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АКТИВАЦИЯ ИММУНИТЕТА ПРИ ВИЧ-ИНФЕКЦИИ
Шмагель К.В.1, 2, Шмагель Н.Г.2, 3, Черешнев В.А.2, 4

1 ФГБУН «Институт экологии и генетики микроорганизмов» УрО РАН, г. Пермь, Россия  
2 ФГБОУ ВПО «Пермский государственный национальный исследовательский университет», г. Пермь, Россия  
3 ГКУЗ «Пермский краевой центр по борьбе со СПИД и инфекционными заболеваниями», г. Пермь, Россия  
4 ФГБУН «Институт иммунологии и физиологии» УрО РАН, г. Екатеринбург, Россия

Резюме. Данный литературный обзор посвящен актуальной проблеме ВИЧ-инфекции – актива-
ции иммунитета. Иммунная активация в значительной мере определяет утрату CD4+T-лимфоцитов, 
приводит к развитию СПИД-ассоциированных и СПИД-неассоциированных заболеваний, а ее по-
казатели являются весомыми прогностическими факторами исхода болезни. Активация при ВИЧ-
инфекции захватывает клетки как врожденного, так и адаптивного иммунитета, ведет к усилению 
продукции провоспалительных цитокинов и повышению коагуляции крови. Причиной развития 
иммунной активации могут быть инфекционные агенты (ВИЧ, цитомегаловирус, вирус Эпштейна–
Барр, вирус гепатита C), лимфопения и индуцированный ею процесс гомеостатической пролифе-
рации лимфоцитов, транслокация микробов и их продуктов из кишечника, что связано с глубоким 
дефицитом CD4+T-клеток в lamina propria и нарушением проницаемости кишечного барьера. Други-
ми факторами, поддерживающими процесс активации иммунитета, являются «сторонняя» актива-
ция T-лимфоцитов, усиление оборота T-клеток, развитие системного воспаления. В работе не только 
рассмотрены патогенетические механизмы развития ВИЧ-инфекции, связанные с синдромом им-
мунной активации, но также приведены различные лабораторные параметры, характеризующие ее 
проявление у инфицированных пациентов. Представлены значение и прогностическая роль этих па-
раметров в оценке эффективности антиретровирусной терапии, формировании осложнений и нега-
тивного исхода инфекции.
Ключевые слова: ВИЧ-инфекция, иммунная активация, воспаление, лимфопения, цитокины, микробная транслокация

IMMUNITY ACTIVATION IN HIV INFECTION
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Abstract. This review article concerns a challenging problem of HIV infection, immune activation. The 
processes of immune activation largely determine CD4+T cell depletion, leading to development of AIDS-
associated and non-AIDS-related diseases. Immune activation indices are also strong predictors of the clinical 
outcome. Activation in HIV-infection affects both innate and adaptive immune cells, leads to increased 
proinflammatory cytokine production and blood coagulation. The reasons for immune activation may 
include different pathogens (HIV, cytomegalovirus, Epstein–Barr virus, hepatitis C virus), lymphopenia and 
lymphopenia-induced T lymphocyte homeostatic proliferation, transfer of microbial products from the gut, 
due to profound CD4+T cell deficiency in lamina propria and altered permeability of intestinal barrier. Other 
factors that promote the process of immune activation are as follows: T lymphocyte "bystander" activation, 
increased T cell turnover, and systemic inflammation development. The review covers pathogenic mechanisms 
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Накопленные к настоящему времени данные 
со всей очевидностью демонстрируют, что по-
теря CD4+T-клеток и развитие СПИДа у ВИЧ-
инфицированных пациентов в значительной 
мере определяются иммунной активацией. 
Показатели активации иммунитета оказались 
явно весомее в прогнозировании наступления  
СПИДа [70, 212] и смерти [42, 84, 121] по срав-
нению с концентрацией вируса в крови. Это 
подтверждается сравнением параметров ВИЧ-1 
и ВИЧ-2 обусловленных инфекций. Известно, 
что инфекции, вызванной ВИЧ-2, свойственны 
меньшая вирусная нагрузка, более медленное 
прогрессирование болезни и более высокий уро-
вень CD4+T-лимфоцитов в крови [128]. Как вы-
яснилось, главным различием между заболевани-
ями, индуцированными разными типами вируса, 
оказалась менее выраженная активация иммуни-
тета у пациентов, инфицированных ВИЧ-2 [45, 
82]. У природных хозяев вируса иммунодефицита 
обезьян (ВИО) – дымчатых мангобеев и зеленых 
африканских мартышек, для которых нетипично 
развитие иммунной активации [7, 174] – дефицит 
CD4+T-клеток не усугубляется в течение време-
ни, а инфекция не реализуется в СПИД [33, 174].

Активация врожденного и адаптивного им-
мунитета начинается уже в острую фазу ВИЧ-
инфекции [79, 177]. В хроническую фазу также 
наблюдается рост продукции провоспалитель-
ных цитокинов (IL-1, IL-6, IL-8, IFNα), сыво-
роточных маркеров воспаления (CRP, цистатин 
C, sCD14, D-димеры) и повышение коагуляции 
крови [43]. Интересно, что вместе с увеличени-
ем содержания провоспалительных медиаторов 
в крови у пациентов в хронический период от-
мечается подъем концентраций противовоспа-
лительных цитокинов IL-10 и TGF-β1, которые 
могут быть предикторами развития СПИДа [203]. 
У зараженных ВИЧ субъектов, не принимающих 
противовирусную терапию, установлено повы-
шение в крови провоспалительных моноцитов 
(CD14+CD16+) [54, 189], а у ВИО-инфицирован-
ных макак усиление оборота моноцитов было бо-
лее весомым показателем в предсказании СПИДа, 
чем уровень вирусной нагрузки [83]. Важно также 
отметить, что гуморальные индикаторы воспале-
ния, являющиеся прогностическими факторами 
в отношении не ассоциированных со СПИДом 
заболеваемости и смертности, имеют значимую 
корреляцию с параметрами активации моноци-
тов [205]. Среди других клеток врожденного им-

мунитета, на наш взгляд, следует обратить вни-
мание на естественные киллеры. Известно, что 
NK-клетки у ВИЧ-инфицированных пациентов 
находятся в активированном состоянии [62, 147]. 
Уровень их активации возрастает с прогрессиро-
ванием болезни и в большей степени касается ци-
толитической субпопуляции CD56dimCD16+ [114]. 
Авторы показали, что экспрессия на их поверх-
ности CD38 коррелирует со снижением числа 
CD4+T-лимфоцитов, ростом активации T-клеток 
(% CD38+HLA-DR+), повышением в крови кон-
центрации sCD14 и развитием СПИДа.

При ВИЧ-инфекции наблюдается выражен-
ная активация T-лимфоцитов. Процесс затраги-
вает как CD4+, так и CD8+T-клетки [115, 151]. 
Здесь необходимо подчеркнуть, что активиро-
ванные CD4+T-лимфоциты являются источ-
ником поддержания ВИЧ- и ВИО-инфекции, 
в то время как покоящиеся CD4+T-клетки – нет 
[40, 178, 209]. Причиной системной иммун-
ной активации могут быть различные факторы. 
Среди них выделяют сам ВИЧ, коинфицирую-
щие агенты, гомеостатические механизмы, свя-
занные с развитием лимфопении, микробную 
транслокацию из кишечника. Реакция на ВИЧ/
ВИО способна реализоваться через TLR7/8 
плазмацитоидных дендритных клеток [16, 134], 
а также другие рецепторы врожденного имму-
нитета [124, 207] с последующей передачей ак-
тивационного сигнала T-лимфоцитам. Часть 
T-клеток стимулируется через T-клеточный ре-
цептор (TCR) после распознавания чужеродных 
пептидов в составе MHC дендроцитов. Это мо-
гут быть пептиды ВИЧ, цитомегаловируса и дру-
гих вирусов, репликация которых усиливается 
на фоне иммунодефицита [95]. Вышесказанное 
подтверждается данными об уменьшении им-
мунной активации после снижения вирусной 
нагрузки на фоне проведения антиретровирус-
ной терапии (АРТ) [60, 191].

Роль лимфопении
Развитие лимфопении при ВИЧ-инфекции 

сопровождается компенсаторной реакцией, на-
правленной на восстановление численности лим-
фоцитов и получившей название «гомеостатиче-
ской пролиферации» [188]. В настоящее время 
на основе экспериментальных работ, выполнен-
ных на мышах, выделяют два варианта гомео-
статической пролиферации: медленный (одно 
деление клетки за 24-36 часов) и быстрый (одно 
деление клетки за 6-8 часов). Первый управляется 
фактором плотности клеточных элементов, вто-
рой – транслокацией кишечных бактерий [108, 

HIV-infection associated with immune activation, like as description of different laboratory parameters 
characterizing its manifestations in HIV-infected patients. Significance and prognostic role of these parameters 
in assessing efficiency of antiretroviral therapy, development of complications, and adverse outcomes of 
infection are presented as well.

Keywords: HIV infection, immune activation, inflammation, lymphopenia, cytokines, microbial translocation
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138, 182]. Известно, что в ответ на лимфопению 
гомеостатической пролиферации подвергаются 
как наивные T-лимфоциты, так и T-клетки памя-
ти. Наивные T-лимфоциты характеризуются мед-
ленным типом гомеостатической пролиферации, 
который запускается двумя сигналами: молеку-
лами MHC I и MHC II, соответственно, для CD8+ 
и CD4+T-клеток [73, 129, 184, 186] и IL-7 [65, 
185]. Экспансия T-лимфоцитов памяти при лим-
фопении происходит быстрее [146]. Кроме того, 
для ее индукции, как правило, не требуются мо-
лекулы MHC [35, 143, 183]. Однако пролифера-
ция CD8+T-клеток памяти существенно зависит 
от IL-15 [101].

На фоне развития ВИЧ-инфекции деление 
T-лимфоцитов инициируется как гомеостатиче-
скими, так и вирусными факторами. При этом 
причиной пролиферации CD4+T-клеток явля-
ются и лимфопения, и присутствие патогена, 
а CD8+T-лимфоцитов, главным образом, – ви-
рус [29]. Вместе с тем, показано, что степень за-
висимости разных субпопуляций CD4+T-клеток 
ВИЧ-инфицированных пациентов от двух пред-
ставленных факторов может быть различной. 
Так, для наивных CD4+T-лимфоцитов ведущим 
драйвером митотической активации выступа-
ет дефицит общей численности CD4+T-клеток. 
На уровне CD4+T-лимфоцитов памяти про-
лиферация уже определяется влиянием и лим-
фопении, и вируса [30]. Следует отметить, что 
в отличие от гомеостатической пролиферации, 
протекающей в здоровом организме, при хро-
нической вирусной инфекции регенерация дает 
короткоживущие клетки [80]. Кроме того, не все 
субпопуляции CD4+T-лимфоцитов способны 
восстанавливаться в равной степени [149].

Транслокация микробов
ВИЧ-инфекция вызывает выраженное опу-

стошение лимфоидных структур пищеваритель-
ного тракта, что сопровождается нарушением 
эпителиального барьера кишечника [139, 171] 
и поступлением в кровоток микробов и их про-
дуктов [110]. Повышение проницаемости ки-
шечника обусловлено прямым деструктивным 
действием ВИЧ на кишечный эпителий [144] 
с последующим развитием воспаления и ткане-
вого ремоделирования [176]. Еще одна причина 
патологических изменений эпителиального ба-
рьера – дефицит лимфоцитов, продуцирующих 
цитокины IL-17 и IL-22, участвующие в поддер-
жании целостности эпителиальной выстилки [74, 
109]. Оценка нарушенной проницаемости кишеч-
ника может быть проведена после перорального 
назначения какого-либо инертного соединения 
путем определения его концентрации в моче 
[156, 200]. Однако обычно для этой цели ис-
пользуют определение в крови или моче кишеч-
ного протеина, связывающего жирные кислоты 
(intestinal fatty acid binding protein – I-FABP) [78, 

153]. I-FABP синтезируется в энтероцитах ки-
шечника. Его концентрация в крови возрастает 
при повреждении слизистой пищеварительного 
тракта [105]. Еще один подход, используемый 
для определения состояния барьерной функции 
кишечника, опирается на измерение в кровотоке 
содержания различных микробных компонен-
тов: липополисахарида (LPS) [28] и рибосомаль-
ной 16S ДНК [213], флагеллина [187].

Открытие роли микробной транслокации 
в активации иммунной системы внесло су-
щественный вклад в понимание патогенеза 
ВИЧ-инфекции [22, 58, 126]. Вслед за этим по-
явились публикации о том, что уровни LPS 
и свободного макрофагального рецептора CD14 
(sCD14: способен связывать LPS) в крови ВИЧ-
инфицированных пациентов могут быть ис-
пользованы для прогноза развития заболевания 
и смертности [118, 127, 168]. Недавно на боль-
шой когорте ВИЧ-инфицированных пациентов, 
не получавших АРТ, были продемонстрированы 
ассоциативные связи между показателями LPS-
зависимой активации иммунитета и уровнями 
в крови маркеров кишечного повреждения [155]. 
При этом зависимости между активацией им-
мунной системы и концентрацией вируса в крови 
обнаружено не было. Данные других исследова-
телей, полученные при изучении индуцирован-
ной бактериями иммунной активации у больных 
с полностью подавленной вирусной нагрузкой, 
также подтверждают ее независимость от содер-
жания ВИЧ в крови [99, 125, 126]. Предполагает-
ся, что активация иммунитета реализуется через 
Toll-подобные рецепторы (TLR) [25, 67, 148].

«Сторонняя» активация T-лимфоцитов
Обычно доля активированных элементов 

среди CD8+T-лимфоцитов больше, чем среди 
CD4+T-клеток [55, 94], и показатель активации 
CD8+T-лимфоцитов является признанным пре-
диктором негативного развития ВИЧ-инфекции. 
Например, исследования, проведенные у муж-
чин-гомосексуалистов, продемонстрировали 
ассо циативные связи между повышением чис-
ленности CD8+CD38+HLA-DR+T-клеток, сни-
жением количества CD4+T-лимфоцитов и по-
явлением СПИДа [69]. Логично предположить, 
что их активация (как и пролиферация) опреде-
ляется присутствием вируса. Однако доля ВИЧ-
специфичных элементов среди циркулирующих 
CD8+T-клеток составляет 6-8% [18, 136], а от-
носительное содержание CD8+T-лимфоцитов 
с фенотипом CD38+HLA-DR+ может достигать 
65% [55]. Причины столь высокого уровня ак-
тивации CD8+T-клеток пока остаются недоста-
точно ясными. Относительное понимание этого 
явления наступило с развитием идеи «сторон-
ней» (bystander) активации T-лимфоцитов. Она 
подразумевает возникновение фенотипических 
или функциональных изменений T-клеток, реа-
лизуемых в обход TCR. 
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Сторонняя активация часто наблюдается 
при вирусных инфекциях [193]. Ее проявления 
можно зафиксировать in vitro и in vivo. В очаге 
вирусного воспаления, например, отмечается 
присутствие T-лимфоцитов различной специ-
фичности [36, 38, 150]. Важная роль цитокинов 
в сторонней активации T-клеток является обще-
признанной. Они способны оказывать самосто-
ятельное влияние на T-лимфоциты [34, 104, 196, 
214]. Так, инъекция IFNαβ мышам с нарушени-
ем синтеза молекул MHC-I вызывает пролифе-
рацию CD8+T-клеток [192], что свидетельствует 
о возможности индукции сигнала без участия 
TCR. Однако, как выяснилось в дальнейшем, 
пролиферативный эффект IFN-I в отношении 
CD8+T-лимфоцитов памяти реализуется не пря-
мо, а через индукцию синтеза IL-15 (сам IFN-I 
подавляет деление клеток in vitro) [214]. Авторы 
также показали, что влияние IL-15 распростра-
няется на CD8+, но не на CD4+T-клетки. У субъ-
ектов с ВИЧ-инфекцией была продемонстриро-
вана повышенная продукция IL-12 и IL-15 [19], 
а затем показано, что дендритные клетки боль-
ных стимулируют CD8+T-лимфоциты в обход 
TCR-сигнала, синтезируя высокие концентра-
ции IL-15 [14]. Кроме того, в опытах in vitro ис-
следователи обнаружили, что IL-15 способен 
вызывать пролиферацию CD8+T-клеток и экс-
прессию на их поверхности активационных мар-
керов (CD38 и HLA-DR), но не обладает этими 
эффектами в отношении CD4+T-лимфоцитов. 
Еще одним фактором, определяющим форми-
рование сторонней активации, является присут-
ствие в организме коинфицирующих агентов, 
таких как цитомегаловирус, вирус Эпштейна–
Барр, аденовирус, вирус гриппа [14, 48]. Од-
нако механизмы активирующего влияния при 
коинфекциях остаются нераскрытыми. Таким 
образом, если причины повышенной активации 
CD8+T-клеток по сравнению с CD4+T-клетками 
при ВИЧ-инфекции можно считать установлен-
ными, то пути их реализации пока недостаточно 
ясны.

Усиление оборота T-клеток
Активация CD4+ и CD8+T-клеток часто сопро-

вождается их гибелью: феномен, получивший на-
звание «индуцированная активацией смерть клет-
ки» (ИАСК) [24, 76]. ИАСК может реализоваться 
через стимуляцию TCR и без нее, с использовани-
ем и без использования CD95, а также с участи-
ем различных цитокинов [23]. Установлена также 
роль рецепторов врожденного иммунитета в этом 
феномене. Добавление различных TLR-лигандов 
к T-лимфоцитам здоровых доноров индуцирова-
ло экспрессию CD38 на CD4+ и CD8+T-клетках 
в краткосрочных (менее суток) культурах [67]. 
Длительное культивирование (в течение 7 дней) 
с TLR-лигандами приводило к выраженной экс-
прессии CD69 на CD8+T-лимфоцитах и Ki-67 
на CD4+T-клетках. При этом CD8+ элемен-

ты сохраняли жизнеспособность, а CD4+T-
лимфоциты, вступившие в деление, погибали. 
Представленные данные показывают, каким об-
разом активированные микробными продуктами 
CD4+T-клетки могут гибнуть у больных, инфи-
цированных ВИЧ. Рост доли умирающих лим-
фоцитов вызывает включение компенсаторных 
гомеостатических механизмов и приводит к по-
вышению обмена иммунокомпетентных клеток.

Работы, посвященные исследованию темпов 
оборота T-лимфоцитов при ВИЧ-инфекции, 
обычно свидетельствуют об ускорении обмена 
T-клеток. Это касается как CD4+, так и CD8+ 

субпопуляции [86, 111, 132, 140, 167]. На основе 
экспрессии маркера пролиферации Ki-67 было 
рассчитано время удвоения T-клеток у ВИЧ-
инфицированных пациентов [167]. Оно оказа-
лось в 5 раз короче при сравнении с аналогичным 
показателем, полученным для неинфициро-
ванных субъектов. При этом средний дневной 
оборот CD4+ и CD8+T-лимфоцитов в группе 
с ВИЧ-инфекцией был повышен в 2 и 6 раз соот-
ветственно. В основном это объясняется резким 
сокращением (менее 1/3) времени полужизни 
T-клеток обеих субпопуляций [86]. Важно так-
же подчеркнуть, что регенерация T-лимфоцитов 
происходит преимущественно за счет пролифера-
ции T-клеток памяти. Митотическая активность 
наивных клеток (особенно CD4-позитивных) 
выражена слабо [49, 167]. Кроме того, необ-
ходимо отметить, что продуктивная функция 
CD8+T-клеток у ВИЧ-инфицированных лю-
дей существенно превышает таковую CD4+T-
лимфоцитов [86], чем объясняется развитие 
CD4+T-лимфопении. Назначение АРТ приводит 
к увеличению продуктивного потенциала CD4+T-
лимфоцитов [86, 132] и постепенному увеличе-
нию их численности.

Системное воспаление
Помимо активации иммунокомпетентных 

клеток, ВИЧ-инфекция характеризуется разви-
тием хронического воспаления, что вносит свой 
вклад в патогенез данного заболевания. В острую 
стадию наблюдается активная продукция про-
воспалительных цитокинов: IFNα, IFNγ, TNFα, 
IL-6, IL-15, IP-10 [177]. Воспалительные явления 
и протромботические сдвиги сохраняются также 
в хроническую фазу инфекции у АРТ-наивных 
пациентов [52, 145, 161], что повышает риск раз-
вития сердечно-сосудистых заболеваний [53, 
194]. У многих больных, несмотря на проведение 
АРТ, в крови сохраняются повышенные концен-
трации CRP, D-димеров, IL-6, sCD14 [9, 44, 113]. 
В связи с тем, что многие маркеры системного 
воспаления не только имеют диагностическое 
значение, но также отражают роль различных 
патогенетических механизмов в развитии ВИЧ-
инфекции, на наш взгляд, требуется более под-
робное их рассмотрение.
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TNFα и растворимые рецепторы sTNFR-I 
и sTNFR-II

TNFα является провоспалительным цито-
кином, который продуцируется различными 
клетками и занимает ведущее среди цитокинов 
положение в системе защиты организма [2]. Он 
реализует свою активность через клеточные ре-
цепторы TNFR-I (CD120a) и TNFR-II (CD120b). 
Растворимые формы рецепторов (sTNFR-I 
и sTNFR-II) конститутивно высвобождаются 
с поверхности клеток и присутствуют в циркуля-
ции [157]. Их уровень в крови повышается после 
стимуляции TNF [98, 116] и может увеличивать-
ся при различных заболеваниях [47]. Следует от-
метить, что TNFα, с одной стороны, достаточно 
быстро исчезает из кровотока, с другой – нахо-
дится в крови в комплексе с sTNFR. Это создает 
проблемы его детекции [56, 102]. В то же время 
растворимые рецепторы к TNFα высокостабиль-
ны, а концентрации sTNFR-I и sTNFR-II хорошо 
коррелируют с уровнем их лиганда [10, 210]. Из-
мерение концентраций TNF-рецепторов в сыво-
ротке крови ВИЧ-инфицированных пациентов 
показало, что уровни sTNFR-I и sTNFR-II у них 
были повышены относительно показателей не-
инфицированных людей, и этот рост определял-
ся тяжестью и клинической стадией заболевания 
(наиболее высокие значения были обнаружены 
у больных СПИДом) [71]. Эти исследователи так-
же отметили обратные корреляции между содер-
жанием в крови тест-субстанций и численностью 
CD4+T-клеток. Среди двух вариантов раство-
римых рецепторов sTNFR-II, по-видимому, яв-
ляется более чувствительным индикатором вос-
паления, так как у субъектов с бессимптомным 
носительством ВИЧ его содержание в отличие 
от содержания sTNFR-I значимо превышает уро-
вень контроля [71, 88]. В дальнейшем было уста-
новлено, что при ВИЧ-инфекции оба параметра 
отражают состояние системной иммунной акти-
вации. Их концентрации коррелировали с уров-
нями IFNγ и β2-микроглобулина в крови, а также 
неоптерина в моче [211]. Другие авторы проде-
монстрировали прямую связь содержания рас-
творимых TNF-рецепторов с концентрациями 
в крови неоптерина и антигена p24 ВИЧ-1 [11]. И, 
наконец, было обнаружено, что уровень sTNFR-
II в крови ВИЧ-инфицированных пациентов 
является предиктором наступления СПИДа, 
превосходящим по прогностической значимо-
сти показатели содержания β2-микроглобулина 
и CD4+T-лимфоцитов в крови [72]. Таким об-
разом, можно заключить, что концентрации 
sTNFR-I и sTNFR-II у ВИЧ-инфицированных 
субъектов отражают развитие системного воспа-
ления, а сведения об их росте усиливают негатив-
ный прогноз в развитии заболевания.

Интерлейкин-6
IL-6 является провоспалительным цито-

кином. Во время инфекций вырабатывается 

преимущественно макрофагами; индуциру-
ет продукцию реактантов острой фазы [199]. 
У ВИЧ-инфицированных пациентов, как прини-
мающих, так и не принимающих АРТ, уровни IL-6 
повышены [103, 145]. Увеличенное содержание 
IL-6 у носителей ВИЧ связано с повышенным 
риском наступления смерти от сердечно-сосуди-
стых заболеваний [96, 113]. На большом количе-
стве пациентов (около 10000) было обнаружено, 
что подъем уровня IL-6 ассоциируется с повы-
шенной репликацией вируса, низким до нача-
ла терапии уровнем CD4+T-клеток, сниженным 
показателем клубочковой фильтрации, большей 
массой тела, пожилым возрастом [21]. Ранее 
было показано, что вспомогательный протеин 
ВИЧ Vpr индуцирует продукцию человеческими 
макрофагами IL-6, который в свою очередь акти-
вирует репликацию вируса в латентно инфици-
рованных клетках [92]. В работе также отмечено, 
что индукция Vpr синтеза IL-6 требует дополни-
тельного сигнала через TLR4 (рецептор для LPS). 
Приведенные данные позволяют несколько по-
иному оценить роль микробной транслокации 
в ВИЧ-инфекции. В этом плане заслуживает 
внимания исследование [172], в котором авто-
ры не обнаружили корреляции между уровнем 
IL-6 в плазме крови и концентрацией РНК ВИЧ 
в крови. Но при этом уровень IL-6 коррелировал 
с содержанием sCD14 (корецептор LPS).

Повышенные концентрации IL-6, наблю-
даемые при ВИЧ-инфекции, также отмечены 
у людей преклонного возраста [57]. Это позво-
ляет провести параллель между ВИЧ-инфекцией 
и процессом старения. Помимо роста уровня 
IL-6 оба состояния характеризуются накоплени-
ем «стареющих» клеток, истощением иммунных 
ресурсов, активацией иммунитета [8, 43, 85]. IL-6 
обладает прямым активирующим эффектом в от-
ношении T-лимфоцитов [208], а также стиму-
лирует их дифференцировку в Th2-клетки [46]. 
Исходя из этого, можно предположить, что хро-
ническая стимуляция, индуцированная цито-
кином, вызовет старение и истощение иммуно-
компетентных клеток. Например, известно, что 
у пожилых людей с высокими уровнями IL-6 
по сравнению с сопоставимыми по возрасту 
субъектами, но с меньшими концентрациями 
IL-6, существенно снижен ответ на вакцинацию 
против гриппа [195]. Таким образом, длительная 
продукция IL-6 у ВИЧ-инфицированных паци-
ентов дает негативные эффекты как в отношении 
СПИД-неассоциированных заболеваний, так и 
в отношении развития самой ВИЧ-инфекции.

Растворимый рецептор sCD14
CD14 является корецептором, который экс-

прессируется преимущественно на моноцитах 
и макрофагах. Совместно с TLR4 он распознает 
LPS. Известно, что после активации моноциты 
путем ферментативного расщепления сбрасыва-
ют со своей мембраны CD14 [15]. Активирующим 
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факторами могут выступать провоспалительные 
цитокины и TLR-лиганды [173]. Содержание 
sCD14 в плазме крови больных с ВИЧ-инфекцией 
значительно увеличено относительно показате-
лей здоровых людей [119, 135]. Концентрации 
sCD14 в крови ВИЧ-инфицированных пациен-
тов имеют прогностическую ценность в предска-
зании летальности; они коррелируют с уровнями 
IL-6, CRP, D-димеров, сывороточного амилоида 
A [168]. У зараженных больных также наблюда-
ется ассоциация значений sCD14 с плотностью 
интимы каротидных артерий независимо от ста-
дии ВИЧ-инфекции и состава препаратов, входя-
щих в АРТ [107]. Кроме того, было показано, что 
повышенные уровни sCD14 у ВИЧ-позитивных 
субъектов связаны с неврологическими наруше-
ниями [103]. Следует отметить, что sCD14 не мо-
жет быть однозначно интерпретирован как про-
дукт макрофагов. При развитии воспаления он 
продуцируется гепатоцитами в качестве реактан-
та острой фазы [13].

Растворимый рецептор sCD163
CD163 является макрофагальным рецепто-

ром-мусорщиком, опосредующим удаление гап-
тоглобин-гемоглобиновых комплексов [112]. 
Активация моноцитов и макрофагов вызывает 
высвобождение CD163 с клеточной поверхности 
и превращение его в растворимую форму (sCD163) 
[141]. Сбрасывание рецепторов стимулируется 
LPS, а также лигандами TLR2 и TLR5 [87, 201]. 
Концентрация sCD163 в плазме крови ВИЧ-
инфицированных пациентов существенно повы-
шена по сравнению с соответствующим показате-
лем ВИЧ-серонегативных субъектов и умеренно 
снижается через три месяца после назначения 
АРТ, оставаясь выше контрольного уровня [5, 26]. 
Кроме того, у пациентов с ВИЧ-инфекцией отме-
чены прямые ассоциации sCD163 с показателями 
активации моноцитов [205] и лимфоцитов [26, 
205], выявлена связь между повышенным содер-
жанием растворимого макрофагального рецепто-
ра и развитием атеросклероза [61, 133, 180]. Ис-
следование уровней провоспалительных факторов 
в крови женщин, инфицированных ВИЧ, и по-
жилых женщин без ВИЧ-инфекции обнаружило, 
что их концентрации повышены в обеих группах. 
Однако неинфицированные женщины, имевшие 
содержание sCD163, соответствующее уровню за-
раженных пациенток были на 14 лет старше [130]. 
Эти данные предполагают, что хроническая акти-
вация мононуклеарных фагоцитов ведет к уско-
ренному старению иммунной системы.

Моноциты периферической крови проду-
цируют относительно небольшие количества 
CD163, но экспрессия рецептора усиливается 
при дифференцировке моноцитов в тканевые ма-
крофаги [90, 142]. Важно отметить, что мощными 
индукторами экспрессии CD163 являются про-
тивовоспалительные факторы: глюкокортикои-

ды [169, 198] и IL-10 [181, 204]. Примечательно 
также, что тканевые макрофаги с высокой плот-
ностью CD163 обнаруживаются в терминальную 
фазу воспалительного процесса [215]. Кроме 
того, известно, что sCD163 способен подавлять 
активацию человеческих T-лимфоцитов [64, 91]. 
Это привело исследователей к выводу о том, что 
выраженная экспрессия гаптоглобиновых ре-
цепторов наблюдается преимущественно на аль-
тернативно активированных макрофагах [3, 59]. 
Этим клеткам свойственно подавление избыточ-
ного воспалительного процесса, участие в зажив-
лении ран, ангиогенезе [131]. Дифференцировка 
моноцитов в альтернативно активированные ма-
крофаги, экспрессирующие CD163, может про-
исходить под влиянием регуляторных CD4+T-
лимфоцитов (CD25+FoxP3+). При этом усиление 
экспрессии гаптоглобиновых рецепторов зависит 
от IL-10, но не от IL-4 или IL-13 [190]. Все вы-
шесказанное свидетельствует о том, что повы-
шение sCD163 в крови ВИЧ-инфицированных 
пациентов, хотя и является отражением воспали-
тельного процесса, представляет собой реакцию, 
направленную на его подавление и включение 
регенераторных процессов.

Неоптерин
Неоптерин является побочным продуктом 

метаболизма гуанозин 5’-трифосфата (ГТФ). 
ГТФ расщепляется под действием фермента 
ГТФ-циклогидролазы I. Эта реакция наблюда-
ется в активированных макрофагах, дендритных 
клетках, эндотелиоцитах и ряде других клеток, 
после стимуляции IFNγ и, в меньшей степени 
IFNα и IFNβ [17, 89]. Экспрессия мРНК ГТФ-
циклогидролазы I может быть индуцирована 
IFNγ через STAT-систему, или TNFα – через ну-
клеарный фактор NF-κB [93]. В результате рас-
щепления ГТФ образуется 7,8-дигидронеопте-
рин-трифосфат. Следующий этап метаболизма: 
конвертация 7,8-дигидронеоптерин-трифосфата 
в 6-пировоилтетрагидроптерин. Однако фер-
мент, ответственный за эту реакцию, слабо про-
дуцируется в макрофагах человека и приматов 
[202]. В результате 7,8-дигидронеоптерин-три-
фосфат окисляется в неоптерин, который в даль-
нейшем не подвергается метаболизму и выводит-
ся с мочой [89]. Исходя из того, что 1) неоптерин 
образуется в макрофагах, 2) основным источни-
ком IFNγ в организме служат Th1-клетки [41] 
и NK-клетки [152], 3) ведущими продуцентами 
TNFα являются макрофаги и активированные 
T-лимфоциты [170], можно заключить следу-
ющее. Неоптерин является индикатором акти-
вации клеточно-опосредованного иммунитета. 
С этих позиций обычно оценивается его значе-
ние при ВИЧ-инфекции.

Уровни неоптерина в крови ВИЧ-
инфицированных пациентов, как правило, бы-
вают повышены относительно соответствующих 
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значений здоровых людей [50, 137, 197]. Рост 
концентрации неоптерина начинается в острую 
фазу ВИЧ-инфекции вместе с увеличением кон-
центрации вирусного антигена p24. Затем в пе-
риод сероконверсии его содержание падает, но 
не достигает нормальных значений. В дальней-
шем уровень метаболита неуклонно повышается 
и достигает максимума в терминальную стадию 
инфекции [206]. Определение концентрации не-
оптерина может быть использовано для прогноза 
развития заболевания [137]. Также было показано, 
что содержание неоптерина у пациентов с чис-
лом CD4+T-клеток крови < 200 мкл -1 достоверно 
превышало его уровень у ВИЧ-инфицированных 
субъектов с количеством CD4+T-лимфоцитов 
> 200 мкл -1 [31]. Кроме того, больные, у которых 
при стимуляции T-клеток антигенами была на-
рушена продукция IL-2, имели более высокие 
уровни неоптерина, по сравнению с теми, у кого 
не было отмечено дефицита синтеза цитокина 
[66]. Таким образом, увеличение концентрации 
неоптерина в крови является негативным про-
гностическим фактором при ВИЧ-инфекции. 
Применение АРТ приводит к снижению его со-
держания у больных относительно уровня ин-
фицированных субъектов, не получающих лече-
ния [4, 32].

CXCL10 (IP-10)
Индуцированный интерфероном-γ проте-

ин 10 (interferon-γ-inducible protein 10 [IP-10]) 
секретируется различными типами клеток: 
моноцитами, дендритными клетками, нейтро-
филами, эозинофилами, эпителиальными и эн-
дотелиальными клетками, фибробластами, ке-
ратиноцитами, астроцитами и стромальными 
клетками в ответ на стимуляцию IFNγ [123, 164, 
165]. Общим рецептором для CXCL9, CXCL10 
и CXCL11 является CXCR3 [77]. Воздействуя 
на клетки, несущие CXCR3, IP-10 может вы-
зывать их хемотаксис, апоптоз, пролиферацию 
[120]. CXCL10 – хемоаттрактант для различных 
иммунокомпетентных клеток: активированных 
Th1-лимфоцитов, макрофагов, дендритных кле-
ток, γδT-клеток, естественных киллеров [20, 97, 
122, 154, 164]. Следовательно, IP-10 представля-
ет собой провоспалительный хемокин, который 
ассоциируется с развитием инфекций, наличием 
хронического воспаления, отторжением транс-
плантата, возникновением аутоиммунных про-
цессов [6, 39, 166].

При ВИЧ-инфекции концентрация IP-10 
в крови существенно увеличивается [106, 159, 163]. 
При этом CXCL10 коррелирует с показателем 

вирусной нагрузки как в острую [117], так и хро-
ническую стадию заболевания [75]. В культуре in 
vitro было установлено, что главным источником 
IP-10 при стимуляции клеток периферической 
крови ВИЧ-1 являются моноциты и дендритные 
клетки [175]. Те же авторы показали, что сигнал 
на индукцию синтеза хемокина, по-видимому, 
реализуется через TLR7/9, так как использование 
антагониста этих рецепторов блокировало синтез 
IP-10 в присутствии вируса. Проведение АРТ вы-
зывает снижение уровня CXCL10 в крови, однако 
он остается повышенным относительно показа-
теля здоровых людей [81]. Уменьшение содержа-
ния IP-10 при лечении коррелирует с ростом чис-
ленности CD4+T-лимфоцитов крови [160, 179].

D-димеры
Свертывание крови приводит к образованию 

сгустка, основой которого является фибрин. Рас-
пад фибрина под влиянием тромбина, фактора 
XIIIa и плазмина сопровождается высвобождением 
D-димеров [1]. Таким образом, D-димеры являются 
индикаторами активации свертывающей системы 
крови и развития тромбоза. Следует также отметить, 
что процессы воспаления и свертывания крови тесно 
связаны между собой [63]. Известно, что при ВИЧ-
инфекции существенно повышены как D-димеры, 
так и CRP, и IL-6 [12, 68, 145]. Коагулопатические 
сдвиги у ВИЧ-инфицированных пациентов прояв-
ляются не только ростом концентрации D-димеров, 
но также снижением в плазме активности антитром-
бина, протеина C и протеина S [100, 158]. Увеличе-
ние концентрации D-димеров в крови имеет выра-
женную ассоциацию со смертностью больных [113]. 
Их повышенный уровень является предиктором 
развития сердечно-сосудистых заболеваний, но при 
этом не связан с возникновением оппортунистиче-
ских инфекций [51, 162]. Подавление виремии при 
назначении АРТ ведет к снижению содержания 
D-димеров в крови [27, 100].

Подводя итог, можно заключить, что ВИЧ-
инфекция вызывает выраженную активацию 
как врожденного, так и адаптивного иммунитета, 
индуцирует и поддерживает в организме систем-
ное воспаление, что сопровождается нарушением 
процессов свертывания крови и развитием про-
тромботических сдвигов. Это приводит не только 
к усилению репликации вируса и гибели CD4+T-
лимфоцитов, но и к увеличению риска возникно-
вения и отягощения СПИД-неассоциированных 
заболеваний, в первую очередь, болезней сосудов 
и сердца, что вносит ощутимый вклад в уровень 
смертности ВИЧ-инфицированных пациентов [37].
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Резюме. Неонатальный скрининг первичных иммунодефицитных состояний делает возможным 
раннее обнаружение тяжелых и среднетяжелых поражений иммунной системы, а эффективность 
современных протоколов лечения этой группы заболеваний несомненна. Результаты нескольких 
запущенных в последние годы скрининговых программ показывают высокую чувствительность 
и специфичность скрининга, высокую выживаемость пациентов, что, в свою очередь, доказывает не-
обходимость введения первичных иммунодефицитных состояний в программу неонатального скри-
нинга России.
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Abstract. Neonatal screening for primary immunodeficiencies (PID) provides a unique opportunity for 
early detection of moderate to severe immune disorders. Thus, the patients could be provided with best available 
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Введение
Первичные иммунодефицитные состояния 

(ПИДС) представляют собой гетерогенную груп-
пу врожденных дефектов клеток иммунной си-
стемы, которые клинически чаще всего прояв-
ляются в виде рецидивирующих инфекционных 
и аутоиммунных заболеваний разной степени 
тяжести, а также злокачественных новообразова-
ний. Тяжелые формы ПИДС приводят к леталь-
ным исходам в первые два года жизни [23, 54]. 
Менее тяжелые формы приводят к необратимым 
изменениям в организме, которые значительно 
снижают качество жизни человека. Чаще всего 
ПИДС могут быть охарактеризованы сниженны-
ми функциональными способностями лейкоци-
тов бороться с инфекциями, однако, некоторые 
расстройства связаны с ограниченной диффе-
ренцировкой лимфоидных клеток или их увели-
ченным апоптозом [5].

Большая часть ПИДС является моногенными 
заболеваниями, некоторые из них имеют более 
сложное полигенное происхождение.

За исключением селективного дефицита им-
муноглобулина A, который встречается с часто-
той 1:500 [3], все другие формы ПИДС обнаружи-
ваются реже и имеют общую распространенность 
приблизительно 1:10000. По данным исследова-
ний, среди населения с высоким уровнем близ-
кородственных браков или среди генетически 
изолированных популяций частота ПИДС зна-
чительно выше [38].

Большинство новорожденных с серьезны-
ми дефектами иммунной системы – тяжелыми 
комбинированными иммунными недостаточ-
ностями (ТКИН) – могут казаться здоровыми 
при рождении и остаются таковыми в течение 
первых месяцев жизни. Так продолжается до тех 
пор, пока врожденная неспособность вырабаты-
вать Т- и В-лимфоциты остается компенсиро-
ванной антитело-опосредованным материнским 
иммунитетом. Что касается менее тяжелых форм 
ПИДС, их клинические проявления очень ин-
дивидуальны, но практически всегда неспеци-
фичны, что приводит к сильной задержке в по-
становке правильного диагноза и назначении 
адекватного лечения.

Выявление заболевания и назначение необхо-
димой терапии для пациентов с ПИДС практи-
чески всегда являются запоздалыми. Как можно 
более ранняя диагностика этих состояний долж-
на быть приоритетом для системы здравоохране-
ния.

Генетическое разнообразие ПИДС
Нарушение экспрессии различных белков 

может приводить к предотвращению развития 
или негативному влиянию на созревание Т- 
и В-лимфоцитов, сочетаться с неспособностью 
продуцировать специфические антитела, что 
вызывает ухудшение клеточного и/или гумо-
рального иммунитета, приводит к развитию пер-
вичных иммунодефицитных состояний вплоть 
до ТКИН [5, 38, 50]. На данный момент известно 
по меньшей мере 200 генетически врожденных 
нарушений иммунитета. Экспертный комитет 
международного союза иммунологических об-
ществ (IUIS) предложил универсальную класси-
фикацию ПИДС [5, 39, 41].

ПИДС сгруппированы в восемь категорий 
по основному механизму каждого заболевания: 
комбинированные Т- и В-клеточные иммуноде-
фициты, четко определенные синдромы с имму-
нодефицитами, дефицит антителообразования, 
заболевания с иммунной дисрегуляцией, врож-
денные пороки фагоцитов, дефекты врожденно-
го иммунитета, аутовоспалительные заболевания 
и дефекты комплемента. Некоторые нозологии 
можно встретить в более чем одной категории. 
Благодаря появлению секвенирования следую-
щего поколения число известных дефектов растет 
с каждым годом [16, 20, 37] все более быстрыми 
темпами, что заставляет обновлять классифика-
цию каждый год. Самыми тяжелыми ПИДС яв-
ляются заболевания из первой группы классифи-
кации – тяжелые комбинированные иммунные 
недостаточности.

Суммируя отчеты центров трансплантации 
гемопоэтических стволовых клеток (ТГСК), 
можно утверждать, что у половины всех пациен-
тов с ТКИН выявляется Х-сцепленная мутация 
IL2RG, в то время как все остальные известные 
ТКИН вызваны аутосомно-рецессивными му-
тациями [14, 48]. При всех формах ТКИН ко-
личество Т-лимфоцитов резко снижено, иногда 
до нуля, а количество В- и NK-клеток варьиру-
ет в зависимости от дефекта гена [4]. Некоторые 
мутации приводят к таким ПИДС, при которых 
происходит развитие небольшого количества Т- 
и В-клеток, что обуславливает смазанное течение 
заболевания. Учитывая вышесказанное, особое 
внимание следует уделять таким неиммунологи-
ческим проявлениям ПИДС как скелетные, не-
врологические и дерматологические аномалии, 
а также к аутоиммунным заболеваниям [4].

Несмотря на многообразие мутаций, у самых 
тяжелых, требующих пристального внимания де-

therapy, due to effective treatment according to updated PID management guidelines. Clinical outcomes of 
recently implemented screening programs have demonstrated high sensitivity and specificity of the diagnostic 
techniques used and good survival rates. The existing evidence provides a strong basis for inclusion of PID 
screening into general Russian neonatal screening program. 

Keywords: primary immune deficiency, SCID, NBS, TREC, KREC
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тей, есть общая черта – нарушение Т-клеточного 
звена иммунитета, которое и влечет за собой 
классические проявления ИДС: вторичные 
к вакцинации БЦЖиты и рецидивирующие по-
носы, пневмоцистные пневмонии, тяжелое те-
чение цитомегаловирусных (ЦМВ)-инфекции, 
грибковых инфекций и так далее [8].

Эпидемиология ТКИН
Иммунодефицитные состояния классифи-

цируются в соответствии с тем компонентом 
иммунной системы, которая вовлечена в пато-
логический процесс [24]. Так, на сегодняшний 
день известно около двух сотен дефектов, кото-
рые приводят к врожденным иммунодефицитам 
и каждый год выявляется около 30 новых мута-
ций [16]. Самое большое внимание специали-
стов приковано к ТКИН, поскольку дети именно 
с этим состоянием заболевают и умирают в пер-
вый год жизни.

До появления ТКИН в системе неонаталь-
ного скрининга Соединенных Штатов Америки 
(США) считалось, что риск приводящей к нему 
мутации в европеоидной популяции равен при-
мерно 1 случай на 100000 живых новорожден-
ных [14, 48], исключение составляли некоторые 
закрытые этнические группы типа индейцев На-
вахо, сомалийских племен или общин менно-
нитов, у которых встречаемость тяжелых ПИДС 
приближается к 1 на 2000-5000 живых новорож-
денных [28, 29, 36, 46]. Однако, нельзя забывать, 
что дети с ПИДС часто развивают аутоиммунные 
заболевания, оппортунистические инфекции 
и прочие тяжелые состояния, погибая до того, 
как им поставят правильный диагноз. Из этого 
следует, что выявленные случаи ПИДС не отража-
ли реальной эпидемиологической картины [30].

В 2008 году в штате Висконсин (США) был 
запущен пилотный проект неонатального скри-
нинга тяжелых комбинированных иммунных не-
достаточностей методом полимеразной цепной 
реакции (ПЦР) реального времени. Аналитом 
послужили эксцизионные кольца ДНК, получив-
шие название TREC (TCR rearrangement excision 
circles). В 2010 году, когда были получены первые 
результаты, тест был рекомендован к рассмотре-
нию кандидатом на включение в систему неона-
тального скрининга в США. 

К 2014 году 11 программами неонатального 
скрининга (штаты Калифорния, Колорадо, Кон-
нектикут, Делавэр, Массачусетс, Мичиган, Мис-
сисипи, Нью Йорк, Техас и Висконсин, а также 
племя индейцев Навахо) суммарно было обследо-
вано чуть более 3 миллионов новорожденных [31]. 
Было выявлено 42 ребенка с типичными ТКИН, 
9 нетипичных пациентов со стертой симптомати-
кой ТКИН и один синдром Omenn [31]. 49 детей 
получили специфическую терапию, включаю-
щую ТГСК, генную и фермент-заместительную 
терапию. Остальные три ребенка умерли от раз-

личных, в том числе инфекционных, осложне-
ний. Из 44 детей, прошедших ТГСК, 4 ребенка 
умерли от осложнений химиотерапии, что соот-
ветствует уровню выживаемости детей первых 3,5 
месяцев жизни после проведения ТГСК [15].

К настоящему моменту, 37 штатов США де-
лают это исследование на постоянной основе, 
а еще 12 активно работают над этим. Таким об-
разом, у более чем 70% новорожденных в США 
исследуют уровень TREC для выявления ТКИН.

ТКИН являются наиболее тяжелой, жиз-
неугрожающей группой заболеваний, однако 
не только они могут претендовать на введение 
в программу неонатального скрининга [11, 12, 
26] и скрининга пациентов из групп риска по раз-
витию иммунодефицитных состояний.

Неонатальный скрининг
Цель неонатального скрининга – выявление 

врожденных заболеваний до их клинической 
манифестации. Первым заболеванием, которое 
начали выявлять сразу после рождения ребенка, 
стала фенилкетонурия. Простота лабораторной 
диагностики и эффективность терапии задали 
тон всему процессу, который стартовал более 50 
лет назад в США и с тех пор только расширяет-
ся [17]. Использование сухих пятен крови на кар-
тах Гатри облегчает транспортировку и хранение 
образцов, стандартизует и упрощает лаборатор-
ную диагностику. Отлаженная система сбора 
крови новорожденных и достижения современ-
ной медицины значительно облегчают раннюю 
диагностику врожденных заболеваний, что по-
зволяет применять более эффективные протоко-
лы лечения, сокращает инвалидизацию и смерт-
ность среди детей [21, 25].

Основные критерии включения нозологии 
в систему неонатального скрининга таковы: не-
возможность определения заболевания рутинны-
ми методами неонатолога и педиатра при рожде-
нии ребенка, значительное негативное влияние 
заболевания на здоровье новорожденного, воз-
можность излечения либо значительного улуч-
шения качества жизни пациента при ранней по-
становке диагноза, наличие анализа – золотого 
стандарта постановки диагноза, а также суще-
ствование простого, недорогого, специфичного 
лабораторного анализа для скрининга искомого 
заболевания [53].

В настоящий момент в России на федераль-
ном уровне проводится скрининг на 5 врожден-
ных заболеваний: фенилкетонурия, врожденный 
гипотиреоз, адреногенитальный синдром, муко-
висцидоз и галактоземия [2]. На региональном 
уровне департаменты здравоохранения имеют 
возможность дополнять этот список. В частно-
сти, министерство здравоохранения Свердлов-
ской области расширило список до 16 нозологий, 
добавив лейциноз, тирозинемию, цитруллине-
мию, множественную карбоксилазную недоста-
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точность, недостаточность очень длинных це-
пей ацил-СоА-дегидрогиназы жирных кислот, 
недостаточность средних цепей ацил-СоА-де-
гидрогиназы жирных кислот, недостаточность 
митохондриального трифункционального белка, 
глютаровую ацидурию, изовалериановую ациде-
мию, метилмалоновую ацидемию и пропионо-
вую ацидемию [1].

Возвращаясь к первичным иммунодефицит-
ным состояниям, стоит вспомнить первые попыт-
ки включения ТКИН, а именно недостаточности 
аденозин деаминазы, в систему неонатально-
го скрининга, которые были предприняты еще 
в 70-е годы прошлого века. Однако из-за боль-
шого количества как ложноотрицательных, так 
и ложноположительных результатов [30, 34, 35] 
методика не нашла должного применения. Затем 
было предложено исследовать уровень интерлей-
кина 7, который значительно повышается при 
некоторых ТКИН, а также уровни CD3+ и CD45+ 
клеток, но, вследствие разных технических слож-
ностей и эта попытка была неудачна [10, 27, 33].

Еще одним вариантом выявления ПИДС мог-
ло бы стать полногеномное или полноэкзомное 
секвенирование, как это делают в случае скри-
нирования муковисцидоза. Сотни известных 
и неизвестное количество еще не найденных, 
приводящих к ПИДС мутаций, дороговизна 
и длительность выполнения теста, ожидаемое 
большое количество ложноотрицательных ре-
зультатов делают этот вариант невыполни-
мым [32].

Исследование общего уровня лимфоцитов 
периферической крови новорожденных также 
было предложено в качестве маркера ПИДС, по-
скольку при многих ТКИН данный показатель 
значительно понижается. Однако применение 
подобного подхода имело бы существенный не-
достаток – низкую специфичность, так как су-
ществует целый ряд состояний, при которых уро-
вень В-клеток высок, что делает исследование 
общего количества лимфоцитов неинформатив-
ным. К тому же транспортировка цельной крови 
значительно удорожает процесс скрининга [44]. 
Потенциальным решением могло бы стать ис-
следование пуповинной крови, но финансовые 
затраты на упомянутую выше транспортировку 
цельной крови, а также высокая стоимость про-
точной цитометрии делают невозможным вклю-
чение этих методик в систему неонатального 
скрининга [19].

TREC и KREC
Первичные иммунодефицитные состояния 

могут быть обнаружены с помощью измерения 
уровней TREC и KREC в сухом пятне крови 
на карте неонатального скрининга методом по-
лимеразной цепной реакции реального времени 
(Real-time PCR) [18]. TREC являются побочным 
продуктом рекомбинации гена Т-клеточного 
рецептора, а KREC – В-клеточного. Следова-

тельно, низкие уровни несущих эти молекулы 
лимфоцитов в периферической крови указывают 
на Т- и/или В-клеточную лимфопению [47].

Созревание функциональных Т- и В-клеток 
человека сопровождается рекомбинацией и пе-
рестройками в генах, кодирующих Т- (ТCR) 
и В- (BCR) клеточные рецепторы [6, 9]. Так, 
для сборки полноценного Т-клеточного рецепто-
ра должна произойти перестройка локуса TCRB, 
в ходе которой соединяются D и J сегменты с по-
следующим присоединением V сегмента, а так-
же слиянием V и J сегментов локуса TCRA. При 
этом образуется третий гипервариабельный до-
мен (CDR3) бета- и альфа-цепи соответственно. 
Во время каждого из этих процессов вырезаемые 
участки образуют эксцизионные кольца ДНК, 
получившие название TREC. В соответствии c 
числом сегментов Va, Ja, Vb, Db и Jb могут обра-
зовываться разные типы TRECs: несколько сот 
различных TRECs при Va-Ja рекомбинации, де-
сятки для Vb-Db и по крайней мере 13 для Db-Jb. 
Во время перестройки TCRA локуса в большин-
стве незрелых Т-лимфоцитов происходит деле-
ция TCRD локуса, находящегося внутри и флан-
кированного V и J сегментами. Этот процесс 
является специфичным и проходит при участии 
делеционных последовательностей δRec и ΨJα. 
Генерируемая при этом кольцевая молекула была 
названа sjTREC (signal joint TCR rearrangement 
excision circle), она присутствует практически 
у всех αβ+T-лимфоцитов, выходящих из тимуса, 
и, таким образом, может служить суррогатным 
маркером их количества [22].

Процесс формирования функционального 
рецептора в В-клетках начинается с рекомбина-
ционных событий в IGH локусе, несущем набор 
различных Vh, D и Jh сегментов, в котором также 
генерируется большое количество эксцизион-
ных колец ДНК [49]. Если перестройка прошла 
правильно, начинается рекомбинация в IGK ло-
кусе, кодирующем последовательности легкой 
каппа-цепи иммуноглобулинов. Она начинается 
слиянием Vk и Jk сегментов и в дальнейшем мо-
жет сопровождаться рекомбинацией с участием 
интронной рекомбинационной последователь-
ности (Jκ-Cκ intronRSS) и каппа-делеционным 
элементом (Kde), что делает каппа-локус нефунк-
циональным, ввиду делеции энхансера и кон-
стантного района [51]. Данная перестройка ведет 
к образованию рекомбинационного кольца кап-
па-делеционного элемента, или KREC (kappa-
deleting recombination excision circle), которое 
присутствует в 30% Igκ+ и почти всех Igλ+ зрелых 
наивных В-лимфоцитах [51]. ДНК KREC также 
может быть суррогатным маркером зрелых наив-
ных В-лимфоцитов, использоваться для оценки 
их пролиферативной истории [52].

Уровни TREC и KREC могут быть оценены 
с помощью количественной ПЦР с детекцией 
в режиме реального времени и, ввиду прямого  
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маркирования зрелых наивных Т- и В-лим фо-
цитов, имеют высокий диагностический потен-
циал. Количественный анализ TREC активно 
применяется для оценки функции тимуса и нео-
генеза Т-клеток. Он был использован для диагно-
стики иммунодефицитов [7], для неонатального 
скрининга ПИД у новорожденных [43] и как пре-
диктор восстановления Т-клеточной функции 
после пересадки костного мозга [45].

Квантификация TREC с помощью ПЦР в ре-
жиме реального времени и конструирование 
плазмиды, несущей фрагмент TREC, необхо-
димой для построения калибровочной кривой, 
была описана Douek c соавт. еще в 1998 году [22]. 
В дальнейшем были предложены другие вариан-
ты ПЦР-РВ (моноплексные и мультиплексные 
с мишенью, отражающей количество геном-эк-
вивалентов в исследуемой ДНК), при этом для не-
которых из них была проведена достаточно тща-
тельная аналитическая и клиническая валидация.

Таким образом, найдены устойчивые в сухих 
пятнах крови маркеры значительной части пер-
вичных иммунодефицитных состояний, количе-
ство которых возможно измерить относительно 
простым, надежным и недорогим лабораторным 
методом.

Следующими после положительного скри-
нинга шагами должно быть определение наличия 
у пациента ПИДС или выявление у него иной 
причины для лимфопении, а затем и генетиче-
ское исследование с целью точного определения 
дефекта.

Терапия ПИДС
Клиническая практика показывает, что 

как можно более ранняя постановка диагноза 
и назначение соответствующей терапии улуч-
шает качество жизни пациентов с врожденными 

заболеваниями, предотвращает развитие мно-
гих осложнений, снижает летальность. В группе 
больных ПИДС наиболее ярко это видно у паци-
ентов с ТКИН.

Наиболее благоприятный исход для этих па-
циентов достигается трансплантацией гемопое-
тических стволовых клеток (ТГСК) или генной 
терапией, начатой до   манифестации инфекцион-
ных заболеваний [13].

Новорожденные с ТКИН, трансплантирован-
ные в первые 3,5 месяца жизни, показали уровень 
выживаемости в 94%. Пациенты старше этого 
возраста, трансплантированные до появления 
инфекционных заболеваний, показали уровень 
выживаемости в 90%. Пациенты с вылеченны-
ми инфекционными заболеваниями выживали 
в 82% случаев. Пациенты с ТГСК во время актив-
ного течения инфекционных заболеваний выжи-
вают только в половине случаев. Очевидно, что 
ранняя диагностика ПИДС значимо повышает 
эффективность лечения [40].

Выводы
Первичные иммунодефицитные состояния и, 

в особенности, тяжелые комбинированные им-
мунодефицитные недостаточности полностью 
соответствуют критериям неонатального скри-
нинга. Учитывая высокую частоту встречаемости 
заболеваний этой группы, тяжесть течения бо-
лезни и осложнений, эффективность трансплан-
тации гемопоэтических стволовых клеток в ран-
нем возрасте, эффективность раннего начала 
заместительной терапии, простоту и дешевизну 
лабораторного анализа, ПИДС в общем и ТКИН 
в частности являются идеальными кандидатами 
для включения в систему неонатального скри-
нинга России.
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МЕТОДЫ ГЕМАГГЛЮТИНАЦИИ В ОЦЕНКЕ 
СПЕЦИФИЧЕСКОЙ БЕЗОПАСНОСТИ ПРЕПАРАТОВ 
ИММУНОГЛОБУЛИНОВ ЧЕЛОВЕКА ДЛЯ ВНУТРИВЕННОГО 
ВВЕДЕНИЯ
Корнилова О.Г., Парамонова Е.В., Нечаев А.В., Кудашева Э.Ю., 
Борисевич И.В., Кишкурно Н.И.
ФГБУ «Научный центр экспертизы средств медицинского применения» Министерства здравоохранения РФ, 
Москва, Россия

Резюме. Проблема безопасности препаратов иммуноглобулинов человека для внутривенного вве-
дения особенно остро проявляется в современной фармакотерапии иммунодефицитных состояний, 
гематологических и неврологических заболеваний, в транспланталогии. На фоне массивных инфузий 
этих препаратов выявляются осложнения, связанные со спонтанной активацией системы компле-
мента с образованием анафилатоксинов, активацией калликреин-кининовой, плазминовой систем 
и системы свертывания крови, изменением реологических свойств крови, инициацией внутрисосу-
дистого гемолиза. У определенных групп пациентов эти осложнения могут быть обусловлены нали-
чием в препаратах иммуноглобулинов человека для внутривенного введения таких антиэритроци-
тарных антител, как анти-А- и анти-В-гемагглютинины, анти-D-антитела. Для минимизации риска 
развития возможных нежелательных эффектов при применении к препаратам крови человека предъ-
являют высокие требования специфической безопасности, одним из показателей которой является 
содержание антиэритроцитарных антител. Представлен литературный обзор по проблемам изучения 
содержания анти-А- и анти-В-гемагглютининов и анти-D-антител методами гемагглютинации с це-
лью оценки специфической безопасности препаратов иммуноглобулинов человека для внутривенно-
го введения. Продемонстрированы этапы становления современных стандартов качества препаратов 
иммуноглобулинов человека для внутривенного введения по содержанию этих антител. Проведен 
анализ методов гемагглютинации, применяемых для оценки препаратов иммуноглобулинов чело-
века для внутривенного введения, выявлены их недостатки и преимущества, рассмотрены различ-
ные модификации методов, позволяющие оптимизировать процесс контроля качества препаратов 
по содержанию гемагглютининов и анти-D-антител. Показана необходимость корректировки норм 
и совершенствования методов оценки содержания гемагглютининов в препаратах иммуноглобули-
нов человека с содержанием белка 100 мг/мл. Рассмотрены особенности российских национальных 
стандартов качества препаратов иммуноглобулинов человека в отношении оценки содержания в них 
гемагглютининов и анти-D-антител. Сделан вывод, что методы гемагглютинации являются наиболее 
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Введение
Проблема безопасности препаратов иммуно-

глобулинов человека для внутривенного введе-
ния (ИГЧВВ) особенно остро проявляется в со-
временной фармакотерапии иммунодефицитных 
состояний, гематологических и неврологических 
заболеваний, в транспланталогии. За послед-
нее десятилетие значительно расширился спи-
сок показаний к применению этих препаратов, 

увеличился диапазон терапевтических доз. Вве-
дение препаратов ИГЧВВ в дозах 2 г/кг и более 
в настоящее время широко практикуют при ле-
чении синдромов Гийена–Барре, Миллера–Фи-
шера [18], болезни Кавасаки [7], вульгарной 
пузырчатки [13], при пересадке почки у HLA-
сенсибилизированных пациентов [15] и др. Гомо-
логичность активных компонентов препаратов 
ИГЧВВ для пациента позволяет значительно по-

информативными и экономически обоснованными в оценке специфической безопасности препа-
ратов иммуноглобулинов человека для внутривенного введения по содержанию анти-А -и анти-В-
гемагглютининов и анти-D-антител.

Ключевые слова: препараты иммуноглобулинов человека, специфическая безопасность, анти-А- и анти-В-гемагглютинины, 
анти-D-антитела, методы гемагглютинации

HAEMAGGLUTINATION TECHNIQUES TO EVALUATE 
SPECIFIC SAFETY OF HUMAN INTRAVENOUS 
IMMUNOGLOBULINS
Kornilova O.G., Paramonova E.V., Nechaev A.V., Kudasheva E.Yu., 
Borisevich I.V., Kishkurno N.I.
Research Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products, Moscow, Russian Federation

Abstract. The safety issues of human intravenous immunoglobulin preparations are particularly important 
in modern pharmacotherapy for immunodeficiencies, hematologic and neurologic diseases, like as at 
transplant centers. Upon massive infusions of these media some complications are detected that are associated 
with spontaneous activation of complement system accompanied by production of anaphylatoxins, as well as 
activation of kallikrein/kinin, plasmin, and blood coagulation systems, changed blood rheology, initiation of 
intravascular hemolysis. For distinct groups of patients, these complications may be due to presence of some 
anti-erythrocyte antibodies (e.g., anti-A and anti-B haemagglutinins, anti-D antibodies) in the intravenous 
human immunoglobulin preparations. 

In the present review article, we show development of current quality standards for human intravenous 
immunoglobulins based on determination of antibody contents. Antibodies to erythrocytes represent a 
special safety index aiming to minimize risk of possible adverse effects connected with transfusions of human 
blood preparations. Different haemagglutination tests were compared to assess contents of anti-A, anti-B 
haemagglutinins and anti-D antibodies for specific safety of human intravenous immunoglobulins. Analysis 
of haemagglutination techniques for evaluation of human intravenous immunoglobulin preparations revealed 
their relative advantages and disadvantages. Various modifications of the methods are discussed, thus allowing 
to optimize process of quality control for these preparations based on detection of haemagglutinins and 
anti-D antibodies. We demonstrate a necessity to adjust regulations and to improve evaluation techniques for 
haemagglutinin determination in human immunoglobulin preparations at amounts of 100 mg/ml of protein. 
Special features of Russian national quality standards for human immunoglobulin preparations are considered 
with respect to assessment of haemagglutinins and anti-D contents. One may conclude that haemagglutination 
methods present the most informative and economically substantiated approach when assessing specific safety 
of human intravenous immunoglobulins by measuring contents of anti-A, anti-B haemagglutinins, and anti-D 
antibodies.

Keywords: human immunoglobulin, specific safety, anti-A and anti-B haemagglutinins, anti-D antibodies, haemagglutination assays



515

Методы гемагглютинации при оценке внутривенных иммуноглобулинов 
Haemagglutination techniques to evaluate intravenous immunoglobulin2017, Vol. 19,  5

2017, Т. 19, № 5

высить терапевтическую эффективность и сни-
зить риск развития аллергических реакций при 
применении. Однако на фоне массивных инфу-
зий этих препаратов выявляются осложнения, 
связанные со спонтанной активацией системы 
комплемента с образованием анафилатоксинов, 
активацией калликреин-кининовой, плазмино-
вой систем и системы свертывания крови, из-
менением реологических свойств крови, ини-
циацией внутрисосудистого гемолиза [19]. Эти 
осложнения могут быть обусловлены остаточным 
содержанием в готовом препарате таких компо-
нентов плазмы крови, как анти-D антитела, ге-
магглютинины, активатор прекалликреина, ак-
тивированные факторы свертывания крови, что 
связано с невозможностью на этапах технологи-
ческого процесса полностью исключить конта-
минацию готовой формы препарата остаточными 
количествами «нецелевых» белков плазмы крови. 

Для минимизации риска развития возможных 
нежелательных эффектов при применении к пре-
паратам иммуноглобулинов человека предъяв-
ляют высокие требования специфической без-
опасности, которая является характеристикой 
препаратов ИГЧВВ, основанной на сравнитель-
ном анализе эффективности и риска причинения 
вреда здоровью, связанного с влиянием на систе-
мы гемостаза, комплемента и калликреин-кини-
новую. 

Одной из причин гемолитических ослож-
нений иммуноглобулинотерапии у пациен-
тов не 0(I) группы крови и/или резус-положи-
тельных является пассивная передача анти-А и 
анти-В гемагглютининов или анти-D-антител, 
присутствующих в препаратах ИГЧВВ [7, 9, 10, 
15, 16, 18, 23, 31]. Максимально полное сохра-
нение всего спектра иммуноглобулинов класса 
G, находящихся в плазме крови доноров, приво-
дит к тому, что в препаратах ИГЧВВ содержатся 
антитела широкого спектра действия, в том чис-
ле антиэритроцитарные. Известно, что в плаз-
ме доноров I, II и III групп крови содержатся 
анти-А- и анти-В-гемагглютинины, а в плазме 
резус-отрицательных доноров выявляются анти-
D-антитела. В соответствии с международны-
ми и российскими требованиями, препараты 
ИГЧВВ получают из объединенной плазмы более 
1000 доноров [3, 11], что обуславливает высокую 
вероятность содержания в них анти-А- и анти-В-
гемагглютининов, а также анти-D-антител [8]. 
Количество гемагглютининов и их принадлеж-
ность к иммуноглобулинам классов G (IgG) 
или М (IgM) зависит от превалирования в про-
изводственном пуле плазмы доноров с группой 
крови I(0), II(А) и/или III(В). Соответственно, 
при большом содержании в производственном 

пуле плазмы резус-отрицательных доноров в го-
товом препарате могут выявляться анти-D анти-
тела IgG. Кроме того, результаты исследований 
Moscow J.A. et al. [17] показали, что, помимо 
анти-А- и анти-В-гемагглютининов и анти-D-
антител, в препаратах ИГЧВВ могут быть обнару-
жены анти-К-антитела, которые также могут вы-
зывать иммуноопосредованный гемолиз, однако 
частота их выявления значительно ниже. Таким 
образом, контроль содержания анти-А- и анти-
В-гемагглютининов и анти-D-антител является 
важной составляющей оценки специфической 
безопасности препаратов ИГЧВВ.

В трансфузиологии основным методом опре-
деления эритроцитарных антигенов (систем 
АВО, резус) является реакция гемагглютинации. 
Антитела к этим антигенам также могут быть выяв-
лены методом гемагглютинации с использованием 
соответствующих тестовых эритроцитов. Скорость 
и выраженность агглютинации зависят от чис-
ла эритроцитов, концентрации антител, тем-
пературы и ионной силы раствора. Механизмы 
протекания реакции прямой гемагглютинации, 
вызванной иммуноглобулинами различных клас-
сов, отличаются: IgM, несущие 10 участков свя-
зывания, вызывают агглютинацию эритроцитов 
даже в физиологическом растворе, а IgG не могут 
вызвать агглютинацию при непосредственном 
воздействии, пока отрицательный заряд эритро-
цитов не будет снижен с помощью какого-либо 
высокомолекулярного вещества либо не будут 
удалены сиаловые кислоты для увеличения до-
ступности антигена [2]. Для выявления IgG, ко-
торые являются неполными антителами, также 
применяют метод непрямой гемагглютинации, 
в ходе которого на первом этапе сенсибилизи-
руют эритроциты гемагглютининами, а уже аг-
глютинация сенсибилизированных происходит 
вследствие внесения античеловеческого полива-
лентного иммуноглобулина. 

Еще в 70-80-х годах прошлого века, на эта-
пах становления принципов терапии препа-
ратами ИГЧВВ, была выявлена значительная 
вариабельность содержания в них гемагглюти-
нинов и анти-D-антител в зависимости от про-
изводителя [21, 22, 26]. Так, содержание анти-А-
гемагглютининов могло достигать титра 1:128, 
анти-В – 1:64, а анти-D-антител – 1:256. При 
таком содержании антиэритроцитарных антител 
даже невысокие дозы препаратов ИГЧВВ приво-
дили к возникновению гемолиза у определенных 
групп пациентов. В связи с этим международны-
ми экспертами была признана необходимость 
нормирования содержания в препаратах ИГЧВВ 
анти-А- и анти-В-гемагглютининов, а также 
анти-D-антител. 
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Методы оценки содержания анти-D-антител 
в препаратах ИГЧВВ

Исследования, проведенные в 90-х годах про-
шлого века, когда были проанализированы бо-
лее 200 серий коммерческих препаратов ИГЧВВ 
различных производителей, показали, что около 
6% из них содержали анти-D-антитела в количе-
стве, превышающем 0,05 МЕ/мл (агглютинация 
в разведении 1:16 – 1:32) [24, 30]. В качестве по-
ложительного контроля использовали разведе-
ние внутримышечного антирезусного иммуно-
глобулина до содержания 0,05 МЕ/мл (Partobulin; 
Immuno Ltd, Sevenoaks, Kent, UK). Результаты 
ретроспективного анализа осложнений, воз-
никающих при применении этих серий препа-
ратов ИГЧВВ, свидетельствовали, что инфузии 
больших объемов препаратов, содержащих более 
0,05 МЕ/мл анти-D-антител, сопровождались 
нежелательными эффектам у резус-положитель-
ных пациентов: интраваскулярным гемолизом 
с резким снижением гемоглобина, гематокрита, 
ретикулоцитозом, гипербилирубинемией, гемо-
глобинурией и др. симптомами, вплоть до почеч-
ной и полиорганной недостаточности, что более 
часто встречалось у пациентов с нарушениями 
иммунной системы. 

Для исключения подобных осложнений имму-
ноглобулинотерапии в международную практику 
производства препаратов ИГЧВВ с 2006 г. введе-
но нормирование содержания анти-D-антител. 
Регламентированное Европейской Фармако-
пеей (ЕФ) содержание анти-D-антител в пре-
паратах ИГЧВВ не должно превышать титр по-
ложительного стандарта [11]. Положительный 
стандарт содержит анти-D-антитела в количе-
стве, соответствующем антирезусной активности 
0,0475 МЕ/ мл (агглютинация в разведении 1:8). 
Эта величина расчетная, так как стандарт получен 
разведением в 6000 раз международного стандарта 
антирезусного иммуноглобулина с активностью 
285 МЕ/мл в растворе иммуноглобулина человека 
нормального с содержанием белка 50 мг/мл.

Учитывая, что анти-D-антитела являются не-
полными антителами, принадлежащими к классу 
IgG, для выявления антиэритроцитарных анти-
тел использовали метод непрямой гемагглютина-
ции. Однако дальнейшие исследования специа-
листов Национального института биологических 
стандартов и контроля (National Institute for 
Biological Standards and Control, NIBSC) под ру-
ководством Susan J. Thorpe позволили разрабо-
тать метод оценки содержания анти-D-антител 
на основе реакции прямой гемагглютинации [11, 
19]. Согласно этой методике, для получения 
адекватного результата необходимо соблюде-
ние ряда условий. Во-первых, предпочтительно 

использование эритроцитов фенотипа 0R2R2 
(ccDEE), но возможно также применение эри-
троцитов фенотипов 0R1R1 (CCDee) и 0R1R2 
(CcDEe). Это обусловлено тем, что минорные 
антигены c и E системы резус более иммуноге-
ны по сравнению с антигенами С и е. Во-вторых, 
для контроля специфичности анализа следует 
применять D-отрицательные эритроциты фено-
типа 0rr. Поскольку на поверхности эритроцитов 
с данным фенотипом отсутствует D-антиген, аг-
глютинации эритроцитов быть не должно, одна-
ко, при наличии у этих эритроцитов К-антигена 
возможна слабая агглютинация (не более чем 
в разведении 1:2) как при использовании поло-
жительного стандарта, так и ИГЧВВ. В-третьих, 
для повышения чувствительности реакции ге-
магглютинации предусмотрена предварительная 
обработка эритроцитов протеолитическим фер-
ментом папаином. Вследствие отрицательного 
поверхностного заряда эритроциты отталкива-
ются друг от друга, а папаин способствует уда-
лению большинства составляющих клеточной 
мембраны, обуславливающих ее отрицательный 
заряд (остатки сиаловых кислот на гликофоринах 
А, В, С, D) [1]. В мировой практике описаны слу-
чаи обработки эритроцитов другими протеолити-
ческими ферментами (трипсин, бромелин), од-
нако для определения неполных анти-D-антител 
системы резус использование папаина более эф-
фективно [12]. В-четвертых, при проведении ис-
пытаний в реакционную среду следует добавлять 
бычий сывороточный альбумин, который спо-
собствует снижению электрической активности 
поверхности клеток и соответственно возрастает 
вероятность агглютинации резус-положитель-
ных клеток антирезусным IgG [2]. Подготовка 
испытуемого образца унифицирована для пре-
паратов ИГЧВВ с различным содержанием белка 
иммуноглобулина таким образом, что разведение 
до содержания белка в образце 25 мг/мл считают 
разведением 1:2, даже если это не соответствует 
действительности. Например, при использова-
нии препаратов ИГЧВВ с содержанием белка 
100 мг/мл приготовление образца с содержани-
ем белка 25 мг/ мл будет считаться разведением 
1:2 [11].

Введение обязательного тестирования на со-
держание анти-D-антител препаратов ИГЧВВ 
модифицированным методом прямой гемаг-
глютинации позволило значительно снизить ве-
роятность возникновения обусловленных ими 
осложнений иммуноглобулинотерапии. Для пре-
паратов ИГЧВВ российского производства в со-
ответствии с требованиями Государственной 
Фармакопеи XIII издания (ГФ XIII) также явля-
ется обязательным изучение содержания в них 
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анти-D-антител [3, 4]. По показателю качества 
«Анти-D-антитела» отечественные препараты 
ИГЧВВ не уступают мировым аналогам. 

Безусловно, современные достижения в обла-
сти изучения структуры и функции иммуногло-
булинов позволяют определять содержание анти-
D-антител в препаратах ИГЧВВ более сложными 
и точными методами, например проточной ци-
тофлюориметрии, иммуноферментного анализа. 
Однако их использование неоправданно услож-
нит контроль препаратов и, соответственно, по-
высит их себестоимость. Использование единого 
модифицированного метода гемагглютинации 
при оценке одного из параметров специфиче-
ской безопасности препаратов ИГЧВВ всеми ми-
ровыми производителями позволяет лечащему 
врачу сделать рациональный выбор при назначе-
нии пациенту.

Методы оценки содержания анти-А- и анти-В-
гемагглютининов в препаратах ИГЧВВ

Еще одним показателем специфической без-
опасности препаратов ИГЧВВ является содер-
жание в них анти-А- и анти-В-гемагглютининов. 
Международные требования устанавливают до-
пустимый предел содержания гемагглютини-
нов, соответствующий разведению ИГЧВВ 1:64, 
в котором отсутствует агглютинация тестовых 
эритроцитов. Эту величину определяют как титр 
гемагглютининов. Впервые содержание гемаг-
глютининов в препаратах ИГЧВВ было регламен-
тировано в 80-х годах прошлого столетия. Вплоть 
до 2012 г. в ЕФ был предусмотрен один метод 
определения – непрямой гемагглютинации. Од-
нако несмотря использование этого метода всеми 
мировыми производителями при сравнительном 
исследовании препаратов ИГЧВВ отмечалась 
значительная вариабельность результатов [6, 27]. 
По мнению Susan J. Thorpe, метод непрямой ге-
магглютинации как метод контроля качества 
препаратов ИГЧВВ имеет значительные недо-
статки: высокие концентрации гемагглютининов 
могут нейтрализовать антиглобулиновую сыво-
ротку, неправильно проведенная процедура «от-
мывания» сенсибилизированных эритроцитов 
приводит к повреждению структуры их поверх-
ностных антигенов [28]. Эти обстоятельства об-
уславливают получение заниженных результатов. 
В то же время использование для контроля реак-
ции клеток Кумбса (сенсибилизированные резус-
положительные эритроциты группы 0(I), а также 
соблюдение режима центрифугирования при 
подготовке сенсибилизированных эритроцитов 
позволяют исключить занижение результатов [6]. 
Тем не менее, специалисты NIBSC под руковод-
ством Susan J. Thorpe, учитывая опыт разработки 
модифицированного метода для оценки содер-
жания анти-D-антител, предложили аналогич-

ный метод оценки содержания гемагглютининов 
в препаратах ИГЧВВ на основе реакции прямой 
гемагглютинации [27, 28]. Актуальная версия ЕФ 
регламентирует использование методов непря-
мой и прямой гемагглютинации, причем количе-
ственное определение рекомендовано в реакции 
прямой гемагглютинации [11]. Оба метода пред-
усматривают использование эритроцитов группы 
крови А(II) наиболее иммуногенной подгруп-
пы А1 для выявления анти-А-гемагглютининов 
и группы крови В(III) для выявления анти-В-
гемагглютининов, а также необходимость раз-
ведения испытуемого образца препарата ИГЧВВ 
до содержания белка иммуноглобулина 30 мг/ мл, 
которое в дальнейшем не учитывается при опре-
делении титра. Для повышения чувствитель-
ности реакции прямой гемагглютинации также 
необходима предварительная обработка эритро-
цитов папаином, а реакционная среда должна 
содержать бычий сывороточный альбумин. 
На практике модифицированный метод пря-
мой гемагглютинации также выявил существен-
ный недостаток: момент времени, оптимальный 
для оценки агглютинации и определения титров 
гемагглютининов, варьирует в различных лабо-
раториях. С целью устранения вариабельности 
результатов в методике ЕФ предусмотрено при-
менение стандартных образцов. Положительный 
и отрицательный стандартные образцы представ-
ляют собой раствор иммуноглобулина человека 
с содержанием гемагглютининов в диапазоне 
от 1:16 до 1:32 и менее 1:2 соответственно [29]. 
В случае если препарат ИГЧВВ содержит гемаг-
глютинины более, чем в положительном стан-
дартном образце, проводят еще одно опреде-
ление с использованием стандартного образца 
лимита содержания гемагглютининов. Препарат 
считают не соответствующим требованиям, если 
в нем содержатся гемагглютинины в титре боль-
шем, чем в стандартном образце лимита содер-
жания гемагглютининов. Стандартный образец 
лимита содержания гемагглютининов применим 
исключительно в реакции прямой гемагглютина-
ции, так как представляет собой раствор иммуно-
глобулина человека с добавлением мышиных мо-
ноклональных антител для достижения целевого 
значения 1:64. Мышиный компонент стандарт-
ного образца не может быть выявлен в реакции 
непрямой гемагглютинации.

Европейская Фармакопея предусматривает 
проведение гемагглютинации макрометодом, 
т.е. «на плоскости». Субъективность визуальной 
оценки результатов значительно снижает точ-
ность получаемых результатов. Более объектив-
ным вариантом метода гемагглютинации явля-
ется гелевая технология, которая уже широко 
применяется в трансфузиологии. Для оценки 
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специфической безопасности препаратов ИГЧВВ 
по содержанию гемагглютининов ряд исследова-
телей считает применение гелевых карт наиболее 
оптимальным [6, 25].

Допустимость использования двух методов 
(прямой и непрямой гемагглютинации) изуче-
ния содержания гемагглютининов в препаратах 
ИГЧВВ не позволяет в полной мере достовер-
но оценить уровень безопасности применения 
конкретного препарата, в том числе в сравнении 
с аналогами. Следует отметить, что усовершен-
ствование метода контроля препаратов ИГЧВВ 
не привело к снижению количества гемолити-
ческих осложнений иммуноглобулинотерапии, 
связанных с содержанием гемагглютининов [20]. 
В ряде случаев осложнения были связаны с при-
менением препаратов ИГЧВВ, соответствующих 
нормативным требованиям по содержанию ге-
магглютининов, но с более высоким содержа-
нием белка (100 мг/мл) [14, 18]. Инфузии таких 
препаратов на практике приводит к введению 
в организм пациента большего количества гемаг-
глютининов, нежели это происходит при приме-
нении растворов иммуноглобулинов с содержа-
нием белка 50 мг/мл. Одним из возможных путей 
решения этой проблемы может быть снижение 
допустимого предела содержания гемагглютини-
нов в препаратах ИГЧВВ, а также оптимизация 
методики их определения с учетом исходного со-
держания белка иммуноглобулина в препарате. 

В РФ порядок определения анти-А- и анти-
В-гемагглютининов в препаратах ИГЧВВ регла-
ментирует общая фармакопейная статья (ОФС) 
в составе ГФ XIII [5]. С учетом современных тен-
денций оптимизации метода гемагглютинации 
ОФС.1.8.2.0005.15 предусматривает проведение 
испытаний «на плоскости» или в геле, нормы 
содержания аналогичны международным тре-
бованиям. Для наиболее полного соответствия 
мировым стандартам необходима стандартиза-
ция методики. Однако в разработке стандартного 
образца для метода непрямой гемагглютинации 
использование подхода с использованием моно-
клональных антител, аналогичного NIBSC, не-

приемлемо. Необходимы иные пути создания 
стандартных образцов с повышенным содержа-
нием гемагглютининов. Следует отметить, что 
ОФС.1.8.2.0005.15 содержит только метод непря-
мой гемагглютинации, чем отличается от моно-
графии ЕФ [11]. Несмотря на возможность ис-
пользования метода прямой гемагглютинации, 
среди зарегистрированных в Российской Феде-
рации препаратов ИГЧВВ зарубежного произ-
водства только в одном производитель оценива-
ет содержание гемагглютининов этим методом, 
остальные используют метод непрямой гемаг-
глютинации.

Заключение
Таким образом, методы гемагглютинации 

являются наиболее информативными и эконо-
мически обоснованными в оценке специфи-
ческой безопасности препаратов ИГЧВВ. Они 
позволяют оценить содержание анти-А- и анти-
В-гемагглютининов, анти-D-антител и исклю-
чить применение препаратов, которые могут вы-
звать гемолитические осложнения. В настоящее 
время наиболее адекватными считаются методи-
ки, предложенные Европейским Директоратом 
по качеству лекарственных средств в виде соот-
ветствующих монографий в составе Европейской 
Фармакопеи. Однако и они не лишены недостат-
ков, связанных с субъективностью оценки ре-
зультатов. Это обстоятельство может существен-
но повлиять на правильность выбора препарата 
ИГЧВВ при назначении пациенту в зависимости 
от диагноза, объема инфузий, наличия сопут-
ствующих заболеваний. Дальнейшего изучения 
требует оценка специфической безопасности 
препаратов ИГЧВВ с содержанием белка 100 мг/
мл. Разработка в Российской Федерации нацио-
нальных стандартов качества, гармонизирован-
ных с международными требованиями по со-
держанию гемагглютининов и анти-D антител, 
обуславливает конкурентоспособность отече-
ственных препаратов ИГЧВВ на фармацевтиче-
ском рынке. 
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ВЛИЯНИЕ АРГИНИНДЕИМИНАЗЫ STREPTOCOCCUS 
PYOGENES НА МИГРАЦИОННУЮ АКТИВНОСТЬ И СТРУКТУРУ 
ЦИТОСКЕЛЕТА ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫХ КЛЕТОК ЧЕЛОВЕКА
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Васильев В.Б.1, 3, Фрейдлин И.С.1, 3, 4
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2 ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный технологический институт (технический 
университет)», Санкт-Петербург, Россия  
3 ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный университет», Санкт-Петербург, Россия  
4 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет  
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Резюме. В последнее время в литературе накапливается всe больше данных о цитопатическом вли-
янии бактериальной аргининдеиминазы на эндотелиальные клетки человека, однако точные меха-
низмы эндотелиальной дисфункции, вызванной активностью фермента, остаются слабоизученными. 
Активность аргининдеиминазы истощает запасы аргинина в микроокружении клеток в различных 
тканях организма-хозяина. Исходя из данных о том, что аргинилирование белков актинового цито-
скелета регулирует их функции, мы предположили, что цитопатическое действие аргининдеиминазы 
S. pyogenes в отношении эндотелиальных клеток может быть связано с нарушением структуры их ци-
тоскелета. Целью исследования было изучение влияния аргининдеиминазы S. pyogenes на миграцион-
ную активность и структуру актинового цитоскелета эндотелиальных клеток линии EA.hy926. В рабо-
те использовали супернатанты разрушенных S. pyogenes M49-16 и его изогенного мутанта с делецией 
гена аргининдеиминазы S. pyogenes М49-16delAD, а также супернатанты разрушенных S. pyogenes M22 
и аргининдеиминазу, выделенную из стрептококков этого штамма. Влияние бактериальных компо-
нентов на миграционную активность эндотелиальных клеток изучали в модели «раны» in vitro. Для 
анализа влияния бактериальных компонентов на структуру актинового цитоскелета проводили окра-
шивание клеток фаллоидин-родамином. Было показано, что супернатанты разрушенных S. pyogenes, 
так же как выделенная из супернатанта аргининдеиминаза, вызывали достоверное снижение мигра-
ционной активности эндотелиальных клеток и изменения структуры их актинового цитоскелета. 
Супернатант разрушенных S. pyogenes М49-16delAD с делецией гена аргининдеиминазы отличался 
достоверно ослабленной способностью подавлять миграцию клеток по сравнению с супернатантом 
разрушенных S. pyogenes М49-16. Это различие между штаммами не сопровождалось существенными 
различиями в характере влияния на структуру актиновых филаментов у клеток, культивируемых в 
присутствии соответствующих супернатантов. Добавление экзогенного аргинина в культуру клеток, 
содержащую супернатанты разрушенных S. pyogenes, не приводило к восстановлению их миграци-
онной активности и структуры актинового цитоскелета. Однако при добавлении аргинина в культу-
ру клеток, содержащую выделенную из сунернатанта аргининдеиминазу, миграционная активность 
клеток достоверно усиливалась, а структура актинового цитоскелета эндотелиальных клеток восста-
навливалась. Cнижение миграционной активности эндотелиальных клеток под влиянием стрепто-
кокковой аргинидеиминазы сопряжено с нарушением структуры их актинового цитоскелета на фоне 
деплеции аргинина. 
Ключевые слова: S. pyogenes, аргининдеиминаза, эндотелиальные клетки, метаболизм аргинина, миграция, цитоскелет
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Введение
Streptococcus pyogenes – стрептококк группы 

А (СГА), является одним из основных бактери-
альных патогенов, колонизирующих слизистую 
верхних дыхательных путей и эпителий кожи, 
а также обуславливающих ряд гнойных инфек-
ций и их осложнений у человека [7]. В последние 
годы отмечаются подъем заболеваемости стреп-
тококковой инфекцией и циркуляция штаммов 
СГА, характеризующихся повышенной патоген-
ностью. На общем фоне высокого уровня заболе-
ваний верхних дыхательных путей регистрируют-
ся тяжелые формы инвазивных стрептококковых 
заболеваний, такие как: сепсис, синдром токси-
ческого шока, токсические формы скарлатины 
и некротические фасциты [3]. 

Одним из факторов патогенности S. pyogenes 
является аргининдеиминаза (АД). АД катали-
зирует необратимый гидролиз аргинина с об-
разованием цитруллина и аммиака, является 

одним из трех ферментов, образующих систему 
АД у бактерий. Система АД защищает бактерии 
от кислой среды микроокружения, помогая бак-
териям выживать в очаге воспаления и фаголизо-
сомах [8, 9, 24]. АД может оказывать цитопатиче-
ское действие на клетки организма-хозяина, что 
подтверждают многочисленные исследования 
in vitro. Наши собственные исследования [1, 20], 
а также данные других авторов [4, 15, 22] показы-
вают, что АД влияет на функциональную актив-
ность эндотелиальных клеток: подавляет их про-
лиферацию, адгезию, миграцию, формирование 
капилляроподобных структур, а также ангиогенез 
in vivo. Механизмы действия, лежащие в основе 
обнаруженных эффектов, изучены недостаточ-
но. Между тем, в литературе накапливается все 
больше данных, указывающих на взаимосвязь 
метаболизма аргинина с регуляцией структуры 
цитоскелета. Многие белки, в том числе белки 
цитоскелета, в естественных условиях являются 
аргинилированными. Посттрансляционное арги-

EFFECT OF ARGININE DEIMINASE FROM STREPTOCOCCUS 
PYOGENES ON CYTOSKELETON STRUCTURE AND 
MIGRATION ACTIVITY OF HUMAN ENDOTHELIAL CELLS
Starikova E.A.a, Mammedova J.T.b, Burova L.A.a, Sokolov A.V.a, c, 
Vasilyev V.B.a, c, Freidlin I.S.a, c, d

a Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation  
b St. Petersburg State Technological University, St. Petersburg, Russian Federation  
c St. Petersburg State University, St. Petersburg, Russian Federation  
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Abstract. There is a growing body of data about the cytopathic effect of bacterial arginine deiminase on human 
endothelial cells, but the precise mechanisms of endothelial dysfunction caused by the activity of the enzyme 
remain poorly understood. Activity of arginine deiminase causes arginine depletion in the microenvironment 
of the host organism cells. In view that arginylation of beta-actin regulates actin cytoskeleton structure and 
cell motility, we proposed that the cytopathic effect of arginine deiminase may be associated with disruption 
of actin in the cytoskeleton of endothelial cells. The aim of this study was to investigate the effect of arginine 
deiminase from S. pyogenes on migration and actin cytoskeleton structure of the human endothelial cells, 
line EA.hy926. The supernatant of sonicated S. pyogenes M49-16, its isogenic mutant with a deletion of the 
arginine deiminase gene (S. pyogenes M49-16delAD), supernatant of sonicated S. pyogenes M22, and arginine 
deiminase isolated from the latter strain were used. The effect of bacterial factors on migration activity of 
endothelial cells was studied in the model of "wound healing" in vitro. To analyze the influence of bacterial 
factors on the actin cytoskeleton structure, cells were stained with phalloidin-rhodamine. It was shown that 
supernatants of destroyed S. pyogenes, as well as arginine deiminase significantly reduced the migration 
activity of endothelial cells and altered the structure of their actin cytoskeleton. The supernatants of destroyed 
S. pyogenes M49-16delAD with  deleted gene of arginine deiminase showed a significantly reduced ability to 
suppress cell migration as compared with the supernatant of sonicated S. pyogenes M49-16. No significant 
differences were revealed in the structure of actin filaments in cells cultured in the presence of supernatants 
of destroyed S. pyogenes M19-16, and cells cultured in the presence of isogenic mutant S. pyogenes M49-
16delAD. Adding exogenous arginine to the cells cultured with supernatants of destroyed S. pyogenes did not 
restore their migratory activity and the structure of their actin cytoskeleton. However, if arginine deficiency 
caused by the activity of arginine deiminase was compensated, endothelial cells migration activity was restored, 
and the structure of actin cytoskeleton was recovered. A decrease of migration activity of endothelial cells under 
the influence of streptococcal arginine deiminase was due to the disruption of actin cytoskeleton structure.

Keywords: S. pyogenes, arginine deiminase, endothelial cells, arginine metabolism, cell migration, cytoskeleton
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нилирование белков – перенос аргинина с тРНК 
на N-концевые остатки аминокислот (аспара-
гиновой кислоты, глутамина и цистеина) осу-
ществляет фермент аргинил-тРНК-трансфераза 
(ATE1) [23]. Аргинилирование актина может 
быть одним из механизмов регуляции клеточ-
ной миграции. На культуре клеток фибробластов 
было показано, что аргинилирование β-актина 
регулирует образование ламелл, внутриклеточ-
ной актиновой сети и структуру движущего края 
клеток. Недостаток аргинилированных белков 
приводит к дефектам формирования актиновой 
сети, к резкому снижению уровня полимерного 
актина, укорочению актиновых фибрилл и фор-
мированию агрегатов актина [10, 11, 19]. 

Аргинин является физиологическим субстра-
том для синтеза NO и полиаминов [13, 15, 16]. 
Возможно, цитопатические эффекты АД связаны 
со снижением продукции этих молекул. Доказа-
тельством этого служат данные о способности АД 
подавлять продукцию NO и регулировать мигра-
цию эндотелиальных клеток. В экспериментах 
с эндотелиальными клетками линии TR-ВВВ 
индуцированная под влиянием провоспалитель-
ных цитокинов iNOS-зависимая продукция NO 
полностью ингибировалась после воздействия 
АД и полностью восстанавливалась при добавле-
нии в культуральную среду экзогенного аргинина 
[5]. Показано, что миграция клеток эпителия ки-
шечника связана с аргинин-зависимой продук-
цией клетками NO, активностью FAK – киназы 
фокальных контактов [17] и киназой pp70s6k – 
ключевым регулятором 5’ – концевой олигопи-
римидин mRNA трансляции [18]. Полиамины 
синтезируются во всех типах клеток и участвуют 
в процессах транскрипции, трансляции и репли-
кации [6]. От синтеза полиаминов зависит мигра-
ция клеток кишечного эпителия [17], а снижение 
уровня синтеза полиаминов подавляет формиро-
вание ламеллиподий и стресс-волокон в мигри-
рующих клетках [13, 21].

Цель данного исследования состояла в оценке 
влияния АД S. pyogenes на миграционную актив-
ность и структуру актинового цитоскелета эн-
дотелиальных клеток человека линии EA.hy926. 
Для этого проводили сравнительное изучение 
влияния на исследуемые процессы супернатан-
тов разрушенных ультразвуком S. pyogenes типа 
M49 (штамм 16) и его изогенного мутанта с де-
лецией гена АД (49-16delAD) [2], а также влия-
ния супернатанта разрушенных ультразвуком 
S. pyogenes типа M22 (штамм AL 168) и АД, вы-
деленной из этого супернатанта.

Материалы и методы
Культура клеток эндотелия 
В работе использовали эндотелиальные клет-

ки человека перевиваемой линии EA.hy926, 
любезно предоставленные доктором Cora-Jean 
S. Edgell (Университет Северная Каролина, 
США). Линия воспроизводит основные фено-
типические и функциональные характеристики 

эндотелиальных клеток макрососудов человека. 
Клетки культивировали в среде DMEM с F12 
(«Биолот»), с добавлением 10% инактивиро-
ванной эмбриональной телячьей сыворотки 
(Sigma), 50 мкг/мл сульфата гентамицина, 2 мМ 
L-глутамина-все («Биолот»), при 37 °С во влаж-
ной атмосфере с 5% СО2. Пересев производили 
1 раз в 3-4 дня с кратностью 1:3. Дезинтеграцию 
монослоя клеток вызывали инкубацией в рас-
творе Версена («Биолот»).

Приготовление супернатантов разрушенных 
стрептококков

Супернатанты разрушенных стрептококков 
(СРС): S. pyogenes тип М22, S. pyogenes тип М49-
16, и его изогенного мутанта с делецией гена 
АД (М49-16delAD), содержащие биологически 
активные внутриклеточные компоненты, были 
приготовлены, как описано нами ранее [20]. СРС 
вносили в культуры в максимальном нетоксич-
ном для клеток разведении – 1/50, апробирован-
ном в наших предыдущих исследованиях [1].

Выделение аргининдеиминазы из супернатанта 
разрушенных S. pyogenes тип М22

Для выделения АД использовали последова-
тельные хроматографии: ионообменную хрома-
тографию на UNO-Sphere Q, гель-фильтрацию 
на Sephacryl S-200 HR и аффинную хроматогра-
фию на Аргинин-Сефарозе. Колонку с UNO-
Sphere Q (18 × 2,5 см) уравновешивали PBS раз-
бавленным в 5 раз водой (PBS/5), наносили СРС, 
разбавленный в 5 раз водой, промывали балласт-
ные белки PBS/5 и элюировали белки линейны-
ми градиентами по 40 мл от PBS/5 до PBS и по 
50 мл от PBS до 1M NaCl. Фракции, содержав-
шие активность АД, концентрировали до 0,7 мл 
на ячейке VivaSpin20 (с пределом концентриро-
вания 30 кДа) и наносили на колонку с Sephacryl 
S-200 HR (115 × 1 см), уравновешенную PBS. 
Фракции, содержавшие активность АД, разбав-
ляли в 5 раз водой и наносили на колонку с Ар-
гинин-Сефарозой (5 × 1 см), уравновешенную 
PBS/5, белки элюировали с колонки ступенча-
тым градиентом по 5 мл PBS/5, PBS/4, PBS/3, 
PBS/2 и PBS. Фракция (PBS/2), содержавшая ак-
тивность АД, была сконцентрирована на ячейке 
VivaSpin20 до 1,2 мл. Аликвота (10 мкг) чистого 
фермента была использовала для повторного 
масс-спектрометрического анализа, а к остав-
шимся 140 мкг АД было добавлено 100 мг BSA 
для стабилизации белка, как описано в [20]. Бак-
териальный фермент вносили в культуры клеток 
в концентрации – 3 мкг/мл, что соответствовало 
концентрации этого фермента в культуре клеток 
при внесении СРС в разведении 1/50.

Анализ структуры актинового цитоскелета
Для анализа структуры актинового цитоске-

лета суспензию эндотелиальных клеток в кон-
центрации 10 тыс. в 300 мкл полной культураль-
ной среды вносили в 6-луночные плоскодонные 
планшеты (Sarstedt), на дно которых были пред-
варительно помещены стерильные обезжирен-
ные покровные стекла. Одновременно вносили 
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исследуемые вещества. Клетки инкубировали 72 
часа при температуре 37 °С, во влажной атмос-
фере с 5% СО2. По окончании инкубации среду 
удаляли. Покровные стекла фиксировали в 50 
мкл 4% формальдегида 10 мин при 25 °С. Фик-
сатор удаляли и 3 раза промывали PBS. Перме-
абилизацию клеток производили 0,01% раство-
ром Тритона Х-100 (Sigma) 5 мин при 25 °С. После 
этого детергент удаляли и стекла 3 раза промыва-
ли PBS. Далее вносили 50 мкл раствора родамин-
фаллоидина на 3,3% метаноле (Invitrogen), в кон-
центрации 6,7 ЕД/мл, (0,22 µM), инкубировали 
в термостате 10 мин при температуре 37 °С, 3 раза 
промывали PBS, высушивали и наносили среду 
для заключения, содержащую краситель для ядер 
DAPI (Invitrogen). Препараты анализировали 
с помощью микроскопа AxioObserver. D1 (Zeiss) 
и программы AxioVisionRel. 4.7 (Zeiss).

Анализ миграционной активности клеток в мо-
дели «раны» in vitro

Для анализа миграционной активности су-
спензию клеток вносили в 96-луночные планше-
ты (Sarstedt) по 25 тыс. клеток в 100 мкл полной 

культуральной среды. Клетки инкубировали 24 
часа при температуре 37 °С во влажной атмос-
фере с 5% СО2 до образования конфлюэнтного 
монослоя. После этого монослой частично раз-
рушали пластиковым наконечником («рана») 
и проводили однократную отмывку 100 мкл 
полной культуральной среды. Далее в лунки 
вносили по 100 мкл полной культуральной сре-
ды, содержащей 2,5% ЭТС. Одновременно вно-
сили исследуемые субстанции. После чего клет-
ки инкубировали 24 часа при температуре 37 °С 
во влажной атмосфере с 5% СО2. По окончании 
инкубации среду удаляли. Клетки фиксировали 
5 мин в 50 мкл 10% раствора кристаллического 
фиолетового в метаноле при комнатной темпе-
ратуре. По окончании инкубации избыток кра-
сителя удаляли трехкратной отмывкой дистил-
лированной водой. После этого производили 
фотографирование лунок. Размеры свободной 
от клеток площади оценивали с помощью про-
граммы AxioVisionRel. 4.7 (Zeiss). Результат вы-
ражали в процентах, принимали за 100% среднее 
значение площади, свободной от клеток в кон-
трольных лунках.

Рисунок 1. Влияние супернатантов разрушенных S. pyogenes и АД на интенсивность миграции эндотелиальных 
клеток линии EA. hy926
Примечание. Значения площади, свободной от клеток (М±SD) %.  
* – отличия от контроля достоверны при р < 0,001;  
˟ – отличия от контроля в присутствии 2 мМ аргинина достоверны при р < 0,001;  
○ – отличия от контроля в присутствии 4 мМ аргинина достоверны при р < 0,001;  
▲ – миграция клеток в присутствии АД достоверно ниже, чем миграция клеток в присутствии АД и аргинина, при р < 0,05;  
■ – миграция клеток в присутствии СРС S. pyogenes тип М49-16 достоверно ниже, чем миграция клеток в присутствии СРС 
S. pyogenes тип М49-16 delAD, при р < 0,01.
Figure 1. EA.hy926 cell migration in the presence of supernate of destroyed S. pyogenes and arginine deiminase
Note. Cells stained with crystal violet dye; 100× magnification. Data are shown as mean values of cell-free areas (M±m), 100% – mean value of 
the cell-free area in the control;
* – significant difference from control at, р < 0.001;
˟ – significant difference from control with 2 мМ arginine, р < 0.001;
○ – significant difference from control with 4 мМ arginine, р < 0.001;
▲ – cell migration in the presence of AD was significantly lower than cell migration in the presence of AD and arginine, р < 0.05;
■ – cell migration in the presence of supernatant of destroyed S. pyogenes М49-16 was significantly lower than cell migration in the presence of 
supernatant of destroyed S. pyogenes М49-16delAD, р < 0.01.

АД
AD

СРС М49-16
SDSC M49-16

СРС М49-16delAD
SDSC M49-16delAD

СРС М22  
SDSC M22

Контроль  
Control

100 193±12* 163±8* 175±12* 150±10*■

120±13 226±21** 147±6**▲ 182±16** 153±12**■

113±12 225±13*○ 113±3*○▲ 190±16*○ 153±10*○■

0 мМ Арг
0 mM Arg
(n = 18)

2 мМ Арг
2 mM Arg
(n = 12)

4 мМ Арг
4 mM Arg
(n = 18)
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Рисунок 2. Влияние супернатантов разрушенных S. pyogenes и АД на морфологию и структуру актинового 
цитоскелета клеток линии EA.hy926
Примечание. Окраска DAPI (ДНК) и родамин-фаллоидин (F-актин); увеличение в 400 раз.  
А – культуральная среда (контроль);  
Б – СРС S. pyogenes М22; В – СРС S. pyogenes М49-16wt; Г – СРС S. pyogenes М49-16delAD; Д – 3 µg/ml АД; Е – культуральная 
среда с добавлением 4 мМ аргинина; Ж – СРС S. pyogenes М22 с добавлением 4 мМ аргинина; З – СРС S. pyogenes М49-16wt 
с добавлением 4 мМ аргинина; И – СРС S. pyogenes М49-16delAD с добавлением 4 мМ аргинина; К – 3 µg/ml АД с добавлением 
4 мМ аргинина.
Figure 2. EA.hy926 cell morphology and actin cytoskeleton structure in the presence of supernatant of destroyed S. pyogenes and 
arginine deiminase
Note. Cells stained with DAPI (DNA) and phalloidin-rhodamine (F-actin) ; 400× magnification:
А – cell culture medium (control); B – supernate of destroyed S. pyogenes М22; C – supernate of destroyed S. pyogenes М49-16wt; D – supernate 
of destroyed S. pyogenes М49-16delAD; E – 3 µg/ml АD; F – cell culture medium and 4 мМ arginine; G – supernate of destroyed S. pyogenes 
М22 and 4 мМ arginine; H – supernate of destroyed S. pyogenes М49-16wt and 4 мМ arginine; I – supernate of destroyed S. pyogenes М49-
16delAD and 4 мМ arginine; J – 3 µg/ml АD and 4 мМ arginine.

Статистическая обработка данных 
Анализ и обработку данных производили 

с помощью программы STATISTICA 5.0 с ис-
пользованием t-критерия Стьюдента.

Результаты
Анализ миграционной активности эндотели-

альных клеток линии EA.hy926 в модели «раны» 
in vitro.

Исследования показали, что культивирова-
ние клеток в присутствии СРС S. pyogenes М49-16 
и S. pyogenes М49-16delAD приводило к достовер-
ному снижению их миграционной активности 
(рис. 1). При этом подавление миграции кле-
ток в присутствии СРС S. pyogenes М49-16delAD 
(изогенный мутант с делецией гена АД) было 
выражено достоверно слабее, чем подавление 
миграции в присутствии СРС исходного штам-
ма (S. pyogenes М49-16). Так, площадь, свободная 
от клеток в присутствии СРС S. pyogenes М49-16, 
составляла 168%, а в присутствии СРС S. pyogenes 
М49-16delAD – 150% (р < 0,001). 

СРС S. pyogenes М22 и АД, выделенная из это-
го СРС, также подавляли миграцию эндотели-
альных клеток. При этом площадь «раны» в при-
сутствии СРС S. pyogenes М22 была на 93%, а в 
присутствии АД на 63% больше, чем в контроле 
(р < 0,001). 

Для проверки предположения, что именно де-
фицит аргинина приводит к подавлению мигра-
ции эндотелиальных клеток в среду, содержащую 
СРС, добавляли экзогенный аргинин. Результаты 
экспериментов показали, что сам аргинин в кон-
центрации 2 мМ и 4 мМ не оказывал заметного 
влияния на миграционную активность клеток. 
В том случае, когда экзогенный аргинин добав-
ляли к клеткам одновременно с СРС S. pyogenes, 
происходило достоверное снижение интенсивно-
сти их миграции по сравнению с интенсивностью 
миграции клеток, которые культивировались 
в присутствии СРС S. pyogenes без добавления ар-
гинина. Однако в том случае, когда экзогенный 
аргинин добавляли к клеткам, культивируемым 
в присутствии АД, напротив, происходило уско-
рение заполнения площади экспериментальной 
«раны» до значений в контроле. Площадь «раны» 
в присутствии АД составила 163%, а при добавле-
нии аргинина и АД – 113% (р < 0,001). 

Анализ структуры актинового цитоскелета
Эндотелиальные клетки в стандартных усло-

виях культивирования имели преимуществен-
но овоидную форму или полигональную форму 
(рис. 2А). Актиновый цитоскелет был представ-
лен хорошо структурированными фибриллами, 
клетки формировали широкие ламеллы с выра-

Е (F) Ж (G) И (I)З (H) К (J)

А (А) Б (B) Г (D)В (C) Д (E)
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женным по краю кортикальным актином и фо-
кальными контактами. 

Существенных различий между эффектами 
СРС S. pyogenes М49-16 и М49-16delAD обна-
ружено не было. В присутствии СРС S. pyogenes 
М49-16 (рис. 2В), а также в присутствии СРС его 
изогенного мутанта М49-16delAD (рис. 2Г) про-
исходило заметное уменьшение размера клеток. 
При этом также значительно снижалось коли-
чество актиновых стресс-фибрилл, их располо-
жение в клетке становилось более хаотично, чем 
в контроле. В большинстве клеток не происходи-
ло формирования ламеллы, края клеток станови-
лись сильно изрезанными и образовывали боль-
шое количество филоподий.

Культивирование клеток в присутствии СРС 
S. pyogenes М22 (рис. 2Б) тоже приводило к умень-
шению размеров и изменению формы клеток 
по сравнению с контролем. Значительно снижа-
лось количество фибриллярного актина. Клетки 
в подавляющем большинстве образовывали мно-
гочисленные выросты с филоподиями, но теряли 
способность к формированию ламеллиподий.

В присутствии АД изменения структуры акти-
нового цитоскелета эндотелиальных клеток были 
более выраженными (рис. 2Д). Происходило 
сильное уменьшение размера клеток (в несколь-
ко раз по сравнению с контролем). Форма клеток 
становилась фибробластоподобной, практически 
отсутствовал фибриллярный актин, ламеллипо-
дии не образовывались. 

Для проверки зависимости обнаруженных из-
менений от дефицита аргинина в культуральную 
среду, содержащую бактериальные компоненты, 
добавляли 4 мМ аргинина. Добавление арги-
нина в стандартных условиях культивирования 
(культуральная среда без добавок) не приводил 
к значительным изменениям морфологии кле-
ток, однако при этом увеличивалось количе-
ство клеток, в которых формировались раффлы 
(рис. 2Е). Добавление аргинина в культуральную 
среду, содержащую СРС стрептококков (рис. 2Ж, 
З, И), приводило к увеличению в клетках коли-
чества фибриллярного актина и к частичному 
восстановлению их способности формировать 
ламеллиподии. Появление большего количества 
клеток, имеющих ровный край и широкие ламел-
лы, указывало на восстановление их способности 
к миграции. В том случае, когда экзогенный ар-
гинин добавляли к клеткам, культивируемым 
в присутствии АД (рис. 2К), происходило замет-
ное восстановление размера и формы клеток, 
однако клетки по-прежнему не формировали 
ламеллиподии, актин был представлен только 
в виде гранул.

Обсуждение
В настоящем исследовании при сравнитель-

ном изучении эффектов СРС S. pyogenes и АД, 
выделенной из СРС стрептококков, было пока-
зано выраженное подавление миграционной ак-
тивности эндотелиальных клеток в присутствии 
СРС S. pyogenes М49-16, М22 и чистого фермен-

та. В то же время СРС S. pyogenes с делецией гена 
АД М49-16delAD подавлял миграционную актив-
ность эндотелиальных клеток значительно сла-
бее, чем СРС исходного штамма М49-16wt. Сопо-
ставление изученных эффектов говорит в пользу 
решающей роли АД в подавлении миграции эн-
дотелиальных клеток, но вместе с тем свидетель-
ствует о наличии в составе СРС дополнительных 
факторов, которые вносят свой вклад в ингиби-
рующее действие СРС на миграционную актив-
ность. О наличии таких факторов говорит и то, 
что добавление экзогенного аргинина в культуру, 
содержащую СРС, не приводило к ожидавшему-
ся усилению миграционной активности клеток. 
В отличие от этого, при культивировании клеток 
в присутствии АД добавление аргинина приво-
дило к восстановлению их миграционной актив-
ности. Это доказывает, что миграция клеток в ус-
ловиях эксперимента зависела от концентрации 
аргинина в среде. Различие действия АД и СРС 
в присутствии экзогенного аргинина могло быть 
обусловлено тем, что очищенный фермент при-
водил к накоплению в среде конечных продуктов 
метаболизма аргинина аммиака и цитруллина, 
а в составе CPC могли содержаться еще два фер-
мента системы АД, катализирующих образова-
ние орнитина из цитруллина и продукцию АТФ.

Полученные нами результаты согласуются 
с данными литературы, свидетельствующими 
о цитопатическом действии АД в отношении 
разных типов клеток организма хозяина, в том 
числе эндотелиальных [15]. Для АД выделен-
ной из Mycoplasma sp. на культуре эндотелиаль-
ных клеток вены пупочного канатика человека 
(HUVEC – human umbilical vein endothelial cells), 
было показано, что фермент подавляет рост эн-
дотелиальных клеток, их миграцию в модели 
«раны» и формирование капилляроподобных 
структур на матригеле in vitro [4]. Эти данные 
были подтверждены в работе Park et al., в ходе 
которой было выявлено дозозависимое пода-
вление АД формирования капилляроподобных 
структур in vitro, а также подавление ангиогене-
за in vivo в модели хориоаллантоисной мембраны 
и в мышиной модели с матригелем [15]. В иссле-
дованиях Wei Zhuo [22] было показано, что пода-
вление направленной миграции HMECs (human 
microvascular endothelial cells) АД обусловлено на-
рушением формирования актиновых филамен-
тов в эндотелиальных tip-cells [22].

В нашем исследовании СРС, полученные 
из S. pyogenes всех использованных штаммов, 
вызывали значительные изменения морфоло-
гии клеток и структуры актинового цитоскелета. 
Эти изменения были связаны как со снижением 
количества фибриллярного актина, так и с поте-
рей способности формировать ламеллиподии – 
структуры, обеспечивающие направленную ми-
грацию клеток. Наиболее сильные изменения 
наблюдались при культивировании клеток в при-
сутствии АД. В этом случае в клетках практиче-
ски полностью разрушался фибрилярный актин, 
значительно уменьшалось их распластывание 
по субстрату и размер. 

Созвучные результаты были получены дру-
гими исследователями при изучении влияния 
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дефицита аргинина на клетки глиобластомы че-
ловека [16]. В этой модели культивирование кле-
ток в среде без аргинина приводило к значитель-
ному снижению их подвижности, адгезивности 
и инвазивности. В условиях дефицита аргинина 
клетки приобретали вытянутую форму, ламел-
липодии движущего края не были такими ши-
рокими, как ламеллиподии клеток в контроле. 
При окрашивании актиновых филаментов вы-
являлось сниженное количество стресс-фибрилл 
и кортикального актина в сравнении с контро-
лем. Описанные эффекты носили обратимый 
характер, так как добавление аргинина в среду 
для культивирования приводило к быстрому 
восстановлению морфологии и структуры ци-
тоскелета уже через 3 часа. Авторы доказывают, 
что обнаруженные эффекты были обусловлены 
специфическими нарушениями организации ак-
тинового цитоскелета, вызванными дефицитом 
аргинилирования бета-актина [16].

В нашем исследовании добавление экзогенно-
го аргинина в культуральную среду с супернатан-
тами приводило только к частичному восстанов-
лению морфологии клеток и структуры ламеллы, 
а заметное восстановление размера и формы кле-
ток происходило только в случае культивирова-
ния их с АД. Этот факт можно объяснить тем, что 
в наших исследованиях дефицит аргинина был 
вызван действием фермента, который постоянно 
гидролизует добавляемый субстрат, что приводит 
к его непрерывному истощению в среде.

Полученные в наших исследованиях результа-
ты подтверждают исследования Wei et al., в кото-
рых на клетках эндотелия микрососудов человека 

было показано, что АД Mycoplasma sp. в концен-
трации 10 мкг/мл вызывала нарушение индуци-
рованной под влиянием VEGF-A направленной 
миграции клеток из-за изменения структуры 
актиновых филаментов в эндотелиальных tip-
cells. Эти процессы были связаны с модуляцией 
активности eNOS, индукцией синтеза проокси-
дантов в клетках и следующего за этим каспаза-8-
зависимого апоптоза [22]. Выявленные в нашей 
работе изменения структуры актиновых фила-
ментов и подавление миграции клеток не были 
связаны с их гибелью, т.к. исходно подбирали 
концентрацию АД (3 мкг/мл), которая не оказы-
вала ни проапоптотического, ни цитотоксиче-
ского действия [1]. 

Полученные в данном исследовании резуль-
таты доказывают, что одним из механизмов по-
давления миграционной активности эндотели-
альных клеток стрептококковой АД является 
нарушение структуры цитоскелета, вызванное 
дефицитом аргинина. Такое действие АД может 
служить причиной эндотелиальной дисфункции 
при стрептококковой инфекции с нарушением 
поступления биологически активных веществ 
и миграции лейкоцитов в очаг воспаления. При-
нимая во внимание, что актиновый цитоскелет 
обеспечивает не только миграцию, но и другие 
клеточные функции (адгезию, пролиферацию, 
фагоцитоз, дегрануляцию), действие бактери-
альной АД может приводить к нарушению раз-
личных функций всех типов клеток, в том числе 
участвующих в защитных реакциях при бактери-
альной инфекции. Эти вопросы требуют даль-
нейшего изучения.
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РОЛЬ ИНТЕРЛЕЙКИНА-8 В НЕПОСРЕДСТВЕННОЙ 
РЕГУЛЯЦИИ ФУНКЦИОНАЛЬНОЙ АКТИВНОСТИ 
Т-ЛИМФОЦИТОВ
Меняйло М.Е.1, Малащенко В.В.1, Шмаров В.А.1, Газатова Н.Д.1, 
Мелащенко О.Б.1, Гончаров А.Г.1, Селедцова Г.В.2, Селедцов В.И.3
1 ФГАОУ «Балтийский федеральный университет имени Иммануила Канта», г. Калининград, Россия  
2 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии» СО РАМН, 
г. Новосибирск, Россия  
3 ФГБУ «Российский научный центр медицинской реабилитации и курортологии» Министерства 
здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. CD3+Т-лимфоциты выделяли из мононуклеарных клеток нормальных доноров методом 
позитивной магнитной сепарации. Показано, что продукция интерлейкина-8 (interleukin-8, IL-8) 
Т-клетками возрастала в ответ на их активацию частицами, конъюгированными с антителами к мо-
лекулам CD3, СD28 и СD2. Исходно рецептор к IL-8 (CXCR1, CD181) экспрессировался на 13,3% 
Т-лимфоцитов. Активация Т-лимфоцитов приводила к заметному увеличению содержания CD181+ 
клеток среди CD4+ наивных Т-лимфоцитов, CD4+ терминально-дифференцированных Т-эффекторов 
и снижению их числа среди CD4+ клеток эффекторной памяти. Активацию Т-лимфоцитов оценивали 
по экспрессии молекулы CD25 (рецептор к IL-2). Установлено, что IL-8 в диапазоне концентраций 
0,01-10,0 нг/мл способен снижать активацию как CD4-, так и CD4+Т-клеток эффекторной памяти 
и терминально-дифференцированных Т-эффекторов, не оказывая при этом существенного влияния 
на активацию наивных Т-лимфоцитов и Т-клеток центральной памяти. IL-8 усиливал продукцию 
активированными Т-клетками IL-2, снижал продукцию IL-10 и существенно не влиял на секрецию 
IFNγ и IL-4. Полученные данные указывают на значимость IL-8 в прямой регуляции адаптивных 
Т-клеточных реакций.
Ключевые слова: интерлейкин-8, Т-лимфоциты, рецептор к интерлейкину-8, активация лимфоцитов, цитокины, 
функциональная активность

A ROLE FOR INTERLEUKIN 8 IN DIRECT REGULATION OF 
T CELL FUNCTIONAL ACTIVITY
Meniailo M.E.a, Malashchenko V.V.a, Shmarov V.A.a, Gasatova N.D.a, 
Melashchenko O.B.a, Goncharov A.G.a, Seledtsova G.V.b, Seledtsov V.I.c
a I.Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russian Federation  
b Research Institute of Clinical Immunology, Siberian Branch, Russian Academy of Medical Sciences, Novosibirsk, 
Russian Federation  
c Russian Research Center of Medical Rehabilitation and Balneotherapy, Moscow, Russian Federation

Abstract. CD3+T lymphocytes were isolated from normal donors by positive magnetic separation. Activation 
of the T cells with particles conjugated with antibodies to CD3, СD28 and СD2 molecules led to substantial 
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Введение
Интерлейкин-8 (interleukin-8, IL-8, CXCL8) 

относится к группе CXC хемокинов, состоит 
из 72 аминокислот, имеет молекулярную массу 
8-10 кДа [6]. Продуцентами IL-8 являются моно-
циты/макрофаги, фибробласты, лимфоциты, 
клетки эндотелия и гладкой мускулатуры [5, 16].  
IL-8 распознается рецепторами CXCR1 и CXCR2, 
которые экспрессируются на нейтрофилах, 
моноцитах/макрофагах и Т-лимфоцитах [4, 7, 
11]. Данные рецепторы различаются по степе-
ни экспрессии и афинностью к IL-8, CXCR1 
(CD181) связывает только IL-8, тогда как CXCR2 
может также распознавать некоторые другие 
α-хемокины [21, 24]. После взаимодействия ре-
цептора с IL-8 происходит связывание CXCR1 
с G-белком, которое приводит к фосфоинози-
тидному гидролизу, а затем к внутриклеточной 
мобилизации Ca2+, хемотаксису и экзоцитозу. 
CXCR1 также активирует фосфолипазу С и за-
пускает кислородный взрыв [23]. IL-8 индуци-
рует хемотаксис гранулоцитов, моноцитов/ма-
крофагов и лимфоцитов в очаг воспаления. Он 
способен активировать нейтрофилы, стимулируя 
их дегрануляцию. IL-8 также обладает способно-
стью усиливать выработку провоспалительных 
цитокинов мононуклеарными клеткам [10, 19, 
27]. В современной литературе довольно деталь-
но описана роль IL-8 в естественной иммунной 
защите. Вместе с тем роль IL-8 в механизмах 
адаптивного иммуногенеза пока остается мало-
изученной.

Цель настоящей работы – исследовать пря-
мое влияние IL-8 на экспрессию его рецепторов 
на Т-лимфоцитах, а также прямые эффекты это-
го хемокина на активацию Т-клеток и продук-
цию ими иммунорегуляторных цитокинов.

Материалы и методы
В исследование были включены 14 условно 

здоровых доноров обоего пола в возрасте от 21 
до 35 лет. Материалом для исследования служила 
гепаринизированная венозная кровь (20 мл), взя-
тая стандартным методом из локтевой вены (BD 
VacutainerTM, Greiner-bio-one, Австрия).

Выделение мононуклеарных клеток (МНК) 
проводили посредством центрифугирования 

на фиколльном градиенте (Ficoll-PaqueTM Premium 
sterile solution, плотность 1,077±0,001 g/ ml,  
GE Healthcare, США). Подсчет клеточности про-
водили на счетчике клеток Z2 (Beckman Coulter, 
США). Т-лимфоциты (CD3+) выделяли мето-
дом позитивной магнитной колоночной сепа-
рации (MS Columns, Miltenyi Biotec, Германия) 
с использованием магнитных частиц, конъюги-
рованных с анти-CD3-антителами (CD3 Micro 
Beads human, Miltenyi Biotec, Германия), соглас-
но инструкции производителя.

Выделенные Т-клетки культивировали в кон-
центрации 1,0-1,5 × 106 кл/мл, в бессывороточ-
ной среде TexMACS (Miltenyi Biotec, Германия), 
в 24-луночном планшете, во влажной атмосфе-
ре с 5% CO2, при 37 °С в течение 48 ч в присут-
ствии частиц, конъюгированных с антителами 
к CD2,CD3 и СD28 (T-Cell Activation/ Expansion 
Kit human, MACS Miltenyi Biotec, Германия) 
или без них контроле. Рекомбинантный IL-8 
(Miltenyi Biotec, Германия) вносили в пробы 
в разных концентрациях (0,01; 0,1; 1,0; 10,0 нг/ мл) 
одновременно с внесением частиц – активаторов 
Т-клеток.

Чистоту и жизнеспособность выделенных 
CD3+ клеток оценивали на проточном цито-
флуориметре (Accuri C6, BD Biosciences, США) 
с использованием анти-CD3-антител, конъюги-
рованных с фикоэритрином (eBioscience, США) 
и раствором PI (пропидиум иодид) (eBioscience, 
США). Цитометрический анализ Т-лимфоцитов 
проводили с использованием набора меченых 
антител: анти-CD4-PerCP, анти-CD181-FITC 
(eBioscience, США), анти-CD197-PE, анти-
CD45RA-APC (BD Pharmingen, США) и анти-
CD25-FITC (BioLegend, США). Для повышения 
точности и учета неспецифического связывания 
антител при гейтировании использовали изотип-
контроли и FMO-контроли. Результаты оцени-
вали на проточном цитофлуориметре (Accuri C6, 
BD Biosciences, США).

Уровни IL-2, IL-4, IL-8, IL-10 и IFNγ 
в Т-клеточных супернатантах определяли иммуно-
ферментным методом на автоматическом ана-
лизаторе ChemWell 2910 (Awareness Technology, 
Inc., США) с использованием соответствующих 

increase in T cell production of interleukin-8 (IL-8). An interleukin-8 receptor (CXCR1, CD181) was initially 
expressed in 13.3% of T lymphocytes. Activation of T lymphocytes resulted into a detectable increase of 
CD181+ cell number among CD4+ naïve cells and CD4+ terminally-differentiated effector cells, and, 
conversely, into decrease of their number among CD4+ effector memory cells. Activation of T lymphocytes 
was assessed by membrane expression of CD25 molecule (receptor for IL-2). IL-8 (0.01-10.0 ng/ml) was 
shown to markedly reduce activation of both CD4- and CD4+ effector memory T cells, as well as terminally-
differentiated T effectors, without significantly affecting activation of naive T lymphocytes and central memory 
T cells. IL-8 noticeably increased IL-2 production by activated Т cells, caused a reduced IL-10 production, 
and did not significantly affect the secretion of IFNγ and IL-4. The data obtained suggest a significance of IL-8 
for direct regulation of adaptive T cell responses.
Keywords: interleukin-8, T lymphocytes, interleukin 8 receptor, activation of lymphocytes, cytokines, functional activity
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коммерческих тест-систем (ЗАО «Вектор-Бест», 
Россия).

Статистическую обработку данных проводи-
ли с помощью программы IBM SPSS Statistics 20 
(Statistical Package for the Social Sciences, США). 
В качестве средневыборочной характеристи-
ки использовали медиану (М), первый и третий 
квартили (Q0,25-Q0,75). Для оценки статистической 
достоверности исследуемых данных использо-
вали непараметрический критерий Вилкоксона 
для зависимых выборок, не подчиняющихся нор-
мальному закону распределения. Различия меж-
ду выборками считались значимыми при уровне 
p < 0,05.

Результаты
Содержание CD3+Т-лимфоцитов среди кле-

ток, выделенных из крови методом позитивной 
магнитной сепарации, было близко к 99,0 (98,6-
99,5)%, клеточная жизнеспособность была не ме-
нее 95% (рис. 1A-C).

Первоначально мы нашли, что Т-лимфоциты 
являются продуцентами IL-8. Концентрация IL-8 
в супернатантах, полученных от неактивирован-
ных клеток, составляла 141,7 (50,0-120,0) пг/ мл. 
Активация Т-лимфоцитов приводила к статисти-
чески значимому увеличению содержания в куль-
туральных супернатантах IL-8 до 303,3 (200,0-
236,0) пг/мл.

Использованная нами стратегия гейтирования 
представлена на рисунке 1. Она позволяла иденти-
фицировать CD4-позитивные и CD4-негативные 
Т-клетки, а среди них CD45RA+CD197+ (наивные 
клетки), CD45RA-CD197+ (клетки центральной 
памяти), CD45RA-CD197- (клетки эффекторной 
памяти), а также CD45RA+CD197- (терминаль-
но-дифференцированные эффекторные клетки) 
[1, 25]. Количество клеток, экспрессирующих ре-
цептор к IL-8 (CD181), а также маркер активации 
CD25 оценивали в каждой идентифицированной 
субпопуляции.

Как показано в таблице 1, содержание CD181+ 
клеток среди CD3+Т-лимфоцитов составило 
13,3 (10,5-15,5)%. Наибольшее число CD181+ 
клеток определялось среди CD4+Т-лимфоцитов 
эффекторной памяти и CD4- терминально-диф-
ференцированных Т-эффекторов. Добавление 
активатора вызывало достоверное увеличение 
колчества CD181+ клеток среди CD4+Т-наивных 
и CD4+ терминально-дифференцированных 
Т-эффекторов. С другой стороны, активация 
Т-клеток приводила к снижению содержания 
CD181+ клеток среди CD4+Т-лимфоцитов эф-
фекторной памяти. Снижение СD181+ также 
было отмечено среди активированных CD4-Т-
лимфоцитов.

Первоначально мы установили, что IL-8 
не способен оказывать значимого влияния на со-
держание CD181+ клеток среди неактивирован-

ных Т-лимфоцитов (данные не представлены). 
Вместе с тем IL-8, добавленный в культуру в кон-
центрации 10 нг/мл заметно снижал содержание 
CD181+ клеток среди подвергшихся активации 
CD4- наивных, CD4- эффекторных и CD4- тер-
минально-дифференцированных Т-лимфоцитов 
(табл. 1).

Молекула СD25 – α-субъединица рецептора 
IL-2, является общепринятым маркером лимфо-
идной активации, приводящей к IL-2-зависимой 
пролиферации лимфоцитов [9, 22].

Согласно полученным нами результатам, IL-8 
не оказывал существенного влияния на экс-
прессию CD25 на неактивированных Т-клетках 
(данные не представлены). Вместе с тем в кон-
центрации 10,0 нг/мл IL-8 снижал содержа-
ние CD25+ клеток, как среди CD4+, так и среди 
CD4-

 Т-лимфоцитов. Показано, что IL-8 во всех 
исследуемых концентрациях (0,01; 0,1; 1,0; 10,0 
нг/мл) примерно в 2 раза снижал содержание 
активированных (СD25+) клеток среди CD4+Т-
клеток эффекторной памяти и терминально-
дифференцированных Т-лимфоцитов и при этом 
не оказывал значимого влияния на активацию 
CD4+ наивных Т-лимфоцитов и CD4+Т-клеток 
центральной памяти. Сходные результаты были 
получены при исследовании влияния IL-8 на ак-
тивацию CD4-T-клеток (табл. 2).

Функциональную активность Т-лимфоцитов 
оценивали по продукции про- (IL-2, IFNγ) и ан-
тивоспалительных (IL-4, IL-10) цитокинов. Со-
гласно данным, представленным в таблице 3, 
IL-8 усиливал продукцию IL-2 активированными 
Т-клетками. Однако только в концентрациях 0,01 
и 10,0 нг/мл это усиление было статистически 
значимым. С другой стороны, IL-8 обладал спо-
собностью снижать продукцию IL-10. Статисти-
чески достоверное снижение этого цитокина име-
ло место при концентрации IL-8 0,1 и 10,0 нг/ мл. 
Кроме того, IL-8 демонстрировал тенденцию 
к снижению продукцию IL-4, которая, однако, 
во всех исследуемых концентрациях IL-8 была 
статистически недостоверной. Продукция IFNγ 
активированными Т-клетками под воздействием 
IL-8 не претерпевала существенных изменений.

Обсуждение
Согласно данным, представленным в настоя-

щей работе, T-лимфоциты способны продуциро-
вать IL-8. Активация Т-лимфоцитов приводила 
к усилению продукции IL-8. Эти результаты со-
гласуются с ранее опубликованными данными, 
демонстрирующими продукцию IL-8 активиро-
ванными CD4+Т-клетками [14, 26]. Эти резуль-
таты прямо указывают на вовлеченность IL-8 
в аутокринную регуляцию функциональной ак-
тивности Т-лимфоцитов. Очевидно, что значи-
мость этой регуляции может возрастать на пе-
риферии, вне лимфоидных органов, в условиях 
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Рисунок 1. Алгоритм цитометрического анализа 
Т-лимфоцитов при определении CD181+ клеток
Примечание. А) распределение клеток по прямому (FSC) и боковому 
(SSC) светорассеянию;  
Б) содержание CD3+ клеток;  
В) жизнеспособность клеток, оцениваемая по окрашиванию PI: зона 
позитива – мертвые, зона негатива – живые;  
Г) содержание CD181+ лимфоцитов среди CD3+ клеток;  
Д) идентификация CD4-позитивных и CD4-негативных клеток. Зона 
позитива и зона негатива соответственно;  
Е) содержание CD181+ лимфоцитов среди CD4+ клеток;  
Ж) содержание CD181+ лимфоцитов среди CD4- клеток;  
З) идентификация наивных Т-клеток, Т-лимфоцитов центральной 
памяти, Т-клеток эффекторной памяти и терминально-
дифференцированных Т-эффекторов среди CD4- клеток;  
И) идентификация наивных Т-клеток, Т-лимфоцитов центральной 
памяти, Т-клеток эффекторной памяти и терминально-
дифференцированных Т-эффекторов клеток среди CD4+ клеток;  
К) содержание CD181+ лимфоцитов среди наивных Т-клеток, 
Т-лимфоцитов центральной памяти, Т-клеток эффекторной памяти 
и терминально-дифференцированных Т-эффекторов в CD4+ и CD4-Т-
субпопуляциях.

Figure 1. Algorithm for cytometric detection of CD181+ cells among the 
T lymphocyte population. 
A) cell distribution by forward and side light scatter (resp., FSC and SSC);
B) CD3+ cell contents;
C) cell viability evaluated by PI staining: positive area, dead cells; negative area, 
live cells; 
D) CD181+ lymphocyte contents among CD3+ cells;
E) CD4+ versus CD4- cell identification (positive and negative areas, 
respectively);
F) CD181+ contents among CD4+ cells;
G) CD181+ lymphocyte contents among CD4- cells;
H) identification of naïve Т cells, central memory Т lymphocytes, effector memory 
Т cells, and terminally differentiated Т effectors among CD4- cells;
I) identification of naïve Т cells, central memory Т lymphocytes, effector memory 
Т cells, and terminally differentiated Т effectors among CD4+ cells;
J) contents of CD181+ lymphocytes among naïve Т cells, central memory 
Т lymphocytes, effector memory Т cells, and terminally differentiated Т effectors 
in CD4+ and CD4- Т subpopulations.

А (A)

Г (D)

Ж (G)

Б (B)

Д (E)
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В (C)
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К (J)



533

Интерлейкин-8 и Т-лимфоциты
Interleukin-8 and T lymphocytes2017, Vol. 19,  5

2017, Т. 19, № 5

ТАБЛИЦА 1. CD181+ (%) КЛЕТКИ СРЕДИ CD4+ И CD4-Т-ЛИМФОЦИТОВ
TABLE 1. CD181+ (%) CELLS AMONG CD4+ AND CD4-T LYMPHOCYTES

Cубпопуляция
Subpopulation

Без активации
Without activation

Активация
Activation

Активация + IL-8 
(10,0 нг/мл)

Activation + IL-8 
(10.0 ng/ml)

CD4+ 10,5
(7,2-14,6)

15,5*
(13,2-16,6)

16,5
(15,4-17,5)

CD4+ наивные клетки
CD4+  naïve cells

26,5
(25,4-29,0)

37,0*
(33,8-38,7)

37,5
(33,7-41,2)

CD4+ клетки центральной 
памяти
CD4+ central memory cells

22,2
(21,7-29,4)

23,8
(18,6-28,2)

20,2
(14,5-25,1)

CD4+ клетки эффекторной 
памяти
CD4+ effector memory cells

44,5
(39,1-45,3)

29,9*
(26,8-32,7)

33,9
(29,5-34,2)

CD4+ терминально-диффе-
ренцированные эффекторы
CD4+ terminally differentiation 
effector cells

5,6
(3,6-7,1)

10,4*
(6,9-13,9)

7,9
(7,2-15,0)

CD4- 15,5
(14,9-21,1)

25,7*
(14,9-26,6)

21,0
(15,9-22,8)

CD4- наивные клетки
CD4- naïve cells

14,2
(12,0-20,8)

15,5
(9,7-18,2)

8,9**
(8,2-9,9)

CD4- клетки центральной 
памяти
CD4+ central memory cell

1,8
(1,4-1,9)

1,4
(1,0-3,3) 

2,7
(1,7-3,1)

CD4- клетки эффекторной 
памяти
CD4+ effector memory cells

28,3
(26,4-29,7)

28,4
(19,8-28,9)

22,0**
(16,5-26,6)

CD4- терминально-диффе-
ренцированные эффекторы
CD4+ terminally differentiation 
effector cells

54,4
(51,0-57,7)

60,2
(52,0-64,4)

45,1**
(40,7-52,4)

Примечание. * p < 0,05 – в сравнении с пробами без активатора; ** p < 0,05 – в сравнении с пробами 
с активатором. Здесь и далее данные представлены в виде медианы, в скобках первый и третий квартили.

Note. * p < 0.05, compared with samples without activation; ** p < 0.05, compared with samples with activation. Here and further data 
was presented as median, and first, and third quartiles. 

дефицита вспомогательных и иммунорегулятор-
ных клеток.

Согласно представленным данным, содержа-
ние клеток, экспрессирующих рецептор к IL-8 
составляет 13,3 (10,5-15,5)%. В целом эти резуль-
таты согласуются с литературными данными [8]. 
Интересно, что наибольшое содержание CD181+ 
клеток было отмечено среди покоящихся CD4+Т-
клеток эффекторной памяти и среди CD4- терми-
нально-дифференцированных Т-эффекторов, 
которые характеризуются высокой степенью 
зрелости. Эти клетки не обладают миграцион-
ной тропностью к лимфоидным органами, по-
видимому, не вносят существенный вклад в ге-
нерацию долговременной иммунной памяти. 
Следует, однако, иметь в виду, что активация 
Т-лимфоцитов может индуцировать экспрессию 
CD181 на относительно низкодифференциро-

ванных Т-лимфоцитах, способных мигрировать 
в лимфоидные органы и там подвергаться кло-
нальной экспансии [12]. Отсюда можно пред-
полагать участие IL-8 в механизмах, регулирую-
щих формирование долговременной иммунной 
памяти. Это предположение согласуется с ранее 
опубликованными данными, показавшими, что 
IL-8 способен индуцировать экспрессию CD181 
на активированных CD8+Т-лимфоцитах цен-
тральной памяти [13]. В нашей работе мы показа-
ли разнонаправленное влияние IL-8 на экспрес-
сию CD181, выявляемую на разных Т-клеточных 
субпопуляциях. Возможно, это связано с ин-
тернализацией рецептора после его связывания 
с IL-8 [18, 20].

В настоящей работе мы показали способ-
ность IL-8 избирательно снижать оцениваемую 
по экспрессии CD25 активацию высокодиффе-
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ТАБЛИЦА 2. СОДЕРЖАНИЕ CD25+ (%) КЛЕТОК СРЕДИ CD4+ И CD4-Т-ЛИМФОЦИТОВ
TABLE 2. CD25+ (%) CELLS CONTENT AMONG CD4 + AND CD4-T LYMPHOCYTES

Субпопуляция 
Subpopulation

Без 
активации

Without 
activation

Ативация + IL-8 (нг/мл)
Activation + IL-8 (ng/ml)

0,0 0,01 0,1 1,0 10,0

CD4+ 0,1
(0-0,2)

6,0*
(2,6-14,4)

6,5
(1,8-13,3)

6,0
(2,0-14,1)

7,1
(1,5-14,5)

4,6**
(1,8-12,6)

CD4+ наивные клетки
CD4+ naïve cells

0,0
(0,0-0,1)

3,3*
(1,4-5,1)

4,3
(1,3-5,7)

3,5
(1,8-8,0)

3,8
(1,9-8,9)

3,5
(1,1-6,8)

CD4+ клетки центральной 
памяти
CD4+ central memory cells

0,05
(0-0,2)

9,2*
(5,4-11,5)

10,3
(4,7-18,7)

9,9
(6,1-17,4)

11,3
(8,3-20,4)

10,1
(4,2-15,5)

CD4+ клетки эффектор-
ной памяти
CD4+ effector memory cells

0,35
(0,1-0,9)

21,9*
(6,9-44,4)

10,7**
(4,9-38,4)

11,7**
(5,3-42,1)

11,7**
(4,2-42,2)

9,5**
(6,3-41,0)

CD4+ терминально-диф-
ференцированные 
эффекторы
CD4+ terminally 
differentiation effector cells 

0,0
(0,0-0,9)

27,1*
(6,1-55,9)

12,9**
(2,7-51,0)

11,4**
(4,4-50,2)

9,7**
(1,9-45,7)

12,7**
(5,4-48,8)

CD4- 0,2
(0,1-0,4)

19,3*
(1,5-30,6)

20,5
(5,8-27,2)

22,0
(4,4-27,4)

21,1
(6,2-28,8)

18,1**
(4,5-25,7)

CD4- наивные клетки
CD4- naïve cells

0,0
(0,0-0,1)

13,9*
(5,6-15,3)

13,4
(11,7-16,2)

14,8
(11,0-16,2)

14,6
(14,1-16,7)

11,4
(11,2-11,8)

CD4- клетки центральной 
памяти
CD4- central memory cells

0,0
(0,0-0,1)

29,7*
(11,5-36,4)

28,9
(4,3-39,8)

26,6
(2,9-40,1)

25,2
(7,5-41,0)

24,1
(3,2-40,0)

CD4- клетки эффектор-
ной памяти
CD4- effector memory cells

0,45
(0,2-0,7)

29,8*
(8,2-53,9)

8,2**
(6,5-52,2)

10,4**
(6,1-56,4)

9,5**
(6,4-53,7)

14,3**
(5,8-52,9)

CD4- терминально-диф-
ференцированные 
эффекторы
CD4- terminally 
differentiation effector cells

0,4
(0,1-0,7)

17,7*
(9,4-28,4)

16,0
(6,6-29,6)

14,9**
(6,6-29,6)

13,7**
(4,2-30,7)

13,7**
(9,1-27,6)

Примечание. См. примечание к таблице 1.
Note. See note to table 1.

ренцированных CD197-Т-клеток, утративших 
способность мигрировать в лимфоидные органы 
и подвергаться там размножению. Эти данные 
указывают на возможную прямую вовлечен-
ность IL-8 в негативную регуляцию локальных 
Т-клеточных реакций [2]. На такую вовлечен-
ность могут также указывать ранее опублико-
ванные данные о способности регуляторных 
CD4+FoxP3+Т-клеток вырабатывать IL-8 [17], 
которая резко возрастает в ответ на их актива-
цию [3]. В свете представленных данных можно 
предполагать, что IL-8, наряду с IL-10 и TGF-β, 
способен опосредовать иммуносупрессивный 
эффект регуляторных Т-клеток. Однако, это 
предположение входит в прямое противоречие 
с нашими данными, демонстрирующими пози-

тивный эффект IL-8 на Т-клеточную продукцию 
IL-2 и негативный эффект на секрецию IL-10. 
Мы также заметили, что IL-8 свойственна тен-
денция снижать осуществляемую активирован-
ными Т-клетками продукцию IL-4. Такая тен-
денция была также описана ранее [15]. Таким 
образом, IL-8 способен оказывать разнонаправ-
ленное влияние на активацию и функциональ-
ную деятельность разных Т-клеточных субпопу-
ляций. Мы предполагаем, что, с одной стороны, 
IL-8 мог бы препятствовать развитию избыточ-
ных Т-клеточных реакций на периферии, с дру-
гой – он мог бы способствовать развитию адап-
тивных Т-клеточных процессов, формирующих 
иммунную память.
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ТАБЛИЦА 3. ПРОДУКЦИЯ ЦИТОКИНОВ Т-ЛИМФОЦИТАМИ (пг/мл)
TABLE 3. PRODUCTION OF CYTOKINES BY T LYMPHOCYTES (pg/ml)

Цитокин
Cytokine

Без 
активации

Without 
activation

Активация + IL-8 (нг/мл)
Activation + IL-8 (ng/ml)

0,0 0,01 0,1 1,0 10,0

IL-2 < 10 500*
(158-1215)

702**
(253-1314)

620
(236-1245)

662
(233-1331)

619**
(218-1488)

IFNγ < 10 3402,7*
(1775-4479)

2992,5
(1134-5556)

1620
(1061-7620)

3781
(1187-7203)

4430
(694-7057)

IL-4 < 2 13,9*
(3,4-41,8)

6,9
(3,6-15,0)

8,4
(4,8-12,9)

9,0
(3,3-33,3)

9,3
(5,1-17,2)

IL-10 < 5 439,8*
(194,4-728,8)

504,8
(219,4-612,6)

385,65**
(233,6-607,8)

458,25
(233,7-657,0)

285,9**
(185,4-683,5)

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. See note to table 1.
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СЕТЕВОЙ ПОДХОД К АНАЛИЗУ ЛОКУСОВ 
КОЛИЧЕСТВЕННЫХ ПРИЗНАКОВ ГЕНОВ ФАКТОРА 
НЕКРОЗА ОПУХОЛЕЙ (TNFα-863, TNFα-308, TNFα-238), 
ФАКТОРА РОСТА СОСУДИСТОГО ЭНДОТЕЛИЯ  
(VEGF-2578, VEGF+936) И МАТРИКСНЫХ 
МЕТАЛЛОПРОТЕИНАЗ (ММР2-1306, ММР3-1171, ММР9-
1569) ПРИ ВОЗРАСТНОЙ МАКУЛЯРНОЙ ДЕГЕНЕРАЦИИ
Шевченко А.В.1, Прокофьев В.Ф.1, Коненков В.И.1, Черных В.В.2, 
Еремина А.В.2, Дудникова Л.В.2, Кашкина Н.Ю.2, Трунов А.Н.2
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт клинической и экспериментальной лимфологии», 
г. Новосибирск, Россия  
2 ФГАУ «МНТК „Микрохирургия глаза“ им. акад. С.Н. Федорова» Министерства здравоохранения РФ, 
Новосибирский филиал, г. Новосибирск, Россия

Резюме. Возрастная макулярная дегенерация – одно из самых распространенных мультифакто-
риальных заболеваний глаз. Особенности полиморфизма фактора роста эндотелия сосудов совмест-
но с матриксными металлопротеиназами и фактором некроза опухолей α могут влиять на развитие 
заболевания. Проведен анализ распределения частот генотипов регуляторных регионов генов VEGF 
(rs 699947, rs 3025039), ММР 2 (rs 2438650), ММР3 (rs 3025058), ММР 9 (rs 3918242), TNFα (rs1800630, 
rs1800629, rs 361525) и их комбинаций у пациентов с возрастной макулярной дегенерацией. Часто-
ты генотипов TNFα (rs1800629) значимо различались между пациентами с макулярной дегенерацией 
и контрольной группой. При анализе комплексных генотипов выявлены шесть позитивно ассоции-
рованных с развитием болезни комплексов VEGF-ММР генов. В состав пяти из них входит минорный 
гомозиготный генотип VEGF-2578АА. Совместный анализ полиморфизма генов VEGF – TNFα по-
казал наличие как позитивных, так и негативных комплексных генотипов. Максимально значимый 
уровень различий установлен при сравнительном анализе частоты комплексных генотипов, включа-
ющих в свой состав 8 полиморфных участков регуляторных областей всех исследуемых генов. В боль-
шинстве генетических комплексов, ассоциированных с развитием заболевания, выявлено наличие 
гомозиготных генотипов TNFα-863СС, гомозиготных вариантов MMP2-1306 ТТ и MMP9-1562СС в со-
четании в генотипе этих же пациентов гомозиготного генотипа VEGF+936СС. Можно предположить, 
что для пациентов с макулярной дегенерацией характерно наличие в геноме аллельных вариантов, 
предрасполагающих к развитию ангиогенеза, наряду с низким уровнем продукции провоспалитель-
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ных регуляторных факторов и ферментов, участвующих в разрушении межклеточного матрикса. Ис-
пользование комплексных генетических факторов, продукты которых принимают участие в пато-
логическом процессе и одновременно являются регуляторами продукции в отношении друг друга, 
имеет большую информативность при выявлении протективных и резистентных маркеров развития 
заболевания, чем одиночные генетические маркеры и могут быть использованы при скрининговых 
исследованиях. 
Ключевые слова: возрастная макулярная дегенерация, полиморфизм TNF, полиморфизм VEGF, полиморфизм MMP, 
сетевой анализ

NETWORK APPROACH TO ANALYSIS OF QUANTITATIVE TRAIT 
LOCI FOR TUMOR NECROSIS FACTOR (TNFα-863, TNFα-308, 
TNFα-238), VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR 
(VEGF-2578, VEGF+936) AND MATRIX METALLOPROTEINASE 
(ММР2-1306, ММР3-1171, ММР9-1569) GENES IN AGE-
RELATED MACULAR DEGENERATION
Shevchenko A.V.a, Prokofyev V.F.a, Konenkov V.I.a, Chernykh V.V.b, 
Eremina A.V.b, Dudnikova L.V.b, Kashkina N.Yu.b, Trunov A.N.b 
a Research Institute of Clinical and Experimental Lymрhology, Novosibirsk, Russian Federation  
b S. Fyodorov Intersectoral Research and Technology Eye Microsurgery Complex, Novosibirsk Branch, Novosibirsk, 
Russian Federation

Abstract. Age-related macular degeneration is one of the most widespread multifactorial eye diseases. 
Polymorphic functional alleles of vascular endothelial growth factor (VEGF) combined with matrix 
metalloproteinase (MMP) gene and tumor necrosis factor (TNF) gene variants may influence the development 
of disease. We have performed frequency analysis of their polymorphisms in regulatory regions of VEGF (rs 
699947, rs 3025039), ММР2 (rs 2438650), ММР3 (rs 3025058), ММР9 (rs 3918242), TNFα (rs1800630, 
rs1800629, rs 361525) genes, and their combinations in a group of patients with age-related macular 
degeneration (MD). Frequencies of TNFα (rs1800629) genotypes significantly differed for the MD patients 
and control group. Upon the combined genotype analysis, we have revealed six constellations of VEGF-ММР 
genes that were positively associated with the disease development. Five of them included minor homozygous 
genotype VEGF-2578АА. A combined analysis of VEGF – TNFα genes polymorphisms has shown presence 
of both positive and negative complex genotypes. The most significant differences have been detected by 
comparative analysis of the complex genotypes frequencies which included 8 polymorphic regulatory gene 
regions of all genes studied. In most genetic complexes associated with the disease development, homozygous 
TNFα-863СС, homozygous MMP2-1306 ТТ, and MMP9-1562СС genotypes have been detected, together with 
the combination of homozygous VEGFA+936СС genotype in the same patients. We can assume that harboring 
allelic variants, which may contribute to angiogenesis prorcesses is typical for the genome of patients with 
macular degeneration, along with low-level production of pro-inflammatory regulatory factors and enzymes 
participating in degradation of extracellular matrix. Analysis of complex genetic factors, procing some factors 
taking part at the pathological process being the regulators of production for each other, is more informative 
when detecting protective and resistant markers of the disease development rather than single genetic markers, 
thus being useful for genomic screening. 
Keywords: age-related macular degeneration, polymorphism TNF, VEGF polymorphism, ММР polymorphism, network analysis 

Введение
Возрастная макулярная дегенерация (ВМД) – 

одно из самых распространенных мультифактори-
альных заболеваний глаз, являющееся основной 
причиной необратимого ухудшения центрально-
го зрения в пожилом возрасте [28]. Атрофическая 
(сухая) форма ВМД может переходить в более тя-
желую экссудативную (влажную) форму, которая 
часто является причиной слепоты. Для этого типа 

ВМД характерно формирование хориоидальной 
неоваскулярной мембраны (ХНВМ), которая 
образована патологическими кровеносными со-
судами, врастающими в слои сетчатки из сосуди-
стой оболочки [8]. Факторы риска ВМД гетероген-
ны: ключевыми являются возраст, генетические 
факторы предрасположенности к заболеванию, 
целый ряд эпигенетических факторов [28]. Фак-
тор роста эндотелия сосудов (VEGF) – важный 
фактор ангиогенеза, а повышенные концентра-
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ции VEGF при ВМД предполагают его участие 
в формировании заболевания. Показаны высокие 
уровни VEGF в стекловидном теле у пациентов 
с влажным типом ВМД. Причем уровень VEGF 
белка в ряде исследований ассоциирован с одно-
нуклеотидными заменами (SNPs) в промоторном 
и 3` нетранслируемом регионах гена [8]. Инду-
цируя формирование сосудов, усиливая проли-
ферацию и миграцию эндотелиоцитов, VEGF 
находится в тесной взаимосвязи с синтезом ме-
таллопротеиназ (MMP) – ферментов, необхо-
димых для инвазии новообразованных сосудов 
в окружающие ткани [10]. Показано, что поддер-
жание нормального экстрацеллюлярного матрик-
са (коллагенов I и IV типов) между эпителием 
клетчатки и мембраной Бруха происходит за счет 
регулирования активности металлопротеиназ 
MMP2, ММР3, ММР9. Причем уровень секре-
ции матриксных металлопротеиназ у пациентов 
с ВМД и у здоровых различается [18]. Кроме того, 
экспрессия VEGF может регулироваться и други-
ми факторами, например фактором некроза опу-
холи α (TNFα) [9]. 

На сегодняшний день исследование генети-
ческих маркеров при развитии ВМД и особен-
ностей их взаимодействий имеет большое зна-
чение [13]. Механизм этих взаиморегуляций 
не до конца понятен, но основными мишенями 
исследований многие видят именно регуля-
торные 5κUTR/3κUTR регионы генов. Однако, 
несмотря на активные исследования полимор-
физма VEGF и единичные на сегодняшний день 
исследования полиморфизма ММР и TNFα 
с развитием и характером течения ВМД, дан-
ные остаются противоречивыми [7, 17, 24]. Ос-
новные трудности в интерпретации имеющихся 
данных могут быть связаны со сложившимися 
подходами к генетическому анализу как к каче-
ственному признаку, работающему по двоично-
му принципу «да/нет» для того или иного по-
лиморфного локуса. Очевидно, что здесь более 
применимы принципы анализа, для которого 
характерно полигенное или мультифакторное 
наследование. Это относится к наследованию 
характеристик фенотипа, за которые отвечают 
два или более гена, или взаимодействие послед-
них с окружающей средой.

Исходя из этого, нами проведен анализ распре-
деления частот генотипов регуляторных регионов 
генов фактора роста сосудистого эндотелия VEGF-
А2578С, VEGF+Т936С, генов матриксных метал-
лопротеиназ ММР2-С1306Т, ММР3-5А 1171 6А,  
ММР9-С1569Т, гена фактора некроза опухолей 
TNFα-C863A, TNFα-G308A, TNFα-G238A и их 
комбинаций у пациентов с возрастной макуляр-
ной дегенерацией. 

Материалы и методы
Пациенты
Было обследовано 202 пациента (404 гла-

за), прошедших диагностическое обследование 
на базе Новосибирского филиала ФГБУ «МНТК 
«Микрохирургия глаза» им. акад. С.Н. Федоро-
ва» в 2013-2015 году. Все пациенты в зависимости 
от наличия ВМД были разделены на 2 группы. 
Основную группу составили 102 пациента (204 
глаза). Критерием включения в основную груп-
пу пациентов являлось наличие диагноза ВМД 
и возраст старше 60 и менее 70 лет. Количество 
женщин в обследованной группе составило 82 че-
ловек, мужчин – 20 человек. Средний возраст па-
циентов – 64,298±0,409 года. Группу сравнения 
составили 100 пациентов (200 глаз). Критерием 
включения в группу сравнения явилось отсут-
ствие у обследуемых диагноза ВМД. Количество 
женщин в группе – 82, мужчин – 18 человек. 
Средний возраст – 63,449±0,369 лет. Обе группы 
пациентов достоверно не различались по воз-
растным и половым характеристикам.

Критерием исключения для обеих групп явля-
лось: наличие у пациентов острых и обострения 
хронических воспалительных заболеваний орга-
на зрения, глаукомы, увеита различной этиоло-
гии, полной осложненной катаракты, отслойки 
сетчатки, рубеоза радужки. Из исследования 
исключались пациенты с сахарным диабетом, 
аутоиммунными и опухолевыми процессами 
любой локализации. Диагноз ВМД выставлен 
на основании стандартного офтальмологическо-
го обследования, включающего визометрию, то-
нометрию, биомикроскопию, офтальмоскопию, 
периметрию, оптическую когерентную томогра-
фию макулярной области. В исследование вклю-
чены пациенты с 3-4 категорией, соответственно 
классификации по AREDS. Исследование было 
одобрено комитетами по биомедицинской этике 
Новосибирского филиала ФГБУ «МНТК „Ми-
крохирургия глаза“ им. акад. С.Н. Федорова» 
и Федерального государственного бюджетного 
научного учреждения «Научно-исследователь-
ский институт клинической и эксперименталь-
ной лимфологии». У всех пациентов было полу-
чено информированное согласие на забор крови, 
а также использование данных исследования 
в научных целях.

Генотипирование
Генотипирование полиморфизмов промо-

торного региона генов VEGF –2578 (rs 699947), 
ММР3-1171 (rs 3025058), ММР9-1562 (rs 3918242), 
TNFα-863 (rs1800630), TNFα-308 (rs1800629), 
TNFα-238 (rs 361525) осуществляли методом ре-
стриктазного анализа продуктов амплификации 
(ПДРФ-анализ), с использованием специфич-
ных праймеров [5, 6, 21, 26, 29] и эндонуклеаз ре-
стрикции Bgl II, TthI, SphI, BstBAI, Bsp19I, Msp I 
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соответственно (СибЭнзим, г. Новосибирск). 
Электрофорез проводили в 2,5% агарозном геле. 

SNP полиморфизм регуляторных регио-
нов генов VEGF+936 (rs 3025039), и ММР2-1306 
(rs 2438650) анализировали с помощью Real-
Time ПЦР с использованием коммерческих тест-
систем методом TaqMan зондов (Синтол, Россия) 
на амплификаторе «ДТ-96» (ДНК-Технология) 
согласно инструкции фирмы-производителя. 

Статистический анализ
При статистическом анализе результатов ис-

следований использовали такие показатели, 
как частота встречаемости генотипов, отноше-
ние шансов (OR) с расчетом 95% доверительного 
интервала (OR 95%CI). Расчет величины OR про-
водили по методу Вульфа–Холдейна [1]. Частоту 
встречаемости отдельных генотипов и их комби-
наций определяли как процентное отношение 
индивидов, несущих генотип (комбинацию ге-
нотипов), к общему числу обследованных в груп-
пе по формуле: f = n/N, где n – количество раз 
встречаемости генотипа (комбинации), N – чис-
ленность обследованных. Распределение геноти-
пов по исследованным полиморфным локусам 
проверяли на соответствие равновесию Хар-
ди–Вайнберга [2]. Достоверность различий ча-
стот распределения изучаемых признаков в аль-
тернативных группах определяли по критерию 
χ2 с поправкой Йетса на непрерывность и дву-
стороннему варианту точного метода Фишера 
для четырехпольных таблиц [3]. Межгрупповые 
различия по возрасту пациентов оценивали с по-
мощью критерия Манна–Уитни (Statistica 6.1). 
Различия считали статистически значимыми при 
p < 0,05. 

Результаты
Нами исследовался полиморфизм регулятор-

ных регионов гена VEGF в двух полиморфных по-
зициях, трех генов матричных металлопротеиназ 
ММР2-1306, ММР3-1171, ММР9-1562 и трех по-
зиций промоторного региона гена TNFα: TNFα-
863, TNFα-308, TNFα-238 у пациентов с воз-
растной макулярной дегенерацией относительно 
здоровых аналогичного возраста. Частоты ге-
нотипов в сопоставляемых группах находятся 
в равновесии Харди–Вайнберга. Частоты гено-
типов TNFα-308 AA и TNFα-308 GA значимо раз-
личались между пациентами с ВМД и контроль-
ной группой (OR = 0,22, P = 0,0287 и OR = 2,91 
P = 0,0063 соответственно). Не выявлено досто-
верных различий при анализе частот отдельных 
генотипов генов VEGF, ММР2, ММР3, ММР9, 
полиморфных позиций TNFα-863 и TNFα-238 
в оппозитных группах (табл. 1).

При анализе комплексных генотипов выявле-
ны только позитивно-ассоциированные с разви-
тием ВМД комплексы VEGF – ММР генов с вы-
соким уровнем специфичности. В состав пяти 

из них входит минорный гомозиготный генотип 
VEGF-2578АА, в составе шестого – гетерозиготная 
форма этого генотипа (табл. 2). Максимальное 
значение отношения шансов развития заболева-
ния при наличии у пациентов комплекса VEGF-
2578AA:VEGF+936CC:MMP2-1306CC:MMP3-1171 
5А6А (OR = 10,77; P = 0,0097). Чуть меньшее 
значение отношения шансов в комплексах 
VEGF-2578CA:VEGF+936CT:MMP3-11715А5А 
и VEGF-2578AA:MMP3-11715А6А:MMP9-1562CT  
(OR = 8,34; P = 0,0351). Совместный ана-
лиз полиморфизма генов VEGF – TNFα пока-
зал наличие как позитивных, так и негативных 
комплексных генотипов (табл. 3). Из четырех 
позитивно-ассоциированных с болезнью ком-
плексов наибольшее значение отношения шан-
сов развития заболевания при наличии в геноме 
пациента TNF-308GA:VEGF-2578CA и TNF-308GA: 
TNF-238GG:VEGF-2578CA (OR = 4,75; P = 0,0047 
и OR = 4,09; P = 0,0142 соответственно). Наи-
больший протективный эффект показал слож-
ный генотип TNF-863CA:TNF-308GG:TNF-238GG: 
VEGF-2578CA:VEGF+936CC (OR = 0,30; P = 0,0381). 

Еще более значимый уровень различий уста-
новлен нами при сравнительном анализе частоты 
распространения комплексных генотипов, вклю-
чающих в свой состав 8 полиморфных участков 
регуляторных областей всех исследуемых ге-
нов – TNFα-VEGF-MMP2, 3, 9. В таблице 4 пред-
ставлена часть выявленных генотипов, уровень 
значения достоверности которых менее 0,01. 
В большинстве комбинированных генетических 
комплексов, тесно ассоциированных с развитием 
ВМД, выявлено наличие гомозиготного геноти-
па СС в полиморфной позиции -863 гена TNFα. 
Как правило, он сочетается с наличием в гено-
типе этих же пациентов гомозиготного геноти-
па СС гена VEGF в полиморфной позиции +936. 
Анализ аллельного полиморфизма генов метал-
лопротеиназ показал наличие в составе позитив-
но-ассоциированных комплексных генотипов, 
гомозиготных вариантов ТТ и СС в полиморф-
ных позициях -1306 и -1562 генов MMP2 и MMP9  
соответственно. 

Обсуждение
Фактор роста эндотелия сосудов, секретирую-

щийся клетками ретинального пигментного эпи-
телия, – один из важнейших регуляторов патоло-
гического ангиогенеза при ВМД, особенно при 
влажной форме [33]. Высказываются предполо-
жения о возможности влияния полиморфизма 
гена VEGF на развитие и течение заболевания, но 
данные многочисленных исследований в различ-
ных популяциях не однородны. По результатам 
большинства исследований, не выявлено ассоци-
ированности с болезнью при анализе VEGF-2578 
промоторного региона гена [19]. Показанная 
ассоциированность VEGF+936 позиции регуля-
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ТАБЛИЦА 1. ЧАСТОТА АНАЛИЗИРУЕМЫХ ГЕНОТИПОВ У ПАЦИЕНТОВ С ВМД И В КОНТРОЛЬНОЙ ГРУППЕ
TABLE 1. FREQUENCY OF THE ASSAYED GENOTYPES IN PATIENTS WITH AMD AND CONTROL GROUP

Полиморфная 
позиция

Polymorphic site

Генотип
Genotype

Пациенты
Patients

N = 102 (%)

Здоровые
Healthy persons

N = 100 (%)
OR OR 95%CI

VEGF-2578
AA 24 (23,54) 19 (19,00) 1,30 0,62-2,70
AC 55 (53,92) 52 (52,00) 1,10 0,61-1,99
CC 23 (22,54) 29 (29,00) 0,70 0,35-1,39

VEGF+936
CC 74 (72,55) 71 (71,00) 1,08 0,56-2,08
CT 27 (26,47) 26 (26,00) 1,02 0,52-2,01
TT 1 (0,98) 3 (3,00) 0,01 0,32-3,53

MMP2-1306
CC 53 (51,96) 54 (54,00) 0,94 0,52-1,70
TC 31 (30,40) 35 (35,00) 0,73 0,38-1,42
TT 18 (17,64) 11 (11,00) 1,67 0,77-3,65

MMP3-1171
5A5A 18 (17,65) 20 (20,00) 0,86 0,40-1,84
5A6A 60 (58,82) 52 (52,00) 1,32 0,73-2,39
6A6A 24 (23,53) 28 (28,00) 0,79 0,40-1,56

MMP9-1562
CC 70 (68,63) 65 (65,00) 1,18 0,63 –2,21
CT 30 (29,41) 31 (31,00) 0,93 0,49-1,77
TT 2 (1,96) 4 (4,00) 0,48 0,06-3,14

TNFα-238
AA 1 (0,98) 1 (1,00) 0,98 0,03-36,40
GA 11 (10,78) 7 (7,00) 1,61 0,55-4,83
GG 90 (88,24) 92 (92,00) 0,65 0,23-1,62

TNFα-308
AA 3 (2,94) 12 (12,00) 0,22* 0,05-0,88
GA 29 (28,43) 12 (12,00) 2,91** 1,31-6,54
GG 70 (68,63) 76 (76,00) 0,71 0,36-1,39

TNFα-863
AA 0 (0,00) 2 (2,00) 0,00 0,00-4,00
CA 24 (23,53) 33 (33,00) 0,62 0,32-1,21
CC 78 (76,47) 65 (65,00) 1,75 0,91-3,39

Примечание.* р = 0,0287; р = **0,0063; OR – отношение шансов; OR 95%CI – доверительный интервал для OR.

Note. OR, odds ratio; OR 95%CI, Confidence Interval for OR.

ТАБЛИЦА 2. ПОЗИТИВНО АССОЦИИРОВАННЫЕ С ВМД КОМПЛЕКСНЫЕ ГЕНОТИПЫ ФАКТОРА РОСТА ЭНДОТЕЛИЯ 
СОСУДОВ И МАТРИКСНЫХ МЕТАЛЛОПРОТЕИНАЗ
TABLE 2. COMPOUND GENOTYPES OF VASCULAR ENDOTHELIAL GROWTH FACTOR (VEGF) AND MATRIX 
METALLOPROTEINASES (MMP) POSITIVELY ASSOCIATED WITH AMD

Полиморфная позиция
Polymorphic site

Генотип
Genotype

Пациенты
Patients

N = 102 (%)

Здоровые
Healthy persons

N = 99 (%)
OR OR 95%CI P

VEGF-2578:MMP3-1171 AA-5А6А 18 (17,65) 7 (7,07) 2,82 1,12-7,08 0,0315
VEGF-2578:VEGF+936:MMP3-1171 CA-CT-5А5А 8 (7,84) 1 (1,01) 8,34 1,02-67,98 0,0351
VEGF-2578:VEGF+936:MMP3-1171 AA-CC-5А6А 15 (14,71) 4 (4,04) 4,09 1,31-12,81 0,0142
VEGF-2578:MMP2-1306:MMP3-1171 AA-CC-5А6А 11 (10,89) 3 (3,03) 3,91 1,06-14,48 0,0491
VEGF-2578:MMP3-1171:MMP9-1562 AA-5А6А-CT 8 (7,84) 1 (1,01) 8,34 1,02-67,98 0,0351
VEGF-2578:VEGF+936:MMP2-
1306:MMP3-1171

AA-CC-CC-
5А6А 10 (9,90) 1 (1,01) 10,77 1,35-85,80 0,0097

Примечание. OR – отношение шансов, OR 95%CI – доверительный интервал для OR, P – достоверность 
различий (двусторонний точный метод Фишера).

Note. OR, odds ratio; OR 95%CI, Confidence Interval for OR; P, p value (two-tailed Fisher Exact Test).
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ТАБЛИЦА 3. ПОЗИТИВНО И НЕГАТИВНО-АССОЦИИРОВАННЫЕ С ВМД КОМПЛЕКСНЫЕ ГЕНОТИПЫ ФАКТОРА РОСТА 
ЭНДОТЕЛИЯ СОСУДОВ И ФАКТОРА НЕКРОЗА ОПУХОЛЕЙ 
TABLE 3. COMPOUND VEGF AND TNF GENOTYPES POSITIVELY AND NEGATIVELY ASSOCIATED WITH AMD 

Полиморфная позиция
Polymorphic position

Генотип
Genotype

Пациенты
Patients
N = 102 

(%)

Здоровые
Healthy 
persons

N = 99 (%)

OR OR 
95%CI P

TNF-308:VEGF-2578 GA-CA 17 (16,67) 4 (4,04) 4,75 1,54-
14,67 0,0047

TNF-308:VEGF+936 GA-CC 23 (22,55) 11 (11,00) 2,36 1,08-
5,14 0,0379

TNF-863:TNF-308:VEGF-2578 CC-GA-CA 13 (12,75) 4 (4,04) 3,47 1,09-
11,04 0,0402

TNF-308:TNF-238:VEGF-2578 GA-GG-CA 15 (14,71) 4 (4,04) 4,09 1,31-
12,81 0,0142

TNF-308:VEGF-2578 AA-CA 2 (1,96) 9 (9,09) 0,20 0,04-
0,95 0,0315

TNF-308:TNF-238:VEGF-2578 AA-GG-CA 2 (1,96) 9 (9,09) 0,20 0,04-
0,95 0,0315

TNF-863:TNF-308:VEGF-
2578:VEGF+936 CA-GG-CA-CC 4 (3,92) 13 (13,13) 0,27 0,08-

0,86 0,0226

TNF-863:TNF-308:TNF-238:VEGF-
2578:VEGF+936

CA-GG-GG-CA-
CC 4 (3,92) 12 (12,12) 0,30 0,09-

0,95 0,0381

Примечание. OR – отношение шансов, OR 95%CI – доверительный интервал для OR, P – достоверность 
различий (двусторонний точный метод Фишера).

Note. OR, odds ratio; OR 95%CI, Confidence Interval for OR; P, p value (two-tailed Fisher Exact Test).

торного региона гена с влажной формой ВМД 
для китайской популяции [22] не подтверждается 
другими исследованиями в этой же популяции 
и не сохраняется для европейских популяций [11, 
12, 23, 31]. Эти данные подтверждаются и резуль-
татами исследования в нашей группе пациентов. 
Единичные работы, посвященные исследованию 
полиморфизма MMP и TNFα у пациентов с ВМД, 
показывают отсутствие прямой ассоциирован-
ности полиморфизма этих генов с развитием 
заболевания [7, 24, 27, 35]. Из единичных поли-
морфных позиций только для TNFα-308 пока-
зана ассоциированность с патологией в нашей 
группе пациентов, что может быть связано как с 
популяционными особенностями, так и со слож-
ностью патогенетических механизмов развития 
заболевания [4].

Учитывая сложность механизмов развития 
болезни, влияние сетевых факторов, включая 
генные сети, мы провели анализ сложных гено-
типов в анализируемых нами группах. В составе 
пяти из шести выявленных позитивно-ассоции-
рованных с ВМД генотипов VEGF-MMP присут-
ствует минорный гомозиготный генотип VEGF-
2578АА. Установлен факт более высокого уровня 
продукции фактора роста сосудистого эндотелия 
клетками у лиц, в геноме которых присутствовал 
аллель С в полиморфной позиции – 2578 [32]. 
Однако, в исследованиях Habibi I. показано, что 

полиморфизм VEGF-2578 не коррелирует с сы-
вороточным уровнем VEGF при ВМД. При этом 
гомозиготный генотип VEGF+936 CC связан с бо-
лее высоким уровнем белка, чем VEGF+936 CТ 
и ТТ генотипы при заболевании [14]. В нашей 
группе именно генотип дикого типа VEGF+936 
CC выявляется в составе комплекса с макси-
мальным значением отношения шансов раз-
вития ВМД VEGF-2578AA:VEGF+936CC:MMP2-
1306CC:MMP3-11715А6А. В составе этого 
же комплекса выявляется гомозиготный гено-
тип MMP2-1306CC. Ortak H. предположил, что 
MMP2 C-1306T промоторный полиморфизм вряд 
ли играет существенную роль в риске развития 
ВМД [ 27]. В то же время есть данные, что частота 
CC и CT генотипов выше у пациентов с ВМД мо-
ложе 65 лет, чем у здоровых [25]. Можно предпо-
ложить, что ассоциированность сложных геноти-
пов с высокими значениями отношения шансов 
развития ВМД реализуется именно за счет сете-
вого синергизма, несмотря на то, что в качестве 
мономаркеров в различных исследованиях роль 
этих полиморфных позиций сомнительна. Это 
касается и комплексов VEGF-TNFα. Переход 
к одновременному анализу полиморфизма регу-
ляторных участков генов всей сети кандидатных 
генов привел к значительному повышению их 
информационной значимости. Например, пред-
ставленный в таблице 4 генетический комплекс, 
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содержащий информацию о наличии в геноме 
пациента гомозиготного варианта CC в позиции 
-863 гена TNFα, ассоциированного с более низ-
ким уровнем продукции самого фактора некроза 
опухоли [34], гомозиготных вариантов ТТ и СС 
в позициях -1306 и -1562 генов MMP2 и MMP9 
соответственно, также ассоциированных с бо-
лее низкой продукцией самих ферментов [20, 
30] и гомозиготного варианта СС в позиции +963 
гена VEGF, напротив, ассоциированного с более 
высоким уровнем продукции фактора роста со-
судистого эндотелия [14], не только свидетель-
ствует о генетической предрасположенности 
индивида к высокому уровню базовой продук-
ции фактора роста сосудистого эндотелия в со-
четании с низким уровнем продукции фактора 
некроза опухолей и металлопротеиназ 2 и 9, но 
и характеризуется высокоинформативными ха-
рактеристиками. Так, полное отсутствие этого 
генотипа в контрольной группе приводит к ве-
личине отношения шансов OR = 18,09; р = 0,006. 
Как видно из таблицы, для пациентов с ВМД 
характерно наличие в геноме тех аллельных ва-
риантов, которые предрасполагают к развитию 
ангиогенеза, наряду с низким уровнем продук-
ции провоспалительных регуляторных факторов 
и ферментов, участвующих в разрушении меж-
клеточного матрикса при ремоделировании тка-
ней.

Закономерное выявление в составе комплекс-
ных прогностически значимых генетических 
признаков гомозиготных генотипов VEGF, ас-
социированных с высоким уровнем продукции 
этого фактора роста сосудов (+936 СС), вероятно 
связано с формированием хориоидальной неова-

скулярной мембраны при ВМД, представленной 
кровеносными сосудами в слое сетчатки глаза. 
Другими словами, в этом случае мы имеем дело 
с очевидно высокой степенью реализации факто-
ров генетической предрасположенности к разви-
тию автологических процессов в глазе, с его кли-
ническими фенотипическими проявлениями. 
Наличие в составе этих генетических комплексов 
аллелей гена TNFα, ассоциированных с низким 
уровнем экспрессии и продукции фактора некро-
за опухолей, отражает, вероятно, конкурентный 
характер сетевых взаимоотношений между ло-
кусами количественных признаков сцепленных 
с генами VEGF и TNFα. Этот вывод находит свое 
подтверждение в данных о способности TNF ин-
гибировать продукцию VEGF в клеточных куль-
турах [16]. Схожие закономерности можно отне-
сти и к взаимоотношениям генов VEGF, группы 
генов MMP и их белковых продуктов, находя-
щихся как в прямых, так и обратных связях [15].

На наш взгляд, представленные данные убеди-
тельно свидетельствуют о том, что использование 
комплексных генетических факторов, продукты 
которых принимают участие в патологическом 
процессе, с одной стороны, и являются регулято-
рами продукции в отношении друг друга, с дру-
гой стороны, имеет большую информативность 
при выявлении протективных и резистентных 
маркеров развития заболевания, чем одиночные 
генетические маркеры и могут быть использо-
ваны при скрининговых исследованиях. Кроме 
того, знания о сетевых взаимодействиях играют 
несомненную роль в понимании терапевтиче-
ских эффектов анти-VEGF-препаратов. 
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Резюме. Цель – изучить продукцию матриксных металлопротеиназы-2 и -9 в слезной жидкости и 
полиморфизм гена СFH в популяции больных первичной открытоугольной глаукомой. 

Исследование проведено на 120 глазах больных первичной открытоугольной глаукомой (ПОУГ), 
из них 34 глаза с начальной стадией, 35 глаз – с развитой, 35 – с далекозашедшей стадией и 16 глаз – с 
терминальной стадией. Контролем служили 25 пациентов без глаукомы. Объектом биохимического 
исследования служила слезная жидкость. Уровни ММП-2 и ММП-9 определяли «сэндвич»-методом 
твердофазного иммуноферментного анализа на обоих глазах. 

Материалом генетического исследования служила венозная кровь. Анализу подвергали геномную 
ДНК человека, выделенную из лейкоцитов цельной крови. Применяли метод ПЦР. 

Результаты исследования анализировали с помощью пакета прикладных статистических программ 
SAS (Statistical Analysis System, SAS Institute Inc., США) с применением стандартных алгоритмов ва-
риационной статистики, включая корреляционный анализ и анализ таблиц сопряженности, а так-
же различные типы межгруппового сравнения распределений изучаемых показателей. Установлено, 
что среднегрупповые показатели металлопротеиназ-2 и -9 увеличиваются по мере прогрессирования 
заболевания. Проведен корреляционный анализ сопряженности связи между морфометрическими, 
клинико-функциональными параметрами и количественными показателями ММП-2 и ММП-9. Из-
учена распространенность полиморфизма гена CFH с учетом стадии развития глаукомы. 

Исследование представило доказательства взаимосвязи продукции ММП-2 и ММП-9 с полимор-
физмом гена СFH, а также расширило список генетических мутаций, принимающих возможное уча-
стие в патогенезе ПОУГ. 

Ключевые слова: первичная открытоугольная глаукома, полиморфизм гена CFH, фактор комплемента Н, матриксные 
металлопротеиназы
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Введение
Первичная открытоугольная глаукома 

(ПОУГ) – тяжелое нейродегенеративное за-
болевание. Сочетание малосимптомного, тор-
пидного течения с необратимым органическим 
поражением зрительного нерва неизбежно при-
водит к утрате зрительных функций. Несмотря 
на 200-летнюю историю изучения проблемы, 
многие аспекты патогенеза глаукомы остают-
ся не до конца изученными [2]. Клинические и 
экспериментальные исследования последних 
лет подтвердили участие иммунной системы в 
нейродегенеративных реакциях, развивающихся 
в сетчатке и зрительном нерве, а также в более 
высоких отделах зрительного тракта при ПОУГ 
[6,13,30]. Активизация аутоиммунитета при глау-
коме доказана работами Tezel G. (2007; 2009) [31, 
33], Wax M.B. (2009) [35], Курышевой Н.И. (2006) 
[1], Лихванцевой В.Г. и соавт. (2014) [3]. Длитель-
ное и непрерывно прогрессирующее течение бо-
лезни, постепенное вовлечение в процесс всех 
структур глаза, расширение спектра аутоантител 

подтверждает иммунный ответ при ПОУГ [4]. 
Это объясняет смещение ракурса исследований 
в сторону лабораторной диагностики: молеку-
лярно-генетической, иммунологической и др. В 
активной разработке поиск маркеров, позволяю-
щих прогнозировать вероятность развития и ха-
рактер клинического течения ПОУГ [16]. В этом 
аспекте привлекают матриксные металлопротеи-
назы (ММП).

Иммунная система осуществляет надзор за 
постоянством гомеостаза. Сбой в ее регуляции 
способствует превращению защитных механиз-
мов в орудие повреждения. Иммунной агрессии 
подвергаются собственные нейроны: ганглиоз-
ные клетки сетчатки (ГКС), их синапсы и аксоны 
[32, 34]. Депозиты белков комплемента в сетчат-
ке глаз с терминальной глаукомой подтверждают 
ее участие в патогенезе ПОУГ [17, 28]. Система 
комплемента является неотъемлемой частью 
врожденного иммунитета и предназначена для 
очистки от нежелательных клеток, инфекцион-
ных агентов и продуктов клеточного распада [37]. 

EXPRESSION OF MATRIX METALLOPROTEINASES 
IN LACRIMAL FLUID AND GENE POLYMORPHISM OF 
COMPLEMENT FACTOR H (CFH) IN PATIENTS WITH PRIMARY 
OPEN-ANGLE GLAUCOMA
Sokolov V.A.a, Likhvantseva V.G.b, Levanova O.N.a, Nikiforov A.A.а, 
Vygodin V.A.c
a I.P. Pavlov Ryazan State Medical University, Ryazan, Russian Federation  
b The Institute of Advanced Training, Federal Medical-Biological Agency of Russia, Moscow, Russian Federation  
c State Research Center for Preventive Medicine, Moscow, Russian Federation

Abstract. The objective of our study was to evaluate production of matrix metalloproteinase–2 and -9 in 
lacrimal fluid, as well as СFH gene polymorphism in a group of patients with primary open-angle glaucoma. 

The study was performed with 120 eyes of patients with primary open-angle glaucoma (POAG) including 
34 eyes from the first-stage disease; 35 eyes, from the 2nd stage; 35, at the 3rd stage of the disorder, and 16 
eyes with stage 4 POAG. Control group consisted of 25 glaucoma-free patients. Tear fluid served as a material 
for biochemical tests. The levels of MMP-2 and MMP-9 were determined by sandwich ELISA for the both 
eyes. Venous blood was used for genetic studies. Genomic human DNA was isolated from the whole blood 
leukocytes, a polymerase chain reaction (PCR) was performed. 

The results of this study were analyzed using a package of SAS applied statistical programs (Statistical 
Analysis System, SAS Institute Inc., USA) employing standard algorithms of variation statistics, i.e., correlation 
analysis, contingency tables, and various types of intergroup comparisons for the parameters studied. The 
following results were obtained: average indices for metalloproteinases-2 and -9 were found to be increased upon 
progression of the disease. Correlation analysis of contingency relationships was performed for morphometric, 
clinical, functional parameters, and quantitative indices of MMP-2 and MMP-9. We also studied prevalence 
of CFH gene polymorphismic alleles depending on the stage of glaucoma development. One may conclude 
that our study provided evidence for a relationship between MMP-2 and MMP-9 production, and СFH 
gene polymorphism, thus expanding a list of host genetic mutations which could be potentially involved into 
pathogenesis of primary open-angle glaucoma.

Keywords: primary open-angle glaucoma, complement factor H, gene CFH, polymorphism, matrix metalloproteinases 
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Она регулируется несколькими белками, вклю-
чая фактор комплемента H (CFH). Доказано уча-
стие комплемента в деструкции синапсов цен-
тральной нервной системы (ЦНС) [22, 29], что 
делает его причастным к нейродегенеративным 
заболеваниям, включая глаукому [12, 14, 22, 24].

 На экспериментальной модели глаукомы у 
мыши DBA/2J ПОУГ манифестировала акти-
вацией воспалительных реакций с участием ка-
скада комплемента. Следом повышалось вну-
триглазное давление (ВГД) и запускался апоптоз 
ганглионарных клеток сетчатки (ГКС) [12, 25, 
27]. Представлены доказательства прямой связи 
неконтролируемой активации системы компле-
мента с прогрессированием дегенерации ГКС, 
их синапсов и аксонов при ПОУГ. Контролиру-
ющие функции гена CFH нарушаются при му-
тации фактора Н, приводя к гиперэкспрессии 
компонентов комплемента (С5, С3, C1q). Поэто-
му изучение полиморфизма гена CFH признано 
перспективным направлением исследований у 
больных ПОУГ [12, 14, 22]. 

С другой стороны, ответственность за преоб-
разование экстраклеточного матрикса (ЭКМ) 
с последующим ремоделированием диска зри-
тельного нерва (ДЗН) возлагают на матриксные 
металлопротеиназы (ММП) [20]. Морфологиче-
ские исследования структур глаза человека и жи-
вотных подтверждают их гиперэкспрессию при 
глаукоме в трабекулярной сети [7, 9, 11], в шлем-
мове канале [23], в сетчатке [8, 10], решетчатой 
пластине склеры [36] и диске зрительного не-
рва [19]. Предполагают наличие причинно-след-
ственной связи между уровнем ММП и реакци-
ями ремоделирования ДЗН и сетчатки. В связи с 
чем концентрацию ММП определяют во внутри-
глазной жидкости [15, 21, 26], в сыворотке крови, 
слезной жидкости. Продукция ММП находится 
под контролем иммунной системы [5]. 

К настоящему времени не установлено, как 
связаны между собой полиморфизм гена CFH и 
экспрессия ММП. Между тем, оба маркера ас-
социируются с развитием и прогрессированием 
ПОУГ. 

Цель исследования – изучить продукцию ма-
триксных металлопротеиназы–2 и -9 в слезной 
жидкости и полиморфизм гена СFH в популяции 
больных первичной открытоугольной глаукомой.

Материалы и методы
Работа представляет собой статическое иссле-

дование, в ходе которого методом рандомизации 
осуществляли набор пациентов с ПОУГ. Пациен-
тов обследовали на базе поликлинического отде-
ления Государственного бюджетного учреждения 
Рязанской области «Клиническая больница им. 
Н.А. Семашко». 

Критерии включения в исследования: паци-
енты с впервые выявленной ПОУГ. 

Критерии исключения: нормотензивная, за-
крытоугольная и псевдоэксфоллиативная глауко-
ма, операции, травмы, воспалительные и аутоим-
мунные заболевания глаз в анамнезе, заболевания 
сетчатки и зрительного нерва, помутнение рого-
вицы, затрудняющие осмотр глазного дна, аме-
тропия высокой степени; тяжелая соматическая 
патология (инфаркт миокарда, инсульт, флебо-
тромбоз), острые заболевания печени и почек, 
нейроэндокринные, психические заболевания. 

Соматический статус оценивался кардиологом 
и/или терапевтом и эндокринологом.

Материалом для исследования служили 66 
(120 глаз) больных с различными стадиями ПОУГ; 
из них 23 женщины и 43 мужчины. Возрастной 
коридор обследованных больных ПОУГ колебал-
ся от 39 до 79 лет, составляя в среднем 63,8±0,74 
года. Из них: на 34 глазах была 1 стадия, на 35 – 2 
стадия, на 35 глазах – 3 стадия, и в 16 глазах- 4 
стадия заболевания. В нашей популяции ПОУГ 
на 12 глазах заболевание еще не проявилось. 

Контролем служили 25 пациентов без ПОУГ, 
аналогичного возрастного коридора и частоты 
сопутствующей патологии. Из них: 15 мужчин и 
10 женщин, средний возраст 65,0±1,6 года (от 47 
до 77 лет). В контроль не входили лица с отяго-
щенным анамнезом по глаукоме (наследственная 
форма ПОУГ). Группа контроля была рандомизи-
рована по гендерному признаку, возрасту, распро-
страненности сердечно-сосудистых заболеваний, 
аметропиям. Такой подход минимизировал роль 
этих факторов риска, способствуя более точной 
оценке роли ММП-2, ММП-9 во взаимосвязи с 
генотипом СFH. 

ПОУГ диагностировали в соответствии с Фе-
деральными стандартами диагностики первич-
ной открытоугольной глаукомы (код МКБ: 40.1).

Всем пациентам проводили офтальмологиче-
ское обследование: 

– визометрию; 
– биомикроскопию; 
– авторефрактометрию; 
– офтальмоскопию;
– тонометрию; 
– тонографию (GlauTest-60) – определяли сле-

дующие показатели: истинное внутриглазное дав-
ление Ро (мм рт. ст.), коэффициент легкости оттока 
внутриглазной жидкости С (мм3/мин/мм рт. ст.),  
минутный объем секреции внутриглазной жид-
кости F (мм3/мин), V (объем вытесненной за вре-
мя тонографии из передней камеры глаза внутри-
глазной жидкости; мм3), коэффициент Беккера 
(КБ);

– компьютерную периметрию (OCTOPUS 
900, Швейцария) – использовали стандартную 
пороговую программу 32, рекомендуемую для 
диагностики глаукомы; пациентам с аномалиями 
рефракции и пресбиопией компьютерную пери-
метрию проводили в условиях очковой коррек-
ции для близи; анализировали три основных по-
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казателя, отражающих данные периметрии: МD 
(mean deviation) – среднее отклонение дефекта 
в анализируемой группе от возрастной нормы; 
MS (mean sensitivity) – средняя внутригруппо-
вая светочувствительность, SLV (corrected loss 
variance) – корректированная внутригрупповая 
вариабельность снижения светочувствитель-
ности (отражает выраженность очаговых изме-
нений); анализировали локализацию дефектов 
поля зрения и характер снижения светочувстви-
тельности; 

– оптическую когерентную томографию (ОКТ)  
(Stratus 3000, фирма Zeiss, Германия) – оцени-
вали параметры ДЗН и толщину слоя нервных 
волокон сетчатки (СНВС) в перипапиллярной 
зоне, толщину сетчатки в различных зонах, ве-
рифицируя признаки глаукомного ремоделиро-
вания. Данные представляли в виде стандартных 
протоколов сканирования макулы и ДЗН. 

Обследование дополняли лабораторно-
генетическими исследованиями.

Концентрацию ММП-2 и ММП-9 в слезной 
жидкости (СЖ) обоих глаз определяли «сэндвич»-
методом твердофазного иммуноферментного 
анализа. ММП-2 оценивали с помощью тест-
набора фирмы BCM Diagnostics, ММП-9 – реак-
тивом фирмы Bander Medsystems. Чувствитель-
ность для ММП-2 составляла 0,047 нг/мл, для 
ММП-9-0,156 нг/мл. 

Генетический анализ проводили методом по-
лимеразной цепной реакции. Изучали однону-
клеотидные полиморфизмы (SNPs) гена СFН 
(фактора комплемента Н). Генотип определяли 
по ДНК, выделенной из лейкоцитов цельной пе-
риферической крови с помощью реагента «ДНК-
экспресс-кровь» и системы SNP-экспресс-РВ 
(ООО НТП «Литех», Москва). 

Результаты исследования анализировали 
с помощью пакета прикладных статистиче-
ских программ SAS (Statistical Analysis System,  

SAS Institute Inc., США) с применением стан-
дартных алгоритмов вариационной статистики, 
включая корреляционный анализ и анализ та-
блиц сопряженности, а также различные типы 
межгруппового сравнения распределений изуча-
емых показателей. 

Результаты
Определяли референтные значения для 

ММП-2 и ММП-9. Было установлено, что кон-
центрация ММП-2 в слезной жидкости здо-
ровых лиц (контроль) составляет в среднем 
2,64±0,68 нг/ мл, а концентрация ММП-9 – 
80,36±14,65 нг/ мл. У больных глаукомой кон-
центрация ММП-2 составила 3,59±1,4 нг/мл, а 
ММП-9 – 136,1±26,4 нг/ мл (рис. 1, 2).

Было установлено, что среднегрупповые по-
казатели металлопротеиназ-2 и -9 увеличиваются 
от стадии к стадии заболевания (табл. 1). 

Достоверное повышение концентрации 
ММП-2 в слезе по сравнению с контролем по-
являлось только со второй стадии заболевания 
(p < 0,001), показатели сохранялись повышенны-
ми на 3 и 4 стадии процесса (p < 0,001 и р < 0,01). 
Иными словами, ПОУГ не манифестировала на 
фоне высокого уровня продукции ММП-2 в слез-
ной жидкости, но переход заболевания с менее 
продвинутой (первой) на более развитую (вторую 
или третью) стадию сопровождался ростом кон-
центрации ММП-2. Уровни фермента на дале-
козашедшей стадии ПОУГ в 1,5 раза превысили 
контрольные показатели. Продукция ММП-9 
имела сходную закономерность с увеличением 
концентрации от стадии к стадии. Однако досто-
верная разница по сравнению с контролем про-
являлась, начиная с первой стадии заболевания 
(p < 0,001). 

Повышение ММП-2 и ММП-9 в слезе глаз с 
ПОУГ указывало на возможное их участие в па-
тологическом процессе. Будучи маркером ак-

Рисунок 1. Концентрация ММП-2 (нг/мл) в слезе у 
пациентов группы контроля и больных первичной 
открытоугольной глаукомой (ПОУГ)
Figure 1. Concentration of MMP-2 (ng/ml) in lacrimal fluid of 
control subjects and patients with primary open-angle glaucoma

Рисунок 2. Концентрация ММП-9 (нг/мл) в слезе у 
пациентов группы контроля и больных первичной 
открытоугольной глаукомой (ПОУГ)
Figure 2. Concentration of MMP-9 (ng/ml) in lacrimal fluid of 
control subjects and patients with primary open-angle glaucoma
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тивности воспаления и деградации экстрацел-
люлярного матрикса, дестабилизации клеток и 
повреждения тканей, ММП-2 и ММП-9 могли 
свидетельствовать о начале перестройки тканей 
на уровне трабекулярной сети, сетчатки и голов-
ки зрительного нерва. Версию проверяли мето-
дом корреляционного анализа (табл. 2). 

Таким образом, более высоким значениям 
ММП-2 и ММП-9 соответствовали признаки 
усугубления патологического процесса.

Выявлена прямая сопряженная связь между 
ММП-2 и ММП-9 (коэффициент сопряженно-
сти k = 0,647, р < 0,001). Группа глаз с повышен-
ным уровнем ММП-9 в слезе отличалась наи-
большей пропорцией глаз (81,82%) с высокими 
значениями ММП-2 (> 4,0 нг/мл) (табл. 3). 

Затем мы попытались установить, как связана 
продукция ММП-2 и ММП-9 с генотипом СFH 
и распространенность полиморфизма гена CFH 
при ПОУГ в целом.

Гомозигот по полиморфизму Т402Н обознача-
ли как генотип СС, гетерозигот, имеющих только 
одну аллель Т402Н, как генотип ТС, а гомозигот 
без данного полиморфизма обозначали как гено-
тип ТТ.

Было установлено, что распространенность 
гомозигот с отсутствием полиморфизма гена 
CFH (генотип ТТ) составляет 42% популяции 
ПОУГ и 32% контроля; частота гетерозигот (ге-
нотип ТС) – 58 и 68% соответственно (рис. 3). 

Было установлено, что манифестация ПОУГ 
ассоциируется с носительством фактора мутации 
в гене СFH (75% гетерозигот на 1 стадии, генотип 
ТС). От стадии к стадии частота гетерозигот сни-
жается с 75 до 30% (4 стадия, р < 0,05), гомози-
готы (генотип ТТ), напротив, выявляются чаще, 
достигая 70% к 4 стадии (р < 0,05) (рис. 4).

Превалирование локальных мутаций в гене 
фактора комплемента Н на этапе манифестации 
ПОУГ косвенно свидетельствовало о том, что 

ТАБЛИЦА 1. УРОВЕНЬ ММП-2 И ММП-9 (нг/мл) В СЛЕЗЕ У ПАЦИЕНТОВ ГРУППЫ КОНТРОЛЯ И БОЛЬНЫХ 
С РАЗЛИЧНЫМИ СТАДИЯМИ ПЕРВИЧНОЙ ОТКРЫТОУГОЛЬНОЙ ГЛАУКОМОЙ (ПОУГ)
TABLE 1. LEVELS OF MMP-2 AND MMP-9 (ng/ml) IN LACRIMAL FLUID OF THE PATIENTS FROM CONTROL GROUP, AND 
PATIENTS AT DIFFERENT STAGES OF PRIMARY OPEN-ANGLE GLAUCOMA (POAG)

Группы пациентов
Groups of patients

n – количество 
глаз

n, number of eyes

ММП-2 (нг/мл)
MMP-2 (ng/ml)

Mean±SD

ММП-9 (нг/мл)
MMP-9 (ng/ml)

Mean±SD
Контроль
Сontrol 28 2,64±0,68 80,36 ±14,65

1 стадия ПОУГ
Stage 1 POAG 34 2,89±0,91

р = 0,23385 (NS)
119,18±17,04

р = 0,00000, р < 0,001

2 стадия ПОУГ
Stage 2 POAG 35

3,71±1,27
р = 0,0016, р < 0,001;
р1 = 0,0030, р1 < 0,01

130,87±24,18
р = 0,00000, р < 0,001;
р1 = 0,02368, р1 < 0,05

3 стадия ПОУГ
Stage 3 POAG 35

3,97±1,62
р = 0,00006, р < 0,001;
р1 = 0,00114, р1 < 0,01;

р2 = 0,45749 (NS)

146,18±25,44
р = 0,00000, р < 0,001;

р1 = 0,00000, р1 < 0,001;
р2 = 0,01202, р2 < 0,05

4 стадия ПОУГ
Stage 4 POAG 16

4,0±1,59
р = 0,00439, р < 0,01;

р1 = 0,00289, р1 < 0,01;
р2 = 0,48821, (NS)
р3 = 0,95104, (NS)

161,56±21,81
р = 0,00000, р < 0,001;

р1 = 0,00000, р1 < 0,001;
р2 = 0,00007, р2 < 0,001;
р3 = 0,04184, р3 < 0,05

Примечание. р – достоверность показателей по сравнению с контрольной группой, р1 – достоверность 
показателей по сравнению с 1 стадией ПОУГ, р2 – со 2 стадией ПОУГ, р3 – с 3 стадией ПОУГ.

Note. р, significance of differences as compared with control group; р1, the significance of differences as compared to stage 1 
POAG, р2, to stage 2 POAG, р3, to stage 3 POAG.

Рисунок 3. Полиморфизм гена CFH в популяции 
больных первичной открытоугольной глаукомой 
и в группе контроля 
Figure 3. CFH gene polymorphism in a population of patients 
with primary open-angle glaucoma and in control group
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ТАБЛИЦА 2. КОРРЕЛЯЦИОННЫЙ АНАЛИЗ СВЯЗЕЙ (ПО ПИРСОНУ) МЕЖДУ МОРФОМЕТРИЧЕСКИМИ, КЛИНИКО-
ФУНКЦИОНАЛЬНЫМИ ПАРАМЕТРАМИ И КОЛИЧЕСТВЕННЫМИ ПОКАЗАТЕЛЯМИ ММП-2 И ММП-9
TABLE 2. CORRELATION ANALYSIS OF RELATIONSHIPS BETWEEN THE MORPHOMETRIC, CLINICAL AND FUNCTIONAL 
PARAMETERS (BY PEARSON), AND QUANTITATIVE INDICES OF MMP-2 AND MMP-9

Морфометрические и клинико-функциональные параметры
Morphometric and clinical-functional parameters

ММП-2
MMP-2

ММП-9
MMP-9

Острота зрения с коррекцией 
Vision with correction

r -0,32996 -0,52938
p < 0,001 < 0,001

То
но

гр
аф

ич
ес

ки
е 

по
ка
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ли
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no

pg
ra

ph
ic

 in
de

xe
s

Внутриглазное давление (ВГД) 
Intraocular pressure (IOP)

r 0,33509 0,21644
p < 0,01 < 0,01

Коэффициент легкости оттока внутриглазной жидкости (С)
The easeness coefficient for intraocular fluid outflow (С)

r -0,1919, -0,3491

p < 0,05 < 0,001

Минутный объем секреции внутриглазной жидкости (F)
Volume of intraocular fluid secretion per min. (F)

r -0,0771 -0,18857
p 0,3324 н/д < 0,05

Коэффициент Беккера (КБ)
The Becker Coefficient

r 0,25611 0,19418
p < 0,01 < 0,05

М
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Средняя толщина фовеа
The average fovea thickness 

r -0,20756 -0,16891
p < 0,01 < 0,05

Общий макулярный объем (мм³)
Total macular volume, mm3

r -0,27251 -0,48461
p < 0,001 < 0,001

Средняя толщина СНВС
The average thickness of the retinal nerve fiber layer

r -0,38964 -0,59308
p < 0,001 < 0,001

Средняя толщина СНВС в верхних отделах
Average thickness of the retinal nerve fiber layer in top segments

r -0,31155 -0,53015

p < 0,001 < 0,001

Средняя толщина СНВС в нижних отделах
Average thickness of the retinal nerve fiber layer in lower segments

r -0,40373 -0,57124
p < 0,001 < 0,001

Площадь экскавации
Square cup

r 0,36984 0,43462
p < 0,001 < 0,001

Отношение экскавации к ДЗН
Square cup/ disc ratio

r 0,31095 0,44614
p < 0,001 < 0,001

Отношение экскавации/горизонтальный размер ДЗН
Cup/Disk Horizontal Ratio

r 0,29784 0,40315
p < 0,001 < 0,001

Отношение экскавации/вертикальный размер диска
Cup/Disk Vertical Ratio

r 0,33069 0,44827
p < 0,001 p< 0,001

Площадь нейроретинального пояска
The area of the disc rim

r -0,30358 -0,43025
p < 0,001 < 0,001
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МD (mean deviation) – среднее отклонение дефекта в анализируе-
мой группе от возрастной нормы

МD (mean deviation) in the group from age reference values 

r 0,33831 0,63614

p < 0,001 < 0,001

MS (mean sensitivity) – средняя внутригрупповая светочувстви-
тельность

MS (mean sensitivity), mean light sensitivity within the group

r -0,3383 -0,63684

p < 0,001 p< 0,001

– корректированная внутригрупповая вариабельность снижения 
светочувствительности 

SLV (corrected loss variance), corrected variability of light sensitivity within 
the group

r 0,27873 0,43984

p < 0,001 < 0,001

Среднегрупповая суммарная диффузная светочувствительность
Medium total diffuse photosensitivity in the group

r -0,33769 -0,63483
p < 0,001 < 0,001
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нарушение регуляции в системе комплемента 
может стать предрасполагающим фактором, об-
уславливающим повышенную чувствительность 
к патогенным механизмам ПОУГ. 

Уровень продукции ММП-2 не зависил от 
принадлежности к генотипу CFH, чего нельзя 
сказать о продукции ММП-9 (табл. 4). Достовер-
но чаще повышенные уровни ММП-9 выявля-
лись у лиц с генотипом ТТ (коэффициент сопря-
женности k = 0,650, р < 0,001).

Таким образом, прослеживалась прямая со-
пряженная связь ММП-9 с генотипом ТТ и с 

ММП-2, и опосредованная связь ММП-2 с гено-
типом ТТ.

Обсуждение
Публикации последних лет отражают дис-

куссию о первичности того или иного феноме-
на. Согласно одной из версий, высокие концен-
трации металлопротеиназ-2 и -9 обуславливают 
перестройку трабекулярного аппарата, снижение 
оттока водянистой влаги и развитию офтальмо-
гипертензии, что в свою очередь ускоряет про-
грессирование оптической нейропатии [7, 19]. 

ТАБЛИЦА 3. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ УРОВНЕЙ ММП-2 ВО ВЗАИМОСВЯЗИ С УРОВНЕМ ПРОДУКЦИИ ММП-9
TABLE 3. DISTRIBUTION OF MMP-2 LEVELS AND THEIR CORRELATION WITH MMP-9 PRODUCTION LEVELS 

Частота в %
Frequency 

of occurrence (%)

Контроль
Сontrols

Группа ПОУГ
POAG group 

ММП-2
2,0-4,0 нг/мл

MMP-2
2.0-4.0 ng/ml

ММП-2
> 4,0 нг/мл

MMP-2
> 4.0 ng/ml

ММП-2
2,0-4,0 нг/мл

MMP-2
2,0-4,0 ng/ml

ММП-2
> 4,0 нг/мл

MMP-2
> 4,0 ng/ml

ММП-9
< 90,0 нг/мл
MMP-9
< 90.0 ng/ml

17
60,71%

0
0,00%

0
0,00%

0
0,00%

ММП-9
90,0-130,0 нг/мл
MMP-9
90,0-130,0 ng/ml

11
39,29%

0
0,00%

54
55,10%

4
18,18%

ММП-9
> 130,0 нг/мл
MMP-9 
> 130,0 ng/ml

0
0,00%

0
0,00%

44
44,90%

18
81,82%

р < 0,001

Всего 
Total 28 0 98 22

Рисунок 4. Распространенность полиморфизма гена CFH с учетом стадии развития глаукомы 
Figure 4. The CFH gene polymorphism at different clinical stages of glaucoma

ТС TT

Контроль
(Control)

1 стадия
(Stage 1 POAG)

2 стадия
(Stage 2 POAG)

3 стадия
(Stage 3 POAG)

4 стадия
(Stage 4 POAG)

p < 0,05 p < 0,05

32%

68% 75% 64% 60%

30%

25%
36% 40%

70%
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В этом случае гиперэкспрессия ММП-2 и ММП- 9 
должны предшествовать офтальмогипертензии. 
По нашим данным, продукция ММП-9 повы-
силась практически одновременно с офтальмо-
гипертензией или предшествовала ей. Учитывая, 
что клинически значимое повышение уровня 
фермента ММП-9 зафиксировано на 1 стадии, 
а ММП-2 – на 2 стадии заболевания, можно ут-
верждать, что гиперэкспрессия ММП- 2 – это, 
скорее, сопряженный эпифеномен, развиваю-
щийся в ответ на повышение уровня продукции 
ММП-9. 

Наряду с этим, более высокие значения 
ММП-2 и ММП-9 ассоциировались с морфо-
метрическими и функциональными признаками 
отягощения глаукомного процесса (см. табл. 2). 
Как известно, отрицательный тканевой гоме-
остаз, проявляющийся истончением сетчатки 
и/ или отдельных ее структур (СНВС, фовеа, 
НРП) с уменьшением объема или площади ее то-
пографических зон (макула, фовеа), увеличени-
ем экскавации ДЗН сопровождается снижением 
зрительных функций. 

ММП-2 и ММП-9 прямо коррелировали с 
ВГД, площадью экскавации и его отношением 
к размерам ДЗН, а также периметрическими 
индексами MD и SLV. Обратная корреляция 
прослеживалась с остротой зрения, коэффици-
ентом легкости оттока внутриглазной жидко-
сти, с минутным объемом секреции внутриглаз-
ной жидкости, со средней толщиной сетчатки 
в фовеа, общим макулярным объемом, сред-
ней толщиной слоя нервных волокон сетчатки 
в верхнем и нижнем ее отделах, с площадью 
нейро ретинального пояска (НРП), периметри-
ческим индексом MS. 

Известно, что MMП2 совместно с MMП9 
участвуют в деградации коллагена IV типа, глав-
ного компонента базальных мембран, фиброзно- 
соединительной оболочки глаза и роговицы. 
MMП2 может также разрушать другие типы кол-
лагенов (V, VII и X), эластин и фибронектин, 
модулируя функции различных белков, напри-
мер, расщеплять моноцитарный хемотаксиче-
ский белок, приводя к уменьшению воспаления 
и обеспечивая вазоконстрикцию [20]. Заметим, 
этот фермент может оказывать как провоспали-
тельный, так и противовоспалительный эффект в 
зависимости от его концентрации в тканях [18]. 
Будучи маркером активности воспаления и одно-
временно деградации ЭКМ, дестабилизации кле-
ток и повреждения тканей, повышенные уровни 
ММП-2 и ММП-9 ускоряют ремоделирование 
тканей на уровне трабекулярной сети, сетчатки 
и головки зрительного нерва. Очередность всту-
пления ферментов свидетельствует о том, если 
гиперэкспрессия ММП-9 – это реакция глаза в 
ответ на патогенные механизмы ПОУГ, в то время 
как гиперэкспрессия ММП-2 – адаптационно-
приспособительная реакция, направленная на 
ингибирование локального воспаления тканей 
глаза, развившегося на фоне деградации экстра-
целлюлярного матрикса и повреждения тканей. 

Достоверно чаще концентрация ММП-9 
выше у больных с генотипом ТТ гена СFH, чем 
объяснялась аккумуляция больных с этим гено-
типом на более высоких стадиях ПОУГ.

Результаты свидетельствуют о том, что ге-
терозиготы по гену СFH (генотип ТС) имеют 
предрасположенность к заболеваемости ПОУГ, 
в то время как гомозиготы (генотип ТТ) более 
чувствительны к ее патогенным механизмам, от-
вечая на них более высоким уровнем иммунного 

ТАБЛИЦА 4. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНА CFH С УЧЕТОМ ПРОДУКЦИИ ММП-9
TABLE 4. DISTRIBUTION OF CFH GENE POLYMORPHISM WITH RESPECT TO MMP-9 PRODUCTION

Частота в %
Frequency 

of detection (%) 

Контроль
Сontrols

Группа ПОУГ
POAG group 

ТТ ТС ТТ ТС
ММП-9
< 90,0 нг/мл
MMP-9
< 90.0 (ng/ml)

3
37,50%

14
70,00%

0
0,00%

0
0,00%

ММП-9
90,0-130,0 нг/мл
MMP-9
90.0-130.0 (ng/ml)

5
62,50%

6
30,00%

22
36,07%

36
61,02%

ММП-9
> 130,0 нг/мл
MMP-9
> 130.0 (ng/ml)

0
0,00%

0
0,00%

39
63,93%

р < 0,001

23
39,98%

Всего
Total 8 20 61 59
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реагирования (включая МПП-2 и ММП-9). У па-
циентов с генотипом ТС гена СFH заболевание 
протекает медленнее, они дольше остаются на 1 
стадии заболевания, а гомозиготы (генотип ТТ) 
ассоциируются с более агрессивным течением 
заболевания.

Таким образом, наше исследование пред-
ставило доказательства взаимосвязи продукции 
ММП-2 и ММП-9 с полиморфизмом гена СFH, 
а также расширило список генетических мута-
ций, принимающих возможное участие в патоге-
незе ПОУГ. 
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ПОИСК ТКАНЕЙ-МИШЕНЕЙ В ГЛАЗНОЙ ОРБИТЕ 
ДЛЯ АУТОИММУННОЙ АГРЕССИИ ТИРЕОИДНЫХ АНТИТЕЛ 
ПРИ ЭНДОКРИННОЙ ОФТАЛЬМОПАТИИ
Лихванцева В.Г.1, Афанасьев М.С.2, Руденко Е.А.1, Караулов А.В.2, 
Коростелева Е.В.1
1 ФГБОУ ДПО «Институт повышения квалификации» Федерального медико-биологического агентства 

России, Москва, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» 

Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Методом корреляционного анализа авторы попытались выявить возможные ткани-мише-
ни тиреоидных аутоантител в орбите при эндокринной офтальмопатии (ЭОП). 

Обследовали 139 пациентов (278 глазных орбит) больных эндокринной офтальмопатией, раз-
вившейся на фоне диффузного токсического зоба (ДТЗ). Иммунологические показатели (антитела 
к рецептору тиреотропного гормона, антитела к тиреоглобулину, антитела к тиреопероксидазе – АТ 
к рТТГ, АТ к ТГ, АТ к ТПО) сопоставляли с данными инструментальной диагностики (мультиспи-
ральная компьютерная томография, ультразвуковое исследование орбиты, экзофтальмометрия) 
и клинической симптоматикой. Благодаря корреляционному анализу, авторам удалось продемон-
стрировать разную степень ассоциативной связи тиреоидных антител (АТ к рТТГ, АТ к ТГ, АТ к ТПО) 
с орбитальными тканями и клиническими проявлениями ЭОП. В частности, по сравнению с серо-
негативными пациентами носители антител к рТТГ и антител к ТГ отличались более высоким экзоф-
тальмом (19,16±0,26 мм, р < 0,001 и 19,41±0,40 мм, р < 0,05 соответственно) и суммарным мышечным 
индексом (2,42±0,05, р < 0,01 и 2,42±0,08 н/д соответственно), в то время как у носителей АТ к рТТГ 
и ТПО сильнее отекали веки (1,01±0,04, р < 0,001 и 0,62±0,06, р < 0,05 соответственно). Носительство 
АТ к ТГ ассоциировалось с синхронным вовлечением двух структур орбиты: экстраокулярных мышц 
и ретробульбарной клетчатки, что нашло отражение в повышении среднегруппового интегрального 
показателя экзофтальма в группе.

Ключевые слова: эндокринная офтальмопатия, болезнь Грейвса, тиреоидные антитела, антитела к тиреоглобулину, 
антитела к тиреопероксидазе, глазная орбита, экзофтальм
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Введение
Эндокринная офтальмопатия (ЭОП) – про-

грессирующее аутоиммунное воспаление структур 
орбиты, ассоциированное с аутоиммунными за-
болеваниями щитовидной железы, проявляюще-
еся патологическими изменениями орбитальных 
структур (ретробульбарная клетчатка, экстра-
окулярные мышцы, вовлечением зрительного не-
рва и роговицы), а также придаточного аппарата 
глаза (веки, конъюнктива, слезное мясцо и слез-
ная железа) [1, 6]. В подавляющем большинстве 
случаев ЭОП развивается на фоне манифестиро-
вавшего диффузного токсического зоба или син-
хронно с ним [7, 12, 13]. 

Клиническая картина эндокринной офталь-
мопатии проявляется триадой симптомов: эк-
зофтальмом, глазодвигательными нарушения-
ми и отеком/утолщением век [8]. Экзофтальм 
обусловлен увеличением объема орбитальной 
структуры или нескольких структур, вовлечен-
ных в аутоиммунный процесс: ретробульбар-
ной клетчатки (РБК), экстраокулярных мышц 
(ЭОМ) либо одновременным вовлечением обе-
их структур. Глазодвигательные нарушения воз-

никают вследствие аутоиммунного воспаления 
в тандеме с увеличением объема и изменени-
ем структуры экстраокулярных мышц, а отек/
утолщение век – вследствие воспаления круго-
вой мышцы века. В зависимости от вовлечен-
ной в патологический процесс ткани-мишени  
(РБК/ЭОМ/РБК + ЭОМ/веки) выделяют кли-
нико-рентгенологическую форму ЭОП: липо-
генная, миогенная, смешанная [1, 3]. Количество 
вовлеченных структур тесно связано с клиниче-
скими характеристиками заболевания: активно-
стью и тяжестью. С другой стороны, установлено, 
что активность и тяжесть заболевания определя-
ются амплитудой аутоиммунного воспаления 
орбиты и прямо коррелируют с аутоиммунным 
и тиреоидным статусом пациента. 

Спектр АТ при аутоиммунной патологии щи-
товидной железы (ЩЖ) не ограничивается толь-
ко АТ к рТТГ. От 50 до 70% больных ДТЗ явля-
ются носителями АТ к ТГ, которые не фиксируют 
комплемент и не обладают цитотоксичной актив-
ностью, и 50-80% пациентов с ДТЗ серопозитив-
ны по АТ к тиреопероксидазе (АТ к ТПО). Эти 
АТ фиксируют комплемент и обладают цитоток-
сической активностью; они также тесно корре-

SEARCH FOR TARGET TISSUE IN THE EYE ORBIT FOR 
AUTOIMMUNE AGGRESSION OF THYROID ANTIBODIES IN 
ENDOCRINE OPHTHALMOPATHY
Likhvantseva V.G.a, Afanasiev M.S.b, Rudenko E.A.a, Karaulov A.V.b, 
Korostelyova E.V.a
a Federal State Institute for Advanced Skills, Federal Medical-Biological Agency of Russia, Moscow, Russian 
Federation  
b First Moscow State I.M. Sechenov Medical University, Moscow, Russian Federation

Abstract. We searched for a possible target tissue in eye orbit for thyroid autoantibodies in endocrine 
ophthalmopathy (Graves’ disease), using correlation analysis method. We examined a group of 139 patients (278 
eye orbits) with thyroid-associated ophthalmopathy associated with diffuse toxic goiter. Serological parameters 
(antibodies to thyroid-stimulating hormone receptor; thyroglobulin, thyroid peroxidase) were compared with 
instrumental diagnostic data (multi-layer CT, ultrasonography of eye orbit, and exophthalmometer), as well as 
clinical symptoms. Statistical correlation analysis enabled us to show different degrees of association between 
thyroid antibodies and clinical manifestations of Graves’ disease and eye orbit involvement. 

Especially, carriers of antibodies to TSH receptor and thyroglobulin (as compared to seronegative 
patients) exhibited higher exophthalmos scores (19.16±0.26 mm, p < 0.001, and 19.41±0.40 mm, p < 0.05, 
respectively), and with total muscle index (2.42±0.05, p < 0.01, and 2.42±0.08, respectively). Meanwhile, 
eyelids in carriers of antibodies to TSH receptor and thyroid peroxidase proved to be more swollen (p < 0.001, 
p < 0.05, respectively). Carriage of antibodies to thyroglobulin was associated with synchronous involvement of 
two structures of the eye orbit: extraocular muscles and retrobulbar tissue, which is reflected by increase in the 
average ntegral exophthalmos index within the group.

Keywords: thyroid-associated ophthalmopathy, Graves’ disease, thyroid antibodies, TSH receptor, thyroglobulin antibodies, thyroid 
peroxidase antibody, eye orbit, exophthalmos
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лируют с гистологической картиной и степенью 
лимфоидной инфильтрации ЩЖ при БГ. В ис-
следованиях В.Г. Лихванцевой и соавт. выявлена 
положительная корреляционная связь между АТ 
к рТТГ и активностью и тяжестью заболевания 
[5], а также связь АТ к ТПО и тяжестью ЭОП, что 
позволяет причислить АТ к ТПО – к факторам 
риска, способствующим повышению тяжести ау-
тоиммунного воспаления в орбите при ЭОП [4]. 
При этом отсутствует анализ причин этой связи. 
В связи с чем методом корреляционного анализа 
между количественными показателями тирео-
идных аутоантител и клинико-рентгенологиче-
скими параметрами ЭОМ и РБК мы попытались 
«вычислить» их возможные мишени в орбите. 
В перспективе это позволяло выйти на прогноз 
формы и исход заболевания. 

Цель исследования – поиск тканей-мишеней 
тиреоидных антител для аутоиммунной агрессии 
в орбите при эндокринной офтальмопатии.

Материалы и методы
В исследование вошли 139 больных (278 ор-

бит) с впервые выявленной ЭОП, ассоцииро-
ванной с диффузным токсическим зобом (ДТЗ). 
На протяжении 1 года пациентов наблюдали оф-
тальмолог и эндокринолог, осматривая каждые 3 
месяца со дня первичного визита. 

ДТЗ диагностировал эндокринолог на основа-
нии анамнеза, данных осмотра, уровня тиреоид-
ных гормонов (свТ4, свТ3), тиреотропного гормо-
на (ТТГ), показателей антител к рецептору ТТГ 
(АТ к рТТГ), а также эхографии щитовидной же-
лезы. Дополнительно определяли количествен-

ТАБЛИЦА 1. ТИРЕОИДНЫЕ АНТИТЕЛА ВО ВЗАИМОСВЯЗИ С ЭКЗОФТАЛЬМОМ ПРИ ЭНДОКРИННОЙ 
ОФТАЛЬМОПАТИИ
TABLE 1. THYROID ANTIBODIES IN CONJUNCTION WITH EXOPHTHALMOS WITH ENDOCRINE OPHTHALMOPATHY

Вид антител
Type of antibodies

АТ-негативные 
пациенты

AT-negative patients

АТ-позитивные 
пациенты

AT-positive patients

Достоверность 
различий

Significance of 
differences

Данные экзофтальмометрии по Гертелю (мм)
These exophthalmometer by Hertel (mm)

АТ к ТПО 
Antibodies to thyroid 
peroxidase

Интервал значений 
Range of values (n = 50) 12-24 (n = 108) 10-28

р = 0,3757, NS
Мср = М±m 18,46±0,46 18,98±0,34

АТ к рТТГ 
Antibodies to thyroid 
stimulating hormone 
(TSH) receptor

Интервал значений 
Range of values (n = 60) 12-23 (n = 200) 10-30

р < 0,001
Мср = М±m 17,06±0,35 19,16±0,26

АТ к ТГ 
Antibodies to 
thyroglobulin

Интервал значений 
Range of values (n = 72) 12-24 (n = 80) 12-27

р < 0,05
Мср = М±m 18,15±0,32 19,41±0,40

Данные протрузии глазного яблока по МСКТ (cм)
Data on eyeball protrusion shown by MSCT (cm)

АТ к ТПО 
Antibodies to thyroid 
peroxidase

Интервал значений 
Range of values (n = 44) 1,2-2,6 (n = 86) 1,3-2,9

р = 0,1725, NS
Мср = М±m 1,96±0,05 2,04±0,04

АТ к рТТГ 
Antibodies to thyroid 
stimulating hormone 
(TSH) receptor

Интервал значений 
Range of values (n = 36) 1,5-2,6 (n = 142) 1,2-3,3

р = 0,7431, NS
Мср = М±m 2,02±0,06 2,04±0,03

АТ к ТГ 
Antibodies to 
thyroglobulin

Интервал значений 
Range of values (n = 62) 1,2-2,6 (n = 62) 1,3-2,9

р < 0,1
Мср = М±m 1,97±0,04 2,07±0,04
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ные показатели антител к тиреопероксидазе (АТ 
к ТПО) и антител к тиреоглобулину (АТ к ТГ).

Показатели тиреоидного аутоиммунитета ис-
следовали первично, спустя 6 и 12 месяцев. Уро-
вень АТ к ТПО и АТ к ТГ определяли с помощью 
анализатора ARCHITECT (Abbott, США, метод 
иммуно-хемилюминесцентного анализа). Рефе-
рентные границы нормы для АТ к ТПО состав-
ляли: ≤ 35 МЕ/мл, для АТ к ТГ: ≤ 40 МЕ/мл. Уро-
вень АТ к рТТГ определяли радиорецепторным 
методом с использованием свиного рТТГ (ТРАК) 
на наборах Brahms (Германия). Границы нормы 
для определения АТ к рТТГ: ≤ 1,5 мЕд/л.

Эндокринную офтальмопатию (код МКБ – 
H06.2) верифицировали в соответствии со стан-
дартом «Федеральных клинических рекомен-
даций по диагностике и лечению эндокринной 
офтальмопатии при аутоиммунной патологии 
щитовидной железы» [2]. При постановке диа-
гноза ЭОП учитывали основные характеристики 
заболевания: тяжесть и активность. Тяжесть оце-
нивали по классификации NOSPECS, выделяя 
легкую, среднюю и тяжелую степень заболева-
ния [2]. Активность оценивали в баллах по шкале 
клинической активности CAS (Clinical Activity 
Score) [2]. При обследовании особое внимание 

ТАБЛИЦА 2. СРЕДНЕГРУППОВЫЕ ИНТЕГРАЛЬНЫЕ ПОКАЗАТЕЛИ СУММАРНОГО МЫШЕЧНОГО ИНДЕКСА 
ПО ДАННЫМ МСКТ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ФАКТА НОСИТЕЛЬСТВА ТИРЕОИДНЫХ АНТИТЕЛ
TABLE 2. MEDIANE FOR A TOTAL MUSCLE PERFORMANCE INDEX BASED ON MSCT DEPENDENT ON CARRIAGE OF 
THYROID ANTIBODIES

Срок наблюдения 
Observation period

Ia (-)

АТ к рТТГ 
Antibodies to thyroid 
stimulating hormone 

receptor

АТ к ТГ 
Antibodies to thyroglobulin

АТ к ТПО 
Antibodies to thyroid 

peroxidase

Ib (+) IIa (-) IIb (+) IIIa (-) IIIb (+)

Первично 
Initially 

Диапазон
Range 

of values 
Мср = М±m

(n = 36)
1,86-4,62; 
2,62±0,1

(n = 146)
1,33-5,50; 
2,62±0,06

(n = 64)
1,33-4,62; 
2,54±0,07

(n = 64)
1,39-4,55; 
2,52±0,08

(n = 46)
1,75-4,62; 

2,70±0,08**

(n = 86)
1,33-4,55; 
2,47±0,06

12 мес. 
12 months

Диапазон
Range 

of values 
Мср = М±m

(n = 16)
1,50-3,07; 
2,35±0,11

(n = 34)
1,44-4,99; 
2,39±0,14

(n = 34)
1,44-3,51; 
2,29±0,09

(n = 10)
2,01-2,67; 
2,35±0,07

(n = 20)
1,75-3,51; 
2,45±0,12*

(n = 26)
1,44-3,05; 
2,18±0,08

Примечание. Достоверность различий внутри группы: ** – р < 0,05; * – р < 0,1.

Note. Differences within the group are significance by: **, р < 0.05; *, р < 0.1.

ТАБЛИЦА 3. СВЯЗЬ ТИРЕОИДНЫХ АНТИТЕЛ С ПОКАЗАТЕЛЯМИ РЕНТГЕНОВСКОЙ ПЛОТНОСТИ РЕТРОБУЛЬБАРНОЙ 
КЛЕТЧАТКИ (едН) ПО ДАННЫМ МСКТ 
TABLE 3. RELATIONSHIP BETWEEN THYROID ANTIBODIES AND X-RAY DENSITY INDICES OF RETROBULBAR FAT (HU) 
ACCORDING TO MSCT DATA

Rg-
плотность 

X-ray density

АТ к рТТГ 
Antibodies to thyroid stimulating 

hormone receptor

АТ к ТГ 
Antibodies to thyroglobulin

АТ к ТПО 
Antibodies to thyroid peroxidase

Ia (-) Ib (+) IIa (-) IIb (+) IIIa (-) IIIb (+)

min -96,20±2,10 -97,83±1,09 -94,30±1,55* -98,32±1,77 -4,97±1,78 -97,76±1,45

max -47,57±3,56 -50,60±2,15 -46,90±3,15 -50,76±3,67 -46,99±3,60 -51,87±2,76

Примечание. Достоверность различий внутри группы: * – р < 0,05.

Note. Differences within the groups are significant by *, p < 0.05.
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уделяли экзофтальмометрии по Гертелю; оценке 
объема глазодвигательных нарушений по 9 на-
правлениям, анализу диплопии по шкале Горма-
на (0 баллов – нет диплопии; 1 балл – возникает 
периодически, т.е. при взгляде прямо только при 
усталости или пробуждении; 2 – непостоянная, 
только при взгляде в одну сторону; 3 – постоян-
ная, сохраняемая в исходном положении и при 
чтении, но корригируется, 4 – постоянная и не 
корригируется); отекам век (верхнее и нижнее 
веко оценивали раздельно по балльной системе). 
Структуры орбиты визуализировали с помощью 
УЗИ и мультиспиральной компьютерной томо-
графии орбит (МСКТ, толщина среза 0,5 мм). 

Протокол МСКТ включал измерение протрузии 
глазного яблока, размеров орбиты, плотности 
РБК, размеров и плотности ЭОМ в различных 
плоскостях сканирования.

Клинические симптомы и данные инструмен-
тального обследования (МСКТ) анализировали 
для каждого глаза и орбиты. 

В зависимости от анализируемого типа тире-
оидных антител, пациентов распределяли на три 
основные группы с двумя подгруппами в каждой 
группе: 

– I группа – подгруппа серонегативных (Ia) 
и серопозитивных (Ib) лиц по АТ к рТТГ (130 па-
циентов / 260 орбиты);

ТАБЛИЦА 4. СВЯЗЬ ТИРЕОИДНЫХ АНТИТЕЛ С ПОКАЗАТЕЛЯМИ РЕНТГЕНОВСКОЙ ПЛОТНОСТИ 
ГЛАЗОДВИГАТЕЛЬНЫХ МЫШЦ ПО МСКТ ДАННЫМ
TABLE 4. RELATIONSHIPS BETWEEN THYROID ANTIBODIES BASED ON INDICES OF X-RAY DENSITY OF EYE MUSCLES 
MSCT 

Rg-
плотность

X-ray density

АТ к рТТГ 
Antibodies to thyroid stimulating 

hormone (TSH) receptor

АТ к ТГ 
Antibodies to thyroglobulin

АТ к ТПО
Antibodies to thyroid peroxidase

Ia (-) Ib (+) IIa (-) IIb (+) IIIa (-) IIIb (+)

Верхняя прямая мышца (ВПМ) 
M. rectus superior

min 16,32±2,77 15,54±1,06 20,75±1,22** 16,19±1,46 20,05±1,62 18,2±1,18

max 50,74±2,96 45,69±0,87 45,55±1,83 49,57±1,68 50,08±2,00 46,35±1,47

Нижняя прямая мышца (НПМ)
M. rectus inferior

min 8,88±2,78 7,50±1,44 12,41±1,97** 5,79±2,09 12,55±1,98* 7,73±1,84

max 50,91±2,71* 45,37±1,04 50,14±1,81*** 43,33±1,66 49,63±2,09 45,58±1,47

Латеральная прямая мышца (ЛПМ) 
M. rectus lateralis

min 10,26±2,55 13,66±0,99 17,07±1,52* 13,02±1,58 15,8±1,84 14,06±1,33

max 50,29±2,32*** 43,65±1,06 46,78±1,97 44,81±1,46 48,65±1,59** 44,26±1,50

Медиальная прямая мышца (МПМ) 
M. rectus medialis

min 18,26±2,32 17,59±0,91 21,09±1,40* 16,86±1,44 19,43±1,73 18,05±1,14

max 55,55±2,37* 49,20±0,91 54,32±1,92* 49,22±1,44 53,45±1,96 50,30±1,38

Примечание. Достоверность различий внутри группы: * – р < 0,1; ** – р < 0,05; *** – р < 0,01.

Note. The differences within the group are significance by *, р < 0.1; **, р < 0.05; ***, р < 0.01.
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ТАБЛИЦА 5. СВЯЗЬ ТИРЕОИДНЫХ АНТИТЕЛ С РАЗМЕРАМИ ЭКСТРАОКУЛЯРНЫХ МЫШЦ ПО ЭХОГРАФИЧЕСКИМ 
И МСКТ ДАННЫМ
TABLE 5. RELATIONSHIP BETWEEN THYROID ANTIBODIES AND SIZE OF EXTRAOCULAR MUSCLES ON SONOGRAPHIC 
AND MSCT DATA

Вид исследо-
вания

Type of study

АТ к рТТГ 
Antibodies to thyroid stimulating 

hormone (TSH) receptor

АТ к ТГ 
Antibodies to thyroglobulin

АТ к ТПО 
Antibodies to thyroid peroxidase

Ia (-) Ib (+) IIa (-) II b (+) IIIa (-) IIIb (+)

Верхняя прямая мышца (ВПМ) 
M. rectus superior

МСКТ
MSCT 0,49±0,03* 0,54±0,02 0,53±0,03** 0,61±0,02 0,56±0,02 0,57±0,02

УЗИ
Sonography 0,49±0,02**** 0,63±0,02 0,64±0,04 0,59±0,02 0,65±0,05 0,59±0,02

Нижняя прямая мышца (НПМ) 
M. rectus inferior

МСКТ
MSCT 0,57±0,04 0,63±0,02 0,62±0,03* 0,70±0,03 0,60±0,03* 0,68±0,02

УЗИ
Sonography 0,57±0,03* 0,63±0,02 0,56±0,04* 0,63±0,02 0,58±0,05 0,62±0,02

Латеральная прямая мышца (ЛПМ)
M. rectus lateralis

МСКТ
MSCT 0,70±0,02** 0,82±0,04 0,72±0,03 0,64±0,03 0,81±0,04**** 0,62±0,03

УЗИ
Sonography 0,45±0,02**** 0,55±0,02 0,50±0,03 0,55±0,02 0,52±0,03 0,53±0,02

Медиальная прямая мышца (МПМ) 
M. rectus medialis

МСКТ
MSCT 0,82±0,04 0,81±0,03 0,77±0,04 0,72±0,04 0,86±0,04*** 0,70±0,03

УЗИ
Sonography 0,63±0,02 0,58±0,03 0,59±0,03 0,63±0,03 0,60±0,04 0,64±0,02

Суммарный мышечный индекс (СМИ) 
The total index of muscle

МСКТ
MSCT 2,62±0,10 2,62±0,06 2,54±0,07 2,52±0,08 2,70±0,08** 2,47±0,06

УЗИ
Sonography 2,07±0,09*** 2,42±0,05 2,30±0,11 2,42±0,08 2,34±0,15 2,40±0,07

Примечание. Достоверность различий внутри группы * – р < 0,1; ** – р < 0,05; *** – р < 0,01; **** – р < 0,001.

Note. Differences within the group are significant by *, р < 0.1; **, р < 0.05; ***, р < 0.01; ****, р < 0.001.

– II группа – подгруппa серонегативных (IIa) 
и серопозитивных (IIb) лиц по АТ к ТГ (76 паци-
ента / 152 орбиты);

– III группа – подгруппа серонегативных 
(IIIa) и серопозитивных (IIIb) лиц по АТ к ТПО 
(79 пациентов / 158 орбит).

Серонегативными считали больных, у кото-
рых показатели антител укладывались в коридор 

нормы, серопозитивными – лиц с уровнем АТ 
выше нормы.

Результаты исследования анализировали 
с помощью пакета прикладных статистических 
программ SAS (Statistical Analysis System, SAS 
Institute Inc., США) и стандартных алгоритмов 
вариационной статистики, включая корреляци-
онный анализ, анализ сопряженности, а также 
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различные типы межгруппового сравнения рас-
пределений изучаемых показателей.

Результаты
Было установлено, что серопозитивные паци-

енты по АТ к ТГ или АТ к рТТГ на этапе мани-
фестации ЭОП имели более выраженный экзоф-
тальм, по сравнению с серонегативными лицами 
(табл. 1).

Известно, что величина экзофтальма при 
ЭОП зависит от объема и спектра конкрет-
ных структур, вовлеченных в патологический 
процесс. Он может быть обусловлен увеличе-
нием объема только РБК (липогенная форма) 
или только ЭОМ (миогенная форма), но также 
могут быть увеличены объемы как ЭОМ, так и 
РБК (смешанная форма). Поэтому мы проанали-
зировали среднегрупповые интегральные пока-
затели суммарного мышечного индекса (СМИ) 
в зависимости от типа носительства тиреоидных 
антител (табл. 2). 

Статистически и клинически значимая раз-
ница СМИ была обнаружена только между серо-
позитивными и серонегативными лицами по АТ 
к ТПО.

Анализ данных МСКТ позволил выявить не-
которые различия на уровне рентгеновской плот-
ности РБК (табл. 3). 

У серонегативных пациентов по АТ к ТГ ока-
зались достоверно ниже минимальная и мак-
симальная плотность РБК (р < 0,05, н/д, соот-
ветственно) по данным МСКТ. Это указывало 

на более выраженный отек РБК у носителей АТ 
к ТГ и объясняло причины более высокого эк-
зофтальма в их группе.

Уровень АТ к рТТГ прямо коррелировал с эк-
зофтальмом по Гертелю: линейный коэффициент 
корреляции по Пирсону r = 0,24849 (р < 0,001). 

Мы проанализировали у лиц-носителей ти-
реоидных аутоАТ «вклад» глазодвигательных 
мышц в экзофтальм по МСКТ-данным (табл. 4). 
Как видно из представленной таблицы 4, но-
сительство АТ к ТГ у больных ЭОП прямо кор-
релировало с минимальной рентгеновской 
плотностью ЭОМ. Это особенно наглядно де-
монстрирует НПМ и ВПМ (р < 0,05), наиболее 
часто вовлекаемые в процесс.

Кроме того, у носителей АТ к ТГ шире оказа-
лись размеры ВПМ (р < 0,05) и НПМ в сагитталь-
ной проекции (р < 0,1). 

Факт носительства АТ к рТТГ коррелиро-
вал с максимальной рентгеновской плотностью 
ЭОМ и их размерами. В частности, клинически 
значимой оказалась разница среднегрупповых 
показателей максимальной рентгеновской плот-
ности серопозитивных и серонегативных лиц 
по ЛПМ (р < 0,01), НПМ и МПМ (р < 0,1). Кроме 
того, у носителей АТ к рТТГ были шире размеры 
НПМ (р < 0,1), ВПМ и ЛПМ (р < 0,01) по УЗИ-
данным (табл. 5). Коррелятивную связь с разме-
рами подтверждал суммарный мышечный индекс 
по УЗ-данным: коэффициент корреляции между 
СМИ и уровнем АТ к рТТГ составил: r = 0,30372 
(р < 0,01). 

ТАБЛИЦА 6. СВЯЗЬ ТИРЕОИДНЫХ АНТИТЕЛ С ИНТЕНСИВНОСТЬЮ ОТЕКОВ ВЕК (M±m, В БАЛЛАХ)

TABLE 6. COMMUNICATIONS BETWEEN THYROID ANTIBODIES AND INTENSE SWELLING OF EYELIDS (M±m, IN POINTS)

Вид АТ 
Тype of antibody

Отек века 
Eyelid swelling 

Серонегативные 
пациенты 

Seronegative patients

Серопозитивные 
пациенты 

Seropositive patients

Достоверность 
различий, р 
Significance 

of differences, p

АТ к рТТГ 
Antibodies to thyroid 
stimulating hormone 
(TSH) receptor

Верхнее веко 
Upper eyelid 0,57±0,07 1,01±0,04 р < 0,001

Нижнее веко 
Lower eyelid 0,26±0,07 0,59±0,05 р < 0,001

АТ к ТГ 
Antibodies to 
thyroglobulin

Верхнее веко 
Upper eyelid 0,88±0,06 0,85±0,06 р = 0,7604, н/д

Нижнее веко
Lower eyelid 0,53±0,07 0,55±0,06 р = 0,8163, н/д

АТ к ТПО 
Antibodies to thyroid 
peroxidase

Верхнее веко
Upper eyelid 0,80±0,08 0,93±0,05 р = 0,1348, н/д

Нижнее веко 
Lower eyelid 0,38±0,09 0,62±0,06 р < 0,05
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Обратная коррелятивная связь выявлена меж-
ду фактом носительства АТ к ТПО и вовлечением 
ЭОМ. У носителей АТ к ТПО была достоверно 
ниже максимальная рентгеновская плотность 
ЛПМ (р < 0,05) и меньше размеры ЭОМ: лате-
ральной прямой (р < 0,001) и медиальной прямой 
мышц (р < 0,01). Соответственно, их СМИ ока-
зался достоверно ниже (р < 0,05) (табл. 5).

Тесная прямая коррелятивная связь была об-
наружена между фактом носительства АТ к ТПО, 
АТ к рТТГ и отеком век. Больные ЭОП серопо-
зитивные по АТ к рТТГ (р < 0,001) и в меньшей 
степени носители АТ к ТПО (р < 0,05) отличались 
более выраженными отеками век (табл. 6). 

Обсуждение 
Согласно одной из существующих теорий, 

аутоиммунное воспаление в орбите запускают 
перекрестные цитотоксические реакции с уча-
стием антител к антигенам (АГ) щитовидной 
железы. Тиреоидные антитела направлены про-
тив тканей-мишеней орбиты, экспрессирую-
щих клеточные или мембранные аутоантигены, 
сходные или даже идентичные тиреоидным АГ 
или рецептору ТТГ [9]. В качестве положи-
тельных аргументов приверженцы этой тео-
рии приводят частое сочетание двух АИЗ (ДТЗ 
и ЭОП) [9], синхронную манифестацию ЭОП 
и ДТЗ в подавляющем (90%) большинстве слу-
чаев, спонтанные ремиссии офтальмопатии при 
достижении эутиреоза и нормализации уровня 
тиреоидных антител в периферическом крово-
токе. В связи с этим ЭОП признана «золотым» 
маркером диагностики ДТЗ и дифференциаль-
ной диагностики тиреоидной патологии [3]. 
Негативными аргументами служат отсутствие 
единства мнений относительно ключевого АГ, 
осуществляющего запуск патогенеза ЭОП, от-
сутствие убедительных морфологических дан-
ных, подтверждающих присутствие заявленных 
перекрестных АГ на тканях-мишенях в орбите; 
отсутствие экспериментальных доказательств, 
подтверждающих участие тиреоидных АГ в за-
пуске ЭОП, присутствие тиреоидных и рецеп-
торных АТ в норме и при заболеваниях щито-
видной железы в отсутствие клиники ЭОП. 
На роль ключевого АГ при ЭОП выдвигались 
поочередно: то тиреоглобулин, то тиреоперок-
сидаза, то рТТГ. В качестве доказательной базы 
участия АТ к этим антигенам в патогенезе АИЗ 
рассматривали классические экспертные при-
знаки: повышенную частоту выявления у боль-
ных ЭОП персистирующих аутоантител, пре-
тендующих на ключевую роль, доказательства 
прямой связи уровня этих антител с амплитудой 

воспаления или выраженностью клинических 
признаков заболевания орбиты; развитие мо-
дели аутоиммунного заболевания орбиты пу-
тем пассивного переноса сенсибилизирующих  
аутоАТ экспериментальным животным (посту-
лат Коуэна, Мак-Класки).

Одной из первых гипотез патогенеза ЭОП 
была теория J.P. Kriss, сформулированная в на-
чале 1970 г. Он постулировал, что патогенез ЭОП 
запускают депозиты тиреоглобулинов, отложив-
шиеся в орбитальных тканях, за которой следует 
аутоиммунная реакция против ТГ. Полагали, что 
ТГ попадает в орбитальные ткани через шейные 
лимфатические сосуды из щитовидной железы 
и обнаруживается в РБК пациентов с ЭОП [10, 
11, 12]. В последние 50 лет были проведены не-
сколько исследований, проверяющих эту гипо-
тезу. Получены результаты, как подтверждающие 
ее, так и опровергающие. Гистологически при-
сутствие ТГ в орбитальных тканях верифициро-
вано, что подтверждало гипотезу J.P. Kriss. Вместе 
с тем роль ТГ как значимого аутоАГ не подтверж-
дена коррелляциями клиники с серологически-
ми показателями АТ к ТГ. Кроме того, у мышей, 
иммунизированных ТГ, не развивалась модель 
эндокринной офтальмопатии. Таким образом, 
не объяснены истинные механизмы вовлечения 
ТГ в патогенез ЭОП. Авторы склонились к мыс-
ли, что АТ к ТГ не относятся к триггерным меха-
низмам запуска заболевания, скорее, они усили-
вают или ухудшают поражение, индуцированное 
другими механизмами [11].

Проведенные нами исследования продемон-
стрировали ассоциативную связь разной силы 
между клинико-рентгенологическими проявле-
ниями заболевания (экзофтальмом, отеком век, 
глазодвигательными нарушениями, спектром ор-
битальных структур, вовлеченных в патологиче-
ский процесс) с одной стороны и типом тиреоид-
ных антител, персистирующих в крови больного 
с другой. В частности, при высоких концентра-
циях в крови АТ к рТТГ и ТГ был выше экзоф-
тальм, чаще и в большей степени поражались 
ЭОМ, у носителей АТ к рТТГ и ТПО сильнее от-
екали веки. У носителей АТ к ТГ синхронно по-
ражались ЭОМ и РБК; вовлечение двух структур 
орбиты повышало среднегрупповые интеграль-
ные показатели экзофтальма в их группе. 

Полагаем, что выявленная связь носит, скорее, 
опосредованный характер, чем прямой. На этапе 
манифестации ДТЗ и ЭОП доминирующей по-
пуляцией АТ у больных ДТЗ была популяция АТ 
к рТТГ. Их концентрация прямо коррелировала 
с интенсивностью отека век и экзофтальмом, вы-
званным вовлечением в патологический процесс 
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ЭОМ и увеличением их размеров. Но в первую 
очередь их концентрация отражала амплитуду 
аутоиммунных реакций заболевания щитовид-
ной железы. Не удивительно, что интенсивному 
течению АИЗ щитовидной железы соответствует 
более агрессивное течение АИЗ орбиты, прояв-
ляющееся более высоким экзофтальмом и ин-
тенсивными отеками ЭОМ и век.

Антитела к ТПО и ТГ появлялись далеко не в 
первую очередь у больных ДТЗ. Их появление – 
свидетельство перехода в другую стадию 
эволюции АИЗ щитовидной железы, характе-
ризующуюся расширением спектра и активно-
сти тиреоидных антител, а также увеличением 
количества активных клонов В-лимфоцитов, 
продуцирующих эти антитела. На этом фоне во-
влечение в патологический процесс орбиты у но-
сителей АТ к ТГ ретробульбарной клетчатки, а у 

носителей АТ к ТПО – усиление отека век, впол-

не закономерно. 

Как бы то ни было в реалиях, наши данные 

позволяют сделать следующие выводы:

1. Носительство АТ к рТТГ ассоциируется с во-

влечением ЭОМ и век, в то время как носитель-

ство АТ к ТГ – с одновременным вовлечением 

двух структур орбиты (ЭОМ и РБК), повышени-

ем степени выстояния глазного яблока в орбите 

(экзофтальма), носительство АТ к ТПО – с повы-

шением интенсивности отека век. 

2. Выявленная ассоциативная связь тирео-

идных антител с их орбитальной мишенью рас-

крывает возможности прогнозирования кли-

нико-рентгенологической формы (липогенная, 

миогенная, смешанная) ЭОП и показанием 

для их тестирования в крови больных ЭОП.
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CРАВНИТЕЛЬНАЯ ОЦЕНКА ПРОДУКЦИИ ЦИТОКИНОВ 
ИММУНОКОМПЕТЕНТНЫМИ КЛЕТКАМИ КРОВИ 
И ОПУХОЛИ В РАЗЛИЧНЫХ ВОЗРАСТНЫХ ГРУППАХ 
БОЛЬНЫХ ИНВАЗИВНЫМ ПРОТОКОВЫМ РАКОМ 
МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ
Кунц Т.А.1, Михайлова Е.С.1, 2, Маринкин И.О.1, Вараксин Н.А.3, 
Аутеншлюс А.И.1, 2

1 ФГБОУ ВО «Новосибирский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Новосибирск, Россия  
2 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт молекулярной биологии и биофизики», г. Новосибирск, Россия  
3 АО «Вектор-Бест», Новосибирская область, Россия

Резюме. Известно, что существует взаимосвязь между возрастом пациента и патогенезом злокаче-
ственных новообразований, который сопряжен со способностью клеток опухоли и ее микроокруже-
ния секретировать цитокины, играющие значительную роль в канцерогенезе. Целью исследования 
явился сравнительный анализ продукции цитокинов клетками периферической крови и опухоли при 
воздействии на них поликлональных активаторов (ПА) при инвазивном протоковом раке молочной 
железы в различных возрастных группах больных. Материалом исследования служили образцы пери-
ферической крови и опухоли 54 женщин с инвазивным протоковым раком, являющимся по гистоло-
гическому типу аденокарциномой. Пациенты были разделены на группы по возрасту: I гр. – 40-60 лет, 
II гр. – 61 и более. В группе I метастазы в лимфатических узлах на момент исследования были выяв-
лены у 13 пациентов из 31 (42%), в отличие от группы II, где количество пациентов с метастазами со-
ставило всего 3 человека из 23 (10%). Определение критерия Фишера показало достоверные различия 
между встречаемостью на момент исследования лимфоузлов с метастазами в зависимости от возраста 
пациентов (p = 0,034). В обеих возрастных группах пациентов отмечалось повышение концентрации 
IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, IL-18, IL-1ra, G-CSF, GM-CSF и VEGF в супернатанте клеток опухоли и 
ее микроокружения по сравнению с продукцией цитокинов клетками крови, что свидетельствовало 
о высокой функциональной активности новообразования в совокупности с его микроокружением. 
Добавление ПА в среду культивирования приводило к повышению концентраций IL-2, IL-10, IL-17, 
IL-1β, IL-1ra, TNFα и IFNγ в супернатанте клеток крови, что свидетельствовало об их высоком по-
тенциале в отношении их секреции. В группе пациентов в возрасте 40-60 лет индекс влияния ПА на 
продукцию IFNγ в несколько раз превышал аналогичный показатель у больных в возрасте 61 и более 
лет. Повышение ИВПА на продукцию практически всех цитокинов в супернатанте крови по сравне-
нию с показателями супернатанта опухоли можно объяснить изначально высокими уровнями спон-
танной продукции цитокинов опухолью и ее микроокружением, обеспечивающими злокачественную 
прогрессию, поэтому действие ПА на опухоль не приводило к такому же эффекту, как при действии 
на иммунокомпетентные клетки крови. Единственным цитокином, к продукции которого клетки 
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Введение
Цитокины, в силу своих свойств, способны 

прямо или косвенно влиять на дифференциров-
ку и апоптоз опухолевых клеток, стимулировать 
ангиогенез, тем самым обеспечивая рост и про-
грессию опухоли [10, 21, 23]. Являясь централь-
ными регуляторами иммунного гомеостаза, ци-
токины, продуцируемые иммунокомпетентными 
клетками, связаны с процессами, протекающи-
ми локально в самом злокачественном новооб-
разовании. Состав микроокружения опухоли 

достаточно разнообразен: хотя основная часть 
и представлена иммунокомпетентными клетка-
ми, помимо них в него входят эндотелиальные 
клетки, фибробласты, фиброциты, незрелые 
дендритные, тучные клетки, которые также яв-
ляются продуцентами цитокинов [5]. Известно, 
что возраст пациентов сопряжен с характером 
течения опухолевого процесса, в частности с ме-
тастазированием, как это было показано при раке 
молочной железы [2, 29]. 

Целью настоящего исследования явился 
сравнительный анализ продукции цитокинов 

опухоли и микроокружения сохраняли высокий потенциал, был IL-18, что подтверждает его важную 
роль в канцерогенезе. На основании полученных данных о влиянии поликлональных активаторов на 
цитокинпродуцирующую функцию клеток опухоли и крови можно прийти к выводу о том, что по-
стоянно циркулирующие иммунокомпетентные клетки, обладая высокой способностью к секреции 
цитокинов, являются тем резервом, который обеспечивает опухолевую прогрессию.
Ключевые слова: цитокины, супернатант, поликлональные активаторы, рак молочной железы

COMPARATIVE ANALYSIS OF CYTOKINE PRODUCTION 
BY BLOOD IMMUNOCOMPETENT CELLS AND TUMOR IN 
DIFFERENT AGE GROUPS OF PATIENTS WITH INVASIVE 
DUCTAL CARCINOMA
Kunts T.A.a, Mikhaylova E.S.a, b, Marinkin I.O.a, Varaksin N.A.c, 
Autenshlyus A.I.a, b

a Novosibirsk State Medical University, Novosibirsk, Russian Federation  
b Research Institute of Molecular Biology and Biophysics, Novosibirsk, Russian Federation  
c JSC “Vector-Best”, Novosibirsk Region, Russian Federation

Abstract. It is known that a relationship exists between patient’s age and pathogenesis of malignant tumors 
associated with ability of tumor and its microenvironment to secrete cytokines that may play an important role in 
carcinogenesis. The aim of present study was a comparative analysis of cytokine production by peripheral blood 
cells and tumor samples when exposed to polyclonal activators (PA) in patients of different age groups with 
invasive ductal carcinoma. Peripheral blood samples of 54 women with invasive ductal carcinoma were under 
study. The patients were divided into the following groups: I, 40-60 years old; II, 61 year and older. Metastases 
into lymph nodes were revealed at the moment of study in 13 patients (42%) from group I. By contrast, only 3 
of 23 (10%) patients with metastases were revealed in group II. Fisher’s ratio test showed significant differences 
between occurrence of metastases in lymph nodes, and patient age (p = 0.034). In both groups of patients, there 
was an increase of IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, IL-18, IL-1ra, G-CSF, GM-CSF and VEGF concentrations in 
tumor supernates and its microenvironment, when compared with the production of cytokines by blood cells, 
thus indicating to high functional activity of tumor together with its microenvironment. Effect of PA led to 
increase of IL-2, IL-10, IL-17, IL-1β, IL-1ra, TNFα and IFNγ concentrations in blood cells supernatant 
which suggested their high ability to produce cytokines. In the group of patients who were 40-60 years old, the 
stimulatory index of PA (SIPA) for IFNγ production was several times higher than similar index in patients 
aged 61 years or more. Increase of SIPA for all cytokines in blood cells supernates, in comparison to SIPA of 
tumor supernates, could be explained by initially high levels of spontaneous cytokine production by the tumor 
and its microenvironment that are able to promote tumor growth. Therefore, effect of PA upon tumor tissue 
was not so expressed as its effect upon immunocompetent blood cells. Both tumor and microenvironment 
maintained high ability of IL-18 production, thus confirming its important role in carcinogenesis. In summary, 
these findings suggest that circulating immunocompetent cells may serve as an additional factor providing 
tumor progression, due to their high ability to secrete cytokines.
Keywords: cytokines, supernatant, polyclonal activators, breast cancer
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клетками периферической крови, опухоли ее 
микроокружения при воздействии на них поли-
клональных активаторов при инвазивном про-
токовом раке молочной железы в различных воз-
растных группах больных.

Материалы и методы
Материалом исследования служили образцы 

периферической кров и и опухоли 54 женщин 
с инвазивным протоковым раком, являющим-
ся по гистологическому типу аденокарциномой. 
Пациенты были разделены на группы по возра-
сту: I гр. – 40-60 лет, II гр. – 61 и более. В группе 
I метастазы в лимфатических узлах на момент ис-
следования были выявлены у 13 пациентов из 31 
(42%), в отличие от группы II, где количество 
пациентов с метастазами составило всего 3 чело-
века из 23 (10%). Определение критерия Фишера 
показало достоверные различия между встреча-
емостью на момент исследования лимфоузлов 
с метастазами в зависимости от возраста пациен-
тов (p = 0,034). 

Для оценки цитокинпродуцирующего потен-
циала ИКК крови, а также опухоли и ее микроо-
кружения применяли комплекс поликлональных 
активаторов (ПА), состоящий из фитогемагглю-

тинина в концентрации 4 мкг/мл, конканавали-
на А в концентрации 4 мкг/мл и липополисаха-
рида в концентрации 2 мкг/мл. В исследовании 
использовали стандартизованный набор реа-
гентов «Цитокин-стимул-бест» производства 
АО «Вектор-Бест». Одну часть клеток крови 
пациента инкубировали в питательной среде 
DMEM-F12 (для определения спонтанной про-
дукции), а другую – в таком же объеме среды при 
37 °С в течение 24 ч с комплексом ПА для опре-
деления индуцированной им продукции цито-
кинов, после чего клетки осаждали центрифу-
гированием при 2000 об/мин, 15 мин, получали 
супернатант, в котором проводили определение 
концентрации цитокинов [3]. 

Биоптаты опухолей объемом 8 мм3, получен-
ные методом трепанобиопсии, помещали в 2 
флакона, в одном из которых находилась толь-
ко питательная среда DMEM-F12 (спонтанная 
продукция), а в другом – раствор ПА в таком 
же объеме среды (продукция, индуцированная 
ПА) и инкубировали при 37 °С в течение 72 ч. 
Для получения супернатанта опухоль извлекали, 
а оставшиеся клетки осаждали центрифугирова-
нием при 2000 об/мин, 15 мин, после чего в су-
пернатанте с помощью иммуноферментного ана-
лиза определяли концентрацию IL-2, IL-6, IL-8, 

ТАБЛИЦА 1. СПОНТАННАЯ ПРОДУКЦИЯ ЦИТОКИНОВ КЛЕТКАМИ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ И ОПУХОЛИ 
У БОЛЬНЫХ С ИНВАЗИВНЫМ ПРОТОКОВЫМ РАКОМ В ВОЗРАСТЕ 40-60 ЛЕТ
TABLE 1. SPONTANEOUS CYTOKINE PRODUCTION BY PERIPHERAL BLOOD CELLS AND TUMOR IN PATIENTS WITH 
INVASIVE DUCTAL CARCINOMA AGED 40-60 YEARS

Цитокин
Cytokine

Концентрация в супернатанте, пг/мл
Concentration the supernatant, pg/ml

Периферическая кровь
Peripheral blood 

n = 31

Опухоль и ее микроокружение
Tumor and microenvironment 

n = 31 

Me (Q0,25-Q0,75) Me (Q0,25-Q0,75)
IL-2 2,00 (2,00; 2,00); p = 0,001 2,00 (2,00; 3,30)
IL-6 182,30 (111,00; 643,40); p = 0,0001 52440,00 (36300,00; 69740,00)
IL-8 675,00 (355,00; 2820,00); p = 0,0001 25000,00 (15840,00; 45460,00)
IL-10 2,20 (1,00; 5,80); p = 0,0001 11,20 (5,40; 18,30)
IL-17 2,00 (2,00; 2,00); p = 0,0001 2,20 (2,00; 5,20)
IL-18 24,60 (17,90; 30,40); p = 0,0001 108,70 (41,20; 251,30)
IL-1β 52,90 (15,60; 111,40) 49,60 (20,40; 86,00)
IL-1ra 644,40 (494,90; 936,10); p = 0,0001 9600,00 (1659,10; 36365,00)
TNFα 11,80 (5,70; 21,40) 10,50 (7,70; 22,60)
IFNγ 2,00 (2,00; 2,00); p = 0,0001 9,30 (7,20; 23,20)
G-CSF 13,10 (5,50; 42,50); p = 0,0001 2000,00 (606,70; 2850,50)
GM-CSF 3,80 (2,00; 9,40); p = 0,0001 43,00 (22,00; 79,50)
VEGF 53,80 (25,40; 89,30); p = 0,0001 2951,20 (2242,00; 4607,40)
MCP-1 3107,10 (1171,00; 7255,90) 3840,30 (1495,20; 10516,00)
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ТАБЛИЦА 2. СПОНТАННАЯ ПРОДУКЦИЯ ЦИТОКИНОВ КЛЕТКАМИ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ И ОПУХОЛИ У БОЛЬНЫХ 
С ИНВАЗИВНЫМ ПРОТОКОВЫМ РАКОМ В ВОЗРАСТЕ 61-77 ЛЕТ
TABLE 2. SPONTANEOUS CYTOKINE PRODUCTION BY PERIPHERAL BLOOD CELLS AND TUMOR IN PATIENTS WITH 
INVASIVE DUCTAL CARCINOMA AGED 61-77 YEARS

Цитокин
Cytokine

Концентрация в супернатанте, пг/мл
Concentration the supernatant, pg/ml

Периферическая кровь
Peripheral blood 

n = 23

Опухоль и ее микроокружение
Tumor and microenvironment 

n = 23 
Me (Q0,25-Q0,75) Me (Q0,25-Q0,75)

IL-2 2,00 (2,00; 2,00) 2,00 (2,00; 2,70)
IL-6 140,00 (33,20; 657,40); p = 0,0001 41040,00 (21820,00; 46980,00)
IL-8 520,00 (265,00; 1875,00); p = 0,0001 24800,00 (10400,00; 28860,00)
IL-10 4,10 (1,70; 6,50); p = 0,002 11,30 (4,80; 17,50)
IL-17 2,00 (1,00; 2,00); p = 0,001 2,30 (2,00; 8,10)
IL-18 27,40 (21,70; 34,20); p = 0,0001 76,90 (47,50; 203,70)
IL-1β 40,00 (12,90; 98,00) 34,10 (19,90; 61,50)
IL-1ra 533,50 (447,60; 1159,90); p = 0,0001 8820,00 (3105,00; 15855,00)
TNFα 10,90 (2,80; 25,90) 12,80 (4,70; 22,80)
IFNγ 2,00 (2,00; 2,00); p = 0,0001 11,40 (6,90; 18,00)
G-CSF 12,90 (2,00; 39,70); p = 0,0001 2767,50 (621,00; 2947,50)
GM-CSF 2,00 (2,00; 7,10); p = 0,0001 21,20 (9,80; 60,50)
VEGF 45,40 (28,70; 76,60); p = 0,0001 2164,40 (1346,60; 3243,00)
MCP-1 2119,00 (1211,00; 6601,30) 2296,00 (1138,00; 7504,00)

ТАБЛИЦА 3. ВЛИЯНИЕ ПОЛИКЛОНАЛЬНЫХ АКТИВАТОРОВ НА ПРОДУКЦИЮ ЦИТОКИНОВ КЛЕТКАМИ 
ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ И ОПУХОЛИ У БОЛЬНЫХ С ИНВАЗИВНЫМ ПРОТОКОВЫМ РАКОМ В ВОЗРАСТЕ 40-60 ЛЕТ
TABLE 3. POLYCLONAL ACTIVATORS EFFECT ON CYTOKINE PRODUCTION BY PERIPHERAL BLOOD CELLS AND TUMOR IN 
PATIENTS WITH INVASIVE DUCTAL CARCINOMA AGED 40-60 YEARS

Цитокин
Cytokine

Концентрация в супернатанте, пг/мл
Concentration the supernatant, pg/ml

Периферическая кровь
Peripheral blood 

n = 31

Опухоль и ее микроокружение
Tumor and microenvironment 

n = 31 
Me (Q0,25-Q0,75) Me (Q0,25-Q0,75)

IL-2 19,00 (11,80; 32,60); p = 0,0001 6,60 (3,00; 9,50)
IL-6 12750,00 (9700,00; 16300,00); p = 0,0001 110000,00 (60750,00; 165100,00)
IL-8 16550,00 (12300,00; 25950,00); p = 0,0001 41350,00 (22900,00; 75850,00)
IL-10 93,80 (62,40; 123,60); p = 0,0001 13,50 (4,00; 32,30)
IL-17 53,20 (24,30; 120,40); p = 0,0001 6,50 (3,10; 14,00)
IL-18 32,10 (25,10; 38,90); p = 0,0001 226,60 (101,00; 404,30)
IL-1β 1290,00 (935,00; 1815,00); p = 0,0001 600,00 (390,00; 855,00)
IL-1ra 8146,00 (6176,60; 12254,50); p = 0,0001 16779,70 (10755,00; 38225,00)
TNFα 813,10 (614,00; 1280,00); p = 0,0001 38,60 (17,70; 81,40)
IFNγ 1191,50 (488,70; 1511,20); p = 0,0001 36,50 (10,50; 64,50)
G-CSF 855,00 (536,6; 1037,20); p = 0,0001 2845,00 (1275,00; 2906,00)
GM-CSF 91,70 (48,20; 122,40); p = 0,019 125,60 (64,70; 243,70)
VEGF 106,00 (74,20; 163,10); p = 0,0001 1664,40 (864,80; 3392,00)
MCP-1 4633,60 (2849,00; 5863,90) 2742,00 (1896,00; 12756,00)
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ТАБЛИЦА 4. ВЛИЯНИЕ ПОЛИКЛОНАЛЬНЫХ АКТИВАТОРОВ НА ПРОДУКЦИЮ ЦИТОКИНОВ КЛЕТКАМИ 
ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ И ОПУХОЛИ У БОЛЬНЫХ С ИНВАЗИВНЫМ ПРОТОКОВЫМ РАКОМ В ВОЗРАСТЕ 61-77 ЛЕТ
TABLE 4. POLYCLONAL ACTIVATORS EFFECT ON CYTOKINE PRODUCTION BY PERIPHERAL BLOOD CELLS AND TUMOR IN 
PATIENTS WITH INVASIVE DUCTAL CARCINOMA AGED 61-77 YEARS

Цитокин
Cytokine

Концентрация в супернатанте, пг/мл
Concentration the supernatant, pg/ml

Периферическая кровь
Peripheral blood 

n = 23

Опухоль и ее микроокружение
Tumor and microenvironment 

n = 23 
Me (Q0,25-Q0,75) Me (Q0,25-Q0,75)

IL-2 15,10 (7,00; 32,00); p = 0,0001 3,90 (2,00; 12,00)
IL-6 11100,00 (8200,00; 18950,00); p = 0,0001 85900,00 (25550,00; 136350,00)
IL-8 15050,00 (11900,00; 19200,00) 38700,00 (10550,00; 57850,00)
IL-10 92,70 (56,00; 138,10); p = 0,0001 13,20 (3,60; 118,20)
IL-17 41,60 (18,90; 89,00); p = 0,0001 4,30 (2,00; 16,00)
IL-18 35,20 (27,20; 39,30); p = 0,0001 289,40 (86,90; 468,30)
IL-1β 1490,00 (1060,00; 3560,00); p = 0,0001 510,00 (265,00; 935,00)
IL-1ra 8600,00 (5071,40; 9365,50); p = 0,0001 16148,90 (11435,00; 27060,00)
TNFα 1174,00 (658,00; 1366,00); p = 0,0001 43,70 (14,80; 90,10)
IFNγ 619,30 (310,70; 1224,90); p = 0,0001 12,30 (8,30; 28,70)
G-CSF 760,60 (704,20; 1006,00); p = 0,0001 2832,50 (1333,00; 3485,50)
GM-CSF 63,70 (37,70; 129,30) 133,10 (53,50; 215,20)
VEGF 118,40 (84,20; 208,40); p = 0,0001 1810,80 (1034,60; 2398,00)
MCP-1 3820,00 (2735,00; 4236,00) 3357,00 (739,20; 10521,00)

ТАБЛИЦА 5. ИНДЕКСЫ ВЛИЯНИЯ ПОЛИКЛОНАЛЬНЫХ АКТИВАТОРОВ (ИВПА) НА ПРОДУКЦИЮ ЦИТОКИНОВ КЛЕТКАМИ 
ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ И ОПУХОЛИ У БОЛЬНЫХ С ИНВАЗИВНЫМ ПРОТОКОВЫМ РАКОМ В ВОЗРАСТЕ 40-60 ЛЕТ
TABLE 5. STIMULATION INDEXES OF POLYCLONAL ACTIVATORS (SIPA) ON CYTOKINE PRODUCTION BY PERIPHERAL 
BLOOD CELLS AND TUMOR IN PATIENTS WITH INVASIVE DUCTAL CARCINOMA AGED 40-60 YEARS

Цитокин
Cytokine

Концентрация в супернатанте, пг/мл
Concentration the supernatant, pg/ml

Периферическая кровь
Peripheral blood 

n = 31

Опухоль и ее микроокружение
Tumor and microenvironment 

n = 31 
Me (Q0,25-Q0,75) Me (Q0,25-Q0,75)

IL-2 9,50 (5,90; 16,30); p = 0,0001 2,40 (1,00; 4,35)
IL-6 60,80 (18,10; 119,70); p = 0,0001 2,32 (1,61; 2,75)
IL-8 24,10 (5,20; 61,30); p = 0,0001 1,63 (1,04; 2,53)
IL-10 38,40 (16,60; 78,80); p = 0,0001 1,27 (0,92; 2,14)
IL-17 36,70 (12,20; 60,20); p = 0,0001 1,50 (0,87; 6,15)
IL-18 1,30 (1,11; 1,50); p = 0,019 1,85 (1,12; 2,81)
IL-1β 22,70 (13,10; 76,60); p = 0,013 12,22 (6,19; 37,34)
IL-1ra 12,80 (8,50; 16,43); p = 0,0001 1,54 (0,97; 4,77)
TNFα 62,70 (28,90; 123,80); p = 0,0001 4,08 (1,97; 8,61)
IFNγ 477,80 (137,30; 720,90); p = 0,0001 1,70 (0,85; 3,07)
G-CSF 51,40 (17,50; 132,70); p = 0,0001 1,47 (0,99; 2,08)
GM-CSF 17,60 (7,70; 25,50); p = 0,0001 2,60 (1,39; 7,94)
VEGF 2,20 (1,70; 3,09); p = 0,0001 0,50 (0,40; 0,90)
MCP-1 1,26 (0,50; 2,70) 1,10 (0,50; 2,00)
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ТАБЛИЦА 6. ИНДЕКСЫ ВЛИЯНИЯ ПОЛИКЛОНАЛЬНЫХ АКТИВАТОРОВ (ИВПА) НА ПРОДУКЦИЮ ЦИТОКИНОВ 
КЛЕТКАМИ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ И ОПУХОЛИ У БОЛЬНЫХ С ИНВАЗИВНЫМ ПРОТОКОВЫМ РАКОМ 
В ВОЗРАСТЕ 61-77 ЛЕТ
TABLE 6. STIMULATION INDEXES OF POLYCLONAL ACTIVATORS (SIPA) ON CYTOKINE PRODUCTION BY PERIPHERAL 
BLOOD CELLS AND TUMOR IN PATIENTS WITH INVASIVE DUCTAL CARCINOMA AGED 61-77 YEARS

Цитокин
Cytokine

Концентрация в супернатанте, пг/мл
Concentration the supernatant, pg/ml

Периферическая кровь
Peripheral blood 

n = 23

Опухоль и ее микроокружение
Tumor and microenvironment 

n = 23 
Me (Q0,25-Q0,75) Me (Q0,25-Q0,75)

IL-2 6,40 (3,50; 11,40); p = 0,0001 1,12 (1,00; 4,55)
IL-6 51,49 (20,81; 301,80); p = 0,0001 1,88 (1,00; 3,01)
IL-8 27,30 (11,30; 49,17); p = 0,0001 1,67 (0,89; 2,51)
IL-10 34,98 (15,90; 48,90); p = 0,0001 1,69 (0,60; 5,42)
IL-17 22,60 (10,80; 44,10); p = 0,0001 1,00 (0,71; 1,70)
IL-18 1,23 (1,10; 1,35); p = 0,006 2,31 (1,23; 3,40)
IL-1β 39,08 (26,40; 176,90); p = 0,002 12,66 (5,00; 42,17)
IL-1ra 11,85 (8,20; 14,80); p = 0,0001 2,10 (1,14; 3,25)
TNFα 27,30 (2,96; 160,90); p = 0,0001 2,29 (1,42; 7,07)
IFNγ 133,20 (0,36; 395,50); p = 0,030 0,66 (0,44; 2,75)
G-CSF 68,50 (20,10; 369,30); p = 0,0001 1,06 (0,95; 2,39)
GM-CSF 13,00 (6,10; 31,90); p = 0,0001 4,00 (2,23; 8,11)
VEGF 3,00 (2,10; 3,90); p = 0,0001 0,85 (0,40; 1,20)
MCP-1 1,31 (0,50; 3,32) 1,10 (0,51; 2,35)

IL-10, IL-17, IL-18, IL-1β, IL-1ra, TNFα, IFNγ, 
G-CSF (гранулоцитарный колониестимулиру-
ющий фактор), GM-CSF (гранулоцитарно-ма-
крофагальный колониестимулирующий фактор), 
VEGF (фактор роста эндотелия сосудов), MCP- 1 
(моноцитарный хемотаксический протеин-1) 
с использованием наборов реагентов производ-
ства АО «Вектор-Бест». 

ИВПА на продукцию цитокинов ИКК крови, 
а также опухолью и ее микроокружением высчи-
тывали по формуле: ИВПА = А/Б, где А – уро-
вень стимулированной поликлональными ак-
тиваторами продукции цитокина, Б – уровень 
спонтанной продукции цитокина. 

Статистическую обработку данных выпол-
няли с использованием непараметрического 
критерия Манна–Уитни. Показатели выражали 
в виде медианы – Me, нижнего и верхнего про-
центилей (Q0,25-Q0,75), рассчитывали коэффици-
ент ранговой корреляции Спирмена (r) и его до-
стоверность (p). Для определения достоверности 
различий между встречаемостью лимфоузлов, 
пораженных метастазами (%) на момент иссле-
дования, в исследуемых возрастных группах ис-
пользовали критерий Фишера (φ). 

Результаты
Определение спонтанной продукции цитоки-

нов выявило достоверное повышение концентра-
ции IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, IL-18, IL-1ra, IFNγ, 
G-CSF, GM-CSF и VEGF в супернатанте клеток 
опухоли и ее микроокружения по сравнению 
с супернатантом клеток периферической крови 
как в I, так и во II группе больных (табл. 1, 2). 

После инкубации с ПА отмечалось повышение 
концентрации IL-2, IL-10, IL-17, IL-1β, TNFα, 
IFNγ и снижение концентрации IL-6, IL-8, IL- 18, 
IL-1ra, G-CSF, GM-CSF и VEGF в супернатанте 
клеток периферической крови по сравнению с су-
пернатантом клеток опухоли у больных I группы 
(табл. 3). В группе II отмечены аналогичные раз-
личия по указанным выше концентрациям цито-
кинов в супернатанте клеток крови за исключе-
нием IL-8 и GM-CSF (табл. 4).

Анализ ИВПА на цитокинпродуцирующий 
потенциал клеток показал, что в обеих возраст-
ных группах его значения относительно супер-
натанта клеток крови были достоверно выше 
для всех исследуемых цитокинов по сравнению 
с ИВПА относительно супернатанта опухоли и ее 
микроокружения, за исключением IL-18 и белка 
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MCP-1. ИВПА на продукцию IL-18 иммуноком-
петентными клетками крови был снижен по срав-
нению с аналогичным показателем супернатанта 
опухоли и ее микроокружения (табл. 5 и 6). 

Сравнение продукции цитокинов клетка-
ми периферической крови у пациентов разных 
возрастных групп выявило достоверные раз-
личия ИВПА на продукцию IFNγ: группа I – 
Me = 477,80 (Q0,25 = 137,30, Q0,75 = 720,90), груп-
па II – Me = 133,20 (Q0,25 = 0,36, Q0,75 = 395,50); 
p = 0,008; на продукцию VEGF: группа I – 
Me = 2,20 (Q0,25 = 1,70, Q0,75 = 3,09), группа II – 
Me = 3,00 (Q0,25 = 2,10, Q0,75 = 3,90); p = 0,047.

При сравнении продукции цитокинов опухо-
лью и ее микроокружением у пациентов разных 
возрастных групп отмечались достоверные раз-
личия в спонтанной продукции IL-6: группа I – 
Me = 52440,00 (Q0,25 = 36300,00, Q0,75 = 69740,00), 
группа II – Me = 41040,00 (Q0,25 = 21820,00, 
Q0,75 = 46980,00); p = 0,037 и продукции VEGF: 
группа I – Me = 2951,20 (Q0,25 = 2242,00, 
Q0,75 = 4607,40), группа II – Me = 2164,40 
(Q0,25 = 1346,60, Q0,75 = 3243,00); p = 0,007. Вли-
яние ПА в этих группах привело к различиям 
в концентрациях IFNγ: группа I – Me = 36,50 
(Q0,25 = 10,50, Q0,75 = 64,50), группа II – Me = 12,30 
(Q0,25 = 8,30, Q0,75 = 28,70); p = 0,035, что отража-
лось и в различии ИВПА на продукцию IFNγ: 
группа I – Me = 1,70 (Q0,25 = 0,85, Q0,75 = 3,07), 
группа II – Me = 0,66 (Q0,25 = 0,44, Q0,75 = 2,75); 
p = 0,012.

Обсуждение
Известно, что опухоль и клетки, входящие 

в состав ее микроокружения, способны проду-
цировать широкий спектр цитокинов и факто-
ров роста, которые формируют среду, наиболее 
благоприятную для ее прогрессии [10, 21, 23, 
25]. В первую очередь, их действие, так или ина-
че, направлено на ангиогенез, обеспечивающий 
трофику новообразования и поддержание его 
жизнедеятельности. В обеих возрастных груп-
пах пациентов отмечалось повышение концен-
трации IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, IL-18, IL-1ra, 
G-CSF, GM-CSF и VEGF в супернатанте клеток 
опухоли и ее микроокружения, что свидетель-
ствовало о высокой функциональной активности 
новообразования в совокупности с его микро-
окружением и способствовало формированию 
новых кровеносных сосудов, что, естественно, 
повышало вероятность метастазирования. Хотя 
самой опухолью, помимо ее микроокружения, 
продуцируются не все из вышеуказанных цито-
кинов, а только IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, IL-18 
и VEGF [4].

Ангиогенез в очаге опухолевого роста обеспе-
чивается фактором VEGF, продукция кото-

рого стимулируется прямо или косвенно дей-
ствием других цитокинов, в частности IL-6 и  
GM-CSF [14]. IL-6 является провоспалительным 
цитокином, продуцируется моноцитами, макро-
фагами, фибробластами, эндотелиальными клет-
ками, Т- и В-лимфоцитами. IL-6 способен сти-
мулировать пролиферативную активность клеток 
злокачественного новообразования, их инвазию, 
метастазирование и обеспечивать ангиогенез [12, 
18, 21, 27]. При РМЖ это было показано на при-
мере белка Онкостатина М, принадлежащего 
семейству IL-6 и продуцируемого опухоль-ас-
социированными нейтрофилами и макрофага-
ми, которые наиболее часто обнаруживаются 
в опухолевых инфильтратах при различных ви-
дах рака [26]. Сигнал на нейтрофилы поступает 
от фактора роста GM-CSF, который выступает 
в роли активатора, нейтрофилы синтезируют 
Онкостатин М и сохраняют его в гранулах. Кле-
точные контакты между нейтрофилами и опу-
холевыми клетками способствуют его выбро-
су, он связывается с рецептором на опухолевых 
клетках, увеличивая их подвижность, секрецию 
VEGF и повышая инвазивность опухоли. Та-
ким образом, нейтрофилы, являясь источником 
Онкостатина М, индуцируют прогрессию и ме-
тастазирование опухоли [26, 28]. Полученные 
достоверные различия между встречаемостью 
лимфоузлов с метастазами в разных возрастных 
группах предполагают более интенсивный рост 
опухоли и повышение вероятности метастази-
рования у пациентов в возрасте 40-60 лет (опре-
деление критерия Фишера показало (p = 0,034), 
что согласуется с данными о достоверном повы-
шении концентраций IL-6 и VEGF при их спон-
танной продукции в I группе пациентов по срав-
нению с группой II. 

Еще одним цитокином, также оказывающим 
стимулирующее действие на ангиогенез, являет-
ся IL-8, который реализует этот эффект не пря-
мо, а через действие протеинкиназ, повышающих 
выживаемость опухолевых клеток, усиливающих 
их пролиферацию и миграцию, способствуя ин-
вазивности опухоли [6, 12, 30]. К цитокинам, кос-
венно регулирующим продукцию факторов, при-
нимающих участие в формировании сосудистой 
сети опухоли, относится и IL-17, который являет-
ся провоспалительным и, к тому же, стимулирует 
синтез такого важного медиатора как TNFα [15]. 
Особая роль в стимуляции опухолевой прогрес-
сии принадлежит IL-18, действие которого на-
правлено на поддержание ангиогенеза, инвазии 
и метастазирования за счет увеличения мигра-
ции эндотелиальных клеток и опухолевых клеток 
вследствие экспрессии молекул адгезии на эн-
дотелии сосудов и непосредственной активации 
протеинкиназы MAPK в опухолевых клетках 
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[34]. IL-18 повышает продукцию VEGF и тром-
боспондина-1 [11], усиливает синтез матриксных 
металлопротеиназ клетками злокачественного 
новообразования и его микроокружения [20], 
а также стимулирует пролиферацию клеток нео-
плазмы и синтез в них эндогенных кислородных 
радикалов, вызывающих экспрессию FasL, что 
приводит к Fas-опосредованному апоптозу им-
мунокомпетентных клеток, контактирующих 
со злокачественным новообразованием [24]. 

Наряду с факторами, способствующими кан-
церогенезу, клетками опухоли и ее микроокруже-
ния продуцируются цитокины, обладающие про-
тивоопухолевым эффектом, в частности IL-10 
и IFNγ [7, 9], повышение концентраций которых 
отмечалось в супернатанте опухоли у больных 
обеих групп. IFNγ также ингибирует продук-
цию IL-8 [6]. Что касается IL-1ra, относящегося 
к противовоспалительным цитокинам, повы-
шение его концентрации может быть маркером 
степени выраженности воспалительной реакции 
при раке [8]. Не исключено, что повышенная се-
креция IL- 1ra позволяет неоплазме поддерживать 
воспаление на уровне, необходимом ей для соз-
дания оптимальных условий жизнедеятельно-
сти, а также ингибировать чрезмерно выражен-
ную воспалительную реакцию, которая может 
привести к повышенной деструкции опухоле-
вой ткани [32]. Регуляторное воздействие IL-1ra 
на ангиогенез было продемонстрировано через 
ингибирование продукции VEGF [17, 22]. Таким 
образом, наблюдаемое нами повышение концен-
трации цитокинов при их спонтанной продукции 
опухолью и ее микроокружением связано с обе-
спечением роста и метастазирования новообра-
зования и отражает сложные взаимосвязи между 
цитокинами с проопухолевым и противоопухо-
левым действием. 

Добавление ПА в среду культивирования 
приводило к повышению концентраций IL-2, 
IL-10, IL-17, IL-1β, IL-1ra, TNFα и IFNγ в су-
пернатанте иммунокомпетентных клеток крови, 
что свидетельствовало об их высоком цитокин-
продуцирующем потенциале. IL-2, являясь ре-
гуляторным цитокином, способен увеличивать 
продукцию IL-10 NK-клетками периферической 
крови [31], а также стимулировать синтез IL-10 
и IL-17 Т-регуляторными клетками [13, 33], что 
объясняет повышение концентрации цитокинов 
этой группы в супернатанте клеток крови. В ра-
нее проведенных исследованиях было показано, 
что чем выше продукция IL-2 и IFNγ, цитоки-

нов, стимулирующих цитотоксическую актив-
ность иммунокомпетентных клеток, тем ниже 
содержание Ki67-позитивных клеток в опухоли, 
показатель, отражающий их пролиферативную 
активность и сопряженный с большей тяжестью 
опухолевой прогрессии [1]. Наибольшие раз-
личия в концентрациях IFNγ при воздействии 
ПА были получены в супернатанте клеток кро-
ви обеих групп пациентов, при этом у больных 
в возрасте 40-60 лет ИВПА на его продукцию был 
в несколько раз выше аналогичного показателя 
больных в возрасте 61 и более лет. Следователь-
но, противоопухолевый потенциал лимфоцитов 
в микроокружении опухоли не реализован, о чем 
свидетельствовало различие в спонтанной про-
дукции IFNγ в группах с различной встречаемо-
стью лимфоузлов, пораженных метастазами. 

Повышение ИВПА на продукцию практи-
чески всех цитокинов в супернатанте крови 
по сравнению с показателями супернатанта 
опухоли можно также объяснить изначально 
высокими уровнями спонтанной продукции 
цитокинов опухолью и ее микроокружением, 
обеспечивающими злокачественную прогрес-
сию [16, 19], поэтому действие ПА на опухоль 
не приводило к такому же эффекту, как при 
действии на ИКК крови. Единственным цито-
кином, к продукции которого клетки опухоли 
и микроокружения сохраняли высокий потен-
циал, был IL-18, что подтверждает его важную 
роль в канцерогенезе. 

Таким образом, опухоль и клетки ее микро-
окружения вырабатывают широкий спектр ци-
токинов и факторов роста, о чем свидетельство-
вали высокие уровни их спонтанной продукции. 
Цитокины, обладающие разнонаправленными 
эффектами, объединены в единую сеть межкле-
точных взаимодействий, которые прямо или при 
помощи посредников стимулируют ангиогенез, 
направленный на обеспечение трофики расту-
щего новообразования, усиливают пролифера-
тивную активность опухолевых клеток, их инва-
зию и метастазирование. На основании данных 
о влиянии поликлональных активаторов на ци-
токинпродуцирующую функцию клеток опухоли 
и крови можно прийти к выводу о том, что по-
стоянно циркулирующие иммунокомпетентные 
клетки, обладая высокой способностью к секре-
ции исследованных цитокинов, являются тем ре-
зервом, который обеспечивает опухолевую про-
грессию. 
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Резюме. В экспериментах на животных показано, что антитела против стероидных гормонов спо-
собны модулировать их содержание в сыворотке крови и тем самым воздействовать на возникнове-
ние рака молочной железы (РМЖ). В свою очередь эффекты указанных антител могут изменяться под 
действием соответствующих антиидиотипических антител. Однако ассоциации антител и антиидио-
типических антител с РМЖ у женщин остаются мало изученными.

Цель исследования – выявить возможные ассоциации антител к эстрадиолу и прогестерону (IgG-
Es1 и IgG-Pg1) и соответствующих антиидиотипических антител (IgG-Es2 и IgG-Pg2) с РМЖ у жен-
щин в постменопаузе.

Были обследованы 89 здоровых женщин и 273 больных РМЖ. Исследование IgG-Es1 и IgG-Pg1 
в сыворотке крови выполняли с помощью неконкурентного иммуноферментного анализа с использо-
ванием конъюгатов Es и Pg с бычьим сывороточным альбумином в качестве антигенов. Исследование 
IgG-Es2 и IgG-Pg2 выполняли аналогичным методом с использованием моноклональных антител 
против Es и Pg в качестве антигенов.

Одновременное отсутствие IgG-Es1 и IgG-Pg1 имело место у 53,9% здоровых женщин и у 41,0% 
больных РМЖ (р = 0,04; OR = 0,6). Ig-Es1 без IgG-Pg1 и IgG-Pg1 без Ig-Es1 обнаружили у 15,7% 
и 20,2% здоровых женщин и у 10,3 и 7,7% больных РМЖ (р > 0,05). Одновременное повышение уров-
ней исследуемых антител выявлено у 10,1% здоровых женщин и у 41,0% больных РМЖ (р < 0,0001; 
OR = 5,3). Отсутствие IgG-Es2 и IgG-Pg2 (одновременное и каждого по отдельности в присутствии 
другого) обнаруживали с одинаковой частотой в сравниваемых группах. Одновременное повышение 
уровней IgG-Es2 и IgG-Pg2 имело место у 52,8% здоровых женщин и у 34,8% больных РМЖ (р = 0,03; 
OR = 0,4).

Впервые обнаружены феномены синергизма в иммуностимуляции РМЖ при одновременном об-
разовании IgG-Es1 и IgG-Pg1, а также синергизма в иммуноингибиции РМЖ при одновременном 
образовании IgG-Es2 и IgG-Pg2. Показана высокая информативность иммуноанализа антител к сте-
роидным гормонам для определения риска РМЖ у женщин в постменопаузе.

Ключевые слова: рак молочной железы, антитела, антиидиотипические антитела, эстрадиол, прогестерон, канцерогенез
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Работа выполнена в рамках проекта 
№ VI.59.1.1. Программы фундаментальных науч-
ных исследований СО РАН.

Введение
Проблема доклинической диагностики рака 

молочной железы РМЖ в фазе инициации/про-
моции остается актуальной в связи с широким 
распространением этого заболевания и возмож-
ностью превентивной терапии селективными 
модуляторами эстрогеновых рецепторов, тамок-
сифеном и др. [4, 12, 18, 21]. Одним из маркеров 
повышенного риска РМЖ является глобулин, 
связывающий половые гормоны в сыворотке 
крови [8, 15, 22]. Такой же способностью облада-
ют и антитела к эндогенным стероидам.

Известно, что уровни стероидных гормонов 
могут изменяться под влиянием специфических 
антител (АТ) после иммунизации животных [11, 
16, 17, 20]. Иммунизация мышей против эстра-
диола (Es) приводила к угнетению роста эстро-
ген-зависимых опухолей [6]. Функции АТ к Es 

и прогестерону (Pg) в патогенезе РМЖ у женщин 
остаются малоизученными. На основании ре-
зультатов экспериментальных исследований [6] 
можно было бы предположить, что АТ против Es 
выполняют защитную роль и тормозят возникно-
вение РМЖ. В таком случае их содержание в сы-
воротке крови больных должно быть меньше, чем 
у здоровых женщин. Однако в предыдущих рабо-
тах обнаружено, что совместное образование АТ 
к Es, Pg и бензо[а]пирену ассоциировано с вы-
соким риском РМЖ [3, 9]. Это может свидетель-
ствовать о том, что указанные АТ стимулируют 
возникновение РМЖ.

Вместе с тем, в сыворотке крови здоровых 
женщин и больных РМЖ были обнаружены 
антиидиотипические АТ к Es [2]. Весьма веро-
ятно, что и АТ к Pg индуцируют синтез соответ-
ствующих антиидиотипических АТ. Поэтому при 
дальнейшем изучении специфических иммун-
ных реакций на стероидные гормоны при РМЖ 
необходимо учитывать совместные эффекты АТ 
и анти-АТ к стероидным гормонам.

ANTIBODIES AND ANTI-ANTIBODIES TO STEROID 
HORMONES, AND BREAST CANCER RISK
Glushkov A.N.a, c, Polenok E.G.a, Kostyanko M.V.c, Antonov A.V.b, 
Verzhbitskaya N.E.d, Vafin I.A.e, Ragozhina S.E.e
a Federal Research Center of Coal and Coal Chemistry, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Kemerovo, 
Russian Federation  
b Regional Dispensary for Clinical Oncology, Kemerovo, Russian Federation  
c Kemerovo State University, Kemerovo, Russian Federation  
d Pathologoanatomical Bureau, Kemerovo, Russian Federation  
e Regional Blood Center, Kemerovo, Russian Federation

Abstract. Antibodies against sex steroid hormones are known to modulate their serum concentration and 
inhibit experimental breast cancer (BC). Hence, these effects could be changed by according anti-idiotypic 
antibodies. However, relationships between antibodies and anti-idiotypic antibodies and BC in women are still 
poorly studied. The aim of this study was to identify possible associations between occurrence of antibodies 
against estradiol and progesterone (IgG-Es1and IgG-Pg1) and according antiidiotypic antibodies (IgG-Es2 
and IgG-Pg2), and postmenopausal BC. 

Eighty-nine healthy women and 273 BC patients were examined. A non-competitive solid phase 
immunoassay for IgG-Es1 and IgG-Pg1 was performed using estradiol and progesterone conjugates with bovin 
serum albumin as antigens. Monoclonal antibodies against Es and Pg as antigens have been used for non-
competitive solid phase immunoassay of IgG-Es2 and IgG-Pg2. 

Results: absence of both IgG-Es1 and IgG-Pg1 was revealed in 53.9% of healthy donors and 41.0% of 
BC patients (p = 0.04; OR = 0.6). Presence of IgG-Es1 without IgG-Pg1, or IgG-Pg1 without IgG-Es1was 
detected for, respectively, 15.7% and 20.2% of healthy women, and in 10.3% and 7.7% of BC patients (p > 0.05). 
Simultaneous increase of both IgG-Es1 and IgG-Pg1 was revealed in 10.1% of healthy donors and in 41.0% 
of BC patients (p < 0.0001; OR = 5.3). Absence of a single antibogy (IgG-Es2 or IgG-Pg2) showed similar 
frequency in the groups under study. Simultaneous increase of both IgG-Es2 and IgG-Pg2 was detected in 
52.8% of healthy women and 34.8% of BC patients (p = 0.03; OR = 0.4). Conclusion: We have first revealed 
an immunostimulating synergistic effect of antibodies against sex steroid hormones and immunoinhibitory 
synergistic effect of appropriate anti-idiotypic antibodies upon the postmenopausal breast cancer risk. 

Keywords: breast cancer, antibodies, anti-idiotypic antibodies, estradiol, progesterone, carcinogenesis
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Цель исследования – выявить предполагаемые 
ассоциации антител к эстрадиолу и прогестерону 
(IgG-Es1 и IgG-Pg1) и соответствующих анти-
идиотипических антител (IgG-Es2 и IgG-Pg2) 
с РМЖ у женщин в постменопаузе.

Материалы и методы
В обследовании приняли участие 362 женщи-

ны в постменопаузе. В исследуемую группу были 
включены 273 женщины с диагнозом «инвазив-
ная карцинома молочной железы», которые по-
ступили на лечение в Областной клинический он-
кологический диспансер г. Кемерово. Диагноз рак 
молочной железы (РМЖ) в каждом случае был 
подтвержден морфологически. Средний возраст 
больных РМЖ составил 63,2±8,8 года. В группу 
сравнения были включены 89 здоровых женщин 
без патологии молочной железы (средний воз-
раст – 58,8±7,1 лет). Забор периферической кро-
ви осуществлялся согласно этическим стандартам 
в соответствии с Хельсинской декларацией 1975 г. 
и «Правилами клинической практики в Россий-
ской Федерации», утвержденными Приказом 
Минздрава РФ № 266 от 19.06.2003 г. Все лица, 
участвовавшие в исследовании, дали информиро-
ванное письменное согласие на участие в нем.

Иммуноанализ первых АТ к Es и Pg (IgG-Es1, 
IgG-Pg1) проводили с помощью неконкурентно-
го иммуноферментного анализа в собственной 
модификации [1]. В качестве антигенов на поли-
стирольные иммунологические планшеты были 
иммобилизованы конъюгаты Es и Pg с бычьим 
сывороточным альбумином (BSA). Конъюгат 
Es-BSA был синтезирован путем присоединения 
BSA к эстрадиолхинонам, полученным окисле-
нием Es солью Фреми. Коньюгат Pg-BSA был 
получен путем конъюгации гемиглутарата 21-ги-
дроксипрогестерона и BSA карбодиимидным 
способом. Иммунологические планшеты сен-
сибилизировали в течение ночи при комнатной 
температуре. Образцы сыворотки крови в разве-
дении 1:100 вносили по 100 мкл в лунки планшета 
в дублях, инкубировали 1 ч при 37 °С на шейке-
ре. Cвязавшиеся АТ выявляли с помощью козьих 
АТ против IgG человека, меченных пероксида-
зой хрена (Novex, США), разведение конъюгата 
1:10000. Регистрацию адсорбированных на план-
шете АТ проводили с помощью субстратного бу-
фера, содержащего тетраметилбензидин (TMB, 
США), на фотометре (Пикон, Россия) при длине 
волны 450 нм. Уровни АТ выражали в относи-
тельных единицах и вычисляли по формуле: 

IgG-X = (ODX-BSA-ODBSA)/ODBSA,
где X = Es, Pg, ODX-BSA – связывание АТ с конъ-

югатом Es-BSA или Pg-BSA, ODBSA – фоновое 
связывание с BSA. 

Анализ антиидиотипических АТ к Es и Pg (IgG-
Es2, IgG-Pg2) осуществляли на коммерческих 

наборах «ИммуноФА-Эстрадиол», «ИммуноФА-
ПГ» («Иммунотех», Москва) с иммобилизован-
ными на пластике моноклональными АТ против 
Es и Pg согласно методике [1]. Уровни вторых 
АТ также выражали в относительных единицах 
и рассчитывали по отношению связывания сыво-
роточных АТ с иммобилизованными на пластике 
АТ к Es и Pg (за вычетом фонового связывания 
с отрицательным контролем) к отрицательному 
контролю. 

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием программы Statistica 8.0 
(StatSoft Inc., USA). Ненормальный характер 
распределения показателей выявили с помо-
щью критерия Шапиро–Уилка, и в дальнейшем 
для выявления различий между группами ис-
пользовали непараметрический критерий χ2 с по-
правкой Йейтса на непрерывность вариации. При 
расчете критерия χ2 исследуемые признаки груп-
пировались в четырехпольную таблицу (d.f. = 1). 
Для выявления пороговых значений уровней АТ 
(cut-off) был проведен ROC-анализ [10]. Ассоци-
ации исследуемых АТ и анти-АТ с РМЖ оцени-
вали на основании величины отношения шансов 
(ОR) с доверительным интервалом (CI) при 95% 
уровне значимости. 

Результаты
Ассоциации IgG-Es1 и IgG-Pg1 с РМЖ
С помощью ROC-анализа рассчитали порого-

вые значения (cut-off) уровней АТ к Es и Pg (IgG-
Es1, IgG-Pg1), по которым здоровые женщины 
и больные РМЖ имели наиболее значимые раз-
личия. Таковыми оказались: для IgG-Es1 = 5, 
для IgG-Pg1 = 4. Затем по количеству (n) и ча-
стоте (%) обнаружения низких (≤) и высоких (>) 
уровней АТ в сравниваемых группах рассчитали 
значение OR для каждого исследуемого АТ по от-
дельности и в 4 возможных комбинациях. Резуль-
таты представлены в таблице 1.

Обнаружили, что низкие уровни АТ к Es и Pg 
(IgG-Es≤5, IgG-Pg≤4) у больных РМЖ встреча-
лись значимо реже, чем у здоровых женщин. При 
этом значение OR были меньше 1. Высокие уров-
ни АТ к Es и Pg (IgG-Es1 > 5, IgG-Pg1 > 4) у боль-
ных РМЖ встречались чаще, чем у здоровых. OR 
возрастали до 3,0 и до 2,2 соответственно.

Одновременное отсутствие или низкие уровни 
и IgG-Es1, и IgG-Pg1 (комбинация 1 в сравнении 
со всеми остальными случаями) у больных РМЖ 
обнаруживались реже, чем у здоровых с OR < 1. 
Ассоциация исследуемых АТ с РМЖ в комбина-
циях 2-4 рассчитывали путем их сопоставления 
с частотой комбинации 1. Не выявили статисти-
чески значимых различий между сравниваемы-
ми группами по частоте только высоких уровней 
АТ к Es (IgG-Es1 > 5) при одновременно низких 
уровнях АТ к Pg (IgG-Pg1≤4) (комбинация 2) 
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и только высоких уровнях АТ к Pg (IgG-Pg1 > 4) 
при одновременно низких уровнях АТ к Es (IgG-
Es1≤5) (комбинация 3), хотя в этих случаях имели 
место тенденции к снижению частоты их обна-
ружения у больных РМЖ. Одновременное повы-
шение уровней и АТ к Es (IgG-Es1 > 5), и АТ к Pg 
(IgG-Pg1 > 4) (комбинация 4) обнаружено значи-
мо чаще у больных РМЖ, чем у здоровых жен-
щин (p < 0,0001). При этом значение OR возрас-
тало до 5,3. Между каждой из 2 и 3 комбинаций 
с одной стороны и комбинацией 4 с другой сто-
роны имела место высокая статистически значи-
мая разница в сравниваемых группах (р < 0,0001). 

Таким образом, заключение о низком или вы-
соком риске РМЖ при низких или высоких уров-
нях только АТ к Es (IgG-Es1) или только АТ к Pg 
(IgG-Pg1) может оказаться ложным. Поэтому 
лишь одновременное снижение или повышение 
уровней исследуемых АТ может служить основа-
нием для оценки риска РМЖ.

Ассоциации IgG-Es2 и IgG-Pg2 с РМЖ
Согласно ROC-анализу пороговыми значе-

ниями (cut-off) уровней антиидиотипических 
АТ к Es и Pg (IgG-Es2, IgG-Pg2) между сравни-
ваемыми группами оказались: для IgG-Es2 = 3, 
для IgG-Pg2 = 3. Статистически значимых раз-

личий по частоте обнаружения высоких (> 3) 
и низких (≤ 3) уровней анти-АТ к Es (IgG-Es2) 
между здоровыми женщинами и больными РМЖ 
не обнаружено (табл. 2). Низкие уровни анти-АТ 
к Pg (IgG-Pg2 ≤ 3) у больных РМЖ выявлялись 
статистически значимо чаще, чем у здоровых 
(р = 0,004). При этом OR составил 2,3. Соот-
ветственно, высокие уровни анти-АТ к Pg (IgG-
Pg2 > 3) реже встречались у больных РМЖ, чем 
у здоровых. При этом OR снижался до 0,4.

Одновременно низкие уровни анти-АТ к Es 
и Pg (IgG-Es2 ≤ 3, IgG-Pg2 ≤ 3) (комбинация 1) 
у больных РМЖ выявлялись чаще, чем у здоро-
вых женщин, но эти различия оказались стати-
стически не значимы (р > 0,05). Высокие уровни 
только анти-АТ к Es (IgG-Es2 > 3) при низких 
уровнях анти-АТ к Pg (IgG-Pg2 > 3) (комбина-
ция 2) встречались чаще у больных РМЖ, чем 
у здоровых женщин, но эти различия тоже были 
статистически не значимы (р > 0,05). Не выявили 
различий по частоте обнаружения только высо-
ких уровней анти-АТ к Es (IgG-Es2 > 3) при низ-
ких анти-АТ к Pg (IgG-Pg2 ≤ 3) (комбинация 3). 
Вместе с тем одновременно повышенные уров-
ни анти-АТ к Es и Pg (IgG-Es2 > 3 и IgG-Pg2 > 3) 
(комбинация 4) у больных РМЖ выявлялись ста-

ТАБЛИЦА 1. КОЛИЧЕСТВО СЛУЧАЕВ (N) И ЧАСТОТА (%) ОБНАРУЖЕНИЯ НИЗКИХ (≤) И ВЫСОКИХ (>) УРОВНЕЙ 
АНТИТЕЛ К ЭСТРАДИОЛУ И ПРОГЕСТЕРОНУ (IgG-Es1, IgG-Pg1) ОТДЕЛЬНО И В КОМБИНАЦИЯХ У ЗДОРОВЫХ 
ЖЕНЩИН И БОЛЬНЫХ РАКОМ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ (РМЖ)
TABLE 1. NUMBER OF CASES (N) AND FREQUENCY (%) OF LOW (≤) AND HIGH (>) LEVELS OF ANTIBODIES TO ESTRADIOL 
AND PROGESTERONE (IgG-Es1, IgG-Pg1), WITH RESPECT TO EITHER SEPARATE OR  COMBINED EFFECTS IN HEALTHY 
WOMEN AND BREAST CANCER (BC) PATIENTS

Антитела 
и их комбинации 

Antibodies 
and their combinations

Здоровые
женщины

Healthy
women
(N = 89)

Больные
РМЖ 

Breast cancer 
patients

(N = 273)
χ2 (p) OR (95%CI)

n/% n/%
IgG-Es1 ≤ 5
> 5

66/74,2
23/25,8

133/48,7
140/51,3 16,5 (< 0,0001) 0,3 (0,2-0,6)

3,0 (1,8-5,1)
IgG-Pg1 ≤ 4
> 4

62/69,7
27/30,3

140/51,3
133/48,7 8,5 (0,004) 0,5 (0,3-0,8)

2,2 (1,3-3,6)
1. IgG-Es1 ≤ 5
IgG-Pg1 ≤ 4 48/53,9 112/41,0 4,03 (0,04) 0,6 (0,4-0,9)

2. IgG-Es1 > 5
IgG-Pg1≤4 14/15,7 28/10,3 0,1 (0,82)

3. IgG-Es1 ≤ 5
IgG-Pg1 > 4 18/20,2 21/7,7 3,0 (0,08)

4. IgG-Es1 > 5
IgG-Pg1 > 4 9/10,1 112/41,0 20,3 (< 0,0001) 5,3 (2,5-11,4)

χ2 (p) 2-4
χ2 (p) 3-4

15,2 (0,0001)
28,8 (< 0,0001)

Примечание. Пороговое значение для антител к эстрадиолу IgG-Es1 = 5, для антител к прогестерону IgG-Pg1 = 4.

Note. Threshold values for IgG-Es1antibodies to estradiol are 5; for antibodies to progesterone IgG-Pg1, are equal to 4.
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тистически значимо реже, чем у здоровых жен-
щин (р = 0,03). При этом OR снижался до 0,4. 
Между частотами обнаружения комбинаций 2 и 4 
в сравниваемых группах выявлена статистически 
значимая разница (р = 0,008).

Таким образом, каждые из исследуемых ан-
тиидиотипических АТ по отдельности не были 
ассоциированы с РМЖ. Одновременное повы-
шение уровней анти-АТ к Es и Pg сопряжено 
со снижением риска РМЖ.

Соотношение уровней антител и анти-антител 
к Es и Pg у здоровых женщин и больных РМЖ

Поскольку ассоциации АТ и анти-АТ к Es и Pg 
с РМЖ оказались разнонаправленными, посчи-
тали целесообразным ввести интеграционный 
показатель их взаимосвязи с этим заболеванием. 
Поэтому рассчитали индивидуальные соотноше-
ния уровней первых АТ и анти-АТ к Es и Pg (IgG-
Es1/Es2 и IgG-Pg1/Pg2) и их пороговые значения 
(cut-off), по которым различались сравниваемые 
группы. Для IgG-Es1/Es2 и IgG-Pg1/Pg2 эти зна-
чения составили 1,5. В таблице 3 приведены ре-
зультаты сравнения здоровых женщин и больных 
РМЖ по рассчитанным соотношениям и их ком-
бинациям. 

Выяснилось, что превышение уровня АТ 
к Es (IgG-Es1) над уровнем анти-АТ к Es (IgG-
Es2) в 1,5 раза чаще встречалось у больных 
РМЖ по сравнению со здоровыми женщинами 
(р < 0,0001). При этом OR возрастал до 2,9. Если 
это соотношение было ≤ 1,5, OR снижался до 0,3. 
Аналогичная закономерность обнаружена при 
анализе соотношений АТ и анти-АТ к Pg (IgG-
Pg1/Pg2) с OR = 1,9 и OR = 0,5 соответственно.

Одновременно низкие значения соотноше-
ний АТ и анти-АТ к Es и Pg (IgG-Es1/Es2 ≤ 1,5 
и IgG-Pg1/Pg2 ≤ 1,5) (комбинация 1) у больных 
РМЖ встречались статистически значимо реже, 
чем у здоровых женщин (р = 0,009). При этом 
OR = 0,5. Если соотношение АТ и анти-АТ к Es 
(IgG-Es1/Es2) было > 1,5 при одновременном со-
отношении АТ и анти-АТ к Pg (IgG-Pg1/Pg2) ≤ 1,5 
(комбинация 2), разницы между сравниваемы-
ми группами не было. Повышенные соотноше-
ния АТ и анти-АТ к Pg (IgG-Pg1/Pg2 > 1,5) при 
одновременно низких соотношениях АТ и анти-
АТ к Es (IgG-Es1/Es2 ≤ 1,5) у больных РМЖ об-
наруживали реже, чем у здоровых женщин, но 
эти различия были статистически не значимы 
(р > 0,05). Одновременно высокие значения ука-
занных соотношений (комбинация 4) у больных 

ТАБЛИЦА 2. КОЛИЧЕСТВО СЛУЧАЕВ (N) И ЧАСТОТА (%) ОБНАРУЖЕНИЯ НИЗКИХ (≤) И ВЫСОКИХ (>) УРОВНЕЙ 
АНТИИДИОТИПИЧЕСКИХ АНТИТЕЛ К ЭСТРАДИОЛУ И ПРОГЕСТЕРОНУ (IgG-Es2 И IgG-Pg2) ОТДЕЛЬНО И В 
КОМБИНАЦИЯХ У ЗДОРОВЫХ ЖЕНЩИН И БОЛЬНЫХ РАКОМ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ (РМЖ)
TABLE 2. NUMBER OF CASES (N) AND FREQUENCY (%) OF LOW (≤) AND HIGH (>) LEVELS OF ANTI-IDIOTYPIC ANTIBODIES 
TO ESTRADIOL (IgG-Es2) AND PROGESTERONE (IgG-Pg2), EITHER SEPARATELY, OR IN COMBINED IN HEALTHY 
WOMEN,OR BREAST CANCER (BC) PATIENTS

Антитела 
и их комбинации 

Antibodies 
and their combinations

Здоровые
женщины

Healthy
women
(N = 89)

Больные
РМЖ 

Breast cancer 
patients

(N = 273)
χ2 (p) OR (95%CI)

n/% n/%
IgG-Es2 ≤ 3
> 3

31/34,8
58/65,2

116/42,5
157/57,5 1,3 (0,25)

IgG-Pg2 ≤ 3
> 3

20/22,5
69/77,5

109/39,9
164/60,1 8,2 (0,004) 2,3 (1,3-3,9)

0,4 (0,3-0,8)
1. IgG-Es2 ≤ 3
IgG-Pg2 ≤ 3 9/10,1 47/17,2 2,1 (0,15)

2. IgG-Es2 > 3
IgG-Pg2 ≤ 3 11/12,4 62/22,7 0,01 (0,93)

3. IgG-Es2 ≤ 3
IgG-Pg2 > 3 22/24,7 69/25,3 0,9 (0,34)

4. IgG-Es2 > 3
IgG-Pg2 > 3 47/52,8 95/34,8 4,9 (0,03) 0,4 (0,2-0,9)

χ2 (p) 2-4
χ2 (p) 3-4

7,1 (0,008)
1,7 (0,19)

Примечание. Пороговое значение для анти-антител к эстрадиолу IgG-Es2 = 3, для анти-антител 
к прогестерону IgG-Pg2 = 3.

Note. Threshold values are equal to 3 for anti-antibodies to estradiol IgG-Es2, and 3, for anti-antibodies to progesterone IgG-Pg2.
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РМЖ выявлялись чаще, чем у здоровых жен-
щин (р < 0,0001). При этом OR возрастал до 6,2. 
Между каждой из 2 и 3 комбинаций с одной сто-
роны и комбинацией 4 с другой стороны имела 
место высокая статистическая разница (р = 0,003 
и р < 0,0001 соответственно), что подтверждает 
результаты, приведенные в таблицах 1 и 2.

Обсуждение
В настоящей работе выяснилось, что АТ про-

тив стероидных гормонов ассоциированы с высо-
ким риском РМЖ, в то время как соответствую-
щие антиидиотипические АТ – с низким риском. 
Механизмы обнаруженных эффектов остаются 
не раскрытыми. По аналогии с модельными экс-
периментами на животных [5, 6, 11, 16, 17, 20] 
можно предположить, что IgG-Es1 и IgG- Pg1 
способны изменять содержание Es и Pg в сыво-
ротке крови и влияние последних на клетки ми-
шени, т.е. стимулировать процессы промоции. 

При этом появление в сыворотке крови АТ 
против стероидных гормонов индуцирует синтез 

соответствующих антиидиотипических АТ. По-
следние ассоциированы с низким риском РМЖ. 
Очевидно, IgG-Es2 и IgG-Pg2 конкурируют с Es 
и Pg за связывание с Ig-Es1 и IgG-Pg1 и тем са-
мым модулируют их эффекты на содержание 
этих гормонов в сыворотке крови. Кроме того, 
не исключено, что анти-АТ взаимодействуют 
с мембранными рецепторами гормонов и могут 
блокировать их взаимодействие с гормонами 
или выступать в роли агонистов или антагони-
стов Es и Pg, как это показано в эксперименталь-
ных исследованиях [7, 13, 19]. 

Особый интерес вызывает то, что описанные 
эффекты имеют место только при совместном 
образовании исследуемых АТ. Так, Ig-Es1 без 
IgG-Pg1 и IgG-Pg1 без Ig-Es1встречаются реже 
у больных РМЖ, чем у здоровых женщин, т.е. 
проявляют тенденции к снижению рисков РМЖ. 
В то время как повышение их уровней в одном 
образце сыворотки крови у больных РМЖ выяв-
ляется значительно чаще, чем у здоровых, с воз-
растанием OR до 5,3. IgG-Es2 без IgG-Pg2 у боль-

ТАБЛИЦА 3. КОЛИЧЕСТВО СЛУЧАЕВ (N) И ЧАСТОТА (%) ОБНАРУЖЕНИЯ НИЗКИХ (≤) И ВЫСОКИХ (>) ЗНАЧЕНИЙ 
СООТНОШЕНИЯ УРОВНЕЙ АНТИТЕЛ И АНТИИДИОТИПИЧЕСКИХ АНТИТЕЛ К ЭСТРАДИОЛУ И ПРОГЕСТЕРОНУ  
(IgG-Es1/Es2 И IgG-Pg1/Pg2) ОТДЕЛЬНО И В КОМБИНАЦИЯХ У ЗДОРОВЫХ ЖЕНЩИН И БОЛЬНЫХ РАКОМ МОЛОЧНОЙ 
ЖЕЛЕЗЫ (РМЖ)
TABLE 3. NUMBER OF CASES (N) AND FREQUENCY (%) FOR LOW (≤) AND HIGH (>) LEVELS OF RATIOS FOR ANTIBODIES 
AND ANTI-IDIOTYPIC ANTIBODIES LEVELS TO ESTRADIOL AND PROGESTERONE (IgG-Es1/Es2, IgG-Pg1/Pg2) SINGLY AND 
IN COMBINATIONS AT THE HEALTHY WOMEN AND BREAST CANCER (BC) PATIENTS

Соотношения антител/
анти-антител и их 

комбинации
Ratio of antibodies/

anti-antibodies and their 
combinations 

Здоровые
женщины

Healthy
women
(N = 89)

Больные
РМЖ 

Breast cancer 
patients

(N = 273)
χ2 (p) OR (95%CI)

n/% n/%

IgG-Es1/Es2 ≤ 1,5
> 1,5

61/68,5
28/31,5

116/42,5
157/57,5 17,2 ( < 0,0001) 0,3 (0,2-0,6) 

2,9 (1,8-4,9)

IgG-Pg1/Pg2 ≤ 1,5
> 1,5

66/74,2
23/25,8

161/59,0
112/41,0 5,9 (0,01) 0,5 (0,3-0,8) 

1,9 (1,2-3,4)

1. IgG-Es1/Es2 ≤ 1,5
IgG-Pg1/Pg2 ≤ 1,5 45/50,6 94/34,4 6,7 (0,009) 0,5 (0,3-0,8)

2. IgG-Es1/Es2 > 1,5
IgG-Pg1/Pg2 ≤ 1,5 21/23,6 67/24,5 1,5 (0,22)

3. IgG-Es1/Es2 ≤ 1,5
IgG-Pg1/Pg2 > 1,5 16/18,0 22/8,1 0,9 (0,35)

4. IgG-Es1/Es2 > 1,5
IgG-Pg1/Pg2 > 1,5 7/7,9 90/33,0 19,6 ( < 0,0001) 6,2 (2,6-14,4)

χ2 (p) 2-4
χ2 (p) 3-4

8,7 (0,003)
21,1 (< 0,0001)

Примечание. Пороговое значение для соотношения антител и анти-антител к эстрадиолу IgG-Es1/Es2 = 1,5, 
для соотношения антител и анти-антител к прогестерону IgG-Pg1/Pg2 = 1,5.

Note. Threshold values for ratio of antibodies/anti-antibodies to estradiol IgG, Es1/Es2 is equal to 1.5; for ratio of antibodies/anti-
antibodies to progesterone IgG, Pg1/Pg2 = 1.5.
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ных РМЖ встречаются чаще, чем у здоровых, 
т.е. проявляет тенденцию к увеличению риска 
РМЖ. Частота обнаружения IgG-Pg2 без IgG-Es2 
сопоставима в сравниваемых группах. В то вре-
мя как совместное их образование наблюдается 
значимо реже у больных РМЖ, чем у здоровых, 
со снижением OR до 0,4.

Представляется целесообразным дальнейшее 
изучение механизмов синергических эффек-
тов АТ и анти-АТ к стероидным гормонам при 
канцерогенезе в эксперименте и при различных 
опухолях человека. Прикладное значение полу-
ченных результатов заключается в возможности 
использования иммуноанализа АТ к стероидным 
гормонам в определении риска РМЖ. Ранее при 
изучении глобулина, связывающего половые 
гормоны, ассоциации с РМЖ либо не были вы-
явлены [14], либо обнаружена негативная ассо-
циация с OR = 0,5 (р < 0,001) [22]. В настоящей 
работе низкие значения соотношений АТ и анти-

АТ к Es и Pg ассоциировано с низким риском 
РМЖ (OR = 0,5 95%CI: 0,3-0,8; р = 0,009), а вы-
сокие значения указанных соотношений – с вы-
соким риском РМЖ (OR = 6,2 95%CI: 2,6-14,4; 
р < 0,0001). Дальнейшие исследования в этом 
направлении на больших выборках позволят 
уточнить информационную ценность комплекс-
ного иммуноанализа АТ к стероидным гормонам 
для определения риска РМЖ и, возможно, дру-
гих гормонозависимых опухолей человека. 
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АССОЦИАЦИИ ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНОВ ЦИТОКИНОВ 
С НЕВЫНАШИВАНИЕМ БЕРЕМЕННОСТИ 

Гордеева Л.А.1, Оскорбина О.С.1, Воронина Е.Н.2, Соколова Е.А.2, 
Шаталина И.В.1, Оленникова Р.В.3, Нерсесян С.Л.3, 
Филипенко М.Л.2, Глушков А.Н.1
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г. Кемерово, Россия  
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Резюме. Изучали ассоциации полиморфизма генов цитокинов IL1B (rs1143634), IL1RN (VNTR, 
интрон 2), IL4 (VNTR, интрон 3), TNFA (rs1800629, rs361525), IL6 (rs1800795) и IL10 (rs1800896) с НБ 
у женщин. Были обследованы 112 образцов ДНК женщин с невынашиванием беременности (НБ) 
и 267 образцов ДНК женщин с физиологической беременностью. Типирование полиморфизма генов 
IL1RN (VNTR, интрон 2), IL4 (VNTR, интрон 3) проводили с помощью полимеразно-цепной реакции 
(ПЦР), генов IL1B (rs1143634) и IL6 (rs1800795) – с помощью полиморфизма длин рестрикционных 
фрагментов, а генов TNFA (rs1800629, rs361525) и IL10 (rs1800896) – с помощью TaqMan ПЦР в режиме 
реального времени. Как показало исследование ассоциации полиморфизма генов IL1B, IL1RN, IL10 
и TNFA у женщин с НБ, а также c ранних самопроизвольных выкидышей отсутствовали. Обнаружены 
ассоциации аллеля 2R гена IL4 с НБ у женщин (OR = 1,52, 95%CI = [1,08-2,14]; P-value (cor) = 0,05) 
и аллеля G гена IL6 с тремя и более самопроизвольными выкидышами (OR = 2,10, 95%CI = [1,24-3,56];  
P-value (cor) = 0,05), согласно аддитивной модели наследования признака. Оценивая полученные 
данные, можно заключить, что полиморфизм генов IL4 (VNTR интрон 3) и IL6 (rs1800795) у женщин 
оказывает влияние на развитие раннего самопроизвольного прерывания беременности. Полученные 
результаты могут быть полезными в понимании молекулярных механизмов раннего самопроизволь-
ного выкидыша.

Ключевые слова: цитокины, генетический полиморфизм, невынашивание беременности, ранний самопроизвольный 
выкидыш
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Введение
Несмотря на постоянное усовершенствование 

медицинских технологий в акушерско-гинеко-
логической практике, они не снижают актуаль-
ности проблемы невынашивания беременности 
(НБ) у женщин. Частота НБ в популяции со-
ставляет 2-5% от числа беременностей, а частота 
самопроизвольного выкидыша в структуре НБ – 
15-20% [9].

Причины НБ у женщин достаточно хорошо 
известны, при этом особое значение отводится 
иммунологическим нарушениям. При физио-
логической беременности комплекс иммунных 
механизмов отвечает за создание благоприятного 
иммунологического фона для имплантации за-
родыша, роста и созревания плаценты, а также 
органогенеза плода [11]. В связи с чем беремен-
ность рассматривается как физиологически обу-
словленное состояние толерантности иммунной 
системы матери к полуаллогенному плоду [5]. 
Поэтому любые неудачи беременности, прежде 
всего, могут быть связаны с отклонением им-
мунной толерантности матери за счет изменения 
продукции фетотрофических цитокинов.

Цитокины являются продуктами иммуноком-
петентных клеток, в то же время эти клетки сами 
служат мишенями для цитокинов [12]. Цитокины 
функционируют в качестве посредников межкле-
точных и межсистемных взаимодействий, уча-
ствуют в формировании и регуляции защитных 
реакций организма, которые на местном уровне 
запускают развитие воспаления. При несостоя-
тельности местных защитных реакций цитоки-
ны способны запускать системное воспаление, 
что приводит к развитию острофазового ответа 
на уровне организма [10]. В норме при беремен-
ности соблюдается оптимальный баланс провос-
палительных (вырабатываемых Th1-клетками) 
и противовоспалительных (вырабатываемых 
Th2-клетками) цитокинов в фетоплацентарном 
комплексе [11].

Полиморфизм в генах цитокинов оказывает 
влияние на скорость транскрипции, стабиль-
ность или качество мРНК, а также функцио-
нальную активность белковых продуктов их 
экспрессии и имеет выраженную этническую 
специфику [10]. Ассоциации полиморфизма 
в генах цитокинов с НБ у женщин неоднократ-
но изучались. Однако результаты исследований 
в разных популяциях не всегда однозначны. По-

ASSOCIATION BETWEEN CYTOKINE GENE POLYMORPHISMS 
AND RECURRENT MISCARRIAGE
Gordeeva L.A.a, Oskorbina O.S.a, Voronina E.N.b, Sokolova E.A.b, 
Shatalina I.V.a, Olennikova R.V.c, Nersesyan S.L.c, Filipenko M.L.b, 
Glushkov A.N.a
a Federal Research Center of Coal and Coal Chemistry (Institute of Human Ecology, Siberian Branch, Russian Academy 
of Sciences), Kemerovo, Russian Federation  
b Institute of Chemical Biology and Fundamental Medicine, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, 
Novosibirsk, Russian Federation  
c Kemerovo Regional Clinical Hospital, Genetic Consulting Center, Kemerovo, Russian Federation

Abstract. Associations between IL1B (rs1143634), IL1RN (VNTR, intron 2), IL4 (VNTR, intron 3), TNFA 
(rs1800629, rs361525), IL6 (rs1800795), and IL10 (rs1800896) genetic polymorphisms in women with recurrent 
miscarriage (RM) were analyzed. We studied DNA samples of 112 women with RM and 267 women with 
physiological pregnancy. The IL1RN, IL4 genotypes were identified by PCR techniques, the IL1B, IL6 gene 
polymorphisms were defined by means of RFLP approach. To detect TNFA and IL10 gene polymorphisms, 
TaqMan real-time PCR was used. The results have shown that polymorphic loci of IL1B, IL1RN, IL10, TNFA 
genes were not associated with RM, and early spontaneous abortion risk. The 2R allele of IL4 gene was found to 
be associated with higher RM risk (OR = 1.52; 95% CI = [1.08-2.14]; P-value (cor) = 0.05), and G allele of IL6 
gene was associated with a risk for > 3 early spontaneous abortions (OR = 2.10; 95% CI = [1.24-3.56]; P-value 
(cor) = 0.05), in an additive inheritance model. Upon evaluation of the data obtained, one may conclude that 
the IL4 (VNTR intron 3) and IL6 (rs1800795) gene polymorphisms could influence the RM development. 
These results may be useful for assessment of molecular mechanisms underlying early spontaneous abortion.

Keywords: cytokines, genetic polymorphisms, recurrent miscarriage, early spontaneous abortion
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этому целью данной работы явилось изучение 
ассоциаций полиморфизма генов цитокинов 
IL1B (rs1143634), IL1RN (VNTR, интрон 2), IL4 
(VNTR, интрон3), TNFA (rs1800629, rs361525), 
IL6 (rs1800795) и IL10 (rs1800896) с НБ у женщин.

Материалы и методы
Выборки
Исследованы образцы ДНК 379 женщин ре-

продуктивного возраста, живущих в Кемеров-
ской области и принадлежащих к русской этни-
ческой группе.

Исследуемую группу (НБ) составили 112 об-
разцов ДНК женщин, обратившихся в Медико-
генетическую консультацию г. Кемерово в связи 
с невынашиванием беременности после очеред-
ного самопроизвольного выкидыша. На момент 
обследования женщины не были беременны. У 88 
(78,6%) самопроизвольные выкидыши наступа-
ли до 12 недель беременности, а у 24 (21,4%) – 
как до, так и после 12 недель беременности.

Критериями включения в настоящее иссле-
дование для женщин с НБ были: а) отсутствие 
в анамнезе женщин медицинских абортов, ро-
дов и внематочных беременностей; б) наличие 2 
и более выкидышей; в) отсутствие врожденных 
аномалий развития матки; г) отсутствие хромо-
сомных аномалий в кариотипе супругов; д) от-
сутствие репродуктивных проблем у супруга.

90 женщин этой группы имели осложненный 
акушерско-гинекологический анамнез: отслойка 
плаценты (40,0%), клинические признаки угрозы 
прерывания беременности (20,0%), хронический 
эндометрит (18,9%), фетоплацентарную недоста-
точность (10,0%), хроническое воспаление при-
датков матки (7,8%), задержка развития плода 
(2,2%), эрозию шейки матки (1,1%). На момент 
обследования 56 женщин имели сопутствующую 
хроническую патологию: гипофункция щитовид-
ной железы – 12,5%; хронические заболевания 
ЖКТ (гастрит, холецистит, панкреатит) – 23,2%; 
вегето-сосудистую дистонию – 9,0%; органов 
верхних дыхательных путей (ринит, гайморит, 
тонзиллит) – 9,0%; заболеваний почек (пиело-
нефрит, мочекаменная болезнь) – 9,0%; избы-
точную массу тела – 7,1%; сочетание 2-3 хрони-
ческих заболеваний – 30,2%. Диагностические 
тесты (ИФА и ПЦР) показали, что 29 (25,9%) 
женщин были носителями половых вирусных 
инфекций (цитомегаловирусной и/или герпети-
ческой), 12 (10,7%) женщин – носителями ин-
фекции смешанного генеза (бактерии + вирусы), 
7 (6,3%) женщин имели бактериальный вагиноз. 
64 женщины (57,1%) не были носителями инфек-
ций, передаваемых половым путем. Средний воз-
раст женщин в группе был 30,0±4,7 (SD) лет. 

Группу сравнения (контроль) составили об-
разцы ДНК 267 женщин, у которых во время 
настоящей и предыдущих беременностей отсут-
ствовали спонтанные выкидыши, врожденные 
аномалии развития у плода (ребенка) и ослож-
нения беременности. 186 женщин (69,7%) име-
ли физиологическую беременность, 81 женщина 
(31,3%) – роженица условно «здорового» ребен-
ка. На момент обследования 49 женщин имели 
сопутствующую хроническую патологию, кото-
рая включала заболевания ЖКТ (16,3%), почек 
(16,3%), верхних дыхательных путей (14,3%), 
вегето-сосудистую дистонию (4,2%) и сочетание 
2-3 хронических заболеваний (48,9%). По дан-
ным диагностических тестов (ИФА и ПЦР) 14 
(5,2%) женщины являлись носительницами по-
ловых вирусных инфекций, 5 (1,9%) – половых 
инфекций смешенного генеза, 12 (4,5%) женщин 
имели бактериальный вагиноз. Средний возраст 
женщин в группе был 28,9±4,3 (SD) лет. 

Все женщины дали письменное информиро-
ванное согласие на участие в исследовании. Ис-
следование проводилось с соблюдением условий 
добровольности и конфиденциальности.

Генотипирование
Образцы ДНК выделяли из лимфоцитов пе-

риферической крови с помощью метода фе-
нол-хлороформной экстракции с последующим 
осаждением этанолом, образцы ДНК хранили 
при -20 °C. 

В работе исследовали содержащие од-
нонуклеотидные замены (SNP) вариан-
ты генов: IL1B +3953C > T (rs1143634), TNFA 
-308G > A (rs1800629), TNFA -238G > A (rs361525), 
IL6 -174G > C (rs1800795), IL10 -1082G > A 
(rs1800896), и минисателлитные маркеры, харак-
теризующиеся различным числом тандемных по-
второв (VNTR), во 2 интроне гена IL1RN и в 3 ин-
троне гена IL4.

Типирование полиморфных локусов TNFA 
(rs361525) и IL10 (rs1800896) проводили с по-
мощью полимеразной цепной реакции (ПЦР) 
в режиме реального времени (RealTime) с ис-
пользованием конкурирующих TaqMan-зондов, 
комплементарных полиморфным участкам ДНК. 
Каждый образец амплифицировался с использо-
ванием пары специфических праймеров и двух 
зондов (табл. 1), несущих «гаситель» на 3’-кон-
це и флуоресцентных красителей (FAM и R6G) 
на 5’-конце.

Детальное описание типирования полимор-
физма генов IL1B (rs1143634), IL1RN (VNTR ин-
трона 2), IL6 (rs1800795) и IL4 (VNTR интрона 3) 
и TNFA (rs1800629) представлено в работе [3]. 
VNTR аллели гена IL1RN обозначали следующим 
образом: аллель IL1RN*1 содержал четыре тан-
демных повтора по 86 н.п.; аллель IL1RN*2 – два 
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тандемных повтора; аллель IL1RN*3 – пять тан-
демных повторов; аллель IL1RN*4 – три тандем-
ных повтора. VNTR аллели гена IL4 обозначали 
как: 2R – два тандемных повтора по 70 н.п., 3R – 
три тандемных повтора. 

Статистическая обработка данных
Статистический анализ полученных резуль-

татов проводился с помощью пакета статисти-
ческих программ Statistica for Windows v. 8.0, 
("StatSoft, Inc.") и GenABEL, Genetics программ-
ного обеспечения R-project (www.r-project.org). 
Соответствие частот генотипов изучаемых ге-
нов цитокинов равновесию Харди–Вайнбер-
га (HWE) оценивали с помощью критерия χ2 
Пирсона. В этом случае и при использовании 
других критериев нулевую гипотезу отвергали 
при P-value ≤ 0,05. Силу ассоциации генотипов 
с НБ – отношение шансов (odds ratio, OR) и его 
доверительный интервал (95% CI) оценивали 
с помощью логистического регрессионного ана-
лиза (функция «glm» программы R). В качестве 
базовой модели исследовали аддитивную модель 
наследования признака, при которой гомозигота 
по аллелю риска была закодирована как «2», ге-
терозигота – «1», а гомозигота по референсному 
аллелю – «0». Ко всем экспериментально уста-
новленным значениям P-value была применена 
поправка Бонферрони с целью исключения ста-
тистических ошибок при множественных срав-
нениях. Отличия между группами считали ста-
тистически значимыми, если экспериментально 
установленные значения P-value были меньше 
уровня значимости по Бонферрони: 

p ,0,05
m<

где m – количество независимых статистиче-
ских тестов на уровне значимости α.

Результаты и обсуждение
Наше исследование показало, что женщины 

с НБ и контрольной группы статистически зна-
чимо не различались по возрасту, наличию вну-
триматочных инфекций и хронических заболева-
ний (табл. 2). 

Распределение частот генотипов для поли-
морфных локусов IL1B (rs1143634), IL1RN VNTR, 
IL4 VNTR, IL6 (rs1800795), IL10 (rs1800896) 
и TNFA (rs1800629, rs361525) у женщин с НБ и в 
контрольной группе соответствовало равнове-
сию Харди–Вайнберга (табл. 3, P(HWE) > 0,05). 
Для большинства SNP в изучаемых генах цито-
кинов распределение частот встречаемости гено-
типов у женщин с НБ и в контроле было сопо-
ставимым (табл. 3). Ассоциации полиморфных 
маркеров генов цитокинов с предрасположенно-
стью к НБ у женщин отсутствовали, исключение 
касалось только полиморфизма гена IL4 (VNTR, 
интрон 3). 

Обнаружено, что при сравнении частот встре-
чаемости генотипов гена IL4 у женщин с НБ и в 
контрольной группе наблюдались статически 
значимые различия между ними. Аллель 2R был 
ассоциирован с риском развития НБ (OR = 1,52; 
95%CI = [1,08-2,14]). 

Самопроизвольный выкидыш может быть 
спровоцирован не только воздействием патоге-
нов, но и зависеть от генетически контролируе-
мой сложной цитокиновой регуляции иммунной 
системы женщины [11]. Имеются разные точки 
зрения на само понятие НБ. Отечественные ис-
следователи под НБ подразумевают два и более 
самопроизвольных выкидыша, тогда как зару-
бежные – три и более самопроизвольных выки-
дыша во время беременности [9]. Поэтому далее 
мы изучали ассоциации полиморфизма в генах 
цитокинов в подгруппах женщин с двумя и с тре-
мя и более самопроизвольными выкидышами. 

ТАБЛИЦА 1. ПРАЙМЕРЫ И ЗОНДЫ ДЛЯ ОПРЕДЕЛЕНИЯ НУКЛЕОТИДНОЙ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ ПОЛИМОРФИЗМА 
В ГЕНАХ TNFA (rs361525) И IL10 (rs1800896)

TABLE 1. SELECTED PRIMERS AND PROBES FOR DETERMINATION OF NUCLEOTIDE SEQUENCE OF TNFA (rs361525) 
AND IL10 (rs1800896) GENE POLYMORPHISMS

Полиморфизм
Polymorphism

Праймеры
Primers

Последовательность праймеров
Primer sequences 

Последовательность зондов
Probe sequences 

TNFA 
(rs361525)

Прямой
Direct 5’-GTCCTACACACAAATCAGTCAGT-3’ 5’-Fam-TCCTCCCTGCTCtGATTC-

BHQ-3’
Обратный

Reverse 5’-TTGGGGACACACAAGCATCA-3’ 5’-R6G-TCCTCCCTGCTCcGATTC-
BHQ-3’

IL10 
(rs1800896)

Прямой
Direct 5’-CACAAATCCAAGACAACACTACT -3’ 5’-R6G-CTTCCCCcTCCCAAAGAAGC 

-BHQ-3’
Обратный

Reverse 5’-GATAGGAGGTCCCTTACTTTCC -3’ 5’-FAM-CTTCCCCtTCCCAAAGAAGC 
-BHQ-3’
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Ассоциации изучаемых полиморфных марке-
ров генов цитокинов с двумя самопроизвольными 
выкидышами у женщин отсутствовали (резуль-
таты не показаны). Ассоциации полиморфизма 
генов IL1B, IL1RN, IL4, IL10 и TNFA у женщин 
с тремя и более самопроизвольными выкидыша-
ми также отсутствовали, за исключением поли-
морфизма гена IL6 (rs1800795) (табл. 4). Выявлена 
ассоциация аллеля G с предрасположенностью 
к трем и более самопроизвольным выкидышам 
(OR = 2,10; 95%CI = [1,24-3,56]). Наблюдалась 
высокая частота встречаемости генотипа GG 
(46%) и низкая частота встречаемости генотипа 
CC (11%) у женщин с 3 и более самопроизволь-
ными выкидышами. Частота встречаемости гено-
типа CC у женщин контрольной группы состави-
ла 24% и была сопоставима с таковой у здоровых 
женщин Западно-Сибирского региона (23,9%, 
P = 0,98) [15]. 

Поскольку мы не выявили значимых ассоци-
аций полиморфизма генов цитокинов с двумя 
самопроизвольными выкидышами у женщин, 
можно предположить, что два ранних выкидыша 
могут иметь случайные причины, иногда даже 
не связанные друг с другом, тогда как реализация 
трех и более выкидышей на ранних этапах бере-
менности скорее имеет системный характер. 

Таким образом, в результате проведенно-
го исследования обнаружены ассоциации ал-
леля 2R гена IL4 (VNTR интрон 3) с НБ у жен-
щин (OR = 1,52, 95%CI = [1,08-2,14]; P-value 
(cor) = 0,05) и аллеля G гена IL6 (rs1800795) 
с тремя и более самопроизвольными выкиды-
шами (OR = 2,10, 95%CI = [1,24-3,56]; P-value 
(cor) = 0,05). Несмотря на то, что мы не выявили 
ассоциации с уровнем значимости необходимым 
для преодоления порога Бонферрони, обе ассо-
циации имеют пограничный уровень значимости 
и, на наш взгляд, заслуживают обсуждения. 

Физиологическая беременность сопровожда-
ется оптимальным соотношением провоспали-
тельных и противовоспалительных цитокинов 
в фетоплацентарной области. Считается, что до-
минирование противовоспалительных цитоки-
нов (IL-4, IL-10) также может приводить к реци-
дивирующему самопроизвольному прерыванию 
беременности [37]. 

Интронная область гена IL4 (хромосома 
5q31.1) содержит VNTR полиморфизм, который 
характеризуется разным числом тандемных по-
второв длиной 70 пн. Варианты гена с разным 
числом копий могут влиять на его транскрип-
ционную активность и стабильность матричной 
РНК (мРНК), а также предопределять модифи-
цирующие эффекты IL-4 в иммунном ответе. 

ТАБЛИЦА 2. СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ИССЛЕДУЕМЫХ ГРУПП
TABLE 2. COMPARATIVE CHARACTERISTIC OF THE STUDY AND CONTROL GROUPS

Параметр
Parameter

Группа
Group

P-value*НБ
Recurrent miscarriage 

(n = 112)

Контроль
Control (n = 267)

Возраст
Age

0,06m±SD 30,0±4,7 28,9±4,3
min-max 22-42 24-45
Кол-во выкидышей
Number of miscarriages

–
min-max; m 2-6; 2,4
2 выкидыша
2 miscarriages 75 (66,9%)

3 и более выкидышей
3 and more miscarriages 37 (33,1%)

Хронические заболевания
Chronic diseases 56 (50,0%) 49 (18,3%) 0,21

Внутриматочные инфекции
Uterine infections 48 (42,8%) 31 (11,6%) 0,15

Примечание. SD – стандартное отклонение; * – P-value оценивали с помощью бинарной логистической 
регрессии.

Note. SD, standard deviation; *, P-value were calculated by logistic regression.
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ТАБЛИЦА 3. АССОЦИАЦИИ ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНОВ ЦИТОКИНОВ С ПРЕДРАСПОЛОЖЕННОСТЬЮ 
К НЕВЫНАШИВАНИЮ БЕРЕМЕННОСТИ
TABLE 3. ASSOCIATION OF CYTOKINE GENE POLYMORPHISMS WITH RECURRENT MISCARRIAGES

Полиморфизм 
гена/генотип

Polymorphisms/genotypes
НБ (N)

Recurrent miscarriage (N)
Контроль (n)

Control (n) OR [95%CI]; P-value 

IL1B (rs1143634)

0,48

CC
CT
TT
Аллель риска T
Risk allele T

64 (0,57)
37 (0,33)
11 (0,10)

0,26

153 (0,58)
99 (0,37)
14 (0,05)

0,24

P (HWE) 0,12 0,70
IL1RN VNTR*

0,46

*1/*1
*1/*2
*2/*2
*1/*3
*2/*3
Аллель риска *2
Risk allele *2

53 (0,47)
38 (0,34)
14 (0,13)
4 (0,04)
1 (0,02)

0,30

132 (0,49)
106 (0,40)
23 (0,09)
3 (0,01)
2 (0,01)

0,29
P (HWE) 0,24 0,83
IL4 VNTR
3R/3R
2R/3R
2R/2R
Аллель риска 2R
Risk allele 2R

55 (0,49)
44 (0,39)
13 (0,12)

0,31

163 (0,61)
88 (0,33)
16 (0,06)

0,22

1,52 [1,08-2,14]; 
0,01 (cor 0,05)**

P (HWE) 0,36 0,38
IL6 (rs1800795)

0,19

CC
GC
GG
Аллель риска G
Risk allele G

24 (0,22)
52 (0,46)
36 (0,32)

0,55

64 (0,24)
136 (0,51)
65 (0,24)

0,50
P (HWE) 0,52 0,67
IL10 (rs1800896)

0,79

AA
GA
GG
Аллель риска G
Risk allele G

41 (0,37)
52 (0,47)
18 (0,16)

0,40

93 (0,36)
124 (0,47)
45 (0,17)

0,41
P (HWE) 0,82 0,74
TNFA (rs1800629) 

0,99

GG
GA
AA
Аллель риска A
Risk allele A

93 (0,83)
17 (0,15)
2 (0,02)

0,09

215 (0,82)
45 (0,17)
2 (0,01)

0,09
P (HWE) 0,26 0,83
TNFA (rs361525)

0,31

GG
GA
AA
Аллель риска A
Risk allele A

105 (0,94)
7 (0,06)

0

0,03

250 (0,96)
10 (0,04)

0

0,02
P (HWE) 0,73 0,75

Примечание. Здесь и далее в таблице: N – наблюдаемое количество женщин – носителей генотипа; 
* – носители генотипов IL1RN*1/*3 и IL1RN*2/*3 были исключены из анализа; ** – cor – P-value с учетом 
коррекции по Бонферрони (количество тестов равно 5). 
Note. N, observed number of women with the given genotype; *, carriers of IL1RN*1/*3 and IL1RN*2/*3 genotypes were excluded 
from analysis; **, cor, P-value calculated with Bonferroni correction (5 tests). 



591

Ассоциации полиморфизма генов цитокинов
Association between cytokine gene variants2017, Vol. 19,  5

2017, Т. 19, № 5

ТАБЛИЦА 4. АССОЦИАЦИИ ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНОВ ЦИТОКИНОВ С ПРЕДРАСПОЛОЖЕННОСТЬЮ К ТРЕМ И БОЛЕЕ 
САМОПРОИЗВОЛЬНЫМ ВЫКИДЫШАМ
TABLE 4. ASSOCIATION BETWEEN CYTOKINE GENE POLYMORPHISMS WITH THREE AND MORE RECURRENT 
MISCARRIAGES

Полиморфизм 
гена/генотип

Polymorphisms/genotypes

≥ 3 выкидышей (N)
≥ 3 miscarriages (N)

Контроль (N)
control (N) OR [95%CI]; P-value

IL1B (rs1143634)

0,22
CC
CT
TT
Аллель риска T
Risk allele T

25 (0,67)
11 (0,30)
1 (0,03)

0,17

153 (0,58)
99 (0,37)
14 (0,05)

0,24
IL1RN VNTRb

0,78

*1/*1
*1/*2
*2/*2
*1/*3
*2/*3
Аллель риска *2
Risk allele *2

19 (0,51)
11 (0,30)
5 (0,13)
1 (0,03)
1 (0,03)

0,34

132 (0,49)
106 (0,40)
23 (0,09)
3 (0,01)
2 (0,01)

0,29
IL4 VNTR

1,82 [1,09-3,04];  
0,02 (cor 0,20)

3R/3R
2R/3R
2R/2R
Аллель риска 2R
Risk allele 2R

15(0,40)
18 (0,49)
4 (0,11)

0,35

163 (0,61)
88 (0,33)
16 (0,06)

0,22

IL6 (rs1800795)

2,10 [1,24-3,56];  
0,005 (cor 0,05)* 

CC
GC
GG
Аллель риска G
risk allele G

4 (0,11)
16 (0,43)
17 (0,46)

0,68

64 (0,24)
136 (0,51)
65 (0,24)

0,50
IL10 (rs1800896)

0,28
AA
GA
GG
Аллель риска G
Risk allele G

10 (0,27)
19 (0,51)
8 (0,22)

0,47

93 (0,36)
124 (0,47)
45 (0,17)

0,41
TNFA (rs1800629) 

0,72
GG
GA
AA
Аллель риска A
Risk allele A

31 (0,84)
6 (0,16)

0

0,08

215 (0,82)
45 (0,17)
2 (0,01)

0,09
TNFA (rs361525)

не применимо
not applicable

GG
GA
AA
Аллель риска A
Risk allele A

35 (0,95)
2 (0,05)

0

0,03

250 (0,96)
10 (0,04)

0

0,02

Примечание. * – cor – P-value с учетом коррекции по Бонферрони (количество тестов равно 10).

Note. *, cor, P-value calculated with Bonferroni correction (10 tests).
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Аллель с двумя копиями повторов (2R) опреде-
ляет более высокий уровень транскрипционной 
активности, сплайсинга и стабильности мРНК 
по сравнению с аллелем с тремя копиями тан-
демных повторов (3R) и ассоциирован со сверх-
продукцией IL-4. Люди с генотипом 2R/2R гена 
IL4 чаще болеют системной красной волчанкой 
[29], конечной стадией хронической почечной 
недостаточности [41], тромбозом глубоких вен 
при болезни Бехчета [25], раком [18, 22], а также 
чувствительны к внутриклеточному инфициро-
ванию [20].

Анализ литературы показал, что изучение ас-
социаций полиморфизма VNTR гена IL4 с ре-
продуктивной патологией у женщин в основном 
проводилось у азиатских женщин. Как оказа-
лось, у японок и кореянок этот полиморфизм 
не ассоциирован с повторяющимися самопроиз-
вольными выкидышами [32, 36], а у тайваньских 
женщин – с осложненной преэклампсией бере-
менностью [26]. Но обнаружено, что у иранских 
женщин генотип 2R/2R гена IL4 ассоциирован 
с преэклампсией и лейомиомой матки [38]. Нам 
не встретилось ни одной работы, где бы изуча-
лись ассоциации VNTR полиморфизма гена IL4 
с репродуктивными нарушениями (в особенно-
сти с НБ или самопроизвольными выкидышами) 
у женщин других рас. Однако следует отметить, 
что более раннее наше исследование также по-
казало повышенную частоту встречаемости ал-
леля 2R гена IL4 среди женщин с НБ и беспло-
дием, но не с физиологической беременностью 
[14]. В то же время в литературе нам встретились 
работы, где выявлены ассоциации аллеля T по-
лиморфизма в промоторном регионе гена IL4 
(-590C > T, rs2243250) с предрасположенностью 
к НБ [7], преждевременным родам [21] и пре-
эклампсии [23] у женщин европейского проис-
хождения. На уровне популяционных исследо-
ваний установлено, что эволюционно у людей 
между аллелем 2R (VNTR, интрон 3) и аллелем 
Т в позиции-590 промоторного региона гена IL4 
наблюдается неравновесие по сцеплению [30], 
оба аллеля ассоциированы с повышенной про-
дукцией молекул IL-4 [31]. Таким образом, наши 
данные в целом согласуются с литературой.

Как показывают клинические исследования, 
женщины с НБ имеют низкие сывороточные 
уровни IL-4 на раннем этапе беременности [13]. 
Возможно, что перевес в сторону активной про-
дукции противовоспалительных цитокинов 
(IL- 4, IL-10) на раннем этапе беременности мо-
жет провоцировать повышенную чувствитель-
ность женщины к внутриклеточным инфекциям 
и к отдельным аутоиммунным расстройствам, 
что также может служить причиной гибели эм-
бриона. В пользу этого говорят работы, где было 

найдено, что люди с генотипом 3R/3R, но не с ге-
нотипом 2R/2R гена IL4 устойчивы к ВИЧ и ма-
лярийной инфекциям [31, 39]. Причем на приме-
ре ВИЧ было найдено, что чем выше отмечалась 
продукция IL-4 в лимфоузлах, тем сильнее шла 
репликация вируса [39]. Хронический инфекци-
онно-воспалительный процесс также может из-
менять антигенную структуру клеток эндометрия 
и запускать аутоиммунные механизмы [2]. Кос-
венным подтверждением служат работы, в кото-
рых у людей разных этносов аллель 2R гена IL4 
(VNTR, интрон 3) ассоциирован с аутоиммунны-
ми расстройствами, где повышенная продукция 
аутоантител является ключевым механизмом раз-
вития болезни [29].

Согласно ставшему «классическим» пред-
ставлению, перевес в сторону выработки Th1-
клетками провоспалительных цитокинов (напри-
мер, IL-1, TNFα, IL-6, INF и др.) на раннем этапе 
беременности сопровождается либо выкидышем 
либо недостаточным внедрением трофобласта 
в материнские сосуды, ассоциированным с пре-
эклампсией и задержкой развития плода [11]. 
Нами обнаружена ассоциация полиморфизма 
гена IL6 (-174 G > C), но не IL1B и TNFA с тремя 
самопроизвольными выкидышами у женщин. 

Нуклеотидная замена -174G > C в регуля-
торном участке гена IL6 (rs1800795, хромосома 
7q21-24) определяет различный конститутив-
ный и индуцибельный уровень его экспрессии 
in vitro и in vivo. В исследованиях in vitro было об-
наружено, что у здоровых людей аллель C кор-
релирует с низкими плазматическими уровнями 
IL-6, тогда как аллель G – с высокими плазма-
тическими уровнями [4]. Однако подобная кор-
реляция у женщин с идиопатическим НБ от-
сутствовала [40]. В то же время женщины с НБ 
имеют чрезмерную сывороточную продукцию 
IL-6 на ранних сроках беременности по сравне-
нию с женщинами с физиологической беремен-
ностью [13]. Наличие противоречивых литера-
турных данных наводит на мысль, что реализация 
эффекта полиморфной замены -174G > C на про-
дукцию IL-6 у женщин с НБ связана с воздей-
ствием других генетических и средовых факторов.

В литературе ассоциации полиморфизма гена 
IL6 (rs1800795) с НБ и другими осложнениями 
беременности у женщин носят противоречивый 
характер. Отдельные работы, в том числе и мета-
анализы, не подтвердили ассоциации полимор-
физма гена IL6 (rs1800795) с НБ [6, 17, 19]. В то 
же время сообщается об ассоциации генотипа 
CC гена IL6 (rs1800795) с самопроизвольными 
выкидышами у бразильянок [43] и китаянок [28], 
c преждевременными родами инфекционного 
генеза у австрийских женщин [35], с сепсисом 
плода у финок [34]. По данным метаанализа у ев-
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ропейских женщин генотип CC гена IL6 является 
протективным к преждевременным родам [44]. 
С другой стороны, выявлены ассоциации гено-
типа GG гена IL6 с самопроизвольными выки-
дышами у китаянок [28], с хориоамнионитом 
у финок [34], с преждевременными родами по-
сле вспомогательных репродуктивных техноло-
гий у женщин русской этнической группы [1], но 
у украинок он является протективным к разви-
тию самопроизвольных выкидышей [27]. 

Необходимо также отметить, что IL-6 играет 
важную роль в механизмах взаимодействий меж-
ду иммунной и эндокринной системами у людей. 
Речь идет о стероид-опосредованных эффектах 
IL-6 в репродуктивной физиологии у женщин. 
Совместно с IL-1, TNFα и IL-6 влияет на регуля-
цию производства стероидов в яичниках, созре-
вание фолликул, а также на процессы овуляции, 
оплодотворения и имплантации [16]. 

Гормональный дисбаланс у женщин до и 
во время беременности является одной из эндо-
генных причин самопроизвольных выкидышей 
на ранних сроках (7-10 недель) [33, 42]. Гипер-
андрогения (в яичниках и надпочечниках, а ино-
гда и смешанного типа) у женщин оказывает 
вредное воздействие на развитие эндометрия 
и снижает жизнеспособность яйцеклетки и эм-
бриона [42]. Патология эндометрия, обуслов-
ленная гормональными нарушениями, не всегда 
определяется уровнем гормонов в крови [33]. Об-
наружено, что полиморфизм гена IL6 (rs1800795) 
может оказывать влияние на развитие гиперан-
дрогении у женщин. Обнаружено, что у женщин 
с генотипом CC гена IL6 не выявлялся избыток 
андрогенов в отличие от женщин с генотипом 
GG. У женщин с гиперандрогенией генотип GG 
коррелировал с высокими уровнями IL-6, 17-ги-
дроксипрогестерона, кортизола и 11-дезокси-
кортизола в сыворотке крови [42]. В то же время 
не так давно проведенный метаанализ показал, 
что полиморфизм гена IL6 (rs1800795) не ассо-

циирован с синдромом поликистозных яичников 
(СПКЯ), но вариант C чаще наблюдался у жен-
щин без СПКЯ [24]. 

Надо отметить, что наше исследование вы-
явило разнонаправленные ассоциации аллеля 2R 
гена IL4 (повышенная продукция противовос-
палительного цитокина IL4) и аллеля G гена IL6 
(повышенная продукция плейотропного цито-
кина IL6) с НБ. С одной стороны, возможно, что 
такая ситуация может провоцировать высокую 
чувствительность женщин – носительниц этих 
генетических маркеров к инфекционным аген-
там. С другой стороны, вполне возможно, что эф-
фект полиморфной замены гена IL6 (rs1800795) 
на НБ может быть реализован и не через иммун-
ную систему.

Нужно признать, что выявленные нами ассо-
циации аллеля 2R гена IL4 (VNTR, интрон 3) и ал-
леля G гена IL6 (rs1800795) с НБ и с тремя и бо-
лее самопроизвольными выкидышами у женщин 
имеют низкую прогностическую эффективность. 
Как показывают статистические расчеты, «…при 
OR < 2,2 маркер обладает заведомо низкой про-
гностической эффективностью во всех смыслах 
и при любых частотах встречаемости заболева-
ния и маркера» [8]. В то же время устойчиво вос-
производящиеся ассоциации этих полиморфных 
маркеров с патологией беременности у женщин 
разных этносов указывают на участие полимор-
физма генов IL4 и IL6 в становлении репродук-
тивной патологии, поэтому наши результаты мо-
гут быть полезными в понимании молекулярных 
механизмов раннего самопроизвольного выки-
дыша.

Таким образом, выявлены ассоциации аллеля 
2R гена IL4 (VNTR, интрон 3) и аллеля G гена 
IL6 (rs1800795) с НБ. Наши результаты могут го-
ворить о том, что полиморфизм генов IL4 и IL6 
у женщин оказывает влияние на развитие ран-
него самопроизвольного прерывания беремен-
ности.
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ОСОБЕННОСТИ ИММУННОГО ОТВЕТА 
И МЕТАБОЛИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ ЛИМФОЦИТОВ 
ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ У ДЕТЕЙ РАННЕГО ВОЗРАСТА 
С РЕЦИДИВИРУЮЩИМ ОБСТРУКТИВНЫМ БРОНХИТОМ
Куртасова Л.М.1, Шакина Н.А.2
1 ФГБОУ ВО «Красноярский государственный медицинский университет имени профессора В.Ф. Войно-
Ясенецкого» Министерства здравоохранения РФ, г. Красноярск, Россия  
2 КГАУЗ « Красноярский краевой центр профилактики и борьбы со СПИД», г. Красноярск, Россия

Резюме. Цель исследования: изучение параметров Т-клеточного и гуморального иммунитета, ак-
тивности НАД(Ф)-зависимых дегидрогеназ периферической крови у детей раннего возраста с реци-
дивирующим обструктивным бронхитом (РОБ). Методы: обследовано 54 ребенка в возрасте 1-3 лет 
с РОБ. Контрольную группу составили 35 здоровых детей аналогичного возраста. Содержание СD3+, 
СD4+, СD8+, СD19+ клеток в периферической крови определяли методом проточной цитофлуориме-
трии. Концентрацию IgA, IgM, IgG в сыворотке крови оценивали по G. Mancini et al. (1965), ЦИКов 
по V. Haskova et al. (1978), общих IgE тест-системой «IgE общий – ИФА – Бест» (Россия). Активность 
НАД(Ф)-зависимых дегидрогеназ лимфоцитов периферической крови изучали биолюминесцентным 
методом по А.А. Савченко и соавт. (1989). 

Результаты: у детей с РОБ установлены изменения фенотипического спектра лимфоцитов пери-
ферической крови, статистически значимое снижение концентрации IgA и тенденция к повышению 
уровня IgE в сыворотке крови. Обнаружено повышение рибозо-5-фосфат и НАДФ-зависимых пла-
стических процессов, снижение анаэробной реакции лактатдегидрогеназы, переноса продуктов ли-
пидного катаболизма на гликолиз, роли малатаспартатного шунта в энергетике клетки и активности 
глутатионредуктазы, повышенный уровень субстратного потока по циклу Кребса в лимфоцитах пе-
риферической крови. 

Заключение: у детей раннего возраста с РОБ отмечаются изменения фенотипа и энзиматической 
активности лимфоцитов крови, селективный дефицит IgA в сыворотке крови. 

Ключевые слова: бронхит, обструкция, рецидив, лимфоцит, фенотип, иммуноглобулины, метаболизм
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FEATURES OF IMMUNE RESPONSE AND METABOLIC 
CHANGES IN LYMPHOCYTES FROM PERIPHERAL BLOOD 
IN YOUNGER CHILDREN WITH RECURRENT OBSTRUCTIVE 
BRONCHITIS 
Kurtasova L.M.a, Shakina N.A.b
a V.F. Voino-Yasenetsky State Medical University, Krasnoyarsk, Russian Federation  
b Krasnoyarsk Regional Center for Prevention and Control of AIDS, Krasnoyarsk, Russian Federation

Abstract. The aim of the work was to study the parameters of T-cells, humoral immunity and activity of 
NAD(P)- dependent dehydrogenases in lymphocytes from peripheral blood at young children with recurrent 
obstructive bronchitis (ROB). Patients and Methods: Fifty-four children at the age of 1-3 years with ROB were 
observed. The control group consisted of 35 healthy children at similar age. The numbers of СD3+, СD4+, 
СD8+, СD19+ cells in peripheral blood were determined by flow cytofluorimetric technique. IgA, IgM, and 
IgG concentrations in blood serum were evaluated by G. Mancini et al. (1965); circulating immune complexes 
(CIC), by V. Haskova et al. (1978); total IgE test was performed with “Total IgE – IFA Best” system (Russia). 
Relative activity of NAD (P)-dependent dehydrogenase in peripheral blood lymphocytes was studied according 
to A. Savchenko et al.(1989). The results of this study have revealed changed phenotypic spectrum of peripheral 
blood lymphocyte populations; a statistically significant reduction in IgA concentration, and a tendency for 
increased IgE levels in blood serum in the children with ROB. An increase of ribose-5-phosphate- and NADP-
dependent metabolic processes; reduced lactate dehydrogenase anaerobic reactions; a switch from lipid 
catabolism products to glycolysis; a shunt role of malate/aspartate in cell energy supply, and for glutathione 
reductase activity; elevated levels of substrate flow along Krebs cycle in peripheral blood lymphocytes were 
registered as well. 

It may be concluded that the change of phenotype and enzymatic activity of blood lymphocytes, selective 
IgA deficiency in blood serum could be shown in the younger children with recurrent obstructive bronchitis. 

Keywords: bronchial obstruction, bronchitis, recurrent, lymphocyte, phenotype, immunoglobulins, metabolism

Исследование выполнено при финансовой 
поддержке КГАУЗ «Красноярский краевой центр 
профилактики и борьбы со СПИД».

Введение
Заболевания органов дыхания по-прежнему 

остаются самой распространенной патологи-
ей у детей раннего возраста. Проблема борьбы 
с ними является одной из самых актуальных про-
блем педиатрии и практического здравоохране-
ния.

В структуре бронхолегочной патологии среди 
заболеваний нижних дыхательных путей у детей 
раннего возраста лидирующие позиции занимает 
бронхит, который может проявляться обструк-
тивным синдромом и сопровождаться рециди-
вами [5]. Согласно современным эпидемиологи-
ческим исследованиям, установлена тесная связь 
бронхита с вирусной инфекцией [1, 5].

Органы дыхания особенно уязвимы для ви-
русного поражения у детей раннего возраста 
из-за относительно низкой воздушной прово-
димости и несостоятельности местной и общей 
противоинфекционной защиты. Вирусная ин-

фекция способна также усугублять воздействие 
на бронхолегочную систему обычных аэропол-
лютантов [6]. Частые респираторные вирусные 
инфекции могут приводить к деструкции эпи-
телия дыхательных путей и усилению гиперим-
мунной реакции с избыточным воспалительным 
компонентом [2].

Известно, что иммунная система – одна 
из важнейших гомеостатических систем организ-
ма – участвует практически во всех адаптивных 
реакциях. Лимфоциты, несущие рецепторы ко 
всем основным биологическим регуляторным ве-
ществам, отражают в известной степени общую 
направленность регуляторных процессов целост-
ного организма. В то же время именно в клетке 
начинается формирование ответных реакций 
на внешнее воздействие, что позволяет составить 
представление об иммунологической стратегии, 
избранной организмом.

При этом метаболизм клетки – основа любого 
проявления ее жизнедеятельности, в связи с чем 
метаболические параметры не могут не отражать 
ее функциональные возможности [4].
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Очевидно, что в качестве критерия оценки ме-
таболической ситуации в иммунокомпетентных 
клетках не может быть взят какой-то один, тем 
более гомеостазированный, показатель.

Особенно высокой информативностью 
для исследования метаболизма лимфоцитов, ос-
новного структурно-функционального элемен-
та иммунной системы, обладают окислитель-
но-восстановительные ферменты. Это связано 
с тем, что, являясь основными переносчиками 
электронов в клетке, они осуществляют ключе-
вые реакции клеточного метаболизма и участву-
ют в направленной координации сопряженных 
метаболических потоков [4].

В связи с вышеизложенным целью исследова-
ния явилось изучение параметров Т-клеточного 
и гуморального иммунитета, активности НАД- 
и НАДФ-зависимых дегидрогеназ лимфоцитов 
периферической крови у детей раннего возраста 
с рецидивирующим обструктивным бронхитом.

Материалы и методы
Проведено открытое клиническое исследова-

ние. 
Критериями включения в исследование явля-

лись: возраст 1-3 года; европеоидная раса; брон-
хит с бронхообструктивным синдромом, реци-
дивирующее течение; отсутствие хронических 
очагов инфекции; отсутствие терапии в течение 
месяца, предшествующего обследованию.

Критерии исключения из исследования:
– простой бронхит;
– бронхиальная астма;
– наличие сопутствующих заболеваний (на-

следственных и врожденных).
Исследования проводили на базе Краснояр-

ского краевого Центра профилактики и борьбы 
со СПИД. Обследовано 54 ребенка в возрас-
те от одного года до трех лет (средний возраст 
2,09±0,83 года), из них 30 (55,56%) мальчиков 
и 24 девочки (44,44%). Диагноз: обструктивный 
бронхит, рецидивирующее течение, был вери-
фицирован на основании жалоб, клинической 
картины (кашель спастического характера, по-
вышение температуры, затрудненное дыхание 
с удлиненным продолжительным выдохом, пер-
куторно легочный звук с коробочным оттенком, 
при аускультации жесткое дыхание, нарушение 
фаз дыхательного цикла с преобладанием фазы 
выдоха, сухие рассеянные, свистящие хрипы) 
и рентгенологического обследования органов 
грудной клетки (отсутствие очаговых и инфиль-
тративных теней, эмфизематозность легоч-
ных полей). У наблюдаемых детей отмечалось 
до 3 эпизодов бронхообструктивного синдрома 
на фоне острой респираторной инфекции. Сен-
сибилизации к пищевым, бытовым, эпидермаль-

ным и пыльцевым аллергенам не обнаружено. 
В назоцитограммах среди клеточных элементов 
превалировали лимфоциты, содержание эозино-
филов – 0-1-2 в поле зрения. 

Контрольную группу составили 35 здоро-
вых детей в возрасте 1-3 лет (средний возраст 
2,14±0,84 года), из них 19 (54,29%) мальчиков 
и 16 (45,71%) девочек. 

Мононуклеары выделяли из цельной гепа-
ринизированной крови центрифугированием 
в градиенте плотности фиколл-верографина 
(р = 1,077 г/см3) по методу А. Boyum [7].

При контроле морфологического состава 
лейкоцитарной взвеси определялась чистота вы-
хода лимфоцитов, составляющая не менее 97%. 
Для биолюминесцентного анализа использовали 
1 млн выделенных лимфоцитов.

Суспензию выделенных лимфоцитов, со-
держащую клетки в концентрации 1 млн/мл, 
после однократного замораживания-размо-
раживания дополнительно разрушали путем 
осмотического лизиса с добавлением 2,0 мМ 
дитиотреитола. Затем осуществляли биолюми-
несцентное определение активности глюкозо-
6-фосфатдегидрогеназы (Г6ФДГ, КФ1.1.1.49), 
глицерол-3-фосфатдегидрогеназы (Г3ФДГ, 
КФ1.1.1.8, НАД- и НАДФH-зависимой лак-
татдегидрогеназы (НАДЛДГ, НАДНЛДГ, 
КФ1.1.1.27), НАД- и НАДН-зависимой ма-
латдегидрогеназы (НАДМДГ, НАДНМДГ, 
КФ1.1.1.37), НАД- и НАДН-зависимой глутамат-
дегидрогеназы (НАДГДГ, НАДНГДГ, КФ 1.4.1.2), 
НАДФ- и НАДФН-зависимой глутаматдегидро-
геназы (НАДФГДГ, НАДФНГДГ, КФ1.4.1.4), 
НАД-зависимой изоцитратдегидрогеназы (НА-
ДИЦДГ, КФ 1.1.1.41) НАДФ-зависимой изоци-
тратдегидрогеназы (НАДФИЦДГ, КФ1.1.1.42), 
малатдегидрогеназы декарбоксилирующей 
(НАДФМДГ, КФ1.1.1.40) и глутатионредуктазы 
(ГР, КФ1.6.4.2). Активность НАДЛДГ, НАДМДГ, 
НАДГДГ, НАДФГДГ определяли как по пря-
мым, так и по обратным реакциям (НАДНЛДГ, 
НАДНМДГ, НАДНГДГ, НАДФНГДГ соответ-
ственно). Для этого к 150 мкл инкубационной 
смеси разрушенных лимфоцитов (концентрация 
субстратов и кофакторов), а также рН среды соот-
ветствуют величинам, указанным в используемой 
нами методике А.А. Савченко, Л.Н. Сунцовой [3].

В инкубационную смесь для определения ак-
тивности НАДФИЦДГ и НАДИЦДГ дополни-
тельно добавляли аденозинфосфат (Applichem 
GMBH, Германия) в концентрациях 2,15 и 1,3 мМ 
соответственно). В среду инкубации для опре-
деления уровней НАДНГДГ и НАДФНГДГ до-
полнительно вносили NH4Cl (Sigma,США) 
в концентрации 5,0 мМ, а для определения ГР-
ЭДТА (Sigma,США) в концентрации 0,5 мМ. 
После инкубации исследуемых проб при 37 °С 
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в течение 30 мин (для ферментативных реак-
ций с восстановленным НАД(Ф)+) или 5 мин 
(для реакций с окислением НАД(Ф)Н) к 200 мкл 
инкубационной смеси добавляли 50 мкл фла-
винмононуклеотида (FMN, Applichem GMBH, 
Германия) в концентрации 1,5 × 10-5 М, 50 мкл 
0,0005% миристинового альдегида (Sigma, США) 
и 10 мкл ферментативной системы НАД(Ф)
Н:FMN оксидоредуктаза-люцифераза (все реак-
тивы биолюминесцентной системы разведены 
в 0,1М К+, NA+-фосфатном буфере (Реахим, Рос-
сия) с рН 7,0. Ферментативная система НАД(Ф)
Н:FMN оксидоредуктаза-люцифераза изготов-
лена из очищенных методами ионообменной 
хроматографии и гель-фильтрации люцифера-
зы из Photobacterium legionathi и оксиредуктазы 
из Vibrio fischeri в Институте биофизики СО РАН, 
г. Красноярск.

После смешивания биолюминесцентных ре-
активов и инкубационной пробы с помощью 
биолюминометра «БЛМ-8801» (Россия) осу-
ществляли измерение свечения. Активность ис-
следуемых оксидоредуктаз выражали в фермен-
тативных единицах (1Е = 1мкмоль/мин) на 104 
клеток. Для проведения биолюминесцентного 
анализа также использовали глюкозо-6-фосфат, 
глицерол-3-фосфат, лактат, малат (Sigma, США), 
глутамат, изоцитрат, 2-оксоглутарат, пируват, ок-
салоацетат (ICN Biomedicals Inc., США), глутати-
он окисленный, НАД+, НАДФ, НАДН и НАДФН 
(Applichem GMBH, Германия).

Методом проточной цитофлуориметрии с ис-
пользованием прибора "FACS Callibur" (Becton 
Dickinson, США) и реагентов "Simultesf IMK-
lymphocyte Kit" (США) определяли содержание 
CD3+, CD4+, CD8+, CD19+ клеток в перифериче-
ской крови.

Концентрацию иммуноглобулинов классов A, 
M, G в сыворотке крови оценивали методом ра-
диальной иммунодиффузии в геле [13]. Содер-
жание циркулирующих иммунных комплексов 
(ЦИК) в сыворотке крови исследовали в реакции 
с полиэтиленгликолем [10]. Концентрацию имму-
ноглобулинов класса Е в сыворотке крови опре-
деляли методом иммуноферментного анализа 
тест-системой «IgE общий-ИФА –Бест» (Россия).

Исследование одобрено Локальным этиче-
ским комитетом Красноярского государствен-
ного медицинского университета им. проф. 
В.Ф. Войно-Ясенецкого (протокол № 23/2011 
от 02 апреля 2011 г.).

Статистический анализ
Статистическая обработка данных проводи-

лась с использованием программы Statistica v. 6.0 
(StatSoft Ins., США).

Нормальность распределения показателей 
определялась с помощью метода Колмогоро-
ва–Смирнова. Количественные показатели, 

учитывая нормальное распределение, описыва-
лись с использованием средних арифметических 
значений (М) и стандартной ошибки среднего 
(±m). Для изучения статистической значимости 
различий между количественными признаками 
представленных групп применяли t-критерий 
Стьюдента. Критический уровень значимости (р) 
при проверке статистических гипотез принимали 
равным 0,05. При этом значение р могли ранжи-
ровать по трем уровням достигнутых статически 
значимых различий: p < 0,05; p < 0,01; p < 0,001. 

Результаты
Анализ полученных данных выявил в группе 

детей с РОБ выраженную тенденцию к повы-
шению количества лейкоцитов и статистически 
значимое увеличение абсолютного числа лимфо-
цитов периферической крови по сравнению с па-
раметрами контрольной группы (табл. 1).

При изучении фенотипического спектра лим-
фоцитов периферической крови в исследуемой 
группе детей с РОБ обнаружили статистически 
значимое увеличение абсолютного числа зрелых 
Т-лимфоцитов (CD3+) и CD8+ клеток, а также 
на фоне процентного снижения количества CD4

+ 
клеток выраженную тенденцию к повышению 
процентного содержания CD8+ клеток в пери-
ферической крови относительно показателей 
группы контроля (табл. 1). Абсолютное и относи-
тельное количество В-лимфоцитов в перифери-
ческой крови в группе детей с РОБ статистически 
значимо не отличалось от аналогичных показате-
лей контрольной группы (табл. 1). 

Реакция гуморального звена иммуните-
та характеризовалась снижением в 1,47 раза 
(p < 0,001) концентрации иммуноглобулинов 
класса А и тенденцией к повышению уровня 
общих IgE в сыворотке крови в группе больных 
с РОБ (0,1 > p >0,05) по сравнению с параметра-
ми контроля (табл. 1). 

Результаты исследования активности 
НАД(Ф)-зависимых дегидрогеназ в лимфоцитах 
периферической крови установили повышение 
активности Г6ФДГ в группе детей с РОБ относи-
тельно контрольных значений (рис. 1В). 

Изучение активности исследуемых окси-
доредуктаз митохондриального компартмента 
лимфоцитов крови позволило констатировать 
в группе детей с РОБ статистически значимое 
увеличение активности НАДИЦДГ и НАДМДГ, 
а также вспомогательной реакции НАДФИЦДГ 
на фоне снижения в 6,07 раза (р < 0,001) уровня 
активности малик – фермента (рис. 1Б, В). Сле-
дует отметить повышение активности НАДГДГ 
по прямой и снижение НАДГДГ и НАДФГДГ 
по обратной реакциям по сравнению с показате-
лями контрольной группы (рис. 1А). 
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ТАБЛИЦА 1. ИММУНОЛОГИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ У ДЕТЕЙ С РЕЦИДИВИРУЮЩИМ ОБСТРУКТИВНЫМ  
БРОНХИТОМ (M±m)
TABLE 1. IMMUNOLOGICAL INDEXEX FOR CHILDREN WITH A RECRUDESCENT OBSTRUCTIVE BRONCHITIS (M±m)

Показатель
Index

Контрольная группа 
Control group

(n =  35)

Больные дети
Sick children

(n = 54)
р

Лейкоциты, 109/л
Leucocytes, 109/L 8,42±0,15 9,64±0,67 0,1 > р > 0,05

Лимфоциты, %
Lymphocytes, % 45,10±1,49 49,30±2,84

Лимфоциты, 109/л
Lymphocytes, 109/L 3,43±0,11 4,74±0,40 < 0,002

СD3+ клетки, %
СD3+ cell, % 61,90±2,11 59,61±1,52

СD3+ клетки, 109/л
СD3+ cell, 109/L 2,10±0,05 2,80±0,25 < 0,01

СD4+ клетки, % 
СD4+ cell, % 36,07±1,94 29,32±0,88 < 0,01

СD4+ клетки, 109/л
СD4+ cell, 109/L 1,52±0,07 1,71±0,14

СD8+ клетки, % 
СD8+ cell, % 16,21±1,35 20,40±2,11 0,1 > р > 0,05

СD8+ клеток, 109/л
СD8+ cell, 109/L 0,54±0,04 0,93±0,12 р < 0,01

СD4+/СD8 2,92±0,19 2,26±0,25 р < 0,05
СD19+ клетки, %
СD19+ cell, % 11,45±1,13 12,00±1,21

СD19+ клетки, 109/л
СD19+ cell, 109/L 0,38±0,04 0,47±0,04

IgA, г/л
IgA, g/l 0,87±0,06 0,59±0,04 < 0,001

IgM, г/л
IgM, g/l 0,62±0,05 0,71±0,04

IgG, г/л
IgG, g/l 6,95±0,49 7,24±0,46

IgE, МЕ/мл
IgE, МЕ/ml 17,45±1,68 23,16±2,38 0,1 > р > 0,05

ЦИК, о.е.
CIC, s.u. 42,06±2,32 45,50±4,71

Примечание. р – статистически значимые различия с показателями контрольной группы.

Note. p, statistically meaningful distinctions with the indexes of control group.

Кроме того, в группе детей с РОБ в лимфоци-
тах периферической крови снижена анаэробная 
реакция ЛДГ, а также в 5,82 раза (p < 0,001) актив-
ность Г3ФДГ, в 13,17 раза (p < 0,001) НАДНМДГ 
и в 7,23 раза (p < 0,001) понижается уровень ГР от-
носительно контрольных параметров (рис. 1Б, В).

Обсуждение
Исследуемые нами ферменты занимают клю-

чевые позиции на разных метаболических путях 
клетки. Так, снижение активности анаэробной 
реакции ЛДГ и НАДН-зависимой реакции МДГ 
в лимфоцитах крови в группе детей с РОБ может 

отражать низкую активность анаэробного окис-
ления глюкозы и, соответственно, пониженный 
уровень наработки НАДН в гликолизе. Сниже-
ние интенсивности анаэробного окисления глю-
козы может быть компенсировано повышением 
активности Г3ФДГ-фермента, осуществляюще-
го перенос продуктов липидного катаболизма 
на окислительно-восстановительные реакции 
гликолиза [8]. Однако активность данного энзи-
ма в лимфоцитах периферической крови в группе 
детей с РОБ значительно снижена. 

Состояние митохондриального компартмента 
лимфоцитов периферической крови в группе де-
тей с РОБ характеризуется повышением уровня 
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Рисунок 1. Показатели активности НАД(Ф)-зависимых дегидрогеназ в лимфоцитах периферической крови у детей 
с рецидивирующим обструктивным бронхитом
Примечание. р – статистически значимые различия с показателями контрольной группы. 
Figure 1. Activity of NAD (P)-dependent dehydrogenases from peripheral blood lymphocytes in children with recurrent obstructive 
bronchitis
Note. p, statistically significant differences from the control group.
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НАДМДГ, НАДИЦДГ и НАДФИЦДГ, что отра-
жает увеличение субстратного потока как на на-
чальных реакциях, так и терминальных стадиях 
цикла Кребса. 

Необходимо отметить в лимфоцитах крови 
в группе детей с РОБ повышение активности 
НАДГДГ, что свидетельствует о субстратной сти-
муляции лимонного цикла продуктами реакций 
аминокислотного обмена [12, 15].

В то же время отмечается пониженная актив-
ность НАДНГДГ и НАДФНГДГ в лимфоцитах 
периферической крови в группе больных с РОБ. 
По-видимому, высокая интенсивность работы 
дыхательной цепи и НАД-зависимых дегидро-
геназ цикла трикарбоновых кислот ограничи-
вают возможность использования НАДНГДГ 
и НАДФНГДГ для стимуляции реакций амино-
кислотного обмена. 
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В лимфоцитах периферической крови в груп-
пе детей с РОБ наблюдается повышение активно-
сти Г6ФДГ, характеризующее интенсификацию 
пластических процессов, зависящих от продук-
тов пентозофосфастного цикла [14, 16]. При этом 
увеличение оттока интермедиатов на реакции 
пластического обмена вызывает снижение ин-
тенсивности субстратного потока по гликолизу, 
что выражается в пониженном уровне анаэроб-
ной реакции ЛДГ в лимфоцитах крови в группе 
детей с РОБ. 

Кроме того, в лимфоцитах крови в группе де-
тей с РОБ отмечается низкая активность малик-
фермента (НАДФМДГ). Роль данного фермента 
в клеточном метаболизме определяется, прежде 
всего, восстановлением НАДФ до НАДФН, ко-
торый затем используется в синтетических кле-
точных процессах [11, 18]. Снижение активности 
НАДФМДГ может приводить к недостаточному 
образованию восстановительной формы цито-
плазматического НАДФН и недостатку субстра-
тов для биосинтеза жирных кислот, а это может 
определять снижение реакций липидного обме-
на в клетке. В связи с этим можно заключить, 
что если на уровень митохондриального обмена 
в лимфоцитах крови в группе детей с РОБ сни-
женная активность малик-фермента не оказыва-
ет значимого влияния, то ингибирование Г3ФДГ 
может быть связано с понижением реакций ли-
пидного анаболизма.

Глутатионредуктаза осуществляет восстанов-
ление глутатиона за счет окисления НАДФН, 
что определяет его функциональную важность 
в реакциях глутатион-зависимой антиоксидант-
ной системы [9, 17]. Сниженная активность ГР 
в лимфоцитах периферической крови в группе 
детей с РОБ может привести к снижению анти-
оксидантной защиты клетки.

Следовательно, у детей с РОБ в период клини-
ческой ремиссии сохраняются метаболические 

нарушения в лимфоцитах крови, что, учитывая, 
высокую значимость метаболических реакций 
для функциональной активности клетки, может 
явиться одной из возможных причин, способ-
ствующих рецидиву заболевания. Данное обсто-
ятельство диктует необходимость проведения 
метаболической реабилитации, направленной 
на восстановление внутриклеточных обменных 
процессов в клетках иммунной системы.

Заключение
Результаты проведенного исследования выя-

вили у детей с РОБ на фоне увеличения абсолют-
ного числа лимфоцитов периферической крови 
изменения их фенотипического спектра, а также 
снижение уровня IgA и тенденцию к повышению 
концентрации IgE в сыворотке крови.

Полученные нами данные обнаружили в лим-
фоцитах периферической крови у детей с РОБ 
повышенный отток субстратов через Г6ФДГ 
на пластические процессы и снижение интенсив-
ности реакций гликолиза на терминальных ста-
диях, а также понижение субстратного питания 
за счет продуктов липидного обмена. 

В лимфоцитах периферической крови у детей 
с РОБ наблюдается высокий уровень субстратно-
го потока по циклу Кребса, вносящему наиболь-
ший вклад в процессы клеточного энергообразо-
вания. В то же время определяется значительное 
снижение оттока субстратов через НАДНГДГ 
и НАДФНГДГ с цикла трикарбоновых кислот 
на реакции аминокислотного обмена. Кроме 
того, установлено снижение активности глута-
тионредуктазы, что может способствовать повы-
шению интенсивности перекисных процессов 
в клетке. 
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ГЕНЫ ЦИТОКИНОВ КАК ГЕНЕТИЧЕСКИЕ МАРКЕРЫ 
АТОПИЧЕСКОЙ БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМЫ 
С КОНТРОЛИРУЕМЫМ И НЕКОНТРОЛИРУЕМЫМ ТЕЧЕНИЕМ
Смольникова М.В.1, Фрейдин М.Б.2, 3, Смирнова С.В.1
1 Федеральный исследовательский центр «Красноярский научный центр СО РАН», Научно-исследовательский 
институт медицинских проблем Севера, г. Красноярск, Россия  
2 Научно-исследовательский институт медицинской генетики, Томский национальный исследовательский 
медицинский центр Российской академии наук, г. Томск, Россия  
3 Отдел близнецовых исследований и генетической эпидемиологии, Королевский колледж Лондона, Лондон, 
Великобритания

Резюме. Атопическая бронхиальная астма (АБА) является многофакторным заболеванием и ее 
развитие зависит как от множества факторов окружающей среды, так и генетической компоненты. 
Генетические факторы риска развития АБА могут влиять на фенотип заболевания и степень контроля 
его течения. Существенный вклад в патогенез АБА вносят гены цитокинов, участвующие в иммунном 
ответе, развитии и активации воспаления дыхательных путей. Предполагается, что степень контроля 
заболевания является генно-опосредованным процессом и во многом зависит от наличия того или 
иного аллельного варианта в генах медиаторов, участвующих в патогенезе АБА. Знания о генетиче-
ских маркерах позволит прогнозировать течение атопической бронхиальной астмы у детей. 

Исследование проведено для оценки ассоциации генов провоспалительных и противовоспали-
тельных цитокинов с уровнем контроля течения атопической бронхиальной астмы (АБА). 

У больных детей с контролируемым (КАБА) и неконтролируемым (НАБА) течением заболева-
ния (n = 110), а также в популяционной выборке (n = 138) изучены 11 полиморфизмов генов IL2 
(rs2069762), IL4 (rs2070874 и rs2243250), IL5 (rs2069812), IL10 (rs1800872 и rs1800896), IL12B (rs3212227), 
TNFA (rs1800629 и rs1800630), TGFB1 (rs1800469), IFNG (rs2069705), кодирующих цитокины, принима-
ющие активное участие в развитии и регуляции аллергического воспаления. 

По данным проведенного исследования, у европеоидов Восточной Сибири частоты аллелей и 
генотипов по изученным полиморфизмам соответствуют таковым в других европеоидных популя-
циях мира. Получены статистически значимые отличия между группой НАБА и контрольной вы-
боркой по частотам генотипов IL2 (rs2069762): генотип GG чаще встречается в контрольной группе 
(14,1% по сравнению с 5,9% в группе НАБА, р = 0,03). Показано, что аллель IL2*T или генотип ТТ 
(rs2069762) предрасполагает к развитию неконтролируемого течения АБА. При сравнении гаплоти-
пов IL4 (rs2070874 и rs2243250) с поправкой на пол и возраст, с использованием аддитивной модели 
наследования, показано, что наиболее часто встречающийся гаплотип СC (частота в группах АБА/
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КАБА/НАБА составляет 0,75/0,76/0,74 соответственно) является протективным в отношении риска 
развития атопической бронхиальной астмы (RR 0,53; SE 0,32; p = 0,0439). Сравнительный анализ 
гаплотипов TNFA (rs1800629 и rs1800630) с поправкой на пол и возраст, с использованием аддитив-
ной модели наследования, показал, что гаплотип GC является протективным в отношении риска 
развития АБА (RR 0,59±0,17; р = 0,0028), а гаплотип GA – предрасполагающим к заболеванию (RR 
2,07±0,25; р = 0,0034). Это характерно для атопической бронхиальной астмы вне зависимости от сте-
пени контроля заболевания (КАБА GA: RR 1,93±1,2; p = 0,0414; НАБА GA: RR 2,43±0,31; p = 0,0051). 

Установлено, что гены цитокинов вносят вклад в развитие АБА у детей. Эти данные для европе-
оидной популяции Восточной Сибири получены впервые и представляют интерес с точки зрения 
пополнения данных о вкладе полиморфизма генов цитокинов в развитие атопической бронхиальной 
астмы и контроля течения заболевания у детей.

Ключевые слова: атопия, воспаление, бронхиальная астма, цитокины, полиморфизм генов, контроль заболевания

CYTOKINE GENES AS GENETIC MARKERS OF CONTROLLED 
AND UNCONTROLLED ATOPIC BRONCHIAL ASTHMA
Smolnikova M.V.a, Freidin M.B.b, c, Smirnova S.V.a
a Federal Research Center «Krasnoyarsk Science Center» of the Siberian Branch of the Russian Academy of Sciences, 

Scientific Research Institute of Medical Problems of the North, Krasnoyarsk, Russian Federation  
b Research Institute of Medical Genetics, Tomsk National Research Меdical Center, Russian Academy of Sciences, 

Tomsk, Russian Federation 
c Department of Twin Research and Genetic Epidemiology, King’s College London, London, United Kingdom

Abstract. Atopic bronchial asthma (ABA) is a multifactorial disease; its development is dependent on many 
environmental and genetic factors. Genetic risk factors can affect the clinical phenotype of ABA and the level 
of therapeutic control over the disease. Cytokine genes are crucially important in pathogenesis of ABA as 
they encode proteins participating in immune response and development of inflammation in bronchi. It was 
suggested that the therapeutic control of the disease is genetically mediated and depends on the presence of 
one or another allele in genes of mediators, participating in ABA pathogenesis. The knowledge about genetic 
markers will allow to predict clinical course of ABA in children. 

We carried out the analysis of association between genes of pro- and anti-inflammatory cytokines with 
the level of therapeutic control of ABA. In children with controlled and uncontrolled ABA (CABA and 
UABA, respectively; n = 110), and in general a population sample (n = 138), we analysed 11 polymorphisms: 
IL2 (rs2069762), IL4 (rs2070874 и rs2243250), IL5 (rs2069812), IL10 (rs1800872 and rs1800896), IL12B 
(rs3212227), TNFA (rs1800629 and rs1800630), TGFB1 (rs1800469), and IFNG (rs2069705), encoding 
cytokines actively participating at the development of allergic inflammation. 

According to results of present study, the prevalence of alleles and genotypes of the analysed loci in the East 
Siberia Caucasians is consistent with the data in other world Caucasian populations. We have found statistically 
significant differences between UABA and control groups for the prevalence of IL2 (rs2069762) polymorphism: 
GG genotype was more common in control group (14.1% compared to 5.9%, р = 0.03). It was shown that the 
IL2*T allele and ТТ genotype of the rs2069762 are associated with the increased risk of uncontrolled ABA. A 
comparison of the haplotypes of IL4 (rs2070874 and rs2243250) gene with correction for sex and age within 
an additive model revealed that the most common haplotype СC (prevalence in ABA/CABA/UABA groups 
is 0.75/0.76/0.74, respectively) is protective against the development of ABA (RR 0.53±0.32; p = 0.044). 
A comparative analysis of TNFA (rs1800629 and rs1800630) haplotypes has shown the GC haplotype to be 
protective against the risk of ABA (RR 0.59±0.17; р = 0.003) while the GA haplotype is positively associated 
with the disease (RR 2.07±0.25; р = 0.003). This was true for BA, regardless of the control over the disease 
(CABA GA: RR 1.93±1.2; p = 0.041; UABA GA: RR 2.43±0.31; p = 0.005). 

Thus, it was established that the studied cytokine genes are important for the development of ABA in 
children. These data were obtained for the first time for Caucasians of East Siberia. They are of interest in terms 
of accumulation of the data about the impact of cytokine genes polymorphism upon development of ABA and 
its therapeutic control in children.

Keywords: atopy, inflammation, bronchial asthma, cytokines, gene polymorphism, disease control 
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Введение
Атопическая бронхиальная астма (АБА) – 

одно из самых распространенных и изучаемых 
заболеваний в мире, в основе патогенеза кото-
рого лежит воспалительный процесс в бронхах. 
По данным Всемирной организации здравоох-
ранения, около 235 миллионов человек во всем 
мире страдают АБА. Бронхиальная астма может 
развиваться в любом возрасте, но в большинстве 
случаев первые симптомы возникают в детском 
возрасте [5, 20]. До настоящего времени бронхи-
альная астма считается неизлечимым заболева-
нием, неконтролируемое течение которого при-
водит к инвалидизации больного.

АБА является многофакторным заболеванием 
и ее развитие зависит как от множества факторов 
окружающей среды, так и генетической компо-
ненты. Генетические факторы риска развития 
АБА могут влиять на фенотип заболевания и сте-

пень контроля его течения. Существенный вклад 
в патогенез АБА вносят гены, участвующие в им-
мунном ответе, развитии и активации воспале-
ния дыхательных путей [1, 5]. В частности, гены 
цитокинов способствуют реализации различных 
патогенетических аспектов АБА – непосред-
ственно или через межгенные взаимодействия, 
определяя степень контроля над заболеванием. 
Вариация уровня экспрессии генов и продукции 
цитокинов, обусловленная тем или иным поли-
морфизмом в кодирующей или промоторной ча-
сти гена, может определять персонифицирован-
ный подход к терапии. 

Предполагается, что степень контроля заболе-
вания является генно-опосредованным процессом 
и во многом зависит от наличия того или иного 
аллельного варианта в генах медиаторов, участву-
ющих в патогенезе АБА. Знания о генетических 
маркерах позволит прогнозировать течение ато-
пической бронхиальной астмы у детей. 

ТАБЛИЦА 1. СТРУКТУРА ПРАЙМЕРОВ И ПАРАМЕТРЫ АМПЛИФИКАЦИИ И РЕСТРИКЦИИ ДЛЯ ИЗУЧЕННЫХ 
ПОЛИМОРФИЗМОВ 
TABLE 1. SEQUENCE OF PRIMERS, PARAMETERS OF DNA AMPLIFICATION, AND RESTRICTION FOR THE GENE 
POLYMORPHISMS STUDIED

Ген
Gene

Полиморфизм 
(SNP)

Polymorphism 
(SNP)

Структура праймеров
Sequence of primers

Температура 
отжига, °С
Annealing 

temperature, °С

Эндонуклеаза 
рестрикции

Restriction enzyme

IL2 T-330G
rs2069762

5’-tattcacatgttcagtgtagttct-3’
5’-acattagcccacacttaggt-3’ 48 Bfa I*

IL4 C-590T
rs2243250

5’-cacctaaacttgggagaacatggt-3’
5’-gttgtaatgcagtcctcctg-3’ 60 Bme 18I

IL4 C-33T
rs2070874

5’- caagttactgacaatctggtgt-3’
5’- cggcacatgctagcaggaa-3’ 60 BstMA I

IL5 C-703T
rs2069812

5’-cagggagagccaatcagt-3’
5’-atgatgtccagactccaggatct-3’ 60 PstN I

IL10 C-592A
rs1800872

5’-atccaagacaacactactaa-3’
5’-taaatatcctcaaagttcc-3’ 54 Rsa I

IL10 G-1082A
rs1800896

5’-aaggcaacactactaaggcttcctt-3’
5’-taaatatcctcaaagttcc-3’ 53 BstEN I

IL12B 1188A/C
rs3212227

5’ -ttctatctgatttgcttta-3’
5’-tgaaacattccatacatcc-3’ 43 Taq I

TNFA G-308A
rs1800629

5’-aggcaataggttttgagggccat-3’
5’-acactccccatcctcccggct-3’ 58 Bsp19 I

TNFA C-863A
rs1800630

5’-ggctctgaggaatgggttac-3’
5’-ctacatggccctgtcttcgttacg-3’ 60 BstBA I

TGFB1 C-509T
rs1800469

5’-ccgcttctgtcctttctagg-3’
5’-aaagcgggtgatccagatg-3’ 56 Bse21 I

IFNG c.-1616C>T
rs2069705

5’-attatcaagccagttttacag-3’
5’-gattctttctcctcctttgta-3’ 56 Hpa I

Примечание. * – производство (NEB, United Kindom).

Note. *, enzyme manufacturer: NEB, United Kingdom.
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ТАБЛИЦА 2. ЧАСТОТЫ ГЕНОТИПОВ ПОЛИМОРФИЗМОВ ГЕНОВ ЦИТОКИНОВ У БОЛЬНЫХ АТОПИЧЕСКОЙ 
БРОНХИАЛЬНОЙ АСТМОЙ И ЗДОРОВЫХ ЕВРОПЕОИДОВ ВОСТОЧНОЙ СИБИРИ (%)
TABLE 2. FREQUENCIES OF DIFFERENT ALLELIC POLYMORPHISMS OF CYTOKINE GENES IN PATIENTS WITH ATOPIC 
BRONCHIAL ASTHMA AND HEALTHY EUROPEANS OF EAST SIBERIA (%)

Генотип
Genotype 

Группы
Groups Группы сравнения = 

ОШ (95% ДИ)
Comparison groups = 

OR (95% CI)

рАБА (1)
ABA (1)
(n = 110)

КАБА (2)
СABA (2)
(n = 59)

НАБА (3)
UABA (3)
(n = 51)

Контроль (4)
Control (4)  
(n = 138)

IL2 (rs2069762)

TT 55,5 54,2 56,9 40,7

2,4 = 0,64 (0,40-1,03)
3,4 = 0,56 (0,34-0,40)
1,4 = 0,60 (0,41-0,89)

р2,4 = 0,07
р3,4 = 0,03
p1,4 = 0,01

TG 37,3 37,3 37,2 45,2

GG 7,2 8,5 5,9 14,1

IL4 (rs2070874)

CC 51,8 54,2 49,0 62,5

2,4 = 1,15 (0,69-1,91)
3,4 = 1,47 (0,81-2,46)
1,4 = 1,29 (0,86-1,96)

р2,4 = 0,59
р3,4 = 0,14
p1,4 = 0,22

CT 42,7 42,4 43,1 30,9

TT 5,5 3,4 7,9 6,6

IL4 (rs2243250)

CC 54,6 59,3 49,0 62,2

2,4 = 0,97 (0,58-1,63)
3,4 = 1,36 (0,81-2,28)
1,4 = 1,14 (0,75-1,73)

р2,4 = 0,90
р3,4 = 0,24
p1,4 = 0,53

CT 40,9 37,3 45,1 30,4

TT 4,5 3,4 5,9 7,4

IL5 (rs2069812)

C/C 40,0 39,0 41,2 45,7 

2,4 = 1,11 (0,70-1,76)
3,4 = 1,17 (0,72-1,90)
1,4 = 1,14 (0,78-1,66)

р2,4 = 0,66
р3,4 = 0,51
p1,4 = 0,5

C/Т 52,7 55,9 49,0 47,1

Т/Т 7,3 5,1 9,8 7,2
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Генотип
Genotype 

Группы
Groups Группы сравнения = 

ОШ (95% ДИ)
Comparison groups = 

OR (95% CI)

рАБА (1)
ABA (1)
(n = 110)

КАБА (2)
СABA (2)
(n = 59)

НАБА (3)
UABA (3)
(n = 51)

Контроль (4)
Control (4)  
(n = 138)

IL10 (rs1800872)

CC 61,8 64,4 58,8 54,8

2,4 = 0,85 (0,51-1,41)
3,4 = 0,83 (0,49-1,42)
1,4 = 0,84 (0,55-1,27)

р2,4 = 0,52
р3,4 = 0,50
p1,4 = 0,41

CA 30,9 25,4 37,2 38,5

AA 7,2 10,2 3,9 6,7

IL10 (rs1800896)

AA 34,6 39,0 29,4 28,3

2,4 = 1,0 (0,65-1,55)
3,4 = 1,16 (0,74-1,83)
1,4 = 1,07 (0,75-1,53)

р2,4 = 1,0
р3,4 = 0,52
p1,4 = 0,70

GA 42,7 37,3 49,0 58,7

GG 22,7 23,7 21,6 13,0

IL12B (rs3212227)

А/А 68,2 71,2 64,7 59,4 

2,4 = 0,70 (0,40-1,23)
3,4 = 0,95 (0,55-1,65)
1,4 = 0,81 (0,52-1,26)

р2,4 = 0,22
р3,4 = 0,85
p1,4 = 0,36

A/C 25,4 23,7 27,5 36,2 

C/C 6,4 5,1 7,8 4,4 

TNFA (rs1800629)

GG 76,4 72,9 80,4 82,9

2,4 = 1,47 (0,76-2,86)
3,4 = 1,02 (0,47-2,20)
1,4 = 1,26 (0,71-2,24)

р2,4 = 0,25
р3,4 = 0,96
p1,4 = 0,43

GA 23,6 27,1 19,6 14,8

AA 0,0 0,0 0,0 2,2

Таблица 2 (продолжение)
Table 2 (continued)
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Цель исследования: изучить вовлеченность 

функциональных полиморфизмов генов-канди-

датов IL2 (rs2069762), IL4 (rs2070874 и rs2243250), 

IL5 (rs2069812), IL10 (rs1800872 и rs1800896), 

IL12B (rs3212227), TNFA (rs1800629 и rs1800630), 

TGFB1 (rs1800469), IFNG (rs2069705) в патогенез 

АБА с различным уровнем контроля заболевания 

у европеоидов Восточной Сибири. 

Материалы и методы
В работе использовали образцы ДНК жителей 

г. Красноярска, больных АБА (n = 110). Все об-
следованные или их родители дали письменное 
информированное согласие на участие в иссле-
довании.

Были сформированы группы детей больных: 
среднетяжелой АБА с контролируемым течени-
ем заболевания (КАБА, n = 59; средний возраст 

Генотип
Genotype 

Группы
Groups Группы сравнения = 

ОШ (95% ДИ)
Comparison groups = 

OR (95% CI)

рАБА (1)
ABA (1)
(n = 110)

КАБА (2)
СABA (2)
(n = 59)

НАБА (3)
UABA (3)
(n = 51)

Контроль (4)
Control (4)  
(n = 138)

TNFA (rs1800630)

CC 62,7 66,1 58,8 76,1

2,4 = 1,69 (0,94-3,04)
3,4 = 2,27 (1,26-4,06)
1,4 = 1,95 (1,20-3,17)

р2,4 = 0,08
р3,4 = 0,005
p1,4 = 0,007

CA 32,7 30,5 35,3 23,9

AA 4,6 3,4 5,9 0,0

TGFB1 (rs1800469)

C/C 47,3 44,1 51,0 43,5 

2,4 = 0,88 (0,55-1,41)
3,4 = 0,95 (0,58-1,55)
1,4 = 0,91 (0,62-1,34)

р2,4 = 0,59
р3,4 = 0,83 
p1,4 = 0,64

C/Т 46,4 54,2 37,2 50,0 

Т/Т 6,3 1,7 11,8 6,5 

IFNG (rs2069705)

C/C 33,6 35,6 29,4 26,8 

2,4 = 0,72 (0,47-1,12)
3,4 = 1,01 (0,64-1,59)
1,4 = 0,84 (0,59-1,21)

р2,4 = 0,14
р3,4 = 0,97
p1,4 = 0,35

C/Т 46,4 49,2 45,1 50,7 

Т/Т 20,0 15,2 25,5 22,5 

Примечание. p1, 2 для всех SNP превышали значение 0,05.

Note. p1, 2 values for all SNPs exceeded 0.05.

Таблица 2 (окончание)
Table 2 (continued)
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12,5±1,6 лет) и тяжелой/среднетяжелой АБА с не-
контролируемым течением заболевания (НАБА, 
n = 51; средний возраст 13,1±2,8 лет). Диагноз, 
степень тяжести, уровень контроля над течением 
заболевания установлен в соответствии с реко-
мендациями рабочей группы GINA. Контроль-
ная группа сформирована из практически здоро-
вых детей без признаков атопии (n = 33, средний 
возраст 13,6±2,5 лет), а также популяционной 
выборки без АБА и аллергии в анамнезе (n = 105, 
средний возраст 38,3±5,4 лет). Предварительно 
перед объединением был проведен сравнитель-
ный анализ частоты аллелей в контрольных груп-
пах разного возраста, статистически значимых 
отличий не выявлено. 

Общие критерии включения в исследование: 
диагноз атопическая бронхиальная астма, сред-
нетяжелое/тяжелое течение, отсутствие ОРВИ 
и других острых заболеваний на момент обследо-
вания, европеоидное происхождение (3 поколе-
ния). Использован тест по контролю над астмой 
(АСТтм). Результат теста в группе КАБА составил 
22,5±2,6 балла, в группе НАБА – 14,8±3,1 балла 
(р < 0,001). Критерии включения в контрольную 
группу: практически здоровые индивиды, отри-
цательный аллергологический анамнез, уровень 
общего IgE < 100 МЕ/мл, европеоидное проис-
хождение (3 поколения).

Для выделения ДНК из периферической кро-
ви использован стандартный набор («Лаборато-
рия Медиген», Новосибирск). Изученные генные 
варианты локализованы в промоторных участках 
соответствующих генов, для гена IL12B – в 3’-
UTR. Амплификация проводена путем полиме-
разной цепной реакции (ПЦР) (табл. 1) на ам-
плификаторе «Терцик МС2» («ДНК-технология», 
Москва). Генотипирование аллельных вариантов 
осуществлено методом рестрикционного ана-
лиза продуктов амплификации (ПДРФ-анализ) 
специ фических участков генома с использова-
нием эндонуклеаз рестрикции («Сибэнзим», 
г. Новосибирск). Продукты рестрикции фрак-
ционировали в 2% агарозном геле, окрашенном 
бромистым этидием.

Частоты генотипов по полиморфным локусам 
проверяли на соответствие равновесию Харди–
Вайнберга (РХВ) с помощью критерия χ2 и точ-
ного теста Фишера. Сравнение частот аллелей 
и генотипов между группами проводили с помо-
щью калькулятора http://gen-exp.ru/calculator_
or.php. В качестве меры степени ассоциации 
генетических маркеров с фенотипами использо-
вали величину отношения шансов (ОШ) с рас-
четом для него 95% доверительного интервала 

(ДИ). Анализ гаплотипов проводили с помощью 
пакета haplo.ccs для программной среды R. 

Результаты
Сравнения частот аллелей и генотипов про-

ведены как между общей группой АБА и контро-
лем, так и между группами, выделенными с уче-
том степени контроля над заболеванием (КАБА 
и НАБА), и между каждой из групп с популяци-
онной выборкой (табл. 2).

Получены статистически значимые отличия 
между группой НАБА и контрольной выборкой 
по частотам генотипов IL2 (rs2069762): гено-
тип GG чаще встречается в контрольной груп-
пе (14,1% по сравнению с 5,9% в группе НАБА, 
р = 0,03). 

Сравнительный анализ частоты генотипов по-
лиморфизма TNFA (rs1800630) показал статисти-
чески значимые отличия между группами АБА 
и контрольной выборкой (ОШ 1,95; р = 0,007), 
а также между группой НАБА и контрольной 
выборкой (OR, р = 0,005). Аллельный вариант 
С чаще встречается в контрольной группе (88,0%) 
по сравнению с общей группой АБА (79,1%) 
и НАБА (76,5%).

Для остальных исследованных полиморфиз-
мов, отличий в частотах аллелей и генотипов 
между больными АБА и контрольной группой 
не установлено.

При сравнении гаплотипов IL4 (rs2070874 
и rs2243250) с поправкой на пол и возраст, с ис-
пользованием аддитивной модели наследования, 
показано, что наиболее часто встречающийся га-
плотип СC (частота в группах АБА/КАБА/НАБА 
составляет 0,75/0,76/0,74 соответственно) явля-
ется протективным в отношении риска разви-
тия атопической бронхиальной астмы (RR 0,53; 
SE 0,32; p = 0,0439). Гаплотип СС может служить 
протективным генетическим маркером АБА 
с контролируемым (RR 0,26; SE 0,38; p = 0,0008) 
и неконтролируемым (RR 0,3; SE 0,38; p = 0,0018) 
течением заболевания.

В результате анализа гаплотипов полимор-
физмов в гене IL10 (rs1800872 и rs1800896) с ис-
пользованием аддитивной модели наследования 
с поправкой на пол и возраст статистически зна-
чимых отличий между группами с разной степе-
нью контроля АБА с популяционной выборкой 
не выявлено. 

При сравнении гаплотипов TNFA (rs1800629 
и rs1800630) с поправкой на пол и возраст, с ис-
пользованием аддитивной модели наследования, 
показано, что гаплотип GC является протек-
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тивным в отношении риска развития АБА (RR 
0,59±0,17; р = 0,0028), а гаплотип GA – пред-
располагающим к заболеванию (RR 2,07±0,25; 
р = 0,0034). Это характерно для атопической 
бронхиальной астмы вне зависимости от степени 
контроля заболевания (КАБА GA: RR 1,93±1,2; 
p = 0,0414; НАБА GA: RR 2,43±0,31; p = 0,0051).

Обсуждение
Атопическая бронхиальная астма представ-

ляет собой многофакторное воспалительное 
заболевание, связанное со сложными процес-
сами цитокиновой регуляции межклеточных 
взаимодействий. На май 2017 года, соглас-
но системе Phenopedia (https://phgkb.cdc.gov/
HuGENavigator/startPagePhenoPedia.do), в отно-
шении бронхиальной астмы исследовано более 
1300 генов, в том числе цитокинов и их рецепто-
ров. Цитокины занимают важное место в регуля-
ции иммунного ответа при аллергическом вос-
палении, которое имеет ведущее значение при 
развитии бронхиальной астмы. Генетический по-
лиморфизм цитокиновой сети влияет на уровень 
концентрации цитокинов в сыворотке крови, что 
в свою очередь оказывает эффект на формиро-
вание контролируемого или неконтролируемого 
течения АБА. Такие ассоциации между опреде-
ленным аллельным вариантом генов и уровнем 
продукции описаны для ряда цитокинов [11, 12, 
13]. Некоторые из исследований имеют проти-
воречивые данные о роли генетических факто-
ров в патогенезе астмы [3, 16]. В проведенном 
исследовании изучены однонуклеотидные за-
мены в генах цитокинов, продуцируемых Th1-
лимфоцитами (IL-2, IL-12, TNFα, TGF-β, IFNγ), 
Th2-лимфоцитами (IL-4, IL-5, IL-10) и Treg-
клетками (IL-10, TGF-β).

По данным проведенного исследования, у ев-
ропеоидов Восточной Сибири частоты аллелей 
и генотипов по изученным полиморфизмам со-
ответствуют таковым в других европеоидных по-
пуляциях мира.

В результате проведенного исследования 
установлена ассоциация аллеля T полимор-
физма rs2069762 гена IL2 с АБА. Цитокин IL-2 
играет важную роль в пролиферации активи-
рованных Т-лимфоцитов и угнетении ответа 
лимфоцитов путем индуцирования продукции 
Т-супрессоров [10]. Ранее показано, что аллель 
IL2*T связан со сниженной продукцией цито-
кина в культуре лимфоцитов периферической 
крови здоровых лиц [8, 11]. Поскольку IL-2 яв-
ляется цитокином Th1-профиля, вариант, кото-

рый уменьшает выработку IL-2 (аллель T), бу-
дет иметь тенденцию искажать баланс Th1/Th2 
в сторону Th2, что типично для атопии. Таким 
образом, результаты, показывающие снижение 
экспрессии IL-2, связанной с аллелем T, хоро-
шо коррелируют с полученными нами данными. 
Следовательно, генотип ТТ-330 или аллельный 
вариант Т можно считать предрасполагающим 
к развитию АБА и прогностическим маркером 
неконтролируемого течения заболевания. 

В результате проведенного исследования уста-
новлен протективный эффект гаплотипа CC 
по двум изученным полиморфизмам гена IL4 
(rs2243250, rs2070874) в отношении риска раз-
вития АБА (RR 0,53±SE 0,32; p = 0,0439). При 
этом гаплотип СС может служить протективным 
генетическим маркером АБА как с контролиру-
емым (RR 0,26±SE 0,38; p = 0,0008), так и не-
контролируемым (RR 0,3±SE 0,38; p = 0,0018) 
течением заболевания. Цитокин IL-4 – один 
из ключевых интерлейкинов, участвующих в па-
тогенезе атопии: он способствует пролиферации 
плазматических клеток, увеличивает экспрессию 
низкоаффинного рецептора к IgE на В-клетках, 
селективно индуцирует синтез IgE. Ранее пока-
зана ассоциация редкого аллельного варианта 
Т-590 IL4 (rs2243250) с гиперпродукцией IL-4 [6, 
18, 22, 25]. Полученные нами результаты соответ-
ствуют данным литературы, включая результаты 
метаанализов, об ассоциации полиморфизмов 
IL4 с бронхиальной астмой, в том числе в отно-
шении АБА у детей и в популяциях различного 
этнического состава [9, 15, 19, 23, 24].

В нашем исследовании сравнительный ана-
лиз частоты генотипов полиморфизма TNFA 
(rs1800630) показал статистически значимые от-
личия между общей группой АБА и контроль-
ной выборкой, а также между группой НАБА 
и контрольной выборкой. При сравнении гапло-
типов TNFA (rs1800629 и rs1800630) показано, 
что гаплотип GC можно считать протективным 
по отношению риска развития АБА, а гаплотип 
GA – предрасполагающим к заболеванию. Это 
характерно для атопической бронхиальной астмы 
вне зависимости от степени контроля заболева-
ния. TNF-α представляет собой провоспалитель-
ный цитокин, участвующий во многих аспектах 
развития патологии дыхательных путей при ато-
пической бронхиальной астме, играет роль в воз-
никновении аллергического воспаления и ге-
нерации гиперреактивности бронхов [2, 4, 14]. 
Однонуклеотидная замена -308G/A (rs1800629) 
в промоторном регионе ассоциирована с уров-
нем экспрессии гена и продукции TNFα – ал-
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лельный вариант А-308 связан с высокой кон-

центрацией [17, 21]. У носителей варианта A-308 

существует повышенный риск развития бронхи-

альной астмы по сравнению с гомозиготными 

по аллелю GG [7, 24]. Эти данные подтверждают 

важную роль TNFα в патогенезе бронхиальной 

астмы, а ген TNFA может быть геном предраспо-

ложенности к заболеванию. Изучение гена TNFA 

в отношении развития бронхиальной астмы усту-

пает только гену IL4 (система Phenopedia) – мно-

жество исследований проведено на разных попу-

ляционных выборках. 

Таким образом, в проведенном нами иссле-
довании впервые получены данные о популя-
ционных частотах аллелей и генотипов генов 
цитокинов у европеоидного населения Восточ-
ной Сибири. Установлена ассоциация полимор-
физмов генов IL2, IL4 и TNF с контролируемым 
и неконтролируемым течением АБА. Эти данные 
для европеоидной популяции Восточной Сибири 
получены впервые и представляют интерес с точ-
ки зрения пополнения данных о вкладе полимор-
физма генов цитокинов в развитие атопической 
бронхиальной астмы и контроля течения заболе-
вания у детей.
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МЕТОДИЧЕСКИЕ ПОДХОДЫ К ЭКСПЕРТНОЙ ОЦЕНКЕ 

ДОКЛИНИЧЕСКИХ И КЛИНИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ 

ПРЕПАРАТОВ ИММУНОГЛОБУЛИНОВ ЧЕЛОВЕКА

Иванов В.Б., Мосягин В.Д., Кудашева Э.Ю., Олефир Ю.В., 

Меркулов В.А., Борисевич И.В., Бондарев В.П.

ФГБУ «Научный центр экспертизы средств медицинского применения» Министерства здравоохранения РФ, 

Москва, Россия

Резюме. Проанализирован опыт Российской Федерации и ведущих зарубежных регуляторных ор-

ганов в сфере обращения лекарственных средств по вопросам организации и проведения доклини-

ческих и клинических исследований лекарственных препаратов иммуноглобулинов человека. В рам-

ках предложенной классификации препаратов иммуноглобулинов человека приведены актуальные 

сведения об их регистрации в Российской Федерации. Сформулированы методические подходы и 

основные научные принципы и критерии экспертной оценки доклинических и клинических иссле-

дований препаратов крови. Уточнены требования экспертного учреждения, предъявляемые в ходе 

экспертной оценки материалов доклинических и клинических исследований лекарственных препа-

ратов нормальных, специальных и специфических иммуноглобулинов человека при их регистрации 

и внесении изменений в регистрационное досье. Предложены программы доклинических и клиниче-

ских исследований лекарственных препаратов нормальных, специальных и специфических иммуно-

глобулинов человека, отвечающие требованиям российского законодательства, нормативным право-

вым актам в сфере обращения лекарственных средств в рамках Евразийского экономического союза, 

учитывающие рекомендации руководств Европейского агентства по лекарственным средствам.

Ключевые слова: препараты иммуноглобулинов человека, доклинические исследования, клинические исследования, 

экспертиза, методические подходы, критерии оценки, регистрация, требования экспертного учреждения
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METHODOLOGICAL APPROACHES TO EXPERT EVALUATION 
OF PRECLINICAL AND CLINICAL TRIALS OF HUMAN 
IMMUNOGLOBULIN PRODUCTS 
Ivanov V.B., Mosyagin V.D., Kudasheva E.Yu., Olefir Yu.V., 
Merkulov V.A., Borisevitch I.V., Bondarev V.P.
Scientific Centre for Expert Evaluation of Medicinal Products, Moscow, Russian Federation 

Abstract. The article considers the experience of Russian and leading foreign regulatory agencies in 
organisation and conduction of preclinical and clinical trials of human immunoglobulin products. The authors 
suggest a classification of human immunoglobulins and provide updated information on authorization of these 
products in Russia. The article summarizes methodological approaches, basic scientific principles and criteria 
relating to expert evaluation of preclinical and clinical trials of blood products. The authors further define the 
expert body’s requirements for data on preclinical and clinical trials of human normal immuniglobulins and 
human specific immunoglobulins for the prevention and/or treatment of infectious and non-infectious diseases 
which are submitted as part of applications for marketing authorization or marketing authorization variation. 
The article suggests programs of preclinical and clinical trials for human normal immunoglobulins and human 
specific immunoglobulins for the prevention and/or treatment of infectious and non-infectious diseases that 
are aligned with the Russian legislation and Eurasian Economic Union’s regulations on medicines circulation, 
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Введение
Потребность в лекарственных препаратах 

(ЛП) иммуноглобулинов человека (ИГЧ) в на-
шей стране и за рубежом постоянно возрастает. 
ЛП ИГЧ входят в перечень жизненно необходи-
мых и важнейших ЛП, применяются в различных 
областях практической медицины при первич-
ных и вторичных иммунодефицитах, аутоиммун-
ных и инфекционных заболеваниях. 

Подходы к экспертной оценке качества, эф-
фективности и безопасности ЛП, в том числе 
препаратов крови, периодически уточняются, 
что связано с внесением изменений в Федераль-
ный закон от 12.04.2010 № 61-ФЗ «Об обращении 
лекарственных средств» [11] и выходом новых 
подзаконных нормативно-правовых документов 
[10, 12, 14]. Меняются и международные требо-
вания к организации и проведению доклиниче-
ских (ДИ) и клинических исследований (КИ) 
ЛП крови в связи с выходом новых руководств 
Европейского агентства по лекарственным сред-
ствам (ЕМА). Различия требований регуляторов 
к объему ДИ и КИ препаратов крови создают 

определенные сложности при экспертной оценке 
результатов исследований: 

– для биологических ЛП, в том числе препара-
тов крови, в Российской Федерации с 01.01.2016 
требуется предоставление результатов собствен-
ных ДИ в расширенном объеме и результатов 
собственных КИ, тогда как за рубежом объем до-
клинических токсикологических исследований 
сведен к минимуму при соответствии препара-
тов крови по качеству требованиям Европейской 
фармакопеи (ЕФ);

– различаются подходы к этапности прове-
дения КИ отдельных групп препаратов крови. 
Например, для препаратов иммуноглобулинов 
человека нормальных (ИГЧН) за рубежом допу-
скается начинать КИ с III фазы, в том числе у де-
тей, что не допускается в Российской Федерации;

– имеются разночтения и с документами, ре-
гулирующими обращение ЛП в рамках Евразий-
ского экономического союза (ЕАЭС), предписы-
вающими в качестве приоритетных использовать 
международные документы, регламентирующие 
требования к качеству, ДИ и КИ ЛП, в частности 
руководства EMA.
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Не урегулирован вопрос о взаимозаменяемо-
сти ЛП ИГЧ, так как ДИ и КИ таких препаратов, 
прежде всего отечественных производителей, 
ранее не проводились или проводились в сокра-
щенном объеме. Имеется необходимость в уни-
фикации инструкций по медицинскому приме-
нению (ИМП) ЛП ИГЧ.

Указанные обстоятельства требуют уточне-
ния методических подходов к экспертной оценке 
программ доклинических и клинических иссле-
дований ЛП ИГЧ человека в Российской Феде-
рации.

Цель данной статьи состоит в уточнении тре-
бований экспертного учреждения, которые 
предъявляются при экспертной оценке качества, 
ДИ и КИ препаратов ИГЧ при их регистрации 
и внесении изменений в регистрационное досье.

Классификация препаратов иммуноглобулинов 
человека и сведения о регистрации

С целью совершенствования системы экс-
пертной оценки качества, эффективности и без-
опасности ЛП ИГЧ используется следующая их 
классификация.

Препараты иммуноглобулинов человека – 
группа иммунобиологических ЛП, представляю-
щих собой иммунологически активную белковую 
фракцию сыворотки или плазмы крови человека, 
преимущественно иммуноглобулинов класса G 
(IgG), несущую антительную активность различ-
ной специфичности [5].

Препараты ИГЧ подразделяют на иммуногло-
булины нормальные, иммуноглобулины специ-
фические, иммуноглобулины специального на-
значения:

– иммуноглобулины нормальные (для вну-
тримышечного, подкожного, внутривенного 
введения, энтерального применения) применя-
ют для заместительной терапии при первичных 
иммунодефицитах с нарушением продукции 
антител, заместительной терапии при вторичных 
иммунодефицитах, в качестве иммуномодулиру-
ющего средства и для специфической профилак-
тики определенных бактериальных и вирусных 
инфекций; 

– иммуноглобулины специфические (для 
внутримышечного, внутривенного введения) 
предназначены для профилактики и/или лече-
ния конкретного инфекционного заболевания;

– иммуноглобулины специального назна-
чения (для внутримышечного, внутривенного 
введения) применяют для лечения и/или про-
филактики неинфекционных заболеваний, на-
пример, аллергических заболеваний, резус-кон-
фликта и др.

В Российской Федерации в настоящее время 
зарегистрирован 61 ЛП ИГЧ: иммуноглобулинов 
человека нормальных – 30 (для внутривенного 
введения – 18, из них 1 и для подкожных инфу-
зий; для внутримышечного введения – 9; для эн-
терального введения – 3); иммуноглобулинов 
человека специфических – 23 (против клещевого 
энцефалита – 5, противостолбнячные – 2, про-
тивостафилококковые – 7, антирабические – 3; 
противооспенный – 1, антицитомегаловирус-
ные – 2, против гепатита В – 3); иммуноглобули-
нов человека специального назначения – 8 (ан-
тирезусные – 7; противоаллергический – 1) [1].

Ежегодно регистрируются новые ЛП ИГЧ. 
Проводятся КИ с целью регистрации новых 
ИГЧН для подкожного введения [35]. Разрабаты-
вается свечевая форма препарата ИГЧ для лече-
ния хронических форм герпетической болезни [6].

Элементы методологии оценки качества, эф-
фективности и безопасности препаратов иммуно-
глобулинов человека

В целях определения подходов к экспертной 
оценке ДИ и КИ ЛП ИГЧ нами проведен ана-
лиз документов Российской Федерации, Евро-
пейского союза (ЕС), США, других государств 
и международных организаций, определяющих 
требования к организации и проведению ДИ 
и КИ препаратов крови, при этом использованы 
действующие нормативные правовые акты и про-
екты таких актов, размещенные на интернет-сай-
тах соответствующих регуляторных органов.

При разработке подходов к экспертной оцен-
ке программ доклинического и клинического  
изучения новых ЛП ИГЧ следует учитывать сле-
дующие обстоятельства:

– методически недостаточно обеспечены 
такие элементы методологии экспертизы пре-
паратов крови, как порядок организации и про-
ведения ДИ и КИ непосредственно для каждой 
отдельной группы препаратов крови, стандар-
тизация деятельности по рациональному меди-
цинскому применению ЛП крови, система по-
стрегистрационного мониторинга. Указанные 
причины делают целесообразным в данной си-
туации изучение возможности использования 
опыта зарубежных регуляторов в этой области. 
При этом анализ регламентирующих докумен-
тов, безусловно, должен сопоставляться с от-
ечественной законодательной базой. Наиболее 
четко очерченными и понятными как для разра-
ботчиков, так и экспертов, являются требования 
европейского регулятора (ЕМА);

– в соответствии с требованиями Федераль-
ного закона № 429-ФЗ c 01.01.2016 при регистра-
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ции биологических препаратов, разрешенных 
для медицинского применения в Российской 
Федерации более 20 лет, необходимо представ-
лять отчеты о результатах собственных докли-
нических (фармакодинамических, фармакоки-
нетических, токсикологических) и собственных 
клинических (фармакокинетических, фармако-
динамических, эффективности и безопасности, 
опыте пострегистрационного применения [при 
наличии]) исследований [9]. ДИ должны прово-
диться в соответствии с Принципами надлежа-
щей лабораторной практики [13]. Состав и по-
казатели качества препарата при проведении КИ 
должны соответствовать таковым при проведе-
нии ДИ и конечному продукту, представляемому 
на регистрацию;

– ЛП ИГЧ в течение многих десятков лет 
производят по одинаковой технологии спирто-
вого фракционирования, имеются обширные 
данные по их действию и возможным побочным 
эффектам. Поэтому полных токсикологических 
исследований (общетоксического и специфиче-
ских видов токсичности) заявителями препаратов 
крови ранее не проводилось. Вопросы эффектив-
ности и безопасности в основном оценивались 
в процессе их КИ, а для ряда ЛП ИГЧ в Россий-
ской Федерации КИ ранее не проводились;

– для препаратов ИГЧ не удается в полном 
объеме достичь основной цели проведения ток-
сикологических исследований, которая заклю-
чается в оценке безопасности и установления 
характера выраженности повреждающего дей-
ствия лекарственных средств (ЛС) на организм 
экспериментальных животных, не удается опре-
делить токсическую или летальную дозу или за-
висимость «доза–эффект». Поэтому токсиколо-
гические исследования дают мало информации. 
Многократное введение препаратов крови чело-
века вызывает иммунные реакции в организме 
животных на чужеродный человеческий белок, 
нарушает физиологические процессы и искажа-
ет картину действия ЛС на состояние животного 
[19]. Вместе с тем возможное наличие в препара-
тах крови человека фрагментов антител, техно-
логических остатков, различных биологических 
факторов делает необходимым проведение до-
клинического исследования острой, субхрони-
ческой токсичности, местнораздражающего дей-
ствия и пирогенности; 

– при проведении ДИ следует учитывать, что 
изучение фармакокинетики и фармакодинами-
ки препаратов крови человека в гетерологичной 
системе имеет очень ограниченную информатив-
ность, так как не существует животных моделей, 

достаточно адекватно воспроизводящих фарма-
кокинетику ЛП в крови человека;

– изучение метаболизма для препаратов бел-
ковой природы не требуется, так как в организме 
они распадаются до аминокислот и не образуют 
активных метаболитов. Оно необходимо только 
для вспомогательных компонентов, не изучен-
ных соответствующим образом в ДИ.

В настоящее время Управление по санитар-
ному надзору за качеством пищевых продуктов 
и медикаментов США (FDA) и EMA требуют 
предоставление данных по токсикологии при из-
менении вспомогательных веществ в лекарствен-
ной форме, введении стадий химической инакти-
вации вирусов, введении новых стабилизаторов 
в растворитель для лиофилизированных форм, 
а также в случае изменения технологии и состава 
лекарственной формы. Для вновь разработанных 
препаратов крови токсикологические исследова-
ния проводятся практически в полном объеме, 
исключая длительное повторное введение пре-
парата [19].

При определении объема представления ре-
зультатов собственных ДИ препаратов ИГЧ за-
явителям рекомендуется использовать подходы 
руководств по проведению экспертизы ФГБУ 
«НЦЭСМП» Минздрава России [19, 20, 21, 22], 
документов ЕАЭС [8], руководств ЕМА.

Методология экспертизы препаратов ИГЧ 
должна представлять собой комплекс процедур, 
выполняемых в регламентированном порядке. 
Несомненно, фундаментом обеспечения каче-
ства, эффективности и безопасности препаратов 
ИГЧ является надлежащая организация процес-
са производства. Методы, выбранные для про-
мышленного выделения активного компонента 
биологической фармацевтической субстанции, 
должны не только обеспечить получение ЛП 
крови требуемого профиля качества, но и гаран-
тировать сохранение структуры, функции и био-
логической (специфической) активности его 
действующего вещества, обеспечивать специфи-
ческую и вирусную безопасность получаемых 
препаратов. Выбор вспомогательных веществ, 
стабилизаторов, вирусинактивирующих агентов 
должен быть обоснован, отсутствие консерван-
тов и антибиотиков подтверждено.

Профиль ЛП ИГЧ должен быть не только без-
опасным, но и тщательно изученным и подтверж-
денным по химическим, физико-химическим, 
иммунохимическим показателям (прозрачности, 
цветности, рН, содержанию белка, фракцион-
ному составу, количественному определению 
классов иммуноглобулинов G, A, M, электрофо-
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ретическому составу (однородности), механиче-
ским включениям (видимым и невидимым), из-
влекаемому объему, термостабильности, времени 
растворения, осмоляльности и др.). Желаемый 
терапевтический эффект должен быть спрогно-
зирован по результатам оценки специфической 
активности активного компонента. Методы, вы-
бранные для подтверждения требуемого профиля 
качества, эффективности и безопасности долж-
ны быть научно обоснованы, объективны и адек-
ватны, информативны и стандартизованы. 

Выбранная форма выпуска ЛП ИГЧ, первич-
ной и вторичной его упаковки должна обеспечи-
вать сохранение требуемого профиля качества, 
эффективности в течение регламентированного 
срока годности и быть разрешена для упаковки 
ЛС при соответствующих способах их введения. 
Сохранность совокупности характеристик ЛП 
ИГЧ должна быть обоснована изучением их ста-
бильности в течение предполагаемого срока год-
ности.

Организация деятельности по проведению ДИ 
и КИ препаратов крови – следующий принципи-
альный элемент методологии экспертной оценки 
их качества, эффективности и безопасности. 

При экспертной оценке результатов доклини-
ческих и клинических исследований ЛП ИГЧ ис-
пользуются следующие основные научные прин-
ципы:

– научной обоснованности, объективности, 
всесторонности и полноты исследований;

– комплексности экспертной оценки;
– законности заключения об эффективности 

и безопасности ЛП;
– полного изучения эффективности и без-

опасности ЛП на этапах ДИ и КИ;
– соответствия проведения ДИ и КИ прави-

лам надлежащей лабораторной практики и над-
лежащей клинической практики [12, 13];

– учета при планировании и экспертной 
оценке протоколов и результатов ДИ и КИ реко-
мендаций международных организаций, ЕМА, 
FDA в части, не противоречащей законодатель-
ству Российской Федерации.

Критерии экспертной оценки результатов ДИ 
препаратов крови включают оценку научной обо-
снованности заявителем программы ДИ, оценку 
выбора экспериментальной модели исследо-
вания, оценку изучения фармакологических 
и фармакокинетических свойств ЛП, острой, 
субхронической (хронической) токсичности, му-
тагенности, канцерогенности, репродуктивной 
токсичности, раздражающего действия и других 
токсикологических исследований (аллерген-

ность, антигенность, иммунотоксичность, имму-
ногенность и др.), перечень и объем которых за-
висит и может изменяться в зависимости от вида 
препарата крови.

Критерии экспертной оценки КИ включают 
оценку результатов фармакокинетических и фар-
макодинамических исследований, полноты объ-
ема выполненных КИ с целью установления его 
фармакодинамических, иммунологических эф-
фектов, механизма действия, профилактической 
эффективности, побочных действий, особенно-
стей взаимодействия с другими ЛП, оценку соот-
ношения ожидаемой пользы к возможному риску 
применения ЛП.

Стандартизация деятельности по рацио-
нальному медицинскому применению ЛП ИГЧ 
в форме типовых клинико-фармакологических 
статей (ТКФС) или типовых инструкций по при-
менению, содержащих актуальную информацию 
о порядке их применения с учетом международ-
ного опыта, рекомендаций Всемирной органи-
зации здравоохранения (ВОЗ), руководств ЕМА 
и FDA – следующая важная составляющая мето-
дологии экспертной оценки качества, эффектив-
ности и безопасности таких препаратов. Заяви-
тели при составлении программы клинической 
разработки и ИМП ЛП должны руководствовать-
ся содержанием ТКФС.

Общие требования к программе доклинических 
исследований препаратов иммуноглобулинов чело-
века

Программа ДИ препаратов ИГЧ должна, 
как правило, включать изучение на адекватно 
выбранной экспериментальной модели при со-
ответствующей лекарственной форме пути вве-
дения острой, субхронической токсичности, 
местно-раздражающего действия в патоморфо-
логических исследованиях места введения пре-
парата, пирогенности. В ходе токсикологических 
исследований проводят оценку влияния препара-
та на массу тела, потребление пищи и воды, рек-
тальную температуру, дыхательную и сердечно-
сосудистую системы, функциональное состояние 
ЦНС, параметры функционального состояния 
почек, свертываемость крови, гематологические 
показатели, биохимические показатели крови, 
миелограмму, массовые коэффициенты внутрен-
них органов и их гистологию.

Прочие ДИ специфической токсичности (ре-
продуктивная токсичность, генотоксичность, 
канцерогенность, мутагенность) не являются 
обязательными, если в процессе производства 
не используются новые сорбенты, растворители, 
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стабилизаторы, требующие изучения по указан-
ным показателям. 

Качество препаратов ИГЧ должно соответ-
ствовать требованиям ОФС.1.8.1.0003.15 «Имму-
ноглобулины человека» [5].

В качестве препарата сравнения при ДИ мо-
жет быть использован соответствующий препа-
рат ИГЧ, зарегистрированный в Российской Фе-
дерации.

Для отдельных групп препаратов ИГЧ мо-
гут предъявляться дополнительные требования 
к программе ДИ, которые будут рассмотрены 
ниже вместе с особенностями проведения КИ.

Особенности проведения доклинических и кли-
нических исследований препаратов иммуноглобули-
нов человека нормальных

Для препаратов ИГЧН для внутримышечного 
введения указанная выше программа ДИ является 
достаточной. Их качество должно дополнитель-
но соответствовать требованиям ФС.3.3.2.0007.15 
«Иммуноглобулин человека нормальный» [4].

В ИМП отечественных препаратов ИГЧН 
указаны следующие показания к применению: 
профилактика гепатита А, профилактика кори, 
профилактика и лечение гриппа, профилактика 
коклюша, профилактика менингококковой ин-
фекции, профилактика полиомиелита, лечение 
гипо- и агаммаглобулинемии у детей, повыше-
ние резистентности организма в периоде рекон-
валесценции острых инфекционных заболеваний 
с затяжным течением и при хронических пнев-
мониях. При этом перечень показаний в ИМП 
различных препаратов значительно различается 
и требует пересмотра. Результаты многочислен-
ных КИ подтвердили неэффективность примене-
ния иммуноглобулина для профилактики и лече-
ния гриппа, а также внутримышечного введения 
препаратов для заместительной терапии и имму-
номодуляции [23, 34]. 

В США для ИГЧН для внутримышечного 
введения в качестве показаний к применению 
указаны: профилактика гепатита А, кори, крас-
нухи, ветряной оспы (при отсутствии возмож-
ности применения специфического иммуногло-
булина) [32].

В руководствах ЕМА отсутствуют требования 
о необходимости проведения КИ для препаратов 
ИГЧН для внутримышечного введения только 
по показанию «для профилактики гепатита А». 
Качество ЛП должно соответствовать требова-
ниям ЕФ, а производство – требованиям GMP. 
Минимальное содержание антител в препарате 
должно составлять 100 МЕ/мл. Для других пока-
заний к применению требуется проведение соб-

ственных КИ. Биологические и фармакокинети-
ческие данные недостаточны для подтверждения 
клинической эффективности [25, 28]. 

При регистрации в Российской Федерации 
в программу КИ препаратов ИГЧН для внутри-
мышечного введения целесообразно включить 
открытое КИ I фазы на здоровых добровольцах 
с целью оценки переносимости и безопасности 
и КИ II-III фазы по всем показаниям, кроме 
«для профилактики гепатита А, кори», для ко-
торых проведение КИ не требуется. Содержание 
специфических антител к возбудителям инфек-
ций по вновь регистрируемым показаниям долж-
но быть указано в нормативной документации 
в качестве показателя контроля качества, а нор-
мы обоснованы.

В качестве препарата сравнения при планиро-
вании КИ рекомендуется использовать препарат 
ИГЧН для внутримышечного введения, зареги-
стрированный в Российской Федерации.

Для препаратов ИГЧН для внутривенного 
введения программа ДИ включает дополнитель-
ные исследования.

Качество препаратов должно соответствовать 
требованиям Государственной фармакопеи Рос-
сийской Федерации [3, 4, 5].

Изучение аллергенности может быть проведе-
но путем оценки анафилактогенной активности 
в реакции активной кожной анафилаксии, мето-
дом накожных аппликаций и конъюнктивальной 
пробы. Для оценки тромбогенного потенциала 
используется тест венозного стаза на кроличьей 
модели Весслера.

Оценка функционального состояния Fc-
фрагмента проводится, например, с помощью ре-
акции коагглютинации, которая основана на спо-
собности белка А стафилококка штамма Cowan I 
избирательно связываться с Fc-фрагментом IgG.

Руководства ЕМА [24, 29] требуют при реги-
страции препарата оценивать Fab- и Fc-функции 
(функциональная целостность) по способности 
фиксировать комплемент, опсонизации, фагоци-
тозу, антителозависимой клеточно-опосредован-
ной цитотоксичности.

Подлинность препаратов ИГЧН для внутри-
венного введения должна быть подтверждена на-
личием только сывороточных белков крови чело-
века; основная фракция IgG должна составлять 
не менее 95% от общего белка; содержание моно-
меров и димеров IgG должно быть не менее 90%, 
полимеров и агрегатов – не более 3%.

При определении специфической активности 
препаратов ИГЧН для внутривенного введения 
указывают количественное содержание противо-
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бактериальных антител (минимум против одного 
возбудителя) и количественное содержание про-
тивовирусных антител (минимум против одного 
возбудителя). 

Для оценки специфической безопасности 
обязательно определение следующих показате-
лей качества: антикомплементарная активность; 
анти-А- и анти-В-гемагглютинины; анти-D-
антитела.

При планировании проведения КИ по лече-
нию аутоиммунных заболеваний в ДИ должна 
быть изучена иммуномодулирующая и противо-
воспалительная активность: способность ин-
гибировать активность ауто-антител in vitro; 
на экспериментальных моделях аутоиммунных 
заболеваний in vivo [29].

При оценке программы КИ препаратов ИГЧН 
для внутривенного введения эксперты использу-
ют подходы, изложенные в руководствах ЕМА 
[24, 29], с учетом требований законодательства 
Российской Федерации.

Препараты ИГЧН для внутривенного введе-
ния являются основными при лечении пациен-
тов с первичными иммунодефицитами (ПИД) 
с нарушенной продукцией антител, а также вто-
ричными иммунодефицитами с тяжелыми и ре-
цидивирующими бактериальными инфекциями 
при неэффективности антибактериальной те-
рапии, неэффективности вакцинации пневмо-
кокковой вакциной или сывороточном уровне 
IgG менее 4 г/л. Эти показания к применению 
являются общепринятыми в мировой практике 
и должны быть отражены в ИМП данной группы 
препаратов, зарегистрированных в Российской 
Федерации [2, 16, 24]. 

Применение препаратов ИГЧН для внутри-
венного введения в качестве иммуномодулиру-
ющего средства при идиопатической тромбо-
цитопенической пурпуре (ИТП) у детей или у 
взрослых при высоком риске кровотечений 
или перед хирургическими вмешательствами 
с целью коррекции количества тромбоцитов, при 
синдроме Гийена–Барре, при болезни Кавасаки 
отражено в показаниях к применению не всех 
ЛП отечественных производителей, так как боль-
шинство из них ранее регистрировались без про-
ведения собственных КИ. Кроме того, в настоя-
щее время препараты ИГЧН для внутривенного 
введения используются как иммуномодуляторы 
для лечения хронической воспалительной де-
миелинизирующей полирадикулоневропатии 
и мультифокальной моторной невропатии [24].

Препараты ИГЧН для внутривенного введе-
ния в ряде случаев успешно применялись по не-

зарегистрированным показаниям (off-label) 
для лечения и других вторичных иммунодефици-
тов у пожилых пациентов, у недоношенных но-
ворожденных детей, при неонатальном сепсисе, 
энтеровирусном менингоэнцефалите, ротавирус-
ном энтероколите, цитомегаловирусном пнев-
моните при трансплантации солидных органов, 
токсическом шоке, псевдомембранозном коли-
те [33].

В Российской Федерации в программу КИ 
препаратов ИГЧН для внутривенного введения 
на предрегистрационном этапе целесообразно 
включить открытое клиническое исследование I 
фазы на здоровых добровольцах с целью оценки 
переносимости и безопасности.

Далее рекомендуется провести клинические 
исследования III фазы. При разработке прото-
колов клинических исследований III фазы ре-
комендуется использовать подходы, указанные 
в руководстве ЕМА [29], с учетом требований за-
конодательства Российской Федерации.

1) Открытое клиническое исследование III 
фазы у взрослых пациентов с ПИД в течение 12 
месяцев с оценкой эффективности, безопасно-
сти, фармакокинетических параметров.

Рекомендуемой первичной конечной точкой 
при оценке эффективности является частота се-
рьезных бактериальных инфекций (менее 1,0 ин-
фекции/субъект/год): бактериемия или сепсис, 
бактериальный менингит, остеомиелит/септиче-
ский артрит, бактериальные пневмонии, висце-
ральные абсцессы.

Рекомендуемыми вторичными конечными 
точками являются: фармакокинетические пара-
метры (концентрация иммуноглобулинов через 
5-6 инфузий препарата перед последующей ин-
фузией в течение 6 месяцев, AUC, T1/2 , Cmax , Tmax , 
Vd, Kel ), частота всех других инфекций, количе-
ство и длительность применения антибиотиков, 
госпитализации, дней трудопотерь, повышения 
температуры тела.

2) Открытое клиническое исследование III 
фазы у детей с ПИД.

3) Открытое сравнительное (с историческим 
контролем по данным литературы) клиническое 
исследование III фазы у 30 взрослых пациентов 
с ИТП с длительностью заболевания более 12 ме-
сяцев и количеством тромбоцитов перед началом 
введения исследуемого препарата ≤ 30 × 109/л.

Рекомендуемой первичной конечной точ-
кой эффективности является доля пациентов 
с уровнем тромбоцитов ≥ 50 × 109/л на 9-й день 
или ранее от первого введения препарата ИГЧН 
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для внутривенного введения по рекомендуемой 
схеме лечения ИТП.

Положительные результаты клинических 
исследований являются основанием для при-
менения препаратов ИГЧН для внутривенного 
введения по указанным выше показаниям к при-
менению.

Для других показаний (дерматомиозит, хрони-
ческая крапивница, миастения гравис и др.) тре-
буются отдельные подтверждающие собственные 
клинические исследования [29]. 

Для препаратов ИГЧН для подкожного вве-
дения программа ДИ аналогична программе ис-
следования ИГЧН для внутривенного введения, 
за исключением отсутствия необходимости из-
учения антикомплементарной активности.

Подкожный путь введения ЛП ИГЧН исполь-
зуется при лечении первичного гуморального им-
мунодефицита у взрослых и детей на основании 
проведенных КИ. Подкожные инфузии обычно 
выполняются еженедельно, тогда как внутривен-
ные – каждые 3-4 недели. Переход к подкожным 
инфузиям осуществляется после предшеству-
ющих внутривенных инфузий, исходя из кото-
рых рассчитывается стартовая доза. Препараты 
ИГЧН для подкожного введения имеют ряд пре-
имуществ по сравнению с препаратами ИГЧН 
для внутривенного введения: возможность само-
стоятельного введения на дому, при затруднен-
ном венозном доступе, при развитии системных 
нежелательных явлений (головная боль, повы-
шение температуры, озноб, миалгии), бóльшая 
независимость, лучший контроль и улучшение 
качества жизни за счет терапии на дому, методика 
подкожного введения легко осваивается пациен-
тами.

При регистрации новых отечественных пре-
паратов ИГЧН для подкожного введения реко-
мендуется проведение КИ I фазы на здоровых 
добровольцах в целях установления безопасности 
и переносимости. В программу предрегистраци-
онного клинического изучения препарата реко-
мендуется также включить открытое клиниче-
ское исследование III фазы у взрослых пациентов 
с ПИД в течение 12 месяцев с оценкой эффектив-
ности, безопасности, фармакокинетических па-
раметров и открытое клиническое исследование 
III фазы у детей с ПИД. При разработке дизайна 
исследования, выборе первичных и вторичных 
конечных точек эффективности рекомендуется 
использовать подходы, изложенные в руковод-
стве ЕМА [28].

При успешном завершении КИ препарат 
ИГЧН для подкожного введения может при-

меняться по следующим показаниям [25]: ПИД 
с нарушенной продукцией антител; гипогамма-
глобулинемия и рецидивирующие бактери-
альные инфекции у пациентов с хроническим 
лимфоидным лейкозом при неэффективности 
профилактической антибактериальной терапии 
или наличии противопоказаний; гипогаммагло-
булинемия и рецидивирующие бактериальные 
инфекции у пациентов с множественной миело-
мой; гипогаммаглобулинемия у пациентов перед 
и после аллогенной трансплантации гемопоэти-
ческих стволовых клеток.

Препараты ИГЧН для энтерального приме-
нения зарегистрированы только в Российской 
Федерации, для них отсутствуют отдельные оте-
чественные и международные документы, регла-
ментирующие программы ДИ и КИ, поэтому их 
разработка полностью входит в компетенцию за-
явителя с соблюдением общих требований к раз-
работке ЛП.

Особенности проведения доклинических и кли-
нических исследований препаратов иммуноглобули-
нов человека специального назначения

К программе клинической разработки пре-
паратов противоаллергических иммуноглобули-
нов эксперты предъявляют такие же требования, 
как к ЛП ИГЧН в зависимости от пути введе-
ния. Эффективность и безопасность препарата 
должна быть изучена на профильных пациентах 
в сравнении с зарегистрированным в Российской 
Федерации аналогичным препаратом.

Препараты иммуноглобулина человека анти-
резус Rho(D. В Российской Федерации зареги-
стрированы 6 препаратов иммуноглобулина че-
ловека антирезус Rho(D) для внутримышечного 
введения и 1 препарат для внутримышечного 
и внутривенного введения [1].

Активным компонентом препаратов явля-
ется IgG, содержащий неполные анти-Rho(D)-
антитела, также могут присутствовать небольшие 
количества антител к другим антигенам групп 
крови. Иммуноглобулин человека антирезус 
Rho(D) получают из плазмы крови резус-отрица-
тельных доноров, намеренно иммунизированных 
резус-положительными эритроцитами группы 0, 
либо подвергшихся естественному воздействию 
резус-положительных эритроцитов.

Качество препаратов иммуноглобулина чело-
века антирезус Rho(D) должно отвечать требова-
ниям Государственной фармакопеи Российской 
Федерации, предъявляемым к иммуноглобули-
нам человека [3, 5]. 
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При оценке программ доклинических и кли-
нических исследований эксперты используют 
требования руководств ЕМА [27, 30, 31].

Программа доклинических исследований 
включает общие требования к препаратам ИГЧ 
и ряд дополнительных. 

Препараты иммуноглобулина человека анти-
резус Rho(D) для внутривенного введения допол-
нительно подлежат испытаниям по показателям 
«Антикомплементарная активность» и «Анти-А- 
и анти-В-гемагглютинины».

Должны быть представлены следующие дан-
ные, относящиеся к фармакодинамике, терапев-
тической активности и профилю безопасности:

– in vivo анализ эффективности адресного 
разрушения резус-положительных эритроцитов 
с целью оценки сопоставимости препарата;

– содержание антител против различных 
Rh(D) эритроцитов (R1R1, R1R2, R2R2);

– in vivo и/или in vitro количественное опреде-
ление анти-D-антител;

– определение подклассов IgG, в частности 
IgG1 и IgG3.

Содержание специфических антител должно 
быть указано в нормативной документации в ка-
честве показателя контроля качества, а нормы 
обоснованы.

При регистрации в Российской Федерации 
в программу клинических исследований ЛП им-
муноглобулина человека антирезус Rho(D) це-
лесообразно включить открытое клиническое 
исследование I фазы на здоровых добровольцах 
с целью оценки фармакокинетики, переносимо-
сти и безопасности и клинические исследования 
II-III фазы по вводимым показаниям в ИМП. 

Рекомендованными ЕМА [30, 31] показани-
ями к применению препаратов иммуноглобули-
на человека антирезус Rho(D) вне зависимости 
от пути введения являются:

1) Профилактика резус-положительной имму-
низации резус-отрицательных женщин, не сен-
сибилизированных к антигену Rho(D):

– дородовая профилактика;
– дородовая профилактика осложнений бере-

менности: аборт или угрожающий аборт, внема-
точная беременность или пузырный занос, вну-
триутробная смерть плода, трансплацентарная 
трансфузия в результате дородового кровотече-
ния, амниоцентеза, биопсии хориона, акушер-
ских манипуляций, например, наружного аку-
шерского поворота, инвазивного вмешательства, 
кордоцентеза, травмы брюшной полости или те-
рапевтического внутриутробного вмешательства;

– послеродовая профилактика.

2) Лечение резус-отрицательных пациентов 
после переливания несовместимой резус-поло-
жительной крови или других препаратов, содер-
жащих эритроциты.

Открытое клиническое исследование I фазы: 
фармакокинетические исследования разовой 
дозы следует проводить на 15 резус-отрицатель-
ных пациентах, после внутривенного и/или вну-
тримышечного введения (в зависимости от пред-
полагаемого способа введения). Должны быть 
изучены Cl, Vd, AUC, Т1/2 (α и β). 

Клинические исследования II-III фазы про-
водятся, по крайней мере, на 200 не иммунизи-
рованных резус-отрицательных беременных жен-
щинах с резус-положительным плодом. Должен 
быть изучен как дородовой, так и послеродовой 
период, в зависимости от обстоятельств и по-
казаний к применению. Следует использовать 
принятый режим дозирования препарата путем 
предполагаемого способа введения. Забор крови 
осуществляют непосредственно перед введени-
ем препарата, через 72 ч и 3-6 мес. после терапии 
анти-D-иммуноглобулином. Следует контроли-
ровать количество анти-D-антител через 3 и 6 
мес. после начала терапии [27]. 

Эффективность предотвращения резус-сенси-
билизации должна быть подтверждена клиниче-
скими данными, показывающими эффективную 
профилактику резус-сенсибилизации у резус-от-
рицательных беременных женщин с резус-поло-
жительным плодом.

Особенности проведения доклинических и кли-
нических исследований препаратов иммуноглобули-
нов человека специфических

Проведение фармацевтических и биологи-
ческих исследований, ДИ и КИ специфических 
иммуноглобулинов должно проводиться с учетом 
особенностей, связанных как с природой их по-
лучения из плазмы крови человека, так и с осо-
бенностями их применения с целью до- и после-
экспозиционной профилактики инфекционного 
заболевания.

Специфические иммуноглобулины человека 
(СИГЧ) могут быть получены в производствен-
ном масштабе из плазмы крови специально вак-
цинированных добровольцев, находящихся под 
наблюдением. В качестве СИГЧ могут быть также 
использованы препараты из плазмы донорской 
крови, отобранной для производства препаратов 
нормального иммуноглобулина, с установлен-
ным стандартизированным количеством антител 
к антигену определенного возбудителя. По такой 
технологии получают СИГЧ против стафилокок-
ковой инфекции на станциях переливания крови.
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Свойства препарата СИГЧ должны быть  
изучены перед ДИ и КИ. Качество препаратов 
СИГЧ должно соответствовать требованиям 
ОФС.1.8.1.0003.15 «Иммуноглобулины челове-
ка» [5].

До середины прошлого века пассивная им-
мунизация сыворотками, ИГЧН и СИГЧ была 
единственным способом предотвращения раз-
вития тяжелых инфекционных заболеваний. 
Дозировки СИГЧ для профилактики и лечения 
были установлены на основе ДИ и клиническо-
го применения в основном в шестидесятых годах 
прошлого века. В настоящее время СИГЧ по-
прежнему остаются важным дополнительным 
средством профилактики инфекционных заболе-
ваний. 

Сведения о протективном эффекте антител, 
составляющих СИГЧ, и накопленный в мире 
опыт применения СИГЧ для лечения и профи-
лактики различных форм инфекционных заболе-
ваний и сепсиса противоречивы [15, 17, 18]. ВОЗ 
рекомендованы исключительно для профилак-
тического применения в установленных дозиров-
ках СИГЧ только против гепатита В, бешенства 
и столбняка, как временное средство пассивного 
иммунитета при отсутствии передачи защитных 
антител от матери плоду, а также с целью сниже-
ния концентрации токсинов или возбудителей 
инфекции в месте повреждения при раневых ин-
фекциях [36].

Программа ДИ СИГЧ соответствует общим 
требованиям к препаратам ИГЧН с учетом пути 
введения.

При разработке нового препарата, внесении 
изменений, существенным образом изменяющих 
технологический процесс или расширении реко-
мендаций по применению СИГЧ, целесообразно 
проведение КИ. В связи с единым источником 
получения, принятой технологией производства 
и охватом населения иммунизацией КИ СИГЧ 
имеют общие характерные особенности. 

КИ I фазы проводят с целью изучения фарма-
кокинетики нового препарата. При внутривен-
ном введении в фармакокинетическом экспе-
рименте строят фармакокинетическую кривую 
зависимости концентрации в плазме от времени 
после введения, оценивают T1/2 , AUC, Vd и Kel. 
При внесосудистом введении (внутримышечном 
или подкожном) дополнительно изучают пара-
метры, характеризующие абсорбцию препарата 
(Сmax , Tmax , AUC). Анализ антигенов и антител 
проводят валидированными методами. Допу-
скается сравнение фармакокинетических дан-
ных с данными литературы, без использования 

в клиническом исследовании препарата сравне-
ния [26]. 

Результаты этих КИ общепризнанно при-
нимают в качестве результатов исследований 
эффективности и считают распространяемыми 
на все этнические группы, женщин и детей, в том 
числе с учетом этических соображений. Одно-
временно результаты этих исследований слу-
жат для оценки реактогенности, переносимости 
и безопасности. 

КИ с целью подбора оптимальных дозировок 
и кратности лечения, а также с целью оценки 
профилактической и/или лечебной эффектив-
ности препарата обычно не проводят. КИ II фазы 
проводят только при необходимости значитель-
ного отступления от доз, регламентированных 
международными организациями. Новые пока-
зания вводятся на основании собственных кли-
нических исследований. 

При наличии международных рекомендаций 
для определенных СПИГ, например, для имму-
ноглобулинов человека против гепатита В, их 
следует использовать при разработке программы 
КИ [26].

Особые требования к регистрационному досье 
и план управления рисками

При регистрации ЛП, полученного из крови, 
плазмы крови человека, в составе регистрацион-
ного досье должны быть представлены дополни-
тельно [11]:

1) в разделе документации административного 
характера документ, содержащий информацию 
о субъектах обращения донорской крови и (или) 
ее компонентов, о том, где была осуществлена 
донация (крови и (или) плазмы крови), а также 
данные об инфекционных заболеваниях, пере-
дающихся парентеральным путем, информация 
о субъектах обращения донорской крови и (или) 
ее компонентов, в отношении которых осущест-
вляется контроль донорской крови и (или) ее 
компонентов;

2) в разделе химической, фармацевтической 
и биологической документации:

а) критерии и способы отбора, транспорти-
рования и хранения донорской крови и (или) ее 
компонентов;

б) результаты исследований отобранных до-
норской крови и (или) плазмы крови и пулов 
на наличие возбудителей инфекций, включая 
информацию об использованных методиках 
исследований и в случае исследования пулов 
плазмы крови результаты документального 
подтверждения (валидации) использованных 
методик;
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в) технические характеристики упаковки 
для отбора донорской крови и (или) плазмы кро-
ви, включая информацию об использованных 
растворах антикоагулянтов.

При государственной регистрации препара-
тов ИГЧ заявитель обязан включить в раздел до-
кументации административного характера реги-
страционного досье, представляемого в форме 
общего технического документа, план управле-
ния рисками, содержащий подробное описание 
мероприятий по фармаконадзору, направленных 
на выявление, оценку и предотвращение или ми-
нимизацию рисков, связанных с ЛП, вклю-
чая оценку эффективности данных мероприя-
тий [11].

План управления рисками может включать 
следующую информацию [7]:

– сводную информацию о безопасности ЛС;
– представление документов, содержащих ре-

зультаты мониторинга безопасности ЛП 1 раз в 6 
мес. в течение первых двух лет после выдачи ре-
гистрационного удостоверения, 1 раз в год в тече-
ние последующих двух лет, далее каждые 5 лет;

– мероприятия по предотвращению и сниже-
нию рисков;

– планы по проведению мероприятий по из-
учению эффективности и безопасности ЛП;

– факторы риска возникновения нежелатель-
ных реакций на ЛП;

– критерии эффективности мероприятий 
по снижению рисков;

– другие мероприятия.
При подтверждении государственной реги-

страции заявитель обязан представить резуль-
таты осуществления мероприятий в соответ-

ствии с планом управления рисками. Отсутствие 
или неполное представление указанной инфор-
мации является основанием для отказа в прове-
дении экспертизы отношения ожидаемой пользы 
к возможному риску применения ЛП.

Заключение
Разработка и обоснование программы клини-

ческой разработки ЛП ИГЧ входит в компетен-
цию заявителя. В Российской Федерации прак-
тически отсутствуют специальные руководства 
и регламентирующие документы по планирова-
нию программ доклинического и клинического 
изучения новых препаратов ИГЧ и оценок их 
результатов. Указанные причины делают целе-
сообразным в данной ситуации заимствование 
опыта зарубежных регуляторов в этой области. 
При этом анализ регламентирующих документов 
должен сопоставляться с отечественной законо-
дательной базой. Наиболее четко очерченными 
и понятными как для разработчиков, так и экс-
пертов, оценивающих результаты, являются тре-
бования европейского регулятора (ЕМА). Кроме 
того, документы ЕМА легли в основу разработан-
ных нормативных правовых актов в сфере обра-
щения ЛС в рамках ЕАЭС.

Выполнение данных рекомендаций при пла-
нировании и проведении ДИ и КИ, а также при 
разработке ИМП ЛП ИГЧ, в частности показаний 
к применению, позволит экспертам не только 
объективно оценить представленные материалы 
при регистрации ЛП в Российской Федерации, 
но и в дальнейшем заявителям препарата пройти 
процедуру взаимного признания в ЕАЭС.
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ИССЛЕДОВАНИЕ ЭФФЕКТОВ КВЕРЦЕТИНА ДИГИДРАТА 
В МОДЕЛИ ОВА-ИНДУЦИРОВАННОЙ РЕСПИРАТОРНОЙ 
АЛЛЕРГИИ У МЫШЕЙ
Кенкишвили А.О.1, Албегова Д.З.1, Лаптев О.С.1, 2, Павлова С.И.2, 3, 
Албегова Ж.К.4, Козлов И.Г.1, 2
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Резюме. В моделях in vivo исследовали влияние кверцетина дигидрата (КД) на течение респиратор-
ной аллергии у мышей. Для провокации аллергии вводили сывороточный овальбумин на разных сро-
ках. После введения КД на стадии ОВА-сенсибилизации изменялся баланс T-хелперных цитокинов 
(снижался IL-2 и повышался уровень IFNγ), снижался сывороточный уровень аллерген-специфиче-
ских IgG1, IgE и повышался IgG2a. На стадии провокации респираторной аллергии, за счет внутри-
венного введения КД, уменьшалась воспалительная инфильтрация легочной ткани и изменялся состав 
бронхоальвеолярной лаважной жидкости, снижался уровень IgG1 и IgE на фоне повышения IgG2a.

Ключевые слова: флавоноиды, респираторная аллергия, иммуносупрессия

STUDY OF QUERCETIN DIHYDRATE EFFECTS IN A MODEL OF 
OVA-INDUCED RESPIRATORY ALLERGY IN MICE
Kenkishvili A.O.a, Albegova D.Z.a, Laptev O.S.a, b, Pavlova S.I.b, c, 
Albegova G.K.d, Kozlov I.G.a, b

a Russian National N.I. Pirogov Research Medical University, Moscow, Russian Federation  
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Abstract. We have investigated in vivo effects of quercetin dihydrate (QD) upon course of respiratory allergy 
produced in experimental murine model. To provoke allergy, serum ovalbumin (OVA) was injected at different 
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Введение
Исследования, проведенные в последние де-

сятилетия, выявили ключевое значение различ-
ных иммунологических нарушений в механиз-
мах развития или запуска ряда патологических 
состояний. На базе расшифровки «молекуляр-
ного портрета» болезней и синдромов, сфор-
мировалась идеология прицельной (таргетной) 
фармакотерапии, способной селективно кор-
ригировать ключевые звенья патогенеза того 
или иного заболевания. Так, во второй полови-
не XX в. принципиальные изменения произош-
ли в подходах к иммуносупрессивной терапии 
в связи с выявлением молекулярных маркеров 
заболеваний, характеризующихся иммуноагрес-
сией. Разработка высокоселективных и менее 
токсичных иммуносупрессивных средств явля-
ется одним из перспективных направлений этой 
области. 

В медицинской практике средства раститель-
ного происхождения всегда занимали важное 
место. Флавоноиды относятся к полифенольным 
соединениям, обнаруживаемым практически 
во всех высших растениях. Эти вещества облада-
ют широким диапазоном активностей: в системе 
x угнетают разнообразные ферменты животных 
и человека, а in vivo проявляют противовоспали-
тельные, иммунотропные, антиканцерогенные 
и другие эффекты [1, 2]. Изучение механизмов 
действия флавоноидов на молекулярном уровне 
показывает, что некоторые их классы способны 
эффективно ингибировать фосфорилирование, 
а, как следствие, и активацию, ключевых моле-
кул сигнальных путей в клетках. Исходя из этих 
фактов, есть предположение о том, что такие со-
единения могут обладать иммуномодулирующи-
мими свойствами. 

Было доказано, что полифенольные соедине-
ния возможно использовать при бронхиальной 
астме, так как флавоноиды потенцируют изопро-
теренол-индуцированную релаксацию гладкой 
мускулатуры в дыхательных путях [3]. 

Материалы и методы
В нашем исследовании мы рассмотрели вли-

яние кверцетина дигидрата (КД) на течение ре-
спираторной аллергии у мышей. Кверцетина 
дигидрат – порошок желтого цвета, полностью 
растворяется в 96% этаноле, при разбавлении 
дистиллированной водой получается раствор 
желтого цвета без примесей и хлопьев. Молеку-
лярная масса КД – 302 г/моль. 

В экспериментах in vivo исследуемые аген-
ты вводили внутривенно или внутрибрюшинно 
в дозе 10-5 моль/кг в изотоническом растворе на-
трия хлорида с 5% содержанием этанола. Мышам 
контрольной группы вводили соответствующие 
объемы растворителя. 

В исследовании были использованы мыши 
линий Balb/c (самки весом 18-20 г, возраст 8-10 
недель), полученные из питомника РАМН (Крю-
ково, Московская область). Животные содержа-
лись на стандартном пищевом рационе вивария 
при свободном доступе к воде и пище. Экспери-
ментальные группы животных формировали ран-
домизированно по 8 мышей в каждой. В исследо-
вание были включены следующие группы: 

1. Отрицательный контроль (K–) – интактные 
мыши. 

2. Положительный контроль (K+) – группы 
мышей, которые получали объемы растворителя, 
соответствующие исследуемым агентам.

3. (КД1) – группа мышей, которым внутри-
венно вводили кверцетина дигидрата (КД) в дозе 
10-5 моль/кг через 4 и 24 ч после каждой сенсиби-
лизации. 

4. (КД2) – группа мышей, которым вну-
тривенно вводили КД в дозе 10-5 моль/кг за 1 ч 
до каждой провокации.

Продукцию цитокинов оценивали на стадии 
сенсибилизации иммунокомпетентными клетка-
мии, а на эффекторной стадии клеточный состав 
бронхоальвеолярной лаважной жидкости (БАЛ) 
и уровни сывороточных овальбумин (ОВА)-
специфических иммуноглобулинов в подопыт-
ных (КД1, 2) и контрольных группах. 

terms. Following administration of QD at the stage of OVA sensitization, the balance of T-helper cytokines 

was changed (IL-2 was decreased along with increased IFNγ) accompanied by decreased allergen-specific 
IgG1, IgE and increased IgG2a in blood serum. At the stage of boosting the respiratory allergy, intravenous 
administration of QD caused reduction of inflammatory lung infiltration, and composition of bronchoalveolar 
lavage fluid was altered, i.e., IgG1 and IgE showed a decrease, along with higher IgG2a levels.

Keywords: flavonoids, respiratory allergy, immunosuppression
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С целью моделирования аллергии мышей-са-
мок линии Balb/c 3-кратно сенсибилизировали 
внутрибрюшинным введением адсорбированно-
го на корпускулярном носителе (алюминиевые 
квасцы, в качестве адъюванта) куриного ОВА 
(10,0 мкг/мышь, 200 мкл) на 0, 14 и 21 дни экс-
перимента. Затем вводили интрафарингеально 
1% раствор ОВА в стерильном фосфатно-соле-
вом буфере (ФСБ) трехкратно на 29, 31 и 39 дни 
для провокации респираторной аллергии.

Мышей из исследуемых групп выводили 
из опыта через 26 ч после 2-кратной сенсибили-
зации ОВА часть и эксплантировали селезенки. 
В 96-луночные планшеты засевали выделенные 
спленоциты, стимулировали добавлением КонА 
и инкубировали при 37 °С, 100% влажности и 5% 
CO2. Через 24 и 48 ч после инкубации исследо-
вали уровни цитокинов в супернатантах. При 
помощи цитофлуориметрического метода опре-
деляли концентрации IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, 
IL-10, IL-17, IFNγ, TNFα, GM-CSF.

Для подтверждения возможности влияния КД 
на патогенез аллергии в сыворотке крови мышей 
было необходимо определить уровни аллерген-
специфических иммуноглобулинов: IgE, IgG1 
и IgG2a классов. Для этого через 48 ч после введе-
ния последней разрешающей дозы ОВА у мышей 
под эфирным наркозом забирали кровь пунк-
цией нижней полой вены. Полученную кровь 
оставляли при комнатной температуре до обра-
зования плотного сгустка и центрифугированием 
отделяли сыворотку, которую хранили при -70 °C 
до анализа. Определение содержания овальбумин 
(ОВА)-специфических иммуноглобулинов (IgG1, 
IgG2a и IgE) в сыворотке крови мышей проводи-
ли методом твердофазного иммуноферментного 
анализа (ИФА). С этой целью 96-луночный им-
мунологический микропланшет для ИФА по-
крывали раствором овальбумина в концентрации 
5 мкг/мл в ФСБ, оставляя на ночь при 4 °С. После 
чего для блокировки участков неспецифической 
сорбции раствор овальбумина заменяли на ФСБ, 
содержащий 10% эмбриональной телячьей сыво-
ротки и инкубировали в течение часа при 4 °С. 
После проведения реакции лунки четырехкратно 
отмывали ФСБ, содержащим 0,25% Твин-20. За-
тем добавляли исследуемую мышиную сыворотку 
в разведении, начиная с 1:250, и после инкубации 
(12 ч) повторно четырехкратно отмывали раство-
ром Твина-20 в ФСБ. Иммобилизованные имму-
ноглобулины класса IgG определяли при помощи 
козьих антител против мышиных IgG1 и IgG2a, 

конъюгированных с пероксидазой хрена, инку-
бируя в течение 1,5 часа при комнатной темпера-
туре. При определении ОВА-специфических IgE 
последовательно добавляли биотинилированные 
козьи антитела против мышиных IgE и коньюгат 
пероксидазы хрена со стрептавидином. На по-
следнем этапе в лунки микропланшета вносили 
по 100 мкл субстратного раствора, содержащего 
тетраметилбензидин и перекись водорода. Фер-
ментативную реакцию проводили в течение 10-15 
мин, останавливая добавлением в каждую лунку 
по 100 мкл стоп-раствора. Результат выражали 
в процентах.

Одновременно с забором крови для получения 
сыворотки через 48 ч после последней ОВА-про-
вокации у мышей проводили БАЛ, которая после 
использовалась для дифференциального под-
счета клеток. Для дифференциального подсчета 
готовили цитологические препараты, которые 
окрашивали и под иммерсионным объективом 
подсчитывали в нескольких полях зрения эози-
нофилы, нейтрофилы, макрофаги/моноциты 
и лимфоциты. В одном препарате анализирова-
ли общее количество клеток (не менее 200-300), 
рассчитывая процентное соотношение каждой 
популяции.

Статистическую обработку результатов про-
водили путем расчета средней арифметической 
и средней ошибки средней арифметической. 
Для оценки достоверности различий использо-
вали t-критерий Стьюдента, разницу считали до-
стоверной при р < 0,05.

На стадии сенсибилизации оценивали цито-
киновый профиль спленоцитов под влиянием 
КД при индукции иммунного ответа. Для это-
го через 26 ч после двукратной сенсибилизации 
ОВА часть мышей из группы КД1 и соответству-
ющей им группы положительного контроля (K+) 
выводили из опыта и эксплантировали селезен-
ки с последующим добавлением КонА. Через 24 
и 48 ч после инкубации исследовали уровни ци-
токинов в супернатантах. Концентрации IL-1, 
IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-17, IFNγ, TNFα, 
GM- CSF определяли цитофлуориметрическим 
методом. Пиковые концентрации цитокинов 
определяли к 48 ч инкубации спленоцитов.

Результаты
Как показало исследование, в супернатан-

тах, полученных при инкубации КонА-стиму-
лированных спленоцитов мышей из группы K+, 
определялись IL-2, IL-4, IL-6, IFNγ и TNFα. 
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Внутривенное введение КД в дозе 10-5 моль/кг 

через 4 и 24 ч после сенсибилизации приводило 

к статистически значимым изменениям средних 

значений для IL-2, IL-6 и IFNγ. Средний уровень 

IFNγ в группе КД был значительно выше по срав-

нению с контрольной группой (1025,4±3,5 пг/ мл 

vs 120,5±3,5 пг/мл), был также выше контроль-

ных значений уровень IL-6 (96,5±4,5 пг/мл vs 

95,3±3,7 пг/мл). Напротив, продукция IL-2 

на фоне введения в группе КД (72,6±2,5 пг/мл) 

была ниже, чем в группе K+ (125,6±4,5 пг/мл). 

IL- 17 не определялся в группах K+ и КД. Значи-

мых различий для IL-4 и IFNα не наблюдалось 

в исследуемых группах.

На эффекторной стадии, как говорилось ра-

нее, определяли аллерген-специфические им-

муноглобулины. Результаты определения пред-

ставлены на рисунке 1. В группе положительного 

контроля (K+) средний уровень ОВА-специфи-

ческого IgG1 был значительно выше в сравне-

нии с группой интактных мышей (100,0±7,0% vs 
1,9±1,0%, p < 0,05).

Уровень ОВА-специфического IgG1 как по-
сле сенсибилизации, так и до провокации (КД1 
и КД2) составлял 54,0±3,0% и 58,0±5,0% со-
ответственно, что было достоверно (p < 0,05) 
ниже, чем в группе K+. Среднее значение IgG2a 
в группах KД соответствовало показателю оп-
тической плотности КД1 – 150,0±4,0%, КД2 – 
146,0±2,0%.

На фоне терапии КД значение IgE также из-
менялось. После сенсибилизации в группе КД1 
снижался уровень IgE: 71,0±4,0% (p < 0,05), 
в группе КД2 замечалась выраженная, но стати-
стически недостоверная тенденция к снижению 
этого показателя по сравнению с контрольным 
уровнем 87,5±6,0%.

Клеточный состав БАЛ определяли на эффек-
торной стадии. В сравнении с группой отрица-
тельного контроля (K–) абсолютное количество 
клеток БАЛ было значимо больше в группе по-

Рисунок 1. Уровни (в процентах) сывороточных 
аллерген-специфических иммуноглобулинов через 
48 ч после последней провокации мышей с ОВА-
индуцированной респираторной аллергией
Примечание. K– – интактные мыши. K+ – положительный 
контроль. КД1 – введение кверцетина дигидрата через 4 и 24 ч 
после сенсибилизации. КД2 – введение кверцетина дигидрата 
за 1 ч до провокации. Достоверные изменения по отношению 
к положительному контролю (p < 0,05).
Figure 1. Levels of serum allergen-specific immunoglobulins 
48 hours after the last challenge of mice with OVA-induced 
respiratory allergy (per cent)
Note. K– , intact mice; K+, positive control. QD1, administration of 
quercetin dihydrate at 4 and 24 h after sensitization. QD2, introduction 
of quercetin dihydrate for 1 h before challenge. Significant changes 
with respect to positive control (p < 0.05).

Рисунок 2. Долевое распределение эозинофилов (Эо), 
макрофагов (Мф), нейтрофилов (Нф) и лимфоцитов 
(Лф) в бронхоальвеолярной лаважной жидкости, 
полученной через 48 ч после последней провокации 
мышей с ОВА-индуцированной респираторной 
аллергией
Примечание. K– – интактные мыши. K+ – положительный 
контроль. КД1 – введение кверцетина дигидрата через 4 и 24 ч 
после сенсибилизации. КД2 – введение кверцетина дигидрата 
за 1 ч до провокации.
Figure 2. Shared distribution of eosinophils (Eo), macrophages 
(Mf), neutrophils (Nf), and lymphocytes (Lf) in bronchoalveolar 
lavage fluid obtained 48 hours after the last challenge of mice 
with OVA-induced respiratory allergy
Note. K–, intact mice; K+, positive control. QD1, administration of 
quercetin dihydrate at 4 and 24 h after sensitization; QD2, infusion of 
quercetin dihydrate for 1 h before the challenge.
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ложительного контроля K+: среднее значение 
(× 106 клеток/мышь) достигало 1,57±0,13, тогда 
как для интактных мышей этот показатель был 
0,39±0,05. Общая «клеточность» БАЛ в группе 
КД1 была сравнима с таковой для K+ и составила 
1,53±0,11 × 106 клеток/мышь, тогда как в группе 
КД2 величина этого показателя была достоверно 
ниже (0,79±0,14, p < 0,05).

Клеточный состав БАЛ интактных мышей был 
преимущественно представлен лимфоидными 
клетками с полным отсутствием эозинофильных 
гранулоцитов. На рисунке 2 представлено доле-
вое распределение клеток (эозинофилов, нейтро-
филов, макрофагов/моноцитов и лимфоцитов) 
в БАЛ контрольных и опытных групп. Как мы 
можем заметить, процентное содержание клеток 
в БАЛ различалось в группах K+ и КД1 (введе-
ние препарата после сенсибилизации): доля эо-
зинофилов в этих группах составила 41,7±1,43% 
и 16,1±1,45% соответственно. В группе КД2 
(введение препарата до провокации) наблюда-
лось статистически достоверное снижение коли-
чества эозинофилов, процентная доля которых 
равнялась 18,7±1,4% (p < 0,05), что происходило 
за счет нарастания доли моноцитов/макрофагов 
и других клеток. 

Заключение
Подводя итоги, исследования эффектов КД 

в модели ОВА-индуцированной респираторной 
аллергии у мышей, мы можем заключить следу-
ющее:

– Внутривенное введение КД на стадии ОВА-
сенсибилизации изменяет баланс T-хелперных 
цитокинов (проявляет тенденцию к снижению 
продукции спленоцитами IL-2 и повышает уро-
вень IFNγ), снижает сывороточные уровни ал-

лерген-специфических IgG1, IgE и повышает 

IgG2a.

– Внутривенное введение КД на стадии про-

вокации аллергии ОВА способствует уменьше-

нию воспалительной инфильтрации легочной 

ткани и изменяет состав БАЛ (по сравнению 

с К+ менее выраженное снижение эозинофилии 

за счет нарастания макрофагов и других клеток), 

а также понижает уровень сывороточного аллер-

ген-специфического IgG1 и вызывает тенденцию 

к снижению IgE на фоне повышения IgG2a.

Множество научных исследований рассма-

тривают нарушение баланса Th1/Th2 хелпер-

ных популяций как предпосылки развития ал-

лергических заболеваний [4]. Так, кверцетин 

способен снижать цитокины и подавлять IL-4, 

снижать образование антител IgE. Кверцетин 

является основным ингредиентом многих по-

тенциальных противоаллергических препара-

тов и пищевых добавок, он более компетент-

ный в отношении ингибирования IL-8 и IL-6, 

чем кромогликат (противоаллергическое лекар-

ство) [5].

В ходе эксперимента по изучению влияния 

введения КД на БАЛ было установлено, что ис-

следуемый агент уменьшает воспалительную ин-

фильтрацию легочной ткани и изменяет состав 

БАЛ. 

Подводя итоги, можно сделать вывод, что 

при введении КД изменяется спектр цитокинов 

(уменьшается содержание IL-2 и увеличивается 

IFN). Это может говорить о возможности иссле-

дуемого агента переключать Th2-иммунный от-

вет на формирование антагонистичных популя-

ций Th1-/Th17-лимфоцитов. 
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ИЗУЧЕНИЕ АПОПТОЗА ИММУННЫХ КЛЕТОК ПРИ 
САХАРНОМ ДИАБЕТЕ 1 ТИПА
Овсепян Л.М.1, Казарян Г.С.1, Зангинян А.В.1, Акопджанян А.А.1, 
Захарян Г.В.1, Петрек Мартин2

1 Институт молекулярной биологии Национальной академии наук Республики Армения, г. Ереван, Республика 
Армения  
2 Университет Палацкого, Оломоуц, Чешская Республика

Резюме. Сахарный диабет 1 типа (СД-1) характеризуется прогрессирующей деструкцией β-клеток 
поджелудочной железы. Ведущими звеньями в патогенезе диабета являются дисрегуляция иммуни-
тета и программированная гибель клеток. В данной статье изучены особенности экспрессии генов 
IL-2, белка Bcl-1 и аннексина 11 у больных СД-1. Исследование проведено на 70 здоровых людях и 30 
больных СД-1. Обратную транскрипцию проводили ПЦР с помощью Transcriptor first strand cDNK 
synthesis Kit. 

Изучение уровня экспрессии гена IL-2 и белка Bcl-1 в лейкоцитах периферической крови пока-
зало, что медианные уровни экспрессии гена IL-2 и белка Bcl-1 повышены у больных СД-1 по срав-
нению с контрольной группой. Изучение апоптоза с помощью аннексинового теста обнаружило по-
вышенный уровень экспрессии аннексина 11 у больных СД-1. Полученные данные могут служить 
дополнительным источником для понимания механизмов патогенеза СД-1. 

Ключевые слова: диабет, лейкоциты, интерлейкин-2, аннексин, пролиферация, апоптоз

STUDY OF APOPTOSIS OF IMMUNE CELLS IN TYPE 1 
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Abstract. Type 1 diabetic mellitus (T1DM) is known to be associated with progressive destruction of β-cells 
of the pancreas. Dysregulated immunity and programmed cell death are an important link in pathogenesis of 
diabetes. In this study, we examined expression levels of interleukin-2, Bcl-1, ANXA-11 genes in patients with 
T1DM. The study was done with blood leukocures of T1DM patients (30) and healthy controls (70).
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Введение
Сахарный диабет (СД) представляет собой 

заболевание, проявляющееся яркими наруше-
ниями углеводного и энергетического обмена, 
сопровождающееся дисбалансом всех функцио-
нальных систем организма в результате хрониче-
ской гипергликемии. 

Считается, что сахарный диабет 1 типа (СД-1) 
является органоспецифическим аутоиммунным 
заболеванием, которое развивается в результате 
селективного разрушения β-клеток поджелудоч-
ной железы цитотоксическими лимфоцитами, 
Т-хелперами 1 типа и аутоантителами [1]. В ре-
зультате постепенной деструкции β-клеток насту-
пает инсулиновая недостаточность, приводящая 
к расстройству гомеостаза глюкозы и возникнове-
нию СД-1. Считается, что одним из механизмов 
развития СД-1 является дефект Т-регуляторной 
системы, в частности дисбаланс между CD4+ эф-
фекторами и CD8+Т-лимфоцитами [6].

Ведущими звеньями в патогенезе аутоиммун-
ного поражения β-клетoк поджелудочной желе-
зы являются процессы инициации и реализации 
апоптоза. 

Несмотря на активное изучение иммунопато-
генеза СД-1, многие ключевые моменты в раз-
витии и прогрессировании данного заболевания 
остаются неясными. 

Целью настоящего исследования явилось изу-
чение особенностей экспрессии генов интерлей-
кина-2 ( IL-2), белка Bcl-1(bcl-1) и аннексина 11 
(ANXA -11) у больных СД 1 типа. 

Материалы и методы
Исследование проведено на 70 здоровых лю-

дях и 30 больных сахарным диабетом 1 типа. Все 
обследованные были этническими армянами, 
проживающими на территории Армении. Все они 
были проинформированы врачами о предстоя-
щем исследовании и дали согласие на взятие кро-
ви. Исследование одобрено Комитетом по этике 
Института молекулярной биологии НАН РА.

Забор крови проводили натощак. Кровь бра-
ли в вакуумные пробирки, содержащие в каче-
стве антикоагулянта ЭДТА. Для выделения лей-
коцитов к 5 мл цельной крови добавляли 10 мл 
лизирующего раствора, включающего в свой 
состав (155 мM NH4Cl, 10 мM KHCO3 и 0,1 мM 
Na2EДТА, pH = 7).

Полученный осадок лимфоцитов дважды 
промывали PBS (фосфатно-солевого буфера, 
рН = 7,4), а затем хранили при -20 °С в растворе, 
состоящем из 100 мкл RNAlater и 50 мкл PBS.

Выделение РНК из лимфоцитов, проводили 
при использовании комерческого набора реа-
гентов (“High рure mRNA Isolation Kit”; Roche 
Applied Science, Германия). Выделенную РНК 

Reverse-transcription PCR was done with Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit from Roche Life 
Science. The study of IL-2 and Bcl-1 gene expression level in peripheral blood leukocytes indicated that the 
median gene expression levels of IL-2 and Bcl-1 are increased in patients with T1DM patients compared with 
control group of healthy persons.

The study of apoptosis by annexin test has revealed an increased level of ANXA 11 expression in T1DM 
patients. The obtained data can serve as an additional source for understanding the pathogenesis of T1DM 
mechanisms.

Keywords: diabetes, leukocytes, interleukin-2, annexin, proliferation, apoptosis

TAБЛИЦА 1. ЗОНДЫ И ПРАЙМЕРЫ, ИСПОЛЬЗОВАННЫЕ ПРИ КОЛИЧЕСТВЕННОМ АНАЛИЗЕ УРОВНЯ ЭКСПРЕССИИ 
ГЕНОВ
TABLE 1. PROBES AND PRIMERS USED IN QUANTITATIVE ANALYSIS OF GENE EXPRESSION LEVEL

Ген 
Gene

Правый праймер
Right primer

Левый праймер
Left primer

Номер зонда 
Probe No.

Изготовитель
Manufacturer

IL2 5’-aagtgaaagtttttgctttgagc 5’-aggccacagaactgaaacatc #65 Roche

ANXA11 5’-tcttccccagacacacacc 5’-ggccttcttgctgcttcata #29 Roche

Bcl-2 5’-ttatttcatgaggcacgttattattag 5’acagaggatcatgctgtacttaaaaa #6 IDT

RPL32 5’-gcgatctcggcacagtaag 5’-gaagttcctggtccacaacg #17 IDT
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хранили при -80 °C до обратной транскрипции 
ПЦР.

Обратную транскрипцию проводили ПЦР 
с помощью Transcriptor first strand cDNА synthesis 
Kit согласно инструкции протокола. Полученные 
кДНК хранили при -30 °С [11].

RPL32 использовали в качестве контрольного 
гена для ПЦР в реальном времени. Информация 
о праймерах – в таблице 1.

ПЦР в реальном времени и предварительный 
анализ полученных результатов были сделаны 
на системе RotorGene 3000 (Corbett Research, 
Sydney, Australia).

Для статистической обработки данных ис-
пользовали программу GraphPad Prizm 5 Demo 
(http://www.graphpad. com). Результаты представ-
лены в виде среднего арифметического ± стан-
дартной ошибки (M±m). При установлении 
достоверности различий данных использовали 
t-критерий Стьюдента и U-критерий Манна–
Уитни. 

Значение р < 0,05 рассматривалось как стати-
стически достоверное. 

Результаты и обсуждение
Сравнительное изучение уровня экспрессии 

гена IL-2 в лейкоцитах периферической кро-
ви показало, что медианные уровни экспрессии 
гена IL-2 повышены у больных СД-1 по сравне-
нию со здоровыми (рис. 1). 

IL-2 обладает выраженной способностью ин-
дуцировать активность практически всех кло-
нов цитотоксических клеток. Он был первым 
интерлейкином, у которого была выявлена эта 
способность. IL-2 повышает цитолитическую 
функцию Т-киллеров и NK-клеток, увеличивает 

продукцию перфоринов и IFNγ этими клетками, 
активирует моноциты и макрофаги, которые по-
вышают синтез и секрецию TNFα, IL-1β, IL-6, 
IL-8. Основными продуцентами IL-2 являются 
активированные Т-хелперы 1-го класса. Главное 
действие, оказываемое им на Т-лимфоциты, – 
индукция пролиферации в результате преодоле-
ния точки рестрикции между фазами цикла G1a 
и G1b [7].

Интерес вызывает участие этого цитокина 
в процессе апоптоза. Обнаружено, что для реа-
лизации апоптозиндуцирующего эффекта IL-2 
на лимфоциты крови в условиях in vitro необхо-
дим определенный порог концентрации цитоки-
на. Наличие подобного «барьера» действия IL-2 
может быть объяснено строением его рецептора 
и работой внутриклеточных сигнальных путей. 
Согласно некоторым исследователями, указан-
ный цитокин вызывает повышение чувствитель-
ности Т-лимфоцитов к апоптозу, что зависит 
от уровня антигенного и костимулирующего воз-
действия; IL-2 человека оказывает также дозо-
зависимые эффекты на реализацию апоптоза 
иммунокомпетентных клеток: количество апоп-
тотических клеток в культуре лимфоцитов изме-
няется однонаправленно с концентрацией цито-
кина в диапазоне 0,1-1,0 нг/мл [4]. Существует 
множество причин отмены апоптоза данным 
цитокином. Одна из них – способность данно-
го цитокина запускать пролиферативный каскад 
по MAPK-сигнальным путям, сходящимся на ре-
гуляции экспрессии гена bcl-2, результатом по-
вышения которой является клеточное выжива-
ние и пролиферация. Дозозависимый характер 
этого явления может быть объяснен увеличением 
количества активированных IL-2R с повышени-
ем дозы цитокина и усилением интенсивности 
антиапоптотических сигнальных путей в клет-
ке [4].

В литературе имеются противоречивые све-
дения о повышении или снижении продукции 
уровня IL-2 при СД-1. У больных с недавно диа-
гностированным СД-1 отмечается более высокий 
уровень циркулирующего IL-2 в перифериче-
ской крови по сравнению с длительно текущим 
СД 1 типа и здоровыми. 

В то же время имеются работы, в которых со-
общается о снижении продукции уровня IL-2 
в крови и его продукции активированными мо-
нонуклеарами у больных СД-1 [10]. 

Одним из важных регуляторов апоптоза явля-
ются белки семейства bcl-2. 

Bcl-2 является внутриклеточным белком, ло-
кализующимся на митохондриях, поэтому появ-

Рисунок 1. Уровень экспрессии IL-2 у здоровых 
и больных СД-1, выраженной в медианах
Figure 1. Expression level of IL-2 in healthy and type 1 diabetes 
patients, expressed median shown
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ление его растворимой формы в крови связано 
с повреждением клеточной мембраны в результа-
те процесса апоптоза. 

Как показали результаты наших исследова-
ний (рис. 2), при СД-1 наблюдается повышение 
в крови экспрессии белка bcl-2. Повышенная 
экспрессия bcl-2 повышает выживаемость кле-
ток, индуцированных к апоптозу. Bcl-2 взаимо-
действует с Apaf-1 и каспазой-9 и блокирует даль-
нейшую передачу апоптотического сигнала [13]. 

Механизмы, с помощью которых модулирует-
ся апоптотический процесс, неизвестны, и пред-
лагается несколько противоречивых теорий 
о способах действия белков семейства bcl-2. Одна 
из теорий основана на блокаде апоптоза bcl-2 пу-
тем изменения митохондриальных функций.

Митохондриальный сигнальный путь апоп-
тоза реализуется в результате выхода апоптоген-
ных белков из межмембранного пространства 
митохондрий в цитоплазму клетки, который 
может осуществляться за счет повышения про-
ницаемости митохондриальной мембраны, при-
водящей к открытию высокопроницаемых кана-
лов на внешней мембране митохондрий. Разрыв 
внешней мембраны митохондрий объясняется 
увеличением объема митохондриального матрик-
са. Данный процесс связывают с раскрытием пор 
митохондриальной мембраны, приводящим 
к снижению мембранного потенциала и высоко-
амплитудному набуханию митохондрий [2].

Апоптоз, наряду с пролиферацией, является 
формой ответа зрелых лимфоцитов на патоло-
гию, эти реакции альтернативны, их параллель-
ная оценка может дать более полные сведения 
о состоянии изучаемых клеток [5].

В этой связи нами был изучен уровень аннек-
сина 11 в лимфоцитах больных СД-1. Как по-
казали результаты исследования (рис. 3), нами 
обнаружен повышенный уровень экспрессии 
аннексина 11 по сравнению с контрольной груп-
пой. 

Аннексин-11 не выделяется из нормальных 
клеток, источником внеклеточного аннексина 
являются апоптотические и разрушенные клет-
ки [12]. В механизме действия аннексина большое 
значение имеет их свойство связываться с отрица-
тельно заряженными фосфолипидами – фосфати-
дилсерином (ФС) и кардиолипином (КЛ), экспо-
зиция которых на клеточной мембране является 
одним из ранних признаков апоптоза [8]. 

Результаты наших прежних исследований, по-
священных исследованию перекисей липидов 
и содержания фосфолипидов, показали умень-
шение ФС и КЛ при аллоксановом диабете и ак-
тивирование процессов свободнорадикального 
окисления липидов [3]. 

Наиболее легко подвергаются свободно-
радикальному окислению кислые фосфолипиды. 
Образование гидроперекисей ФС и КЛ нарушает 
его взаимодействие с белками цитоскелета ан-
нексинами и облегчает миграцию окисленного 
ФС с внутренней стороны мембранного бислоя 
на наружную. По этой причине ФС, который 
в нормальной клетке практически полностью 
локализован с внутренней стороны бислоя, при 
индукции апоптоза начинает проявляться и с 
внешней стороны мембраны [2]. Экспрессия 
фосфатидилсерина на наружной поверхности 
мембраны наблюдается, начиная с ранней стадии 
апоптоза до полной деградации клетки.

Рисунок 2. Уровень экспрессии Bcl-2 у здоровых 
и больных СД-1, выраженной в медианах
Figure 2. The level of Bcl-2 expression in healthy and type 1 
diabetes patients, expressed median shown

Рисунок 3. Уровень экспрессии АNХА-11 у здоровых 
и больных СД-1, выраженной в медианах
Figure 3. Expression level for ANHA-11 in healthy and type 1 
diabetes patients, expressed median
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КЛ в основном содержится на внутренней сто-
роне мембраны митохондрий и играет специфи-
ческую роль в функционировании митохондрий 
за счет взаимодействия с рядом митохондриаль-
ных белков, а также в регуляции активностей 
ферментных систем дыхательной цепи. Известно, 
что АТФ-АДФ-синтетаза находится в окружении 
КЛ, отщепление КЛ сопровождается торможе-
нием активности цитохромоксидазы, активности 
сукцинатдегидрогеназы, расстройством струк-
турной организации НАДН-дегидрогеназы.

В нормальных условиях КЛ удерживают ци-
тохром С. При активации свободнорадикального 
окисления в митохондриях кардиолипины окис-
ляются и освобождают цитохром С. После выхода 
в цитоплазму он образует комплекс с фактором 
активации апоптоза (АpaF-1), активирующей 
нижестоящие каспазы, которые осуществляют 
апоптоз клеток [9].

Таким образом, полученные нами результаты 
позволяют считать, что у больных СД-1 отмеча-
ется повышение экспрессии генов IL-2, Вcl-2 

и Anxa-11. Нам представляется, что дисбаланс 
между пролиферацией и программированной 
гибелью клетки приводит к нарушению регуля-
торной функции цитокинов, что является пато-
логичным звеном в патогенезе СД-1, что, скорее 
всего, связано с компенсаторной реакцией орга-
низма на активацию иммунной системы и апоп-
тоза.

Обобщая результаты проведенного иссле-
дования, можно заключить, что изучение экс-
прессии отмеченных генов важно с точки зрения 
раскрытия иммунопатогенеза СД-1 и определе-
ния их прогностической значимости в процессе 
проведении лечения. Нами было выявлено, что 
у больных с СД-1, наряду с изменением процесса 
пролиферации, отмечались разной степени вы-
раженности изменения апоптотической гибели 
лимфоцитов крови. Обнаруженные закономер-
ности реализации апоптотической гибели им-
мунных клеток могут являться результатом моду-
лирующего влияния IL-2 и Вс1-1 и определяются 
дозой цитокинов.
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ОСОБЕННОСТИ ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНТНОЙ АКТИВНОСТИ 
НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ У БОЛЬНЫХ 
ХРОНИЧЕСКИМ ГАСТРИТОМ, ХРОНИЧЕСКИМ 
АТРОФИЧЕСКИМ ГАСТРИТОМ И РАКОМ ЖЕЛУДКА
Смирнова О.В., Цуканов В.В., Синяков А.А.
ФГБНУ Федеральный исследовательский центр «Красноярский научный центр Сибирского отделения 
Российской академии наук» Научно-исследовательский институт медицинских проблем Севера, 
г. Красноярск, Россия

Резюме. Хронический гастрит – наиболее распространенное заболевание желудочно-кишечно-
го тракта. Одной из важных эпидемиологических особенностей хронических гастритов является их 
предраковый потенциал. Несомненна роль иммунной системы в трансформации предракового со-
стояния в рак. В связи с этим целью нашей работы явилось изучение спонтанной и индуцированной 
хемилюминесцентной активности нейтрофильных гранулоцитов у больных хроническим поверх-
ностным гастритом, хроническим атрофическим гастритом и раком желудка.

В работе приведены результаты комплексного лабораторного обследования больных с хрониче-
ским гастритом (ХГ) общей численностью 85 человек, 25 пациентов с хроническим атрофическим 
гастритом (ХАГ) и 50 больных раком желудка (РЖ) в возрасте от 19 до 70 лет. Контрольной груп-
пой служили 115 практически здоровых доноров без гастроэнтерологических жалоб в возрасте от 19 
до 67 лет. Объектом исследования была венозная кровь, которая бралась из локтевой вены в пробир-
ки Vacutainer с раствором гепарина натрия (5 ЕД/ мл) до начала патогенетического лечения. Оценку 
спонтанной и индуцированной хемилюминесценции осуществляли в течение 90 минут на 36-каналь-
ном хемилюминесцентном анализаторе “CL 3606” (Россия). В нашем исследовании у больных РЖ 
выявляются однонаправленные изменения в хемилюминесцентной активности НГ. При спонтанной 
и индуцированной хемилюминесценции НГ диагностируется уменьшение активности фагоцитов, 
при этом увеличение времени выхода на максимум и площади под кривой спонтанной и индуциро-
ванной ХЛ, свидетельствует, что при сниженной функции фагоцитов им требуется больше времени 
для активации. 

У больных ХГ активность НГ не нарушена, однако аналогично изменены время выхода на макси-
мум и площадь под кривой ХЛ. 

В группе больных ХАГ хемилюминесцентная активность НГ повышена, а учитывая аналогичные 
изменения во времени выхода на максимум ХЛ и площади под кривой, им также требуется больше 
времени для активации, и они вырабатывают большее количество активных форм кислорода.

Таким образом, при всех H. pylori-ассоциированных заболеваниях НГ требуется больше времени 
для активации при этом функциональная их активность не нарушена при ХГ, повышена при ХАГ 
и снижена при РЖ. 

Ключевые слова: хемилюминесцентная активность, нейтрофильные гранулоциты, хронический гастрит, рак желудка
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FEATURES OF CHEMILUMINESCENT ACTIVITY OF 
NEUTROPHILIC GRANULOCYTES IN PATIENTS WITH 
CHRONIC GASTRITIS, CHRONIC ATROPHIC GASTRITIS AND 
GASTRIC CANCER
Smirnova O.V., Tsukanov V.V., Sinyakov A.A.
Research Institute of Medical Problems of the North, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Krasnoyarsk, 
Russian Federation

Abstract. Chronic gastritis is the most common disease of gastro-intestinal tract. Precancerous potential 
is among most important epidemiological features of chronic gastritis. Immune system plays a distinct role 
in transformation from precancerous state to malignancy. In this context, the aim of our work was a study of 
spontaneous and induced chemiluminescence activity of neutrophilic granulocytes in patients with chronic 
superficial gastritis, chronic atrophic gastritis and gastric cancer.

The work presents results of comprehensive laboratory examination of patients with chronic gastritis (CG) (a 
total of 85 persons. 25 patients with chronic atrophic gastritis (CAG), and 50 patients with gastric cancer (GC) 
at the age of 19 to 70 years were enrolled. Control group included 115 healthy donors without gastrointestinal 
complaints at the age of 19 to 67 years. The study was performed with venous blood samples taken from cubital 
vein into Vacutainer tubes with sodium heparin (5 U/mL) prior to starting any pathogenic treatment. Evaluation 
of spontaneous and induced chemiluminescence was performed for 90 minutes at a 36-channel “CL 3606” 
chemiluminescence analyzer (Russia). In our study, patients with gastric cancer showed clear unidirectional 
changes in chemiluminescent activity of neutrophilic granulocytes (NG). When measuring spontaneous and 
induced NG chemiluminescence, we diagnosed a decreased phagocytic activity characterized by prolonged 
time-to-peak and area under the curve for spontaneous and induced CL, thus presuming longer activation time 
required in cases of reduced phagocytic function.

The NG activity in patients with chronic gastritis is not impaired, but, similar changes of time-to-peak and 
area under were detected. Chemiluminescent activity of NG is increased in the group of CAG patients, and, 
considering similar changes in activation time and area under the curve, NG also produce greater amount of 
reactive oxygen species.

Thus, for all H.pylori-associated diseases, the blood NG take longer time to activate, whereas their functional 
activity is not disturbed in CG, enhanced in CAG patients, and reduced in gastric cancer.
Keywords: chemiluminescence, neutrophilic granulocytes, chronic gastritis, gastric cancer

Введение
Хронический гастрит – наиболее распро-

страненное заболевание желудочно-кишечного 
тракта [1, 4]. По данным Всемирной организации 
здравоохранения, хроническим гастритом боле-
ют 80% населения Земли. Считается, что инфек-
ция Helicobacter pylori (H. pylori) является одной 
из распространенных причин возникновения 
хронического гастрита, и степень выраженности 
хронического гастрита зависит от вирулентности 
штаммов H. pylori, а развитие атрофии – от ге-
нетической предрасположенности и индивиду-
ального ответа на инфицирование H. pylori [3, 6, 
7, 13]. Возникающие при хроническом гастрите 
структурные изменения слизистой оболочки же-
лудка приводят к нарушению основных функций 
желудка. Одной из важных эпидемиологических 
особенностей хронических гастритов является 
их предраковый потенциал [2, 8, 15]. Большая 
роль иммунной системы в прогрессировании 
патологических процессов и трансформации 
предракового состояния в рак [5, 9, 10, 11, 14] . 
Первыми клетками, участвующими в иммунных 
реакциях, являются нейтрофильные гранулоци-
ты, от активности которых зависит дальнейших 

исход заболевания [12]. В связи с этим целью на-
шей работы явилось изучение спонтанной и ин-
дуцированной хемилюминесцентной активности 
нейтрофильных гранулоцитов у больных хрони-
ческим поверхностным гастритом, хроническим 
атрофическим гастритом и раком желудка.

Материалы и методы
В работе приведены результаты комплексного 

лабораторного обследования больных с хрониче-
ским гастритом (ХГ) общей численностью 85 че-
ловек (42 мужчин и 43 женщин) в возрасте от 20 
до 70 лет (средний возраст составил 44,7±0,9 лет), 
25 пациентов с хроническим атрофическим га-
стритом (ХАГ) (14 мужчин и 11 женщин) в воз-
расте от 20 до 70 лет (средний возраст составил 
45,1±1,9 лет) и 50 больных раком желудка (РЖ) 
(33 мужчин и 17 женщин) в возрасте от 19 до 70 
лет (средний возраст составил 50,3±2,9 лет). 
Контрольной группой служили 115 практически 
здоровых доноров без гастроэнтерологических 
жалоб (63 мужчин и 52 женщин) в возрасте от 19 
до 67 лет (средний возраст 46,8±1,3 лет). Во всех 
группах исследования была сопоставимость 
количества молодых и пожилых лиц. Больные 
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с хроническим гастритом отбирались в гастроэн-
терологическом отделении НИИ медицинских 
проблем Севера, с раком желудка – в КГБУЗ 
«Красноярский краевой клинический онкологи-
ческий диспансер им. А.И. Крыжановского».

Исследование проводилось с разрешения эти-
ческого комитета ФГБНУ «НИИ медицинских 
проблем Севера» (Протокол №11 от 11.11.2013). 
В работе с обследованными пациентами соблюда-
лись этические принципы, предъявляемые ст. 24 
Конституции РФ и Хельсинкской Декларацией 
Всемирной медицинской ассоциации. Каждый 
участник подписывал форму информированного 
согласия на обследование, подтверждающую его 
добровольное участие в исследовании. 

Диагноз «хронический атрофический гастрит» 
устанавливался врачом-гастроэнтерологом при 
фиброэзофагогастродуоденоскопии и морфо-
логическом исследовании слизистой оболочки 
большой и малой кривизны тела желудка с ис-
пользованием модифицированной Сиднейской 
классификации. Во время эндоскопического ис-
следования осуществлялась прицельная биопсия 
из антрального отдела, большой и малой кривиз-
ны тела желудка. Для качественной гистологиче-
ской оценки срезы окрашивали гематоксилином 
и эозином. Диагностика рака желудка (РЖ) про-
водилась врачами онкологами в Красноярском 
краевом онкологическом диспансере на основа-
нии комплексного инструментального и морфо-
логического обследования. В исследование были 
включены только больные РЖ II стадии. 

Объектом исследования была венозная кровь, 
которая бралась утром с 8 до 9 часов, натощак, 
из локтевой вены, в пробирки Vacutainer с разде-
лительным гелем и двойным активатором свер-
тывания (кремнезем) и Vacutainer с раствором 
гепарина натрия (5 ЕД/ мл). 

У всех обследованных пациентов выявляли 
наличие H. pylori серологическим методом с по-
мощью определения титра специфических ан-
тител к антигену СagА H. pylori. Титры антител 
к H. pylori от 30 EIU и более считали положитель-
ным результатом, менее 30 EIU – отрицательным 
результатом определения H. pylori.

В качестве метода изучения активности ней-
трофильных гранулоцитов использовался хеми-
люминесцентный анализ спонтанной и индуци-
рованной продукции АФК НГ. Оценка спонтанной 
и индуцированной хемилюминесценции осу-
ществляли в течение 90 минут на 36-канальном 
хемилюминесцентном анализаторе “CL 3606” 
(Россия). Регистрация результатов и управление 
анализатором осуществлялись через персональ-
ный компьютер. Определялись следующие ха-
рактеристики: время выхода кривой на максимум 
интенсивности хемилюминесценции (Tmax), 
максимальное значение интенсивности хеми-
люминесценции (Imax), площадь под кривой 
хемилюминесценции (S). В качестве усилителя 
хемилюминесценции использовали люминол. 

Индуктором респираторного взрыва служил оп-
сонизированный зимозан. Усиление хемилюми-
несценции, индуцированной опсонизированным 
зимозаном, оценивали по соотношению площади 
под кривой индуцированной (Sинд) к площади 
под кривой спонтанной (Sспонт) хемилюминес-
ценции и обозначали индексом активации. 

По результатам исследования на персональ-
ном компьютере в пакете электронных таблиц 
MS Excel 2010 была сформирована база данных. 
Статистическая обработка данных проводи-
лась с помощью пакетов прикладных программ 
Statistica for Windows 8.0 (StatSoft Inc., США, 
2008) и Microsoft Excel, 2007 (Microsoft, США). 
Обработка полученных данных включала подсчет 
непараметрических данных: медиану (Me) и пер-
синтили (Q0,25-Q0,75). Статистическую значимость 
различий определяли с использованием ранго-
вого критерия Манна–Уитни. Критический уро-
вень значимости при проверки статистических 
гипотез принимался равным р < 0,05.

Результаты
Изучение хемилюминесцентной активности 

(ХА) нейтрофильных гранулоцитов (НГ) по-
зволит оценить особенности респираторного 
взрыва неспецифических фагоцитов в спонтан-
ном и индуцированном состоянии при H. pylori-
ассоциированных заболеваниях. По данным ряда 
авторов, функциональная активность НГ напря-
мую зависит от ХА – чем выше ХА НГ, тем боль-
ше функциональная способность нейтрофилов.

Интенсивность кривой спонтанной хемилю-
минесценции (ХЛ) увеличилась у больных хро-
ническим атрофическим гастритом по сравне-
нию с больными хроническим гастритом (ХГ) 
и контрольной группой (табл. 1). Однако у боль-
ных раком желудка она уменьшилась по сравне-
нию со всеми исследуемыми группами.

У больных хроническим гастритом, хрониче-
ским атрофическим гастритом и раком желудка 
время выхода кривой на максимум при спонтан-
ной ХЛ увеличивается по сравнению с контроль-
ной группой, также происходило увеличение 
времени выхода кривой на максимум у больных 
ХАГ по сравнению с больными ХГ. У больных 
раком желудка происходило снижение времени 
выхода кривой на максимум при спонтанной ХЛ 
по сравнению с больными ХГ и ХАГ.

Площадь под кривой спонтанной хемилюми-
несценции нейтрофильных гранулоцитов (НГ) 
была увеличена в группе больных хроническим 
гастритом и хроническим атрофическим гастри-
том по сравнению с контрольной группой, также 
у больных ХАГ наблюдалось увеличение площа-
ди под кривой спонтанной ХЛ НГ по сравнению 
с ХГ. У больных раком желудка наблюдалось уве-
личение площади под кривой спонтанной хеми-
люминесценции нейтрофильных гранулоцитов 
по сравнению со всеми исследуемыми группами.
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Интенсивность кривой индуцированной ХЛ 
НГ резко увеличивалась у больных ХАГ по срав-
нению с контрольной группой и больными хро-
ническим гастритом. У больных раком желудка 
происходило снижение интенсивности кривой 
индуцированной ХЛ НГ по сравнению с больны-
ми ХГ и ХАГ.

Было зафиксировано увеличение времени 
выхода кривой на максимум при индуцирован-
ной ХЛ у больных ХАГ в сравнении с больными 
хроническим гастритом и контрольной группой. 
У больных раком желудка происходило снижение 
времени выхода кривой на максимум по сравне-
нию с больными ХАГ.

ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНТНОЙ АКТИВНОСТИ НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ У БОЛЬНЫХ 
ХРОНИЧЕСКИМ ГАСТРИТОМ (ХГ), ХРОНИЧЕСКИМ АТРОФИЧЕСКИМ ГАСТРИТОМ (ХАГ), РАКОМ ЖЕЛУДКА (РЖ) 
ПО СРАВНЕНИЮ С КОНТРОЛЬНОЙ ГРУППОЙ (Me, Q0,25-Q0,75) 
TABLE 1. INDEXES OF CHEMILUMINESCENT ACTIVITY OF NEUTROPHILS IN PATIENTS WITH CHRONIC GASTRITIS (CG), 
CHRONIC ATROPHIC GASTRITIS (CAG), GASTRIC CANCER (GC) COMPARED WITH THE CONTROL GROUP (Me, Q0,25-Q0,75)

Показатели
Indexes

Контроль 
Control

N = 100 (1)

Больные ХГ
Patients with CG 

N =  85 (2)

Больные ХАГ
Patients with CAG

N = 25 (3)

Больные РЖ
Patients with GC

N = 50 (4)

Ме Q0,25-Q0,75 Ме Q0,25-Q0,75 Ме Q0,25-Q0,75 Ме Q0,25-Q0,75

Imax спонтанная 
(у.е.)
Imax spontaneous 
(c.u)

19133 27134-
3054 21594 29935-

4160 22151,1 3456-
41726 16687,3 11630-

24159

p1-3 < 0,001; 
p2-3 < 0,001

p1-4 < 0,001; 
p2-4 = 0,007
p3-4 < 0,001

Tmax спонтанная 
(сек.)
Tmax spontaneous 
(sec.)

969 615-1753 1531 630-2041 1919 1029-
2569 1395 1283-

1836

p1-2 < 0,001 p1-3 < 0,001; 
p2-3 < 0,001

p1-4 < 0,001; 
p2-4 < 0,001
p3-4 = 0,008

Squr спонтанная 
(*106)
Square spontaneous 
(*106)

0,22 0,15-0,54 3 0,9-4,7 3,1 1,09-4,9 5,0 3,39-7,4

p1-2 < 0,001 p1-3 < 0,001; 
p2-3 < 0,001

p1-4 < 0,001; 
p2-4 < 0,001
p3-4 = 0,001

Imax индуцирован-
ная (у.е.)
Imax induced (c.u.)

34940 10488-
41588 40329 22205-

41661 55269 24967-
71740 29803 16689-

32635

p1-3 < 0,001; 
p2-3 < 0,001

p2-4 = 0,001; 
p3-4 = 0,017

Tmax
индуцированная 
(сек.)
Tmax induced (sec)

1380,8 796-1586 1544 985-1715 1683 1001-
2096 1394 1304-

1505

p1-3 < 0,001; 
p2-3 < 0,001 p3-4 = 0,005

Squr индуцирован-
ная (*106)
Square induced (*106)

0,4 0,15-0,95 3,1 0,51-5,9 5 0,28-10,3 6 5,3-12,8

p1-2 < 0,001 p1-3 < 0,001; 
p2-3 < 0,001

p1-4 < 0,001; 
p2-4 < 0,001

Индекс активации
Activation index

1,3 0,9-2,0 2,61 1,01-3,02 1,86 1,4-2,49 2,69 1,37-3,1

p1-2 < 0,001 p1-3 = 0,03; 
p2-3 < 0,001

p1-4 < 0,001; 
p3-4 < 0,001

Примечание. p1-2 – статистически значимые различия между группой больных ХГ и контрольной группой;  
p1-3- статистически значимые различия между группой больных ХАГ и контрольной группой;  
p1-4 – статистически значимые различия между группой больных РЖ и контрольной группой;  
p2-3 – статистически значимые различия между группой больных ХГ и группой больных ХАГ;  
p2-4 – статистически значимые различия между группой больных ХГ и группой больных РЖ;  
p3-4 – статистически значимые различия между группой больных ХАГ и группой больных РЖ.

Note. p1-2 is a statistical significant difference between the group of patients with CG and control group;  
p1-3, statistically significant differences between the group of patients with CAG and control group;  
p1-4, statistically significant differences between the group of patients with GC and a control group;  
p2-3, statistically significant differences between the group of patients with CG and the group of patients with CAG;  
p2-4, statistically significant differences between the group of patients with CG and the group of patients with GC;  
p3-4, statistically significant differences between the group of patients with CAG and a group of patients with gastric GC.
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Площадь под кривой индуцированной ХЛ НГ 
была увеличена в группе больных хроническим 
гастритом и хроническим атрофическим гастри-
том по сравнению с контрольной группой, также 
было выявлено увеличение площади под кривой 
индуцированной ХЛ НГ у больных ХАГ по срав-
нению с больными ХГ. В группе больных раком 
желудка было выявлено увеличение площади под 
кривой индуцированной ХЛ НГ по сравнению 
с контрольной группой и группой больных ХГ.

Индекс активации увеличен во всех ис-
следуемых группах по сравнению с контролем  
(p1-2 < 0,001, p1-3 = 0,03, p1-4 < 0,001), но при этом 
индекс активации снижается у больных ХАГ 
по сравнению с ХГ и раком желудка (p2-3 < 0,001, 
p3-4 < 0,001).

Обсуждение
Мы изучили особенности хемилюминесцент-

ной активности нейтрофильных гранулоцитов 
у больных ХГ, ХАГ и РЖ: выявлено одинаковое 
количество нарушений в хемилюминесцент-
ной активности нейтрофильных гранулоцитов 
у больных ХАГ и больных РЖ, однако эти изме-
нения были разными. 

Угнетение поглотительной способности ней-
трофильных гранулоцитов может быть обуслов-
лено исходно низкой функциональной активно-
стью нейтрофилов, что способствовало развитию 
хронической инфекции. Популяция нейтрофи-
лов неоднородна [18] и отличается по экспрессии 
рецепторов, уровню окислительного метаболиз-
ма, величине мембранного потенциала и фаго-
цитарной активности. Популяцию нейтрофилов 
по способности генерировать активные фор-
мы кислорода и взаимодействовать с субстра-
том делят на два класса: нейтрофилы-киллеры 
и нейтрофилы-кейджеры. Вероятнее всего, при 
H. pylori – инфекции в слизистую оболочку же-
лудка могут мигрировать преимущественно ней-
трофилы-киллеры, так как они активно продуци-
руют АФК и осуществляют фагоцитоз, которыми 
являются зрелые сегментоядерные нейтрофилы. 

В нашем исследовании у больных РЖ проис-
ходит уменьшение максимальной интенсивности 
свечения НГ при спонтанной ХЛ по сравнению 
со всеми исследуемыми группами, а интенсив-
ность свечения НГ при индуцированной ХЛ 
уменьшается по сравнению с больными ХГ и ХАГ. 
У больных РЖ время выхода кривой на максимум 
при спонтанной ХЛ увеличивается по сравнению 
с контролем, но снижена по сравнению с боль-
ными ХГ и ХАГ. Площадь под кривой при спон-
танной ХЛ увеличена по сравнению со всеми 
исследуемыми группами. Время выхода кривой 
на максимум при индуцированной ХЛ снижена 

у больных РЖ по сравнению с больными ХАГ. 
У больных РЖ происходит повышение площади 
под кривой при индуцированной ХЛ по срав-
нению с больными ХГ и контрольной группой. 
Индекс активации НГ у больных РЖ повышается 
по сравнению с контрольной группой и больны-
ми ХАГ. Таким образом, у больных РЖ выявля-
ются однонаправленные изменения в хемилю-
минесцентной активности НГ. При спонтанной 
и индуцированной хемилюминесценции НГ диа-
гностируется уменьшение хемилюминесцентной 
активности фагоцитов, при этом увеличение вре-
мени выхода кривой на максимум и площади под 
кривой хемилюминесценции в спонтанном и ин-
дуцированном состоянии свидетельствует о по-
вышенной продукции активных форм кислорода 
НГ, то есть при сниженной их функции им требу-
ется больше времени для активации. 

У больных ХГ увеличены время выхода кри-
вой на максимум при спонтанной ХЛ, площадь 
под кривой спонтанной и индуцированной ХЛ 
и индекс активации нейтрофильных гранулоци-
тов по сравнению с контролем. Таким образом, 
у больных ХГ активность НГ не нарушена, одна-
ко, учитывая увеличение времени выхода кривой 
на максимум и площади под кривой при спон-
танной и индуцированной хемилюминесценции, 
что свидетельствует о повышенной выработке 
активных форм кислорода НГ, можно предпо-
ложить, что, несмотря на то, что функция НГ 
не страдает, им также требуется больше времени 
для активации. 

В группе больных ХАГ происходит увели-
чение интенсивности, времени выхода кривой 
на максимум, площади под кривой при спон-
танной и индуцированной ХЛ НГ по сравнению 
с больными ХГ и контрольной группой. У боль-
ных ХАГ происходит повышение индекса ак-
тивации НГ по сравнению с контрольной груп-
пой и уменьшение этого индекса по сравнению 
с больными ХГ. Таким образом, у больных ХАГ 
хемилюминесцентная активность НГ повышена, 
а учитывая, что площадь под кривой хемилюми-
несценции при спонтанной и индуцированной 
хемилюминесценции увеличена, что свидетель-
ствует о повышенной продукции активных форм 
кислорода НГ, и увеличены показатели време-
ни выхода кривой на максимум, следовательно, 
у данных больных НГ характеризуются повы-
шенной активностью и им также требуется боль-
ше времени для активации.

Таким образом, при всех H. pylori – ассоци-
ированных заболеваниях НГ требуется больше 
времени для активации при этом функциональ-
ная их активность не нарушена при ХГ, повыше-
на при ХАГ и снижена при РЖ. 
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номер ссылки

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

ФИО, название 
публикации 
и источника 
на английском

Полный ин-
тернет-адрес 
(URL) цитиру-
емой статьи

Размещаются 
в таблице 
в алфавитном 
порядке, вна-
чале русско-
язычные, затем 
на языках 
с  латинской 
графикой

Указывать 
по библио-
графическому 
стандарту, пред-
ставленному 
выше

Официальное 
англоязыч-
ное название 
публикации 
и источника, 
где она опу-
бликована 
- для русско-
язычных ста-
тей. В редких 
случаях, когда 
не существует 
официальных 
англоязычных 
названий (это 
возможно 
для таких 
типов публи-
каций, как те-
зисы, книги 
и др.) - редак-
ция просит 
предоставить 
их перевод, 
используя 
красный 
цвет шрифта. 
Для англоязыч-
ных публикаций 
и источников 
в этом столбце 
ставится про-
черк

В том случае, 
если инфор-
мация о статье 
не размещена 
на офици-
альном сайте 
издания, 
допустимо 
использовать 
URL статьи 
со сторонних 
сайтов, в том 
числе системы 
www.e-library.ru 

Текст должен быть набран с одинарным меж-
строчным интервалом; используется кегль шрифта 
в 14 пунктов; для выделения используется курсив, 
а не подчеркивание; все ссылки на иллюстрации, 
графики и таблицы расположены в соответствую-
щих местах в тексте, а не в конце документа.

Текст соответствует стилистическим и библио-
графческим требованиям.

Если вы отправляете статью в рецензируемый 
раздел журнала, то вы согласны с требованиями 
слепого рецензирования, подробнее о котором 
можно узнать на сайте журнала (http://mimmun.ru) 
из рубрики Рецензирование, в разделе «О Журнале».
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• Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека
• Комитет по науке и высшей школе Правительства Санкт-Петербурга
• Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
• Администрация Псковской области
• ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России
• Институт экспериментальной медицины 
• НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора
• Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им.акад. И.П. Павлова
• Российское научное общество иммунологов
• Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов
• Российское цитокиновое общество
• Ассоциация специалистов и организаций лабораторной службы «Федерация Лабораторной 

Медицины»
• Санкт-Петербургское региональное отделение Российской Ассоциации Аллергологов и Клинических 

Иммунологов
В программе школы:

• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Ежедневная культурная программа
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно

Всем слушателям будут выданы удостоверения о тематическом усовершенствовании 
установленного образца и зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru получат 

14 зачетных единиц (кредитов) по специальности: «аллергология и иммунология»
Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, академик РАН, Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера 
тел./факс: (812) 232-00-66
e-mail: totolian@spbraaci.ru

Заявки подавать до 1 декабря 2017 года.
Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 233-08-58
e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 197136, Санкт-Петербург, а/я 58, СПб РО РААКИ
www.spbraaci.ru
www.allergologi-immunologi.ru
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