, a Novel 10% Liquid Immunoglobulin Preparation for Intravenous Use, in Patients with Primary Immunodeficiencies. J Clin Immunol 2009; 29: 137-144. 
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