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СТРУКТУРА ПУБЛИКАЦИЙ РОССИЙСКОЙ КЛИНИЧЕСКОЙ 
ИММУНОЛОГИИ И АЛЛЕРГОЛОГИИ (НАУЧНЫЕ 
СТАТЬИ, КЛИНИЧЕСКИЕ ИСПЫТАНИЯ, МЕТААНАЛИЗЫ 
И ПРАКТИЧЕСКИЕ РУКОВОДСТВА) В СРАВНЕНИИ 
С ДРУГИМИ СТРАНАМИ БРИКС В 2008-2015 гг.

Лугачева Л.И.1, 2, Мусатов М.И.1, 3

1 ФГАОУ ВО «Новосибирский государственный университет», г. Новосибирск, Россия  
2 ФГБУН «Институт организации экономики и промышленного производства» СО РАН, г. Новосибирск, 

Россия  
3 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 

г. Новосибирск, Россия

Резюме. Очевидно, что любое развивающееся научное медицинское направление представля-
ет собой динамическую систему, которая не может задерживаться на этапе накопления первичной 
информации и неизбежно переходит к этапам клинических испытаний, обобщению полученной 
информации в метаанализах и завершает исследование созданием практических руководств. Целью 
настоящего исследования был количественный анализ опубликованного массива данных в области 
клинической иммунологии в России в 2008-2015 гг. с выявлением в нем доли клинических испы-
таний, метаанализов и практических руководств и ее оценки путем сравнения с данными других 
стран БРИКС. Дизайн исследования – ретроспективное библиометрическое. Выявлено, что в Рос-
сии на 1000 оригинальных статей приходилось 16 клинических испытаний, 3 метаанализа и 1 прак-
тическое руководство. Соответственно, в Китайской Народной Республике это соотношение со-
ставило 34/25/4; в Федеративной Республике Бразилия – 42/87/7; в Республике Индия – 76/58/34 
и в Республике Южная Африка – 134/43/36. Наряду с этим получены данные, позволяющие счи-
тать, что перспективы развития научной клинической иммунологии в России выглядят достаточно 
оптимистично.

Ключевые слова: библиометрика, клинические испытания, метаанализы, практические рекомендации
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STRUCTURE OF RUSSIAN PUBLICATIONS IN CLINICAL 
IMMUNOLOGY AND ALLERGOLOGY (JOURNAL ARTICLES, 
CLINICAL TRIALS, META-ANALYSES AND PRACTICE 
GUIDELINES) IN COMPARISON WITH OTHER BRICS 
COUNTRIES IN 2008-2015
Lugacheva L.I.a, b, Musatov M.I.a, c

a Novosibirsk State University, Novosibirsk, Russian Federation 
b Institute of Economics and Industrial Engineering, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, 
Russian Federation 
c Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. It is obvious that any evolving scientific medical field is a dynamic system that cannot stay at the 
stage of accumulation of primary information, and inevitably goes to the stages of clinical trials, generalization 
of information in meta-analyses and completes the study by creation of practical guidelines. The purpose of 
this study was a quantitative analysis of publicly available data in the field of clinical immunology in Russia 
during 2008-2015, identifying the ratios of clinical trials, meta-analyses, and practical guidelines, as well as 
evaluating the results by comparison with other BRICS countries. Study design was performed by retrospective 
bibliometric methods. It is revealed, that, in Russia, 16 clinical trials, 3 meta-analyses and 1 practice guideline 
were issued per 1000 original journal articles. Accordingly in the People’s Republic of China this ratios have 
made 34/25/4; in Federal Republic of Brazil, 42/87/7; in Republic  of India, 76/58/34, and in Republic of 
Southern Africa, 134/43/36. Moreover, we have obtained evidence which suggests optimistic prospectives for 
scientific clinical immunology in Russia.

Keywords: bibliometrics, clinical trials, meta-analyses, practice guideline

Настоящее исследование выполнено при фи-
нансовой поддержке Российского гуманитарного 
научного фонда (проект № 16-03-00345 «Науко-
метрическая оценка качества отечественных ис-
следований в клинической иммунологии»).

Введение
Выражение «золотой стандарт» примени-

тельно к рандомизированным клиническим 
испытаниям (РКИ) уже давно перестало быть 
образным и используется как обозначение са-
мого высокого уровня оценки эффективности 
технологий здравоохранения [7]. Очевидно, что 
любое развивающееся научное медицинское на-
правление представляет собой динамическую 
саморегулирующуюся систему, которая не может 
задерживаться на этапе накопления первичной 
информации, получаемой в экспериментальных 
и клинических исследованиях, и неизбежно пе-
реходит к этапам клинических испытаний (КИ), 
обобщению полученной информации в метаа-
нализах (МетА) и систематических обзорах и за-

вершает исследование созданием практических 
руководств (ПР) [6]. Этот процесс должен отра-
жаться в структуре публикаций научного направ-
ления – определенными количественными соот-
ношениями публикаций о КИ, МетА и ПР, и эти 
соотношения, с другой стороны, будут являться 
объективной мерой эффективности данного на-
правления.

К 2000 г. среди отечественных публикаций 
по клинической иммунологии было выявлено 
17 отчетов о КИ [2]. По-видимому, это отражало 
инициативную активность части иммунологи-
ческого сообщества, поскольку «Национальный 
стандарт Российской Федерации «Надлежащая 
клиническая практика» ГОСТ Р 5239-2005 был 
издан в 2005 г. и введен в действие в апреле 2006 г.

Данные о частоте КИ, МетА и ПР в какой-
либо стране не имеют самостоятельного коли-
чественного аспекта, их можно оценить только 
в сравнении. Сопоставление с другими странами 
БРИКС выбрано не случайно – в рамках данной 
организации развивается сотрудничество в обла-
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сти здравоохранения, где страны БРИКС имеют 
общие приоритеты. Кроме того, страны БРИКС 
имеют сопоставимый (кроме Индии) уровень 
расходов на здравоохранение [1].

В связи с этим представлялось актуальным 
провести сравнительное исследование уровня 
прогресса в отечественной клинической имму-
нологии в последние годы – оценить структуру 
публикаций, отражающую уровень реальной эф-
фективности исследований.

Целью настоящего исследования был количе-
ственный анализ опубликованного массива дан-
ных в области клинической иммунологии в Рос-
сии в 2008-2015 гг. с выявлением в нем доли КИ, 
МетА, ПР и ее оценка путем сравнения с данны-
ми других стран БРИКС. 

Материалы и методы
Дизайн исследования. Наукометрическое (би-

блиометрическое) ретроспективное исследование
Формирование информационной базы. Учи-

тывались четыре категории публикаций: жур-
нальная статья (ЖС), статья с описанием ре-
зультатов клинического испытания (КИ), статья 
с результатами метаанализа (МетА), практиче-
ские руководства (ПР).

Использовались три массива информации: 
полиграфические версии российских иммуноло-
гических журналов, база данных PubMed Нацио-
нальной медицинской библиотеки США (НМБ) 
и данные о регистрации КИ: реестр выданных 
разрешений на проведение клинических иссле-
дований лекарственных препаратов (РФ), регистр 
Национальных институтов здоровья (США), ре-
гистр BioMedCentral (США) и регистр ВОЗ.

В полиграфических версиях журналов про-
водился «ручной поиск» (hand search) за 2008-
2015 гг. Анализировались следующие издания: 
«Аллергология и иммунология», «Иммунология», 
«Иммунология гемопоэза», «Иммунопатология, 
аллергология, инфектология», «Инфекция и им-
мунитет», «Медицинская иммунология», «Рос-
сийский аллергологический журнал», «Россий-
ский иммунологический журнал». В журналах 
«ВИЧ-инфекция и иммуносупрессии» и «Ал-
лергология и иммунопатология в педиатрии» 
использовался поиск по названиям и рефератам 
публикаций в отдельных выпусках с помощью 
системы поиска научной электронной библио-
теки eLIBRARY.ru c возможностью обращения 
при необходимости к полиграфическим версиям 

журналов. Во всех вышеперечисленных журналах 
при включении публикаций в выборку не прово-
дилось их дифференцирование на принадлеж-
ность к «иммунологии» или «аллергологии». 

Поиск публикаций в российских журналах, 
приобретаемых НМБ, а также публикаций рос-
сийских авторов в международных изданиях 
производился в базе PubMed с помощью расши-
ренной системы поиска: в запросах оператором 
“AND” объединялись названия медицинской 
подрубрики “Immunology” или Mesh-термина 
“Allergy”, тип публикации (Journal article, Clinical 
trial или Meta analysis), временной период и ука-
зание российской аффилиации. Для поиска пу-
бликаций о практических рекомендациях ис-
пользовалось включение текстовых терминов 
“guidelines” или “practical guidelines” в название 
или реферат публикации. 

Поиск в НМБ публикаций других стран-
членов БРИКС – Федеративной Республики 
Бразилия, Китайской Народной Республики, Ре-
спублики Индия и Республики Южная Африка – 
осуществлялся аналогично с указанием соответ-
ствующей аффилиации.

Поскольку в подрубрику “Immunology” фор-
мально не должны включаться статьи, относя-
щиеся к диагностике, профилактике и лечению, 
то для российских публикаций был дополнитель-
но проведен также поиск с включением в запрос 
подрубрик “diagnosis”, “prevention and control”, 
“therapy”.

Критерии включения
При анализе полиграфических версий рос-

сийских журналов в выборку как ЖС включались 
только публикации (статьи, краткие сообщения, 
публикации Всероссийского иммунологическо-
го форума на Урале), в целом соответствующие 
по структурированности критериям “Journal 
Article” в НМБ. В качестве контент-критерия ис-
пользовалась принадлежность статьи к объекту 
исследования «человек» (при поиске в PubMed 
использовался фильтр “human”). Публикации 
с результатами КИ, МетА и ПР включались в вы-
борку на основании данных названия и реферата 
статьи. КИ авторы считали статью, соответству-
ющую определениям: “’Trial’ refers to a prospective 
controlled or uncontrolled research study evaluating 
the effects of one or more health-related interventions 
assigned to human participants. For example, a trial 
may investigate interventions related to one or more 
of the following: prevention, health promotion, 
screening, diagnosis, treatment, rehabilitation, or 
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organisation and financing of care” [5] и “A clinical 
trial is a prospective study in which 1 or more 
interventions are assigned to human participants to 
assess the effects on health-related outcomes” [4]. 
Включались также публикации, в которых не был 
указан тип исследования, не приводилось дан-
ных о регистрации, но сообщалось об использо-
вании рандомизации при формировании групп 
исследования.

Критерии исключения
Не включались обзорные статьи, редакцион-

ные комментарии, лекции, публикации из ру-
брик «В помощь практическому врачу», «Случай 
из практики» и т.п. Исключались публикации 
иностранных авторов, а также авторов из ныне 
независимых стран, ранее входивших в состав 
СССР (Армения, Беларусь, Грузия, Молдова, Уз-
бекистан).

Все результаты поиска российских публика-
ций в PubMed подвергались пересмотру (т.н. «ма-
нуальный» поиск – несмотря на фильтр “human”, 
запрашиваемый тип публикации и время публи-
кации, все равно было необходимо исключать 
статьи, не соответствующие критериям включе-
ния (обзоры, статьи на животных, статьи нерос-
сийских авторов), статьи, не являющиеся публи-
кациями КИ в результатах поиска именно КИ 
и т.п. Исключались также ЖС и отчеты о много-
центровых КИ с российским участием, но не рос-
сийским финансированием, которым всем без 
исключения компьютерная система НМБ при-
сваивала российскую аффилиацию. 

Результаты поиска в PubMed данных о КИ, 
МетА и ПР Бразилии, Индии и Южной Афри-
ки пересматривались в полном объеме. Данные 
о ЖС этих стран, а для Китая данные о ЖС, КИ 
и МетА пересматривались выборочно: анализи-
ровалось по 200 публикаций в начале и конце вы-
борки (итого 400), рассчитывалась доля статей, 
подлежащих исключению, и в соответствии с ней 
корректировалось общее число публикаций со-
ответствующей категории.

Статистическая обработка данных
Для подтверждения корректности размера ис-

пользованной выборки использовалась програм-
ма Statсalc (версия 7.2.0.1, 2016 г.) – программа, 
входящая в состав свободно распространяемого 
комплекса программ для эпидемиологов Epi Info. 
Ее использование обосновано тем, что единицей 
учета в нашем исследовании являлся один случай 
среди множества других (например, одно КИ сре-
ди множества ЖС), как и в эпидемиологии, где 

единицей учета также является один случай (учет 
заболеваемости, распространенности и т.п.). 
С помощью данной программы также проводил-
ся анализ Хи-квадрат для выявления линейного 
тренда (расширенный метод Mantel–Haenszel).

Свободно распространяемая программа Win-
pepi версия 11.5, 2015 г. («Программы для эпи-
демиологов для Windows») [3] использовалась 
для определения доверительного интервала 
для пропорций, а также анализа таблиц сопря-
женности 2 × 2 для оценки абсолютных частот – 
использовался (по «рекомендации» программы) 
критерий Хи-квадрат в модификации Upton 
(Upton’s Chi-square N-1).

Доли публикаций (ЖС, КИ, МетА, ПР) при-
водятся в виде относительных частот (в %) с 95% 
доверительным интервалом. Отношения долей 
также приводятся с 95% доверительным интер-
валом.

Уровень альфа-ошибки более 0,05 принимал-
ся как пороговый для сохранения нулевой ги-
потезы.

Результаты
Распределение российских ЖС, КИ, МетА 

и ПР по журналам
В российских журналах, не приобретаемых 

НМБ, было опубликовано 1935 ЖС. Они распре-
делились следующим образом: «Медицинская 
иммунология» 23%, «Иммунология» 19%, «Рос-
сийский иммунологический журнал» 16%, «Им-
мунология, аллергология, инфектология» 16%, 
«Российский аллергологический журнал» 7%, 
«Аллергология и иммунология» 7%, «Инфекция 
и иммунитет» 5%, прочие журналы 7%. 

В базе PubMed из публикаций российских ав-
торов, соответствующих критериям включения, 
было 692 ЖС, 19 КИ и 2 МетА. 218 публикаций 
находились в российских журналах, больше по-
ловины из них приходилось на журналы «Бюлле-
тень экспериментальной биологии и медицины, 
БЭБиМ» (38%) и «Биохимия» (19%), остальные 
публикации распределились по журналам «Ан-
гиология и сосудистая хирургия» (0,5%), «Биоме-
дицинская химия» (2%), «Биоорганическая хи-
мия» (0,5%), «Доклады академии наук (Biological 
Sciences и Biochemistry and Biophysics – 12%)», 
«Журнал неврологии и психиатрии им. Корсако-
ва» (1%), «Молекулярная биология» (1%), «Па-
тологическая физиология и экспериментальная 
терапия» (1%), «Терапевтический архив» (2%).
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ТАБЛИЦА 1. КОЛИЧЕСТВО ЖУРНАЛЬНЫХ СТАТЕЙ, СТАТЕЙ О КЛИНИЧЕСКИХ ИСПЫТАНИЯХ, МЕТААНАЛИЗАХ 
И ПРАКТИЧЕСКИХ РУКОВОДСТВ В КЛИНИЧЕСКОЙ ИММУНОЛОГИИ И АЛЛЕРГОЛОГИИ В СТРАНАХ БРИКС  
ЗА 2008-2015 гг.
TABLE 1. NUMBERS OF JOURNAL ARTICLES, CLINICAL TRIALS, META-ANALYZES, PRACTICE GUIDELINES IN CLINICAL 
IMMUNOLOGY AND ALLERGOLOGY IN THE COUNTRIES BRICS FOR 2008-2015

Страна
Country

Количество статей
Number of articles

Журнальные 
статьи

Journal articles

Клинические 
испытания
Clinical trials

Метаанализы
Meta-analyzes

Практические 
руководства

Practical 
guidelines

Российская Федерация
Russian Federation 2627 43 7 3

Республика Индия
Republic of India 2064 156 12 70

Республика Южная Африка
Republic of South Africa 1041 140 45 38

Федеративная Республика 
Бразилия
Federative Republic of Brazil

3912 163 34 29

Китайская Народная  
Республика
People’s Republic of China

17117 582 424 72

Примечание. По России приведены данные по российским журналам и скорректированным данным PubMed, 
по Индии, Бразилии, Китаю и Южной Африке – скорректированные данные PubMed.

Note. For Russia the data on Russian journals and corrected PubMed data; for India, Brazil, China and South Africa corrected 
PubMed data.

474 ЖС российские авторы опубликовали 
в международных журналах. 

Схема исследования по формированию рос-
сийской части информационной базы приведена 
на рисунке 1.

Оценка объема выборки российских и иностран-
ных журналов 

Оценка репрезентативности использованной 
выборки статей из российских журналов прово-
дилась в процессе набора первичного материала 
и была завершена на уровне 2627 ЖС. Априорные 
оценки до начала исследования в данном случае 
неприменимы, поскольку неизвестны «популя-
ционные» частоты изучаемых признаков. Оцен-
ка объема выборки с помощью подпрограммы 
Population survey, калькулятора Statcalc, показа-
ла, что, принимая размер популяции округлен-
но за 3000 (число ЖС на человеческом материа-
ле), наименьшую наблюдаемую частоту явления 

в 0,26% (относительная частота МетА) и нижнюю 
границу ее доверительного интервала за 0,1% 
(как наименее приемлемый результат), мы смог-
ли бы подтвердить величину относительной ча-
стоты МетА с ошибкой в 5%, если бы использо-
вали выборку статей на человеческом материале 
в выбранных журналах размером в 2306 статей, 
а с ошибкой в 0,1% при выборке в 2555 статей.

Аналогичные оценки для других стран БРИКС 
показали, что для достижения уровня довери-
тельной вероятности в 99% было бы достаточно 
использовать 1651 ЖС Индии, 1369 ЖС Брази-
лии, 238 ЖС ЮАР и 345 ЖС КНР.

Оценка необходимости расширенного поис-
ка в PubMed с включением в запрос подрубрик 
“diagnosis”, “prevention and control”, “therapy”.

В итоге, по результатам поиска в российских 
журналах и базе PubMed, было выявлено 43 пу-
бликации о проведенных КИ, чья относительная 
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Рисунок 2. Относительные частоты клинических испытаний в странах БРИКС за 2008-2015 гг.
Примечание. Приведены относительные частоты с 95% доверительным интервалом. По вертикальной оси – проценты.
Figure 2. Relative frequencies of clinical trials in the countries BRICS for 2008-2015
Note. Relative frequencies with 95% confidence interval. The vertical axis is the percent.
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частота составила 1,64% (1,19-2,2). Если не ис-
пользовать результаты расширенного поиска, 
тогда была бы выявлена 41 публикация о КИ, но 
при этом окончательные различия в абсолютных 
частотах статистически незначимы (χ2

U = 0,01, 
р = 0,92) и сама величина относительной часто-
ты изменяется незначительно – 1,67% (1,2-2,3). 
В силу этого такое расширение поиска, увели-
чивающее трудоемкость, но не повышающее 
его результативность, мы посчитали нецелесо-
образным для анализа показателей других стран 
БРИКС.

Количество ЖС, КИ, МетА и ПР по клини-
ческой иммунологии и аллергологии в странах 
БРИКС за 2008-015 гг. приведено в таблице 1.

Сравнение абсолютных значений, представ-
ленных в таблице 1, может выявить статистически 
значимые различия в частоте отдельных типов 
публикаций, но не даст числовой меры, которая 
бы позволяла непосредственно сравнивать между 
собой показатели разных стран. Таким показате-
лем является относительная частота изучаемого 
явления. Относительные частоты КИ в России 
и других странах БРИКС показаны на рисунке 2.
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Рисунок 3. Относительные частоты метаанализов в странах БРИКС за 2008-2015 гг.
Примечание. Приведены относительные частоты с 95 % доверительным интервалом. По вертикальной оси – проценты.
Figure 3. Relative frequencies of meta-analyzes in the countries BRICS for 2008-2015
Note. Relative frequencies with 95% confidence interval. On a vertical axis – percent.
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За период 2008-2015 гг. в РФ КИ проводи-

лись реже, чем в Китае, в 1,99 (1,47-2,72) раза 

(χ2
U = 20,62, р = 5,6 × E-6); реже, чем в Бразилии, 

в 2,47 (1,77-3,44) раза (χ2
U = 8,64, р = 0,003); реже, 

чем в Индии, в 4,35 (3,12-6,07) раза (χ2
U = 90,66, 

р = 1,7 × Е-21) и реже, чем в Южной Африке, в 7,11 

(5,09-9,94) раза. В последнем случае точное зна-

чение Хи-квадрат и значение альфа-ошибки мо-

гут быть рассчитаны только по методу Вальда: 

χ2 = 134,71, р = 3,8 × Е-31.

Относительные частоты опубликованных 

в 2008-2015 гг. МетА в странах БРИКС показаны 

на рисунке 3.

Относительная частота МетА в РФ статисти-

чески значимо не отличалась от таковой в Ин-

дии (χ2
U = 2,407, р = 0,121); была меньше, чем 

в Бразилии, в 3,18 (1,39-8,52) раза (χ2
U = 6,645, 

р = 0,003); меньше, чем в Китае, в 8,95 (4,24-

18,86) раза (χ2
U = 49,63, р = 1,9 × Е-12) и меньше, 

чем в Южной Африке, в 2,32 (1,53-3,50) раза 

(χ2
U = 16,81, р = 4 × Е-5 ).

В таблице 2 приведены скорректированные 

данные о числе КИ, МетА и ПР по всем иссле-

дованным странам. Произведен расчет числа пу-

бликаций этих типов на 1000 ЖС. Такой подход 

принят в оценке эпидемиологических и демогра-

фических показателей, когда, например, забо-

леваемость чем-либо выражается в абсолютных 

цифрах на определенную долю населения. Ав-

торы полагают, что такая форма представления 

данных является информативной и привычной 

для читателей-медиков. Данные о КИ, МетА 

и ПР округлены до целых, поскольку, например, 

8,5 КИ быть не может.
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ТАБЛИЦА 2. ДОЛЯ ПУБЛИКАЦИЙ (НА 1000 ЖУРНАЛЬНЫХ СТАТЕЙ) О КЛИНИЧЕСКИХ ИСПЫТАНИЯХ,  
МЕТААНАЛИЗАХ И ПРАКТИЧЕСКИХ РУКОВОДСТВАХ В КЛИНИЧЕСКОЙ ИММУНОЛОГИИ И АЛЛЕРГОЛОГИИ 
В СТРАНАХ БРИКС ЗА 2008-2015 гг.
TABLE 2. ADJUSTED NUMBER OF PUBLICATIONS (ON 1000 JOURNAL ARTICLES) ABOUT CLINICAL TRIALS,  
META-ANALYZES, PRACTICE GUIDELINES IN CLINICAL IMMUNOLOGY AND ALLERGOLOGY IN THE BRICS COUNTRIES  
FOR 2008-2015

Страна
Country

Доля публикаций
Adjusted number of publications

Клинические 
испытания
Clinical trials

Метаанализы
Meta-analyzes

Практические 
руководства

Practice guidelines

Российская Федерация
Russian Federation 16 3 1

Китайская Народная Республика
People’s Republic of China 34 25 4

Федеративная Республика Бразилия
Federative Republic of Brazil 42 87 7

Республика Индия
Republic of India 76 58 34

Республика Южная Африка
Republic of South Africa 134 43 36

Для выяснения наличия временной динами-

ки и ее характера в массиве статей о КИ в России 

и других странах БРИКС использовался метод 

Хи-квадрат для тенденции. Результаты представ-

лены на рисунке 4.

Динамика накопления публикаций о клини-

ческих испытаниях в России статистически зна-

чимо зависит от времени (χ2 = 12,49, р = 0,0004). 

За счет публикаций, вышедших в 2013-2015 гг., 

формируется восходящая часть тренда.

В Южной Африке тренд за весь период иссле-

дования восходящий (χ2 = 14,95, р = 0,00011). Ин-

дия и Бразилия между собой показывают очень 

сходную динамику, после 2011 г. тренд устойчиво 

восходящий (соответственно, χ2 = 9,62, р = 0,0019 

и χ2 = 10,24, р = 0,0014). В Китае временная зави-

симость также статистически значима (χ2 = 6,78, 

р = 0,0092), но тренд падающий на протяжении 

всего периода исследования.

Относительная частота публикованных ПР 

в России составила 0,11% (0,02-0,38), в Китае 

0,42% (0,31-0,5), в Бразилии 0,71% (0,47-1,01), 

Индии 3,14 % (2,45-3,95), ЮАР 3,1% (2,2-4,23). 

Относительная частота ПР в России меньше, 

чем в Китае, в 3,53 (1,11-11,21) раза, меньше, чем 

в Бразилии, в 6,26 (1,91-20,53) раза, меньше, чем 

в Индии, в 27,16 (8,57-86,11) раза и меньше, чем 

в ЮАР, в 26,86 (8,31-86,84) раза. 

Обсуждение
Размер использованной нами выборки рос-

сийских журнальных статей мы считаем репре-

зентативным, поскольку для выявления редко 

встречающегося типа публикаций (МетА, реже 

их встречались только ПР) с доверительной ве-

роятностью в 99% можно было бы сократить ис-

пользовавшуюся выборку на 3%, а для оценки 

с доверительной вероятностью в 95% – на 13%.

Данные расширенного поиска в PubMed 

с включением в запрос подрубрик “diagnosis”, 

“prevention and control”, “therapy” в исходный 

массив российских публикаций были включены, 
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Рисунок 4. Временная динамика роста частот публикаций о клинических испытаниях за период 2008-2015 гг. 
в странах БРИКС
Примечание. По вертикальной оси – значения отношения шансов.
Figure 4. Temporal dynamics of increase in frequency of publications about clinical trials or the period 2008-2015 in the countries 
BRICS
Note. On a vertical axis – values of the odds ratio.

хотя достоверность результатов они не увеличи-

ли. Тем не менее без поиска основного массива 

российских публикаций в базе PubMed обой-

тись было нельзя, поскольку без его результатов 

величина относительной частоты КИ была бы в 

1,3 раза меньше, а если ограничиться только этой 

базой, то относительная частота КИ была бы в 

2 раза больше.

Стоит отметить, что среди российских публи-

каций о КИ в международных изданиях в пяти 

сообщалось об их регистрации в регистре Нацио-

нальных институтов здоровья (ClinicalTrials.gov).

Таким образом, результаты, полученные в ре-

зультате обработки первичных данных, не яв-

ляются смещенными из-за их недостаточного 

объема или систематических ошибок при отборе 

первичных данных.

Проведение КИ, их обобщение в виде МетА 

и создание ПР – это отражение принятия ме-

дициной научной (доказательной) методологии. 

В последние годы российская клиническая им-

мунология в этом отношении не вышла на уро-

вень стран, своих партнеров по БРИКС. 

В основном проведенное нами исследование 
является одномоментным анализом за опреде-
ленный период времени. Тем не менее динамиче-
ский компонент в виде анализа линейного тренда 
выхода в свет публикаций о КИ (рис. 4) показы-
вает: по сравнению с 2008 г. в 2013-2015 гг. в Рос-
сии доля публикаций о КИ выросла в 3,8 раза 
и по скорости роста сравнялась с таковой в ЮАР, 
статистически значимо превысив значения Ин-
дии, Бразилии и Китая.

Критерий Хи-квадрат для линейного тренда 
для исходной точки в ряду динамики принима-
ет отношение шансов (ОШ) за единицу. В нашем 
случае это значит, что в 2008 г. в каждой из ана-
лизируемых стран вероятность выхода в свет пу-
бликаций о КИ была равна вероятности того, что 
эти публикации в свет не вышли. Значение ОШ 
в 3,8 показывает, что в 2015 г. в России вероят-
ность выхода в свет новых КИ, чем вероятность 
их невыхода, была в 3,8 раза выше по сравнению 
с 2008 г.

ОШ используется для оценки событий, кото-
рые уже произошли. Личный опыт авторов на-
стоящей статьи показывает, что в мировой ли-
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тературе значения ОШ трактуются, может быть, 
и упрощенно, но более понятно: во сколько раз 
какое-то событие было чаще (или реже) по срав-
нению с некоторой точкой отсчета или группой 
сравнения. Использование ОШ для анализа ли-
нейного тренда позволяет определить его на-
правление. Критерий Хи-квадрат для линейно-
го тренда сообщает, что, например, в КНР есть 
статистически значимая линейная тенденция 
за период 2008-2015 гг. в выходе в свет публика-
ций о КИ, но направления тренда Хи-квадрат 
не показывает. Значения ОШ по годам позволя-
ют определить направление движения показате-
лей. В КНР ОШ для КИ в 2009 г. составил 1,33, 
а затем постепенно снижался почти до едини-
цы к 2013 г. и затем продолжил падение до 0,89 
в 2015 г. Иными словами, в КНР в 2015 г. от-
четы о КИ публиковались реже, чем в 2008 г.,  
на 11% (рис. 4).

Используя профессиональную терминологию 
фондового рынка, можно сказать, что в 2011 г. ча-
стота выхода в свет КИ в России достигла «дна», 
от которого она «оттолкнулась» и стремительно 

пошла на повышение. В настоящее время не ви-

дится причин, которые могли бы изменить на-

правление наблюдаемого тренда. 

На сайте Института иммунологии ФМБА 

России (http://nrcii.ru/) размещены 14 проек-

тов Федеральных клинических рекомендаций 

по направлению «Клиническая иммунология 

и аллергология» (http://nrcii.ru/specialistam/

klinrecommend/). Если бы эти ПР были все опу-

бликованы в период 2008-2015 гг., то тогда отно-

сительная частота ПР в российской клинической 

иммунологии увеличилась бы в 5,7 раз и стати-

стически значимо не отличалась бы от таковой 

в Бразилии и Китае.

Таким образом, перспективы развития науч-

ной клинической иммунологии в России выгля-

дят достаточно оптимистично.
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ИММУНОПАТОГЕНЕТИЧЕСКИЕ АСПЕКТЫ 
ИШЕМИЧЕСКОГО ИНСУЛЬТА
Черных Е.Р., Шевела Е.Я., Морозов С.А., Останин А.А.
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 
г. Новосибирск, Россия

Резюме. Иммунная система играет ключевую роль в патогенезе ишемического инсульта. Ишеми-
ческое поражение головного мозга приводит к разрушению клеток и белков внеклеточного матрикса 
и высвобождению молекул «опасности», которые вызывают быструю активацию врожденного имму-
нитета и индуцируют реакции адаптивного иммунитета с аутоиммунной направленностью. Клетки 
врожденного иммунитета ответственны за элиминацию клеточного и внеклеточного детрита и ткане-
вую репарацию, однако также вовлечены в запуск постишемического воспаления, вызывающего по-
вреждение мозговой ткани. Развивающиеся через несколько дней реакции адаптивного иммунитета, 
направленные против собственных антигенов, не имеют отношения к повреждению нервной ткани 
в остром периоде. Клетки адаптивного иммунитета способны регулировать активность микроглии 
и стимулировать процессы восстановления в центральной нервной системе. Тем не менее длитель-
ная персистенция сенсибилизированных к мозгоспецифическим антигенам лимфоцитов может быть 
причастна к атрофии коры головного мозга и развитию деменции в отдаленном периоде инсульта. 
Иммунный ответ на ишемическое поражение мозга имеет как локальные, так и системные прояв-
ления. При этом, в отличие от продолжительного интрацеребрального воспаления в зоне инфаркта 
и окружающих тканях, системный воспалительный ответ на периферии быстро сменяется развити-
ем иммуносупрессии, что подтверждается лимфопенией, атрофией лимфоидных органов и дефектом 
функциональной активности иммунных клеток. Иммуносупрессия во многом обусловлена актива-
цией симпатоадреналовой системы и направлена на ограничение воспаления и аутоиммунных реак-
ций. Тем не менее, избыточные проявления иммуносупрессии приводят к развитию инфекционных 
осложнений, часто являющихся причиной летального исхода, а также могут негативно сказываться 
на эффективности репаративных процессов. В настоящем обзоре представлены экспериментальные 
и клинические данные, характеризующие реакции врожденного и приобретенного иммунитета в от-
вет на церебральную ишемию. Кроме того, в обзоре обсуждается патогенетическая значимость им-
мунных клеток и опосредованных ими позитивных и негативных эффектов, осмысление которых по-
зволит разработать новые подходы к лечению ишемического инсульта.

Ключевые слова: ишемический инсульт, врожденный иммунитет, адаптивный иммунитет, аутоиммунитет, 
нейровоспаление, нейропротекция, системный иммунный ответ, локальный иммунный ответ, инсульт-индуцированный 
иммунодефицит

IMMUNOPATHOGENETIC ASPECTS OF ISCHEMIC STROKE
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Abstract. Immune system plays a key role in pathogenesis of ischemic stroke. Ischemic brain injury causes 
destruction of cells and extracellular matrix proteins, and the release of „danger“ molecules that cause rapid 
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activation of innate immunity, and induce adaptive autoimmune reactions. The cells of innate immunity are 
responsible for elimination of cellular and extracellular debris and tissue repair, being, however, involved in 
post-ischemic inflammation causing brain injury. An adaptive immune response which develops within a few 
days is directed against self-antigens, being not related to nervous tissue damage in acute phase of stroke. The 
cells of adaptive immunity are able to regulate microglial activity and promote repair processes in the central 
nervous system. However, long-term persistence of lymphocytes with reactivity for brain-derived antigens may 
be involved into the atrophy of cerebral cortex, and development of dementia in remote post-stroke period. 
Immune response following ischemic brain stroke is manifesting by local and systemic reactions. Nevertheless, 
in contrast to prolonged local intracerebral inflammation in infarction area, and peri-infarction region, a 
systemic inflammatory response is quickly replaced by development of immunosuppression, as evidenced 
by lymphopenia, lymphoid organ atrophy and defective functions of immune cells. Immunosuppression is 
largely due to activation of sympathoadrenal system, aiming for limitation of inflammatory and autoimmune 
reactions. However, excessive immunosuppression leads to development of infectious complications, which 
may often cause lethal outcomes, and also may have a negative impact on efficiency of repair processes. The 
present review provides experimental and clinical data describing the innate and adaptive immune reactions 
in response to cerebral ischemia. Moreover, this review discusses possible pathogenetic importance of immune 
cells and their positive or negative effects, thus allowing further development of new therapeutic approaches for 
treatment of ischemic stroke.

Keywords: ischemic stroke, innate immunity, adaptive immunity, autoimmunity, neuroinflammation, neuroprotection, systemic 
immune response, local immune response, stroke-induced immunodeficiency

Введение
Ишемический инсульт остается глобальной 

медико-социальной проблемой, будучи одной 
из ведущих причин летальности и инвалидиза-
ции взрослого населения в экономически разви-
тых странах [102]. Тромболизис с использованием 
тканевого активатора плазминогена признается 
единственным методом лечения с доказанной 
эффективностью, однако в силу узкого терапев-
тического окна менее 5% пациентов получают 
такое лечение [33]. 

Иммунная система играет ключевую роль 
в патогенезе ишемического инсульта. Недавние 
исследования показали, что клетки иммунной 
системы вовлечены во все стадии ишемическо-
го каскада, начиная от острых внутрисосудистых 
нарушений кровоснабжения до процессов по-
вреждения паренхимы мозга и последующих эта-
пов репарации. Высвобождение из поврежден-
ной вследствие ишемии нервной ткани «молекул 
опасности» вызывает быструю (начиная с пер-
вых минут) активацию врожденного иммунитета 
с последующим запуском реакций адаптивного 
иммунитета. Клетки врожденного иммунитета 
ответственны за элиминацию погибших клеток 
и тканевую репарацию. Однако, продуцируя про-
воспалительные медиаторы и обеспечивая ре-
крутирование циркулирующих лейкоцитов, они 
также вовлечены в запуск и поддержание пост-
ишемического воспаления, вызывающего вто-
ричные повреждения [134].

Воспаление, являясь ключевым звеном пато-
генеза цереброваскулярной патологии, ассоци-
ировано с тяжестью инсульта и детерминирует 

развитие вторичных повреждений [79]. Актива-
ция клеток врожденного иммунитета необходи-
ма для запуска репаративных процессов [71]. Тем 
не менее избыточная выраженность или перси-
стенция воспалительной реакции оказывает не-
гативный эффект на восстановление поврежден-
ной нервной ткани [47].

Реакции адаптивного иммунитета, разверты-
вающиеся через несколько дней после инсульта 
и направленные против собственных антигенов, 
имеют отношение к повреждению нервной ткани 
в остром периоде и, более того, способны сти-
мулировать процессы репарации и регенерации 
в центральной нервной системе [109]. Однако 
сенсибилизированные к мозгоспецифическим 
антигенам лимфоциты могут быть причастны 
к атрофии коры головного мозга и развитию де-
менции в отдаленном периоде инсульта [65]. 

Иммунный ответ проявляется как на ло-
кальном, так и системном уровне, но, в отличие 
от продолжительного интрацеребрального вос-
паления в зоне инфаркта и окружающих тканях 
(зона пенумбры), системный воспалительный 
ответ на периферии быстро сменяется развитием 
иммуносупрессии, проявляющейся лимфопе-
нией и дефектом функциональной активности 
иммунных клеток [76]. Это обусловлено тем, что 
ишемическое повреждение мозга через актива-
цию симпатоадреналовой системы оказывает вы-
раженное ингибирующее действие на лимфоид-
ные органы и иммунные клетки. Данная реакция, 
направленная на ограничение воспаления и ауто-
иммунных реакций, носит адаптивный характер, 
однако при избыточной выраженности приводит 
к развитию инфекционных осложнений, явля-
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ющихся причиной летального исхода, а также 
может негативно сказываться на эффективности 
репаративных процессов [122]. 

Таким образом, иммунная система тесно вза-
имосвязана с критическими событиями, опреде-
ляющими тяжесть инсульта и эффективностью 
неврологического восстановления, и модуляция 
иммунного ответа открывает новые возможности 
в лечении церебральной ишемии. 

Инициация иммунного ответа
Нейровоспалительная реакция в раннем пе-

риоде инсульта является проявлением иммунно-
го ответа на повреждения мозговой ткани, вы-
званные локальной ишемией мозга. Этот процесс 
характеризуется рядом последовательных со-
бытий, вовлекающих головной мозг, церебраль-
ные сосуды, циркулирующую кровь и лимфо-
идные органы. Причиной воспаления является 
ишемическое поражение мозговой ткани. Ис-
следования последних лет четко продемонстри-
ровали, что иммунная система может активиро-
ваться не только в ответ на патогенные стимулы, 
но и эндогенные медиаторы, образующиеся при 
разрушении клеток и внеклеточного матрикса. 
Гибнущие в условиях церебральной ишемии ней-
роны и другие клетки высвобождают сигналы 
«опасности», которые получили название «ассо-
циированных с опасностью молекулярных патер-
нов» (DAMPs), или аларминов. Сигналы опасно-
сти включают различные белки (HMGB1 – high 
mobility group box 1; белки теплового шока, 
S100B), аденозинтрифосфат (АТФ), ДНК, РНК, 
сульфат гепарина, окисленные липопротеи-
ды низкой плотности, β-амилоид, гиулоронан 
и некоторые другие молекулы. Эти алармины 
взаимодействуют с теми же рецепторами на им-
мунных клетках, которые распознают структуры 
патогенов, и активируют клетки врожденного 
иммунитета к продукции провоспалительных 
медиаторов (цитокинов, хемокинов, нитроок-
сида, свободных радикалов кислорода), запу-
ская воспалительный каскад [17]. При взаимо-
действии с антигенпрезентирующими клетками 
«молекулы опасности» стимулируют продукцию 
хемокинов, вызывающих хемотаксис лейкоци-
тов, что обеспечивает связь между врожденным 
и приобретенным иммунитетом [89]. При этом 
нарушение гематоэнцефалического барьера под 
действием медиаторов воспаления способствует 
транслокации циркулирующих иммунных кле-
ток в мозговую ткань [73].

Среди различных аларминов наиболее хоро-
шо при ишемии охарактеризован ядерный белок 
HMGB1, уровень которого значимо повышается 
в сыворотке крови пациентов с ишемическим 
инсультом [107] и является предиктором 12-ме-
сячного исхода [49]. HMGB1 взаимодействует 

с Toll-подобными рецепторами (TLR2 и TLR4) 
и RAGE-рецепторами (Receptors Advanced Gly-
cation End products) и в остром периоде индуци-
рует воспалительный ответ [95]. В то же время 
в более отдаленном периоде HMGB1 может спо-
собствовать репарации за счет усиления нейро-
пластичности и стимуляции нейрогенеза [43]. 
Разнонаправленные эффекты HMGB1 отчасти 
объясняются вовлечением различных сигналь-
ных путей при взаимодействии с TLR2 и TLR4. 
Так, мыши с нокаутом гена TLR4 при модели-
ровании церебральной ишемии имеют меньшие 
размеры инфаркта, тогда как нокаут по TLR2 
приводит к большему размеру инфаркта, более 
высокой летальности и худшему неврологиче-
скому восстановлению. Эти данные указывают 
на вовлечение TLR4-сигнального пути в раз-
витие ишемически-индуцированных пораже-
ний головного мозга и нейропротективную роль 
TLR2 при церебральной ишемии [48]. 

Другим важным алармином, активирующим 
врожденный иммунный ответ через взаимо-
действие с TLR2 и TLR4, является компонент 
внеклеточного матрикса – гиалуроновая кис-
лота (гиалуронан), концентрация которой так-
же возрастает в остром периоде [2]. Стимуляция 
иммунных клеток АТФ осуществляется через 
пуринергические рецепторы с вовлечением ин-
фламмасом [38]. 

Врожденный иммунный ответ 
Иммунный ответ на ишемическое пораже-

ние головного мозга, индуцированный клетками 
врожденного иммунитета, манифестирует при-
знаками активации клеток микроглии, усилени-
ем продукции провоспалительных цитокинов/
хемокинов и рекрутированием лейкоцитов в зону 
ишемии [54]. 

Активация клеток микроглии
В физиологических условиях клетки врожден-

ного иммунитета в паренхиме мозга представ-
лены микроглией. Клетки микроглии находятся 
в покоящемся состоянии за счет взаимодействия 
CD200 рецептора с его лигандом на нейронах 
и поддерживают нейрогенез, функционирование 
синапсов и нейронов [84]. Нарушение взаимо-
действия нейронов и микроглии при церебраль-
ной ишемии и продукция провоспалительных 
медиаторов способствуют активации микроглии. 
Активированная микроглия может приобретать 
М1 провоспалительный фенотип и вовлекаться 
в воспалительный каскад, либо М2 противовос-
палительный/репаративный фенотип и участво-
вать в подавлении воспаления и восстановлении 
поврежденных тканей. Клетки с М2-фенотипом 
получили название «заживляющих клеток». Их 
участие в репарации повреждений мозговой тка-
ни опосредуется продукцией антивоспалитель-
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ных медиаторов – интерлейкина-10, (IL-10), 
трансформирующего фактора роста β (TGF-β), 
IL-4, IL-13, а также инсулиноподобного фактора 
роста-1 (IGF-1) и различных нейротрофических 
факторов [119]. При очаговой церебральной ише-
мии микроглия в раннем периоде экспрессирует 
М2-фенотип, однако впоследствии подвергнутые 
ишемии нейроны проградиентно индуцируют 
поляризацию микроглии в М1-клетки, усилива-
ющие гибель нейронов [46]. При этом пролонги-
рованное подавление активности М1-микроглии, 
начиная с подострого периода с помощью селектив-
ного ингибитора (миноциклина), усиливает нейро-
генез и улучшает неврологическое восстановление 
при экспериментальном инсульте [70]. 

Продукция провоспалительных медиаторов
Исследования в модели ишемического ин-

сульта показали усиление экспрессии воспали-
тельных цитокинов и хемокинов – IL-6, фактора 
некроза опухоли-α (TNFα), IL-1, моноцитарного 
хемотаксического белка-1 (MCP-1) в мозговой 
ткани и на периферии [63, 114]. Признаки систем-
ного воспаления в виде возрастания в сыворотке 
крови различных и, в первую очередь, провоспа-
лительных цитокинов и хемокинов в остром пе-
риоде инсульта выявлено и у человека. При этом 
показано, что концентрация IL-6 и TNFα, отра-
жающая выраженность воспалительной реакции, 
коррелирует с размерами инфаркта, тяжестью 
инсульта и его исходами [31, 128]. 

Использование животных с нокаутом или гипер-
экспрессией генов определенных цитокинов, 
а также подходы с применением нейтрализу-
ющих антител или рецепторных антагонистов 
свидетельствуют о неоднозначной роли про-
воспалительных цитокинов при церебральной 
ишемии. Например, инактивация IL-1 в моделях 
инсульта и клинических исследованиях оказыва-
ет протективное действие [30, 80]. В то же время 
IL-6 и TNFα играют двойственную роль. С одной 
стороны, уровень IL-6 коррелирует с размерами 
инфаркта и тяжестью инсульта [31]. С другой – 
делеция гена IL-6 не оказывает протективного 
действия в модели инсульта [22], что, возможно, 
связано с участием данного цитокина в регуля-
ции нейрогенеза [8]. Аналогичным образом раз-
нонаправленные эффекты показаны для TNFα. 
Так, повышенная экспрессия TNFα усиливает 
выраженность поражений при очаговой цере-
бральной ишемии [92]. В то же время в режиме 
прекондиционирования TNFα оказывает нейро-
протективный эффект при индуцированной це-
ребральной ишемии [36]. 

Рекрутирование лейкоцитов
Провоспалительные цитокины, продуциру-

емые активированными клетками микроглии, 
усиливают экспрессию лейкоцитарных молекул 

адгезии на эндотелиальных клетках и повышают 
проницаемость гематоэнцефалического барьера, 
что способствует миграции лейкоцитов (нейтро-
филов, моноцитов, лимфоцитов) в зону ишемии. 
В частности, молекулы адгезии на эндотелиаль-
ных клетках обеспечивают контакт циркулирую-
щих лейкоцитов с эндотелием, а также роллинг 
и трансмиграцию иммунных клеток из циркуля-
ции в паренхиму мозга [72].

Первыми в очаг ишемии попадают нейтро-
филы. Гранулоциты выявляются в зоне ишемии 
уже в первые часы при экспериментальном ин-
сульте и в течение 24 часов с момента инсульта 
у человека [28]. Роль нейтрофилов в патогенезе 
церебральной ишемии неоднозначна. Нейтро-
филы представляют гетерогенную популяцию, 
среди которых нейтрофилы первого типа спо-
собны оказывать повреждающее действие, тогда 
как нейтрофилы 2-го типа обладают нейропро-
тективной активностью [23]. Тем не менее по-
давление рекрутирования нейтрофилов у паци-
ентов с инсультом не показало терапевтического 
эффекта [112].

Рекрутирование циркулирующих моноцитов 
в зону инфаркта и пенумбры в модели инсульта 
происходит через 24 часа после окклюзии арте-
рии, и моноциты детектируются в зоне повреж-
дения в течение 14 дней с пиком на 3-7 сутки [11]. 
Первоначально считалось, что рекрутируемые 
моноциты/макрофаги усиливают ишемическое 
повреждение и способствуют прогрессии вто-
ричных повреждений [26]. Однако в настоящее 
время стало очевидно, что активация макрофа-
гов и последующий запуск нейровоспалительной 
реакции могут не только вызывать поврежде-
ние нервной ткани, но и индуцировать процес-
сы ее восстановления [46, 133]. Двойственную 
роль макрофагов связывают с их функциональ-
ной гетерогенностью, в частности с эффектами 
как минимум двух функциональных типов ма-
крофагов – M1- и M2-клеток. M1-макрофаги 
обладают провоспалительными свойствами, обе-
спечивают защиту от патогенов, однако являют-
ся нейродеструктивными и подавляют процессы 
репарации. M2-клетки участвуют в элиминации 
клеточного детрита в очаге ишемии [105], обе-
спечивают нейропротекцию и стимулируют ней-
рогенез, рост и миелинизацию аксонов, синапто-
генез и ангиогенез [47, 57]. 

Следует отметить, что активация микроглии 
достигает пика на 2-3 сутки и персистирует не-
сколько недель [25, 119]. В эти сроки (хрониче-
ская фаза ишемического инсульта) включаются 
восстановительные механизмы, направленные 
на ограничение воспаления и стимуляцию ак-
сонального ремоделирования нервной ткани, 
требующие участия М2-микроглии [29]. Одна-
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ко при церебральной ишемии репаративный 
потенциал клеток микроглии нарушается, по-
скольку они прогрессивно приобретают М1  про-
воспалительный фенотип [46]. В этой ситуации 
недостаточность нейропротективной активно-
сти микроглии восполняется рекрутированием 
периферических моноцитов и поляризацией их 
в М2- клетки [25, 71]. 

В отличие от клеток микроглии, рекрутируе-
мые с периферии макрофаги более резистентны 
к повреждающему действию ишемии и активно 
вовлекаются в процессы элиминации клеточно-
го дебриса на протяжении первых 7 дней после 
инсульта [100]. Учитывая более высокую фагоци-
тарную активность рекрутируемых макрофагов 
по сравнению с клетками микроглии [74], эти 
клетки могут играть более значимую роль в про-
цессах нейрональной пластичности и ремодели-
рования при церебральной ишемии. 

Протективная роль макрофагов, образующих-
ся из циркулирующих моноцитов и имеющих 
костномозговое происхождение, подтверждает-
ся рядом исследований. Chu H.X. и соавт. в мо-
дели экспериментального инсульта показали, 
что провоспалительные моноциты (Ly6Chigh), 
инфильтрирующие зону ишемии мозга, диффе-
ренцируются в М2-макрофаги и способствуют 
поляризации окружающих клеток микроглии 
и макрофагов в сторону противовоспалительно-
го фенотипа [21]. Аналогичные данные получены 
Gliem M. и соавт., которые продемонстрировали, 
что провоспалительные моноциты быстро рекру-
тируются в зону ишемии через CCR2-зависимый 
путь и дифференцируются в макрофаги, обеспе-
чивающие нейропротекцию и нейроваскулярную 
репарацию в зоне ишемии [37]. Стимулирующий 
эффект рекрутируемых макрофагов на невроло-
гическое восстановление в отдаленном перио-
де инсульта продемонстрирован недавно [129]. 
Авторы показали, что на 7 сутки после инсульта 
половина рекрутируемых макрофагов экспрес-
сирует М2-, а половина – М1-фенотип. Однако 
в последующие две недели начинает домини-
ровать М2-фенотип. Блокирование миграции 
моноцитов с помощью анти-CCR2 антител ухуд-
шает восстановление поведенческих реакций, 
что ассоциировано со снижением экспрессии 
М2-ассоциированных противовоспалительных 
генов (TGF-β, CD163 и Ym1) в поврежденной 
ткани мозга. Динамическая смена фенотипа ин-
фильтрирующих моноцитов с про- на противо-
воспалительный в зоне ишемического пораже-
ния головного мозга позволяет предполагать, что 
провоспалительные моноциты (Ly6Chigh) играют 
важную роль в элиминации погибших от некро-
за клеток и поддержании стабильности мозговых 
микрососудов, тогда как противовоспалительные 

(Ly6Clow) макрофаги принимают участие в эли-
минации апоптотических клеток и последующей 
реконструкции и ремоделировании поврежден-
ной ткани [58]. Эти результаты находятся в про-
тиворечии с данными об уменьшении объема 
инфаркта у животных с дефицитом MCP-1 (хемо-
аттрактант моноцитов) и увеличении объема по-
ражения у животных с гиперэкспрессией MCP-1 
[19, 106], что может, впрочем, объясняться вли-
янием МСР-1 на миграцию и функциональную 
активность и других клеточных популяций [106].

Рекрутирование моноцитов в зону повреж-
дения сопряжено с изменением их количества 
на периферии. Так, в модели инсульта у мышей 
показано, что возрастание провоспалительных 
Ly6Chigh моноцитов в остром периоде (через 3 часа 
после окклюзии) быстро сменяется снижением 
их количества в подострую и хроническую фазы 
(1-7 сутки), а снижение противовоспалительных 
Ly6Clow моноцитов регистрируется во всех пери-
одах – острой, подострой и хронической фазах 
инсульта [58]. Наряду с периферической кровью 
существенным резервуаром моноцитов является 
селезенка. Количество про- и противовоспали-
тельных моноцитов в остром периоде инсульта 
в селезенке значимо снижается, что ассоцииро-
вано с возрастанием моноцитов в мозговой па-
ренхиме [58]. Причем спленэктомия, предше-
ствующая окклюзии мозговой артерии, снижает 
количество инфильтрирующих моноцитов в моз-
говой ткани, не сказываясь на размерах ишеми-
ческого поражения [1]. 

У человека циркулирующие моноциты вклю-
чают субпопуляции классических (CD14+CD16-) и 
неклассических (CD14+CD16+) моноцитов [138]. 
Предполагается что классические CD14+CD16- 
моноциты дают начало М1-макрофагам, тогда 
как неклассические CD14+CD16+ моноциты – 
репаративным М2-клеткам [35]. Общее коли-
чество моноцитов в периферической крови па-
циентов в остром периоде инсульта возрастает 
за счет классических моноцитов, тогда как со-
держание неклассических моноцитов значимо 
снижается. Причем соотношение классических 
и неклассических моноцитов в периферической 
крови пациентов в острую и подострую фазу чет-
ко коррелирует с тяжестью и прогрессией ише-
мического инсульта [55].

Лимфоциты, и в частности Т-клетки, появ-
ляются в зоне ишемии и пограничных областях 
через 24 часа после окклюзии среднемозговой 
артерии, и их количество достигает пика на 7 
сутки. У мышей с дефицитом лимфоцитов раз-
меры инфаркта меньше, а восстановление коли-
чества периферических лимфоцитов приводит 
к увеличению зоны повреждения [50]. Повреж-
дающее действие Т-клеток в модели инсульта 
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проявляется уже через 24 часа после окклюзии 
среднемозговой артерии и не связано с анти-
генной специ фичностью, экспрессией кости-
муляторных молекул либо с усилением тром-
бообразования [59]. Наибольшую популяцию 
среди рекрутируемых клеток составляют CD8+ 
цитотоксические Т-клетки, оказывающие ней-
родеструктивный эффект через продукцию ин-
терферона-гамма и высвобождение перфорина. 
Повреждающий эффект Т-лимфоцитов может 
быть также обусловлен экспрессией Т-клетками 
прооксидативных ферментов и повышенной про-
дукцией супероксид радикалов [10]. Деплеция 
Т-клеток, блокирование их миграции или функ-
циональной активности оказывает протективный 
эффект в модели очаговой ишемии головного 
мозга [67]. Относительно гамма-дельта Т-клеток 
имеются данные, что они рекрутируются под 
действием продуцируемого макрофагами IL-23, 
и их повреждающее действие связно с секрецией 
IL- 17. При этом негативный эффект гамма-дель-
та Т-клеток проявляется в поздней, но не на ран-
ней стадии экспериментального инсульта [113]. 
Таким образом, повреждающий эффект Т-клеток 
в остром периоде инсульта обусловлен активаци-
ей и инфильтрацией антигеннеспецифических 
Т-клеток и продукцией ими провоспалительных 
и цитотоксических медиаторов. Данный эффект 
не связан с адаптивным иммунным ответом, раз-
витие которого требует 7-10 дней. 

Адаптивный иммунный ответ 
Повреждение мозговой ткани при инсульте 

сопровождается высвобождением большого ко-
личества аутоантигенов. В сыворотке крови паци-
ентов с ишемическим инсультом обнаруживается 
повышенный уровень различных мозгоспецифи-
ческих антигенов – основного белка миелина, 
креатинкиназы, нейрональной энолазы и белка 
s100, концентрация которых коррелирует с раз-
мерами инфаркта [52]. Мозгоспецифические 
антигены способны различными путями (через 
кровь, цереброспинальную жидкость, арахнои-
дальную оболочку обонятельного нерва, а также 
будучи захваченными антигенпрезентирующими 
клетками мозговой ткани) попадать в лимфо-
узлы и активировать лимфоциты. Презентация 
тканевых антигенов может индуцировать как со-
стояние толерантности, так и иммунный ответ. 
Однако на фоне повышенного содержания про-
воспалительных медиаторов, являющихся фак-
торами дифференцировки и созревания дендрит-
ных клеток, как правило, индуцируется развитие 
адаптивных клеточных и гуморальных иммунных 
реакций [123]. Поскольку таргетными антигена-
ми при церебральной ишемии являются струк-
туры нейральных, глиальных и эндотелиальных 
клеток, а также фрагменты внеклеточного ма-

трикса, адаптивный иммунный ответ имеет ауто-
иммунную направленность и манифестирует по-
явлением на периферии сенсибилизированных 
к тканевым антигенам аутореактивных Т-клеток 
и мозгоспецифических аутоантител [51]. 

Т-клеточный адаптивный ответ
Наличие миелин-реактивных Т-клеток у па ци-

ен тов с инсультом было выявлено еще в 1991 г. [117]. 
Впоследствии иммунный ответ Т-клеток к раз-
личным мозгоспецифическим антигенам при 
острой церебральной ишемии был подтвержден 
в клинике и эксперименте и другими автора-
ми [5, 139]. Презентация антигенов нервной тка-
ни осуществляется презентирующими клетка-
ми периферической иммунной системы, на что 
указывает повышенное содержание мозгоспе-
цифических антигенов в дендритных клетках 
и макрофагах в лимфоузлах, дренирующих ЦНС, 
у пациентов с инсультом [93]. 

Данные о роли аутореактивных Т-клеток до-
статочно противоречивы. Учитывая, что миели-
низация нервных волокон играет важную роль 
в обеспечении двигательной активности и ней-
ропластичности [83], аутоиммунное поврежде-
ние миелина может негативно влиять на восста-
новление после инсульта, обусловливая развитие 
когнитивных расстройств и церебральной атро-
фии [64]. Действительно, Becker K.J. и соавт. по-
казали, что у пациентов с инсультом, перенесших 
инфекцию в раннем периоде (на 15 день), к 90 
дню выявляется более выраженный Th1-ответ 
к основному белку миелина, протеолипидному 
белку миелина и антигену астроцитов (GFAP). 
Причем сильный Th1-ответ в эти сроки ассо-
циируется с неблагоприятным прогнозом [5]. 
В модели окклюзии средней мозговой артерии 
и реперфузии у мышей с комбинированным им-
мунодефицитом (SCID) показано, что введение 
миелин-реактивных спленоцитов сопровожда-
ется миграцией клеток в пораженное полушарие, 
увеличением объема инфаркта и ухудшением не-
врологического исхода [99]. Усиление Th1-ответа 
спленоцитов к мозгоспецифическим антигенам 
(основному белку миелина, нейрональной эно-
лазе, протеолипидному белку) на фоне введения 
липополисахарида повышает летальность и ухуд-
шает неврологический исход при моделировании 
ишемического инсульта [139]. Также обсуждает-
ся негативное влияние аутореактивных Т-клеток 
на отдаленные исходы инсульта, поскольку прак-
тически у трети выживших после инсульта паци-
ентов развивается деменция, ассоциированная 
с атрофией мозга [65]. 

С другой стороны, имеются данные, согласно 
которым аутореактивные Т-клетки не оказыва-
ют негативного эффекта. Так, Rоmer C. и соавт. 
не выявили ухудшений неврологического вос-
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становления в отдаленном периоде эксперимен-
тального инсульта на фоне усиления антигенспе-
цифического Т-клеточного ответа [101]. Более 
того, показано, что аутореактивные Т-клетки 
могут оказывать протективный эффект при пора-
жениях ЦНС. Так, модуляция иммунного ответа 
путем примирования Т-клеток нейральными ан-
тигенами оказывает нейропротективный и про-
тивовоспалительный эффекты в моделях остро-
го повреждения головного мозга [39]. В других 
работах показано, что примирование Т-клеток 
памяти 1 и 2 типа миелиновым гликопротеином 
олигодендроцитов ускоряет реваскуляризацию 
и неврологическое восстановление при трав-
матическом поражении мозга [45]. Пассивный 
перенос миелин-реактивных Т-клеток также за-
щищает нейроны от вторичных дегенеративных 
изме нений [78]. 

Механизмы позитивного влияния аутореак-
тивных Т-клеток на функциональное восста-
новление после инсульта остаются во многом 
неизвестными. Тем не менее фаза регенератив-
ных процессов, которая следует за фазой остро-
го поражения, совпадает по времени с запуском 
адаптивного иммунного ответа. Необходимое 
для функционального восстановления создание 
новой нейральной сети достигается за счет акти-
вации нейрогенеза, нейропластичности, синап-
тогенеза, ангиогенеза и глиогенеза. Предпола-
гается, что Т-клетки, вовлеченные в иммунный 
ответ, участвуют в запуске и продвижении этих 
репаративных механизмов преимущественно 
за счет продукции нейротрофических и регуля-
торных факторов [9]. Действительно, Т-клетки 
принимают участие в поддержании нейрогенеза 
в гипокампе [131]. Этот эффект обеспечивается 
антигенспецифическими CD4+Т-лимфоцитами 
и опосредуется продукцией нейротрофических 
факторов – фактора роста нервов, нейротрофи-
ческого фактора головного мозга, нейротрофи-
на-3 [77, 140]. Таким образом, индуцированные 
при ишемическом поражении головного мозга 
антигенспецифические CD4+T-клетки могут 
стимулировать неврологическое восстановление 
через активацию нейрогенеза. 

Разнонаправленные эффекты адаптивного 
иммунного ответа могут быть обусловлены раз-
личными факторами, в том числе субпопуля-
ционной принадлежностью Т-клеток, а также 
направленностью и силой иммунного ответа. 
Кроме того, определенное значение может иметь 
специфичность антигенов. Так, более высокая 
реактивность лимфоцитов Т-клеточной зоны 
миндалин или лимфоузлов к основному белку 
миелина коррелирует с исходной тяжестью ин-
сульта, большими размерами инфаркта и худшим 
исходом. В то же время более высокая реактив-

ность к нейрональным антигенам коррелирует 
с меньшими размерами инфаркта и лучшими от-
даленными исходами [93]. Возможно, это связа-
но с презентацией миелиновых и нейрональных 
антигенов различными типами дендритных кле-
ток, как это происходит при рассеянном склеро-
зе [125], и активацией соответственно различных 
типов Т-клеток. 

Индукция толерантности и Тreg
Одной из популяций, которая генерируется 

при ишемическом повреждении мозга и мигри-
рует в зону ишемического повреждения, являются 
регуляторные CD4+Т-клетки с супрессорной ак-
тивностью (Тreg). В модели экспериментального 
инсульта Тreg выявляются с первых дней, накап-
ливаются в зоне ишемии, пролиферируют и со-
храняются там до 30 дней [116]. Раннее появление 
Тreg в зоне поражения отражает неспецифиче-
скую инфильтрацию Т-клеток на фоне наруше-
ний гематоэнцефалического барьера, тогда как в 
более поздние сроки возрастание Тreg в циркуля-
ции, селезенке и зоне ишемического поражения 
головного мозга свидетельствует о развитии адап-
тивного иммунного ответа и, в частности, об ин-
дукции периферической толерантности. Обладая 
супрессорной активностью, Тreg через модуля-
цию воспалительного процесса могут защищать 
ткани мозга от ишемического повреждения. Так, 
Тreg секретируют противовоспалительные цито-
кины (TGF-β, IL-10), подавляющие системное 
и локальное воспаление; ингибируют выработку 
металлопротеиназы-9, предотвращая нарушения 
гематоэнцефалического барьера; ингибируют ак-
тивность Т-клеток в мозговой ткани и на пери-
ферии; подавляют активацию микроглии [18, 68]. 
Усиление активности Тreg с помощью ингибито-
ра гистоновой диацетилазы приводит к сокраще-
нию размеров поражения мозговой ткани [69]. 
Протективный эффект наблюдается и при вве-
дении экзогенных Тreg [66] либо генерации Тreg 
на фоне индукции иммунологической толерант-
ности против основного белка миелина [34]. 
Данный эффект воспроизводился при переносе 
спленоцитов или CD4+T-клеток от толерантных 
мышей интактным животным [4]. Позитивный 
эффект Тreg может быть обусловлен не только их 
иммунорегуляторной активностью, направлен-
ной на подавление воспалительного процесса, но 
и стимулирующим влиянием на стволовые клет-
ки, поскольку деплеция Тreg сопровождается ос-
лаблением нейрогенеза [104]. Другим механиз-
мом Тreg может быть стимулирующее действие 
этих клеток на постишемическую неоваскуляри-
зацию [141]. 

С другой стороны, Тreg могут вызывать по-
вреждение микрососудов и тем самым потенци-
ировать ишемическое поражение головного моз-
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га. Действительно, имеются данные, что деплеция 
CD25+Тreg в модели инсульта либо не сказыва-
ется на неврологическом восстановлении [116], 
либо оказывает протективный эффект. Причем 
в последнем случае неврологическое улучшение 
нивелировалось при восстановлении популя-
ции регуляторных Т-клеток [98]. Введение Тreg 
в остром периоде инсульта оказывает негативный 
эффект, который является антигеннеспецифиче-
ским и связан со способностью Тreg усиливать 
взаимодействие тромбоцитов с эндотелиальны-
ми клетками, способствуя образованию тромбов 
в микрососудах [60]. 

У пациентов с ишемическим инсультом, осо-
бенно у женщин, содержание Тreg на периферии 
повышено, однако эти клетки характеризуются 
сниженной способностью ингибировать про-
лиферацию аутологичных лимфоцитов [135]. 
Ruhnau J. и соавт. также выявили снижение су-
прессорной активности Тreg у пациентов с ин-
сультом. При этом авторы отмечали значимое 
снижение количества FoxP3+CD39+Тreg в пери-
ферической крови и подавление их супрессорной 
активности в течение первых 7 суток после ише-
мического инсульта [103]. 

Гуморальный иммунный ответ
Вовлеченность В-клеток в патогенез цере-

бральной ишемии подтверждается появлением 
в сыворотке пациентов антител со специфич-
ностью к антигенам ЦНС [7]. Хотя значение 
В-клеток и продуцируемых ими аутоантител при 
ишемическом инсульте далеко от полного по-
нимания, на сегодняшний день нет данных о не-
гативном влиянии циркулирующих ауто антител 
на неврологическое восстановление после ин-
сульта. Более того, складывается впечатление 
о протективной роли гуморального иммунитета. 
Внутримозговое введение CD19+B-клеток селе-
зенки в модели инсульта у мышей с дефицитом 
В-лимфоцитов приводит к уменьшению разме-
ра инфаркта [20]. Возможно, выявленный про-
тективный эффект связан с присутствием среди 
В-лимфоцитов регуляторных В-клеток, способ-
ных подавлять продукцию провоспалительных 
цитокинов периферическими Т-лимфоцитами. 
Действительно, перенос регуляторных В-клеток 
в мозговую ткань в острую фазу эксперимен-
тального инсульта подавляет воспалительный 
ответ и улучшает неврологическое восстанов-
ление [97]. Другим объяснением протективной 
роли В-клеток может быть продукция аутоанти-
тел, распознающих молекулу фосфорилхолина, 
входящую в состав окисленных липидов низ-
кой плотности, мембран апоптотических клеток 
и клеточной стенки Streptococcus pneumoniae. Эти 
антитела могут участвовать как в элиминации 
окисленных липопротеидов и апоптотических 

клеток, так и защите от пневмококковой ин-
фекции [14]. У человека отмечается выраженное 
уменьшение циркулирующих и селезеночных 
В-клеток (атрофия селезенки) при инсульте [87]. 
Причем количество CD19+В-лимфоцитов прямо 
коррелирует с хорошим неврологическим восста-
новлением [122]. Соответственно, уменьшение 
выраженности селезоночной атрофии на фоне 
приема статинов оказывает нейропротективный 
эффект [53].

Механизмы подавления нейровоспаления
Воспалительный ответ, индуцированный 

ишемическим инсультом, включает механизмы 
обратной регуляции, направленные на ограни-
чение и разрешение воспаления. Подавление 
воспаления осуществляется посредством взаи-
модействия большого количества клеток и про-
дуцируемых ими факторов и является критиче-
ским условием для предупреждения развития 
вторичных повреждений и запуска репаративных 
процессов [51, 85]. При этом важными этапа-
ми в подавлении воспаления является удаление 
погибших клеток, создание противовоспали-
тельного микроокружения и секреция ростовых 
и нейротрофических факторов, обеспечивающих 
выживаемость клеток и тканевую реконститу-
цию [82, 115]. 

Элиминация мертвых клеток осуществляется 
клетками микроглии и инфильтрирующими ма-
крофагами [105] путем распознавания сигналов 
«найди меня» (UTP, ATP) и «съешь меня» (UDP, 
PtdSer), которые, соответственно, вызывают 
хемотаксис макрофагов и стимулируют фаго-
цитоз [61, 81]. Фагоцитоз апоптотических кле-
ток стимулирует секрецию макрофагами IL-10 
и TGF-β [82], которые в свою очередь блокируют 
антигенную презентацию, индуцируют Тreg, по-
давляют экспрессию молекул адгезии на эндоте-
лиальных клетках и продукцию провоспалитель-
ных цитокинов [118]. TGF-β и IL-10 являются 
плейотропными цитокинами, которые наряду 
с противовоспалительной активностью обладают 
нейропротективным действием [13, 41]. Поэтому 
усиление их синтеза в процессе фагоцитоза апоп-
тотических клеток может стимулировать ткане-
вую репарацию за счет подавления воспаления 
и прямого цитопротективного эффекта на клет-
ки, выжившие в условиях церебральной ишемии. 
Кроме того, важную роль в подавлении постише-
мического воспаления могут играть метаболиты 
арахидоновой кислоты и омега-3 жирной кисло-
ты – липоксины, резолвины и протектины [115]. 

Активация ростовых факторов в постинсульт-
ном периоде способствует формированию ми-
кроокружения, благоприятствующего спраутингу 
нейронов, нейрогенезу, глиогенезу, ангиогенезу 
и образованию аксональных коллатералей [15]. 
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Поэтому ростовые факторы и металлопротеина-
зы, продуцируемые макрофагами, нейронами, 
астроцитами, олигодендроцитами и эндотели-
альными клетками, обеспечивают процессы вос-
становления и ремоделирования поврежденной 
нервной ткани [15, 40].

Системные проявления иммунного ответа 
на острую ишемию

Наряду с воспалительным ответом в мозговой 
ткани изменения иммунных параметров наблю-
даются также в крови, костном мозге, селезенке 
и других лимфоидных органах [24, 76]. Как в экс-
периментальных моделях, так и у человека ин-
сульт сопровождается быстрым (в течение часов) 
возрастанием числа лейкоцитов в перифериче-
ской крови и усилением экспрессии генов про-
воспалительных медиаторов, что свидетельствует 
о развитии системной воспалительной реакции 
в ответ на ишемическое поражение мозга [32, 86]. 
Системное воспаление проявляется значимым 
увеличением соотношения нейтрофилов и лим-
фоцитов [136], величина которого является про-
гностическим маркером 60- и 90-суточной ле-
тальности при ишемическом инсульте [12, 120]. 

Наряду с костным мозгом источником лейко-
цитов на периферии является селезенка, сокра-
щение которой сопровождается высвобождением 
спленоцитов в циркуляцию и их миграцией в зону 
первичного ишемического поражения [110], что 
опосредует иммунные механизмы вторичных по-
вреждений [91]. У человека активация селезенки 
проявляется сокращением ее размеров и выявля-
ется у 40% пациентов. Эти пациенты характеризу-
ются большей тяжестью инсульта и выраженно-
стью воспалительной реакции, в частности более 
высоким уровнем в плазме интерферона-гамма, 
IL-6, IL-12, IL-13 и IL-10 [124]. Вовлечение кле-
ток селезенки при инсульте связывают с акти-
вацией симпатической нервной системы [96] 
и повышенной экспрессией провоспалительных 
медиаторов, включая хемокины и цитокины 
(TNFα, IFNγ, IL-6, MCP-1, MIP-2, CCR1, CCR2, 
CCR7 и IP-10) [86, 111]. Удаление селезенки 
или ее облучение перед или сразу после окклю-
зии мозговой артерии уменьшает размеры ише-
мического инфаркта и улучшает восстановление 
[90, 137]. В этом аспекте терапевтический потен-
циал стволовых клеток в моделях ишемического 
поражения головного мозга может быть в значи-
тельной мере опосредован их способностью по-
давлять провоспалительный ответ со стороны се-
лезенки [56, 108, 142]. 

Индуцированный церебральной ишемией 
острофазовый ответ быстро сменяется глубокой 
иммунодепрессией. Эта фаза характеризуется 
лимфопенией, возрастанием уровня IL-10, сни-
жением функциональной активности моноци-

тов (уменьшением экспрессии HLA-DR молекул 
и способности продуцировать провоспалитель-
ные цитокины), апоптозом лимфоцитов и атро-
фией лимфоидных органов [42, 121]. Клиниче-
ским проявлением иммунной недостаточности 
является присоединение инфекций респиратор-
ного и мочевого тракта, часто являющихся при-
чиной летальности при инсульте [76, 121]. Так, 
пневмония и инфекция мочевыводящих путей 
выявляются у 30% пациентов в постинсультном 
периоде [130]. Развитие инфекций ассоциирова-
но с более обширными размерами ишемического 
поражения мозга и более выраженными проявле-
ниями иммунной недостаточности. По данным 
Vogelgesang A. и соавт., пациенты с наличием ин-
фекционных осложнений отличаются более вы-
соким уровнем IL-10 и IL-6 и более низким со-
держанием CD4+Т-клеток [127]. 

Механизмы развития иммунной недоста-
точности во многом связывают с активацией 
симпатоадреналовой системы и повышенным 
высвобождением глюкокортикоидов и катехо-
ламинов [3, 76]. Действительно, у пациентов 
с инсультом выявляется повышенный уровень 
в сыворотке крови кортизола и катехоламинов, 
высокая концентрация которых является пре-
диктором летального исхода [3, 16]. Взаимодей-
ствуя с β2- адренорецепторами, катехоламины 
подавляют антигенпрезентирующую функцию 
дендритных клеток и моноцитов; индуцируют 
толерогенные дендритные клетки, способные 
вызывать анергию Т-лимфоцитов и генерацию 
Тreg [44]. Активированные глюкокортикоидами 
моноциты подавляют в Т-клетках продукцию 
IFNγ и IL-17 и также индуцируют генерацию Тreg 
[126]. Возрастание уровня указанных медиаторов 
вызывает апоптоз лимфоцитов и Th1/Th2- пере-
ключение, атрофию первичных и вторичных 
лимфоидных органов, индукцию регуляторных 
Т-клеток [87, 88, 94]. Симпатическая иннерва-
ция имеется во всех органах, включая иммунную 
систему. Кроме того, катехоламины могут секре-
тироваться Т-клетками. Поэтому, учитывая на-
личие адренергических рецепторов на иммунных 
клетках, гиперактивация симпатоадреналовой 
системы при инсульте во многом обусловливает 
развитие глубокой иммуносупрессии [132]. При-
частность указанных медиаторов к развитию ин-
фекционных осложнений подтверждается тем, 
что пациенты с повышенным уровнем кортизола 
и катехоламинов более чувствительны к разви-
тию инфекционных осложнений [16]. Антагони-
сты стероидов или β-адренергических рецепто-
ров (пропанолол) в моделях экспериментального 
инсульта предотвращают развитие апоптоза лим-
фоцитов и уменьшают чувствительность к ин-
фекциям [94]. Аналогичным образом пациенты, 
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принимающие β-блокаторы, имеют меньший 
риск ранней летальности [27].

Поскольку иммуносупрессия приводит к по-
давлению антигенной презентации и, как след-
ствие, способствует развитию толерогенного 
ответа, при отсутствии инфекции данная фаза 
способствует предотвращению избыточных про-
явлений системного воспаления и аутоиммунных 
реакций. С этой точки зрения «контролируемая» 
иммуносупрессия может рассматриваться в каче-
стве механизма feed-back регуляции, направлен-
ного на предупреждение вторичных поврежде-
ний и прогрессии неврологических расстройств, 
обусловленных воспалительными и/или аутоим-
мунными реакциями. 

Однако чрезмерная или пролонгированная 
иммуносупрессия часто сопряжена с развитием 
инфекционных осложнений, которые являются 
непосредственной причиной летального исхо-
да [130]. Кроме того, присоединение инфекции 
может потенциировать воспаление и развитие 
аутоиммунных реакций за счет активации ко-
стимуляторных молекул и усиления антигенной 
презентации [62]. Так, введение липополисаха-
рида в модели ишемии и реперфузии (в качестве 
прототипа бактериальной инфекции) ухудшает 
исходы инсульта [75] и усиливает выраженность 
постишемической атрофии мозга через 1 мес. по-
сле моделирования инсульта, что связано с уси-
лением экспрессии костимуляторной молекулы 
B7.1, сенсибилизацией Т-клеток к мозговым 
антигенам и активацией Th1-ответа [6, 139]. Та-
ким образом, негативный эффект постинсульт-
ной иммуносупрессии, помимо присоединения 
инфекций, может заключаться в потенцирова-
нии аутоиммунных реакций, детерминирующих 
неврологические расстройства в отдаленном пе-
риоде. При этом еще одним механизмом, способ-
ствующим активации аутореактивных клонов, 
может быть деплеция CD4+Тreg как результат по-
стишемической лимфопении.

Заключение
Иммунные реакции являются ключевыми зве-

ньями патогенеза инсульта. Воспаление, опосре-
дованное клетками врожденного иммунитета, 
играет двойственную роль, оказывая не только 
нейродеструктивные эффекты, но и участвуя 
в восстановлении поврежденной нервной ткани. 

Ишемия и реперфузия индуцируют высвобож-
дение воспалительных сигналов, ответственных 
за интрацеребральную инвазию периферических 
лейкоцитов. И хотя конечной целью воспали-
тельной реакции является восстановление гоме-
остаза, воспалительные медиаторы оказывают 
выраженное повреждающее действие на мозго-
вую ткань. Церебральная ишемия также запуска-
ет локальные и системные реакции адаптивного 
иммунитета, однако эти реакции, по-видимому, 
не оказывают значимого деструктивного дей-
ствия в остром периоде. Более того, отдельные 
субпопуляции лимфоцитов обладают протек-
тивной функцией, ослабляют цитотоксический 
эффект провоспалительных медиаторов и спо-
собствуют восстановлению поврежденной ткани. 
В то же время значение адаптивных реакций в раз-
витии отдаленных неврологических расстройств, 
в частности ассоциированных с атрофией мозга 
и деменцией, остается открытым вопросом. Ме-
ханизмы деструктивных и протективных эффек-
тов иммунных клеток при церебральной ишемии 
еще далеки от полного осмысления. Важным 
представляется выяснение роли иммуносупрес-
сии в отношении ранних и отдаленных исходов 
инсульта. В то время как иммунные реакции 
приводят к повреждению мозга, поврежденная 
мозговая ткань в свою очередь оказывает вы-
раженный иммуносупрессивный эффект, что 
предрасполагает к присоединению инфекции 
и снижает выживаемость пациентов с инсультом. 
Ключевая роль иммунной системы в патогенезе 
инсульта обосновывает необходимость разработ-
ки иммунотерапевтических подходов к лечению 
церебральной ишемии. Исследования, раскры-
вающие взаимодействия между иммунной си-
стемой и ишемизированным мозгом, позволят 
разработать новые методы иммуномодуляции, 
направленные на подавление воспалительного 
и усиление репаративного ответа иммунных кле-
ток. Перспективной сферой дальнейшего поиска 
является также выяснение клеточных и молеку-
лярных механизмов постишемической иммуно-
супрессии. Исследования в этом направлении 
позволят выявить не только новые прогностиче-
ские биомаркеры, но и определить новые мише-
ни терапевтических воздействий.
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ЦИТОКИНОВАЯ РЕГУЛЯЦИЯ РЕГЕНЕРАТОРНЫХ ПРОЦЕССОВ 
В ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЕ ПРИ АЛЛОКСАНОВОМ 
САХАРНОМ ДИАБЕТЕ У КРЫС И ЕГО КОРРЕКЦИИ 
СОЕДИНЕНИЕМ РЯДА 1,3,4-ТИАДИАЗИНА И ЛИПОЕВОЙ 
КИСЛОТОЙ
Данилова И.Г.1, 2, Емельянов В.В.1, Гетте И.Ф.1, 2, Медведева С.Ю.1, 2,  
Булавинцева Т.С.1, 2, Черешнева М.В.2, Сидорова Л.П.1,  
Черешнев В.А.1, 2, Соколова К.В.1
1 ФГАОУ ВО «Уральский федеральный университет имени первого Президента России Б.Н. Ельцина»,  
г. Екатеринбург, Россия  
2 ФГБУН «Институт иммунологии и физиологии» Уральского отделения Российской академии наук,  
г. Екатеринбург, Россия

Резюме. В эксперименте in vivo впервые дана комплексная сравнительная оценка способности со-
единения L-17 (2-морфолино-5-фенил-1,3,4-тиадиазина гидробромида) и антиоксиданта липоевой 
кислоты (ЛК) корригировать уровень цитокинемии, метаболические нарушения и морфологические 
изменения в поджелудочной железе при аллоксановом диабете. Установлено, что все тестируемые 
соединения корригируют гипергликемию, снижают накопление гликированных белков крови. Ис-
следуемое соединение L-17 из ряда 1,3,4-тиадиазинов обладает способностью к коррекции метаболи-
ческих нарушений при аллоксановом СД, сопоставимой с таковой антиоксиданта ЛК. Однако L-17 
снижает уровень исследуемых цитокинов до значений интактных животных, предотвращая развитие 
системных воспалительных реакций, обусловливающих повреждение органов-мишеней при СД.
Ключевые слова: сахарный диабет, гипергликемия, воспаление, инсулин, цитокины, липоевая кислота

CYTOKINE REGULATION OF REGENERATIVE PROCESSES IN 
PANCREATIC GLAND IN ALLOXAN-INDUCED DIABETIC RATS, 
AND IT CORRECTION BY 1,3,4-THIADIAZINE COMPOSITION 
AND LIPOIC ACID
Danilova I.G.a, b, Emelianov V.V.a, Gette I.F.a, b, Medvedeva S.Yu.a, b,  
Bulavintseva T.S.a, b, Chereshneva M.V.b, Sidorova L.P.a, 
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Abstract. A comprehensive comparative evaluation of the ability of L-17 compound (2-morpholino-5-
phenyl-1,3,4-thiadiazine) and antioxidant lipoic acid (LA) to correct blood cytokine levels, metabolic disorders 
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and morphological alterations in pancreas in alloxan-induced diabetes was performed for the first time, using an 
experimental in vivo model. All the tested compounds have been found to correct hyperglycemia and decreased 
accumulation of glycated blood proteins. The tested L-17 compound belongs to the 1,3,4-thiadiazine series 
and is able to correct metabolic disorders occurring in alloxan-induced diabetes comparable to activity of 
LA antioxidant. However, L-17 reduces the cytokine levels to the values of intact animals, that preventing 
development of systemic inflammatory response which causes damage of target organs in diabetes mellitus. 

Keywords: diabetes mellitus, hyperglycemia, inflammation, insulin, cytokines, lipoic acid

Работа выполнена при поддержке гранта РНФ 
№ 16-15-00039.

Введение
Исследование механизмов регуляции регене-

раторных процессов в панкреатических остров-
ках при сахарном диабете (СД) создает базу 
для разработки перспективных стратегий фар-
макологической коррекции данной патологии. 
Известно, что в патогенезе СД 1 типа имеют ме-
сто воспалительные и аутоиммунные реакции, 
контролируемые иммунокомпетентными клет-
ками крови и тканей и опосредованные цитоки-
нами [7, 24, 25, 41]. Именно цитокины являются 
триггерами каскада биологических реакций при 
этом заболевании. Развивающаяся в результате 
гибели инсулиноцитов стойкая гипергликемия 
способствует повсеместному накоплению гли-
кированных белков, в отношении которых также 
осуществляются аутоиммунные реакции. Гипер-
гликемия приводит к развитию низкоинтенсив-
ного системного хронического воспаления, 
формированию хронических осложнений СД, 
таких как микроангиопатии, нефропатия, рети-
нопатия [1, 18, 42, 45]. Регуляция воспалитель-
ных и аутоиммунных реакций иммунокомпе-
тентными клетками осуществляется посредством 
секреции таких провоспалительных цитокинов, 
как фактор некроза опухолей-альфа (TNFα), ин-
терлейкин-1 (IL-1) и интерлейкин-6 (IL-6) [17, 
35]. Согласно данным литературы, увеличение 
содержания TNFα в плазме крови наблюдается 
у пациентов с сахарным диабетом 1 и 2 типа [39, 
40], причем увеличение этого показателя корре-
лирует с уровнем гипергликемии [18]. Отмечают 
повышенный уровень TNFα также у грызунов 
с аллоксановым и стрептозотоциновым диабетом 
[20]. Увеличение содержания TNFα обнаружи-
вают не только в плазме крови и слюне больных 
СД [26], но также в различных тканях диабети-
ческих крыс, в том числе в сетчатке глаза [23]. 
IL-1 подавляет продукцию инсулина β-клетками 
и стимулирует их апоптоз [28]. Также IL-1 инду-
цирует NO-синтазу, вследствие чего в β-клетках 
возрастает содержание оксида азота, что в конеч-
ном итоге приводит β-клетки к гибели [21]. По-
вышенное содержание IL-6 выявлено у больных 
СД 1 и СД 2 типа в плазме крови [15, 22], а также 
в плазме крови мышей с аллоксановым диабетом 

[20]. У больных CД 1 типа содержание IL-6 кор-
релировало с повышением уровня гликирован-
ного гемоглобина [26].

Антивоспалительное действие оказывает 
IL- 10 [33]. Данные об изменении содержания 
IL- 10 при СД 1 типа противоречивы, однако  
известно, что в процессе лечения уровень 
IL- 10, в отличие от уровня других цитокинов, 
не снижался [20].

Установлено, что гиперпродукция провос-
палительных цитокинов может предшествовать 
клинической манифестации СД у человека, обна-
руживаясь еще на стадии нарушенной гликемии 
натощак, коррелирует с уровнем биомаркеров 
оксидативного стресса [19] и является предикто-
ром развития СД у предрасположенных лиц [2].

В литературе имеются сообщения об успеш-
ном применении при СД антивоспалительных 
цитокинов, в частности рецепторного антаго-
ниста IL-1, показавшего гипогликемическое 
и гиполипидемическое действие при экспери-
ментальном СД [3] и снижавшего риск развития 
микроангиопатий [14] и улучшавшего секрецию 
инсулина у пациентов с СД 2 типа [29].

Таким образом, цитокины в ряде случаев мо-
гут стать мишенями для терапевтического воз-
действия при СД, а уровни цитокинемии обо-
снованно претендуют на роль биомаркеров 
для прогнозирования СД и ранней диагностики 
его осложнений.

В настоящее время интенсивно проводится 
фармакологический скрининг химических ве-
ществ с плейотропным действием, сочетающих 
способность корригировать метаболические (ок-
сидативный стресс, неферментативное гликиро-
вание белков) и иммунологические нарушения 
(индукция аутоиммунных реакций, системный 
воспалительный ответ) при СД. Соединения, 
блокирующие данные патогенетические меха-
низмы, могут стать потенциальными лекарствен-
ными средствами для терапии этого социально 
значимого заболевания.

В рамках научного поиска в этом направле-
нии мы обратили внимание на ряд производных 
1,3,4-тиадиазина, синтезированных на кафедре 
органической и биомолекулярной химии ХТИ 
УрФУ под руководством академика РАН О.Н. Чу-
пахина. Как установлено нашими предыдущими 
исследованиями, эти вещества обладают способ-
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ностью ингибировать неферментативное глики-
рование белков при инкубации бычьего сыво-
роточного альбумина с глюкозой. Производные 
1,3,4-тиадиазина обладают выраженными анти-
оксидантными свойствами, поскольку блокиру-
ют окисление аскорбиновой кислоты кислоро-
дом воздуха в модельной системе in vitro [15, 37]. 
Нами также была впервые обнаружена способ-
ность соединений ряда 1,3,4-тиадиазина корри-
гировать течение аллоксанового СД у крыс, что 
выражалось в снижении гипергликемии, окси-
дативного стресса и накопления гликированных 
белков в крови и органах животных [9, 10, 12], 
и установлена минимально необходимая продол-
жительность введения соединения ряда 1,3,4-ти-
адиазина [11].

Тем не менее механизмы корригирующего 
влияния соединений ряда 1,3,4-тиадиазина при 
аллоксановом СД остаются недостаточно изу-
ченными. Учитывая роль хронического низкоин-
тенсивного системного воспаления в патогенезе 
СД, а также данные о противовоспалительном 
действии соединения ряда 1,3,4-тиадиазина 
на моделях экспериментального инфаркта ми-
окарда [36] и панкреонекроза [16], представляет 
интерес оценить возможность коррекции реге-
нераторных процессов в островковом аппарате 
поджелудочной железы и цитокинового профиля 
крови соединением ряда 1,3,4-тиадиазина при 
аллоксановом СД у крыс.

Липоевая кислота успешно применяется 
в терапии осложнений СД как препарат, корри-
гирующий метаболические нарушения, инсу-
линорезистентность, гиперпродукцию провос-
палительных цитокинов клетками иммунной 
системы, что было доказано на различных моде-
лях экспериментальной патологии [34]. Данный 
факт определил выбор липоевой кислоты в каче-
стве препарата сравнения в настоящем экспери-
ментальном исследовании.

Материалы и методы
Наиболее распространенными эксперимен-

тальными моделями СД 1 типа являются модели 
с использованием аллоксана и стрептозотоци-
на [13, 20, 31]. Однако аллоксан обладает более 
низким прямым цитотоксическим эффектом 
по сравнению со стрептозотоцином, что позво-
ляет более точно определять сроки выбранных 
метаболических событий и их патофизиологиче-
ские последствия [13, 31]. Прооксидантное дей-
ствие аллоксана приводит к генерации активных 
форм кислорода и является причиной гибели 
β-клеток островков Лангерганса, которые осо-
бенно уязвимы к действию свободных радикалов 
вследствие низкой активности ферментов антио-
оксидантной защиты [32]. Аллоксан обладает 

высоким сродством к SH-содержащим соедине-
ниям и, как следствие, уменьшает содержание 
глутатиона в клетке. Кроме того, аллоксан инги-
бирует глюкокиназу, необходимую для секреции 
инсулина в ответ на стимуляцию глюкозой [38].

Все эксперименты на животных были одобре-
ны Этическим комитетом Института иммуно-
логии и физиологии Уральского отделения РАН 
(г. Екатеринбург, Россия) и выполнены в соответ-
ствии с принципами, сформулированными в Ди-
рективе 2010/63/ЕС Европейского парламента 
и Европейского Совета от 22 сентября 2010 года 
о защите животных, используемых в научных це-
лях (Официальный журнал Европейского союза, 
2010 г.). Животные, используемые в исследова-
нии, были помещены в карантин в виварии и на 
момент начала эксперимента были клинически 
здоровы. Все животные содержались в равных ус-
ловиях (12 часов света / 12 часов темноты), были 
помещены по 5 животных в клетку, их кормили 
в соответствии с обычным графиком со свобод-
ным доступом к воде.

Эксперименты проводили на 40 крысах-сам цах 
линии Вистар (по 10 крыс в группе). Животные 
были одного возраста и веса. СД моделировали 
введением аллоксана по ранее разработанной 
методике в течение 3 суток в суммарной дозе 
300 мг/ кг массы животного [6]. Было сформиро-
вано 5 групп животных: интактная (1), контроль-
ная с аллоксановым СД (2), опытная с аллокса-
новым СД и его коррекцией соединением L-17 
ряда 1,3,4-тиадиазина (3) и опытная с аллоксано-
вым СД и его коррекцией липоевой кислотой (4). 
Синтетическое соединение L-17 ряда 1,3,4-ти-
адиазина и вещество сравнения липоевую кис-
лоту (препарат «Октолипен», Россия) вводили 
внутримышечно в дозе 40 мг/кг массы животного 
3 раза в неделю в течение 4 недель. На 30 сутки 
животных выводили из эксперимента инъекцией 
40 мг/ кг пентобарбитала натрия. В плазме крови 
крыс определяли концентрации глюкозы унифи-
цированным глюкозооксидазным методом набо-
ром Витал диагностикс (СПб), в цельной крови – 
гликированного гемоглобина (HbA1С) методом 
колоночной хроматографии наборами «Диабет-
тест» (Фосфосорб, Москва). В плазме крови крыс 
также определяли содержание инсулина мето-
дом ИФА наборами реактивов фирмы Millipore 
Corporation, кортикостерона – наборами фирмы 
Immunodiagnostic Systems Ltd, интерлейкинов 
IL- 1α, IL-6, IL-10, IFNγ, TNFα, инсулинопо-
добного ростового фактора 1 (IGF-1) – набора-
ми фирмы Thermo Scientific на автоматическом 
анализаторе LAZURITE AUTOMATED ELISA 
SYSTEM.

Образцы ткани поджелудочной железы отде-
ляли от жировой ткани и погружали в 10% ней-
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тральный формалин на 24 часа при комнатной 
температуре. Подготовку образцов для гистоло-
гического исследования осуществляли с исполь-
зованием автоматического процессора Leica EG 
1160 с последующей заливкой в парафин. С серий-
ных срезов толщиной 3-4 мкм удаляли парафин, 
для этого стекла помещались последовательно 
в ксилол, в 100% спирт и в растворы с постепен-
ным снижением концентрации спирта до полно-
стью водного раствора [27]. Далее, не давая сте-
клам высохнуть, каждый первый срез из серии 
окрашивали гематоксилин-эозином и проводили 
морфологическое и морфометрическое иссле-
дование. Микроскопическое исследование про-
изводили на микроскопе Leica DM 2500, анализ 
изображений выполняли в программе ВидеоТест  
«Морфология» 5.0. Иммуногистохимическое ис-  
сле дование поджелудочной железы лабора-
торных животных проводили по стандартному 
протоколу с использованием Autostainer DAKO 
на формалин-фиксированных парафиновых сре-
зах толщиной 3-4 мкм. Демаскировку антигенов 
осуществляли путем высокотемпературной об-
работки в цитратном буфере с использованием 
Pascal DAKO [27]. Визуализацию β-клеток осу-
ществляли с помощью антител к инсулину (clon 
E11D7, Millipore). Первичные антитела исполь-
зовали в рабочем разведении 1:100 и инкубиро-
вали в течение 60 минут при 37 °С. Затем осу-
ществляли инкубацию с вторичными biotin goat 
anti-mouse Igs (multiple adsorption) (BD) в разве-
дении 1:50 и инкубировали в течение 30 минут 
при 37 °С. Для визуализации антигенреактивных 
клеток использовали тест-систему NovolinkTM 
Polymer Detection System (Novocastra Lab., Ltd), 
включающую хромогенный субстрат 3,3-диами-
нобензидин (DAB) в забуферном растворе [27]. 
DAB-позитивные клетки идентифицировали 
по коричневому гранулярному окрашиванию ци-
топлазмы клеток. Для исключения неспецифиче-
ского окрашивания проводили постановку нега-
тивного и позитивного контроля.

Морфометрические исследования островко-
вого аппарата поджелудочной железы в каждой 
экспериментальной группе животных включали 
следующие показатели: подсчет общего количе-
ства островков и количества островков, обладаю-
щих положительной реакцией на инсулин, в 1 мм2 

паренхимы поджелудочной железы (N/ мм2), диа-
метра панкреатических островков (μм); общей 
клеточности островка, количества β-клеток. 
Определение функциональной активности 
β-клеток осуществляли в микропрепаратах под-
желудочной железы, специфически окрашенных 
на инсулин, путем оценки интенсивности экс-
прессии антигена (инсулина) в клетках по их оп-
тической плотности с помощью программы ана-
лиза изображения ВидеоТест «Морфология» 5.0.

Статистическая обработка результатов экс-
перимента проводилась с применением про-
граммного комплекса Biostatistica и MS Excel. 
Для сравнения двух независимых групп по ко-
личественному признаку использован непара-
метрический критерий Манна–Уитни. Различия 
между показателями считались статистически 
значимыми, если уровень значимости p не пре-
вышал 0,05.

Результаты
Введение аллоксана, непосредственно по-

вреждающего β-клетки поджелудочной же-
лезы, приводило к снижению плазменной 
концентрации инсулина на 34% с 0,66±0,19 
до 0,42±0,06 нг/ мл (p1-2 < 0,05), наблюдалась 
тенденция к увеличению концентрации корти-
костерона на 23% с 65,8±7,2 до 81,0±13,93 нг/ мл 
(табл. 1). Абсолютный дефицит инсулина и пре-
обладание эффектов контринсулярных гормо-
нов приводили к выраженной гипергликемии 
и гликированию гемоглобина (табл. 1). Так, 
концентрация глюкозы в крови крыс составила 
20,0±1,3 ммоль/л, а HbAlc – 7,5±0,8%, против 
6,4±0,5 ммоль/л и 4,3±0,3% у интактных живот-
ных соответственно.

Соединение L-17 существенно изменяло кар-
тину метаболических нарушений при формиро-
вании аллоксанового СД. Важным моментом его 
корригирующего действия был антигиперглике-
мический эффект. К окончанию эксперимента 
гипергликемия в группе СД+L-17 была на 22% 
ниже, чем в контрольной группе (р2-3 < 0,05). При 
этом наблюдалось закономерное снижение кон-
центрации HbA1c до уровней интактных живот-
ных (табл. 1), что на 49% ниже (р2-3 < 0,05), чем 
в контрольной группе. Соединение L-17 приво-
дило к значимому увеличению уровня инсулина 
в 2,2 раза по сравнению с показателем диабетиче-
ских крыс (р2-3 < 0,05) и в 1,5 раза по сравнению 
с показателем интактных животных (р1-3 < 0,05), 
однако уровень кортикостерона оставался повы-
шенным. Применение соединения сравнения ли-
поевой кислоты позволило cущеcтвенно cнизить 
уpовень гипеpгликемии и HbA1c по cpавнению 
c показателями кpыc при CД (р2- 4 < 0,05). Вве-
дение липоевой кислоты оказало выражен-
ный антигипергликемический эффект: кон-
центрации глюкозы и HbA1c в крови снизились 
до 7,2±1,5 ммоль/л и до 4,5±0,9% соответственно, 
хотя уровень глюкозы не достиг значения показа-
теля интактных животных. Корригирующий эф-
фект липоевой кислоты мог быть связан с сохра-
нением на уровне интактных крыс концентрации 
инсулина 0,70±0,19 нг/мл (p1-4 > 0,05), несмотря 
на остававшуюся повышенной концентрацию 
кортикостерона – 88±9,0 нг/мл (p1-4 > 0,05).
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При гистологическом исследовании поджелу-
дочной железы контрольной группы животных 
(№ 2) через 30 суток после введения аллоксана 
были выявлены структурные нарушения со сто-
роны междольковых сосудов и микроциркуля-
торного русла в виде эндотелиоцитоза, полнокро-
вия и капилляростаза. При оценке островкового 
аппарата поджелудочной железы в данной группе 
животных отмечались дистрофические измене-
ния панкреатоцитов в виде кариопикноза и ка-
риолизиса, присутствовали признаки зернистой 
дистрофии или вакуолизации цитоплазмы. 

Гистологическое исследование поджелудоч-
ной железы животных с аллоксановым диабетом 
и введением соединения L-17 (группа 3) показа-
ло сохранение структурных нарушений сосудов 
микроциркуляции в органе. Однако в панкреа-
тических островках обнаруживались единичные 
клетки с кариопикнозом и лизисом ядер. Введе-
ние липоевой кислоты крысам с аллоксановым 
диабетом (группа 4) уменьшало выраженность 
деструктивных изменений в эндокринной части, 
микроциркуляции органа и предотвращало раз-
витие нарушений кровообращения в сосудах.

В поджелудочной железе животных с введени-
ем L-17 на фоне развития аллоксанового СД от-
мечалось значительное снижение общего коли-
чества панкреатических островков относительно 
этого показателя в интактной и контрольной 
группах (табл. 2). Вместе с этим выявлено увели-
чение общего количества клеток в островках от-
носительно показателя интактной группы и жи-
вотных с аллоксановым СД, количество β-клеток 
соответствовало их уровню у животных с аллок-
сановым СД (табл. 2).

Количество панкреатических островков у жи-
вотных с введением липоевой кислоты на фоне 
развития аллоксанового диабета соответствовало 
уровню показателя у животных с аллоксановым 
диабетом. Панкреатические островки характери-
зовались увеличенными размерами относительно 
островков интактных животных и животных по-
сле введения ЛК, при этом количество сохранен-
ных β-клеток было больше в 2 раза относительно 
показателя животных с аллоксановым диабетом 
(табл. 2).

Согласно данным литературы, гиперглике-
мия при СД служит триггером продукции про-
воспалительных цитокинов иммунокомпетент-
ными клетками [19]. В нашем исследовании это 
выражалось в увеличении содержания IL-1α 
с 318±9,7 до 359±13,6 пг/мл и IL-6 с 409,3±10,0 
до 532,0±36,5 пг/мл (p1-2 < 0,05) и компенсатор-
ном увеличении концентрации IL-10 с 27,0±3,0 
до 99,4±1,1 пг/мл (p1-2 < 0,05) у крыс с СД по срав-
нению с показателями интактных животных. 
Уровни TNFα, IGF-1 практически не изменя-
лись.

Введение соединения L-17 приводило к суще-
ственному снижению плазменных концентраций 
IL-1α, IL-6, IL-10, тогда как содержание IGF-1 
превышало значения, характерные для интакт-
ной и контрольной группы. Введение липоевой 
кислоты при аллоксановом СД у крыс корриги-
ровало уровни цитокинемии, снижая содержание 
провоспалительных IL-1α до 260,9±26,6 пг/ мл 
и IL-6 до 451,0±14,8 пг/мл и, в отличие от соеди-
нения L-17, еще более увеличивая концентрацию 
антивоспалительного IL-10 до 115,6±13,6 пг/мл 
(p2-4 < 0,05, p1-4 > 0,05).

ТАБЛИЦА 1. СОДЕРЖАНИЕ ГЛЮКОЗЫ, ГЛИКИРОВАННОГО ГЕМОГЛОБИНА, ИНСУЛИНА И КОРТИКОСТЕРОНА 
В КРОВИ ЖИВОТНЫХ
TABLE 1. CONTENTS OF GLUCOSE, GLYCATED HEMOGLOBIN, INSULIN AND CORTICOSTERONE IN BLOOD  
OF EXPERIMENTAL ANIMALS

Группа
Group

Интактная 
группа

Intact group

СД
Diabetes mellitus

СД + L-17
Diabetes mellitus

+ L-17

СД + липоевая 
кислота
Diabetes 

mellitus + lipoic acid
1 2 3 4

Глюкоза, ммоль/л
Glucose, mmol/ l 6,4±0,5 20,1±1,3* 15,6±3,4* ** 7,2±1,5* **

HbA1С, % 4,3±0,3 7,5±0,8* 3,8±0,8** 4,5±0,9**

Инсулин, нг/мл
Insulin,ng/ml 0,66±0,19 0,42±0,06* 0,94±0,50** 0,70±0,19**

Кортикостерон, нг/мл
Corticosterone, ng/ml 65,8±7,28 81,0±13,93 97,6±10,55 88±9,0

Примечание. * – достоверные отличия с интактной группой; р < 0,05; ** – достоверные отличия от группы 
СД, р < 0,05.
Note. *, significant differences with intact group, p < 0.05; **, significant differences against the diabetes group, p < 0.05.
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Обсуждение
Увеличение уровня цитокинов IL-6 и IL-1α 

в плазме крови крыс с аллоксановым СД явля-
ется закономерным явлением, отражающим раз-
витие воспалительного процесса в островковой 
части поджелудочной железы крыс [24]. Запуск 
воспалительного процесса вызывает введение 
аллоксана, который, как известно, обладает на-
правленным токсическим действием в отно-
шении инсулиноцитов [30]. Согласно данным 
литературы, деструктивные процессы в панкре-
атических островках инициируют миграцию 
макрофагов, которые осуществляют фагоцитоз 
и презентацию β-клеточных антигенов Na ve  
CD4+T-лимфоцитам, в результате инициируя 
аутоиммунную реакцию против β-клеток [42]. 
Более того, макрофаги способны секретировать 
TNFα, IL-1, IL-6 и активные формы кислоро-
да, способствующие деструкции β-клеток [7, 41]. 
Данные морфометрического анализа, сниже-
ние содержания инсулина в плазме крови и вы-
раженная гипергликемия у диабетических крыс 
контрольной группы являются подтверждением 
убыли инсулиноцитов. В процессе развития ал-
локсанового диабета воспалительные реакции 
становятся системными, поскольку происходит 
повсеместное накопление гликированных бел-
ков [1, 41]. Отражением этого процесса является 
обнаруженное в данном исследовании увеличе-
ние количества гликозилированного гемоглобина 
на 30 сутки исследования. Применение соедине-
ния L-17 позволило существенно скорректиро-
вать показатели нарушенного метаболизма и его 

иммуно-эндокринной регуляции при развитии 
аллоксанового СД у крыс. Введение L-17 оказало 
выраженный антигипергликемический эффект, 
предотвращало разрушение островков Лангер-
ганса и увеличивало их клеточность.

Интересным механизмом действия соедине-
ния L-17 явилась способность корригировать 
уровень цитокинемии, снижая их системное 
действие на органы-мишени диабетического по-
вреждения. Увеличение уровня IGF-1 в плазме 
крови при применении L-17 вносит положи-
тельный вклад в антигипергликемический меха-
низм действия препарата. Увеличение содержа-
ния IGF-1 у крыс, подвергавшихся воздействию 
L-17, соответствует увеличению уровня инсулина 
и снижению уровня глюкозы и гликированного 
гемоглобина. Известно, что IGF-1 является по-
средником действия соматотропного гормона 
и обеспечивает регуляцию анаболических эф-
фектов этого гормона и может также, соединя-
ясь с рецепторами инсулина, оказывать влияние 
на утилизацию глюкозы [5, 13]. На эксперимен-
тальных моделях СД 1 типа было установлено, 
что IGF-1 предотвращает апоптоз инсулиноци-
тов и способствует их пролиферации [43, 44].

Известно антиоксидантное и антигликирую-
щее действие липоевой кислоты [4, 8]. Поэтому 
способность липоевой кислоты предотвращать  
гипоинсулинемию, снижать гипергликемию и на- 
 копление HbA1c можно связать с защитой β-кле- 
ток островков Лангерганса от гибели в услови-
ях индуцированного аллоксаном оксидативного 
стресса. Кроме того, в нашем исследовании были 

ТАБЛИЦА 2. МОРФОМЕТРИЯ ПОДЖЕЛУДОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ ЖИВОТНЫХ
TABLE 2. MORPHOMETRIC DATA FOR PANCREATIC GLANDS FROM EXPERIMENTAL ANIMALS

Группа
Group

Интактная 
группа
Intact
group

СД
Diabetes mellitus

СД + L-17
Diabetes mellitus

+ L-17

СД + липоевая 
кислота
Diabetes 

mellitus + lipoic 
acid

1 2 3 4
Количество ПО/мм2

Паренхимы
Number of PIs per mm2

of parenchyma

1,77±0,15 1,38±0,23 0,41±0,06* ** 0,81±0,12*

Диаметр ПО, мкм
Mean diameter of PIs, μm 80,2±6,8 120,2±12,5* 90,2±7,4 106,5±5,1*

Общая клеточность ПО/мм2 ПО
Total PI cellularity/mm2 9 874±954 9 929±412 16950±3180* ** 10026±501

Количество β-клеток/мм2 ПО
Number of the β-cells per one PI/mm2 6683±354 2966±706* 1582±148* 4776±449* ** 

Доля β-клеток, %
Proportion of β cells, % 69,0±3,9 29,9±7,5* 11,6±1,5* 48,2±4,8* ** 

Примечание. См. примечание к таблице 1. ПО – панкреатический островок.

Note. As in Table 1. PI, pancreatic islet.
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получены доказательства иммунотропного анти-
воспалительного действия липоевой кислоты при  
моделировании аллоксанового СД.

Применение в качестве корректора веществ, 
обладающих различным механизмом действия, 
приводило к увеличению количества сохранен-
ных островков и содержания в них β-клеток, что 
способствовало коррекции метаболических на-
рушений. Соединение L-17, которое обладает 

множественными механизмами действия, также 
снижало степень повреждения островкового ап-
парата поджелудочной железы, однако увеличи-
вало клеточность панкреатического островка, 
более существенно корригировало уровни цито-
кинемии, увеличивало содержание IGF-1. Эта 
особенность действия соединения L-17 может об-
условливать уникальный механизм его противо-
диабетической активности в эксперименте.

ТАБЛИЦА 3. СОДЕРЖАНИЕ ЦИТОКИНОВ В ПЛАЗМЕ КРОВИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫХ ЖИВОТНЫХ 
TABLE 3. CYTOKINE CONTENTS IN BLOOD PLASMA OF EXPERIMENTAL ANIMALS

Группа
Group

Интактная 
группа

Intact group

СД
Diabetes mellitus

СД + L-17
Diabetes mellitus

+ L-17

СД + липоевая 
кислота
Diabetes 

mellitus + lipoic acid

1 2 3 4
IL-1α (пг/мл)
IL-1α (pg/ml) 318,0±9,7 359,3±13,6* 180,7±17,2* ** 260,9±26,6**

IL-6 (пг/мл)
IL-6 (pg/ml) 409,3±10,0 532,0±36,5* 420,6±11,4* ** 451,0±14,8* **

IFNγ (пг/мл)
IFNγ (pg/ml) 13,0±1,1 10,2±0,4 8,6±0,5* ** 13,1±1,9

TNFα (пг/мл)
TNFα (pg/ml) 52,0±0,3 52,7±0,9 51,6±0,2 51,7±0,5

IL-10 (пг/мл)
IL-10 (pg/ml) 27,0±3,0 99,4±1,1* 63,5±7,9* ** 115,6±13,6* **

IGF-1 (пг/мл)
IGF-1 (pg/ml) 7397±85,1 7109,0±96,0 8146,0±152,2* ** 7 594,4±71,9

Примечание. См. примечание к таблице 1. 

Note. As in Table 1. 
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ЭФФЕКТЫ γc-ЦИТОКИНОВ (IL-2, IL-7 И IL-15) НА 
СОЗРЕВАНИЕ И ДИФФЕРЕНЦИРОВКУ CD45RО+CD4+/
CD8+Т-ЛИМФОЦИТОВ IN VITRO
Юрова К.А., Хазиахматова О.Г., Тодосенко Н.М., Литвинова Л.С.
ФГАОУ ВО «Балтийский федеральный университет имени И. Канта», г. Калининград, Россия

Резюме. Исследовано влияние γс-цитокинов (IL-2, IL-7 и IL-15) на созревание и дифференциров-
ку цитотоксических и хелперных популяций CD45RО+Т-клеток в условиях гомеостатического куль-
тивирования in vitro. Выявлено, что IL-2, IL-7 и IL-15 опосредуют созревание и дифференцировку 
CD8+Т-лимфоцитов центральной памяти, пополняя популяцию клеток, обладающих эффекторными 
функциями. Действие IL-2 на CD4+Т-клетки центральной памяти сопровождается генерацией клеток 
эффекторной памяти за счет снижения числа незрелых эффекторов – CD62L–CD27+, тогда как IL-7 
стимулирует образование незрелых эффекторов – CD62L–CD27+. В субпопуляции CD8+CD45RО+ 
лимфоцитов IL-2, IL-7 и IL-15 инициируют образование терминально-дифференцированных клеток, 
обеспечивающих устойчивую иммунологическую память на реинвазию патогена.
Ключевые слова: иммунная память, клетки центральной памяти, клетки эффекторной памяти, терминально-
дифференцированные лимфоциты, γc-цитокины, проточная цитофлюориметрия

EFFECTS OF γс-CYTOKINES (IL-2, IL-7 AND IL-15) UPON 
IN VITRO MATURATION AND DIFFERENTIATION OF 
CD4+CD45RО+/CD8+CD45RО+ T CELLS 
Yurova K.A., Khaziakhmatova O.G., Todosenko N.M., Litvinova L.S.
Immanuel Kant Baltic Federal University, Kaliningrad, Russian Federation

Abstract. Effect of γс-cytokines (IL-2, IL-7 и IL-15) upon maturation and differentiation of cytotoxic and 
helper CD45RО+ T cell population was studied in the homeostatic in vitro culture conditions. We have found that 
IL-2, IL-7 and IL-15 mediate maturation and differentiation of CD8 T cells central memory, replenishing the 
population of cells that exhibit effector functions. Action of IL-2 on CD4+ central memory T cells is accociated 
with generation of effector memory cells by reducing the number of immature effectors (CD62L–CD27+), 
whereas IL-7 promotes the formation of immature (CD62L–CD27+) effectors. IL-2, IL-7 and IL- 15 initiate 
formation of terminally-differentiated cells in a subpopulation of CD8+CD45RO+ lymphocytes, providing a 
stable immunological memory to a pathogen reinfestation.

Keywords: immunological memory, central memory T cells, effector memory T cells, terminally differentiated cells, γc-cytokines, 
differentiation
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Работа выполнена в рамках программы повы-
шения конкурентоспособности («дорожной кар-
ты») и субсидии «Организация проведения науч-
ных исследований 20.4986.2017/6.7» Балтийского 
федерального университета им. Иммануила Канта.

Введение
Способность адаптивной иммунной систе-

мы реагировать на патогены различной природы 
требует постоянного присутствия Т-лимфоцитов 
иммунной памяти. В зависимости от рецептор-
ного репертуара и функциональной активно-
сти, выделяют популяции Т-клеток центральной 
(TCM), эффекторной (TEM) памяти и пул тер-
минально-дифференцированных лимфоцитов 
(TEMRA) [5, 6, 37, 39]. TCM экспрессируют на сво-
ей поверхности молекулы костимуляции CD27, 
СD28 и маркеры, определяющие их миграцию 
во вторичные лимфоидные органы – L-селектин 
(CD62L) и CCR7 [1, 3, 24, 32, 42]; имеют повы-
шенный пролиферативный потенциал, способ-
ность к самообновлению и более длинные тело-
меры в сравнении с ТЕМ [29]. Для TCM характерна 
высокая экспрессия антиапоптотических генов, 
в частности STAT5a, и более низкие уровни про-
апоптотического белка Bim [34]. Популяции TEM 
являются гетерогенными по экспрессии CD62L 
и CD27, мигрируют преимущественно в не-
лимфоидные ткани и воспаленные участки [24, 
32, 42] и содержат в цитоплазме большое коли-
чество перфорина, что обеспечивает их высо-
кую цитотоксическую активность и выражен-
ную способностью к немедленной эффекторной 
функции [42]. Потеря CD27 в процессе клональ-
ной экспансии и дифференцировки приводит 
к появлению Т-клеток с более полным набором 
эффектор ных функций [35]. 

Согласно современным представлениям, ТEM 

необходимы при реинфекции для немедленной 
защиты от патогенной инвазии на периферии, 
осуществляя быструю элиминацию антигена [3], 
тогда как ТСМ обеспечивают защиту от системных 
воздействий, активируясь дендритными клетка-
ми во вторичных лимфоидных органах, генерируя 
антигенспецифический клон эффекторов, спо-
собных полностью элиминировать патоген [24, 
32, 34, 42]. Существуют данные, что при повтор-
ном контакте с антигеном TCM могут пополнять 
пул TEMRA – наиболее дифференцированной суб-
популяции Т-лимфоцитов. TEMRA инфильтриру-
ют периферические ткани, обеспечивая клиренс 
патогена [1]. В современной литературе вопрос 
об этапности дифференцировки Т-лимфоцитов 
до конца не изучен. Рассматривается несколько 
моделей формирования клеток памяти из «наи-
вных» предшественников [2, 7, 9, 10, 25, 31, 36]. 
Так, в модели независимой дифференцировки 

предполагается, что ТСМ и ТEM могут возникать 
независимо друг от друга, на основе стохастиче-
ского прайминга наивных Т-лимфоцитов или в 
зависимости от условий их стимуляции [10]. 
Однако исследования Willinger T. и соавт. (2005) 
убедительно демонстрируют дихотомию между 
CD8+ТСМ и ТEM/ТEMRA клетками на молекулярном 
уровне и предполагают, что ТСМ человека пред-
ставляют собой промежуточное состояние между 
лимфоцитами с наивным фенотипом и ТEM/ТEMRA 
клетками [41]. В научной периодике встречает-
ся большое количество работ, акцентированных 
на разнице условий для активации и клональной 
экспансии CD4 и CD8 Т-клеток памяти [4, 16], 
которые в естественных условиях (in vivo) нахо-
дятся под жестким цитокиновым контролем [17, 
38]. Однако данные, касающиеся участия цито-
кинов семейства I типа, имеющих общую γ-цепь 
рецепторов (IL-2, IL-7, IL-15), в процессе диф-
ференцировки лимфоцитов иммунной памяти, 
ограничены и крайне противоречивы [19].

В связи с вышесказанным целью настоящего 
исследования стал анализ действия γс-цитокинов 
(IL-2, IL-7, IL-15) на созревание и дифференци-
ровку CD45RO+CD4+/CD45RO+CD8+Т-клеток, 
ассоциированных с изменением фенотипа, в го-
меостатической модели культивирования in vitro.

Материалы и методы
Исследование проводилось согласно протоко-

лу Конвенции Совета Европы о правах человека 
и биомедицине 1999 г. и Хельсинской деклара-
ции ВМА 2000 г. Разрешение на проведение ис-
следования получено в локальном этическом ко-
митете БФУ им. И. Канта (г. Калининград) № 5 
от 05.11.2013.

Материалом для исследования служили моно-
нуклеарные клетки (МНК) периферической ве-
нозной крови 58 условно здоровых доноров (29 
мужчин и 29 женщин в возрасте от 22 до 35 лет). 
Выделение МНК осуществляли стандартным 
методом центрифугирования в градиенте плот-
ности фиколл-урографин (Pharmacia, Шве-
ция) (р = 1,077 г/см3). Для выделения фракции 
CD45RО+Т-клеток использовали метод иммуно-
магнитной сепарации, в основе которого лежит 
технология MACS® (Miltenyi Biotec, Германия), 
основанная на использовании суперпарамагнит-
ных частиц MACS MicroBeads, конъюгирован-
ных с высокоспецифичными моноклональными 
антителами (МАТ).

Для сепарации были использованы МАТ 
CD45RО+ с магнитными частицами (MicroBeads 
human, Miltenyi Biotec, Германия) в соответ-
ствии с протоколом производителя. Отсутствие 
В-лимфоцитов (CD19+) и моноцитов (СD14+) 
в культурах CD45RO+ клеток до и после куль-



47

Эффекты γc-цитокинов на созревание 
Effects of γс-cytokines on T cell maturation2018, Vol. 20,  1

2018, Т. 20, № 1

тивирования было подтверждено c помощью 
проточной цитометрии с использованием МАТ, 
конъюгированных с FITC (CD3), PE (CD14) 
(Abcam, Великобритания), с конъюгатом РЕ 
с цианином (PE-Cy7) (CD45RО) или с пири-
динхлорофиллом (PerCP) (CD19) (e-Bioscience, 
США). Анализ поверхностных маркеров был 
проведен на проточном цитофлюориметре MACS 
Quant (Miltenyi Biotec, Германия), согласно про-
токолам производителей. В работе были исполь-
зованы культуры клеток, содержание в которых 
CD3+CD45RО+CD14–CD19– лимфоцитов состав-
ляло в среднем 98,5±1,5%.

Для реализации поставленной цели нами была 
использована гомеостатическая модель куль-
тивирования, предполагающая создание in vitro 
условий гомеостатического влияния рекомби-
нантных форм γc-цитокинов (IL-2, IL-7 и IL- 15) 
на CD45RО+Т-лимфоциты.

CD45RО+ лимфоциты (1 × 106 кл/мл) культи-
вировали в 48-луночных планшетах в бессыворо-
точной среде Искова (Sigma, США), содержащей 
0,5% сывороточного альбумина человека («Ми-
кроген», Россия), 5×10–5 M β-меркаптоэтанола 
(Acros Organics, США) и 30 мкг/мл гентамицина, 
в присутствии рекомбинантных форм цитоки-
нов – IL-2, IL-7, IL-15 (Miltenyi Biotec, Германия) 
в разных концентрациях или без них (контроль) 
в течение 48 ч при 37 °С, во влажной атмосфере, 
содержащей 5% СO2. 

Были использованы следующие варианты 
культивирования: 1) контрольная проба (без до-
бавления цитокинов); 2) пробы с добавлением 
rIL-2 (0,1 нг/мл; 0,5 нг/мл; 1,0 нг/мл); 3) про-
бы с добавлением rIL-7 (0,1 нг/мл; 0,5 нг/ мл; 
1,0 нг/ мл); 4) пробы с добавлением rIL-15 
(0,1 нг/ мл; 0,5 нг/мл; 1,0 нг/мл).

Регистрацию жизнеспособности и подсчет 
числа клеток по истечению срока инкубации 
в исследуемых клеточных культурах проводи-
ли методом проточной лазерной цитометрии 
на проточном цитометре Guava EasyCite Plus 
(Millipore, США) с использованием программы 
Guava ViaCount (Millipore, США), согласно про-
токолу производителя. Жизнеспособность со-
ставляла 95-98% от общего числа клеток.

Количество CD45RО+ лимфоцитов, экспрес-
сирующих молекулы дифференцировки (CD3+, 
CD45RО+, CD4+, CD8+, CD62L+, CD27+), опре-
деляли с помощью метода проточной лазерной 
двухцветной цитометрии с использованием кок-
тейля МАТ, конъюгированных с аллофикоци-
анином (АРС) (CD45RО), Viablue (CD3), FITC 
(CD4) (Miltenyi Biotec, Германия); PE (CD62L), 
с коньюгатом PerCp с цианином (Cy5.5) (CD8), 
PE-Cy7 (CD27) (Abcam, Великобритания), со-
гласно протоколу производителя. Регистрацию 

результатов проводили на проточном цитометре 
MACSQuant (Miltenyi Biotec, Германия). 

Полученные данные оценивали с использо-
ванием пакета статистических программ IBM 
SPSS Statistics 2.0 (Statistical Package for the Social 
Sciences). Для анализа имеющихся выборок была 
использована гипотеза нормальности распреде-
ления (Колмогорова–Смирнова). Полученные 
данные не подчинялись нормальному закону 
распределения, для них рассчитывали медиану 
(М) и квартили (Q0,25-Q0,75). Статистически зна-
чимых гендерных различий обнаружено не было. 
Сравнительный анализ проводился с помо-
щью непараметрического критерия Вилкоксона 
для зависимых выборок. С целью обнаружения 
связи между исследуемыми показателями был 
проведен корреляционный анализ Спирмена. 
Статистически значимыми считались различия 
при р < 0,05.

Результаты и обсуждение
После окончания времени инкубации (48 ч) 

число ТСМ (CD4+CD62L+CD27+) в интактных 
культурах CD4+CD45RО+Т-клеток составило 
54,12 (49,02-58,66) %. Количество незрелых эф-
фекторных клеток CD62L–CD27+ и зрелых эф-
фекторов CD62L–CD27– (ТEM) было равным 10,36 
(8,07-13,26) и 18,47 (18,28-20,16) % соответствен-
но. Также в популяции CD4+CD45RO+Т-клеток 
нами была обнаружена минорная популяция 
CD62L+CD27–, которая предположительно пред-
ставляет собой индуцируемую in vitro переходную 
форму между ТСМ и ТEM лимфоцитами, составля-
ющую 13,38 (11,51-15,98) % (табл. 1).

Не менее интересным было субпопуляцион-
ное распределение цитотоксических CD45RO+Т-
клеток. Количество ТСМ (CD62L+CD27+) в интакт-
ных пробах было равным 21,19 (20,76-27,24) %, 
что оказалось в 2 раза меньше числа Т-клеток 
с аналогичным фенотипом в CD4+CD45RO+ 

популяции; содержание зрелых эффекторных 
клеток CD62L–CD27– (ТEM) составило 34,09 
(24,51-39,48) %, а незрелых эффекторов CD62L–

CD27+ – 31,90 (30,51-42,48) % (табл. 2). Как и 
в популяции хелперных Т-клеток, нами были об-
наружены Т-клетки с фенотипом CD62L+CD27–. 

Установлено, что Т-клетки памяти в есте-
ственных условиях (in vivo) поддерживают свое 
численное постоянство за счет гомеостатической 
пролиферации, опосредованной действием γс-
цитокинов (IL-2, IL-7, IL-15) [17, 27]. 

При этом цитокины могут проявлять разнона-
правленные эффекты на Т-лимфоциты, в зави-
симости от дифференцировки клеток и их функ-
циональной активности [17, 19, 27]. Эти данные 
позволяют предположить, что для поддержа-
ния гомеостаза и функциональной активности 
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CD4+/ CD8+ТСМ- и ТEM-лимфоцитов требуются 
разные стимулы [19].

IL-2 принимает участие во многих аспек-
тах T-клеточного гомеостаза, являясь мощным 
акти ватором пролиферации всех субпопуляций 
Т-клеток и способствуя дифференцировке цито-
токсических лимфоцитов и регуляторных Т-клеток 
[4]. Полученные нами данные свидетельству-
ют о способности IL-2 (1,0 нг/мл) повышать 
число зрелых эффекторных CD4+CD45RO+/
CD8+CD45RO+Т-клеток на фоне снижения числа 
незрелых эффекторов CD62L–CD27+ и лимфоци-
тов центральной памяти CD62L+CD27+ (табл. 1, 
2). Аналогичное действие на цитотоксические TCM 
лимфоциты оказывал IL-15 (1,0 нг/мл) (табл. 2). 

IL-15, имея аналогичные β- (CD122) и 
γ- (CD132) цепи, во многом обладает биоло-
гическими функциями, свойственными IL-2. 
Особенности действия цитокинов обусловлены 
наличием специфичных α-субъединиц в соста-
ве рецепторных комплексов и гетерогенной экс-
прессией всех компонентов рецепторов на разных 
типах клеток [13]. Ma A. и коллегами (2006) были 
получены приоритетные данные о важности IL- 15 
в гомеостазе CD8+Т-клеток памяти, в отличие 
от наивных CD8+ лимфоцитов и CD4+Т-клеток 
памяти, что, вероятно, обусловлено высокой экс-
прессией β-цепи, которая имеет положительную 
корреляцию с чувствительностью лимфоцитов 
к действию IL-15 [28]. Кроме того, установлено, 

ТАБЛИЦА 1.  СОДЕРЖАНИЕ CD4+Т-КЛЕТОК (%) В КУЛЬТУРАХ CD45RO+Т-ЛИМФОЦИТОВ, ЭКСПРЕССИРУЮЩИХ 
МЕМБРАННЫЕ МОЛЕКУЛЫ CD62L И CD27, АССОЦИИРОВАННЫЕ СО СТЕПЕНЬЮ ДИФФЕРЕНЦИРОВКИ Т-КЛЕТОК, В 
УСЛОВИЯХ ИНКУБАЦИИ С γс-ЦИТОКИНАМИ (IL-2, IL-7 И IL-15) В УСЛОВИЯХ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ IN VITRO, Me (Q0,25-Q0,75) 
TABLE 1. PERCENTAGE OF CD4+ T CELLS (%) IN CULTURES OF CD45RO+ T LYMPHOCYTES EXPRESSING MEMBRANE 
MOLECULES CD62L AND CD27 ASSOCIATED WITH THE DEGREE OF T CELL DIFFERENTIATION INDUCED BY IN VITRO 
ADDITION OF γc-CYTOKINES (IL-2, IL-7 AND IL-15), Me (Q0,25-Q0,75)

Варианты 
культивирования

Variants of cultivation

CD45RО+CD3+CD4+

CD62L–CD27– CD62L–CD27+ CD62L+CD27+ CD62L+CD27–

Контрольная проба
Control samples

18,47
(18,28-20,16)

10,36
(8,07-13,26)

54,12
(49,02-58,66)

13,38
(11,51-15,98)

IL-2
(0,1 нг/мл)
(0.1 ng/ml)

15,80
(13,95-21,62)

11,06
(7,25-14,87)

57,09
(48,78-64,51)

14,40
(11,49-15,69)

IL-2
(0,5 нг/мл)
(0.5 ng/ml)

17,23
(14,88-21,15)

10,11
(8,12-13,40)

58,61
(48,50-63,39)

12,72
(12,29-13,85)

IL-2
(1,0 нг/мл)
(1.0 ng/ml)

26,32
(21,62-28,55)

р0 < 0,05

5,97
(3,22-6,55)
р0 < 0,05

50,93
(48,62-51,87)

13,40
(12,43-14,81)

IL-7
(0,1 нг/мл)
(0.1 ng/ml)

18,75
(17,91-19,72)

10,92
(8,42-14,36)

54,67
(48,01-60,33)

13,36
(10,09-15,20)

IL-7
(0,5 нг/мл)
(0.5 ng/ml)

18,94
(16,89-19,68)

9,85
(7,07-12,82)

56,61
(50,22-62,24)

12,45
(12,30-13,78)

IL-7
(1,0 нг/мл)
(1.0 ng/ml)

17,25
(15,52-18,61)

11,36
(7,45-12,14) 

р0 < 0,05

47,71
(45,08-51,50)

р0 < 0,05

12,37
(10,50-15,29)

IL-15
(0,1 нг/мл)
(0.1 ng/ml)

20,51
(18,37-21,13)

10,69
(6,94-12,95)

53,28
(48,21-58,56)

13,86
(11,73-14,53)

IL-15
(0,5 нг/мл)
(0.5 ng/ml)

18,97
(16,75-20,67)

11,62
(6,54-12,12)

54,19
(48,16-61,62)

13,69
(12,23-14,74)

IL-15
(1,0 нг/мл)
(1.0 ng/ml)

19,80
(15,40-20,91)

10,31
(8,37-12,74)

55,46
(49,03-62,70)

13,53
(13,31-14,14)

Примечание. р0 – достоверность различий по сравнению с контрольной пробой.

Note. p0, significance of differences in comparison with the control sample.
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ТАБЛИЦА 2.  СОДЕРЖАНИЕ CD8+Т-КЛЕТОК (%) В КУЛЬТУРАХ CD45RO+Т-ЛИМФОЦИТОВ В УСЛОВИЯХ ИНКУБАЦИИ 
С γс-ЦИТОКИНАМИ (IL-2, IL-7 И IL-15) В УСЛОВИЯХ КУЛЬТИВИРОВАНИЯ IN VITRO, Me (Q0,25-Q0,75) 
TABLE 2. PERCENTAGE OF CD8+ T CELLS (%) IN CULTURES OF CD45RO+ T LYMPHOCYTES WITH IN VITRO ADDED  
γc-CYTOKINES (IL-2, IL-7 AND IL-15), Me (Q0,25-Q0,75)

Варианты 
культивирования

Variants of cultivation

CD45RО+CD3+CD8+

CD62L–CD27– CD62L–CD27+ CD62L+CD27+ CD62L+CD27–

Контрольная проба
Control sample

34,09
(24,51-39,48)

31,90
(30,51-42,48)

21,19
(20,76-27,24)

13,38
(11,51-15,98)

IL-2
(0,1 нг/мл)
(0.1 ng/ml)

32,64
(25,35-36,80)

29,45
(23,39-33,20)

18,60
(17,89-23,60)

12,47
(6,29-13,75)

IL-2
(0,5 нг/мл)
(0.5 ng/ml)

31,77
(25,76-41,40)

27,84
(24,59-32,31)

19,56
(17,12-27,63)

11,24
(8,12-13,22)

IL-2
(1,0 нг/мл)
(1.0 ng/ml)

45,63
(42,10-51,51)

р0 < 0,05

20,01
(16,66-28,29)

р0 < 0,05

17,58
(14,10-18,69)

р0 < 0,05

11,15
(8,23-16,73)

IL-7
(0,1 нг/мл)
(0.1 ng/ml)

36,75
(28,96-44,82)

31,08
(26,27-36,28)

19,63
(14,05-29,96)

13,50
(12,57-14,12)

IL-7
(0,5 нг/мл)
(0.5 ng/ml)

33,58
(31,61-41,86)

29,73
(28,00-33,85)

20,65
(18,29-28,32)

15,72
(13,86-16,57)

IL-7
(1,0 нг/мл)
(1.0 ng/ml)

42,80
(36,38-50,98)

р0 < 0,05

22,04
(20,50-26,70)

р0 < 0,05

15,74
(14,55-19,64)

р0 < 0,05

7,97
(4,80-9,98)

IL-15
(0,1 нг/мл)
(0.1 ng/ml)

35,76
(23,40-43,99)

31,80
(28,22-36,15)

18,21
(15,77-27,65)

12,97
(9,15-14,29)

IL-15
(0,5 нг/мл)
(0.5 ng/ml)

31,85
(25,33-39,43)

32,98
(27,29-37,81)

19,21
(16,00-25,58)

14,83
(12,63-16,74)

IL-15
(1,0 нг/мл)
(1.0 ng/ml)

44,37
(36,51-51,55)

р0 < 0,05

23,49
(17,26-32,37)

р0 < 0,05

15,84
(13,01-27,13)

р0 < 0,05

13,53
(10,73-17,73)

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As in Table 1.

что цитотоксические Т-лимфоциты не нуждают-
ся в экспрессии IL- 15rα и могут отвечать на IL- 15 
только CD122+ и CD132+ [11]. Выявленные нами 
закономерности согласуются с данными зару-
бежных авторов. Исследования, проведенные 
Lanzavecchia A. (2002) и Bouneaud C. (2005), убе-
дительно доказали, что в отсутствие повторного 
антигенного стимула ТСМ могут дифференциро-
ваться в ТEM в присутствии IL-15 для пополнения 
пула эффекторных клеток [10, 23].

Анализ корреляционных взаимосвязей между 
содержанием Т-лимфоцитов центральной памя-
ти, а также зрелых и незрелых клеток эффектор-
ной памяти при действии исследуемых концен-
траций γc-цитокинов показал, что наибольший 
коэффициент корреляции связывает показатели 
содержания CD4+CD62L–CD27– (ТEМ) лимфоци-

тов и число незрелых эффекторов – CD4+CD62L–

CD27+ при действии IL-2 (1,0 нг/мл) (r = -0,80, 
p < 0,05).

В CD8+CD45RO+ популяции IL-2 и IL-15 
(1,0 нг/мл) способствовали повышению числа 
клеток эффекторной памяти за счет снижения 
количества CD62L+CD27+ (TCM) Т-лимфоцитов 
(r = -0,70 и r = -0,65, p < 0,05 при действии IL-2 
и IL-15 (1,0 нг/мл) соответственно); а также 
уменьшения содержания незрелых эффекторов 
CD62L–CD27+ (r = -0,56 и r = -0,70, p < 0,05 при 
действии IL-2 и IL-15 [1,0 нг/мл] соответственно).

CD4+CD45RO+Т-клетки оказались нечув-
ствительными к действию IL-15, что может быть 
связано с низкой поверхностной экспрессией 
CD122+ на мембране CD4+Т-клеток [18, 20, 33, 
38]. Учитывая тот факт, что CD4+Т-клетки явля-
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ются основными продуцентами IL-2 [4], отсут-
ствие их ответа на экзогенный IL-15 может быть 
обусловлено конкуренцией между IL-2 и IL-15 
за связывание с рецепторами IL-2/IL-15Rβ и об-
щей γ-цепью [20].

IL-7 (1,0 нг/мл) в популяции CD4+CD45RO+Т-
клеток повышал содержание незрелых TEM 
(табл. 1), тогда как в популяции CD8+CD45RO+ 
клеток IL-7 (1,0 нг/мл) инициировал генерацию 
зрелых TEM на фоне снижения незрелых TEM и TСM 
(табл. 2). 

Существуют убедительные доказательства, 
что гомеостаз и выживание CD8+Т-клеток памя-
ти зависят от IL-7-сигналов и могут быть опос-
редованы через антиапоптотические молекулы 
Bcl-2 или MCL-1 [21, 30]. Согласно данным науч-
ной периодики, IL-7 может способствовать диф-
ференцировке лимфоцитов центральной памяти 
в клетки эффекторной памяти даже в отсутствие 
антигенного стимула [10].

Следует отметить тот факт, что гомеостатиче-
ская пролиферация CD8+ лимфоцитов контро-
лируется несколькими цитокинами: IL-15 может 
компенсировать отсутствие IL-7 и наоборот. Та-
ким образом, IL-15 и IL-7 являются функцио-
нально взаимозаменяемыми и при отсутствии 
одного из цитокинов любой из них способен ин-
дуцировать пролиферацию CD8+Т-лимфоцитов 
памяти [20, 33, 38]. 

Нами были получены приоритетные данные 
о влиянии γc-цитокинов на образование тер-
минально-дифференцированных эффекторов 
в условиях культивирования in vitro. Так, аппли-
кация IL-2, IL-7 и IL-15 (1,0 нг/мл) в культуры 
CD8+CD45RO+Т-клеток способствовала повы-
шению содержания лимфоцитов с фенотипом 
TEMRA CD45RО–CD62L–CD27–, за счет снижения 
количества Т-клеток центральной памяти. Этот 
тезис был подтвержден выявленной сильной кор-
реляционной связью CD45RO+CD62L+CD27+Т-
лимфоцитов и CD45RO–CD62L–CD27– клеток 
(r = -0,83, p < 0,05 при действии IL-2 [1,0 нг/мл]).

Добавление IL-7 (1,0 нг/мл) в культуры CD4+ 

CD45RO+Т-лимфоцитов индуцировало обра-
зование незрелых ТEMRA Т-хелперов CD45RО–

CD62L–CD27+, преимущественно за счет сни-
жения числа Т-клеток с фенотипом центральной 
памяти, что было подтверждено корреляционной 
зависимостью между числом CD45RО–CD62L–

CD27+ и CD45RО+CD62L+CD27+ лимфоцитов 
(r = -0,58, p < 0,05). 

ТEMRA лимфоциты обладают низкой пролифе-
ративной активностью, характеризуются поте-
рей костимулирующих рецепторов CD28, CD27, 
CCR7, усиленной восприимчивостью к апоптозу, 
высоким цитотоксическим потенциалом, ассо-
циированным с повышенным уровнем экспрес-

сии FasL, перфорина и гранзима В, а также про-
дукцией провоспалительных медиаторов (IFNγ 
и TNFα) [14, 15, 40]. 

Большинство исследователей сходятся 
во мнении, что ТEMRA клетки не могут быть полу-
чены с помощью антигенной стимуляции, клетки 
с фенотипом, соответствующим ТEMRA, генериру-
ются преимущественно за счет субпопуляции ТСМ 
при цитокиновой стимуляции [18, 37].

Ряд проведенных исследований убедитель-
но доказали, что интенсивное и постоянное 
воздействие IL-2 способствует образованию 
CD8+TEMRA [22]. Группой зарубежных авторов 
было установлено, что CD8+Т-клетки, повторно 
экспрессирующие молекулу CD45RA, дифферен-
цируются из TCM – CD8+CD45RA–CCR7+ в при-
сутствии IL-7 и IL-15 в отсутствие антигенного 
стимула, вероятно, за счет гомеостатической про-
лиферации CD45RA–CCR7+ прекурсоров, в свя-
зи с повышенной гибелью CD45R+CCR7– кле-
ток и их низкой способностью к рециркуляции 
в организме [18]. Вызывают интерес результаты, 
полученные Libri V. (2011), в которых экспери-
ментально продемонстрировано, что IL-7 инду-
цирует реэкспрессию молекулы CD45RA в по-
пуляциях хелперных Т-клеток с центральным 
фенотипом. Подобным действием на CD4+ лим-
фоциты, в меньшей степени, чем IL-7, обладали 
IL-2 и IL- 15 [26]. Предполагают, что in vivo клет-
ки ре–экспрессирующие молекулу CD45RA обе-
спечивают устойчивую иммунную память против 
антигенов, которые элиминированы из организ-
ма [8, 12]. В соответствии с этой точкой зрения, 
клетки, реэкспрессирующие молекулу CD45RA, 
представляют собой популяцию покоящихся 
Т-клеток памяти, которые могут быть повторно 
активированы для выполнения эффекторных 
функций [14]. 

Таким образом, проведенное исследование 
позволило доказать, что γс-цитокины (IL- 2, IL-7 
и IL-15) в гомеостатической модели in vitro опосреду-
ют дифференцировку CD8+ лимфоцитов с фено-
типом центральной памяти (ТСМ) в эффекторные 
Т-клетки (ТEM и ТEMRA). В хелперной популяции 
IL-2 инициирует созревание CD45RO+Т-клеток 
в Т-клетки эффекторной памяти за счет сни-
жения незрелых эффекторов – CD62L–CD27+. 
Действие IL-7 на СD45RO+CD4+Т-лимфоциты 
ассоциировано с генерацией незрелых эффек-
торов (ТEM) и терминально-дифференцирован-
ных клеток (ТEMRA) за счет Т-клеток с фенотипом 
центральной памяти (ТСМ). Полученные нами 
в условиях in vitro экспериментальные данные 
подтверждают факт линейной дифференцировки 
TCM в TEM/TEMRA под действием γc-цитокинов. 
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СОПОСТАВЛЕНИЕ УРОВНЯ ИММУНОРЕГУЛЯТОРНЫХ 
ЦИТОКИНОВ И НЕКОТОРЫХ АНТРОПОМЕТРИЧЕСКИХ 
ПОКАЗАТЕЛЕЙ ВЫСОКОКВАЛИФИЦИРОВАННЫХ 
СПОРТСМЕНОВ
Раджабкадиев Р.М.1, Ригер Н.А.1, Никитюк Д.Б.1, Галстян А.Г.2, 
Петров А.Н.3, Евсюкова А.О.3, Ханферьян Р.А.1
1 ФГБУН «Федеральный исследовательский центр питания и биотехнологии», Москва, Россия  
2 ФГБНУ «Всероссийский научно-исследовательский институт молочной промышленности», Москва, Россия  
3 ФГБНУ «Всероссийский научно-исследовательский институт технологии консервирования», г. Видное, 
Московская обл., Россия

Резюме. Проведено обследование сывороточных концентраций цитокинов у 103 высококвалифи-
цированных спортсменов различных по энергозатратам видов спорта (бобслей и  пулевая стрельба). 
Установлено, что концентрация цитокинов (IL-4 и IL-18) у мужчин-бобслеистов существенно выше 
по сравнению со спортсменами, занимающимися пулевой стрельбой. Так, концентрация IL-4 соста-
вила 1,5±0,9 пг/мл у бобслеистов и  0,45±0,23 пг/мл у стрелков (р <0,05). Концентрация IL-18 соста-
вила 467,5±155,21 пг/мл у бобслеистов и  304,5±126,8 пг/мл у стрелков. При этом концентрации IL-6 
и IL-10 в сыворотке крови имели лишь тенденцию к повышению. Концентрация IFN-γ у бобслеи-
стов практически не отличалась от аналогичных показателей сравниваемой группы стрелков. При 
сравнении показателей в женской группе спортсменов значения IL-4 и IL-10 были выше у спортсме-
нов-бобслеистов 3,7 раза для IL-4 и в 2,34 раза для IL-10 по отношению к представителям пулевой 
стрельбы. Анализ содержания цитокинов в крови спортсменов с  высокими энергозатратами показал 
значительные индивидуальные колебания данных показателей у спортсменов обоих полов. Корреля-
ционной связи между содержанием в сыворотке крови цитокинов и основными антропометрически-
ми показателями (мышечная масса тела, индекс масы тела, энергозатраты) не  обнаружено. Вместе 
с тем выявлено увеличение содержания изучаемых цитокинов у бобслеистов – спортсменов, имею-
щих более интенсивные физические нагрузки. Таким образом, величина энергозатрат влияет на по-
казатели цитокинового статуса, однако все значения цитокинов спортсменов находятся в пределах 
популяционной нормы, что, вероятно, обусловлено адаптацией спортсменов к высоким нагрузкам, 
обусловленным, в том числе, и адекватным применением специализированных спортивных продук-
тов для питания спортсменов. 

Ключевые слова: цитокины, высококвалифицированные спортсмены, иммунитет, индекс массы тела
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COMPARISON OF THE LEVEL OF IMMUNOREGULATORY 
CYTOKINES AND SOME ANTHROPOMETRIC PARAMETERS 
OF HIGHLY SKILLED ATHLETES

Radzhabkadiev R.M.a, Riger N.A.a, Nikityuk D.B.a, Galstyan A.G.b, 
Petrov A.N.c, Evsyukova A.O.c, Khanferyan R.A.a 
a Federal Research Centre of Nutrition, Biotechnology and Food Safety, Moscow, Russian Federation  
b All-Russian Dairy Research Institute, Moscow, Russian Federation  
c Russian Research Institute of Canning Technology, Vidnoe, Moscow Region, Russian Federation

Abstract. Studies in serum concentrations of cytokines was performed in 103 high-ranked athletes from 
the sports different by energy consumption (bobsleigh and shooting sports). We have shown that the cytokine 
concentrations (IL-4 и IL-18) in bobsleigh sportsmen were sufficiently higher than in shooters. I.e., the IL-4 
concentration was 1.5±0.9 pg/mL in bobsledders, and 0.45±0.23 pg/mL in shooters (р < 0.05). The IL-18 
concentration was 467.5±155.2 pg/mL in bobsledders and 304.5±126.8 pg/mL in shooters. Meanwhile, the 
IL-6 and IL-10 in blood serum showed only a tendency for increase. The IFNγ concentration in bobsledders 
did not differ from similar parameters in shooters. When comparing the data in females, the IL-4 and IL- 10 
figures were 3.7-fold higher in bobsledders for IL-4, and 2.34-fold higher for IL-10, when compared to the 
shooters. Analysis of cytokines in blood of athletes with high energy consumption has shown significant 
fluctuations of the given parameters in athletes of both sexes. We have not revealed any correlations between 
the cytokine contents in blood serum and main anthropometric parameters (body muscle mass, body index 
mass, energy comsumption). Moreover, increased contents of the cytokines was found in bobsledders at 
more intensive physical loads. Hence, the energy consumption influences the cytokine state parameters. 
However, all the cytokine values in athletes are within population norms which may due to adaptation of the 
athletes for high loads which may be determined by, e.g., adequate usage of specialized sport food for their 
nutrition. 

Keywords: cytokines, highly skilled athletes, immunity, body mass index

Введение
Современный спорт высших достижений не-

разрывно связан с экстремальными физическими 

и эмоциональными нагрузками, которые приво-

дят к изменению показателей функциональных 

систем организма. Исследования последних де-

сятилетий показали, что под влиянием высоких 

спортивных нагрузок показатели иммунитета мо-

гут выходить за пределы физиологической нормы 

и носить патологический характер, являясь при-

чиной увеличения заболеваемости и снижения 

спортивных результатов [10]. Иммунная система, 

как одна из ключевых интегральных и регулятор-

ных систем организма, наиболее чувствительна 

к воздействию стрессовых факторов [10, 13]. Из-

вестно, что интенсивные мышечные нагрузки 

приводят к изменению параметров иммунного 

статуса: увеличению содержания в крови стрес-

совых гормонов, снижению числа нейтрофилов, 

уменьшению количества Т- и В-лимфоцитов, на-

рушению синтеза иммуноглобулинов различных 

классов [2, 4, 12, 16, 22], снижению количества 

естественных киллеров (NK-клеток) и измене-

нию продукции про – и противовоспалительных 

цитокинов [4, 17]. 

Одной из важнейших функций цитокинов 

является обеспечение согласованного действия 

иммунной, эндокринной и нервной системы 

в ответ на стресс. По данным научной литерату-

ры, сдвиги в цитокиновом каскаде под влиянием 

физических нагрузок аналогичны с таковым при 

воспалительных и септических состояниях [3]. 

Исследования [6, 8, 14, 15, 17, 19, 20] показали, 

что интенсивные физические упражнения вы-
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зывают воспалительную реакцию, активность 

которой зависит от активности воздействия 

физической нагрузки, которая сопровождает-

ся значительным повышением концентрации 

провоспалительных цитокинов, таких как IL-6, 

IL- 12, IL-18, TNFα и антагониста рецептора IL-1 

(IL- 1ra). Так, было выявлено 100-кратное увели-

чение продукции IL- 1ra и IL-6 у марафонцев по-

сле бега [21]. 

Исследования цитокинового статуса осущест-

влялись у спортсменов различной специализа-

ции: гребля [9], лыжные гонки [5], плавание, лег-

кая и тяжелая атлетика, волейбол, баскетбол [11], 

велоспорт [3], вольная борьба, бокс [4], тхэквон-

до [6], биатлон. Вместе с тем лишь в ограничен-

ных исследованиях имеются данные по корре-

лятивной зависимости физической активности 

от важнейших антропометрических показате-

лей. В последнее время большое внимание так-

же уделяется изучению состава тела, что позво-

ляет адекватно проводить мониторинг состояния 

спортсмена, прогнозировать наступление пато-

логических нарушений. В связи с этим опреде-

ление состава тела имеет существенное значение 

для оптимизации тренировочного режима и мас-

сы тела спортсменов в процессе подготовки к со-

ревнованиям [1, 9]. Целью нашей работы было 

проведение исследования зависимости содержа-

ния иммунорегуляторных цитокинов (IL-4, IL-6, 

IL-10, IL-18 и IFNγ) в крови от показателей со-

става тела высококвалифицированных спортсме-

нов, занимающихся различными по физической 

активности видами спорта: бобслеем и пулевой 

стрельбой. 

Материалы и методы
В обследование были включены 103 высоко-

квалифицированных спортсмена (мастера спор-

та) в возрасте от 18 до 29 лет, которые были раз-

делены по полу и спортивной специализации. 

Среди бобслеистов (n = 48) было 27 мужчин и 21 

женщин. Соотношение мужчин и женщин, за-

нимающихся пулевой стрельбой (n = 55), было 

33/22 соответственно. Спортсмены обследова-

ны в предсоревновательный период спортивной 

подготовки. Все участники обследования подпи-

сали информированное согласие. 

Измерение показателей состава тела проводи-

лось биоимпедансным анализатором InBody 720 

(Biospace, Южная Корея) с определением массы 

тела (МТ), роста, возраста, индекса массы тела 

(ИМТ) и массы мышечной ткани (ММТ) [7]. 

Также в ходе анализа были получены показате-

ТАБЛИЦА.1. АНТРОПОМЕТРИЧЕСКИЕ ПОКАЗАТЕЛИ СПОРТСМЕНОВ
TABLE 1. ANTHROPOMETRIC INDICES IN ATHLETES

Вид 
спорта 
Kind of 
sport

Состав 
команд 

Team 
structure

Возраст
Age

Рост 
Heig ht

МТ
Weight

ИМТ 
BMI

ИМТ-N 
BMI-N

ММТ 
SMМ

MMT-N 
SMM-N

Основной 
обмен 
Basal 

metabolism

Пулевая 
стрельба
(n = 55)
Shooting 
sports

м/m 
(n = 33) 22,2±8,3 177,4±6,6 71,3±9,9 22,8 ±2,6 20,9-24,9 36,49±5,3↑ 28,91-34,01 1753±186,8

ж/w 
(n = 22) 22,9±8,1 162±5,5 57,7±6,9 22±2,4 19,6-24,2 26,8±4,7↑ 19,36-23,49 1426±163,1

Бобслей 
(n = 48)
Bobsleigh

м/m 
(n = 27) 22,7±2,4 182±5 88,2±9,3 26,5±2,2↑ 21,1-25,2 48,1±5,7↑ 28,85-33,94 2133±198,1

ж/w 
(n = 21) 22±5,5 169±4,6 66±8,5 23,9 ±2,07N↑ 19,5-24,0 34,6±6,3↑ 19,30-23,43 1661±206,7

Примечание. Жирным шрифтом обозначены отклонения от популяционной нормы [12]; ИМТ-N – индекс 
массы тела популяционной нормы; MMT-N – масса мышечной ткани популяционной нормы; [↑] – выше 
нормы, N↑– верхняя граница нормы; ж – женщины; м – мужчины.

Note. Deviations from the population norm are indicated in bold type; BMI-N, body mass index of population; SMM-N, skeletal 
muscle mass of population; [↑], above normal values, N↑, upper limit of normal; w, women; m, men
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ли интенсивности основного обмена и энергоза-

трат. 

Забор крови проводился утром натощак 

до утренней тренировки. Определение уров-

ня цитокинов (IL-4, IL-6, IL-10, IL-18 и IFNγ) 

в сыворотке крови проводили методом твердо-

фазного иммуноферментного анализа с приме-

нением наборов реагентов фирмы «Вектор-Бест» 

(ЗАО «Вектор-Бест», Россия) с регистрацией 

на микропланшетном фотометре Anthos 2010 

(Labtec, Австрия). Подготовку к измерению уров-

ня исследуемых цитокинов проводили согласно 

рекомендациям производителя наборов.

Статистическую обработку полученных ре-

зультатов исследований проводили с использо-

ванием пакета прикладных программ Statistics 

Version 20. Оценка достоверности различий 

между группами проведена с использованием 

t-критерия Стьюдента. Уровень значимости счи-

тали достоверным при Р < 0,05. 

Результаты и обсуждение
В результате анализа антропометрических 

данных и состава тела обследуемых групп было 

выявлено, что наиболее выраженные изменения 

наблюдались в значениях массы мышечной ткани 

(ММТ). Как видно из данных, представленных 

в таблице 1, ММТ выходит за пределы физио-

логической нормы общей популяции, как в муж-

ской, так и в женской группе спортсменов-боб-

слеистов. Следует отметить, что значения ИМТ 

у представителей пулевой стрельбы не выходили 

за пределы популяционной нормы (табл. 1). 

Сравнительный анализ показателей ИМТ 

и ММТ обследуемых групп показал повышение 

данных значений у спортсменов, занимающих-

ся бобслеем, по сравнению с представителями 

пулевой стрельбы. Установлено статистически 

достоверное (р < 0,05) увеличение показателей 

ИМТ и ММТ (рис. 1) у бобслеистов как мужской 

группы на 14 и 25%, так и женской на 8 и 22,6% 

соответственно. 

Анализ основного обмена у спортсменов-

мужчин, занимающихся пулевой стрельбой по-

казал, что уровень ОО в среднем составляет 

1753±186,8 ккал/сут., в группе бобслеистов – 

2133±198,1 ккал/сут. Аналогичные данные были 

получены в женской группе спортсменов. Так, 

средние значения основного обмена спортсме-

нок, занимающихся пулевой стрельбой, состави-

ли– 1426±163,1ккал/сут., в группе бобслеисток – 

1661±206,7 ккал/сут. 

Рисунок 1. Индекс массы тела и масса мышечной ткани спортсменов
Примечание. ИМТ – индекс массы тела; ММТ – масса мышечной ткани.
Figure 1. Body mass index and skeletal muscle mass of athletes
Note. BMI, body mass index, SMM, skeletal muscle mass.
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Рисунок 2. Цитокины в сыворотке крови высококвалифицированных спортсменов 
Примечание. * – р ≤ 0,05 – достоверность различий между группами спортсменов различной специализации.  
Мужчины – рисунок 2А, женщины – рисунок 2Б. 
Figure 2. The cytokines in the blood serum of elite athletes
Note. *, р ≤ 0.05, significance of differences between groups of athletes of different specializations. Men, Figure 2A, Women, Figure 2B.

Определена выраженная зависимость показа-
телей основного обмена от ММТ. Так, выявлено 
повышение значений ОО и ММТ у бобслеистов 
мужчин на 17,9 и 24,1% (р < 0,05), соответствен-
но, по сравнению со спорсменами, занимающи-
мися пулевой стрельбой. Аналогичные данные 
были получены в женской группе. 

Анализ содержания цитокинов в кро-
ви мужчин показал существенное увеличе-
ние IL-4 и IL-18 у бобслеистов по отноше-
нию к спортсменам, занимающимся пулевой 
стрельбой. Так, концентрация IL-4 составила 
1,5±0,9 пг/ мл у бобслеистов и 0,45±0,23 пг/ мл 
у стрелков (р < 0,05). Концентрация IL-18 со-
ставила 467,5±155,21 пг/мл у бобслеистов 
и 304,5±126,8 пг/мл у стрелков (р < 0,05). При 
этом концентрации IL-6 и IL-10 в сыворотке 
крови имели лишь тенденцию к повышению, 
однако различия не достигали статистически 
значимых величин: (p > 0,05). Концентрация 
IFNγ у бобслеистов практически не отличалась 
от аналогичных показателей сравниваемой 
группы стрелков и составила 19,96±5,31 пг/ мл 
против 20,94±13,6 пг/мл соответственно 
(рис. 2А). При сравнении цитокиновых по-
казателей в женской группе спортсменов зна-
чения IL-4 и IL-10 были выше у спортсменов-

бобслеистов по отношению к представителям 

пулевой стрельбы в 3,7 раза для IL-4 и 2,34 

раза для IL- 10 (р < 0,05). Концентрация IL-6, 

IL- 18 и IFNγ у бобслеистов была незначитель-

но выше показателей спортсменов-стрелков, 

однако различия не достигали статистически 

значимых величин (p > 0,05) (рис. 2Б). 

Корреляционной связи между содержани-

ем в сыворотке крови цитокинов и некоторы-

ми антропометрическими показателями (ММТ, 

ИМТ) обнаружено не было. Однако выявлено 

увеличение содержания изучаемых цитокинов 

у бобслеистов-спортсменов, подверженных бо-

лее интенсивным физическим нагрузкам. Так, 

у бобслеистов уровень большинства цитоки-

нов (IL-4, IL-6, IL-10 и IL-18) был значительно 

выше, чем у лиц из группы стрелкового спорта. 

Так, концентрация IL-4 была выше на 70%, IL-6 

на 22,14%, IL-10 на 18,19% и IL-18 на 34,87%. Со-

держание же IFNγ у мужчин-бобслеистов оказа-

лась незначительно ниже (6,12%) относительно 

представителей пулевой стрельбы. При сравне-

нии показателей в женской группе спортсменов, 

занимающихся бобслеем, значения IL-4 были 

выше на 72,7%, IL-6 на 30,59%, IL-10 на 57,5%, 

IFNγ на 12,45% и IL-18 на 6,05% .
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ВЗАИМОСВЯЗЬ СОДЕРЖАНИЯ Th- И Т-РЕГУЛЯТОРНЫХ 
КЛЕТОК В КРОВИ И ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНТНОЙ 
АКТИВНОСТИ НЕЙТРОФИЛОВ У БОЛЬНЫХ 
ХРОНИЧЕСКИМ ЭНДОМЕТРИТОМ И АДНЕКСИТОМ
Савченко А.А.1, 2, Каспаров Э.В.1, Арутюнян С.С.1, Борисов А.Г.1, 2, 
Кудрявцев И.В.3, 4, 5, Гвоздев И.И.1, Мошев А.В.1
1 ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр „Красноярский научный центр Сибирского отделения 
Российской академии наук“», обособленное подразделение «Научно-исследовательский институт 
медицинских проблем Севера», г. Красноярск, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Красноярский государственный медицинский университет имени проф. В.Ф. Войно-Ясенецкого» 
Министерства здравоохранения РФ, г. Красноярск, Россия  
3 ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург, Россия  
4 ФГАОУ ВПО «Дальневосточный федеральный университет», г. Владивосток, Россия  
5 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Целью исследования явилось изучение особенностей взаимосвязи содержания Th- 
и Т-регуляторных клеток в крови и хемилюминесцентной активности нейтрофилов у больных хро-
нически эндометритом и аднекситом. Обследовано 89 женщин репродуктивного возраста (от 18 до 45 
лет) с хроническим эндометритом (48 чел.) и аднекситом (41 чел.). В качестве контроля обследовано 
98 здоровых женщин аналогичного возрастного диапазона. Исследование фенотипического состава 
Th- и Т-регуляторных клеток проводили методом проточной цитометрии с использованием прямой 
иммунофлуоресценции цельной периферической крови. Состояние респираторного взрыва нейтро-
фильных гранулоцитов исследовали с помощью хемилюминесцентного анализа. В качестве инди-
каторов хемилюминесценции использовали люминол и люцигенин. При хроническом эндометрите 
установлено повышение количества в крови неактивированных и активированных Th-клеток и Treg. 
Высокая интенсивность респираторного взрыва нейтрофилов определяется повышением уровня 
синтеза первичных и вторичных активных форм кислорода (АФК). Однако длительный инфекцион-
но-воспалительный процесс при хроническом эндометрите приводит к истощению метаболических 
резервов нейтрофильных гранулоцитов для синтеза первичных АФК. При данном заболевании с по-
казателями респираторного взрыва нейтрофилов взаимосвязаны только активированные Th-клетки 
(экспрессирующие CD62L), что реализуется в сокращении времени активации НАДФН-оксидазы 
и стимулировании антигениндуцированного синтеза вторичных АФК. У больных хроническим аднек-
ситом содержание Th-клеток в периферической крови соответствует контрольному диапазону, тогда 
как количество Treg, а также активированных Th-клеток и Treg значительно превышает контрольный 
диапазон. Респираторный взрыв нейтрофилов крови у больных хроническим аднекситом реализу-
ется при дисбалансе синтеза первичных и вторичных АФК: при сниженной активности НАДФН-
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оксидазы наблюдается высокий уровень синтеза вторичных АФК. С помощью корреляционного ана-
лиза установлено, что при хроническом аднексите имеется единственная взаимосвязь между уровнем 
Т-хелперов и показателями респираторного взрыва нейтрофилов, характеризующая отрицательное 
влияние Th-клеток на индекс активации нейтрофилов. В то же время при данном заболевании обна-
ружены многочисленные и тесные положительные взаимосвязи между количеством неактивирован-
ных и активированных Treg и практически всеми показателями респираторного взрыва нейтрофилов. 
Предполагается, что длительное стимулирующее воздействие Th-клеток и Treg на нейтрофильные 
гранулоциты приводит к истощению метаболических резервов для реализации респираторного взры-
ва, что и является одним из механизмов иммунопатогенеза, способствующим хронизации инфекци-
онно-воспалительного процесса.
Ключевые слова: Т-хелперы, Т-регуляторные клетки, нейтрофилы, респираторный взрыв, хронический эндометрит, 
хронический аднексит

RELATIONSHIP BETWEEN THE Th AND T REGULATORY 
CELLS IN BLOOD, AND CHEMILUMINESCENT ACTIVITY OF 
NEUTROPHILS IN PATIENTS WITH CHRONIC ENDOMETRITIS 
AND ADNEXITIS
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Abstract. The aim of present study was to investigate the specific relationships between contents of Th and 
T regulatory cells in blood, and chemiluminescent activity of neutrophils in patients with chronic endometritis 
and adnexitis. The study involved 89 women of reproductive age (18 to 45 years) with chronic endometritis 
(n = 48) and adnexitis (n = 41). As a control, we have examined 98 healthy age-matched women. Phenotypic 
composition of Th and T regulatory cells was studied by flow cytometry using direct immunofluorescence 
of whole peripheral blood. The state of the respiratory burst in neutrophilic granulocytes was examined by 
chemiluminescence analysis. Luminol and lucigenin were used as indicators of chemiluminescence. An 
increase in the number of non-activated and activated Th cells and Treg has been established in blood of 
patients with chronic endometritis. High intensity of neutrophil respiratory burst was determined as increased 
level of primary and secondary reactive oxygen species (ROS) synthesis. However, a long infectious and 
inflammatory process accompanied by chronic endometritis could lead to depletion of metabolic reserves in the 
neutrophil granulocytes, in terms of primary ROS synthesis. Only activated (CD62L- expressing) Th cells show 
interrelations with neutrophil respiratory burst indices in this disease, as demonstrated by reduced activation 
time of NADPH-oxidase and stimulation of secondary antigen-induced ROS synthesis. The contents of Th cells 
in peripheral blood of the patients with chronic adnexitis corresponded to the control range, whereas amount of 
Treg, as well as activated Th cells and Treg significantly exceeds the control range. The respiratory burst of blood 
neutrophils in patients with chronic adnexitis exhibited a synthetic imbalance of primary and secondary ROS: 
along with reduction in NADPH-oxidase activity, there is a high level of secondary ROS synthesis. By means of 
correlation analysis, we have revealed that, in chronic adnexitis, there is a unique relationship between the level 
of T helpers and neutrophil respiratory burst indices, thus characterizing a negative effect of Th cells upon the 
neutrophil activation index. At the same time, numerous and close positive relationships between the number 
of non-activated and activated Treg and virtually all indices of respiratory neutrophil blast were found in this 
clinical condition. It is assumed that the long-term stimulating effect of Th cells and Treg on neutrophilic 
granulocytes leads to depletion of metabolic reserves necessary for implementation of a respiratory burst. This 
finding could be one of mechanisms supporting immunopathogenesis which contributes to chronization of 
infectious and inflammatory process.
Keywords: Th cells, T regulatory cells, neutrophils, respiratory burst, chronic endometritis, chronic adnexitis
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Введение
В структуре гинекологических инфекцион-

но-воспалительных заболеваний лидирующее 
положение занимает острый и хронический эн-
дометрит и аднексит [1, 32]. Они также являются 
наиболее частой причиной тяжелых осложнений, 
таких как сепсис, перитонит, тубоовариальный 
абсцесс, спаечный процесс, бесплодие, невына-
шивание беременности и хроническая тазовая 
боль. В основе этиопатогенеза эндометритов 
и аднексита лежит инфекционный процесс, раз-
вивающийся в результате восходящей инфек-
ции из цервикального канала и вызывающий 
развитие иммуновоспалительной реакции [5, 
33]. Ключевую роль в развитии воспалительных 
процессов играют нейтрофильные гранулоциты. 
Нейтрофилы быстро мобилизуются в очаг вос-
паления, от их фагоцитарной активности во мно-
гом зависит эффективность противо микробной 
защиты организма [3, 18, 27, 30]. Обладая ши-
роким набором рецепторов, нейтрофилы очень 
чувствительны к окружающей среде и при ма-
лейшем нарушении гомеостаза модулируют свои 
функции, направленные на его восстановление. 
Одним из важных аспектов проявления функ-
циональной активности нейтрофилов является 
респираторный взрыв, развивающийся при вза-
имодействии клеток с объектами фагоцитоза, 
интенсивность которого формируется синтезом 
активных форм кислорода (АФК) [4, 6, 21].

Известно, что функциональная эффектив-
ность нейтрофилов во многом регулируется 
Т-лимфоцитами. Так, Т-хелперы 1 и 2 типа ак-
тивируют миграцию и повышают фагоцитарную 
активность нейтрофилов [18, 26, 29]. Более того, 
имеются данные, что интерлейкин-4 может опос-
редованно, через индукцию экспрессии хемотак-
сических факторов эндотелиальными клетками 
легких, стимулировать миграцию нейтрофиль-
ных гранулоцитов [18]. Доказано стимулирующее 
влияние Th17-лимфоцитов на функциональную 
активность нейтрофилов, активируется хемотак-
сис клеток [27, 34]. Значительный интерес вы-
зывают исследования влияния Т-регуляторных 
клеток (Treg) на функцию нейтрофилов. Обна-
ружено, что Treg снижают экспрессию интегри-
нов на поверхности клеток и уровень синтеза 
цитокинов нейтрофилами, что является важным 
фактором в хронизации инфекционных заболе-
ваний [19, 20].

Целью исследования явилось изучение 
особенностей взаимосвязи содержания Th- 
и Т-регуляторных клеток в крови и хемилюми-
несцентной активности нейтрофилов у больных 
хроническим эндометритом и аднекситом.

Материалы и методы
Обследовано 89 женщин репродуктивного 

возраста (от 18 до 45 лет) с хроническим эндоме-

тритом (48 чел.) и аднекситом (41 чел.). Прово-
дилось комплексное обследование, включающее 
расширенную кольпоскопию, цитологические 
и морфологические методы. В качестве контроля 
обследовано 98 здоровых женщин аналогичного 
возрастного диапазона.

Исследование фенотипического состава Th- 
и Т-регуляторных клеток проводили методом 
проточной цитометрии с использованием пря-
мой иммунофлуоресценции цельной перифери-
ческой крови с использованием моноклональ-
ных антител (Beckman Coulter, США), меченных 
FITC (fluorescein isothiocyanate), PE или RD1 
(phycoerythrin), ECD (phycoerythrin-Texas Red-X), 
PC5 (phycoerythrin-cyanin 5) и PC7 (phycoerythrin-
cyanin 7) в следующей панели: CD62L-FITC/
CD127-PE/CD3-ECD/CD25-PC5/CD4-PC7. 
Распределение антител по каналам флуоресцен-
ции проводили в соответствии с принципами 
формирования панелей для многоцветных ци-
тофлуориметрических исследований [2]. Про-
боподготовку осуществляли по стандартной 
методике [23]. Лизис эритроцитов проводили 
по безотмывочной технологии с использованием 
реагента VersLyse (Beckman Coulter, США). Ана-
лиз окрашенных клеток проводили на проточ-
ном цитофлуориметре FC-500 (Beckman Coulter, 
США) [22]. В каждой пробе анализировали не ме-
нее 50 000 лимфоцитов.

Состояние респираторного взрыва нейтро-
фильных гранулоцитов исследовали с помощью 
хемилюминесцентного анализа [6]. В качестве 
индикаторов хемилюминесценции использовали 
люминол и люцигенин. Оценка спонтанной и зи-
мозан-индуцированной хемилюминесценции 
осуществлялась в течение 90 минут на 36-каналь-
ном хемилюминесцентном анализаторе «БЛМ-
3607» (Россия). Определяли следующие харак-
теристики: время выхода на максимум (Тmax), 
максимальное значение интенсивности (Imax), 
а также площадь под кривой (S) хемилюминес-
ценции. Усиление хемилюминесценции, инду-
цированной зимозаном, оценивали отношением 
площади индуцированной хемилюминесценции 
(Sинд.) к площади спонтанной (Sспонт.) и опре-
деляли как индекс активации (Sинд./Sспонт.).

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

Описание выборки производили с помощью 
подсчета медианы (Ме) и интерквартильного 
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размаха в виде 1 и 3 квартилей (Q0,25-Q0,75). До-
стоверность различий между показателями оце-
нивали по непараметрическому критерию Ман-
на–Уитни. Для исследования силы взаимосвязей 
показателей вычислялся коэффициент ранговой 
корреляции по Спирмену. Статистический ана-
лиз осуществляли в пакете прикладных программ 
Statistica 8.0 (StatSoft Inc., 2007).

Результаты
Цитометрическое исследование фенотипа 

лимфоцитов периферической крови позволило 
установить, что только у больных хроническим 
эндометритом в периферической крови повы-
шается относительное и абсолютное количество 
CD3+CD4+ лимфоцитов (табл. 1.). Процентный 
уровень CD3+CD4+CD62L+ клеток также увели-
чен только у больных хроническим эндометри-
том, тогда как абсолютное содержание данной 
фракции клеток повышено относительно кон-
трольных значений и при хроническом эндоме-
трите, и при хроническом аднексите. У больных 
с хроническим течением эндометрита и аднекси-
та в крови повышено относительное и абсолют-
ное количество CD3+CD4+CD127LowCD25High и  
CD3+CD4+CD127LowCD25HighCD62L+ лимфоцитов.

При исследовании активности и кинетики лю-
цигенин-зависимой хемилюминесценции нейтро-
филов обнаружено, что у больных хроническим 
эндометритом и аднекситом сокращается вре-
мя выхода на максимум спонтанной и зимозан-
индуцированной хемилюминесценции клеток 
(табл. 2). Однако время выхода на максимум 
спонтанной хемилюминесценции нейтрофилов 
при хроническом аднексите снижается более 
выражено, чем при хроническом эндометрите. 
Только у больных хроническим эндометритом 
относительно контрольных значений и выявлен-
ных у пациенток с хроническим аднекситом об-
наружено повышение максимума интенсивности 
и площади под кривой спонтанной и зимозан-
индуцированной хемилюминесценции нейтро-
филов. Причем увеличение площади под кривой 
индуцированной хемилюминесценции при эн-
дометрите относительно контрольного уровня 
менее выражено, чем повышение площади под 
кривой спонтанной хемилюминесценции, что 
выражается в снижении величины индекса ак-
тивации нейтрофилов по люцигенин-зависимой 
хемилюминесценции.

В то же время у больных хроническим аднек-
ситом наблюдается понижение площади под 
кривой спонтанной люцигенин-зависимой хе-
милюминесценции нейтрофилов относительно 
контрольного диапазона и значений, выявленных 
у пациентов с хроническим эндометритом, а так-
же снижение максимума интенсивности и пло-

щади под кривой зимозан-индуцированной хе-
милюминесценции также контрольных значений 
и выявленных при хроническом эндометрите.

При исследовании люминол-зависимой хе-
милюминесценции нейтрофилов крови обнару-
жено, что у больных хроническим эндометритом 
повышен максимум интенсивности и площадь 
под кривой спонтанной и зимозан-индуци-
рованной хемилюминесценции относительно 
контрольных значений (табл. 3). У больных хро-
ническим аднекситом установлено уменьше-
ние времени выхода на максимум спонтанной 
и индуцированной хемилюминесценции отно-
сительно контрольных значений и выявленных 
у пациентов с хроническим эндометритом. При 
хроническом аднексите также повышается мак-
симум интенсивности и площадь под кривой 
спонтанной и индуцированной хемилюминес-
ценции нейтрофилов относительно контрольных 
значений. Однако площадь под кривой спонтан-
ной и индуцированной хемилюминесценции при 
хроническом аднексите ниже, чем при хрониче-
ском эндометрите.

С помощью корреляционного анализа ис-
следованы особенности взаимосвязи между со-
держанием Th- и Т-регуляторных клеток и хе-
милюминесцентной активностью нейтрофилов. 
Обнаружено, что у лиц контрольной группы вре-
мя выхода на максимум спонтанной люцигенин-
зависимой хемилюминесценции отрицатель-
но взаимосвязано с абсолютным содержанием 
CD3+CD4+CD62L+ и CD3+CD4+CD127LowCD25High 

CD62L+ клеток (r = -0,51, р = 0,030 и r = -0,47, 
р = 0,049 соответственно). Абсолютное количе-
ство CD3+CD4+CD127LowCD25High лимфоцитов 
также отрицательно коррелирует с максимумом 
интенсивности индуцированной люцигенин-
зависимой хемилюминесценции нейтрофилов 
(r = -0,50, р = 0,034).

У больных хроническим эндометритом отно-
сительное количество CD3+CD4+CD62L+ лимфо-
цитов положительно взаимосвязано с площадью 
под кривой зимозан-индуцированной люминол-
зависимой хемилюминесценции нейтрофилов 
(r = 0,36, р = 0,029), тогда как абсолютный уро-
вень данного типа клеток отрицательно корре-
лирует с временем выхода на максимум спонтан-
ной люцигенин-зависимой хемилюминесценции 
(r = -0,32, р = 0,028) и положительно – с макси-
мумом интенсивности индуцированной люми-
нол-зависимой хемилюминесценции (r = 0,37, 
р = 0,026).

У больных хроническим аднекситом относи-
тельное количество CD3+CD4+ лимфоцитов от-
рицательно коррелирует с индексом активации 
по люминол-зависимой хемилюминесценции ней-
трофилов (r = -0,35, р = 0,024). В то же время про-



65

Т-клеточная регуляция при эндометрите и аднексите
T cell regulation in endometritis and adnexitis2018, Vol. 20,  1

2018, Т. 20, № 1

ТАБЛИЦА 1. СОДЕРЖАНИЕ Th- И Т-РЕГУЛЯТОРНЫХ КЛЕТОК В КРОВИ У БОЛЬНЫХ ХРОНИЧЕСКИМ ЭНДОМЕТРИТОМ 
И ХРОНИЧЕСКИМ АДНЕКСИТОМ (Ме, Q0,25-Q0,75)
TABLE 1. CONTENTS OF Th- AND T-REGULATORY CELLS IN BLOOD IN PATIENTS WITH CHRONIC ENDOMETRITIS AND 
CHRONIC ADNEXITIS (Ме, Q0,25-Q0,75)

Показатели
Parameters

Контроль, n = 98
Control

Эндометрит, n = 48
Endometritis

Аднексит, n = 41
Adnexitis

1 2 3

Ме Q0,25-Q0,75 Ме Q0,25-Q0,75 Ме Q0,25-Q0,75

CD3+CD4+, %
43,0 35,0-48,0 47,55 43,18-53,69 44,8 40,3-48,7

p1 < 0,001

CD3+CD4+, 109/L
0,83 0,56-1,16 1,02 0,85-1,26 0,87 0,74-1,13

p1 = 0,001 p2 = 0,049

CD3+CD4+CD62L+, %
29,4 24,6-35,88 38,1 30,5-43,2 34,2 28,6-37,2

p1 < 0,001 p2 = 0,008

CD3+CD4+CD62L+, 109/L
0,58 0,43-0,78 1,58 1,18-1,96 1,57 1,22-1,87

p1 < 0,001 p1 < 0,001

CD3+CD4+CD127LowCD25High, %
5,4 4,1-6,7 16,77 13,14-21,05 21,7 16,2-26,1

p1 < 0,001 p1 < 0,001 p2 = 0,009

CD3+CD4+CD127LowCD25High, 109/L
0,10 0,07-0,14 0,35 0,25-0,52 0,44 0,30-0,63

p1 < 0,001 p1 < 0,001

CD3+CD4+CD127LowCD25HighCD62L+, %
3,8 2,9-4,87 10,8 7,3-14,9 12,01 7,84-15,04

p1 < 0,001 p1 < 0,001

CD3+CD4+CD127LowCD25HighCD62L+, 109/L
0,07 0,05-0,10 0,26 0,14-0,35 0,23 0,14-0,34

p1 < 0,001 p1 < 0,001

Примечание. р1 – статистически значимые различия с контрольными показателями; р2 – -//- с показателями 
больных эндометритами.

Note. р1, statistically significant differences versus controls; р2, statistically significant differences versus patients with endometritis.

центный уровень CD3+CD4+CD127LowCD25High 
клеток уже положительно взаимосвязан с време-
нем выхода на максимум индуцированной люци-
генин- и люминол-зависимой хемилюминесцен-
ции нейтрофилов (r = 0,37, р = 0,017 и r = 0,32, 
р = 0,038 соответственно). Относительное ко-
личество CD3+CD4+CD127LowCD25HighCD62L+ 
клеток положительно взаимосвязано с боль-
шинством хемилюминесцентных показателей 
нейтрофилов: максимумами интенсивности 
спонтанной и индуцированной люцигенин-за-
висимой хемилюминесценции (r = 0,47, р = 0,002 
и r = 0,45, р = 0,003 соответственно), площадью 
под кривой спонтанной и индуцированной хе-
милюминесценции (r = 0,46, р = 0,002, в обоих 
случаях), временем выхода на максимум индуци-
рованной люцигенин-зависимой и люминол-за-
висимой хемилюминесценции (r = 0,32, р = 0,039 
и r = 0,47, р = 0,002 соответственно), а также 
с максимумом интенсивности и площадью под 
кривой спонтанной и индуцированной люми-
нол-зависимой хемилюминесценции (r = 0,45, 
р = 0,003, r = 0,47, р = 0,002, r = 0,56, р < 0,001 

и r = 0,52, р < 0,001 соответственно). Абсолют-
ный уровень CD3+CD4+CD127LowCD25HighCD62L+ 
лим фоцитов также положительно коррелирует 
со следующими хемилюминесцентными показа-
телями нейтрофилов: максимумом интенсивно-
сти и площадью под кривой спонтанной люци-
генин-зависимой хемилюминесценции (r = 0,39, 
р = 0,015 и r = 0,38, р = 0,019 соответственно), 
площадью под кривой зимозан-индуцированной 
хемилюминесценции (r = 0,32, р = 0,048), вре-
менем выхода на максимум спонтанной люми-
нол-зависимой хемилюминесценции (r = 0,45, 
р = 0,005), а также с максимумом интенсивности 
и площадью под кривой спонтанной и индуциро-
ванной люминол-зависимой хемилюминесцен-
ции (r = 0,38, р = 0,020, r = 0,46, р = 0,004, r = 0,39, 
р = 0,015 и r = 0,38, р = 0,018 соответственно).

Обсуждение
Т-хелперы являются наиболее многочислен-

ной субпопуляцией Т-лимфоцитов, осущест-
вляющих стимулирование развития адаптив-
ных иммунных реакций при инфекционных 
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процессах [7, 8, 11]. В то же время в состав 
Т-хелперов (CD3+CD4+ клетки) входят Treg 
(CD3+CD4+CD127LowCD25High), осуществля-
ющие супрессорное воздействие на развитие 
Т-клеточного иммунитета [7, 9, 17]. Обнаруже-
но, что у больных хроническим эндометритом 
в периферической крови повышается содержа-
ние как самих Т-хелперов, так и активирован-
ных Т-хелперных клеток, экспрессирующих 
маркер CD62L. CD62L является мембранным 
гликопротеином, принадлежащим к семейству 
L-селектинов, который экспрессируется на ши-
роком спектре клеток иммунной системы, лиган-
дами для него являются CD34 на эндотелии сосу-
дов, GlyCAM-1 на HEV (high endothelial venules) 

лимфоузлов и MadCAM-1 на эндотелиальных 
клетках GALT (gut associated lymphoid tissues) [14, 
24]. Рецептор обеспечивает слабые межклеточ-
ные взаимодействия, благодаря которым движе-
ние клеток вдоль сосудистой стенки замедляет-
ся и происходит их экстравазация и «хоуминг» 
в периферические лимфоидные органы. У боль-
ных хроническими аднекситами количество 
Т-хелперов в периферической крови соответ-
ствует контрольному диапазону, тогда как абсо-
лютное содержание активированных Т-хелперов 
также повышено. Уровень Treg и активирован-
ных Т-регуляторных клеток (экспрессирующих 
CD62L) в крови у больных хроническим эндо-
метритом и аднекситом повышено относитель-

ТАБЛИЦА 2. ЛЮЦИГЕНИН-ЗАВИСИМАЯ ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНТНАЯ АКТИВНОСТЬ НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ 
У БОЛЬНЫХ ХРОНИЧЕСКИМ ЭНДОМЕТРИТОМ И ХРОНИЧЕСКИМ АДНЕКСИТОМ (Ме, Q0,2-Q0,75)
TABLE 2. LUCIGENIN-DEPENDENT CHEMILUMINESCENT ACTIVITY OF NEUTROPHILIC GRANULOCYTES IN PATIENTS WITH 
CHRONIC ENDOMETRITIS AND CHRONIC ADNEXITIS (Ме, Q0,25-Q0,75)

Показатели
Parameters

Контроль, n = 98
Control

Эндометрит, n = 48
Endometritis

Аднексит, n = 41
Adnexitis

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

Спонтанная люцигенин-зависимая хемилюминесценция
Spontaneous lucigenin-dependent chemiluminescence

Tmax, sec.
2093 1425-2881 1456 1169-1788 1174 1083-1512

р1 < 0,001 р1 < 0,001
р2 = 0,038

Imax, о.е. × 103

Imax, conv. units × 103

7,74 2,61-16,54 21,12 9,42-38,99 6,90 1,77-16,23

р1 < 0,001 р2 < 0,001

S, о.е. × sec. × 107

S, conv. units × sec. × 107

1,52 0,40-4,11 3,70 1,64-6,29 0,85 0,23-1,82

р1 = 0,001 р1 = 0,022
р2 < 0,001

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

Tmax, sec.
1738 1389-2331 1370 1190-1556 1195 1028-1552

р1 < 0,001 р1 < 0,001

Imax, о.е. × 103

Imax, conv. units × 103

14,14 7,59-28,96 29,39 17,35-47,53 8,34 3,66-23,47

р1 < 0,001 р1 = 0,034
р2 < 0,001

S, о.е. × sec. × 107

S, conv. units × sec. × 107

2,52 1,07-6,46 4,50 2,68-7,02 0,98 0,41-2,79

р1 = 0,041 р1 = 0,001
р2 < 0,001

Sинд./ Sспонт.
Sind/Ssp

1,77 1,17-3,11 1,48 1,07-1,97 1,57 1,17-1,97
р1 = 0,017

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As in Table 1. Tmax, time to maximum; Imax, maximum intensity value, reflecting the maximum reactive oxygen species level 
synthesis; S, area under the curve describing total synthesis of reactive oxygen species during 90 min; Sind/Ssp , a ratio between 
zymosan-induced and spontaneous lucigenin-dependent chemiluminescence. 
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но контрольных значений. Можно предполо-
жить, что повышенное количество Т-хелперов, 
как не экспрессирующих, так и экспрессирую-
щих CD62L-рецептор, у больных хроническим 
эндометритом определяется высоким уров-
нем Treg. При этом регуляторная активность 
Т-лимфоцитов при хронических аднекситах пре-
валирует, так как при данном заболевании не на-
блюдается повышенного уровня Т-хелперов.

Состояние респираторного взрыва нейтро-
филов определяется уровнями синтеза первич-
ных и вторичных АФК и опосредует процессы 
фагоцитоза и киллинга [3, 6, 16]. Интенсивность 
респираторного взрыва была исследована с по-
мощью двух хемилюминесцентных индикаторов: 
люцигенина и люминола. Люцигенин окисляется 
и люминесцирует только под влиянием суперок-

сид-радикала, который определяется как пер-
вичная АФК и синтезируется в системе НАДФН-
оксидазы [4, 6, 28]. Люцигенин не проходит через 
мембрану клеток и связывается с супероксид-ра-
дикалом только во внеклеточном пространстве. 
Соответственно, исследование люцигенин-за-
висимой хемилюминесценции нейтрофилов 
позволяет охарактеризовать состояние актив-
ности НАДФН-оксидазы и уровень выделения 
супероксид-радикала для реализации механизма 
внешнего киллинга в обследуемых группах.

Обнаружено, что уровень синтеза супероксид-
радикала нейтрофилами крови в группах обсле-
дуемых больных значительно различается. Так, 
у больных хроническим эндометритом установ-
лено повышение активности НАДФН-оксидазы 
в нейтрофилах, находящихся в состоянии отно-

ТАБЛИЦА 3. ЛЮМИНОЛ-ЗАВИСИМАЯ ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНТНАЯ АКТИВНОСТЬ НЕЙТРОФИЛЬНЫХ ГРАНУЛОЦИТОВ 
У БОЛЬНЫХ ХРОНИЧЕСКИМ ЭНДОМЕТРИТОМ И ХРОНИЧЕСКИМ АДНЕКСИТОМ (Ме, Q0,25-Q0,75)
TABLE 3. LUMINOL-DEPENDENT CHEMILUMINESCENT ACTIVITY OF NEUTROPHILIC GRANULOCYTES IN PATIENTS WITH 
CHRONIC ENDOMETRITIS AND CHRONIC ADNEXITIS (Ме, Q0,25-Q0,75)

Показатели
Parameters

Контроль, n = 98
Control

Эндометрит, n = 48
Endometritis

Аднексит, n = 41
Adnexitis

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

Спонтанная люминол-зависимая хемилюминесценция
Spontaneous lucigenin-dependent chemiluminescence

Tmax, sec.
969 567-1559 1216 322-1657 246 171-866

р1,2 < 0,001

Imax, о.е. × 103

Imax, conv. units × 103

10,83 4,06-30,88 67,08 22,11-86,83 44,41 11,92-83,87

р1 < 0,001 р1 < 0,001

S, о.е. × sec. × 107

S, conv. units × sec. × 107

1,49 0,45-5,09 11,10 3,79-15,16 4,39 1,09-9,32

р1 < 0,001 р1 = 0,018
р2 = 0,008

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

Tmax, sec.
1072 796-1459 1116 521-1700 815 213-1088

р1,2 < 0,001

Imax, о.е. × 103

Imax, conv. units × 103

21,25 7,55-62,59 103,14 42,68-128,37 47,22 16,04-116,16

р1 < 0,001 р1 = 0,020

S, о.е. × sec. × 107

S, conv. units × sec. × 107

2,43 0,92-8,42 17,92 9,41-22,27 6,46 2,66-16,76

р1 < 0,001 р1 = 0,024
р2 = 0,003

Sинд./ Sспонт.
Sind/Ssp

1,89 1,34-2,87 1,61 1,27-2,14 1,69 1,28-2,57

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As in Table 1.
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сительного покоя (спонтанная люцигенин-за-
висимая хемилюминесценция) и при дополни-
тельной антигенной индукции респираторного 
взрыва (зимозан-индуцированная люцигенин-
зависимая хемилюминесценция). Однако по-
вышение интенсивности синтеза супероксид-
радикала нейтрофилами при дополнительной 
антигенной индукции у пациентов данной груп-
пы относительно контрольных значений менее 
выражено, чем для клеток, находящихся в со-
стоянии относительного покоя, что определя-
ется снижением величины индекса активации 
(Sинд./ Sспонт.). Индекс активации характери-
зует уровень метаболических резервов клеток, 
необходимых для реализации респираторного 
взрыва при дополнительной антигенной индук-
ции [3]. Соответственно, можно заключить, что 
у больных хроническим эндометритом наблюда-
ется истощение метаболических резервов для ак-
тивации НАДФН-оксидазы в активированных 
нейтрофилах крови. Кроме того, у больных хро-
ническим эндометритом выявляется сокраще-
ние времени выхода на максимум спонтанной 
и индуцированной люцигенин-зависимой хеми-
люминесценции. Данный показатель характери-
зует скорость развития респираторного взрыва 
от момента регуляторного или антигенного воз-
действия на клетку до максимальной активации 
ферментов, синтезирующих АФК [4]. Следова-
тельно, синтез первичных АФК в нейтрофилах 
крови при хроническом эндометрите осущест-
вляется с ускорением, характерным для активи-
рованных клеток, но при истощении метаболи-
ческих резервов для стимулированной активации 
НАДФН-оксидазы.

В то же время у больных хроническим аднекси-
том обнаружено снижение активности НАДФН-
оксидазы (как относительно контрольного диа-
пазона, так и значений, выявленных у пациентов 
с хроническим эндометритом) в нейтрофилах 
крови, находящихся в состоянии относительного 
покоя и при дополнительной антигенной стиму-
ляции. При этом также выявляется сокращение 
времени выхода на максимум спонтанной и ин-
дуцированной люцигенин-зависимой хемилю-
минесценции. Следовательно, при хроническом 
аднексите выявляется истощение метаболиче-
ских резервов для активации НАДФН-оксидазы, 
что проявляется в снижении интенсивности лю-
цигенин-зависимой хемилюминесценции и со-
кращении времени ее выхода на максимум.

Формирование пула вторичных АФК в нейтро-
филах осуществляется целым комплексом фер-
ментов: супероксиддисмутаза, каталаза, миелопе-
роксидаза и др. [3, 13]. Для оценки интенсивности 
синтеза вторичных АФК нейтрофилами крови 
нами использовалась люминол-зависимая 

хемилюминесценция. Люминол также способен 
проходить через клеточные мембраны и вступать 
в хемилюминесцентную реакцию, как с 
первичными, так и вторичными АФК внутри 
клетки [3, 31].

Обнаружено, что у больных хроническими 
эндометритом и аднекситом в нейтрофилах кро-
ви повышен уровень синтеза вторичных АФК, 
как для клеток, находящихся в состоянии от-
носительного покоя, так и при дополнительной 
антигенной индукции респираторного взрыва. 
Однако при хроническом аднексите выявляется 
менее выраженное относительно контрольного 
диапазона увеличение интенсивности люминол-
зависимой хемилюминесценции по сравнению 
с выявленным при хроническом эндометрите. 
При этом у пациентов с хроническим аднекси-
том наблюдается сокращение времени выхода 
на максимум люминол-зависимой хемилюми-
несценции.

С помощью корреляционного анализа уста-
новлены особенности взаимосвязи содержания 
Тh-клеток и Treg в крови с интенсивностью ре-
спираторного взрыва нейтрофилов. Так, у здоро-
вых людей уровень Treg в крови находится в отри-
цательной зависимости с уровнем максимальной 
активности НАДФН-оксидазы, тогда как повы-
шение количества активированных Тh-клеток 
и Treg в крови сокращает время активации дан-
ного фермента в нейтрофильных гранулоцитах.

У больных хроническим эндометритом так-
же обнаружена взаимосвязь, характеризующая 
ускорение активации НАДФН-оксидазы ней-
трофильных гранулоцитов с повышением со-
держания активированных Th-клеток в крови. 
Кроме того, повышение уровня данной фракции 
Т-лимфоцитов в периферической крови также 
приводит к увеличению интенсивности респира-
торного взрыва нейтрофилов за счет зимозан-ин-
дуцированного синтеза вторичных АФК.

У больных хроническим аднекситом коли-
чество Тh-клеток отрицательно взаимосвязано 
с индексом активации нейтрофилов по люми-
нол-зависимой хемилюминесценции, тем са-
мым определяя, что стимулирующее влияние 
Т-хелперов на нейтрофилы может проявляться 
и в истощении метаболических резервов для ре-
ализации респираторного взрыва. При этом у па-
циентов данной группы выявлены многочислен-
ные и тесные положительные взаимосвязи между 
количеством неактивированных и активирован-
ных Treg и практически всеми показателями ре-
спираторного взрыва нейтрофилов.

Известно, что трансформирующий фактор 
роста-β (TGF-β), являясь одним из основных 
цитокинов Treg, ингибирует хемокин-индуци-
рованную активацию нейтрофилов, снижает 
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мигрирующую способность клеток [10]. Меха-
низм действия TGF-β на нейтрофилы осущест-
вляется через ингибирование Ras-зависимого 
протеина, стимулирующего CalDAG-гуанин 
нуклеотидный обмен, что и приводит к сниже-
нию экспрессии интегринов. В то же время через  
PI3K/Akt (phosphoinositide 3-kinase/serine/
threonine-specific protein kinase) и MAPK (mitogen-
activated protein kinase) сигнальные пути TGF-β 
стимулирует экспрессию АФК-продуцирующих 
ферментов [12, 15, 25], что и проявляется в уве-
личении синтеза АФК.

Таким образом, при хроническом эндоме-
трите и аднексите установлены характерные 
для каждого заболевания изменения в количе-
стве Th-клеток и Treg в периферической крови, 
а также изменения показателей респираторно-
го взрыва нейтрофилов. При хроническом эн-
дометрите установлено повышение количества 
в крови неактивированных и активированных 
Th-клеток и Treg. Высокая интенсивность ре-
спираторного взрыва нейтрофилов определяется 
повышением уровня синтеза первичных и вто-
ричных АФК. Однако длительный инфекцион-
но-воспалительный процесс при хроническом 
эндометрите приводит к истощению метаболи-
ческих резервов нейтрофильных гранулоцитов 
для синтеза первичных АФК. При данном забо-
левании с показателями респираторного взрыва 
нейтрофилов взаимосвязаны только активиро-
ванные Th-клетки (экспрессирующие CD62L), 
что реализуется в сокращении времени актива-
ции НАДФН-оксидазы и стимулировании анти-
ген-индуцированного синтеза вторичных АФК. 

У больных хроническим аднекситом содержание 
Th-клеток в периферической крови соответству-
ет контрольному диапазону, тогда как количество 
Treg, а также активированных Th-клеток и Treg, 
значительно превышает контрольный диапа-
зон. Обнаружено, что у больных хроническим 
аднекситом респираторный взрыв нейтрофилов 
реализуется при дисбалансе синтеза первич-
ных и вторичных АФК: при сниженной актив-
ности НАДФН-оксидазы наблюдается высокий 
уровень синтеза вторичных АФК. С помощью 
корреляционного анализа установлено, что при 
хроническом аднексите имеется единственная 
взаимосвязь между уровнем Т-хелперов и пока-
зателями респираторного взрыва нейтрофилов, 
характеризующая отрицательное влияние Th-
клеток на индекс активации нейтрофилов. В то 
же время при данном заболевании обнаружены 
многочисленные и тесные положительные взаи-
мосвязи между количеством неактивированных 
и активированных Treg и практически всеми по-
казателями респираторного взрыва нейтрофи-
лов. В целом регуляторное действие Treg на ней-
трофилы может реализоваться через различные 
сигнальные пути, что при хроническом аднекси-
те выражается в стимулирующем действии Treg 
на респираторный взрыв нейтрофилов. Однако 
длительное стимулирующее воздействие Th- кле-
ток и Treg на нейтрофильные гранулоциты при-
водит к истощению метаболических резервов 
для реализации респираторного взрыва, что и яв-
ляется одним из механизмов иммунопатогенеза, 
способствующих хронизации инфекционно-вос-
палительного процесса.
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СВЯЗЬ ВАРИАБЕЛЬНОГО САЙТА rs1041981 ГЕНА 
ЛИМФОТОКСИНА-α С РАЗВИТИЕМ НЕБЛАГОПРИЯТНЫХ 
ИСХОДОВ У ПАЦИЕНТОВ С ОСТРЫМ КОРОНАРНЫМ 
СИНДРОМОМ БЕЗ ПОДЪЕМА СЕГМЕНТА ST 
В ОТДАЛЕННОМ ПЕРИОДЕ
Шмидт Е.А.1, Бернс С.А.1, 3, Жидкова И.И.1, Макеева О.А.1, 
Гончарова И.А.1, Нагирняк О.А.1, Клименкова А.В.2, 
Литвинова М.Н.2, Барбараш О.Л.1
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт комплексных проблем сердечно-сосудистых заболеваний»,  
г. Кемерово, Россия  
2 ГБУЗ Кемеровской области «Кемеровский областной клинический кардиологический диспансер имени 
академика Л.С. Барбараша», г. Кемерово, Россия  
3 ГБОУ ВПО «Московский государственный медико-стоматологический университет имени 
А.И. Евдокимова», Москва, Россия

Резюме. Лимфотоксин-α (LTA) является одним из важнейших провоспалительных цитоки-
нов, продуцируемых на ранних стадиях сосудистых воспалительных процессов, тем самым принимая 
участие в формировании атеросклеротического поражения артерий и развитии ишемической болез-
ни сердца. Функциональные изменения в гене, кодирующем продукцию LTA, могут влиять на разви-
тие ишемической болезни сердца с неблагоприятным течением данного заболевания. Однако резуль-
таты проведенных исследований по выявлению ассоциаций вариабельного сайта rs1041981 (C-804A) 
гена LTA с развитием острого нарушения мозгового кровообращения, инфаркта миокарда и степенью 
выраженности атеросклеротического поражения коронарных артерий противоречивы. Целью наше-
го исследования явилось изучение ассоциации вариабельного сайта rs1041981 гена LTA с развитием 
неблагоприятных исходов в течение пяти лет наблюдения у пациентов, перенесших острый коронар-
ный синдром без подъема сегмента ST (ОКСбпST). В исследование было включено 178 пациентов 
с ОКСбпST из данных регистра, сформированного на базе Кемеровского кардиологического центра. 
Проведено генотипирование вариабельного сайта rs1041981 гена LTA методом TaqMan-проб на при-
боре “iCycler iQ” (BIO-RAD, США). Распределения генотипов по исследованным полиморфным ло-
кусам проверяли на соответствие ожидаемым при равновесии Харди–Вайнберга с помощью крите-
рия χ2. Установлено, что аллель А (p = 0,02) и генотип А/А (p = 0,036) вариабельного сайта rs1041981 
гена LTA ассоциированы с развитием неблагоприятных сердечно-сосудистых исходов в течение пяти 
лет наблюдения. У пациентов с генотипом А/А вариабельного сайта rs1041981 гена LTA в 3,8 раза чаще 
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развиваются неблагоприятные сердечно-сосудистые исходы по сравнению пациентами, имеющими 
генотип А/С или С/С. Носительство аллеля А rs1041981 гена LTA почти в два раза увеличивает риск 
развития неблагоприятного сердечно-сосудистого события у пациентов с ОКСбпST в отдаленном 
периоде. С помощью метода Каплана–Мейера определено, что дожитие до первой конечной точки 
чаще происходило у носителей генотипа А/А rs1041981 гена LTA. При объединении генотипов А/С и 
С/С в одну группу также наиболее значимым (p = 0,016) в отношении развития неблагоприятных 
исходов был генотип А/А rs1041981 гена LTA. Таким образом, у пациентов с ОКСбпST аллель А и 
генотип А/А вариабельного сайта rs1041981 гена LTA ассоциированы с развитием неблагоприятных 
кардиоваскулярных событий в течение пятилетнего периода после индексного события. 

Ключевые слова: пятилетний прогноз, ОКСбпST, неблагоприятный исход, вариабельность генов, rs1041981 гена 
лимфотоксина-α, LTA

ASSOCIATION OF A LYMPHOTOXIN-α VARIABLE SITE 
rs1041981 WITH DEVELOPMENT OF LONG-TERM 
UNFAVORABLE OUTCOMES IN PATIENTS WITH ACUTE 
CORONARY SYNDROME WITHOUT ST-SEGMENT ELEVATION 
Shmidt E.A.a, Berns S.A.a, c, Zhidkova I.I.a, Makeeva O.A.a, 
Goncharova I.A.a, Nagirnyak O.A.a, Klimenkova A.V.b, Litvinova M.N.b, 
Barbarash O.L.a
a Research Institute for Complex Issues of Cardiovascular Diseases, Kemerovo, Russian Federation  
b Kemerovo L.S. Barbarash Regional Clinical Cardiac Dispensary, Kemerovo, Russian Federation  
c Moscow State A.I. Evdokimov University of Medicine and Dentistry, Moscow, Russian Federation

Abstract. Lymphotoxin-α (LTA) is a major pro-inflammatory cytokine produced at the early stages of 
vascular inflammation, taking part in the formation of arterial atherosclerosis and development of coronary heart 
disease. Functional changes in the gene encoding LTA production may influence the development of coronary 
heart disease with unfavorable progression. However, studies for associations between rs1041981 (C-804A) 
LTA gene variant and development of acute cerebrovascular accidents, myocardial infarction, and severity of 
coronary atherosclerosis have yielded contradictory results. The purpose of our study was to investigate an 
association of rs1041981 gene LTA with risk of adverse events within five years of follow-up in the patients with 
acute coronary syndrome without ST elevation ST (nonST-ACS). 178 patients with nonST-ACS from the 
Kemerovo Cardiology Center Registry were included into the study. Genotyping of rs1041981 site variable LTA 
gene was performed by TaqMan technique using an “iCycler iQ” device (BIO-RAD, USA). Results: we have 
found that the A allele and A/A genotype polymorphism in LTA gene (rs1041981) have been associated with 
development of adverse cardiovascular events over five years of observation (respective p levels were 0.02 and 
0.036). In patients with A/A genotype, the rs1041981 polymorphism in LTA gene was associated with 3.8-fold 
increase in adverse cardiovascular events, compared to patients having A/C or C/C genotype. Carriage of A 
allele in LTA gene (rs1041981) doubles the risk of adverse cardiovascular events in patients with nonST-ACS 
at long observation terms. By means of Kaplan-Meier method, we have determined that survival to the first 
endpoint occurred more often in carriers of the genotype A/A of LTA gene (rs1041981). The A/A genotype 
of LTA gene (rs1041981) proved to be more significant (p = 0.016) for development of adverse outcomes, 
when combining the patients with A/C and C/C genotypes. One may draw a conclusion that A allele and A/A 
genotype of rs1041981 LTA polymorphism is associated with development of adverse cardiovascular events 
during the five-year period following the index event in patients with nonST-ACS.

Keywords: five-year prognosis, nonST-ACS, adverse events, variable gene sites, rs1041981 gene LTA
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Cокращения: АГ – артериальная гипертония; 
АНК – артерии нижних конечностей; ДНК – де-
зоксирибонуклеиновая кислота; ИБС – ишеми-
ческая болезнь сердца; ИМ – инфаркт миокарда; 
ИМбпST – инфаркт миокарда без подъема сег-
мента ST; ИМТ – индекс массы тела; КА – ко-
ронарная артерия; КАГ – коронароангиогра-
фия; КК-МВ – МВ изофермент креатинкиназы; 
ККТ – композитные конечные точки; КШ – ко-
ронарное шунтирование; НС – нестабильная сте-
нокардия; ОКС – острый коронарный синдром; 
ОКСбпST – острый коронарный синдром без 
подъема сегмента ST; ОНМК – острое нарушение 
мозгового кровообращения; ОР – относитель-
ный риск; ОСН- острая сердечная недостаточ-
ность; ПИКС – постинфарктный кардиосклероз; 
СД 2 типа – сахарный диабет; СКФ – скорость 
клубочковой фильтрации; ТП – трепетание 
предсердий; ФВ ЛЖ – фракция выброса лево-
го желудочка; ФП – фибрилляция предсердий; 
ХСН – хроническая сердечная недостаточность; 
ЧКВ – чрескожное коронарное вмешательство; 
ЭКГ – электрокардиография; ЭХОКГ – эхокар-
диография; GRACE – Global Registry of Acute 
Coronary Events; LTA – ген лимфотоксина-α; 
MRDRD – Modification of diet in renal disease; 
Q0,25 – 25-й квартиль; Q0,75 – 75-й квартиль; Syntax 
Score – Systematic Cоronary Risk Evaluation.

Введение
Наиболее распространенной причиной го-

спитализации пациентов с ишемической болез-
нью сердца (ИБС) является острый коронарный 
синдром (ОКС), причем в большей степени – 
ОКС без подъема сегмента ST (ОКСбпST) [16]. 
Больные ОКСбпST представляют гетерогенную 
по прогнозу группу: у одних данное заболевание 
может протекать весьма благоприятно, у дру-
гих же – сопровождаться высокой смертностью. 
Актуальным в настоящее время является вопрос 
о прогнозировании неблагоприятных сердечно-
сосудистых исходов при ОКСбпST, при этом зна-
ние генетических факторов имеет важное про-
гностическое значение.

Лимфотоксин-α (LTA) является одним из важ-
нейших провоспалительных цитокинов, про-
дуцируемых на ранних стадиях сосудистых вос-
палительных процессов, тем самым принимая 
участие в формировании атеросклеротического 
поражения артерии и развитии ИБС [2]. Атеро-
генные эффекты LTA связаны с активацией неко-
торых хемокинов (RANTES, IP-10, МСР-1, BLC, 
SLC, ELC) и молекул клеточной адгезии (VCAM, 
ICAM, E-selectin, MAdCAM-1) в эндотелиальных 
клетках [8]. 

Функциональные изменения в гене, кодиру-
ющем продукцию LTA, могут влиять на развитие 

воспаления в стенке сосудов и, тем самым, по-
вышать приверженность носителя к атероскле-
ротическому поражению и развитию ИБС с не-
благоприятным течением данного заболевания. 
Однако результаты проведенных исследований 
по выявлению ассоциаций вариабельного сайта 
rs1041981 (C-804A) LTA с развитием острого на-
рушения мозгового кровообращения (ОНМК), 
инфаркта миокарда (ИМ) и степенью выражен-
ности атеросклеротического поражения коро-
нарных артерий (КА) противоречивы. По резуль-
татам одних исследований, вариабельный сайт 
rs1041981 гена LTA не ассоциирован с коронар-
ным атеросклерозом и развитием ИМ [4, 5, 10, 
11, 17], в ряде других публикаций показано, что 
аллель 804А ассоциирован с острыми формами 
ИБС [7, 9, 12, 13, 14]. Учитывая значительное ко-
личество публикаций, освещающих неблагопри-
ятную роль носительства аллеля А вариабельного 
сайта rs1041981 гена LTA, целесообразно изуче-
ние влияния данного гена с неблагоприятным те-
чением ИБС.

Цель исследования – изучение ассоциации ва-
риабельного сайта rs1041981 гена LTA с развити-
ем неблагоприятных исходов в течение пяти лет 
наблюдения у пациентов, перенесших острый 
коронарный синдром без подъема сегмента ST.

Материалы и методы
C 2009 года в Научно-исследовательском ин-

ституте комплексных проблем сердечно-сосуди-
стых заболеваний на базе МБУЗ «Кемеровский 
кардиологический диспансер» создан регистр, 
в который включались пациенты с ОКСбпST. 
За период с 15.01.2009 по 28.12.2009 в регистр 
включено 415 последовательно госпитализи-
рованных пациентов с ОКСбпST. Критериями 
включения участников исследования являлись: 
1) подписанная пациентом форма информиро-
ванного согласия на участие в исследовании; 
2) возраст старше 18 лет; 3) возникшие в течение 
48 часов до госпитализации Q-необразующий 
ИМ или нестабильная стенокардия (НС). Кри-
терием исключения явился ОКСбпST, ослож-
нивший чрескожное коронарное вмешательство 
(ЧКВ) или коронарное шунтирование (КШ), 
а также наличие острых или обострение хрони-
ческих воспалительных заболеваний, почечной 
и печеночной недостаточности, заболеваний лег-
ких и онкологической патологии. Протокол дан-
ного исследования одобрен локальным этиче-
ским комитетом. Схема обследования пациентов 
включала: сбор анамнеза и жалоб, объективный 
осмотр кардиолога, в последующем записыва-
лась электрокардиография (ЭКГ) в 16 отведени-
ях на скорости 50 мм/с, определялись в крови 
кардиоспецифические маркеры тропонин-Т, МВ 
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изофермент креатинфосфокиназы (КФК-МВ), 
показатели общего и биохимического анализов 
крови, осуществлялся контроль показателей си-
стемной гемодинамики, проводилось эхокарди-
ографическое (ЭХОКГ) исследование с опреде-
лением зон гипо- и акинезии, фракции выброса 
левого желудочка (ФВЛЖ). В случае подписания 
информированного согласия пациенту прово-
дилась диагностическая коронарография (КАГ) 
с последующим ЧКВ по показаниям. В усло-
виях стационара все пациенты при отсутствии 
противопоказаний получали антикоагулянтную, 
антиагрегантную терапию, бета-блокаторы, ин-
гибиторы ангиотензинпревращающего фермен-
та, статины, диуретики, блокаторы медленных 
кальциевых каналов, антагонисты верошпирона.

Всего в группу пациентов с известным 5-лет-
ним прогнозом вошло 385 пациентов, из них 
56,8% были мужчинами, медиана возраста со-
ставила 61 (55; 69) лет. Соотношение диагнозов 
ИМбпST/НС при выписке имели 50,9/49,1%. 
У 141 пациента (36,62%) в анамнезе имелся по-
стинфарктный кардиосклероз (ПИКС), у 47 па-
циентов (12,21%) – ОНМК, 301 (78,18%) пациент 
имел до включения в регистр стенокардию дли-
тельностью два или более месяца. Реваскуляри-
зация ранее проводилась у 60 пациентов (15,6%), 
из них у 23 (5,9%) – КШ и у 37 (9,6%) – ЧКВ. 
Сахарный диабет 2 го типа (СД 2 типа) был вы-
явлен у 74 (19,2%), артериальная гипертензия 
(АГ) – у 346 (89,9%) пациентов. Индекс массы 
тела (ИМТ) > 25 кг/м2 на момент поступления 
был выявлен у 305 (69,2%) пациентов, 156 чело-
век (40,5%) имели стаж курения. Для проведения 
генотипирования была сформирована выборка 
пациентов (n = 178) не отличавшаяся от общей 
группы. Характеристика исследуемых групп па-
циентов по основным клинико-анамнестиче-
ским критериям приведена в таблице 1.

Забор крови для определения генетических 
маркеров производился в течение госпиталь-
ного периода на 10-13 сутки от момента посту-
пления в стационар. Дезоксирибонуклеиновая 
кислота (ДНК) выделялась из лейкоцитов кро-
ви модифицированным методом фенол/хлоро-
формной экстракции по Т. Маниатис и соавт. [1]. 
Генотипирование проводили методом TaqMan-
проб на приборе “iCycler iQ” (BIO-RAD, США). 
Полимеразная цепная реакция для TaqMan-
генотипирования выполнялась согласно ин-
струкции Applied Biosystems, США. Распределе-
ния генотипов по исследованным полиморфным 
локусам проверяли на соответствие ожидаемым 
при равновесии Харди–Вайнберга с помощью 
критерия χ2.

Неблагоприятным исходом считали госпита-
лизации с НС, ИМ, ОНМК и смерть от любых 

причин и объединяли понятием «композитная 
конечная точка» (ККТ). Наличие ККТ отсле-
живали с момента выписки из стационара. Семь 
пациентов умерли на стационарном этапе. По-
этому не вошли в дальнейший анализ. В зависи-
мости от наличия неблагоприятного исхода были 
сформированы 2 группы: группа I (n = 178) – па-
циенты c наличием ККТ и группа II (n = 200) – 
пациенты без развития ККТ в течение пяти лет 
наблюдения.

Статистическая обработка результатов иссле-
дования осуществлялась с помощью пакета про-
грамм STATISTICA 8.0 for Windows фирмы StatSoft 
(США), MedCalc Version 16.2.1 фирмы Softwa 
(Бельгия). Качественные показатели представле-
ны в виде частот и процентов. Количественные 
показатели представлены в виде медианы с указа-
нием квартильного размаха в скобках (Q0,25-Q0,75). 
Сравнение двух групп по количественному при-
знаку проводилось с помощью U-критерия Ман-
на–Уитни. При сравнении групп по качествен-
ному показателю использовалось построение 
таблиц сопряженности с последующим расчетом 
χ2 Пирсона. Для прогнозирования выживаемости 
использовался метод Каплана–Мейера. Расчи-
тывался относительный риск (OР) c 95% довери-
тельным интервалом (95%ДИ). Различия в срав-
ниваемых группах считались достоверными при 
уровне двусторонней статистической значимо-
сти (р) менее 0,05. 

Результаты 
В течение 60 месяцев после выписки из ста-

ционара у 178 (47,1%) из 378 пациентов зареги-
стрировано развитие одной и более конечных 
точек (КТ). Общая смертность за 60 месяцев на-
блюдения составила 61 (15,8%) человек, 7 (1,8%) 
умерли на госпитальном этапе от ИМ, 54 пациен-
та (14,0%) – в течение последующих 60 месяцев, 
из них 39 (72,2% от умерших) от сердечно-сосу-
дистых заболеваний. За 60 месяцев у 52 (13,8%) 
человек развился ИМ. У 29 (7,7%) пациентов 
произошло развитие ОНМК, у 101 (26,7%) паци-
ента были госпитализации с НС. Самая высокая 
смертность (6,5%), и максимальное число госпи-
тализаций с ИМ (41,1%) и НС (49,6%) были от-
мечены в течение первых 12 месяцев. 

По результатам проведенного анализа паци-
енты с неблагоприятным исходом были значимо 
старше, чаще имели ПИКС и проведенное КШ 
в анамнезе, более высокий балл по шкале GRACE 
при поступлении в стационар по сравнению с па-
циентами, характеризующимися благоприятным 
исходом. У пациентов с наличием ККТ значимо 
чаще диагностировались ишемические измене-
ния по ЭКГ при поступлении и более низкая ФВ 
ЛЖ по сравнению с пациентами из группы бла-
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ТАБЛИЦА 1. СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ОБЩЕЙ ГРУППЫ ПАЦИЕНТОВ С ОКСбпST И ГРУППЫ 
ГЕНОТИПИРОВАНИЯ 
TABLE 1. COMPARATIVE CHARACTERISTICS OF GENERAL nonST-ACS GROUP, AND GENOTYPED PATIENTS

Характеристики
Characteristics

Общая группа,
General group with 

nonST-ACS
n = 385

Группа 
генотипирования,
Genotyped patients 

with nonST-ACS
n = 178

р

Мужчины, n (%) 
Males, n (%) 222 (57,7) 95 (53,4) 0,34

Возраст, Me (Q0,25-Q0,75), лет
Age, Mediane (Q0,25-Q0,75), years 61 (55; 69) 60 (54; 69) 0,87

Диагноз при выписке ИМ, n (%)
Diagnosis of myocardial infarction, n (%) 196 (50,9) 84 (48,3) 0,41

Застойная ХСН в анамнезе, n (%)
Congestive heart failure in history, n (%) 65 (16,9) 27 (15,2) 0,61

Стенокардия в анамнезе, n (%)
Stable angina pectoris, n (%) 303 (78,1) 135 (75,8) 0,27

ПИКС, n (%) 
Postinfarction cardiosclerosis, n (%) 141 (36,6) 61 (34,3) 0,59

ОНМК в анамнезе, n (%) 
Ischemic stroke in history, n (%) 47 (12,2) 26 (14,6) 0,43

АГ в анамнезе, n (%) 
Arterial hypertension, n (%) 346 (89,9) 156 (87,6) 0,43

СД 2 типа, n (%)
Type 2 diabetes, n (%) 74 (19,2) 30 (16,9) 0,5

ЧКВ в анамнезе, n (%)
Percutaneous Coronary Intervention in history, n (%) 37 (9,61) 15 (8,4) 0,65

КШ в анамнезе, n (%)
Coronary Artery Bypass Graft in history, n (%) 23 (5,9) 10 (5,6) 0,87

Курение, n (%)
Smoker, n (%) 156 (40,5) 65 (36,5) 0,37

Класс ОСН по Killip II-IV, n (%)
Acute heart failure
Killip II-IV, n (%)

20 (5,2) 9 (5,1) 0,94

ИМТ > 25 кг/м2, n (%)
Body mass index > 25 kg/m2, n (%) 305 (79,2) 134 (75,3) 0,29

Синусовый ритм на ЭКГ, n (%)
Sinus rhythm, n (%) 339 (88,1) 157 (88,2) 0,96

Ишемические изменения ЭКГ, n (%)
Ischemic changes on an electrocardiogram, n (%) 223 (57,9) 96 (53,9) 0,37

ФВ ЛЖ, Me (Q0,25-Q0,75), % 
Left ventricular ejection fraction, 
Me (Q0,25-Q0,75), % 

58 (50; 63) 59 (51; 62) 0,43

ФВ ЛЖ ≤ 40%, n (%)
Left ventricular ejection fraction, ≤ 40%, n (%) 43 (10,4) 17 (9,6) 0,58

СКФ MDRD, Me (Q0,25-Q0,75), мл/мин/1,73 м2

Glomerular filtration MDRD, Me (Q0,25-Q0,75), ml/min/1,73 m2 67,9 (55,7; 82,3) 65,4 (54,8; 78,9) 0,95

Шкала GRACE, Me (Q0,25-Q0,75), балл
Risk GRACE, Me (Q0,25-Q0,75), points 99 (83; 120) 100 (79; 120) 0,56

Примечание. ХСН – хроническая сердечная недостаточность; ОСН – острая сердечная недостаточность; 
СКФ – скорость клубочковой, фильтрации; MRDRD – Modification of diet in renal disease, формула расчета 
СКФ; шкала GRACE – Global Registry of Acute Coronary Events.

Note. MDRD, Modification of diet in renal disease; GRACE, Global Registry of Acute Coronary Events.
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ТАБЛИЦА 2. ИСХОДНАЯ КЛИНИЧЕСКАЯ ХАРАКТИРИСТИКА В ГРУППАХ ПАЦИЕНТОВ С ОКСбпST В ЗАВИСИМОСТИ 
ОТ 5-ЛЕТНЕГО ИСХОДА
TABLE 2. CLINICAL CHARACTERISTICS OF THE PATIENTS WITH nonST-ACS IN GROUPS WITH DIFFERENT 5-YEARS 
OUTCOMES

Параметры
Characteristics

Группы
Groups

рККТ за 5 лет (I)
5-year adverse events (I)

n = 178

Благоприятный 
исход (II)

Favorable outcoMe (II)
n = 200

Пол мужской, n (%)
Male, n (%) 78 (56,18) 118 (59,0) 0,58

Возраст, Me (Q0,25-Q0,75), лет
Age, Mediane (Q0,25-Q0,75), years 62 (57; 70) 60 (53; 67) 0,003

Диагноз ИМ при выписке, n (%)
Diagnosis of myocardial infarction, n (%) 80 (44,94) 92 (46,0) 0,84

ПИКС, n (%)
Postinfarction cardiosclerosis, n (%) 82 (46,07) 55 (27,5) 0,0001

ОНМК в анамнезе, n (%)
Ischemic stroke in history, n (%) 23 (12,92) 23 (11,5) 0,67

ЧКВ в анамнезе, n (%)
PCI in history, n (%) 20 (11,2) 17 (8,5) 0,37

КШ в анамнезе n (%)
Coronary Artery Bypass Graft in history, n (%) 17 (9,55) 6 (3,0) 0,008

СД 2 типа, n (%)
Type 2 diabetes, n (%) 38 (21,35) 33 (16,5) 0,23

ХСН в анамнезе, n (%)
Congestive heart failure in history, n (%) 34 (19,1) 28 (14,00) 0,18

АГ, n (%)
Arterial hypertension, n (%) 162 (91,01) 179 (89,5) 0,62

Стенокардия в анамнезе, n (%)
Stable angina pectoris, n (%) 145 (81,46) 152 (76,00) 0,2

Курение, n (%)
Smoker, n (%) 69 (38,76) 83 (42,0) 0,59

ФП/ТП, n (%)
Atrial fibrillation, n (%) 25 (14,04) 19 (9,5) 0,17

ИМТ, Me (Q0,25-Q0,75), кг/м2

Body mass index, Me (Q0,25-Q0,75), 25 kg/m2 28,7 (25,24; 32,65) 29,0 (25,51; 32) 0,88

ИМТ > 25 кг/м2, n (%)
Body mass index > 25 kg/m2, n (%) 137 (76,97) 160 (80,0) 0,47

Риск GRACE, Me (Q0,25-Q0,75), балл
Risk GRACE, Me (Q0,25-Q0,75), points 104 (88; 123) 94 (79; 115) < 0,0001

Ишемические изменения по ЭКГ, n (%)
Ischemic changes on an electrocardiogram, n (%) 112 (62,9) 105 (52,5) 0,04

ФВ ЛЖ, Me (Q0,25-Q0,75), %
Left ventricular ejection fraction, Me (Q0,25-Q0,75), %

54 (47; 63) 61 (53; 64) 0,0002

ФВ ЛЖ ≤ 40%, n (%)
Left ventricular ejection fraction, ≤ 40%, n (%) 24 (13,48) 16 (8,00) 0,008
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Параметры
Characteristics

Группы
Groups

рККТ за 5 лет (I)
5-year adverse events (I)

n = 178

Благоприятный 
исход (II)

Favorable outcoMe (II)
n = 200

СКФ по формуле MDRD, Me (Q0,25-Q0,75),  
мл/мин/1,73 м2

Glomerular filtration MDRD, Me (Q0,25-Q0,75),  
ml/min/1,73 m2

67,71
(54,78; 80,64)

68,74
(57,58; 84,25) 0,36

Killip II-IV, n (%) 12 (6,74) 6 (3,00) 0,088

Характеристики коронарного русла
Characteristics of coronary artery

КАГ госпитально, n (%)
Coronaroangiography in hospital period, n (%) 138 (77,53) 159 (79,5) 0,64

Число пораженных КА, Me (Q0,25-Q0,75)
Number of coronary artery with stenoses, 
Me (Q0,25-Q0,75)

2 (2; 3) 3 (1; 3) 0,67

Поражение КА > 50%, n (%)
Coronary artery with stenoses > 50%, n (%) 115 (83,3) 132 (83,02) 0,78

Поражение ствола ЛКА > 50%, n (%)
Stenosis of trunk LCA > 50%, n (%) 13 (9,42) 10 (6,29) 0,31

ЧКВ госпитально, n (%)
PCI in hospital period, n (%) 62 (44,93) 74 (37,0) 0,66

Syntax Score, Me (Q0,25-Q0,75), балл
Syntax Score, Me (Q0,25-Q0,75), points 13 (6; 22) 12 (3; 21) 0,45

SYNTAX
Высокий балл (n = 22), n (%)
Средний балл (n = 34), n (%)
Низкий балл (n = 81), n (%)
SYNTAX
High score (n = 22), n (%)
Middle score (n = 34), n (%)
Low score (n = 81), n (%)

9 (6,52)
15 (10,87)
84 (60,87)

13 (8,18)
19 (11,95)
94 (59,12)

0,81

Примечание. Шкала Syntax Score – Systematic Cоronary Risk Evaluation; ЛКА – ствол левой коронарной 
артерии; ЧКВ – чрезкожное коронарное вмешательство.

Note. Syntax Score, Systematic Cоronary Risk Evaluation; LCA, left coronary artery; PCI, percutaneous coronary intervention.

гоприятного прогноза. Частота проведения КАГ 
и ЧКВ на госпитальном этапе не различалась 
у пациентов исследуемых групп. По остальным 
клинико-анамнестическим характеристикам па-
циенты исследуемых групп достоверно не разли-
чались между собой (табл. 2).

Далее был проведен анализ ассоциации рас-
пространенности генотипов и аллелей исследу-
емого вариабельного сайта rs1041981 гена LTA 
с развитием ККТ и отдельно со смертельным ис-
ходом, ИМ, НС, ОНМК, развившихся в течение 
пяти лет наблюдения. В таблице 3 представлена 
распространенность генотипов и аллелей вариа-
бельного сайта rs1041981 гена LTA для смертель-
ного исхода, ККТ и отдельных КТ. 

Выявлена ассоциация аллеля А (p = 0,02) 
и генотипа А/А (p = 0,036) вариабельного сайта 
rs1041981 гена LTA с развитием ККТ. Установлено, 
что у пациентов с генотипом А/А вариабельного 
сайта rs1041981 гена LTA в 3,8 раза чаще развива-
лась ККТ по сравнению пациентами, имеющи-
ми генотип А/С или С/С. Носительство аллеля 
А rs1041981 гена LTA почти в два раза увеличива-
ет риск развития ККТ у пациентов с ОКСбпST 
в отдаленном периоде. В отношении других КТ 
статистически значимых ассоциаций выявлено 
не было в связи с малым количеством пациентов 
в группах. С помощью метода Каплана–Мейе-
ра определено, что дожитие до первой КТ чаще 
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происходило у носителей генотипа А/А rs1041981 
гена LTA (рис. 1). 

При объединении генотипов А/С и С/С в одну 
группу также наиболее значимым (p = 0,016) 
в отношении развития ККТ был генотип 
А/А rs1041981 гена LTA (рис. 2). 

Обсуждение
Частота развития неблагоприятных кардио-

васкулярных событий за пятилетний период 
наблюдения у больных ОКСбпST в нашем ис-
следовании была сопоставима с таковой в евро-
пейских исследованиях [3, 15, 18]. Наряду с таки-
ми известными предикторами неблагоприятного 
прогноза как старший возраст, ПИКС, высокий 
балл по шкале GRACE и сниженная ФВ ЛЖ в на-
шем исследовании определена неблагоприятная 
роль генотипа А/А вариабельного сайта rs1041981 
гена LTA в отношении развития неблагоприятно-
го исхода в течение пяти лет наблюдения после 
индексного ОКС. Полученные результаты согла-
суются с исследованием PROSPER (5804 пациен-

та), где у носителей аллеля А гена LTA достоверно 
чаще регистрировалась ККТ и ОНМК, особенно 
у мужчин [14]. Laxton R. и соавт. (2005) описали 
связь между вариабельным сайтом С-804А и вы-
раженностью атеросклероза КА [6]. Носители 
аллеля А, по их данным, имели риск более тя-
желого атеросклеротического поражения. Бо-
лее того, такая тенденция наблюдалась только 
у мужчин. В Японии также выявлена взаимосвязь 
атеросклеротического поражения КА и аллеля А 
rs1041981 гена LTA у лиц старшей возрастной не-
зависимо от пола [5]. В то время как в исследова-
нии Liu Y. (2011) частота аллеля С в контрольной 
группе и группе коронарного атеросклероза до-
стоверно не отличалась, генотип СС вариабель-
ного сайта С-804А достоверно чаще встречался 
в группе больных с поражением КА [8]. 

Данные об ассоциации аллеля А с развити-
ем ИМ были представлены в 2002 году Ozaki K. 
и соавт.: риск развития ИМ у гомозигот А/А пре-
вышал в 1,78 раза таковой в группе носителей 
генотипа С/С и гетерозигот А/С [9]. Частота ал-

Рисунок 1. Анализ Каплана–Мейера для разных 
генотипов (А/А, А/С, С/С) вариабельного сайта rs1041981 
гена LTA 
Примечание. В качестве события взята ККТ, время – месяцы 
до наступления первой КТ. Logrank test: р = 0,0564.
Figure 1. Kaplan–Meier analysis for different genotypes (А/А, 
А/С, С/С) of the variable LTA site rs1041981 
Note. Endpoint is taken as an event; Time, time of the 1st endpoint. 
Logrank test: р = 0.0564.

Рисунок 2. Анализ Каплана–Мейера для генотипов А/A 
и А/С+С/С вариабельного сайта rs1041981 гена LTA
Примечание. В качестве события взята ККТ, время – время 
наступления первой КТ). Logrank test: р = 0,016.
Figure 2. Kaplan–Meier analysis for А/A and А/С+С/С of 
rs1041981 LTA gene polymorphism 
Note. Endpoint is taken as an event; Time, time of the 1st endpoint). 
Logrank test: р = 0.016.
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леля А полиморфизма С-804А для европейцев 
составляет 0,30 (95%ДИ: 0,27-0,33), что значи-
тельно меньше таковой в контрольной группе 
японцев – 0,37 (0,34-0,40), а также в группе па-
циентов с ИМ – 0,41 (0,38-0,44). Таким образом, 
носители аллеля А вариабельного сайта С-804А 
имеют предрасположенность к развитию острых 
форм ИБС [13]. Похожие данные были полу-
чены и в другом исследовании [12]. В 2014 году 
опубликованы данные метаанализа, основан-
ного на данных 15 исследований, проведенных 
в различных популяциях. В общей сложности 
проанализировано 22 549 больных ИМ и 16 105 
здоровых людей. По результатам данного анализа 
аллель А rs1041981 (C804A) ассоциирован с по-
вышенным риском развития ИМ [7]. При дли-
тельном наблюдении (в течение 3,5 лет) за па-
циентами старшей возрастной группы аллель 
А вариабельного сайта rs1041981 гена LTA ассо-
циировался с развитием неблагоприятного коро-
нарного события (смерть или нелетальный ИМ)  
и/или ОНМК [14], похожие данные получены и в 
нашем исследовании. Из представленных выше 
данных можно сделать вывод о достаточном ко-
личестве результатов, подтверждающих ассоци-
ацию аллеля А с неблагоприятным прогнозом 
у пациентов после ОКСбпST. Механизм данной 
взаимосвязи можно объяснить тем, что указан-
ный ген кодирует выработку в организме про-
воспалительного цитокина – лимфотоксина-α, 
играющего важную роль в процессе неспецифи-
ческого воспаления и принимающего участие 
в развитии атеросклероза КА, а также влияющего 
на нестабильное течение ИБС. 

Следует отметить, что в ряде исследований вза-
имосвязи между вариабельным сайтом rs1041981 
и развитием ОНМК, ИМ и коронарным атеро-
склерозом выявлено не было. Так, в исследо-
вании, опубликованном в 2004 году Yamada А. 
и соавт., не получено ассоциаций rs1041981 как с 
развитием ИМ, так и с большинством ФР разви-
тия ИБС [17]. По результатам других работ, ал-
лельный вариант данного гена также не показал 
связи с коронарным атеросклерозом или ИМ [4, 
10, 11]. В исследовании Ikeda S. ассоциации ва-
риабельного сайта rs1041981 с ИМ также выявлено 
не было [5]. Несмотря на это накоплено достаточ-
ное количество научных данных для того, чтобы 
учитывать данный генетический маркер в опреде-
лении прогноза пациентов с ОКСбпST.

Заключение 
Таким образом, пациенты с ОКСбпST, безус-

ловно, являются группой риска в отношении раз-
вития неблагоприятных кардиоваскулярных со-
бытий, в том числе – в отдаленном периоде, что 
и определяет проведение более тщательных ис-
следований, направленных на уточнение прогно-
за у данной категории пациентов. У пациентов 
с ОКСбпST аллель А и генотип А/А вариабельно-
го сайта rs1041981 гена LTA ассоциированы с раз-
витием неблагоприятных кардиоваскулярных 
событий в течение пятилетнего периода после 
индексного события. Использование комплекс-
ного подхода в прогнозировании, когда наряду 
с традиционными факторами риска применятся 
более тонкие генетические маркеры, позволяет 
улучшить качество определения прогноза в отда-
ленном периоде у пациентов с ОКСбпST.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ НОРМАТИВНЫХ ЗНАЧЕНИЙ TREC И KREC 
В СУХИХ ПЯТНАХ КРОВИ НОВОРОЖДЕННЫХ РАЗНОГО 
СРОКА ГЕСТАЦИИ В СВЕРДЛОВСКОЙ ОБЛАСТИ
Дерябина С.С.1, 2, 3, Тузанкина И.А.2, 3, 4, Шершнев В.Н.3, 5 
1 ГБУЗ СО «Клинико-диагностический центр „Охрана здоровья матери и ребенка“», г. Екатеринбург, Россия  
2 ФГБУН «Институт иммунологии и физиологии» Уральского отделения Российской академии наук, 
г. Екатеринбург, Россия  
3 ГОАУ ВПО «Уральский федеральный университет имени Первого президента России Б.Н. Ельцина, 
г. Екатеринбург, Россия  
4 ГБУЗ СО «Областная детская клиническая больница № 1», г. Екатеринбург, Россия  
5 ФГБУН «Институт промышленной экологии» Уральского отделения Российской академии наук, 
г. Екатеринбург, Россия

Резюме. В ходе подготовительного этапа работы по внедрению генетического тестирования на тяже-
лый комбинированный иммунодефицит в программу неонатального скрининга в Свердловской обла-
сти проведено исследование по количественному определению маркеров Т- и В-клеточного неогенеза 
(TREC и KREC соответственно) в крови условно здоровых новорожденных. Материалом исследования 
служили архивные образцы сухих пятен крови, собранных на тест-бланки для рутинного неонаталь-
ного скрининга у 26 девочек и 26 мальчиков, родившихся доношенными и не имевших тяжелых за-
болеваний на первом году жизни. Дополнительно исследовано влияние гестационного возраста плода 
на количество данных маркеров (TREC и KREC) у недоношенных новорожденных разного срока ге-
стации. Обследованы образцы крови 55 недоношенных детей, родившихся преждевременно (23-36 не-
дель гестации). Показано, что уровни TREC и KREC последовательно возрастали с увеличением срока 
гестации, однако динамика данных изменений концентрации маркеров оказалась различной. В связи 
с этим рекомендуемый срок взятия образца крови для скрининга на ТКИН полностью соответству-
ет срокам взятия образцов, принятым для большинства наследственных скринируемых заболеваний. 
Исключение составляет получение результата с полным отсутствием TREC или KREC в образце кро-
ви новорожденного любой степени недоношенности (при валидном количестве копий контрольного 
гена), что должно служить сигналом для незамедлительного назначения этому ребенку консультации 
врача-иммунолога и проведения углубленного иммунологического обследования, поскольку это может 
явиться первым прогностическим признаком фатального заболевания. Для получения корректных по-
роговых уровней TREC/KREC необходимы дополнительные исследования на большей выборке ново-
рожденных (1000-5000) с последующей валидацией полученных референсных границ в исследованиях 
с включением больных с разными формами первичных иммунодефицитов.

Ключевые слова: тяжелая комбинированная иммунная недостаточность, первичные иммунодефициты, TREC, KREC, 
массовое обследование новорожденных, ретроспективная диагностика 
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DETERMINATION OF REFERENCE VALUES FOR TREC 
AND KREC IN DRY BLOOD SPOTS OF NEWBORNS FROM 
DIFFERENT GESTATION AGES IN SVERDLOVSK REGION
Deryabina S.S.a, b, c, Tuzankina I.A.b, c, d, Shershnev V.N.c, e

a Medical Center “Health Care of Mother and Child”, Ekaterinburg, Russian Federation  
b Institute of Immunology and Physiology, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Ekaterinburg, Russian 
Federation  
c B.N. Yeltsin Ural Federal University, Ekaterinburg, Russian Federation  
d Regional Children Clinical Hospital No. 1, Ekaterinburg, Russian Federation  
e Institute of Industrial Ecology, Ural Branch, Russian Academy of Sciences, Ekaterinburg, Russian Federation 

Abstract. As a preparatory stage for implementation of genetic testing for severe combined immunodeficiency 
under a neonatal screening program, a study was performed in Sverdlovsk Region which concerned quantitative 
determination of T and B cell neogenesis markers (TREC and KREC, respectively) in blood of conditionally 
healthy newborns. Archived samples of dry blood spots collected in test-forms for routine neonatal screening 
were used as biological material for the study of full-term 26 girls and 26 boys who did not exhibit serious 
illnesses during first year of their life. In addition, we investigated potential effects of foetal gestational age upon 
the number of TREC and KREC in preterm infants. Blood samples from 55 preterm infants (23 to 36 gestational 
weeks) were also examined. It was shown that the levels of TREC and KREC increased sequentially with the 
increased gestation terms, but the quantitative changes of markers showed different dynamics. In this respect, 
the recommended terms of blood sample collection for SCID screening is entirely consistent with timing of 
blood sampling for routine newborn screening. An alternative result was obtained with a complete absence of 
TREC or KREC in blood sample of a newborn, irrespectively of prematurity degree (at valid copy numbers of 
a control gene) which should serve as an indication for immediate consulting of the child by immunologist and 
in-depth immunological examination, because it may be a first prognostic sign of a fatal disease.

In order to obtain correct cut-off levels for TREC/KREC, additional studies are needed on a larger sample 
of newborns (1.000 to 5.000), followed by validation of the obtained reference boundaries in studies involving 
patients with different forms of primary immunodeficiencies.

Keywords: severe combined immunodeficiency, primary immunodeficiency, TREC, KREC, newborn screening, retrospective diagnosis

Введение
Современные достижения иммунологии все 

явственнее указывают на то, что в патогенезе 
многих заболеваний существенная роль отводит-
ся иммунной системе [5, 7, 10]. Работы последних 
лет в области фундаментальной иммунологии, 
клеточной биологии, белковой и генной инже-
нерии позволили по-новому взглянуть на неко-
торые механизмы функционирования иммунной 
системы и определить спектр и локализацию 
нарушений, приводящих к развитию различных 
видов иммунопатологии, в том числе первичных 
иммуннодефицитных состояний (ПИД). 

Повышенная восприимчивость новорож-
денных к инфекции является общей проблемой 
в неонатологии и считается одной из самых глав-
ных уязвимостей ребенка в неонатальный пери-
од жизни: инвазивные неонатальные инфекции 
являются причиной почти 36% случаев ранней 

младенческой смертности [40, 41, 52], выжившие 
после сепсиса новорожденные имеют повышен-
ный риск длительного пребывания в стациона-
ре, развития бронхолегочной дисплазии и плохо 
корригируемых отклонений в психомоторном 
развитии [9, 27, 40, 44, 45, 50]. 

Результаты недавних исследований [28] ясно 
показывают, что «зерно» для проявления раз-
личных иммунологически опосредованных за-
болеваний, впервые проявляющихся в зрелом 
возрасте, закладывается в раннем послеродовом 
периоде жизни. Именно на протяжении этого 
периода иммунная система новорожденного под-
вергается тонкой самонастройке с помощью раз-
личных функциональных «клавиш» и в условиях 
прямой стимуляции факторами окружающей 
среды [25, 28, 38].

Многие исследователи объясняют «несостоя-
тельность» первичного иммунного ответа ново-
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рожденного незрелостью его иммунной системы 
на момент родов, ее функциональной неполно-
ценностью по аналогии с не полностью сформи-
рованными органами (мозг, легкие) и системами 
(нервная, дыхательная) [28, 29]. Другая теория 
рассматривает угнетенное состояние иммунной 
системы, наблюдаемое и у плода, и у матери, 
как обязательное условие их взаимного симбиоза 
в течение всей беременности, обеспечивающее 
«сдерживание» иммунного конфликта. После 
рождения иммунная система ребенка начинает 
активно «дозревать» и вскоре приобретает все 
черты специфической реактивности взросло-
го [1, 29, 37].

Однако рецидивирующие хронические ин-
фекции, а также симптомы обычных инфек-
ций, особенностью которых является тяже-
лое или атипичное течение и отсутствие ответа 
на стандартные терапевтические воздействия, 
нередко могут быть настораживающими призна-
ками особой группы заболеваний – первичных 
иммунодефицитов [6, 13, 14, 21]. В этой связи 
особую важность для врача-клинициста приоб-
ретает возможность выявления ребенка с пер-
вичным иммунодефицитом, у которого «сбой» 
иммунного ответа обусловлен не физиологиче-
ским состоянием новорожденности, а наличием 
генетического дефекта, нарушающего нормаль-
ное функционирование одного или нескольких 
ключевых компонентов иммунной системы. 

Особого внимания заслуживают дети, родив-
шиеся на малом сроке гестации (до 32 нед.) и дети, 
родившиеся с экстремально низкой массой тела. 
Известно, что распространенность сепсиса ново-
рожденных обратно коррелирует с гестационным 
возрастом и массой тела при рождении [40, 44, 
45] следовательно, дети, рожденные преждев-
ременно, могут быть отнесены к группе риска 
по развитию инфекций. Поскольку состояние 
иммунодефицита у недоношенных детей не под-
вергалось всесторонней оценке до начала скри-
нирования на данную патологию, в настоящее 
время такие дети рассматриваются как имеющие 
повышенный риск развития инфекций и требу-
ют соответствующих условий выхаживания [17, 
20, 33]. В этом контексте, незрелость иммунной 
системы как фактор, имеющий временный эф-
фект, обусловленный гестационным возрастом, 
трудноотделим от специфических факторов, свя-
занных с состоянием здоровья недоношенных 
новорожденных: врожденных аномалий, инфек-
ционных, эндокринных осложнений и наруше-
ний обмена веществ. [25, 28, 38]. Поэтому крайне 
важно иметь алгоритм уточнения дефектных ме-
ханизмов, лежащих в основе иммунных реакций 

у новорожденных любого гестационного возрас-
та, который будет способствовать раннему рас-
познаванию пациентов с врожденной иммунной 
недостаточностью.

Благодаря возросшему в последнее вре-
мя вниманию к данной проблеме со стороны 
Всемирного общества здравоохранения (ВОЗ) 
и международных медицинских организаций 
(ESID, J-Project, JMF) отмечается постепенное 
исчезновение «диагностического провала» сре-
ди больных ПИД за счет появления надежных 
методов диагностики тяжелых форм иммунной 
недостаточности (ТКИН) [26, 33, 46]. Во мно-
гих странах мира разрабатываются и внедряются 
в национальные программы массового обследо-
вания новорожденных новые, улучшенные ме-
тоды скринирования на расширенный список 
иммунодефицитных состояний, тем самым под-
черкивается значительный потенциал этой пре-
вентивной стратегии здравоохранения [18, 20]. 

Попытки создать единую российскую базу 
данных больных первичными иммунодефици-
тами пока не увенчались успехом. По данным  
отечественных исследователей, в России ежегодно 
фиксируется около 180 новых случаев ПИД [14].

В Свердловской области регистр ПИД за 5 
лет (2010-2015) увеличился со 163 (взрослых 43) 
до 372 (взрослых 104) пациентов. Ежегодно ре-
гистр пополняется на 20-70 человек, что состав-
ляет от 15 до 43% всероссийского регистра. В то 
же время большое количество пациентов с пер-
вичным иммунодефицитом до сих пор не имеют 
точного диагноза, что означает безвозвратную 
потерю времени для назначения адекватной те-
рапии, необратимые повреждения внутренних 
органов и, как следствие, невозможность вернуть 
человека на иной, качественно новый уровень 
жизни. 

На сегодняшний день эффективным спосо-
бом оценки пролиферации Т-лимфоцитов при-
знано определение TREC (T-cell receptor excision 
circle). TREC представляют собой кольцевые 
фрагменты ДНК, образующиеся при реаранжи-
ровке Т-клеточного рецептора (ТКР) и содержа-
щие определенные константные последователь-
ности, по которым их можно обнаружить [2, 12].

Количество копий TREC в образце ДНК из-
меряется с помощью количественной ПЦР в ре-
альном времени (кПЦР-РВ) и отражает число 
наивных Т-клеток, вышедших из тимуса в крово-
ток. Любой генетический дефект, который нару-
шает развитие Т-клеток, индуцирует их апоптоз 
или блокирует их дифференцировку в тимусе, 
приводит к Т-клеточной лимфопении и низко-
му уровню TREC [4, 20, 33, 46]. Таким образом, 
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количественная оценка уровня TREC позволяет 
выявить детей с типичной ТКИН, а также с дру-
гими заболеваниями, затрагивающими числен-
ность и функционирование Т-клеточного зве-
на иммунной системы (например, синдром Ди 
Джорджи или синдром CHARGE). 

Новорожденные дети с ТКИН имеют очень 
низкие или неопределяемые уровни TREC, имен-
но это позволяет выявлять таких детей на первой 
неделе жизни как угрожаемых по данному забо-
леванию и направлять на углубленное иммуноло-
гическое исследование до манифестации клини-
ческих проявлений болезни.

По состоянию на сентябрь 2016 года неона-
тальный скрининг на ТКИН полностью реа-
лизован в 41 штате США и находится в стадии 
разработки еще в нескольких других штатах. Из-
раиль также выполняет скринирование на ТКИН 
в рамках государственной программы, несколько 
пилотных проектов осуществляются в странах 
Европы, Ближнего Востока и Азии [19, 32, 39,  
42, 51].

Проблема идентификации больных 
с В-клеточными дефектами, приводящими к раз-
витию не менее тяжелых и угрожающих жизни 
состояний (агаммаглобулинемия Брутона, гипер-
иммуноглобулинемия М, ТКИН с отсутствием 
В-клеток), в настоящее время решается скрини-
рованием на KREC (kappa-deleting recombination 
exercise circle) [22, 42, 47]. 

KREC – аналог кольцевой молекулы TREC, 
образующийся в процессе созревания В-клеток 
в костном мозге. Как и в случае TREC, KREC 
не может реплицироваться в клетке, является 
стабильной структурой и встречается более чем 
в 50% В-лимфоцитов [34, 47]. Тестирование но-
ворожденных на KREC потенциально полезно 
для выявления больных с дефектами раннего со-
зревания В-клеток в костном мозге [33, 34, 47].

Большим преимуществом является возмож-
ность комбинировать данные тесты: TREC 
и KREC могут быть измерены одновременно 
в реакции мультиплексной ПЦР, что позволяет 
обнаруживать суммарно больше первичных им-
мунодефицитов, чем при отдельном тестирова-
нии TREC или KREC. Благодаря применению 
такой комбинации маркеров возрастает количе-
ство больных детей, получивших возможность 
на основании результата скрининга своевремен-
но начать адекватную патогенетически обосно-
ванную терапию, что, в конечном итоге, ведет 
к снижению общей заболеваемости и младенче-
ской смертности, обусловленных данными нозо-
логиями.

В Российской Федерации в настоящее время 
ПИД, включая и его фатальную форму – ТКИН, 
диагностируется после манифестации клини-
ческих признаков. Учитывая то, что ПИД имеет 
несколько фенотипических масок и часто «ми-
микрирует» под другие заболевания, а у врачей 
первичного звена отсутствует настороженность 
относительно данной нозологии, российским 
больным приходится преодолевать «диагности-
ческую одиссею» – длинную последовательность 
клинических диагностических исследований 
и направлений, предшествующих окончатель-
ной диагностике состояния. Между тем, толь-
ко по данным областной детской клинической 
больницы № 1 (ОДКБ № 1) г. Екатеринбурга, 
ежегодно в получении консультации специали-
ста-иммунолога нуждаются около 12 000 детей 
с патологическими нарушениями функциониро-
вания иммунной системы, не редко находящие-
ся уже в состоянии крайней тяжести по причине 
инфекционных, воспалительных, аутоиммунных 
и других осложнений. Осложнения, которые по-
лучает больной ребенок во время данного диа-
гностического пути, зачастую становятся необ-
ратимыми, несмотря на проводимое лечение. 

Возможность на основании сниженного коли-
чества в крови TREC и KREC формировать груп-
пу риска по ПИД среди детей еще в неонаталь-
ный период позволило бы вывести диагностику 
данных заболеваний на новый качественный 
уровень, своевременно назначать пораженным 
детям адекватную, патогенетически обоснован-
ную терапию и, в конечном итоге, достичь ста-
бильного общего состояния таких пациентов. 

Поскольку подобных исследований в россий-
ской популяции новорожденных не проводилось, 
первоочередной задачей в этом направлении яв-
ляется определение нормативных значений со-
держания копий TREC и KREC в лимфоцитах 
условно здоровых детей данного возраста и недо-
ношенных детей с разным сроком гестации. 

Материалы и методы
Образцы и экстракция ДНК
В ходе исследования было выполнено количе-

ственное определение копий TREC, KREC и гена 
рецептора интерлейкина 17– IL17RA (в качестве 
внутреннего контроля взятия материала) в лим-
фоцитах 52 условно здоровых новорожденных 
(26 девочек и 26 мальчиков) и 55 новорожденных, 
родившихся преждевременно. 

Материалом для исследования служили об-
разцы крови детей, родившихся в Свердловской 
области в период с 01.01.2011 по 31.07.2016, у ко-
торых брали кровь на фильтровальные карточки 
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для неонатального скрининга 903 Wallac Russia 
CE Card (GE Healthcare Bio-Sciences Corp, США). 
Фильтровальные карточки хранились в Лабора-
тории неонатального скрининга ГБУЗ СО «Кли-
нико-диагностический центр „Охрана здоровья 
матери и ребенка“» (КДЦ «ОЗМР», г. Екатерин-
бург, главный врач – Е.Б. Николаева), хранение 
карточек производилось при комнатной темпе-
ратуре.

В исследование были включены условно здо-
ровые дети, отобранные случайным образом 
из архива лаборатории неонатального скринин-
га. Критерием отбора в данную группу служили 
отрицательные результаты неонатального скри-
нинга по 16 заболеваниям [8] и отсутствие дан-
ных о тяжелых заболеваниях ребенка на первом 
году жизни.

Для выяcнения характера влияния гестацион-
ного возраста плода на количество образующих-
ся TREC и KREC в исследование были включены 
55 недоношенных новорожденных (11 детей, ро-
дившихся на сроке 23-25 недель гестации, 15 – 
на сроке 27-28 недель, 16 – на сроке 30-32 недели 
и 15 детей, родившихся на сроке 35-36 недель ге-
стации). 

Экстракция ДНК из сухих пятен крови 
для методики количественной ПЦР в реальном 
времени проводилась с помощью набора «ДНК-
сорб-В» (Амплисенс, Россия). Поскольку в даль-
нейшем требовалось количественно оценивать 
наличие маркеров TREC и KREC в единице объ-
ема цельной крови в пересчете на определенное 
количество лейкоцитов пациента, было принято 
решение о модификации протокола, заявленного 
фирмой-производителем. Учитывались следую-
щие моменты: 

– биологический материал из фильтроваль-
ной карточки должен быть взят в минимальном 
количестве;

– этого количества должно быть достаточно 
для выделения качественной ДНК; 

– цифровое значение количества должно быть 
удобным для последующих расчетов. 

Исходя из этого, в реакцию выделения ДНК 
брали 3 диска, выбитых из сухих пятен кро-
ви на фильтре ручным дыроколом (Single Hole 
Punch, 1/8” Hole Size, США). Учитывая, что один 
выбитый стандартный диск размером 3,2 мм со-
держит в себе 3,0-3,2 мкл цельной крови [47], 
приняли, что объем крови, взятой для экстрак-
ции ДНК, в нашем случае приблизительно равен 
10 мкл. 

Указанные диски (3 шт. от каждого образца) 
выбивали в пробирки объемом 1,5 мл типа «Эп-
пендорф», заливали 150 мкл лизирующего буфе-

ра (из набора), тщательно встряхивали на шейке-
ре и после краткосрочного центрифугирования 
в течение 15 с инкубировали в термостате при 
65 °С в течение 30-45 минут. Для исключения 
контаминации соседних образцов область ножа 
пробойника после каждого образца обрабатыва-
ли 70% раствором этанола и обжигали в пламени. 
По окончании инкубации пробирки помещали 
в центрифугу “Mini Spin” (Eppendorf, США), 
после чего центрифугировали в течение 1 ми-
нуты 12 500 оборотов/мин. Надосадочную жид-
кость переносили в чистую пробирку и добавля-
ли 15 мкл Сорбента, входящего в состав набора. 
Дальнейшая процедура экстракции не отлича-
лась от инструкции фирмы-производителя. С це-
лью концентрирования образца ввиду малого 
количества материала ДНК элюировали в 50 мкл 
ТЕ-буфера. Хранение образцов ДНК проводили 
при -30 °С без удаления сорбента.

Количественный анализ TREC и KREC методом 
ПЦР в режиме реального времени

Количественное определение маркеров наив-
ных Т- и В-клеток было проведено с помощью 
мультиплексной тест-системы, разработанной 
в Институте химической биологии и фунда-
ментальной медицины Сибирского отделения 
Российской академии наук (ИХБФМ СО РАН, 
г. Новосибирск) и Новосибирского государ-
ственного исследовательского университета 
(г. Новосибирск) совместно с ГБУЗ «Детская го-
родская клиническая больница № 9 (ДГКБ № 9) 
им. Г.Н. Сперанского» (Москва) [2].

Мультиплексную ПЦР в режиме реально-
го времени проводили в амплификаторе CFX96 
(Bio-Rad, США), для построения калибровочных 
кривых использовали входящие в состав набо-
ра калибраторы с концентрацией 107, 105, 5 × 103 

копий в 1 мл каждого аналита (TREC/KREC/
IL17RA). Количество копий анализируемых ДНК 
мишеней рассчитывали, исходя из полученных 
калибровочных кривых с помощью программ-
ного обеспечения Bio-Rad CFX Manager (Bio-
rad, США). Тангенс угла наклона калибровочной 
кривой составлял не более -3,2 с коэффициентом 
корреляции R^ > 0,98, что соответствовало обще-
принятым значениям [35]. Разница в пороговом 
цикле между дублями составляла не более 0,5 
цикла. 

Использование в исследуемой тест-системе 
референсного гена IL17RA в качестве внутрен-
него контрольного образца позволяло контро-
лировать этапы экстракции ДНК и проведения 
реакции амплификации. Это явилось также 
свое образным показателем адекватности ко-
личества материала, взятого для исследования, 
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поскольку фильтровальные карточки отдель-
ных образцов имели различные сроки хранения 
(от нескольких месяцев до 3-х лет), что могло 
сказаться на эффективности экстракции ДНК. 
В дальнейшем экспериментальным путем было 
подтверждено, что данный объем крови (3 дис-
ка) отвечает всем вышеуказанным требованиям. 
Концентрация полученных растворов ДНК со-
ставляла 10- 30 нг/ мкл, отношение поглощения 
при длинах волн 260 нм и 280 нм (коэффициент 
A260/A280) находилось в пределах 1,7-1,9, что сви-
детельствовало о высокой чистоте препаратов. 
Измерение концентрации ДНК и степени ее чи-
стоты определяли спектрофотометрическим ме-
тодом с использованием NanoDrop 2000 (Thermo 
Scientific, США). 

Методы математической обработки данных
Статистический анализ полученных данных 

проводили с использованием пакетов приклад-
ных программ Excel, Statistica 7.0 for Windows. 
Методы описательной статистики применялись 
на предварительном этапе сопоставления пока-
зателей различных групп. На основании варьиро-
вания показателя, численности выборок, а также 
закономерности распределения использовали 
непараметрические методы представления дан-
ных в виде медианы и интерквартильного раз-
маха (25%-75%). Сравнение вариационных рядов 
осуществлялось с помощью непараметрического 
критерия Краскела–Уоллиса и Манна-Уитни.

Результаты и обсуждение
Необходимо отметить, что зарубежные иссле-

дователи используют различные подходы к оцен-
ке уровня содержания TREC и KREC: количество 
копий мишеней в расчете на 106 мононуклеаров, 
TREC/CD45+T-клеток, TREC/KREC на микро-
литр крови или TREC/KREC на миллиграмм 
ДНК [2, 12, 46]. 

Согласно инструкции используемой нами 
тест-системы, абсолютное количество молекул 
TREC, KREC и нормировочного локуса IL17RA 
в анализируемом образце ДНК определяется 
с помощью калибровочных кривых. Поскольку 
концентрации TREC, KREC и нормировочного 
локуса IL17RA в калибровочных кривых выраже-
ны в копиях молекул на миллилитр, то и количе-
ство данных маркеров для каждого исследуемого 
образца, определяемое в течение реакции, выра-
жается в тех же единицах – копий на миллилитр. 
Учитывая количество взятого в реакцию объ-
ема раствора ДНК, можно получить размерность 
маркеров в копиях на реакцию, однако для кли-
нициста-иммунолога гораздо важнее знать не аб-
солютное количество TREC и KREC на один 

миллилитр цельной крови пациента или на 
одну абстрактную реакцию, а долю наивных Т- 
и В-клеток (суррогатными маркерами которых 
и являются TREC и KREC соответственно) сре-
ди всех клеток лейкоцитарного ряда. Таким об-
разом, зная количество ядросодержащих клеток 
в единице объема цельной крови, взятой в реак-
цию выделения ДНК, можно легко пересчитать 
количество TREC (KREC) на количество лейко-
цитов. 

При исследовании ДНК, выделенной из цель-
ной крови, количество копий TREC(KREC) в об-
разце рассчитывают на 105 лейкоцитов с учетом 
внутреннего контроля, осуществляемого норми-
ровочным локусом IL17RA, по формуле [2]: 

TREC (KREC) =
TREC (KREC) в 1 мл

IL17RА в 1 мл
× 200 000.

Данная формула учитывает количество ядро-
содержащих клеток в образце крови, взятой 
для выделения ДНК (100 мкл): 1 мл крови со-
держит примерно 106 лейкоцитов, следовательно, 
в 0,1 мл их 105, к тому же, количество клеток в 2 
раза меньше копий IL17RA (в связи с диплоид-
ным набором хромосом у человека). 

При исследовании ДНК, выделенной из сухих 
пятен крови разработанным нами способом, ко-
личество копий TREC(KREC) в образце рассчи-
тывают на 104 лейкоцитов с учетом внутреннего 
контроля IL17RA:

TREC (KREC) =
TREC (KREC) в 1 мл

IL17RА в 1 мл
× 20 000.

Данная формула также учитывает количество 
ядросодержащих клеток в образце крови: количе-
ство клеток в 2 раза меньше копий IL17RA, а объ-
ем материала для выделения ДНК (3 диска, вы-
битых из сухого пятна) в нашем случае составил 
10 мкл (0,01 мл) цельной крови. С учетом объема 
реакции и в пересчете на лейкоциты числитель 
равен 2 × 104 (20 000).

Таким образом, в ходе исследования были 
получены количественные значения маркеров 
TREC и KREC в лимфоцитах 52 условно здоро-
вых новорожденных (табл. 1). 

Полученные количественные значения 
TREC не имели статистически значимых разли-
чий по полу (критерий Манна–Уитни p = 0,11, 
рис. 1), что соответствует результатам, получен-
ным зарубежными исследователями [36, 43]. 

Количество копий KREC, определенных 
для девочек и мальчиков, значимо отличалось 
(критерий Манна–Уитни p = 0,01) (рис. 2). Одна-
ко значимость данного различия, на наш взгляд, 
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Рисунок 1. Количество копий TREC на 104 лейкоцитов 
в группе условно здоровых девочек (Ж) и мальчиков (М)
Примечание. На диаграмме для каждой группы отображены: 
медиана, квартильный размах (Q0,25-Q0,75), размах (минимум, 
максимум) переменной.
Figure 1. TREC values (copy numbers per 104 leukocytes) in the 
group of healthy newborns: 26 girls (F) and 26 boys (M)
Note. Minimum, first quartile; median, third quartile and maximum are 
depicted in the figure.

Рисунок 2. Количество копий KREC на 104 лейкоцитов 
в группе условно здоровых девочек (Ж) и мальчиков (М)
Примечание. На диаграмме для каждой группы отображены: 
медиана, квартильный размах (Q0,25-Q0,75), размах (минимум, 
максимум) переменной. 
Figure 2. KREC values (copy numbers per 104 leukocytes) in the 
group of healthy newborns: 26 girls (F) and 26 boys (M)
Note. Minimum, first quartile; median, third quartile and maximum are 
depicted in the figure.

ТАБЛИЦА 1. КОЛИЧЕСТВЕННЫЕ ЗНАЧЕНИЯ УРОВНЕЙ TREC И KREC, ОПРЕДЕЛЕННЫЕ В СУХИХ ПЯТНАХ КРОВИ 
УСЛОВНО ЗДОРОВЫХ НОВОРОЖДЕННЫХ
TABLE 1 CONCENTRATION OF TREC AND KREC, QUANTIFIED BY REAL-TIME POLYMERASE CHAIN REACTION IN DRY 
BLOOD SPOTS OF HEALTHY NEWBORNS

Статистические параметры 
Statistical parameters

TREC, копий на 104 лейкоцитов
TREC, copies per 104 leucocytes

KREC, копий на 104 лейкоцитов 
KREC, copies per 104 leucocytes

ME 641,9 147,3
Q0,25-Q0,75 419,0-855,0 88,3-232,4
Min-Max 261,9-1620,1 25,4-973,0

Примечание. В таблице для каждого маркера отображены: медиана (Мe), квартильный размах (Q0,25-Q0,75), 
размах (минимум, максимум, Min-Max) переменной.

Note. For each marker, the following indexes are shown: median (Me), Q0,25-Q0,75; minimal and maximal values, (Min-Max). 
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не является определяющим фактором при уста-
новлении порогового уровня для KREC при 
разделении нормального и патологичного ре-
зультатов анализа у детей любого пола и требует 
дополнительной проверки на расширенной вы-
борке испытуемых. 

Все используемые в настоящее время в ми-
ровой практике скрининг-тесты имеют хорошо 
скорректированные диагностические пороги 
для четкого алгоритма дифференцировки «боль-
ных» и «здоровых» новорожденных. Очевидно, 
что для качественного и надежного разделе-
ния здоровых детей и детей с риском развития 

первичного иммунодефицита также требуется 
определить корректные уровни отсечения – 
cut-off – для каждого из исследуемых маркеров. 
Как правило, количественные значения TREC 
и KREC, определенные в общей популяции на-
селения, не имеют нормального распределения, 
поэтому для выбора подходящих диагностиче-
ских уровней отсечения должно быть проанали-
зировано от 5 000 до 10 000 новорожденных по-
пуляции обследуемого региона [20]. 

Однако скрининговые исследования на тя-
желый комбинированный иммунодефицит, про-
водимые в настоящее время в США и странах 
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Европы, до сих пор не стандартизованы мето-
дологически, что приводит к значительной раз-
нице в определении уровня cut-off между раз-
ными лабораториями [2, 31, 33, 46]. Полученные 
нами количественные показатели маркеров Т- 
и В-клеточного неогенеза (TRECи KREC) могут 
быть использованы в качестве «локальных» нор-
мативных значений для новорожденных в Сверд-
ловской области, так как разработаны на осно-
вании имеющейся базы данных обследуемой 
популяции. 

Результаты сравнительного анализа уровней 
TREC и KREC, полученных у детей с иммуно-
зависимой патологией, развившейся на первом 
году жизни, и у новорожденных в контрольной 
группе, показали, что у 40% детей с клинически-
ми признаками первичных иммунодефицитов 
содержание TREC и/или KREC в сухом пятне 
крови уже на первой неделе жизни было значи-
тельно ниже рассчитанных нами нормативных 
интервалов [3]. Таким образом, своевременное 
проведение исследований по количественной 
оценке TREC/KREC у новорожденных могло 
сыграть решающую роль в ранней диагностике 
ПИД у таких пациентов и тем самым предотвра-
тить неминуемые фатальные осложнения, слу-
чившиеся на первом году их жизни.

Определение количества TREC и KREC в об-
разцах сухих пятен крови новорожденных с разным 
сроком гестации

Преждевременные роды являются одной 
из самых значимых проблем современного здра-
воохранения. Показано, что количество прове-
денных мероприятий интенсивного терапевти-
ческого и реанимационного воздействия обратно 
пропорционально гестационному возрасту пло-
да. Ежегодно в отделения интенсивной терапии 
детских больниц поступают до 88% детей, рож-
денных на сроке до 34 недель, 12% родившихся 
на сроке 35-37 недель и только 2,6% младенцев, 
родившихся в срок [25].

Младенцы, родившиеся в срок до 32 недель 
гестации, в большей мере подвержены различ-
ным сердечно-сосудистым, неврологическим, 
метаболическим и желудочно-кишечным за-
болеваниям, а также имеют повышенную вос-
приимчивость к инфекциям органов дыхания 
и мочевыводящих путей [38, 45]. Хотя многие 
из этих факторов риска действительно связаны 
с преждевременными родами, некоторые слу-
чаи тяжелой патологии новорожденных не могут 
быть объяснены только физиологической незре-
лостью жизненно важных органов и систем. Кро-
ме того, в дополнение к незрелости иммунной 
системы, недоношенные дети подвергаются по-

вышенному риску приобретения рецидивирую-
щих бактериальных инфекций в течение первых 
недель жизни из-за частого назначения инвазив-
ных процедур, таких как катетеризация сосудов, 
парентеральное питание или искусственная вен-
тиляции легких [28, 40, 45]. 

В развитых странах уровень недоношенных 
новорожденных составляет от 5 до 18% с тенден-
цией к росту [11]. Согласно данным из отчета об-
ластной службы охраны здоровья матери и ребен-
ка, в Свердловской области за 5 лет (2010-2015 гг.) 
количество детей, родившихся при сроке геста-
ции 22-36 недель, увеличилось с 5,9% до 7,2%.

Тенденция к увеличению доли детей, родив-
шихся с низкой и экстремально низкой массой 
тела, создает дополнительные трудности в обла-
сти неонатологии и педиатрии в целом и предъяв-
ляет определенные требования к осуществлению 
Программ неонатального скрининга в частности, 
поскольку зачастую требует пересмотра порого-
вых уровней биохимических маркеров и исполь-
зования дополнительного (ретестового) исследо-
вания для данной категории новорожденных. 

Более высокая частота аномальных результа-
тов количества TREC у недоношенных новорож-
денных отмечается во многих исследованиях [16, 
20, 32, 48]. В этом контексте незрелость иммун-
ной системы как фактор, имеющий временный 
эффект, обусловленный гестационным возрас-
том, трудно отделим от специфических факторов, 
связанных с состоянием здоровья недоношенных 
новорожденных. Эти факторы могут включать 
в себя врожденные аномалии, инфекционные, 
эндокринологические осложнения и нарушения 
обмена веществ, которые также могут приводить 
к нарушениям функции тимуса и, как следствие, 
к снижению числа тимических мигрантов в пе-
риферической крови [15, 20]. Поэтому крайне 
важно найти алгоритм уточнения дефектных ме-
ханизмов, лежащих в основе иммунных реакций 
у новорожденных, который будет способствовать 
раннему распознаванию пациентов с врожден-
ной иммунной недостаточностью.

В отличие от многочисленных упоминаний 
о низких уровнях TREC среди недоношенных, 
данные о диапазоне значений KREC в этой груп-
пе в литературе представлены весьма незначи-
тельно [24]. 

С целью исследования влияния гестацион-
ного возраста плода на количество маркеров Т- 
и В-клеточного неогенеза (TREC и KREC) мы 
провели исследования данных маркеров среди 
групп новорожденных с разным сроком гестации: 
до 25-ти недель (n = 13), в 27-28 недель (n = 11), 
30-32 недели (n = 15), 35-36 недель (n = 16). 
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Рисунок 3. Значения TREC (копий/104L) 
у новорожденных с разным гестационным возрастом
Примечание. На диаграмме для каждой группы отображены: 
медиана, квартильный размах (Q0,25-Q0,75), размах (минимум, 
максимум) переменной.
Figure 3. TREC data from premature infants in groups at 
different gestational age (< 25, 27-28, 30-32, 35-36 weeks) and 
full-term infants (40 weeks [p = 0.001, Mann–Whitney test])
Note. TREC concentration (copies per 104 leucocytes) is represented in 
box plot showing median, Q0,25-Q0,75, minimal and maximal values.

Рисунок 4. Значения KREC (копий/104L) 
у новорожденных с разным гестационным возрастом 
(p = 0,001, тест Манна–Уитни)
Примечание. На диаграмме для каждой группы отображены: 
медиана, квартильный размах (Q0,25-Q0,75), размах (минимум, 
максимум) переменной. 
Figure 4. KREC data from premature infants in groups at 
different gestational age (< 25, 27-28, 30-32, 35-36 weeks) and 
full-term infants (40 weeks [p = 0.001, Mann–Whitney test])
Note. KREC concentration (copies per 104 leucocytes) is represented 
in box plot showing median, Q0,25-Q0,75, minimal and maximal values.
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Как и следовало ожидать, уровни TREC 
и KREC последовательно возрастали с увели-
чением срока гестации, однако динамика дан-
ных изменений концентрации маркеров ока-
залась различной, что, по нашему мнению, 
соответствовало динамике созревания самих Т- 
и В-лимфоцитов в антенатальном периоде.

Известно, что концентрация В-клеток зна-
чительно возрастает в системе кровообращения 
плода с середины второго триместра беременно-
сти и остается на высоком уровне в течение все-
го третьего триместра, заметно снижаясь перед 
самым рождением [29]. Прирост концентрации 
Т-клеток в тимусе в конце второго и особенно 
третьего триместра беременности заметно от-
стает по срокам от созревания В-клеток, почти 
полностью завершающегося к 30-й неделе [24, 
38]. Отражением данных процессов созревания 
Т- и В-лимфоцитов явилось изменение опреде-
ляемых уровней TREC и KREC. Так, количество 
копий TREC заметно возрастало с увеличени-
ем гестационного возраста: 47,3 (23-25 недель), 
114,6 (27-28 недель), 243,5 (30-32 недели), 312,8 
(35-36 недель) копий/104L (здесь и далее указаны 
значения медиан), оставаясь достоверно ниже 
нормативных значений TREC (469,0 копий/104L) 
у всех недоношенных детей с 24 по 36 недели 
гестации (критерий Манна–Уитни, p = 0,001) 

(рис. 3). Наиболее выраженный прирост концен-
трации Т-клеток наблюдался на протяжении тре-
тьего триместра беременности, что еще раз под-
тверждает данные о том, что последние недели 
внутриутробной жизни являются критическим 
кульминационным периодом для созревания им-
мунной системы плода [23, 24, 49].

Известно, что процесс созревания и диффе-
ренцировки лимфоцитов в тимусе заметно от-
стает по срокам от созревания В-клеток в кост-
ном мозге [30], поэтому у недоношенных детей 
нередко регистрируются низкие уровни маркера 
Т-клеточного неогенеза (TREC) при «нормаль-
ных» уровнях KREC [24]. В-клетки, впервые 
регистрируемые в печени плода с 8-й недели ге-
стации, на 13-й неделе заселяют костный мозг, ко-
торый к середине срока гестации становится пре-
валирующим местом В-клеточного развития, а с 
30-й недели остается единственным органом, по-
ставляющим в кровь зрелые В-лимфоциты [38]. 
Концентрация В-клеток значительно возрастает 
в системе кровообращения плода с середины вто-
рого триместра беременности и остается на высо-
ком уровне в течение всего третьего триместра, 
снижаясь перед самым рождением [29].

Поскольку эксцизионные кольца В-кле-
точного рецептора являются суррогатным марке-
ром В-клеточного неогенеза, логично предполо-
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жить, что динамика изменения количества копий 
KREC будет соответствовать динамике созрева-
ния самих В-лимфоцитов.

В нашем исследовании количество копий 
КREC у недоношенных достоверно возрастало 
в период с 22-й по 28-ю недели гестации: 72,4 
(23-25 недель), 191,1 (27-28 недель), 187,8 (30-32 
недели), 269,0 (35-36 недель) (критерий Манна–
Уитни, p = 0,01) и после 28-й недели даже превы-
сило уровень KREC доношенных новорожден-
ных (147,3 копий/104L) (рис. 4.). 

Вполне вероятно, что это связано с усилен-
ной пролиферацией В-клеточного пула лимфо-
цитов (как известно, количество KREC при этом 
не увеличивается) и процессом перераспределе-
ния В-клеток в организме ребенка, необходимым 
для выполнения адаптационных механизмов 
поддержания гомеостаза в меняющихся условиях 
окружающей среды. Таким образом, количество 
копий KREC, полученное в сухом пятне крови 
новорожденного со сроком гестации старше 28 
недель, не ниже рассчитанных нормативных зна-
чений, служит своего рода сигналом адекватного 
(правильного) прохождения процесса созрева-
ния В-клеток в костном мозге и не требует взя-
тия повторного образца для исследования дан-
ного маркера по достижении ребенком 37 недель 
(«возраста доношенности»).

Однако, поскольку в качестве теста для про-
граммы неонатального скрининга на ТКИН 
предлагается использовать мультиплексную ме-
тодику, т.е. одновременное исследование в су-
хом пятне крови сразу двух маркеров (TREC 
и KREC), оптимальный срок выполнения тако-
го тестирования будет определяться маркером, 
для которого свойственно более позднее появле-
ние в системе кровообращения плода. В данном 
случае таковым является TREC.

Это означает, что рекомендуемый срок взятия 
образца крови для скрининга на ТКИН должен 
быть не ранее 37 недель гестации, поскольку 
именно в этом возрасте гарантировано получение 
наиболее информативных данных о состоянии 
иммунной системы ребенка. В этом контексте 
тестирование на ТКИН полностью соответствует 
срокам взятия образцов, принятым для большин-
ства наследственных скринируемых заболеваний.

Однако необходимо учитывать, что полное 
отсутствие TREC или KREC в образце крови но-
ворожденного любой степени недоношенности 
(при валидном количестве копий контрольного 
гена) должно служить сигналом для незамедли-
тельного назначения этому ребенку консульта-
ции врача-иммунолога и проведения углубленно-
го иммунологического обследования, поскольку 
именно этот факт (отсутствие маркеров наивных 
Т- и В-клеток) может явиться первым прогно-

стическим признаком фатального заболевания. 
Четкий алгоритм диагностики (ретестовое опре-
деление TREС и KREC в сухом пятне крови, УЗИ 
тимуса, иммунофенотипирование лимфоцитов, 
измерение уровней сывороточных иммуноглобу-
линов и др. иммунологических параметров) будет 
способствовать повышению уровня диагности-
ческого процесса в каждом конкретном случае 
и установлению истинной причины тяжелого со-
стояния недоношенного ребенка с тяжелой лим-
фопенией, прогрессированием воспалительного 
процесса, нарастанием полиорганной недоста-
точности или другой иммунозависимой патоло-
гией, что было подтверждено в наших дальней-
ших исследованиях (неопубликованные данные). 

Последующая молекулярно-генетическая ве-
рификация диагноза ПИД будет иметь значение 
для семейного анамнеза, поскольку знание о на-
следовании иммунодефицитного заболевания 
в семье позволит вести следующую беременность 
женщины с обязательным наблюдением у имму-
нолога и направлением на медико-генетическое 
консультирование. 

Заключение
Как известно, клинические признаки имму-

нодефицитного состояния не всегда убедитель-
но подтверждаются результатами стандартных 
иммунологических методов лабораторного ана-
лиза. Для дифференциации диагноза во многих 
случаях требуется проведение дорогостоящих 
специализированных иммунологических тестов: 
иммунофенотипирование, определение цитоки-
нового профиля, определение химеризма лим-
фоцитов и др.

Напротив, предлагаемый метод генетического 
тестирования новорожденных на ТКИН и дру-
гие формы ПИД путем простого пяточного теста 
на TREC и KREC в первые дни жизни может зна-
чительно облегчить алгоритм обследования детей 
с подозрением на первичный иммунодефицит 
и другие формы иммунозависимой патологии, 
поскольку позволит формировать среди ново-
рожденных группу риска по данным заболева-
ниям и заметно ускорять время постановки кор-
ректного диагноза в каждом конкретном случае. 
Однако для выбора корректных диагностических 
уровней отсечения необходимы дополнитель-
ные исследования на большей выборке (от 5 000 
до 10 000 новорожденных популяции обследуе-
мого региона) с последующей валидацией полу-
ченных референсных границ в исследованиях 
с включением больных с разными формами пер-
вичных иммунодефицитов.
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ТРИПТАЗА РОТОВОЙ ЖИДКОСТИ И IgE-АНТИТЕЛА 
КАК МАРКЕР АЛЛЕРГИЧЕСКОГО ВОСПАЛЕНИЯ 
СЛИЗИСТОЙ ОБОЛОЧКИ ПОЛОСТИ РТА
Карпук И.Ю.
УО «Витебский государственный медицинский университет», г. Витебск, Республика Беларусь

Резюме. Целью исследования явилось определение концентрации триптазы тучных клеток (ТТК) 
в ротовой жидкости (РЖ) и IgE-антител в крови у пациентов с симптомами непереносимости стома-
тологических материалов (НСМ) до и после удаления причинных ортопедических конструкций.

Проведено обследование пациентов, обратившихся с жалобами на НСМ, которые были разделены 
на 2 группы в зависимости от временного интервала между окончанием зубопротезирования и по-
явлением патологических симптомов: 1 группа (n = 19) – от 1 до 14 суток (возникновение симптомов 
отмечалось сразу после протезирования, а в последующем они нарастали); 2 группа (n = 18) – от по-
лугода до 5 лет; 3 группа (n = 16) – контрольная – без жалоб на НСМ. Образцы ротовой жидкости 
(РЖ) для измерения ТТК собирались у пациентов до снятия причинных ортопедических конструк-
ций и через месяц после снятия. 

В группе пациентов с НСМ и возникновением симптомов НСМ на 1-е – 14-е сутки после про-
тезирования ТТК в РЖ выявлялась у 16 (84,2%) пациентов до снятия причинных ортопедических 
конструкций, а через месяц после снятия ортопедических конструкций ТТК в РЖ не определялась 
(р ≤ 0,001). У пациентов контрольной группы ТТК в РЖ не определялась до и после снятия орто-
педических конструкций. Таким образом, ТТК в РЖ является диагностическим маркером алер-
гии на КСМ. У пациентов с возникновением симптомов НСМ на 1-е – 14-е сутки после проте-
зирования выявлены IgE-антитела к: Ni-HSA – у 78,9% пациентов, Cr-HSA – у 68,4% пациентов,  
Co-HSA – у 52,6% пациентов. Уровень ТТК в РЖ сильно коррелировал с уровнем IgE-антител к Ni-
HSA (RSpearman = 0,9; р < 0,05) и Cr-HSA – умеренно (RSpearman = 0,7; р < 0,05). Полученные данные 
указывают на превалирование немедленного типа реакции на КСМ. Выраженное локальное повы-
шение уровня ТТК представляет собой важный патогенетический маркер местной инициации вос-
палительного процесса в полости рта. ТТК в РЖ выявлена только у 3 (16,7%) пациентов с возникно-
вением симптомов НСМ от полугода до 5 лет (n = 18), и у них же IgE-антитела к металлам в сыворотке 
крови, что указывает на IgE-зависимый характер реакции у них. У остальных пациентов 2 группы, 
по-видимому, имеется иной тип аллергической реакции – замедленный, или гранулоцитопосредо-
ванный.

Для достоверной диагностики аллергии на компоненты стоматологических материалов целесо-
образно измерение ТТК в РЖ до и после снятия ортопедических конструкций. Мониторинг уров-
ня ТТК в РЖ позволяет оценить причинность ортопедических конструкций в возникновении НСМ 
и необходимость замены их замены.

Ключевые слова: аллергия, IgE-антитела, триптаза, тучные клетки, ротовая жидкость, стоматологические материалы
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TRYPTASE OF ORAL LIQUID AND IgE-ANTIBODIES AS 
A MARKER OF ALLERGIC INFLAMMATION IN THE ORAL 
MUCOSA
Karpuk I.Yu.
Vitebsk State Medical University, Vitebsk, Republic of Belarus

Abstract. The goal of present study was to determine the levels of mast cell tryptase (MCT) in whole saliva, 
and blood serum IgE antibodies in patients with intolerance for dental prosthetic materials (IDM) before and 
after removal of prosthetic constructs. 

We have conducted examination of the patients suffering from the IDM symptoms, who were divided into 
2 groups depending on the time span between the end of prosthetic treatment and emergence of pathological 
symptoms: group 1 (n = 19), 1 to 14 days (symptoms emerged immediately after treatment); group 2, (n = 18), 
IDM symptoms occuring 6 months to 5 years later; group 3 (n = 16), controls without complaints for IDM. 
Whole saliva (WS) samples were collected before removal of prosthetic constructs and 1 month later. In group 
1, salivary MCT was detected in 16 subjects (84.2%) before removal of prosthetic constructs, while 1 month 
after MCT not detectable in saliva (p < 0.001). Salivary MCT in control group was not detected both before 
and after removal of prosthetic constructions. Hence, mast cell tryptase in whole saliva could be a diagnostic 
marker for intolerance to dental materials. In group 1 of the patients, we detected IgE antibodies to Ni-HSA 
in 78.9% of patients, IgE antibodies to Cr-HSA in 68.4% of patients and IgE to Co-HSA in 52.6% of patients. 
Salivary MCT levels strongly correlated with IgE levels to Ni-HSA (Rspearman = 0.9; p < 0.05), showing moderate 
correlation with Cr-HSA (Rspearman = 0.7; p < 0.05). The data obtained suggest some prevalence of immediate 
type immune reaction against dental materials. Notable local increase of MCT level could be an important 
diagnostic marker of local inflammatory process initiation. MCT in whole saliva was found only in 3 patients 
(16.7%) from group 2; those had IgE antibodies to metal ions in blood serum, thus indicating IgE-dependent 
reaction type. Other patients from group 2 were likely to develop a different type of allergic reaction, e. g. 
delayed or granulocyte-mediated response. 

To perform reliable diagnostics of allergy to the components of dental materials, it is reasonable to measure 
salivary MCT before and after removal of prosthetic constructs. Salivary MCT level monitoring allows to 
confirm a role of prosthetic constructs in IDM emergence, and a need for their replacement.

Keywords: allergy, IgE-antibodies, tryptase, mast cells, whole saliva, dental materials

Введение
Тучные клетки (ТК) являются иммунными 

клетками гемопоэтического происхождения. Они 
относятся к врожденной ветви иммунной систе-
мы и проявляют ряд морфологических и функ-
циональных сходств с базофилами, включая 
общую клетку-предшественника, вырабатываю-
щую триптазу [20]. Большинство ТК располага-
ются в местах взаимодействия между организмом 
и окружающей средой, например, коже, слизи-
стых оболочках, которые являются идеальным 
местом для ТК, реагирующие на антигены и ал-
лергены. ТК участвуют в иммунной регуляции, 
от начала поступления патогена до разрешения 
воспаления [15]. Однако наиболее заметна роль 
ТК в эффекторной фазе немедленных аллерги-
ческих реакций: массивной дегрануляции с вы-
свобождением накопленных медиаторов в ответ 
на мощный стимул, основой которого являет-
ся агрегация иммуноглобулин-(Ig)-E-несущих 
FcRI-рецепторов мультивалентным аллергеном, 
за которым следует вторая волна отсроченной 
секреции медиатора [8]. В процессе дегрануля-

ции, вызванной IgE, секреторные гранулы (СГ) 
тучных клеток сливаются между собой и с плаз-
матической мембраной, выделяясь затем во вне-
клеточное пространство [9]. СГ несут десятки 
предварительно сформированных медиаторов, 
включая зрелую триптазу [10]. Имеется различие 
между индуцированной IgE дегрануляцией ТК, 
которая вовлекает СГ-область очень крупных 
гранул (диаметром до 0,5-1 мкм), и процессом 
экзоцитоза, на различные стимулы, вызываю-
щим вовлечение небольших секреторных вези-
кул, обычно 80 нм или менее [5]. Триптазы туч-
ных клеток (ТТК) представляют собой семейство 
трипсиноподобных сериновых протеаз, присут-
ствующих в больших количествах в секреторных 
гранулах человека [16]. Подобно химазам, другой 
группе сериновых протеаз ТК, триптазы являют-
ся высокоспецифичными для ТК. Обнаружение 
триптазы или химазы дает информацию об уча-
стии ТК, количестве активации в зависимости 
от клинического состояния [17]. 

Технически измерение уровня ТТК является 
высокоспецифичным, хотя сообщалось о лож-
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но повышенных уровнях ТТК в сыворотке кро-
ви, содержащей гетерофильные антитела, такие 
как ревматоидный фактор [13]. Такие помехи яв-
ляются редким явлением и оказывают незначи-
тельное влияние на измеренные уровни ТТК [14]. 

Ранее ТТК рассматривалась главным образом 
как маркер либо острых аллергических реакций, 
либо исходного состояния тучных клеток. Соглас-
но недавно опубликованной глобальной унифи-
цирующей классификации расстройств тучных 
клеток [18], диагностическое значение определе-
ния триптазы включает: синдром активации туч-
ных клеток, мастоцитоз, гиперплазию тучных кле-
ток и миеломастоцитарные состояния [18].

При диагностике аллергии для выявления ан-
тител к компонентам стоматологических матери-
алов (КСМ), связанных с лейкоцитами пациента, 
обычно используется прямой тест дегрануляции 
базофилов [3, 12]. 

Несмотря на внедрение в клиническую прак-
тику широкого спектра методов диагностики ал-
лергии на КСМ, соответствующих тем или иным 
звеньям ее патогенеза, важной и нерешенной 
проблемой остается поиск новых патогенетиче-
ских маркеров, сопровождающих воспалитель-
но-деструктивные изменения в тканях при не-
переносимости стоматологических материалов 
(НСМ). 

Увеличение концентрации триптазы тучных 
клеток (ТТК) в жидких средах организма являет-
ся диагностическим маркером функционирова-
ния тучных клеток. Впервые это было обнаруже-
но в сыворотке пациентов с анафилактическими 
реакциями [7]. После местной провокационной 
пробы уровень ТТК возрастал в назальном секре-
те [11], слезной [19], бронхоальвеолярной жидко-
сти [6]. 

Измерение концентраций ТТК в РЖ до и по-
сле провокационного теста у пациентов с пище-
вой аллергией показало возможность использо-
вания ТТК в диагностических целях [12]. 

Таким образом, уровни исходной ТТК в био-
логических жидкостях дают информацию о по-
тенциальной реакции тучных клеток, которые 
увеличивают риск развития аллергии. Даже уров-
ни ТТК в пределах обычного «нормального диа-
пазона» оказывают влияние на риск аллергии. 
Поэтому измерение пиковых и базовых уровней 
ТТК у пациентов с НСМ является весьма акту-
альным. 

Цель работы – определение концентрации 
ТТК в РЖ и IgE-антител в крови у пациентов 
с симптомами с НСМ до и после удаления при-
чинных ортопедических конструкций.

Материалы и методы
Проведено обследование 37 пациентов, об-

ратившихся с жалобами на НСМ в клинику ка-
федр общей стоматологии с курсом ортопедиче-

ской стоматологии клинической иммунологии 
и аллергологии с курсом ФПК и ПК УО «ВГМУ» 
в возрасте 55,7 [41; 67] года, из них 6 мужчин и 31 
женщина. 

Контрольную группу составили пациенты, 
сопоставимые по полу, возрасту, типу конструк-
ций и количеству зубопротезных единиц, с паци-
ентами опытной группы согласившиеся пройти 
обследование на наличие гиперчувствительности 
к зубопротезным материалам, перед плановой за-
меной ортопедических конструкций. 

Пациенты с жалобами на НСМ были разделе-
ны на 2 группы в зависимости от временного ин-
тервала между окончанием зубопротезирования 
и появлением патологических симптомов:

1 группа (n = 19) – от 1 до 14 суток (возник-
новение симптомов отмечалось сразу после про-
тезирования, а в последующем они нарастали); 
медиана возраста пациентов данной группы со-
ставила 53,4 [33; 69] года, из них 3 мужчин и 16 
женщин; 

2 группа (n = 18) – от полугода до 5 лет; меди-
ана возраста пациентов данной группы составила 
58 [51,5; 63,5] лет, из них 3 мужчин и 15 женщин; 

3 группа (n = 16) – контрольная – 2 мужчин 
и 15 женщин в возрасте 56,5 лет [45; 67] лет без 
жалоб на НСМ.

Все пациенты 1 и 2 групп указывали на на-
личие причинно-следственной связи между воз-
никновением симптомов непереносимости зубо-
протезного материала и фактом контакта с ним. 

Клиническими проявлениями у пациентов 1 
группы были уртикарные высыпания, локаль-
ный зуд и отечность, отеки губ и щек по типу 
отека Квинке с выраженным нарушением само-
чувствия и признаками нейровегетативной дис-
регуляции. Диагноз аллергии обосновывался 
клиникой и специфическим аллергологическим 
обследованием в условиях специализированного 
аллергологического отделения.

При клиническом обследовании у пациентов 2 
группы диагностированы следующие локальные 
объективные симптомы: контактный аллергиче-
ский стоматит, локализованный гингивит, глос-
сит, хронический рецидивирующий афтозный 
стоматит. Наиболее частым клиническим сим-
птомом явился стоматит, локализованный в об-
ласти причинных ортопедических конструкций.

При постановке диагноза мы имели в виду 
следующие закономерности, помимо клиниче-
ски видимых проявлений:

1. Быстрое обратное развитие клиники по-
сле снятия причинно-значимой ортопедической 
конструкции.

2. Реакция на малые по протяженности орто-
педические конструкции (даже на 1 коронку).

В 70% случаев имелась связь с аллергией 
на металлические изделия. 

У 40% пациентов в анамнезе имелась аллер-
гия на лекарства. Из них: полусинтетические пе-
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нициллины – 55% случаев, сульфаниламидные 
препараты – 15%, местные анестетики – 10% 
случаев, эритромицин – 10% случаев, элениум, 
седуксен – 7%, нестероидные противовоспали-
тельные препараты – 3% случаев. 

Исходя из современных представлений о ме-
ханизмах неблагоприятного действия стомато-
логических материалов на слизистую оболочку 
полости рта (СОПР) мы провели тщательный от-
бор пациентов в эту группу, исключая реакции, 
связанные с дисметаболизмом и функциональ-
ной недостаточностью печени, других органов 
желудочно-кишечного тракта и почек, имеющих 
иногда сходные, но по сути неаллергические 
проявления. По фоновым заболеваниям это 
были пациенты с повторными заболеваниями 
инфекционно-воспалительного генеза со сторо-
ны органов дыхания, с органической патологией 
желудочно-кишечного тракта (язва желудка, хро-
нический гастродуоденит), 2 пациента с острой 
ревматической лихорадкой, 6 пациентов были 
клинически здоровы. 

Все пациенты, включенные в исследование, 
дали и собственноручно заполнили доброволь-
ное информированное согласие на участие в ис-
следовании.

Непрямая реакция дегрануляции тучных кле-
ток (нРДТК).

1. Подготовка исследуемой сыворотки
Кровь пациента, взятую путем венепункции, 

в количестве 5-7 мл обводили по краю стеклян-
ной палочкой, отстаивали до образования сгуст-
ка, затем центрифугировали при 1500 об/мин, 
после этого отбирали сыворотку в пробирку. 
Сыворотку хранили при -20 °С до исследования, 
не допуская повторного замораживания и оттаи-
вания.

2. Получение тучных клеток мыши
Мышь декапитировали, в брюшную полость 

вводили 5-8 мл подогретого до 37 °С 0,9% раство-
ра NaCl, приготовленного на 0,15 М фосфатном 
буфере рН 7,2, и оставляли мышь на 20 минут, 
периодически массируя ее переднюю брюшную 
стенку. Затем послойно вскрывали брюшную 
полость и пинцетом выводили петлю кишечни-
ка. Тушку переворачивали в воронку так, чтобы 
содержимое брюшной полости стекало по пет-
ле в пробирку, содержащую 1 мл забуференного 
физиологического раствора с 1-2 каплями гепа-
рина. Перитонеальные клетки отмывали путем 
центрифугирования при 1000 об/мин по 3-5 ми-
нут дважды, добавляя по 2 мл забуференного фи-
зиологического раствора. Полученную суспен-
зию тучных клеток разбавляли до концентрации 
2,5 × 105 мл забуференным физиологическим рас-
твором (80-100 тучных клеток в камере Горяева).

Для определения концентрации клеток в лун-
ку круглодонной планшеты вносили 0,02 мл су-
спензии тучных клеток и 0,02 мл красителя толу-

идиного синего и подсчитывали в камере Горяева 
окрашенные клетки. 

3. Приготовление растворов аллергенов в ра-
бочей концентрации

В качестве аллергенов использовали 0,01% 
растворы NiCl2, CrCl3, CoCl2 разведенные физио-
логическим раствором.

4. Приготовление красителя толуидиного си-
него 0,025% спиртового раствора: 25 мл краски 
растворяли в 100 мл 30% этилового спирта, рН 
которого доводили до 3,2-3,4 добавлением ледя-
ной уксусной кислоты, 0,03-0,04 мл на 10 мл кра-
сителя.

5. Постановку реакции осуществляли в план-
шетах для иммунологических исследований. 
В опытную лунку вносили 0,02 мл суспензии туч-
ных клеток, добавляли равные объемы растворов 
аллергенов и инкубировали 15 минут при 37 °С. 

Параллельно ставили два контроля: 1) тучные 
клетки + сыворотка больного + раствор Хенкса; 
2) тучные клетки + раствор Хенкса + раствор ал-
лергена.

В опыт и два контроля добавляли 0,02 мл кра-
сителя и проводили учет реакции в камере Горя-
ева. Подсчитывали количество тучных клеток, 
учитывая только целые неповрежденные окра-
шенные клетки в горизонтальных рядах сетки 
всей камеры. Разница между контролем и опы-
том указывала на количество дегранулированных 
клеток.

Результат реакции рассчитывали по формуле:
Х = (К-О): К × 100%,

где: 
Х – процент дегранулированых тучных клеток;
К – количество клеток в контроле;
О – количество клеток в опыте.
Реакцию считали положительной, если число 

окрашенных клеток в опыте уменьшалось на 20% 
и более по сравнению с контролем.

Для качественной оценки степени дегрануля-
ции базофилов у конкретного пациента выделяли 
три степени дегрануляции:

– прирост до 10% – «-» – отрицательная ре-
акция;

– прирост 10 – 19% – «±» – сомнительная ре-
акция;

– прирост 20 – 40% – «+» – положительная 
реакция;

– прирост более 40% – «++» – резкоположи-
тельная реакция.

Определение IgE-антител к металлам в сыво-
ротке крови

Для выявления IgE-антител к ионам металлов 
мы использовали стандартную иммунофермент ную 
тест-систему фирмы EUROIMMUN (Германия).

В качестве аллергенов были использованы  
аллергодиски с Ni-HSA, Cr-HSA, Co-HSA,  
Gold-HSA.

Концентрацию IgE в исследуемых образцах 
определяли, внося полученные значения оптиче-
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ской плотности в калибровочный график. Уров-
ни антител определяли согласно инструкции.

Определение триптазы осуществляли со-
гласно инструкции производителя тест-системы 
(Human TPS (Tryptase) ELISA кit, кат. номер 
№ E-EL-H1262). 

Оценку реакции проводили на фотометре при 
длине волны 450 нм. 

Забор РЖ пациента
Пациенты за сутки до забора РЖ не употре-

бляли алкоголь, продукты с кофеином, никотин, 
за двое суток – противоаллергические лекар-
ственные средства (антигистаминные, глюко-
кортикостероиды), исключали потенциально ал-
лергенные продукты и напитки. 

Пациент ополаскивал рот 50 мл 0,9% раство-
ра хлорида натрия в течение 3 мин, после чего 
раствор выплевывал. Через 10 мин РЖ в объеме 
1 мл собирали в две микропробирки, закрывали 
крышкой (исходная проба № 1). 

Через 1 неделю после устранения причинных 
ортопедических конструкций снова забирали РЖ 
у пациента в объеме 1 мл в микропробирки и за-
крывали крышкой (проба № 2).

Образцы РЖ (1-1,5 мл) центрифугировали 
при 7000 об/мин в течение 20 минут. 

Далее шприцем (5 мл) забирали надосадочную 
часть РЖ и фильтровали в стерильную пробирку 
через нитроцеллюлозные фильтры с диаметром 
пор 0,22 мкм. 

Все пробы РЖ после их забора хранили в жид-
ком азоте при -90 °C.

Статистическая обработка результа-
тов исследования проводилась при помощи 
STATISTICA 10.0. Количественные параметры 
представлены в виде медианы (Me) и интерквар-
тильного интервала (Q0,25-Q0,75), где Q0,25 – верх-
няя граница нижнего квартиля, Q0,75 – нижняя 
граница верхнего квартиля. Для анализа разли-
чий в двух независимых группах по количествен-
ному признаку применялся непараметрический 
критерий U Манна–Уитни. Для анализа разли-
чий в двух зависимых группах по количественно-
му признаку применялся критерий Вилкоксона. 
Для определения меры связи двух количествен-
ных параметров использовали анализ ранго-
вой корреляции Spearman (непараметрический) 
с уровнем статистической значимости p < 0,05.

Результаты
Определение триптазы тучных клеток в ротовой 

жидкости
До снятия причинных ортопедических кон-

струкций ТТК в РЖ была обнаружена у 16 (84,2 %) 
из 19 пациентов 1 группы (медиана – 4,76 нг/ мл, 
диапазон 2,57-7,32, среднее 4,64±3,11 нг/ мл), 
а через неделю после снятия ортопедических 
конструкций ТТК в РЖ была обнаружена лишь 

у 2 (10,5%) пациентов в более низкой концентра-
ции (р ≤ 0,001) (табл. 1). 

Лишь у 3 (16,6%) пациентов 2 группы ТТК 
была обнаружена до снятия причинных орто-
педических конструкций, а через неделю после 
снятия – у 1 (5,5%) пациентов. Однако резуль-
таты выявления ТТК у пациентов 2 группы до-
стоверно не отличались от пациентов 3 группы 
(контрольной).

Определение IgЕ-антител
Положительные результаты, т.е. наличие IgЕ-

антител к Ni-HSA, в 1 группе пациентов выяв-
лены у 15 (78,9%) пациентов в ИФА, а также у 4 
(22,2%) пациентов 2 группы. При обследовании 
сывороток крови пациентов контрольной группы 
IgE-антитела к Ni-HSA были выявлены у 1 (6,3%) 
пациента (табл. 2). 

IgE-антитела к Cr-HSA в 1 группе пациентов 
обнаружены у 13 (68,4%) пациентов; во 2 группе 
пациентов – у 2 (11,1%) пациентов. У пациентов 
контрольной группы обнаружены IgE-антитела 
к Cr -HSA методом ИФА у 1 (6,3%) пациента.

Методом ИФА IgE-антитела к Co-HSA в 1 
группе пациентов выявлены у 10 (52,6%) паци-
ентов, а также у 3 (16,7%) пациентов 2 группы. 
В контрольной группе пациентов IgE-антитела 
к Co-HSA выявлены не были.

Как видно из приведенных данных (табл. 2), 
IgЕ-антитела к металлам в сыворотке крови у па-
циентов 1 группы встречались чаще, чем у паци-
ентов других групп. 

Результаты выявления IgE-антител у пациен-
тов 1 группы с симптомами НСМ, возникшими 
сразу после протезирования, указывает на IgE-
зависимую клиническую форму повышенной 
чувствительности к комплексу металл–белок.

Непрямая реакция дегрануляции тучных клеток 
(нРДТК)

У пациентов 1 группы положительные резуль-
таты к раствору соли NiCl2 по нРДТК выявлены 
у 12 (63,15%), а у пациентов 2 группы нРДТК 
была положительна у 3 (16,7%) пациентов; к рас-
твору соли CrCl3 нРДТК была положительна у 17 
(85%) пациентов 1 группы и у 4 (22,2%) пациен-
тов 2 группы; к раствору соли CoCl2 нРДТК была 
положительна у 14 (73,7%) пациентов 1 группы 
и у 3 (16,7%) пациентов 2 группы (табл. 3). 

В контрольной группе пациентов к раство-
ру соли NiCl2 и CoCl2 по нРДТК выявлено по 1 
(6,3%) положительному результату, а к раствору 
соли CoCl2 по нРДТК сенсибилизация отмечена 
у 2 (12,5%) пациентов. 

Корреляционный анализ между уровнем ТТК 
в РЖ до снятия ортопедических конструкций 
и результатами выявления гиперчувствительно-
сти к металлам у пациентов 1 группы выявил сле-
дующие зависимости: прямую сильную взаимос-
вязь с результатами ИФА и прямую умеренную 
корреляцию с нРДТК (табл. 4).
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ТАБЛИЦА 1. СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА УРОВНЕЙ ТРИПТАЗЫ В РЖ У ПАЦИЕНТОВ КОНЦЕНТРАЦИЯ ТТК 
ДО И ЧЕРЕЗ 1 МЕСЯЦ ПОСЛЕ СНЯТИЯ ОРТОПЕДИЧЕСКИХ КОНСТРУКЦИЙ, нг/мл 
TABLE 1. COMPARISON OF SALIVARY TRYPTASE LEVELS IN PATIENTS. MCT LEVELS BEFORE AND 1 MONTH AFTER 
REMOVAL OF PROSTHETIC CONSTRUCTIONS, ng/ml

1 группа
Group 1

2 группа
Group 2

3 группа
Group 3

Пациент
Patient No.

До
Before

После
After

Пациент
Patient No.

До
Before

После
After

Пациент
Patient No.

До
Before

После
After

1 0 0 1 0 0 1 0 0
2 8,91 1,45 2 2,34 0 2 0
3 1,42 0 3 0 0 3 0 0
4 5,65 0 4 0 0 4 0 0
5 2,57 0 5 0 0 5 0 0
6 3,16 0 6 0 0 6 0 0
7 7,32 0 7 0 0 7
8 0 0 8 0 0 8 0 0
9 6,43 0 9 0 0 9 0 0
10 5,52 0 10 0 0 10 1,5 0
11 2,85 0 11 0 0 11 0 0
12 8,12 2,61 12 3,47 1,41 12 0 0
13 4,33 0 13 0 0 13 0 0
14 10,58 0 14 0 0 14 0 0
15 3,18 0 15 0 0 15 0 0
16 5,92 0 16 1,45 0 16 0 0
17 0 0 17 0 0 – – –
18 7,47 0 18 0 0 – – ––
19 4,76 0 – – – – –

ТАБЛИЦА 2. ЧАСТОТА НАЛИЧИЯ IgE-АНТИТЕЛ К МЕТАЛЛАМ У ПАЦИЕНТОВ 
TABLE 2. FREQUENCY OF METAL-INDUCED IgE DETECTION IN PATIENTS 

Группы пациентов
Patient groups Ni-HSA n (%) Cr-HSA n (%) Co-HSA n (%)

1 группа
Group 1  (n = 19) 15 (78,9%)*+ 13 (68,4%)*+ 10 (52,6%)*+

2 группа 
Group 2  (n = 18) 4 (22,2%)* 2 (11,1%) 3 (16,7%)*

3 группа
Group 3  (n = 16) 1 (6,3%) 1 (6,3%) 0

Примечание. * – отличие между группами с р < 0,05 по сравнению с контрольной группой; + – отличие между 
1 группой с р < 0,05 по сравнению со 2 группой.

Note. *, difference between groups with p < 0.05 compared to the control group; +, difference between group 1 with p < 0.05 
compared to group 2.

У пациентов 2 и 3 групп корреляция ТТК в РЖ 
с нРДТК и ИФА не была установлена.

Обсуждение
Результаты определения уровня ТТК в РЖ 

у пациентов 1 группы указывают на наличие 
выброса ТТК под воздействием причинных ор-

топедических конструкций. Повышение кон-
центрации ТТК в РЖ пациентов 1 группы было 
ассоциировано с возникновением симптомов 
НСМ, в виде аллергических реакций, сразу после 
протезирования. 

Рост уровня ТТК в РЖ был выявлен в пода-
вляющем большинстве проб (84,2%) пациентов 1 
группы, что соотносилось с симптомами в поло-
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сти рта после контакта с ортопедическими кон-
струкциями и временем их возникновения. От-
сутствие ТТК в РЖ как у 3 пациентов 1 группы, 
до снятия причинных ортопедических конструк-
ций, так и во 2 группе можно объяснить другими 
механизмами аллергии или наличием неспеци-
фической гиперчувствительности [18]. 

Отсутствие ТТК в РЖ не может исключить 
аллергию на КСМ. С другой стороны, выяв-
ление ТТК в РЖ в комбинации с клинически-
ми симптомами должно, по сравнению только 
лишь с наличием или отсутствием клинических 
симптомов, значительно упрощать постановку 
диагноза «аллергия или гиперчувствительность 
на стоматологические материалы». 

Сравнительно высокий процент ТТК у паци-
ентов 1 группы с НСМ в совокупности с выяв-
лением IgE-антител к металлам в ИФА и нРДТК 
указывает на наличие у них немедленной аллер-
гии на компонентам стоматологических матери-
алов (КСМ).

Измерение аллергениндуцированной ТТК 
в РЖ может быть перспективным новым диа-
гностическим методом для подтверждения при-
чинности аллергенности стоматологических 
конструкций в развитии симптомов НСМ у па-
циентов.

Заключение
В группе пациентов с НСМ и возникновением 

симптомов НСМ на 1-е – 14-е сутки после про-
тезирования ТТК в РЖ выявлялась у 16 (84,2%) 
пациентов до снятия причинных ортопедических 
конструкций, а через месяц после снятия орто-
педических конструкций ТТК в РЖ не определя-
лась (р ≤ 0,001). У пациентов контрольной груп-
пы ТТК в РЖ не определялась до и после снятия 
ортопедических конструкций. Таким образом, 
ТТК в РЖ является диагностическим маркером 
алергии на КСМ. 

У пациентов с возникновением симптомов 
НСМ на 1-е – 14-е сутки после протезирования 
выявлены IgE-антитела к: Ni-HSA – у 78,9% 
пациентов, Cr-HSA – у 68,4% пациентов,  
Co-HSA – у 52,6% пациентов. Уровень ТТК в РЖ 
сильно коррелировал с уровнем IgE-антител 
к Ni-HSA (RSpearman = 0,9; р < 0,05) и Cr-HSA – 
умеренно (RSpearman = 0,7; р < 0,05). Полученные 
данные указывают на превалирование немедлен-
ного типа реакции на КСМ. Выраженное локаль-
ное повышение уровня ТТК представляет собой 
важный патогенетический маркер местной ини-
циации воспалительного процесса в полости рта. 
Мониторинг уровня ТТК в РЖ позволяет оце-
нить причинность ортопедических конструкций 

ТАБЛИЦА 3. КОЛИЧЕСТВО ПОЛОЖИТЕЛЬНЫХ РЕЗУЛЬТАТОВ нРДТК У ПАЦИЕНТОВ 
TABLE 3. NUMBER OF POSITIVE iMCDA RESULTS IN PATIENTS 

Группы пациентов
Patient groups NiCl2 n(%) CrCl3 n (%) CoCl2 n (%)

1 группа 
Group 1  (n = 19) 12 (63,2%) *+ 10 (52,6%)*+ 14 (73,7%)*+

2 группа 
Group 2  (n = 18) 3 (16,7%) 4 (22,2%) 3 (16,7%)

3 группа 
Group 3  (n = 16) 1 (6,3%) 2 (12,5%) 1 (6,3%)

Примечание. * – отличие между группами с р < 0,05 по сравнению с контрольной группой; + – отличие между 
1 группой с р < 0,05 по сравнению со 2 группой.

Note. *, difference between groups with p < 0.05 compared to the control group; +, difference between group 1 with p < 0.05 
compared to group 2.

ТАБЛИЦА 4. КОРРЕЛЯЦИОННЫЙ АНАЛИЗ МЕЖДУ УРОВНЕМ ТТК В РЖ ДО СНЯТИЯ ОРТОПЕДИЧЕСКИХ 
КОНСТРУКЦИЙ И РЕЗУЛЬТАТАМИ ВЫЯВЛЕНИЯ ГИПЕРЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ К МЕТАЛЛАМ У ПАЦИЕНТОВ 1 ГРУППЫ
TABLE 4. CORRELATION QUOTIENTS BETWEEN THE SALIVARY MCT LEVELS BEFORE REMOVAL OF PROSTHETIC 
CONSTRUCTS AND RESULTS OF HYPERSENSITIVITY DETECTIONS TO METALS IN GROUP 1 PATIENTS

Ионы металлов
Metal ions

ИФА (RSpearman)
ELISA (RSpearman)

нРДТК (RSpearman)
iMCDA (RSpearman)

Ni2+ 0,9* 0,61
Cr3+ 0,83* 0,45
Co2+ 0,71 0,59

Примечание.* – р < 0,05.

Note.*, р < 0.05.
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в возникновении НСМ и необходимость замены 
их замены.

ТТК в РЖ выявлена только у 3 (16,7%) па-
циентов с возникновением симптомов НСМ 
от полу года до 5 лет (n = 18), и у них же IgE-
антитела к металлам в сыворотке крови, что ука-

зывает на IgE-зависимый характер реакции у них. 
У остальных пациентов 2 группы, по-видимому, 
имеется иной тип аллергической реакции – за-
медленный, или гранулоцитопосредованный [4]. 
Такие реакции мы ранее наблюдали на компо-
ненты протезных материалов [1].
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ДЕЙСТВИЕ ПРОЛИН-БОГАТЫХ ПЕПТИДОВ ВРОЖДЕННОГО 
ИММУНИТЕТА НА АНТИБИОТИКОУСТОЙЧИВЫЕ ШТАММЫ 
БАКТЕРИЙ
Жаркова М.С.1, Копейкин П.М.1, Афиногенов Г.Е.2, Орлов Д.С.1, 2, 
Артамонов А.Ю.1, Сафиуллина К.Э.1, Сухарева М.С.1,  
Цветкова Е.В.1, 2, Мильман Б.Л.1, Афиногенова А.Г.2, 3, Шамова О.В.1, 2

1 ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины», Санкт-Петербург, Россия 
2 Санкт-Петербургский государственный университет, Санкт-Петербург, Россия 
3 ФБУН «Санкт-Петербургский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии  
имени Пастера», Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Резистентность патогенных микроорганизмов к применяемым в медицине антибиотикам 
в последние годы стремительно растет, повышается смертность от внутрибольничных инфекций. По-
этому поиск новых лекарственных средств для борьбы с антибиотикоустойчивыми бактериями яв-
ляется одной из первоочередных задач биомедицины. Есть все основания считать, что природные 
соединения, содержащиеся в защитных клетках человека и животных, могут послужить прототипами 
принципиально новых антибиотических препаратов. К таким соединениям относятся антимикроб-
ные пептиды врожденного иммунитета, в частности группа пролин-богатых пептидов. Целью дан-
ной работы явилось исследование антимикробной активности пролин-богатых пептидов семейства 
бактенецинов в отношении ряда клинических изолятов антибиотикоустойчивых грамотрицательных 
бактерий. Объектами исследования послужили бактенецины, обнаруженные ранее в лейкоцитах до-
машней козы Capra hircus: ChBac3.4, ChBac5, miniChBac7.5Nα, miniChBac7.5Nβ. Установлено, что 
химически синтезированные нами аналоги этих пептидов проявляют выраженную антимикробную 
активность в отношении Escherichia coli и Acinetobacter baumannii (минимальные ингибирующие кон-
центрации (МИК), определенные методом серийных разведений в жидкой питательной среде, на-
ходились в пределах 1-4 мкМ) и в несколько меньшей степени в отношении Pseudomonas aeruginosa 
и Klebsiella pneumoniae (МИК – 2-16 мкМ) in vitro. Показано, что антибактериальная активность 
пептидов может повышаться при их совместном использовании с антибиотиками, применяемыми 
в медицине. Выявлен синергический эффект при действии бактенецина mini-ChBac7.5Nα в комби-
нации с амикацином на E. coli (минимальный индекс фракционной ингибирующей концентрации 
(иФИК) – 0,375), A. baumannii (иФИК 0,5) и K. pneumoniae (иФИК – 0,325), а также с офлоксацином – 
на K. pneumoniae (иФИК – 0,5). Важной характеристикой исследуемых пептидов является отсутствие 
у этих соединений гемолитической активности в отношении эритроцитов человека при применении 
их в концентрациях, в несколько раз превышающих антимикробные. Полученные данные свидетель-
ствуют о перспективности дальнейшего исследования рассматриваемых пролин-богатых пептидов 
и их структурных модификаций для разработки на основе этих соединений новых комбинированных 
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лекарственных средств для борьбы с антибиотикоустойчивыми микроорганизмами: различных пре-
паратов местного применения, компонентов изделий медицинского назначения, в частности веноз-
ных катетеров, стентов, а также раневых покрытий.

Ключевые слова: врожденный иммунитет, антибиотикорезистентные бактерии, пролин-богатые пептиды, бактенецины

EFFECTS OF PROLINE-RICH PEPTIDES OF THE INNATE 
IMMUNE SYSTEM ON DRUG-RESISTANT BACTERIAL 
STRAINS
Zharkova M.S.a, Kopeykin P.M.a, Afinogenov G.E.b, Orlov D.S.a, b, 
Artamonov A.Yu.a, Safiullina K.E.a, Sukhareva M.S.a, Tsvetkova E.V.a, b, 
Milman B.L.a, Afinogenova A.G.b, c, Shamova O.V.a, b

a Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation  
b St. Petersburg State University, St. Petersburg, Russian Federation  
c St. Petersburg L. Pasteur Research Institute of Epidemiology and Microbiology, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Resistance of pathogenic microorganisms to conventional antibiotics is growing rapidly in 
recent years, accompanying with an increase of mortality caused by hospital-acquired infections. Therefore, 
a search for novel drugs to combat antibiotic resistant bacteria is one of the priorities in biomedicine. Natural 
compounds which are contained in host defense effector cells of humans and animals, may serve as prototypes 
for developing principally new antibiotics. Such compounds include antimicrobial peptides of innate immunity, 
in particular, a group of proline-rich peptides. The aim of this work was to evaluate antimicrobial activity 
of proline-rich peptides, belonging to bactenecins family, against several clinical isolates of drug-resistant 
Gram-negative bacteria. The bactenecins under examination (ChBac3.4, ChBac5, mini-ChBac7.5Nα, mini-
ChBac7.5Nβ) have been previously found in leukocytes of a domestic goat Capra hircus. We have shown that 
chemically synthesized analogs of these peptides exhibited a pronounced in vitro antimicrobial activity against 
Escherichia coli and Acinetobacter baumannii (minimum inhibitory concentrations (MIC) as estimated by a 
broth microdilution assay varied between 1 to 4 µM) and, to a lesser degree, against Pseudomonas aeruginosa 
and Klebsiella pneumoniae (MIC 2-16 µM). It was revealed that antibacterial activity of these peptides may 
be increased if applied in combination with some conventional, antibiotics. E.g., synergistic antimicrobial 
effects against E. coli have been shown for mini-ChBac7.5Nα bactenecin combined with amikacin (minimal 
fractional inhibitory concentration index (FICI), 0.375), A. baumannii (FICI, 0.5), and K. pneumoniae (FICI, 
0.325), and, using ofloxacin, towards K. pneumoniae (FICI 0.5). Lack of hemolytic activity towards human red 
blood cells is an important benefit of the studied peptides when used at concentrations several times higher than 
those showing antimicrobial effects. The data obtained presume certain prospects for further investigations of 
proline-rich peptides, as well as their structural modifications, for the development of new combined drugs 
based on these compounds, in order to combat antibiotic-resistant microorganisms, e.g., medications for 
local applications, various components of medical devices, in particular, venous catheters, stents and wound 
dressings.

Keywords: innate immunity, drug-resistant bacteria, proline-rich peptides, bactenecins

Работа поддержана грантом РФФИ № 17-04-
02177.

Проблема устойчивости микроорганизмов 
к применяемым в медицине антибиотическим 
препаратам все более остро встает в последние 
годы. Всемирной организацией здравоохранения 
(ВОЗ) опубликован список «приоритетных пато-
генов» – 12 видов бактерий, устойчивых к дей-
ствию антибиотиков и представляющих наиболь-
шую угрозу для жизни и здоровья человека. Особое 
внимание в сообщении ВОЗ уделяется мульти-

резистентным грамотрицательным бактериям. 
К числу наиболее опасных представителей таких 
бактерий, отнесенных к 1 категории приоритет-
ности, принадлежат Acinetobacter, Pseudomonas 
и различные виды семейства Enterobacteriaceae 
(включая Klebsiella, E. coli, Serratia и Proteus), 
устойчивые к карбопенемам и другим антибио-
тикам и вызывающие тяжелые, часто неизлечи-
мые, госпитальные инфекции. Данный список 
приоритетных возбудителей был составлен ВОЗ, 
чтобы предоставить ориентиры первоочередных 
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разработок для научно-исследовательских орга-
низаций. Наша работа посвящена исследованиям 
в этом направлении, что и определяет ее актуаль-
ность. Среди возможных кандидатов на роль но-
вых антибиотических препаратов – природные 
антимикробные пептиды (АМП) врожденного 
иммунитета. Эти пептиды содержатся в клет-
ках организма, выполняющих защитную функ-
цию, – в первую очередь, в фагоцитах, клетках 
барьерных эпителиев, а также, в меньших коли-
чествах, и во многих других типах клеток. Кроме 
прямого антимикробного действия многие АМП 
проявляют иммуномодулирующие эффекты, что 
тоже способствует ограничению микробной ин-
вазии [1, 9]. Некоторые пептиды обладают и ра-
нозаживляющим действием [2, 7]. АМП имеют 
разные структуры – в эту группу объединяются 
как пептиды, содержащие дисульфидные мости-
ки и имеющие в составе молекулы β-слои, в том 
числе АМП с конформацией β-шпильки, так и 
линейные молекулы. К одной из обширных групп 
линейных пептидов относятся пролин-богатые 
АМП (ПБ-АМП). В составе молекулы ПБ-АМП 
присутствует большое количество остатков про-
лина (до 50%) и аргинина, что и определяет их 
физико-химические и биологические свойства. 
Подобные пептиды обнаружены у беспозвоноч-
ных, причем наиболее часто встречаются у насе-
комых [12], а также позвоночных – в основном 
выявлены в лейкоцитах животных отряда парно-
копытных [13]. Известно, что многие ПБ-АМП 
проявляют высокую антимикробную активность 
в отношении грамотрицательных бактерий, в том 
числе и антибиотикоустойчивых, что позволяет 
рассматривать их в качестве прототипов новых 
лекарственных средств, эффективных в борьбе 
с патогенными микроорганизмами, резистент-
ными к применяемым в клинике антибиотикам. 
В Санкт-Петербургском университете уже разра-
ботано несколько иммуномодулирующих и анти-
микробных препаратов на основе ПБ-АМП 
насекомых [3]. В Европе также создается анти-
бактериальный препарат на базе одного из пеп-
тидов насекомых – А3-АРО [11]. Необходимость 
дальнейшего интенсивного изучения ПБ-АМП 
и разработки подобных препаратов в нашей стра-
не не вызывает сомнений. 

Целью данной работы явилось исследование 
антимикробной активности пролин-богатых 
пептидов семейства бактенецинов (ChBac3.4, 
ChBac5, miniChBac7.5Nα, miniChBac7.5Nβ) 
в отношении антибиотикоустойчивых грамо-
трицательных бактерий (Pseudomonas aeruginosa, 
Acinetobacter baumannii, Klebsiella pneumoniae, 
Escherichia coli). Перечисленные пептиды, от-
носящиеся к ПБ-АМП млекопитающих, были 
выделены нами ранее из лейкоцитов домашней 

козы Capra hircus и охарактеризованы [4, 14, 15]. 
Для сравнения использовали антимикробный 
пептид, имеющий другую структуру (конфор-
мацию бета-шпильки) – протегрин 1 (ПГ1) [8]. 
Учитывая, что, по данным ВОЗ, указанные выше 
грамотрицательные бактерии относятся к списку 
наиболее опасных патогенов, исследования, по-
священные поиску новых антимикробных лекар-
ственных средств, эффективных в борьбе с эти-
ми микроорганизмами, являются актуальными 
и перспективными.

Материалы и методы
Антимикробные пептиды получены методом 

химического твердофазного синтеза с исполь-
зованием Fmoc/tBu-стратегии на 2-хлортритил-
хлоридной смоле. Наращивание пептидной по-
следовательности проводилось в автоматическом 
синтезаторе Symphony X (Protein Technologies Inc., 
США). Для временной защиты α-аминогрупп 
аминокислот применялась Fmoc-защита. Ак-
тивация проводилась in situ под действием 
HCTU/N-этилморфолин в среде диметилфор-
мамида. Аминокислотная последовательность 
отщеплялась с полимера с одновременным уда-
лением всех защитных групп под действием 
трифторуксуной кислоты с добавками H2O/Tis 
(триизопропилсилан). Пептиды очищали с по-
мощью обращенно-фазовой высокоэффектив-
ной жидкостной хроматографии (ОФ-ВЭЖХ) 
на установке Gold System (Beckman, США) и вы-
сушивали. Чистота полученных пептидов была 
не менее 95%, что подтверждалось с помощью 
аналитического электрофореза, ОФ-ВЭЖХ 
и масс-спектрометрического анализа (MALDI-
ToF MS) на приборе Ultraflextreme фирмы Bruker  
(Германия).

Бактерии
Использовали клинические изоляты грам-

отрицательных микроорганизмов: Escherichia coli 
521/17 (устойчивость к ампициллину, амокси-
циллину/клавулоновой кислоте, цефотаксиму, 
цефтазидиму, цефелиму, азтреонаму, нетилми-
цину, ципрофлоксацину, триметоприму/ суль-
фаметоксазолу), Pseudomonas aeruginosa 522/17 
(устойчивость к меропенему, цефтазидиму, це-
фелиму, амикацину, гентамицину, нетилмици-
ну, ципрофлоксацину, колистину), Klebsiella 
pneuimoniae 344/17 (устойчивость к ампицил-
лину), Acinetobacter baumannii 7226/16 (устойчи-
вость к имипенему, гентамицину, тобрамицину, 
ципрофлоксацину, триметоприму/сульфаметок-
сазолу). Клинический изолят E. coli был получен 
из мочи пациента, остальные – из инфицирован-
ных ран.

Оценку антимикробной активности прово-
дили методом серийных разведений в жидкой 
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питательной среде. Использовали стандартную 
методику, но с небольшими модификациями, раз-
работанными с учетом специфики АМП [5]. В ка-
честве жидкой питательной среды использовали 
бульон Мюллера–Хинтона (Oxoid, Германия). 
Двукратные серийные разведения исследуемых 
препаратов проводили в 0,01 М натрий-фосфат-
ном буфере, рН 7,4 с 150 мМ NaCl (НФБ) и вно-
сили в лунки стерильной микрокамеры Терасаки, 
куда затем добавляли суспензии микроорганиз-
мов, находящихся в фазе логарифмического ро-
ста (1 × 104 КОЕ на лунку). Пробы инкубировали 
при 37 °С в течение 24 или 48 часов. За минималь-
ную ингибирующую концентрацию (МИК) при-
нимали наименьшую концентрацию вещества, 
при использовании которой отсутствовал види-
мый рост микроорганизмов в соответствующих 
лунках микрокамеры. Для каждого разведения 
образца или контрольных проб результаты иссле-
дований представлены как медианы, полученные 
по данным трех независимых экспериментов.

Характер совместного действия пептидов 
и антибиотиков (наличие аддитивных, синер-
гических, антагонистических эффектов) иссле-
довали с использованием метода «шахматной 
доски» (“checkerboard array”) [5]. При изучении 
совместного действия веществ А и B двукратные 
разведения одного из исследуемых соединений 
(вещество А) производили в камере Терасаки 
по горизонтали, а другого (вещество В) – по вер-
тикали. После инкубации проб с микроорганиз-
мами в течение 24 или 48 часов определяли МИК 
каждого из исследуемых веществ и МИК для их 
комбинаций. Далее рассчитывали индексы фрак-
ционной ингибирующей концентрации (иФИК; 
FICI – fractional inhibitory concentration index) 
по формуле: 

ФИК индекс = ФИК A + ФИК B = [A]/
[МИК A] + [B]/[МИК B], 

где [А] и [В] – МИК веществ А и В, соответ-
ственно, в их смеси (комбинации), при которых 
наблюдается ингибирование роста бактерии; 
[МИК А] и [МИК В] – МИК индивидуальных 
фракций веществ А и В соответственно. При 
иФИК ≤ 0.5 совместное действие соединений 
рассматривали как синергическое (препараты 
усиливают антимикробный эффект друг друга); 
0.5 < иФИК ≤ 1 – как аддитивное (антимикроб-
ный эффект препаратов аддитивно складыва-
ется); 1 < иФИК ≤ 2 – как индифферентное 
или независимое (эффект одного вещества никак 
не зависит от присутствия другого); иФИК > 2 – 
как антагонистическое (эффект веществ в ком-
бинации снижается). 

Для определения гемолитической активности 
пептидов использовали эритроциты человека. 
Кровь здорового донора собирали в пластиковые 

гепаринизированные пробирки, центрифугиро-
вали в течение 10 мин при 250 g при 4 °С. Суперна-
тант удаляли, к осадку добавляли 10 мл охлажден-
ного забуференного физиологического раствора 
(ЗФР), рН 7,4 с 4 мМ ЭДТА, центрифугировали 
в течение 10 мин в тех же условиях. Надосадоч-
ную жидкость удаляли, процедуру отмывания 
эритроцитов ЗФР повторяли три раза. Из полу-
ченного осадка эритроцитов отбирали 280 мкл, 
доводили объем суспензии до 10 мл охлажденным 
ЗФР. Анализируемые пептиды по 3 мкл на пробу 
в ЗФР вносили в пластиковые пробирки объемом 
0,5 мл, добавляли по 27 мкл суспензии эритроци-
тов и инкубировали 30 мин при периодическом 
перемешивании. Для получения положительного 
контроля (100% лизис эритроцитов) к 27 мкл рас-
твора эритроцитов добавляли 3 мкл детергента 
(10% раствор Triton X-100 в ЗФР). Для получения 
негативного контроля (0% лизис эритроцитов) 
к 27 мкл раствора эритроцитов добавляли 3 мкл 
ЗФР. После инкубации реакцию останавливали 
добавлением 75 мкл охлажденного ЗФБ, пробы 
центрифугировали при 5000 g при 4 °С в течение 
4 мин. Супернатант отбирали и проводили из-
мерение оптической плотности проб при длине 
волны 540 нм на фотометре Multiscan (Labsystems, 
Финляндия). Процент гемолиза эритроцитов 
рассчитывали по формуле: 

Гемолиз (%) = [OD540(образца) – OD540(0% 
лизис)]/[OD540(100% лизис) – OD540 (0% ли-
зис)] × 100 %.

Эксперименты повторяли три раза, для каж-
дой из опытных или контрольных проб имелось 
по три повторности. Результаты представлены 
как средние величины и среднеквадратичные от-
клонения.

Результаты и обсуждение
Исследована активность антимикробных пеп-

тидов (АМП) в отношении четырех видов грам-
отрицательных бактерий, относящихся к группам 
патогенов, приведенных в списке ВОЗ как одни 
из самых опасных для человечества видов, явля-
ющихся причиной внутрибольничных инфек-
ций. Использованные в работе микроорганизмы 
проявляли резистентность к ряду применяемых 
в медицине антибиотиков. Данные, полученные 
методом серийных разведений в жидкой пита-
тельной среде, представлены в таблице 1. 

Установлено, что антимикробные пептиды, 
относящиеся к классу пролин-богатых пептидов 
млекопитающих, а именно бактенецины лейко-
цитов домашней козы, проявляют выраженную 
активность в отношении E. coli и A. baumannii 
и, хотя и в меньшей степени, P. aeruginosa 
и K. pneumoniae. Пептид протегрин 1, имеющий 
структуру бета-шпильки и, как показано ранее, 
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обладающий высокой мембранолитической ак-
тивностью, проявлял значительное антибактери-
альное действие в отношении всех исследованных 
микроорганизмов. Однако его гемолитическая 
активность в отношении эритроцитов человека 
была существенно выше по сравнению с эффек-
тами бактенецинов, которые не вызывали лизиса 
эритроцитов в концентрациях, значительно пре-
вышающих антимикробные (табл. 1), что сви-
детельствует о более высокой цитотоксичности 
этих соединений по отношению к прокариотиче-
ским клеткам по сравнению с клетками макроор-
ганизма. В работах итальянских исследователей 
показано, что синтетические пептиды, явля-
ющиеся фрагментами бактенецина быка Вас7 
(сходные по первичной структуре с мини-бакте-
нецинами козы), тоже проявляют антимикроб-
ную активность в отношении антибиотикоустой-
чивых клинических изолятов [6]. Эффективность 
бактенецинов, вероятно, определяется тем, что 
эти пептиды имеют несколько молекулярных 

мишеней в бактериальных клетках [10, 13]. Одна-
ко значения активности АМП могут показаться 
несколько более низкими по сравнению с актив-
ностью применяемых в медицине антибиотиков. 
Чтобы выяснить возможность повышения актив-
ности пептидов, нами исследовано их совместное 
действие с двумя антимикробными препарата-
ми – амикацином и офлоксацином – для уста-
новления наличия или отсутствия синергидного 
эффекта. Данные анализа антибактериального 
действия одного из мини-бактенецинов – mini-
ChBac7.5Nα с перечисленными антибиотиками 
в отношении исследуемых клинических изолятов 
представлены в таблице 2.

Показано, что для трех из четырех исследован-
ных видов бактерий наблюдается синергическое 
антимикробное действие мини-бактенецина 
с амикацином (ФИК ≤ 0,5), причем оно уста-
новлено и в случае A. baumannii, проявляющего 
устойчивость к ряду аминогликозидов. В комби-

ТАБЛИЦА 1. МИНИМАЛЬНЫЕ ИНГИБИРУЮЩИЕ КОНЦЕНТРАЦИИ (МИК) БАКТЕНЕЦИНОВ И ПРОТЕГРИНА 1, мкМ*
TABLE 1. MINIMAL INHIBITORY CONCENTRATIONS (MIC) OF BACTENECINS AND PROTEGRIN 1, μM*

Вещество
Substance

МИК (мкМ) в отношении бактерий
MIC (μM) towards bacteria Гемолиз эритроцитов 

человека, % 
при обработке 
их пептидами 
в указанных 

концентрациях
Hemolysis of human 
red blood cells (%) in 
the presence of the 

peptides at the indicated 
concentrations

Escherichia 
coli 

521/17

Acinetobacter 
baumannii 

7226/16

Pseudomonas 
aeruginosa 

522/17

Klebsiella 
pneumoniae 

344/17

10 мкМ
10 μM

60 мкМ
60 μM

ChBac3.4 2 1 4 2 0,6 ±0,46 1,2±0,74
ChBac5 1 2 16 4 0,7±0,45 1,2±0,56
miniChBac7.5Nα 2 2 8 16 0,2±0,09 0,3±0,21
miniChBac7.5Nβ 2 2 8 16 1,5±0,09 0,3±0,1

ПГ1
PG1 1 1 2 1 35,6±5,4 83,4±3,7

амикацин
amikacin 2 8 1 0,25 – – 
офлоксацин
ofloxacin 50 25 > 50 0,25 – – 

Примечание. * – данные МИК представлены как медианы, полученные по результатам 3-5 независимых 
экспериментов (метод серийных разведений в жидкой питательной среде). Приводятся также МИК двух 
антибиотиков, определенные в тех же условиях. Результаты оценки гемолитической активности указаны 
как средние величины и среднеквадратичные отклонения.

Note. *, all the MIC values are presented as medians derived from 3 to 5 independent experiments (broth microdilutions 
assays). MIC values for two antibiotics evaluated at similar conditions are also given. The data on hemolytic activity are shown as 
means ± standard deviations.
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нации с офлоксацином выявлен синергический 
эффект в отношении K. pneumoniae. 

Заключение
Установлено, что пролин-богатые пептиды – 

синтетические аналоги бактенецинов лейкоци-
тов домашней козы – проявляют антимикробное 
действие в отношении исследованных антибио-
тикоустойчивых грамотрицательных бактерий, 
причем в ряде случаев наблюдали синергические 
антибактериальные эффекты при использова-
нии пептидов с амикацином и офлоксацином. 
Изучаемые пептиды – бактенецины – не обла-
дают гемолитическим действием в отношении 
эритроцитов человека. Полученные данные сви-

детельствуют о перспективности дальнейшего 
исследования рассматриваемых пролин-бога-
тых пептидов и их структурных модификаций 
для разработки на их основе новых лекарствен-
ных препаратов для борьбы с микроорганиз-
мами, представляющими серьезную опасность 
для пациентов. Использование пептидных пре-
паратов в комбинации с применяемыми в кли-
нике антибиотиками позволит повысить эффек-
тивность антимикробной терапии при местном 
применении, а также при создании изделий ме-
дицинского назначения, например, устройств, 
входящих в состав аппаратов для искусственной 
вентиляции легких, венозных катетеров и ране-
вых покрытий.

ТАБЛИЦА 2. СОЧЕТАННОЕ АНТИБАКТЕРИАЛЬНОЕ ДЕЙСТВИЕ МИНИ-БАКТЕНЕЦИНА miniChBac7.5Nα  
С АНТИБИОТИКАМИ, ОЦЕНИВАЕМОЕ ПО ВЕЛИЧИНЕ ИНДЕКСА ФРАКЦИОННЫХ ИНГИБИРУЮЩИХ КОНЦЕНТРАЦИЙ 
(ФИК), РАССЧИТАННОГО ДЛЯ ПРИВЕДЕННЫХ КОМБИНАЦИЙ
TABLE 2. COMBINED ACTION OF MINI-BACTENECIN miniChBac7.5Nα WITH ANTIBIOTICS, ESTIMATED USING FRACTIONAL 
INHIBITORY CONCENTRATION INDEXES (FICI), CALCULATED FOR EACH COMBINATION

Сочетание веществ
Substances combined 

Минимальный индекс ФИК 
Minimal FICI 

E. coli 
521/17

A. baumannii 
7226/16

P. аeruginosa 
522/17

K. pneumoniae 
344/17

miniChBac7.5Nα и амикацин
miniChBac7.5Nα and Amikacin 0,375 0,5 0,62 0,325

miniChBac7.5Nα и офлоксацин
miniChBac7.5Nα and Ofloxacin 1,12 0,62 – 0,5
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СЫВОРОТОЧНЫЙ УРОВЕНЬ ИНТЕРЛЕЙКИНА-1α, 
ПОЛИМОРФИЗМ ЕГО ГЕНА И РЕЗУЛЬТАТИВНОСТЬ 
ЛЕЧЕНИЯ БЕСПЛОДИЯ МЕТОДОМ 
ЭКСТРАКОРПОРАЛЬНОГО ОПЛОДОТВОРЕНИЯ 
Лапштаева А.В.1, Евсегнеева И.В.2, Новиков В.В.3, Сычев И.В.1, 
Караулов А.В.2, 3

1 ФГБОУ ВО «Мордовский государственный университет имени Н.П. Огарева», г. Саранск, Республика 
Мордовия, Россия  
2 ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» 
Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия  
3 ФГАОУ ВО «Национальный исследовательский Нижегородский государственный университет имени 
Н.И. Лобачевского», г. Нижний Новгород, Россия

Резюме. В последнее время все большую актуальность приобретает поиск новых прогностических 
критериев, определяющих успех экстракорпорального оплодотворения. Цель работы: исследование 
прогностической роли IL-1α как дополнительного маркера наступления беременности в программе 
экстракорпорального оплодотворения. В исследование были включены 120 женщин, проходящих 
лечение по поводу трубно-перитонеального бесплодия методом экстракорпорального оплодотворе-
ния. В зависимости от эффективности процедуры, ретроспективно было сформировано две группы: 
группа I (n = 40) – с наступившей беременностью и группа II (n = 80) – с ненаступившей беремен-
ностью. Методом иммуноферментного анализа определяли концентрацию IL-1α в сыворотке; мето-
дом полимеразной цепной реакции с последующим секвенированием по Сенгеру исследовали по-
лиморфный маркер rs1800587 UTR-5 области гена IL-1α. В результате проведенного исследования 
выявлена гиперпродукция IL-1α у женщин из группы I. Также у женщин этой группы выявлена поло-
жительная корреляционная взаимосвязь между IL-1α и лютеинизирующим гормоном, пролактином, 
прогестероном, 17-оксипрогестероном, дегидроэпиандростерон-сульфатом. У женщин с неудачной 
попыткой экстракорпорального оплодотворения выявлена отрицательная корреляционная взаимос-
вязь между IL-1α и антимюллеровым гормоном, положительная взаимосвязь между IL-1α и 17-ок-
сипрогестероном. Женщины-носители аллеля Т полиморфного маркера rs1800587 UTR-5 области 
гена IL- 1α имеют шанс в 2,5 раза выше забеременеть в результате процедуры экстракорпорального 
оплодотворения, чем женщины-носители аллеля С (95% CI = [1,45-4,35], р = 0,0009). У женщин-
носителей генотипа Т/Т гена IL-1α выявлена взаимосвязь между содержанием IL-1α и эстрадиолом, 
тестостероном, носителей генотипа С/Т с эстрадиолом, а носителей генотипа С/С с фолликулости-
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мулирующим гормоном. Выявленные изменения свидетельствуют о вовлечении IL-1α в регуляцию 
циклических процессов в яичнике, в том числе и в овуляции. Кроме того, вероятно, IL-1α участвует 
в создании провоспалительной микросреды, необходимой для успешной имплантации бластоцисты. 
Ключевые слова: IL-1α, трубно-перитонеальное бесплодие, беременность, экстракорпоральное оплодотворение

SERUM LEVEL AND GENE POLYMORPHISM OF  
INTERLEUKIN-1α, AND EFFICIENCY OF INFERTILITY 
TREATMENT BY IN VITRO FERTILIZATION
Lapshtaeva A.V.a, Evsegneeva I.V.b, Novikov V.V.c, Sychev I.V.a, 
Karaulov A.V.b, c

a National Research N.P. Ogarev Mordovia State University, Saransk, Republic of Mordovia, Russian Federation  
b First Moscow I.M. Sechenov State Medical University, Moscow, Russian Federation  
c National Research Nizhny Novgorod N.I. Lobachevskii State University, Nizhny Novgorod, Russian Federation

Abstract. Search for novel prognostic criteria predicting successful in vitro fertilization remains a nonresolved 
problem at the present time. The aim of our study was to analyse a predictive role of IL-1α as an additional 
marker of pregnancy after in vitro fertilization (IVF). The study included 120 women with tubo-peritoneal 
infertility subjected to the IVF procedure. Retrospectively, two groups were formed of this cohort, dependent 
on efficiency of in vitro fertilization. Group I included 40 women with successful pregnancy whereas group 
II comprised 80 women with failed pregnancy. IL-1α concentrations in serum were detected by ELISA 
technique. A polymorphic rs1800587 marker at 5`UTR region has been amplified by PCR followed by Sanger 
sequencing. We have shown IL-1α hyperproduction in the women from group I. The women with effective 
IVF outcome exhibited positive correlation between IL-1α and luteinizing hormone, prolactin, progesterone, 
17-hydroxyprogesterone, dehydroepiandrosterone sulfate levels. The women with ineffective in vitro fertilization 
have detected a negative correlation between IL-1α levels and anti-Muellerian hormone, a positive correlation 
of IL-1α with 17-hydroxyprogesterone. The women with T allele of the polymorphic rs1800587 marker at 
5`UTR region have shown a 2.5-fold higher chance to become pregnant after IVF than the women carrying 
C allele (95% CI = [1.45-4.35], р = 0.0009). The women with T/T genotype exhibited a positive correlation 
between IL-1α and estradiol, testosterone; the subjects with heterozygous C/T genotype showed correlation 
with estradiol, and those harboring C/C genotype exhibited correlation with follicle-stimulating hormone. 
The revealed changes suggest a potential involvement of IL-1α into regulation of cyclic processes in the ovary 
including ovulation. Moreover, IL-1α may participate in formation of pro-inflammatory environment for 
successful blastocyst implantation.

Keywords: IL-1α, tubo-peritoneal infertility, pregnancy, in vitro fertilization

Работа поддержана грантом МГУ имени 
Н.П. Огарева № 53/63-15 от 17.12.2015.

Введение
Охрана репродуктивного здоровья населения 

является важнейшей медико-социальной зада-
чей. У 40-50% инфертильных женщин диагно-
стируется трубно-перитонеальная форма беспло-
дия (ТПБ) [3, 5, 6]. Воспалительные заболевания 
придатков матки специфической и неспецифи-
ческой этиологии, оперативные вмешательства 
на органах малого таза, осложненные аборты 
и роды, различные лечебно-диагностические ма-
нипуляции являются причинами развития ТПБ. 
Изменения в маточных трубах приводят к их пол-
ной или частичной окклюзии, возникновению 

спаек, нарушению сократительной функции, что 
приводит к нарушению транспорта яйцеклетки 
в полость матки.

Одним из современных методов восстанов-
ления фертильности женщин с ТПБ является 
экстра корпоральное оплодотворение (ЭКО). 
Несмотря на высокую востребованность метода, 
его эффективность достаточно низкая – около 
30% эмбрионов, перенесенных в полости мат-
ки, успешно имплантируются [1, 4]. Вследствие 
высокой стоимости и достаточно низкой эффек-
тивности процедуры ЭКО, особую актуальность 
приобретает поиск новых надежных прогности-
ческих критериев, позволяющих до включения 
женщин в протокол ЭКО оценить вероятность 
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наступления беременности и, в случае необходи-
мости, провести коррекцию.

В настоящее время содержание фолликуло-
стимулирующего гормона (ФСГ), антимюллеро-
ва гормона (АМГ), ингибина В в сыворотке ис-
пользуется для диагностики получения ооцитов 
хорошего качества в протоколах ЭКО [12]. Вме-
сте с тем данные показатели не способны про-
гнозировать наступление беременности при про-
ведении программы. 

В этой связи в настоящее время активно про-
водится поиск новых критериев, определяющих 
успех ЭКО, в том числе и иммунологических. 

Целью работы явилось изучение сывороточ-
ной концентрации интерлейкина-1α (IL-1α) 
и полиморфизма его гена для использования их 
в качестве прогностических маркеров диагности-
ки наступления беременности в протоколе ЭКО.

Материалы и методы
В исследовании приняли участие 120 жен-

щин, проходящих процедуру ЭКО по поводу бес-
плодия трубно-перитонеального генеза, клини-
ческие обследования которых были проведены 
в ГБУЗ РМ «Мордовский республиканский кли-
нический перинатальный центр». Все пациентки 
были включены в исследование после подписа-
ния добровольного информированного согласия 
на участие в исследовании и использовании их 
биопроб. Критерии включения пациенток в ис-
следование: 1) возраст 18-39 лет; 2) трубно-пе-
ритонеальное бесплодие; 3) нормальный овари-
альный резерв, 4) отсутствие противопоказаний 
к ЭКО; 5) фертильная сперма партнера; 6) нор-
мальный кариотип обоих супругов; 7) перенос 
эмбрионов хорошего качества. Критерии ис-

ключения пациенток из исследования: 1) другие 
формы бесплодия; 2) генитальная и экстрагени-
тальная патология, при которой проведение ЭКО 
противопоказано; 3) острые заболевания органов 
малого таза; 4) хронические заболевания в стадии 
обострения. В зависимости от исхода процедуры 
ЭКО все женщины ретроспективно были раз-
делены на две группы: группа I (n = 40) – паци-
ентки, у которых наступила беременность после 
ЭКО, группа II (n = 80) – пациентки, у которых 
беременность не наступила. Клиническая ха-
рактеристика женщин представлена в таблице 1. 
Группы были сопоставимы по возрасту и анамне-
стическим данным (р > 0,05).

Взятие образца крови
Забор крови проводился на 3-4 день менстру-

ального цикла, предшествующего процедуре 
ЭКО. Образцы крови получали утром, натощак, 
при помощи венепункции локтевой вены в асеп-
тических условиях, в две пробирки. 1 – для им-
муноферментного анализа: в пробирку с актива-
тором свертывания, после завершения процесса 
свертывания (30 минут), центрифугировали при 
200 g 15 минут, отбирали надосадочную жид-
кость, замораживали при температуре -30 °С и 
хранили при температуре -40-60 °С. 2 – для мо-
лекулярно-генетического исследования: в про-
бирку с этилендиаминтетрауксусной кислотой 
(ЭДТА), замораживали и хранили до проведения 
исследования при температуре -20 °С.

Биохимические исследования
В образцах сыворотки крови методом иммуно-

ферментного анализа (ИФА) с использованием 
коммерческих наборов поликлональных антител 
определяли содержание IL-1α (ООО «Цитокин», 
Россия) на иммуноферментном автоматическом 

ТАБЛИЦА 1. КЛИНИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ОБСЛЕДОВАННЫХ ЖЕНЩИН
TABLE 1. CLINICAL CHARACTERISTICS OF WOMEN PARTICIPATING IN INVESTIGATION

Показатель
Index

I группа
Group I 
n = 40

II группа 
Group II
n = 80

Всего
Total

n = 120
Средний возраст, лет
Mean age, years
(M±m)

33,4±3,8 32,6±4,3 32,8±4,1

Средняя длительность бесплодия, лет
Mean duration of infertility, years
(M±m)

5,6±3,3 5,1±3,6 5,3±3,5

Наличие гинекологической патологии
Gynecological disorders, n (%) 34 (85%) 66 (82,5%) 100 (83,3%)

Оперативные вмешательства на придат-
ках матки
Uterine adnexa surgery, n (%)

6 (15%) 14 (17,5%) 20 (16,7%)

Наличие экстрагенитальной патологии
Extragenital disorders, n (%) 19 (47,5%) 40 (50%) 59 (49,2%)
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анализаторе Personal lab (Италия) согласно ин-
струкции производителя. Исследование гормо-
нального статуса проводили радиоиммунным 
и иммуноферментным методами с применением 
стандартных наборов. В раннюю фолликулярную 
фазу на 2-3 день менструального цикла опреде-
ляли концентрацию в крови ФСГ, лютеинизи-
рующего гормона (ЛГ), кортизола, пролактина, 
эстрадиола, тестостерона, дегидроэпиандросте-
рон-сульфата (ДГЭА-сульфат), 17-оксипрогесте-
рона (17-ОПГ) и АМГ. Во вторую фазу менстру-
ального цикла (20-22 день) в крови определяли 
концентрацию прогестерона.

Молекулярно-генетические исследования
Были изучены частоты встречаемости поли-

морфного маркера rs1800587 (C/T) гена IL-1α. 
Выделение ДНК из образцов жидкой крови осу-
ществляли на автоматической станции для вы-
деления нуклеиновых кислот и белков QIAcube 
с использованием набора реагентов QIAamp DNA 
Mini Kit (оборудование и реагенты производства 
QIAGEN, Германия). Методом ПЦР с последую-
щим секвенированием по Сенгеру исследовали 
полиморфный маркер rs1800587 (UTR-5 области 
гена). Амплификацию фрагмента гена IL-1α, со-
держащего полиморфный локус, проводили с ис-
пользованием подобранных в рамках настояще-
го исследования праймеров в двух раздельных 
реакциях. Для подбора праймеров использовали 
Интернет-ресурс Primer-BLAST и референтную 
нуклеотидную последовательность NM_000575.4 
из Базы данных NCBI. Продукты амплификации 
очищали от избытка дезоксинуклеотидтрифос-
фатов и праймеров на микроколонках (QIAGEN, 
Германия). Секвенирование очищенных продук-
тов ПЦР осуществляли с одним из праймеров, 
использованных на стадии ПЦР, на генетическом 
анализаторе ABI PRISM 3500 с использовани-
ем наборов для циклического сиквенса BigDye® 
Terminator v 3.1 Cycle Sequencing Kit и соответ-
ствующего программного обеспечения к прибо-
ру, согласно инструкции производителя (Applied 
Biosystems, США). Завершающий этап анализа 
нуклеотидных последовательностей для исследу-
емых образцов выполняли с помощью программ 
PeakTrace, Sequence Scanner v.1.0, Chromas Lite 
2.1.1, Vector NTI Advance 10.

Статистическую обработку результатов вы-
полняли с помощью стандартного пакета при-
кладных программ StatSoft Statistica 10.0 (США). 
Качественные значения отражены в виде аб-
солютных величин (n) и процентных долей. 
Для анализа различий между количественными 
признаками использовалась описательная стати-
стика с использованием t-критерия Стьюдента. 
Для оценки взаимосвязи между количествен-
ными изучаемыми показателями проводился 

линейный корреляционный анализ с определе-
нием коэффициента корреляции Пирсона (r). 
Для оценки ассоциаций генотипов с наступле-
нием беременности использовался критерий χ2 
Пирсона и отношение шансов (OR) с 95%-ным 
доверительным интервалом (CI). Распределение 
частот аллелей и генотипов полиморфных вари-
антов было проверено на соответствие равнове-
сию Харди–Вайнберга. Значимость выявленных 
различий и взаимосвязей во всех видах анализа 
была принята при уровне значимости p < 0,05.

Результаты и обсуждение
При анализе содержания IL-1α в сыворотке 

крови женщин с ТПБ было выявлено достовер-
ное повышение его содержания у женщин с на-
ступившей беременностью после проведения 
процедуры ЭКО 26,6 (3,9; 40,2) пг/мл по срав-
нению с женщинами с неэффективной процеду-
рой – 17,4 (4,2; 18,0) пг/мл (р = 0,038). 

Согласно современным представлениям, 
успешная имплантация эмбриона на начальных 
стадиях беременности происходит в провоспа-
лительной микросреде и сопровождается пере-
ходом Th1-типа ответа в Th2-тип для модуляции 
эндокринных и иммунных механизмов [8, 10, 
11]. IL-1α является ведущим медиатором вос-
палительных реакций, способным к индукции 
и активации их как в тканях, так и на систем-
ном уровне [9]. Цитокины IL-1α, IL-1β, IL-1ra 
за счет связывания со своими специфическими 
мембранными рецепторами стимулируют выра-
ботку клетками эндометрия интегриновых моле-
кул для адгезии бластоцисты. Кроме того, сама 
бластоциста способна к экспрессии рецепторов 
IL-1α, при стимуляции которых происходит вы-
работка хорионического гонадотропина (ХГЧ), 
необходимого для формирования иммунологиче-
ской толерантности в системе мать–плод [7]. Вы-
явленное нами повышение уровня IL-1α у жен-
щин с эффективной процедурой ЭКО позволяет 
говорить, что локальное воспаление, сопрово-
ждающееся повышенным содержанием IL-1α, 
позитивно влияет на имплантацию бластоцисты 
в толщу эндометрия. Вероятно, это может быть 
объяснено активацией под действием IL-1α син-
теза матриксной металлопротеиназы-3 (ММP-3) 
в эндометриальных стромальных клетках, необ-
ходимой для ремоделирования тканей и клеточ-
ной перестройки во время имплантации [13].

В процессе наступления беременности важ-
ную роль играет как иммунная, так и эндо-
кринная система, бесспорно, взаимосвязанные 
между собой. Для успешной имплантации не-
обходимо, чтобы эндометрий претерпел опреде-
ленную последовательность дифференцировки, 
контролируемую стероидами яичников, и что-
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бы бластоциста достигла точной стадии акти-
вации [14]. В связи с этим нами был проведен 
корреляционный анализ между содержанием 
IL-1α в сыворотке у женщин с ТПБ и содержа-
нием гипоталамо-гипофизарных и яичниковых 
гормонов. Выявлена прямая зависимость между 
сывороточной концентрацией IL-1α и уровнем 
ЛГ и 17- ОПГ, в остальных случаях взаимосвязи 
выявлено не было (табл. 2). 

У женщин с наступившей беременностью 
в ходе проведенного ЭКО обнаружена положи-
тельная корреляционная взаимосвязь между со-
держанием IL-1α и ЛГ, пролактином, прогесте-
роном, 17-ОПГ, ДГЭА-сульфатом, а у женщин 
с неэффективной процедурой ЭКО – отрица-
тельная взаимосвязь с АМГ и положительная 
с 17-ОПГ (табл. 3). Вероятно, полученные данные 
могут быть объяснены тем, что ввиду регулярных 
циклических процессов в яичнике, овариальный 
фолликул является местом воспалительных ре-

акций, а клетки яичника могут выступать в каче-
стве как источников, так и мишеней для IL-1α. 

Согласно исследованиям зарубежных авто-
ров, в яичнике функционируют участки синте-
за IL-1α в ооците, гранулозных и тека-клетках 
у несколько видов млекопитающих [15]. Экспе-
риментальные данные, полученные Ben-Shlomo 
и Adashi (1994), позволили предположить что 
IL-1α является паракринным фактором, кото-
рый может быть задействован в каскаде событий, 
приводящим к овуляции за счет синтеза протеаз, 
регуляции активности активатора плазминогена, 
простагландина и производства оксида азота. 

При обследовании женщин с бесплодием, 
участвующих в ЭКО, de Los Santos и соавт. (1998) 
выявили, что скопления фолликулярных клеток 
экспрессируют мРНК IL-1α и IL-1β. Более того, 
согласно исследованиям Simon и соавт. (1994), 
во время преовуляторного созревания, после по-
вышения ЛГ или инъекции ХГЧ, высокие уров-

ТАБЛИЦА 2. КОРРЕЛЯЦИОННЫЙ АНАЛИЗ ВЗАИМОСВЯЗИ МЕЖДУ СОДЕРЖАНИЕМ IL-1α И ГИПОТАЛАМО-
ГИПОФИЗАРНЫХ, ЯИЧНИКОВЫХ ГОРМОНОВ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ЖЕНЩИН C ТПБ В ЗАВИСИМОСТИ 
ОТ ГЕНОТИПА
TABLE 2. CORRELATION ANALYSIS OF INTERCONNECTIONS BETWEEN IL-1α CONTENT AND HYPOTHALAMIC-PITUITARY, 
OVARIAN HORMONES IN BLOOD SERA OF WOMEN WITH TUBO-PERITONEAL INFERTILITY WITH DIFFERENT IL-1α 
RS1800587 GENOTYPES 

IL-1α 
и гормон

IL-1α/
hormone variables

Женщины с ТПБ
Women with tubo-
peritoneal infertility

n = 120

Генотип С/С
С/С genotype 

n = 48

Генотип С/Т
С/T genotype 

n = 42

Генотип Т/Т
T/T genotype 

n = 30

r р r р r р r р
ФСГ
FSH 0,013968 0,879648 0,338188 0,018722 -0,155947 0,324034 -0,166481 0,379257

ЛГ
LH 0,244959 0,007007 0,129528 0,380245 -0,070101 0,659114 -0,087698 0,644928

Пролактин
Prolactin 0,080886 0,379818 -0,115842 0,433001 -0,081552 0,607653 -0,050774 0,789889

Кортизол
Cortisol -0,148827 0,104739 -0,072639 0,623681 -0,025387 0,873205 -0,303263 0,103295

Эстрадиол
Estradiol 0,045815 0,619270 0,242242 0,097142 0,339323 0,027922 0,408352 0,025073

Прогестерон
Progesterone 0,090582 0,325156 -0,071147 0,630844 -0,200408 0,203177 -0,067736 0,722102

17-ОПГ
17-OHP 0,229768 0,011586 0,238764 0,102189 0,248833 0,112046 0,019649 0,917914

ДГЕА-сульфат
DHEA-s 0,041728 0,650891 0,030245 0,838303 0,064678 0,684053 0,065913 0,729301

Тестостерон
Testosterone 0,124671 0,174873 -0,084664 0,567230 -0,013619 0,931783 0,367129 0,045965

АМГ
MIS -0,060716 0,510052 -0,007541 0,959429 0,097773 0,537895 0,228020 0,225553

Примечание. r – коэффициент корреляции Пирсона, р – уровень достоверности. 

Note. r, the Pearson correlation quotient; p, statistical significance of the correlation.
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ни IL-1α и IL-1β наблюдаются в фолликулярных 
клетках.

Принимая во внимание важность провоспа-
лительных цитокинов в контексте наступления 
беременности, мы также оценивали полиморф-
ный маркер гена IL-1α. Был проведен анализ 
распределения частот аллелей и генотипов у об-
следованных женщин. Выявлено, что наиболь-
ший процент женщин с ТПБ являлись носите-
лями аллеля С – 57,5% (69 чел.), чем носителями 
аллеля Т – 42,5% (51 чел.), без достоверных отли-
чий (р = 0,0709). Женщины с эффективной про-
цедурой ЭКО в 57,5% (23 чел.) случаев являлись 
носителями аллеля Т, а в 42,5% (17 чел.) случа-
ев – носителями аллеля С. Женщины с нерезуль-
тативным ЭКО в 35% (28 чел.) случаев являлись 
носителями аллеля Т и в 65% (52 чел.) случа-
ев – носителями аллеля С. При расчете отноше-
ния шансов, выявлено, что женщины-носители 
аллеля Т имеют шанс забеременеть в 2,51 раза 
выше, чем женщины носители аллеля С (95% 
CI = [1,45- 4,35], р = 0,0009).

При анализе частот носительства генотипов 
гена IL-1α выявлено следующее распределение 
носительства генотипов: С/С – 40% (48 чел.), ге-
нотипа С/Т – 35% (42 чел.), генотипа Т/Т – 25% 
(30 чел.), без достоверных отличий (р = 0,0891). 
В группе женщин с благоприятным исходом про-
цедуры ЭКО 45% женщин являлись носителями 
генотипа Т/Т, носителями генотипа С/Т – 25% 
женщин, а носителями генотипа С/С – 30% 
женщин, без достоверных отличий (р > 0,05). 
У женщин с неблагоприятным исходом ЭКО 
встречалось иное соотношение встречаемости ге-
нотипов: 15% женщин являлись носителями ге-
нотипа Т/Т, 40% женщин – носителями генотипа 
С/Т и 45% женщин – носителями генотипа С/С. 
В этой группе генотип Т/Т встречался достовер-
но реже, чем генотипы С/Т и С/С (р = 0,0004, 
р = 0,0001 соответственно). На основе расчета 
отношения шансов, выявлено, что женщины-но-
сители генотипа Т/Т имеют шанс забеременеть 
в результате ЭКО в 4,6 раза выше, чем женщи-
ны с другими генотипами (95% CI = [1,93-11,1], 

ТАБЛИЦА 3. КОРРЕЛЯЦИОННЫЙ АНАЛИЗ ВЗАИМОСВЯЗИ МЕЖДУ СОДЕРЖАНИЕМ IL-1α И ГИПОТАЛАМО-
ГИПОФИЗАРНЫХ, ЯИЧНИКОВЫХ ГОРМОНОВ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ЖЕНЩИН C ТПБ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ИСХОДА 
ПРОЦЕДУРЫ ЭКО
TABLE 3. CORRELATION ANALYSIS OF INTERCONNECTIONS BETWEEN IL-1α CONTENT AND HYPOTHALAMIC-PITUITARY, 
OVARIAN HORMONES IN THE SERUM OF WOMEN WITH TUBO-PERITONEAL INFERTILITY WITH DIFFERENT IL-1α 
rs1800587 GENOTYPES 

IL-1α и гормон
IL-1α/hormone variables

I группа
Group I
n = 40

II группа
Group II
n = 80

ФСГ
FSH 0,242992 0,130832 -0,047147 0,677933

ЛГ
LH 0,638705 0,000009 0,006288 0,955856

Пролактин
Prolactin 0,449430 0,003622 0,081347 0,473173

Кортизол
Cortisol -0,108540 0,504983 -0,121521 0,282913

Эстрадиол
Estradiol 0,230697 0,152089 -0,015798 0,889379

Прогестерон
Progesterone 0,445514 0,003965 -0,170226 0,131138

17-ОПГ
17-OHP 0,474830 0,001962 0,529672 0,000000

ДГЕА-сульфат
DHEA-s 0,407026 0,009145 -0,074157 0,513277

Тестостерон
Testosterone -0,086998 0,593488 0,192932 0,086414

АМГ
MIS 0,290438 0,069055 -0,238460 0,033162

Примечание. См. примечание к таблице 2.

Note. As in Table 2.
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р = 0,002). По данным авторов [2], генотип Т/Т 
ассоциирован с повышенной продукцией IL-1α. 
Гонадотропины, используемые во время про-
граммы ЭКО индуцируют локальную и систем-
ную продукцию IL-1α (Karaqouni et al., 1988). 
Вероятно, поэтому, женщины-носители геноти-
па Т/Т имеют более высокий шанс забеременеть 
в результате процедуры ЭКО.

У женщин с генотипом Т/Т была выявлена по-
ложительная корреляционная взаимосвязь между 
содержанием IL-1α и эстрадиолом и тестостеро-
ном, взаимосвязи между другими показателями 
выявлено не было (табл. 2). У женщин-носителей 
генотипа С/Т выявлена положительная корреля-
ционная взаимосвязь с эстрадиолом, а у носите-
лей генотипа С/С с ФСГ.

Заключение
Полученные результаты позволяют заклю-

чить, что женщин с ТПБ, у которых сыворо-
точный уровень IL-1α выше, отличаются более 
благоприятным исходом процедуры ЭКО. Вы-
явлена положительная корреляционная взаи-
мосвязь между IL-1α и ЛГ, пролактином, про-
гестероном 17-ОПГ, ДГЭА-сульфатом у женщин 
с наступившей беременностью в результате про-
веденного ЭКО. Женщины-носители аллеля Т 
и генотипа Т/Т гена IL-1α имеют более высокий 
шанс забеременеть в результате процедуры ЭКО, 

в отличии от носителей аллеля С и генотипов С/Т 
и С/С.

Таким образом, молекулярные взаимодей-
ствия между эмбрионом и эндометрием во время 
имплантации являются актуальным вопросом 
современной иммунологии репродукции. Эти 
механизмы молекулярных взаимодействий, по-
видимому, инициируются эндометрием в присут-
ствии имплантирующей бластоцисты. Механиз-
мы, с помощью которых стероиды и цитокины 
действуют сообща, чтобы способствовать селек-
тивному выражению конкретных ММР, одновре-
менно ограничивая действия других при установ-
лении беременности, не совсем понятны. Если 
IL-1α принимается как маркер восприимчивости 
в матке, наши наблюдения могут означать, что 
нормальный гормонально регулируемый эндоме-
трий человека является триггером молекулярных 
событий, которые готовят бластоцисту, чтобы 
эффективно связывать и регулировать молекулы 
адгезии эндометрия для имплантации.

Результаты проведенного исследования обо-
сновывают актуальность дальнейшего исследо-
вания продукции IL-1α, открывают перспективы 
для разработки новых подходов к определению 
прогноза и повышению результативности ЭКО.
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ОСОБЕННОСТИ ВЛИЯНИЯ ИМПУЛЬСНОЙ ЭЛЕКТРОТЕРАПИИ 
(ЭЛЕКТРОСОНТЕРАПИИ) НА НЕЙРОПЕПТИДНО-
ЦИТОКИНОВЫЙ ПРОФИЛЬ ПРИ АРТЕРИАЛЬНОЙ 
ГИПЕРТЕНЗИИ, ПРОТЕКАЮЩЕЙ НА ФОНЕ АСТЕНО-
НЕВРОТИЧЕСКИХ НАРУШЕНИЙ, У МУЖЧИН МОЛОДОГО 
ВОЗРАСТА ИЗ ГРУППЫ НАПРЯЖЕННЫХ ПРОФЕССИЙ
Герцев А.В., Ищук В.Н.
Военно-медицинская академия им. С.М. Кирова, Санкт-Петербург, Россия  
Всероссийский центр экстренной и радиационной медицины им А.М. Никифорова МЧС России,  
Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Характер нарушений в функционировании основных регуляторных систем у больных 
с соматической патологией обусловил необходимость разработки новых эффективных комплекс-
ных подходов к их лечению и профилактике. Среди таких методов лечения эффективным является 
импульсная электротерапия (электросонтерапия). Однако, несмотря на наличие результатов иссле-
дований, доказывающих высокую эффективность электросонтерапии в терапевтической практике, 
открытыми остаются вопросы о влиянии данного метода лечения на нейропептидно-цитокиновый 
пул иммунной системы, являющийся одним из важных эффекторных звеньев патогенеза при сердеч-
но-сосудистых заболеваниях, у лиц молодого возраста с артериальной гипертензией из группы на-
пряженных специальностей.

В связи с этим целью нашего исследования явилось изучение влияния электросонтерапии на ней-
ропептидно-цитокиновый профиль при артериальной гипертензии, протекающей с астено-невроти-
ческими нарушениями, у мужчин молодого возраста из группы напряженных профессий. Были сфор-
мированы группы: 1-я (n = 12) – проводили антигипертензивную терапию; 2-я (n = 10) – получали 
в комплексе терапевтических мероприятий кроме гипотензивной терапии малые транквилизаторы; 
3-я (n = 12) – проводили электросонтерапию. Нейропептидно-цитокиновый профиль исследовали 
по уровню содержания в сыворотке крови β-эндорфина, провоспалительных (TNFα, IL-1β, IL-6) 
и противовоспалительных (IL-4, IL-10) цитокинов. 

В ходе проведенного клинико-лабораторного обследования авторами установлено, что электро-
сонтерапия в комплексе основного лечения гипотензивными препаратами больных с артериальной 
гипертензией и астено-невротическими нарушениями оптимизирует функционирование нейропеп-
тидно-цитокинового пула иммунной системы и проявляется стимуляцией продукции β-эндорфина, 
снижением через эффекторные звенья регуляции провоспалительных (TNFα, IL-1β, IL-6) и увеличе-
нием противовоспалительных (IL-4, IL-10) цитокинов.

Ключевые слова: электротерапия, электросон, артериальная гипертензия, астения, β-эндорфин, цитокины
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CHARACTERISTIC INFLUENCE OF PULSE ELECTROTHERAPY 
(ELECTRICAL SLEEP) AT A NEUROPEPTIDE-CYTOKINE 
LINKS IN ARTERIAL HYPERTENSION ACCOMPANIED BY 
A ASTHENONEUROTIC DISTURBANCES IN YOUNG MEN 
EMPLOYED IN STRESSFUL PROFESSIONS
Gertsev A.V., Ischuk V.N.
S. Kirov Military Medical Academy, St. Petersburg, Russian Federation  
A. Nikiforov Russian Centre of Emergency and Radiation Medicine, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Disorders in functioning of major regulatory systems in patients with somatic diseases required 
development of new and effective integrated approaches to their treatment and prevention. Effective 
electrotherapy (electrical sleep) is among these methods. Despite existence of studies proving high efficiency of 
electrical sleep results in therapeutic practice, some open questions remain concerning impact of this treatment 
upon neuropeptide-cytokine links of immune system, which is one of the most important effector of pathogenesis 
in cardiovascular diseases in young persons with hypertension from the group occupied with stressful jobs.

In this connection, the aim of our study was to investigate the influence on electrical sleep upon 
neuropeptide-cytokine profile in arterial hypertension conditions accomplished by asthenic-neurotic disorders 
in young men from the group of stressful activities. The following treatment groups were formed: 1st (n = 12), 
antihypertensive therapy; 2nd (n = 10), complex therapeutic measures added to antihypertensive therapy plus 
minor tranquilizers; in the 3rd group (n = 12), electric sleep was performed. Neuropeptide-cytokine profile was 
investigated as serum contents of β-endorphin, proinflammatory (TNFα, IL-1β, IL-6) and anti-inflammatory 
(IL-4, IL-10) cytokines.

In the course of the clinical and laboratory examination, the authors have found that electric sleep applied 
in a complex primary schedule, with antihypertensive drug treatment in patients with hypertension and 
asthenic-neurotic disorders proved to exert optimizing effect upon functioning of neuropeptide-cytokine pool 
of immune system, which manifested by stimulation of beta-endorphin production, a decrease via regulation 
of proinflammatory effectors (TNFα, IL-1β, IL-6), and increased anti-inflammatory cytokines (IL-4, IL-10).

Keywords: electrosonotherapy, electrical sleep, hypertension, asthenia, β-endorphin, cytokines

Введение
В последние десятилетия имеется тенденция 

к увеличению частоты встречаемости депрессив-
ных расстройств в клинике внутренних болез-
ней среди лиц молодого возраста, что обуслов-
лено изменениями их психического статуса [2, 
3]. Частота депрессий в общесоматической сети 
у таких больных сопоставима с частотой такого 
распространенного заболевания, как артериаль-
ная гипертензия (АГ) [4]. Установлено, что сре-
ди больных АГ часто возникают эмоциональ-
ные нарушения в виде тревоги, подавленности, 
фиксация на своих болезненных ощущениях 
и переживаниях [7]. По мере прогрессирования 
гипертонической болезни (ГБ) тревожно-депрес-
сивные нарушения превращаются в непосред-
ственный фактор усугубления патологических 
нарушений, при этом складывается жесткий сте-
реотип реагирования на психоэмоциональную 
нагрузку [5]. Возникновение этих нарушений 
связано с преморбидными особенностями лич-
ности (тревожно-мнительные) и особенностями 
течения ГБ [10]. 

Характер нарушений в функционировании 
основных регуляторных систем у больных с со-

матической патологией обусловил необходи-
мость разработки новых эффективных комплекс-
ных подходов к их лечению и профилактике [9]. 
Среди таких методов лечения эффективным яв-
ляется импульсная электротерапия (электросон-
терапия). До настоящего времени накопилось 
множество клинических данных, свидетельству-
ющих об эффективности данного метода тера-
пии импульсными токами больных с сердечно-
сосудистыми заболеваниями. Так, применение 
электросонтерапии в лечении ГБ способствует 
нормализации нейрогуморальной регуляции 
функции сердечно-сосудистой системы, снижает 
симпатикотонию и оптимизирует центральную 
гемодинамику через влияние на подкорковые 
центры и гипофизарно-гипоталамическую си-
стему вегетативной нервной системы (ВНС) [1, 
6]. Кроме того, применение импульсных токов, 
путем активации серотонинергических нейронов 
дорсального ядра шва головного мозга, приводит 
к накоплению серотонина в подкорковых струк-
турах центральной нервной системы (ЦНС), тем 
самым препятствуя развитию депрессивных со-
стояний, что позволяет устранить психоэмоцио-
нальное напряжение, болезни стресса и повысить 
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устойчивость больных с АГ к неблагоприятным 
факторам риска [8, 11]. Таким образом, воздей-
ствуя на основные эффекторные звенья регуля-
ции у больных с кардиологической патологией, 
электросонтерапия приводит к активации сано-
генетических механизмов в сердечно-сосудистой 
системе и тем самым способствует ее адаптации 
к новым условиям функционирования.

Несмотря на наличие результатов исследо-
ваний, доказывающих высокую эффективность 
электросонтерапии в терапевтической практике, 
открытыми остаются вопросы о влиянии данно-
го метода лечения на нейропептидно-цитокино-
вый пул иммунной системы, являющийся одним 
из важных эффекторных звеньев патогенеза при 
сердечно-сосудистых заболеваниях, у лиц моло-
дого возраста с АГ из группы напряженных спе-
циальностей.

Цель исследования – изучение влияния электро-
сонтерапии на нейропептидно-цитокиновый про-
филь при АГ, протекающей на фоне астено-невро-
тических нарушений, у мужчин молодого возраста 
из группы напряженных профессий.

Материалы и методы
Провели клинико-лабораторное обследова-

ние 34 больных (мужчин) в возрасте от 30 до 45 лет 
со средним возрастом 34,0±8,4 лет. У 34 обследуе-
мых имелась впервые выявленная ГБ I и II стадии 
(I10 по МКБ-10), без постоянной гипотензивной 
терапии в анамнезе и астено-невротическое рас-
стройство с тревожными и депрессивными про-
явлениями (F48 по МКБ-10). Длительность на-
блюдения за больными была 14±2,6 сут. 

Контрольную группу (КГ) составили 15 отно-
сительно здоровых лиц (мужчин). 

Для решения цели исследования сформирова-
ли группы больных с АГ и астено-невротически-
ми нарушениями: 

1-я (n = 12) – проводили стандартную анти-
гипертензивную терапию;

2-я (n = 10) – получали в комплексе терапев-
тических мероприятий, кроме стандартной ги-
потензивной терапии, психотропные препараты 
(малые транквилизаторы);

3-я (n = 12) – больные с АГ, которым, кроме 
стандартного лечения антигипертензивными 
препаратами, проводили электросонтерапию. 
Данный метод электролечения заключался в воз-
действии прямоугольным импульсным током 
низкой частоты и малой интенсивности на ЦНС 
непосредственно или через рецепторный аппарат 
в целях нормализации ее функционального со-
стояния.

Основным в механизме биологического дей-
ствия электросонотерапии является прямое 
действие тока на структурные образования го-
ловного мозга в виде его распространения через 
зрительный анализатор в подкорково-стволовые 
отделы ЦНС (гипоталамус, гипофиз, ретикуляр-
ную формацию) и воздействуя непосредственно 

на заложенные вегетативно-эндокринные цен-
тры регуляции функций организма. 

Длительность одного сеанса электросна со-
ставляла 20-30 минут в утреннее время в течение 
всего периода нахождения больного на стацио-
нарном лечении (12-16 сут.). Использовали пря-
моугольные импульсы тока низкой частоты (5-
20 Гц) частотой и длительностью 0,2-0,5 мс. Сила 
импульсного тока не превышала 8-10 мА.

Критерием исключения являлись пациенты 
с активным воспалительным процессом, онколо-
гическими заболеваниями и заболеваниями им-
мунной системы. 

В группах обследования нейропептидно-цито-
киновый профиль исследовали по уровню функ-
ционирования надсегментарного аппарата ВНС 
(определение уровня содержания в сыворотке 
крови β-эндорфина) и иммунной системы (уро-
вень продукции провоспалителных и противо-
воспалительных цитокинов). 

Для количественного определения показате-
лей продукции нейропептидов группы пропиоме-
ланокортина (β-эндорфина), провоспалителных 
(TNFα, IL-1β, IL-6) и противовоспалительных 
(IL-4, IL-10) цитокинов в сыворотке крови 
больных применялся метод иммуноферментно-
го анализа (ИФА). Использовали тест-системы 
для определения провоспалительных и противо-
воспалительных цитокинов – IL-1β, IL-4, 
фирмы BioSource International (США, Кали-
форния) и TNFα, IL-6, IL-10, фирмы ProCon 
(Санкт-Петербург, Россия). Показатели про-
дукции β-эндорфина определяли с использова-
нием тест-систем фирмы BioSource International 
(США, Калифорния). Чувствительность тест-
систем для определения цитокинов – 2 пг/мл, 
β-эндорфина – 0,04-0,06 пг/мл.

Клиническое обследование и лечение паци-
ентов проводили в клинике военно-морской 
госпитальной терапии, кафедре курортологии 
и физио терапии (с курсом медицинской реаби-
литации) Военно-медицинской академии им. 
С.М. Кирова (Санкт-Петербург).

Все лабораторные исследования проводили 
в научно-исследовательской лаборатории кле-
точного и гуморального иммунитета Всерос-
сийского центра экстренной и радиационной 
медицины им. А.М. Никифорова МЧС России 
(Санкт-Петербург).

Математическую обработку данных иссле-
дования осуществили на IBM-совместимом 
персональном компьютере. Электронная база 
данных создана в программной среде Microsoft 
Excel – 2003-2007, статистический анализ вы-
полнен с помощью пакета прикладных программ 
Statistica for Windows, v. 6.0 (StatSoft, США). 
Предварительно оценивали соответствие иссле-
дуемых выборок закону нормального распре-
деления. Определяли среднее арифметическое 
и его стандартное отклонение (M±SD), 95%-до-
верительный интервал для среднего (M±m). Кро-
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ме того, провели оценку качественных и количе-
ственных парных корреляционных связей между 
основными показателями, характеризующими 
функционирование надсегментарного аппарата 
ВНС (β-эндорфин), провоспалительных (TNFα, 
IL-1β, IL-6) и противовоспалительных (IL-4, 
IL- 10) цитокинов. Оценивались взаимосвязи при 
коэффициенте корреляции r < 0,3 как слабые, 
0,3 < r < 0,4 как средние, 0,4 < r < 0,7 как уме-
ренные и r > 0,7 как сильные. Оценивались вза-
имосвязи при коэффициенте корреляции r < 0,3 
как слабые, 0,3 < r < 0,4 как средние, 0,4 < r < 0,7 
как умеренные и r > 0,7 как сильные.

Результаты
Состояние вегетативной регуляции
При проведении клинико-лабораторных ис-

следований было выявлено достоверно значи-
мое повышение уровня продукции β-эндорфина 
(табл. 1) в 3-й группе пациентов по отношению 
к 1-й (р < 0,05) и 2-й (p < 0,05) группам. Уровень 
β-эндорфина в сыворотке крови больных 2-й 
группы также значимо превышал таковые пока-
затели 1-й группы (p < 0,05).

Высокие показатели продукции β-эндорфина 
в 3-й группе и повышение его значений во 2-й сви-
детельствуют о положительных тенденциях в ре-
гуляторных процессах надсегментарной области 
ВНС .

Состояние иммунной системы
Все показатели цитокинов провоспалитель-

ного и противовоспалительного спектра также 
изменялись в широких пределах в зависимости 
от проводимого лечения (табл. 2). Установлено 
статистически значимое снижение уровня TNFα 
во всех группах у пациентов после проведенного 
лечения. В 3-й группе пациентов уменьшение по-
казателей TNFα было более выражено и они при-
ближались по значимости к данным КГ (табл. 2).

После проведенного лечения у больных проис-
ходит снижение продукции и других провоспали-
тельных (IL-1β, IL-6) цитокинов. Но в 3-й группе 
пациентов уменьшение по сравнению с другими 
больными более выражено. Как правило, данные 
провоспалительных цитокинов у пациентов 3-й 
группы после проведенного лечения и лиц КГ 
статистически не различались (табл. 2).

Обратная тенденция наблюдается в показате-
лях противовоспалительных (IL-4, IL-10) цито-
кинов. После проведенного лечения у пациентов 
отмечается их увеличение, более выраженное 
у больных 3-й группы (табл. 2).

Из приведенных фактов следует заключить, 
что применение электросоотерапии в комплексе 
терапевтических мероприятий приводит к сни-
жению через эффекторные звенья регуляции 
провоспалительных (TNFα, IL-1β, IL-6) и уве-
личению противовоспалительных (IL-4, IL-10) 
цитокинов.

Взаимосвязи показателей функционирования 
надсегментарного аппарата ВНС и иммунной си-
стемы в зависимости от проводимой терапии

Выявлено следующее (табл. 3): 
– в 1-й группе больных средние обратные 

корреляционные связи были установлены меж-
ду уровнем содержания β-эндорфина и IL-1β 
(p < 0,05), IL-4 ( p < 0,05); обратные сильные – 
между показателем содержания β-эндорфина 
и IL-6 (p < 0,01), а также выявлено полное отсут-
ствие взаимосвязей между уровнем содержания 
показателя β-эндорфина, TNFα и IL-10;

– во 2-й группе обратные сильные корреляци-
онные связи прослеживаются между уровнем со-
держания β-эндорфина и TNFα ( p < 0,01), IL -6 
(p < 0,01), IL-1β (p < 0,01), IL-4 (p < 0,01) и сред-
ние – между уровнем содержания β-эндорфина 
и IL-10 ( p < 0,05);

– в 3-й группе установлены только обратные 
сильные корреляционные связи – между уровнем 
β-эндорфина и TNFα (p < 0,01), IL-6 (p < 0,01), 
IL-1β (p < 0,01), IL-4 (p < 0,01), IL-10 (p < 0,01).

– в группе здоровых были определены обрат-
ные сильные корреляционные связи между уров-
нем β-эндорфина и TNFα (0,86; p < 0,01), IL-1β 
(p < 0,01), IL-6 (p < 0,01), IL-4 (p < 0,01) и IL-10 
(p < 0,01).

Обсуждение
При лечении предложенными методами нами 

определена положительная динамика в восста-
новлении показателей основных регуляторных 
систем организма. Так, существенные сдвиги 
к нормализации деятельности надсегментарной 
области ВНС возникают во 2-й и особенно в 3-й 
группе пациентов, что по своим показателям со-
ответствует среднестатистическим значениям 
здоровых людей. В 3-й группе более значимое 
повышение уровня β-эндорфина свидетельству-
ет об эффективности применения электросонте-
рапии. 

Анализируя состояние иммунной системы по-
сле проводимого лечения, было установлено, что 
во 2-ой и особенно в 3-ей группе больных наблю-
дается положительная динамика в показателях 
провоспалительного и противовоспалительного 
звеньев цитокинового пула иммунитета. В 3-й 
группе выявлено более значимое снижение уров-
ня продукции провоспалительных (TNFα, IL-
1β, IL-6) и повышение противовоспалительных 
(IL-4, IL-10) цитокинов по сравнению со 2-й 
группой, что свидетельствует об эффективности 
лечения, включающего применение импульсной 
электротерапии.

При сравнении парных корреляционных свя-
зей между показателями, характеризующими 
функционирование вегетативной нервной и им-
мунной систем, у пациентов молодого возраста 
с АГ и астено-невротическими нарушениями, 
на фоне стандартной гипотензивной терапии ГБ 
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(1-й группа), были установлены средние и силь-
ные корреляционные связи между показателем 
содержания β-эндорфина и IL-1β, IL-6 и IL-4, 
а также полное отсутствие взаимосвязей между 
уровнем β-эндорфина, TNFα и IL-10, что сви-
детельствует о полном отсутствии контроля ВНС 
над их функциями в иммунной системе и сла-
бым влиянием на другие провоспалительные 
и противо воспалительные цитокины.

В группе пациентов, в комплексное лечение 
которых были включены психотропные препара-

ты (2-я группа), установлены умеренные и силь-
ные корреляционные связи между уровнем со-
держания β-эндорфина, провоспалительными 
(TNFα, IL-1β и IL-6) и противовоспалительны-
ми (IL-4 и IL-10) цитокинами, что свидетель-
ствует о недостаточно сильном и умеренном 
взаимовлиянии между этими регуляторными ме-
ханизмами, что объективно указывает на эффек-
тивность применения психотропных препаратов 
в комплексной терапии АГ и астено-невротиче-
ских нарушений.

ТАБЛИЦА 1. УРОВЕНЬ ПРОДУКЦИИ β-ЭНДОРФИНА, M±SD (пг/мл)
TABLE 1. β-ENDORPHIN AMOUNTS IN BLOOD SERUM, M±SD (pg/ml)

Показатель
Index

Группы больных в зависимости от проводимой терапии
Groups of patients depending on the therapy Контроль

Control
1-я 
1st 

2-я 
2nd 

3-я 
3rd 

β-эндорфин
β-endorphin 2652±620,7 3546±762,8* 4131±712,1*# 4649,6±318,6*#

Примечание. Различия значимы при p < 0,05 по сравнению:  * – с 1-й группой; # – со 2-й группой; ** – с 3-й 
группой.
Note. The differences are significant at p < 0.05 when compared to: *, group 1; #, group 2; **, group 3.
ТАБЛИЦА 2. ВЕЛИЧИНА ПРОДУКЦИИ ЦИТОКИНОВ, M±SD (пг/мл)
TABLE 2. CYTOKINE AMOUNTS IN BLOOD SERUM, M±SD (pg/ml)

Показатель
Index

Группа больных после лечения
Group of patients after treatment Контроль

Control 1-я 
1st

2-я 
2nd

3-я 
3rd

TNFα 16,1±1,8 9,7±3,2* 8,1±2,3*# 8,4±2,1*#

IL-1β 3,5±0,7 3,2±0,5 2,4±1,8*# 2,6±1,1*#

IL-6 6,9±1,7 5,1±0,9* 2,8±1,7*# 2,6±0,8*#

IL-4 3,2±0,9 4,7±1,3* 6,5±2,2*# 6,3±1,2*
IL-10 15,1±6,7 29,4±5,7* 31,7±6,3*# 31,3±1,9*

Примечание. Различия значимы при p < 0,05 по сравнению: * – с 1-й группой; # – со 2-й группой; ** – с 3-й 
группой.
Note. The differences are significant at p < 0.05 when compared to: *, group 1; #, group 2; **, group 3.

ТАБЛИЦА 3. ХАРАКТЕРИСТИКА ПАРНЫХ КОРРЕЛЯЦИОННЫХ СВЯЗЕЙ МЕЖДУ ПОКАЗАТЕЛЯМИ 
ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ НАДСЕГМЕНТАРНОГО АППАРАТА ВНС И ИММУННОЙ СИСТЕМЫ В ГРУППАХ ОБСЛЕДУЕМЫХ 
В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ПРОВОДИМОЙ ТЕРАПИИ
TABLE 3. PAIRED CORRELATIONS BETWEEN THE INDICES OF FUNCTIONING OF THE SUPRASEGMENTARY APPARATUS 
OF THE AUTONOMIC NERVOUS SYSTEM AND IMMUNE SYSTEM IN THE GROUPS OF SUBJECTS, DEPENDING ON THE 
THERAPY APPLIED

Цитокины
Cytokines

Уровень продукции β-эндорфина
β-endorphin amounts 

Группы больных в зависимости от проводимой терапии
Groups of patients depending on the therapy

1-я 
1st 

2-я 
2nd 

3-я 
3rd 

Контроль 
Control

TNFα - -0,80; p < 0,01 -0,86; p < 0,01 -0,86; p < 0,01
IL-1β -0,66; p < 0,05 -0,79; p < 0,01 -0,88; p < 0,01 -0,84; p < 0,01
IL-6 -0,70; p < 0,01 -0,80; p < 0,01 -0,86; p < 0,01 -0,86; p < 0,01
IL-4 -0,66; p < 0,05 -0,78; p < 0,01 -0,88; p < 0,01 -0,86; p < 0,01
IL-10 - -0,58; p < 0,05 -0,82; p < 0,01 -0,78; p < 0,01



128

Gertsev A.V., Ischuk V.N.
Герцев А.В., Ищук В.Н.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

У больных, в комплексное лечение которых 
была включена импульсная электротерапия (3-й 
группа), установлены сильные корреляционные 
связи между β-эндорфином, провоспалительны-
ми (TNFα, IL-1β и IL-6) и противовоспалитель-
ными (IL-4 и IL-10) цитокинами, что свидетель-
ствует о сильном взаимовлиянии между этими 
регуляторными механизмами и эффективности 
электросонтерапии.

Таким образом, показана достаточно высокая 
эффективность и однонаправленность лечения 
регуляторных нарушений у пациентов молодого 

возраста с АГ и астено-невротическими наруше-
ниями при включении в комплексное лечение 
импульсной электротерапии (электросонтера-
пии). Применение электросонотерапии в ком-
плексном лечении АГ, протекающей с астено-
невротическими нарушениями, у лиц молодого 
возраста напряженных профессий, способствует 
снижению уровня продукции провоспалитель-
ных цитокинов (TNFα, IL-1β и IL-6), повышает 
содержание β-эндорфина и цитокинов противо-
воспалительного (IL-4 и IL-10) спектра.
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ЦИРКУЛИРУЮЩИЕ АНТИТЕЛА К ЭРИТРОПОЭТИНУ 
СВЯЗАНЫ СО СНИЖЕНИЕМ ЭФФЕКТИВНОСТИ ЛЕЧЕНИЯ 
АНЕМИИ РЕКОМБИНАТНЫМИМ ЭРИТРОПОЭТИНАМИ 
У ПАЦИЕНТОВ НА ГЕМОДИАЛИЗЕ
Назаров В.Д.1, Лапин С.В.1, Добронравов В.А.1, Смирнов К.А.1, 
Майер Д.А.1, Мужецкая Т.О.1, Тотолян Арег А.1, 2

1 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия  
2 Санкт-Петербургский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии имени 
Пастера, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Генно-инженерные биологические препараты (ГИБП) обладают свойством иммуноген-
ности, т.е. способностью вызывать иммунный ответ организма по отношению к молекулам препара-
та. Последствием данного ответа может быть синтез антител к ГИБП, которые способны изменять 
фармакокинетику и фармакодинамику препарата. Целью данного исследования была оценка содер-
жания циркулирующих антител к препаратам рекомбинантного эритропоэтина (рЭПО) и их взаи-
мосвязи с неэффективностью проводимой терапии у пациентов на хроническом гемодиализе. На базе 
научно-исследовательского института нефрологии ПСПбГМУ имени акад. И.П.Павлова нами были 
отобраны 37 пациентов с ХБП 5 стадии, длительное время находящихся на гемодиализе и получаю-
щих различные типы препаратов рЭПО. Для сравнительного анализа все пациенты были разделены 
на две группы: первая группа со сниженным ответом на терапию (СОТ) – 21 пациент; вторая груп-
па – группа с нормальным ответом на терапию (НОТ), 16 пациентов. Иммунологическим контролем 
послужили образцы крови здоровых доноров, никогда не получавших препараты ЭПО (n = 35). Кон-
центрация антител была измерена с помощью методики дот-блоттинга. Верхний порог значений у 35 
здоровых доноров крови был определен путем измерения концентрации антител в серии пошаговых 
разведений (от 1:10 до 1:200) донорских сывороток. Определенный нами верхний порог нормальных 
значений связывающих антител составил 20,27 мкг/мл (95 CI% ± 0,43). Из 37 пациентов с ХБП, полу-
чавших препараты рЭПО, у 20 (54,05%) концентрация антител к рЭПО была выше установленного 
порога значений. Обнаружена статистически значимая обратная корреляция между концентрацией 
анти-рЭПО и средними уровнями гемоглобина и эритроцитов за 12 месяцев (r = -0,368, p = 0,025 и 
r = -0,336, p = 0,042 соответственно). У пациентов группы СОТ концентрация антител к рЭПО и сред-
ние дозы рЭПО, применявшиеся в течение 1 года, были достоверно выше по сравнению с группой 
НОТ (p = 0,0019). Полученные данные указывают на значительную частоту выявления анти-рЭПО 
и их ассоциацию со снижением терапевтической эффективности препаратов рЭПО.
Ключевые слова: эритропоэтин, анемия, иммуногенность, антитела
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CIRCULATING ANTIBODIES TO ERYTHROPOIETIN ARE 
ASSOCIATED WITH LOWER EFFICACY OF RECOMBINANT 
EPOETIN TREATMENT IN PATIENTS UNDERGOING 
HAEMODIALYSIS
Nazarov V.D.a, Lapin S.V.a, Dobronravov V.A.a, Smirnov K.A.a, 
Mayer D.A.a, Muzhetskaya T.O.a, Totolian Areg A.b
a First St. Petersburg I. Pavlov State Medical University, St. Petersburg, Russian Federation  
b Pasteur Institute of Epidemiology and Microbiology, St. Petersburg, Russia Federation

Abstract. Biological preparations (BP) obtained by gene engineering possess a special characteristic called 
immunogenicity, i.e. propensity of biological drugs to induce an undesired immune response associated with 
arising anti-drug antibodies. These antibodies can change BP pharmacokinetics and pharmacodynamics, and 
therapeutical efficacy. A significant proportion of hemodialysis patients with end-stage renal disease treated by 
recombinant erythropoietin (rEPO) have clinical features of resistance to such therapy. The aim of the study 
was to investigate whether anti-rEPO antibodies are associated with hemoglobin concentrations (Hb) and 
red blood cells counts (RBC) in hemodialysis patients, receiving long-term rEPO therapy. This research was 
performed at the Research Institute of Nephrology at the First St. Petersburg I.Pavlov State Medical University. 

Thirty-seven hemodialysis patients (pts) with end-stage renal disease and anemia treated with different 
rEPO formulations were included into the study. The patients were further divided into two groups: those with 
diminished and normal clinical response to rEPO therapy (DCR, n = 21 vs NCR group, n = 16, respectively).

To determine threshold levels of antibodies to rEPO-beta (Roche, Switzerland) we tested blood serum 
samples of 35 healthy blood donors who never received rEPO in the past. Concentration of antibodies was 
measured by means of dot-blot method. The threshold antibody concentrations were defined by measurement 
of anti-rEPO concentrations in 2-fold stepwise dilutions (1:10 to 1:200) of blood sera from 35 healthy donors 
.The threshold value for rEPO-binding antibodies was 20.27 µg/ml (95 CI%±0.43). Antibodies to rEPO were 
found in 54 % of serum samples in the patients. Anti-rEPO antibodies concentrations correlated with mean 
values of hemoglobin and erythrocyte counts over a period of 12-months for the entire group of hemodialysis 
patients (r = -0.368, p = 0.025 and r = -0.336, p = 0.042 respectively). Concentration of anti-rEPO antibodies, 
and the mean weekly rEPO dose were significantly higher in DCR group, compared to NCR group (p = 0.0019). 
In conclusion, higher levels of anti-rEPO binding antibodies seem to be associated with decreased therapeutic 
response to the clinically applied rEPO formulations. 
Keywords: erythropoietin, anemia, immunogenicity, antibodies

Работа выполнена при финансовой поддерж-
ке РНФ (соглашение № 16-15-00118).

Генно-инженерные биологические препараты 
(ГИБП) представляют собой белковую фармако-
логическую субстанцию, для синтеза которой ис-
пользуется технология рекомбинантной ДНК [11]. 
Препараты данной группы обладают свойством 
иммуногенности – способности ГИБП вызывать 
иммунный ответ организма к рекомбинантному 
протеину. Последствием данного ответа может 
быть синтез антител к ГИБП, которые способны 
изменять фармакокинетику и фармакодинамику 
препарата, снижать или полностью блокировать 
его фармакологическую активность, вызывать ал-
лергическую реакцию, а также перекрестно ин-
гибировать активность эндогенного белка – про-
образа генно-инженерной субстанции [14]. 

Анемия является закономерным симптомом 
при развитии и прогрессировании дисфункции 
почек, а один из основных патогенетических 
факторов связан с развитием относительного 
дефицита эндогенного эритропоэтина (эЭПО) 
ренального происхождения [1]. Рекомбинант-

ный человеческий (рЭПО) широко используется 
с 1989 года для лечения анемии, ассоциирован-
ной с хронической болезнью почек (ХБП). При-
менение рЭПО позволяет существенно повышать 
качество жизни больных с ренальной анемией 
за счет улучшения показателей красной крови 
и резко снижать потребность в гемотрансфузиях. 
Вместе с тем у 10-34% пациентов с ХБП 5 стадии, 
длительное время находящихся на гемодиали-
зе и получающих препараты рЭПО, имеется та 
или иная степень резистентности к проводимой 
терапии [3, 11]. Клинически резистентность про-
является в виде необходимости применения бо-
лее высоких доз рЭПО для достижения целевого 
уровня гемоглобина (110-120 г/л) или невозмож-
ностью достижения целевых значений уровня 
гемоглобина в течение нескольких месяцев, не-
смотря на проводимую терапию [15]. 

Рядом исследователей было обнаружено, что 
у большей части пациентов, долгое время по-
лучавших препараты рЭПО, синтезировались 
антитела (анти-рЭПО) против данного ГИБП 
[5, 6, 4]. Можно предположить, что анти-рЭПО 
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антитела способны снижать фармакологическую 
эффективность рекомбинантного белка. Целью 
представляемого пилотного исследования была 
оценка содержания циркулирующих антител 
к препаратам ЭПО и их вероятных ассоциаций 
с клиническими проявлениями анемии у паци-
ентов на гемодиализе, получающих лечение пре-
паратами рЭПО.

На базе научно-исследовательского института 
нефрологии ПСПбГМУ имени акад. И.П. Пав-
лова нами были отобраны 37 пациентов с ХБП 5 
стадии, длительное время находящихся на гемо-
диализе и получающих различные типы препа-
ратов рЭПО. Все пациенты в исследовании в тот 
или иной промежуток времени получали рЭПО-
бета. Все пациенты подписали информирован-
ное согласие. Данное исследование было одо-
брено локальным этическим комитетом (ЛЭК). 
Анализировали следующие клинические данные: 
длительность терапии ЭПО, среднее количество 
эритроцитов за 12 месяцев, среднее значение 
гемоглобина за 12 месяцев, среднее количество 
тромбоцитов за 12 месяцев, среднее количество 
ретикулоцитов за 12 месяцев, средняя концен-
трация C-реактивного белка (СРБ) за год, сред-
нее количество ферритина за 12 месяцев, кон-
центрация антител к рЭПО-бета.

Для сравнительного анализа все пациенты 
были разделены на две группы по типу ответа 
на лечение рЭПО: группа со сниженным ответом 
на терапию (СОТ), который определяли как при 
среднем уровне гемоглобина за год < 110 г/л 
(Hb < 110 г/л) – 21 пациент; вторая группу – 16 
пациентов, у которых средний уровень гемогло-
бина за год был более 110 г/л (Hb ≥ 110 г/л). – 
группа с нормальным ответом на терапию (НОТ). 
Иммунологическим контролем послужила груп-
па здоровых доноров, никогда не получавших 
препараты ЭПО (n = 35).

Концентрация антител была измерена с помо-
щью методики дот-блоттинга, в которой препарат 
рЭПО-бета (Roche, Швейцария) в концентрации 
1 мг/мл инкубировали на нитроцеллюлозной 
подкладке, после чего отмывали фосфатно-со-
левым буфером (ФСБ) от излишка белка и бло-
кировали буфером, содержащим 1% альбумин 
и 1% Tween 20. Затем сыворотку крови пациентов 
в разведении 1/100 инкубировали с мембраной, 
содержащей рЭПО, а после отмывания в ФСБ – 
с анти-Fc античеловеческими иммуноглобули-
нами типа G, меченных щелочной фосфатазой. 
Цветная реакция с использованием хромогена 
BCIP-NCT позволяла определить концентра-
цию связавшихся с рЭПО антител. Учет реак-
ции проводили в условных единицах оптической 
плотности (ОП) путем денситометрии окрашен-
ных участков мембраны. Для расчета точной 
концентрации антител была построена кривая 
разведений чистого IgG. Подготовка и окраска 
мембраны с чистым IgG проводили по протоко-
лу, описанному выше. Используя формулу экс-

поненциональной кривой графика разведения 
иммуноглобулинов (y = 0,0115e0,0554x), у каждого 
пациента рассчитывали концентрацию антител 
к эритропоэтину (мкг/мл) (рис. 1). 

Порог нормы и уровень разведения сывороток 
был определен путем измерения концентрации 
антител в серии пошаговых разведений (от 1:10 
до 1:200) в сыворотках крови 35 доноров. Рефе-
рентное значение ОП составило 20,27 мкг/мл 
(95 CI%±0,43). Из 37 пациентов с ХБП, получав-
ших препараты рЭПО, у 20 (54,05%) концентра-
ция антител к рЭПО была выше установленных 
нормальных значений. Обнаружена статисти-
чески значимая обратная корреляция между 
концентрацией анти-рЭПО и средними уров-
нями гемоглобина и эритроцитов за 12 месяцев 
(r = -0,368, p = 0,025 и r = -0,336, p = 0,042 со-
ответственно) (рис. 2А, Б). У пациентов группы 
СОТ концентрация антител к рЭПО и средние 
дозы рЭПО, применявшиеся в течение 1 года, 
были достоверно выше по сравнению с груп-
пой НОТ. Причем обе группы были сопостави-
мы по полу, возрасту, концентрации ферритина 
и С-реактивного белка (рис. 3, табл. 1).

В основе механизмов синтеза антител к рЭПО 
лежит комплексный процесс, затрагивающий 
сегменты как врожденного, так и адаптивно-
го иммунитета [2]. Основными причинами по-
явления данных антител называют возможные 
различия в первичной, вторичной, третичной 
или четвертичной структуре лекарственного пре-
парата и белка природного аналога, посттрансля-
ционные изменения рекомбинатного препарата, 
формулировку лекарственного препарата – со-
став буфера, форма выпуска, наличие различных 
примесей (частицы силикона, кремния, мицел-
лы, белки экспрессионной линии), поверхности, 
с которыми соприкасается раствор с препаратом 
(силиконовое масло, выщелачиватели), исполь-
зование альбумина в качестве эксипиента, об-
разование высокомолекулярных агрегатов, под-
кожный путь введения рЭПО [3, 13].

Распространенность антител к препаратам 
рЭПО в рассмотренной нами группе сопоставима 
с данными, полученными рядом других авторов: 

Рисунок 1. Кривая пошагового разведения IgG
Figure 1. Stepwise dilution curve for IgG
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доля пациентов, положительных на анти-рЭПО, 
варьировала от 38,9 до 67% [6, 8]. Напротив, не-
которые данные указывают на низкую распро-
страненность анти-рЭПО антител у пациентов 
с ХБП, получавших гемодиализ (1,11%), что, 
возможно, объясняется гетерогенностью групп 
пациентов, этиологией ХБП, различиями в мето-
дике определения титра анти-рЭПО антител [5].

Полученные данные о более высокой кон-
центрации анти-рЭПО в группе пациентов 
СОТ и обратной связи между их концентраци-
ей и средними значениями гемоглобина и эри-
троцитов могут косвенно указывать на влияние 
этих иммуноглобулинов на терапевтическую ак-
тивность стимулирующих гемопоэз препаратов. 
Теоретически связывающие антитела могут из-
менять фармакокинетику препаратов эритропо-
этина, ускоряя клиренс лекарственного средства 
и его разрушение клетками моноцитарного рост-
ка, что было ранее показано для других ГИБП, 
таких как моноклональные терапевтические ан-

тител [7]. Редким, но угрожающим осложнением 
терапии рЭПО является парциальная краснокле-
точная аплазия костного мозга (ПККА), которая 
вызывается нейтрализующими анти-рЭПО, на-
рушающими связывание рЭПО и эндогенного 
эриритропоэтина со своим рецептором [9, 10]. 
Не исключено, что общий пул выявляемых свя-
зывающих антител может содержать небольшое 
количество иммуноглобулинов с нейтрализую-
щей активностью, недостаточное для развития 
ПККА, но приводящее к снижению эффектив-
ности терапии рЭПО и необходимости повыше-
ния доз последнего. 

У пациентов группы СОТ средняя доза препа-
ратов была значительно выше, чем у пациентов 
с нормальным уровнем гемоглобина (р = 0,0059). 
Это позволяет предположить снижение костно-
мозгового ответа на рЭПО в присутствии анти-
рЭПО. С другой стороны, увеличение количеств 
вводимого рЭПО, а, следовательно, и антигенной 
нагрузки может быть дополнительным фактором 
стимуляции образования анти-рЭПО антител.

Полученные нами данные о взаимосвязи 
концентрации антител к рЭПО и лабораторных 
маркеров анемии подтверждают наблюдения 
Howman и Kulkarni (2007), которые обнаружили, 
что концентрация антител к препаратам рЭПО 
обратно коррелирует с уровнем гемоглобина 
и эритроцитов (r = -0,341, r = -0,280 соответ-
ственно) [10]. Несмотря на это, существует ряд 
работ, которые не смогли найти статистически 
значимых различий между уровнем анти-рЭПО 
антител у пациентов с нормальным и сниженным 
ответом на терапию [12]. Вероятными объясне-
ниями могут быть особенности использованных 
методов детекции анти-рЭПО и гетерогенностью 
пациентов в относительно небольших по объему 
выборках.

Таким образом, полученные данные указы-
вают на значительную частоту выявления анти- 
рЭПО и их ассоциацию со снижением терапевти-
ческой эффективности препаратов рЭПО.

Рисунок 2. Взаимосвязи концентрации антител к рЭПО, средних значений гемоглобина (А) и эритроцитов (Б)
Figure 2. Correlations between anti-rEPO antibody concentrations, mean hemoglobin (А) and erythrocyte (B) levels

Рисунок 3. Концентрация антител к препаратам рЭПО 
у пациентов группы СОТ и НОТ. СОТ – сниженный ответ 
на терапию (Hb < 110 г/л); НОТ – нормальный ответ 
на терапию (Hb ≥ 110 г/л)
Figure 3. Concentrations of anti-rEPO antibodies in the patients 
from low-responding (СОТ) and normally-responding groups (НОТ)
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ТАБЛИЦА 1. СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ КЛИНИЧЕСКИХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ В ГРУППАХ ПАЦИЕНТОВ С НОРМАЛЬНЫМ 
И СНИЖЕННЫМ ОТВЕТОМ НА рЭПО
TABLE 1. COMPARATIVE ANALYSIS OF CLINICAL AND LABORATORY DATA FOR THE GROUPS WITH NORMAL RESPONSE 
TO ERYTHROPOIETIN THERAPY AND DECREASED RESPONSE TO ERYTHROPOIETIN THERAPY

Параметры
Parameters 

Исследуемые группы
Groups under study

PСОТ (n = 21)
Normal response to 

erythropoietin therapy

НОТ (n = 16)
Decreased response to 
erythropoietin therapy

Гемоглобин, г/л
Hemoglobin, g/L 99,0±6,0 115,0±4,4 < 0,001

Длительность терапии гемодиализом (месяцы)
Hemodialysis terms (months) 46,0 (24,0;88,0) 56,5 (48,5; 140,5) НД

n/a
Средняя доза ЭПО за год (МЕ)
Mean doses of erythropoietin per year (ME) 9330,0±4322,0 6000,0±1570,0 0,017

Среднее количество эритроцитов в анализе крови 
в течение года (× 1012/л)
Mean erythrocyte counts per year (× 1012/L)

3,3±0,3 3,7±0,3 < 0,001

Среднее количество тромбоцитов в анализе  
крови в течение года (× 109/л) 
Mean platelet counts per year (× 109/L)

238,0±94,0 219,0±45,0 НД
n/a

Среднее количество ретикулоцитов в анализе 
крови в течение года (%)
Mean reticulocyte counts per year (%)

1,5 (1,2; 1,6) 1,4 (1,2; 1,6) НД
n/a

Средний уровень ферритина в анализе крови 
в течение года (мкг/л)
Mean concentration of serum ferritin per year (µg/L) 

322,1 (66,5; 499,4) 200,6 (74,5; 332,5) НД
n/a

Средняя концентрация антител к препаратам ЭПО 
(мкг/мл)
Mean concentration of antibodies to erythropoietin (µg/ml)

54,3 (19,4; 222,0) 15,4 (13,6; 29,7) 0,002

Средний уровень СРБ в анализе крови в течение 
года (мг/л)
Mean concentration of C-reactive protein per year (mg/L)

5,6 (2,9; 11,9) 5,45 (3,3; 15,5) НД
n/a
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ОСОБЕННОСТИ ЦИТОКИНОВОЙ РЕГУЛЯЦИИ У БОЛЬНЫХ 
МЕХАНИЧЕСКОЙ ЖЕЛТУХОЙ ЗЛОКАЧЕСТВЕННОГО 
ГЕНЕЗА
Смирнова О.В.1, 2, Цуканов В.В.1, Титова Н.М.2, Губанов Б.Г.1
1 Научно-исследовательский институт медицинских проблем Севера, г. Красноярск, Россия  
2 ФГАОУ ВО «Сибирский федеральный университет», г. Красноярск, Россия

Резюме. Механическая желтуха (МЖ) злокачественного генеза – это клинический синдром,  
обусловленный обтурацией желчевыводящих путей в результате злокачественного опухолевого ро-
ста и характеризующийся специфическим окрашиванием кожных покровов, слизистых оболочек 
и склер, из-за повышенного накопления билирубина в сыворотке крови и в других жидкостях и тка-
нях организма. У больных механической желтухой выявляются различные иммунные нарушения. 
На иммунную реактивность организма при механической желтухе воздействуют токсический, ин-
фекционный, опухолевый факторы. В связи с этим целью нашего исследования явилось изучение со-
держания некоторых провоспалительных (IL-2, IL-18, TNFα, IFNγ) и противовоспалительных (IL-4, 
IL-10) цитокинов у больных МЖ злокачественного генеза в зависимости от уровня билирубина. В ис-
следование были включены 50 больных МЖ злокачественного генеза. Контрольная группа, состоя-
щая из 125 практически здоровых добровольцев, сопоставима по полу и возрасту с группой изучения. 
Содержание цитокинов в сыворотке крови больных и здоровых лиц определяли иммуноферментным 
анализом с использованием наборов реагентов производства ЗАО «Вектор-Бест». Статистическая 
обработка данных проводилась с помощью пакетов прикладных программ Statistica for Windows 8.0 
и Microsoft Excel.

В группе больных механической желтухой злокачественного генеза до операции были увеличены 
параметры IL-2, TNFα, IFNγ и IL-18, снижены значения IL-4 и IL-10 по сравнению с практически 
здоровыми людьми. У больных МЖ злокачественного генеза выявляются особенности цитокиновой 
регуляции в виде увеличения провоспалительных и иммуностимулирующих цитокинов и снижения 
противовоспалительных цитокинов. Установлен приоритетный характер иммунного реагирования 
с учетом уровня цитокинов в сыворотке крови у больных МЖ злокачественного генеза в виде преоб-
ладания Th1-иммунного ответа. Особенности цитокиновой регуляции больных МЖ злокачественно-
го генеза зависят от содержания билирубина в крови. Наибольшее количество изменений выявлялось 
у больных с уровнем билирубина более 60 мкмоль/л. В целом показатели цитокинов однонаправ-
ленно изменялись в группах больных МЖ с различным уровнем билирубина, кроме IL-10. Данный 
параметр практически в 6 раз увеличивался в группе больных МЖ с уровнем билирубина менее 
60 мкмоль/л относительно контрольной группы и приблизительно в 40 раз относительно оставшихся 
2 групп, данное биологическое действие, вероятно, обусловлено злокачественной этиологией МЖ.

Ключевые слова: цитокины, иммуноферментный анализ, механическая желтуха
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FEATURES OF CYTOKINE REGULATION IN PATIENTS WITH 
MECHANICAL JAUNDICE OF MALIGNANT GENESIS
Smirnova O.V.a, b, Tsukanov V.V.a, Titova N.M.b, Gubanov B.G.a
a Research Institute of Medical Problems in the North, Krasnoyarsk, Russian Federation  
b Siberian Federal University, Krasnoyarsk, Russian Federation

Abstract. Mechanical jaundice (MJ) of malignant genesis is a clinical syndrome caused by obturation of bile 
ducts due to malignant tumor growth. It is characterized by specific pigmentation of skin, mucous membranes 
and sclerae due to increased accumulation of bilirubin in blood serum and other fluids and tissues of the 
organism. Various immune disorders are detected in patients with mechanical jaundice. Immune reactivity 
in mechanical jaundice is affected by toxic, infectious, or tumor factors. In connection with these findings, 
the aim of our study was to measure levels of some pro-inflammatory (IL-2, IL-18, TNFα, IFNγ) and anti-
inflammatory (IL-4 IL-10) cytokines in patients with malignant disease, depending on serum bilirubin levels. 
The study included 50 patients with MJ by malignant origin. A control group consisted of 125 practically healthy 
volunteers comparable with the study group by sex and age. Blood serum cytokine contents in patients and 
controls was determined by enzyme immunoassay using reagent kits produced by ZAO Vector-Best. Statistical 
evaluation of data was carried out by means of Statistica for Windows 8.0 and Microsoft Excel software.

The levels of IL-2, TNFα, IFNγ and IL-18 were increased before surgery in the patients with mechanical 
jaundice of malignant genesis, while IL-4 and IL-10 values were reduced in comparison with healthy controls. 
Altered cytokine regulation in the MJ group manifests as increase in proinflammatory and immunostimulatory 
cytokine levels, along with decrease in anti-inflammatory cytokine amounts. Predominant feature of immune 
response may be regarded as prevalence of Th1-immune response when taking into account cytokine levels in blood 
serum of patients with MJ of malignant genesis. The features of cytokine regulation of patients with malignant 
MJ depend on the bilirubin content in blood serum. These changes were most frequent in patients with bilirubin 
level exceeding 60 μmol/L. In general, the quantitative indices of cytokines exhibited unidirectional changes in 
the groups of MJ patients with different bilirubin levels, except of IL-10. This parameter showed almost 6-fold 
increase in MJ patients with bilirubin level < 60 μmol/L against control group, and approximately 40 times with 
respect to the remaining 2 groups. This biological effect may occur due to malignant etiology of the MJ.
Keywords: cytokines, enzyme immunoassay, mechanical jaundice

Введение
Механическая желтуха (МЖ) – это клини-

ческий синдром, обусловленный обтурацией 
желчевыводящих путей и характеризующийся 
специфическим окрашиванием кожных покро-
вов, слизистых оболочек и склер, из-за повы-
шенного накопления билирубина в сыворотке 
крови и в других жидкостях и тканях организма 
[1, 4, 9]. Частота развития данного состояния при 
злокачественных поражениях колеблется от 36,6 
до 47,0%. Наиболее частой причиной механиче-
ской желтухи злокачественного генеза являются 
рак печеночных и общего желчного протоков, 
рак БДС, рак головки поджелудочной железы, 
метастазы лимфомы в воротах печени [6, 7]. В за-
висимости от уровня общего билирубина, обще-
го белка сыворотки крови, наличия осложнений 
и «опухолевого» фактора Э.И. Гальперин и соавт. 
разработали классификацию тяжести механи-
ческой желтухи [3]. При механической желтухе 
на иммунную реактивность организма воздей-
ствуют токсический, инфекционный, опухоле-
вый факторы [2]. По данным литературы, у боль-
ных МЖ выявляются разнообразные иммунные 
нарушения [5, 10, 11, 12, 13]. В связи с этим  

целью нашего исследования явилось изучение со-
держания некоторых провоспалительных (IL-2, 
IL-18, TNFα, IFNγ) и противовоспалительных 
(IL-4, IL-10) цитокинов у больных МЖ злокаче-
ственного генеза в зависимости от уровня били-
рубина.

Материалы и методы
В исследование были включены 50 боль-

ных МЖ злокачественного генеза. Контрольная 
группа, состоящая из 125 практически здоровых 
добровольцев, сопоставима по полу и возра-
сту с группой изучения. Обследование больных 
и практически здоровых людей проводилось 
с разрешения этического комитета НИИ МПС, 
при этом каждый участник подписывал форму 
информированного согласия на обследование. 
В работе с обследованными пациентами соблю-
дались этические принципы, предъявляемые ст. 
24 Конституции РФ и Хельсинской декларацией 
Всемирной медицинской ассоциации.

Содержание цитокинов (IL-2, IL-4, IL-10, 
IL-18, TNFα, IFNγ) в сыворотке крови больных 
и здоровых лиц определяли иммуноферментным 
анализом с использованием наборов реагентов 
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производства ЗАО «Вектор-Бест» (г. Новоси-
бирск). По результатам исследования на пер-
сональном компьютере в пакете электронных 
таблиц MS Excel 2010 была сформирована база 
данных. Статистическая обработка данных про-
водилась с помощью пакетов прикладных про-
грамм Statistica for Windows 8.0 (StatSoft Inc., 
США, 2008) и Microsoft Excel, 2007 (Microsoft, 
США). Обработка полученных данных включа-
ла подсчет непараметрических данных: медиану 
(Me) и персинтили (Q0,25-Q0,75). Статистическую 
значимость различий определяли с использова-
нием рангового критерия Манна–Уитни. Крити-
ческий уровень значимости при проверке стати-
стических гипотез принимался равным р < 0,05.

Результаты
Цитокины — разнообразная группа неболь-

ших по размерам медиаторов белковой приро-
ды — молекул-посредников, участвующих в меж-
клеточной передаче сигналов преимущественно 
в иммунной системе. В зависимости от функции 
выделяют различные группы цитокинов [8].

IL-2 – иммуностимулирующий цитокин, вы-
рабатывается Т-лимфоцитами, стимулирует их 
пролиферацию и дифференцировку, увеличивает 
цитолитическую активность NK-клеток, способ-
ствует пролиферации В-лимфоцитов и секреции 
иммуноглобулинов.

К провоспалительным цитокинам относят 
IL-18, фактор некроза опухоли альфа, интерфе-
рон-гамма. IL-18 вырабатывается большим ко-
личеством клеток (моноцитами, макрофагами, 
дендритными клетками, Т- и В-лимфоцитами, 
остеобластами, эпидермальными кератиноци-
тами, эпителиальными клетками, астроцитами, 
клетками микроглии), способствует активации 
NK-клеток, является фактором роста и диффе-
ренцировки Th1-клеток, повышает активность 
В-лимфоцитов, увеличивает противоопухоле-
вую реактивность организма. IL-18 является ме-
диатором ангиогенеза, стимулирует продукцию 
GM-CSF и ингибирует образование остеокла-
стов. TNFα производится макрофагами, моно-
цитами, эндотелиоцитами, тучными клетками, 
клетками нейроглии, миелоидными клетками, 
активированными Т-лимфоцитами, лимфокин-
активируемыми NK-клетками. Синтез и секре-
ция TNFα индуцируется продуктами бактери-
ального происхождения. Цитокин активирует 
фагоцитирующие клетки, участвует в реализации 
цитотоксических эффектов NK-клеток, инду-
цирует апоптоз опухолевых и вирус-инфициро-
ванных клеток, усиливает экспрессию молекул 
адгезии на эндотелиальных клетках, макрофагах, 
нейтрофилах, повышает синтез простагланди-
нов, обусловливает синтез белков острой фазы, 
являясь хемоаттрактантом для клеток иммунной 

системы. Усиливает ангиогенез. Будучи кофак-
тором ростовых цитокинов, участвует в развитии 
иммунного ответа, усиливает антителообразова-
ние в ответ на тимусзависимые антигены, сни-
жает величину эритро-, миело- и лимфопоэза. 
Интерферон-γ производится Т-лимфоцитами, 
NK-клетками и лимфоцитами для активации 
Th1-клеток, В-лимфоцитов, индуцирует синтез 
МНС I и II класса, обладает противоопухолевой 
активностью. Цитокин стимулирует иммунную 
цитотоксичность, усиливая макрофагальный 
киллинг, имеет антивирусную активность [8].

IL-4, IL-10 – противовоспалительные цитоки-
ны. IL-4 вырабатывается Th2-лимфоцитами, туч-
ными клетками, базофилами, В-лимфоцитами, 
стромальными клетками. Цитокин индуци-
рует дифференцировку Т-лимфоцитов в Тh2-
клетки, подавляя развитие Th1-лимфоцитов. 
Стимулирует пролиферацию и дифференциров-
ку В-лимфоцитов, способствуя продукции IgE 
В-лимфоцитами. Активирует макрофаги, тучные 
клетки, индуцирует продукцию иммуноглобули-
нов отдельных классов, вызывает пролиферацию 
тимоцитов и активированных зрелых Т-клеток, 
подавляет функцию макрофагов и выработку 
ими IL-1, TNF и IL-6, вызывая противовоспали-
тельное действие, стимулирует гемопоэз. IL-10 
производится Th2-лимфоцитами, цитотокси-
ческими Т-лимфоцитами и моноцитами. Пода-
вляет синтез цитокинов Th1-лимфоцитами, сни-
жает активность макрофагов и пролиферацию 
Т-клеток. Выступает в качестве кофактора IL-2 
и IL-7 в отношении пролиферации тимоцитов, 
служит синергистом IL-4. Усиливает пролифе-
рацию В-лимфоцитов, защищает их от апоптоза, 
повышает синтез IgM и IgA, стимулируя противо-
паразитарную защиту и аллергическую реактив-
ность организма [8].

В группе больных механической желтухой 
злокачественного генеза содержание IL-2, IFNγ, 
IL-18 и TNFα было повышено по сравнению 
с контрольной группой (табл. 1).

У всех больных МЖ показатели IL-4 и IL- 10 
были снижены по сравнению с контрольной 
группой. 

Все больные механической желтухой злокаче-
ственного генеза были разделены на 3 подгруп-
пы в зависимости от уровня билирубина в сыво-
ротке крови: 13 больных с билирубином менее 
60 мкмоль/л, 20 пациентов с уровнем билирубина 
60-200 мкмоль/л и 17 больных с содержанием би-
лирубина более 200 мкмоль/л (табл. 2).

У больных механической желтухой злокаче-
ственного генеза вне зависимости от уровня би-
лирубина было увеличено содержание IL-2, IL-18 
по сравнению с практически здоровыми людьми.

У больных МЖ с уровнем билирубина менее 
60 мкмоль/л выявлялось статистически значи-
мое увеличение, а при уровне билирубина 60-
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200 мкмоль/л и более 200 мкмоль/л – снижение 
IL- 10. У больных МЖ с уровнем билирубина 60-
200 мкмоль/л и более 200 мкмоль/л отмечается 
статистически значимое снижение IL-4 по срав-
нению с контрольной группой.

В группе больных механической желтухой 
злокачественного генеза перед операцией с уров-
нем билирубина в крови менее 60 мкмоль/л были 
увеличены значения IL-2, IL-10 и IL-18 по срав-
нению с контрольной группой.

В группе больных механической желтухой 
злокачественного генеза с уровнем билирубина 
в крови 60-200 мкмоль/л были повышены кон-
центрации IL-2 и IL-18, снижены IL-4 и IL-10 
относительно здоровых людей.

В группе больных механической желтухой 
злокачественного генеза с уровнем билирубина 
в крови свыше 200 мкмоль/л были увеличены 
параметры IL-2 и IL-18, снижены уровни IL-4 
и IL-10 по сравнению с контрольной группой, 
а последний показатель у относительно больных 
с уровнем билирубина в крови – 60-200 мкмоль/л.

Обсуждение
В группе больных механической желтухой 

злокачественного генеза до операции были уве-
личены параметры IL-2, TNFα, IFNγ и IL-18, 
снижены значения IL-4 и IL-10 по сравнению 
с практически здоровыми людьми. Таким об-
разом, у больных МЖ злокачественного генеза 
выявляются особенности цитокиновой регуля-
ции в виде увеличения провоспалительных и им-
муностимулирующих цитокинов и снижения 

противовоспалительных цитокинов. Установлен 
приоритетный характер иммунного реагирова-
ния с учетом уровня цитокинов в сыворотке кро-
ви у больных МЖ злокачественного генеза в виде 
преобладания Th1-иммунного ответа.

Особенности цитокиновой регуляции боль-
ных МЖ злокачественного генеза зависят от со-
держания билирубина в крови. Наибольшее 
количество изменений выявлялось у больных 
с уровнем билирубина 60-200 мкмоль/л и бо-
лее 200 мкмоль/л, следовательно, токсическое 
действие билирубина начинается с содержания 
60 мкмоль/л. В целом показатели цитокинов 
однонаправленно изменялись в группах боль-
ных МЖ с различным уровнем билирубина, 
кроме IL-10. Данный параметр практически в 6 
раз увеличивался в группе больных МЖ с уров-
нем билирубина менее 60 мкмоль/л относитель-
но контрольной группы и приблизительно в 40 
раз относительно оставшихся 2 групп. В такой 
большой концентрации IL-10 подавлял синтез 
цитокинов Th1-лимфоцитами, снижал актив-
ность макрофагов и пролиферацию Т-клеток, 
вероятно, данное биологическое действие свя-
зано со злокачественным «опухолевым» фак-
тором при данной МЖ. Учитывая однонаправ-
ленные изменения в цитокинах у больных МЖ 
злокачественного генеза с уровнем билирубина 
60-200 мкмоль/л и более 200 мкмоль/л, а имен-
но – повышение провоспалительных и снижение 
противовоспалительных цитокинов, можно за-
ключить, что в данном случае действие «опухоле-
вого» фактора значительно усиливается токсиче-
ским и инфекционным агентами [14].

ТАБЛИЦА 1. СОДЕРЖАНИЕ НЕКОТОРЫХ ЦИТОКИНОВ В КРОВИ У БОЛЬНЫХ МЖ ЗЛОКАЧЕСТВЕННОГО  
ГЕНЕЗА (Ме, Q0,25-Q0,75)
TABLE 1. CONTENTS OF SOME CYTOKINES IN THE BLOOD IN PATIENTS WITH MJ OF MALIGNANT GENESIS (Me,Q0,25-Q0,75)

Показатели
Indicators

Контрольная группа
Control group

n = 125

Больные МЖ злокачественного 
генеза 

Patients with MJ of malignant genesis 
n = 50

Ме Q0,25-Q0,75 Ме Q0,25-Q0,75

IL-2, пг/мл
IL-2, pg/mL

1,1 0,5-3,05 8 5,18-11,25
p = 0,01×10-13

TNFα, пг/мл
TNFα, pg/mL

0,54 0,38-0,88 14,1 6,15-80,05
p = 0,00001

IFNγ, пг/мл
IFNγ, pg/mL

0,6 0,22-4,0 6,5 3,15-21,88
p = 0,01

IL-18, пг/мг
IL-18, pg/mL

1,6 0,1-2,1 82,2 71-173,9
p = 0,04×10-10

IL-4, пг/мг
IL-4, pg/mL

2,15 0,6-4,8 0,4 0-3,55
p = 0,03

IL-10, пг/мг
IL-10, pg/mL

14,8 8,65-26,85 3,5 1-6,65
p = 0,0003
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ТАБЛИЦА 2. СОДЕРЖАНИЕ НЕКОТОРЫХ ЦИТОКИНОВ В КРОВИ ПЕРЕД ОПЕРАЦИЕЙ У БОЛЬНЫХ МЖ 
ЗЛОКАЧЕСТВЕННОГО ГЕНЕЗА В ЗАВИСИМОСТИ ОТ УРОВНЯ БИЛИРУБИНА (Ме, Q0,25-Q0,75)
TABLE 2. CONTENTS OF SOME CYTOKINES IN BLOOD SERUM BEFORE SURGERY IN PATIENTS WITH MJ OF MALIGNANT 
GENESIS, DEPENDING ON BILIRUBIN LEVELS (Me, Q0,25-Q0,75)

Показатели
Indicators

Контрольная группа
Control group 

n = 125

Больные МЖ 
с уровнем 

билирубина менее 
60 мкмоль/л 

Patients with MJ with  
a bilirubin level less 

than 60 μmol/l
n = 13

Больные МЖ 
с уровнем 

билирубина  
60-200 мкмоль/л 

Patients with MJ with 
a bilirubin level of  

60-200 μmol/l
n = 20

Больные МЖ 
с уровнем 

билирубина более 
200 мкмоль/л

Patients with MJ with  
a bilirubin level more 

than 200 μmol/l 
n = 17

1 2 3 4
Ме Q0,25-Q0,75 Ме Q0,25-Q0,75 Ме Q0,25-Q0,75 Ме Q0,25-Q0,75

IL-2, пг/мл
IL-2, pg/mL

1,1 0,5-3,05 8,6 8,3-13,2 8,95 5,18-15,75 7,2 4,4-8,9
p1-2 = 0,000006 p1-3 = 0,02×10-11 p1-4 = 0,09×10-11

TNFα, пг/мл
TNFα, pg/mL

0,54 0,38-0,88 43,1 23,5-62,7 8,3 3,1-101,7 14,3 10,7-53,7

IFNγ, пг/мл
IFNγ, pg/mL

0,6 0,22-4,0 28,55 19,4-37,6 4,3 2,4-6,5 6 4,55-10,8

IL-18, пг/мг
IL-18, pg/mL

1,6 0,1-2,1 122,9 96,95-
148,85 77,3 56,3-177,6 89,1 80,35-

157,85
p1-2 = 0,003 p1-3 = 0,07×10-7 p1-4 = 0,000002

IL-4, пг/мг
IL-4, pg/mL

2,15 0,6-4,8 0 0-1,15 1,9 0-4,4 0,1 0-3,5
p1-3 = 0,001 p1-4 = 0,00003

IL-10, пг/мг
IL-10, pg/mL

14,8 8,65-26,85 98,2 51,2-145,2 4,7 1,7-7,45 2,2 1-4,93
p1-2 = 0,01 p1-3 = 0,005 p1-4 = 0,0001, p3-4 = 0,03
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Весь текст на русском языке, содержащийся в таб-
лице, включая единицы измерения, должен быть 
переведен на английский язык; при этом перевод 
следует помещать в ячейку с соответствующим рус-
ским текстом отдельной строкой. Название табли-
цы и текст примечания к ней также должны быть 
переведены на английский язык и приведены под 
русским текстом с новой строки. Для пометок в та-
блицах следует использовать одну или несколько 
(*). Пояснения печатаются после соответствующе-
го количества (*) под таблицей. Единицы измере-
ния, при необходимости, включаются в заголовки 
строк или столбцов.

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

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

Плата за публикацию статей
При соблюдении правил публикация статей 

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

Подготовка статей
Для представления статьи авторы должны под-

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

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

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

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

стему ему присваивается имя «Метадан-
ные»):

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

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

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

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

•  Полное название статьи, направляемой 
в редакцию.

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

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

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

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

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

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

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

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

•  сокращенное название статьи для верхнего 
колонтитула (не более 35 символов, вклю-
чая пробелы и знаки препинания) (на рус-
ском и английском языках);

•  не менее 6 ключевых слов на русском и анг-
лийском языках;

•  адрес для переписки с указанием телефона, 
номера факса и адреса e-mail.

4) Резюме (при загрузке в систему ему при-
сваивается имя «Резюме»). Предоставляется  
в виде одного абзаца без ссылок и специ-
фических сокращений. Объем – не менее 
300 слов. Резюме в полном объеме пред-
ставляется также в переводе на английский 
язык. В отдельных случаях, по решению ре-
дакционной коллегии, может быть затребо-
ван развернутый вариант резюме на англий-
ском языке.
5) Рисунки, если они есть - каждый отдель-
ным файлом (при загрузке в систему каж-
дому рисунку  присваивается имя «Рисунок. 
Название рисунка (где название рисунка соот-
ветствует содержащемуся в файле рисунку. 
Порядковый номер рисунка»)

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

7) Таблицы, если они есть - каждая отдель-
ным файлом (Название каждой таблицы 
должно быть приведено заголовком в файле 
с самой таблицей)

8) Файл с цитируемой литературой (при за-
грузке в систему ему присваивается имя «Ли-
тература»), по следующей форме: таблица 
из четырех столбцов (альбомная ориента-
ция), где:

Порядковый 
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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