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Рисунок 1. Роль изменений метаболизма амилоида-β и иммунных нарушений у носителей генетического полиморфизма 
ApoE4 в патогенезе болезни Альцгеймера 
Figure 1. Role of changed β-amyloid metabolism and immune disturbances in carriers of genetic ApoE4 polymorphism in pathogenesis of 
Alzheimer disease
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Рисунок 1. Клиническая картина пародонтита I степени до и после комплексной терапии с препаратом «Ребон. Гель 
для десен»
Примечание. Стрелками отмечено уменьшение глубины зубодесневого кармана, снижение воспаления.
Figure 1. Clinical picture of periodontitis I degree before and after complex treatment with the drug "Rebon. Gel for gums"
Note. The arrows indicate the decrease in the depth of the periodontal pocket, reduction of inflammation.
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ОСНОВЫ ФУНДАМЕНТАЛЬНОЙ И КЛИНИЧЕСКОЙ 
ИММУНОЛОГИИ В ИССЛЕДОВАНИЯХ АКАДЕМИКА 
В.И. ИОФФЕ (К 120-ЛЕТИЮ СО ДНЯ РОЖДЕНИЯ 
АКАДЕМИКА В.И. ИОФФЕ)
Назаров П.Г.1, Фрейдлин И.С.1, 2
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И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. В 2018 г. исполняется 120 лет со дня рождения корифея отечественной иммунологии ака-

демика Владимира Ильича Иоффе. Реальные, мирового уровня, достижения академика В.И. Иоф-

фе, его несомненный приоритет в важнейших областях фундаментальной иммунологии достойны 

признания и интереса иммунологов. В.И. Иоффе был прозорлив и точен в научном предвидении. 

Ему принадлежит ряд открытий, научная и практическая значимость которых была оценена лишь 

в последующие 50 лет развития иммунологии. Вклад В.И. Иоффе в науку равновелик вкладу видней-

ших нобелевских лауреатов. Академик В.И. Иоффе рассматривал иммунопатологию как следующий 

этап в развитии общей иммунологии, что позволяет использовать в иммунопатологии все дости-

жения фундаментальной иммунологии.  Академик Владимир Ильич Иоффе заслуженно считается 

основателем отечественной клинической иммунологии. В.И. Иоффе были сформулированы задачи 

клинической иммунологии, вытекающие из интересов и запросов клиницистов. В.И. Иоффе было 

сформулировано требование, которое он относил к любому клинико-иммунологическому исследо-

ванию: необходимость сопоставления результатов иммунологических тестов с клиническим тече-

нием заболевания. Все сформулированные и обоснованные академиком В.И. Иоффе требования 

к проведению иммунологической лабораторной диагностики сохранили свою актуальность до на-

ших дней.

Ключевые слова: фундаментальная иммунология, клиническая иммунология, иммунологическая диагностика, 

иммунопатология
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FUNDAMENTAL STUDIES IN BASIC AND CLINICAL 
IMMUNOLOGY PERFORMED BY ACADEMICIAN V.I. IOFFE  
(TO THE 120th ANNIVERSARY OF THE BIRTH OF 
ACADEMICIAN V.I. IOFFE)
Nazarov P.G.a, Freydlin I.S.a, b

a Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation 
b First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, Department оf Immunology, St. Petersburg, Russian 

Federation

Abstract. In 2018, we celebrate the 120th anniversary of Academician, Professor Vladimir I Ioffe, a leading 
figure of national immunology. The world-level achievements of V.I.Ioffe in research, his undisputed priority 
in the most important areas of fundamental immunology are worth of recognition and interest among the 
immunologists. V.I.Ioffe was far-seeing and precise in his scientific prescience. He has authored a number 
of discoveries which were proved to be of fundamental and practical significance over 50 succeeding years. 
The scientific contribution of V.I.Ioffe is considered equal to achievements of the most illustrious Nobel Prize 
winners. Academician V.I.Ioffe regarded the immune pathology as a next step in development of general 
immunology, thus allowing applications of general fundamental immunology to the tasks of immune pathology. 
Vladimir I. Ioffe is rightly seen as a founder of native clinical immunology. He has formulated the tasks of 
clinical immunology as based on interests and requirements of clinicians.  Vladimir I.Ioffe has presented a 
condition which he related to any study in clinical immunology, i.e., a need for comparisons between the 
results of immunological testing and clinical course of the disease. All the requirements in immune laboratory 
diagnostics, having been proposed and established by the Academician Vladimir I. Ioffe, have kept their 

significance up to the present day. 

Keywords: basic immunology, clinical immunology, immunological diagnostics, immunopathology

Академик Владимир Ильич Иоффе (1898-
1979) заслуженно считается основателем от-
ечественной клинической иммунологии. Обоб-
щая собственные исследования, проведенные 
совместно с клиницистами, Владимир Ильич 
Иоффе в 1963 г. впервые предложил определение 
клинической иммунологии (иммунопатологии) 
как самостоятельной науки: «Иммунопатологию 
следует рассматривать как раздел иммунологии, 
предмет изучения которого составляют пато-
логические реакции организма и заболевания, 
возникновение и развитие которых обусловлено 
иммунологическими факторами и механизма-
ми» [9]. Правомерность выделения иммунопато-
логии как самостоятельного раздела иммуноло-
гии оспаривалось аллергологами на основании 
того, что в основе иммунопатологических про-
цессов «лежат реакции аллергического характе-
ра» [7]. В.И. Иоффе отвечал оппонентам: «В им-
мунопатологию включаются и аллергические 

реакции на экзогенные антигены, повышенная 
чувствительность не противопоставляется им-
мунитету, напротив, противоположные по знаку 
иммунологические явления рассматриваются 
в их единстве» [10].

В 1971 г. В.И. Иоффе оценивает этапы раз-
вития иммунопатологии. Современная иммуно-
патология возникла как клиническая проблема, 
которая нуждалась в иммунологическом анализе 
фактов и явлений. На первом этапе были пред-
приняты попытки классификации заболеваний, 
которые характеризовались как «аутоиммунные». 
Академиком В.И. Иоффе была предложена клас-
сификация заболеваний, относящихся к области 
иммунопатологии, которая учитывает выражен-
ность аутоиммунного характера заболеваний, 
характер и особенности иммунологических меха-
низмов патологического процесса. В этой клас-
сификации особое место занимают «коллагено-
вые болезни». В отношении заболеваний этой 
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группы не ясны условия приобретения аутоанти-
генности конкретными веществами. На втором 
этапе произошли дифференцировка и уточнение 
понятий «аутоиммунные» и «иммунопатологи-
ческие». На третьем этапе начинается изучение 
и характеристика непосредственных иммуноло-
гических факторов, ведущих к развитию иммуно-
патологических процессов [10]. Более широкий 
взгляд В.И. Иоффе на содержание клинической 
иммунологии проявился в том, что он включил 
в сферу интересов клинических иммунологов 
«заболевания иммунологической недостаточ-
ности». Он предложил рассматривать клиниче-
скую иммунологию в двух аспектах: в одном речь 
идет о дефектах и болезнях самой иммунной си-
стемы (согласно современной классификации, 
иммунодефициты), содержанием исследований 
второго аспекта является иммунологическая ха-
рактеристика различных по этиологии и природе 
заболеваний [11]. 

Тогда же В.И. Иоффе были сформулированы 
задачи клинической иммунологии, обоснован-
ные интересами и запросами клиницистов: «до-
казательство наличия иммунопатологического 
компонента патогенеза данного заболевания, вы-
яснение характера этого компонента и его роли 
в заболевании и определение клинического зна-
чения полученных данных для общей оценки бо-
лезни и тенденций ее развития» [3]. В.И. Иоффе 
неоднократно возвращался к вопросу «о задачах 
и возможностях клинико-иммунологических ис-
следований» [4]. Он настаивал на конкретности 
результатов клинико-иммунологического иссле-
дования, критически оценивая неопределенные 
заключения: «Имеющиеся в литературе ссылки 
на "нарушение нормального иммунологического 
гомеостаза" нельзя рассматривать как исчерпы-
вающий и удовлетворяющий ответ» [3].

Опираясь на результаты исследований сотруд-
ников отдела иммунологии ИЭМа, В.И. Иоффе 
провел критический анализ иммунологических 
методов, доступных в 60-70-е годы диагности-
ческим иммунологическим лабораториям. Он 
высоко оценил возможности иммуноморфо-
логических исследований с помощью иммуно-
люминесцентного метода для исследования об-
разцов пораженных тканей, полученных при 
биопсии [2]. «Большое значение иммунофлуо-
ресцентного метода подтверждает необходимость 
его значительного развития». Со свойственной 
ему дальновидностью В.И. Иоффе обратил вни-
мание на «начатые исследования по выявлению 
сенсибилизированных лимфоцитов в лейкоци-
тарной пленке крови с помощью антигенов, ко-

ньюгированных с флюорохромом». Этот метод 
можно считать предтечей современных методов 
фенотипирования клеток крови с помощью ва-
риантов цитофлуориметрии.

Положительную оценку В.И. Иоффе заслужи-
ла и предложенная «проба на бласттрансформа-
цию» для оценки пролиферативной активности 
лимфоцитов, но при условии «учета, который 
должен опираться на увеличение продукции 
ДНК». В.И. Иоффе приходит к выводу: «Реше-
ние задачи требует во многих отношениях но-
вых количественных методов исследования» [3]. 
Такие новые количественные методы появились 
в последующие годы: радиометрический метод 
и цитофлуориметрический количественный учет 
интенсивности синтеза ДНК в клетках, оценка 
распределения клеток по фазам цикла пролифе-
рации. 

Для выявления сенсибилизации клеток лим-
фоидной системы in vitro В.И. Иоффе прогнози-
ровал возможность использования реакции тор-
можения миграции макрофагов, которая была 
разработана в отделе [1]. Тест позволяет оценить 
реакцию клеток иммунной системы in vitro при 
встрече с соответствующим антигеном. При ле-
гочном туберкулезе было показано соответствие 
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между активностью процесса и подавлением ми-
грации лейкоцитов.

Распространенное в те годы серологическое 
исследование (реакция Штеффена) для опреде-
ления неполных противотканевых аутоантител 
детально анализируется В.И. Иоффе: критически 
оцениваются диагностические возможности и их 
ограничения. Были подвергнуты анализу резуль-
таты обширного клинико-иммунологического 
исследования: на протяжении нескольких лет 
было исследовано 4000 сывороток от значитель-
ного числа больных различными заболеваниями, 
в которых предполагалось участие иммунопато-
логического компонента. Одновременно было 
исследовано более 1000 сывороток практически 
здоровых людей. В.И. Иоффе пришел к выводу, 
что «при тщательной постановке с учетом кон-
трольных данных, дифференцированных в отно-
шении возраста обследуемых, при надлежащем 
клинико-иммунологическом анализе можно ис-
пользовать полученные данные для оценки от-
дельного заболевания». Одновременно сделано 
заключение о «насущной необходимости в более 
точной реакции» [10].

При анализе результатов серологических ис-
следований В.И. Иоффе было сформулировано 
требование, которое он относил к любому кли-
нико-иммунологическому исследованию: не-
обходимость сопоставления результатов имму-
нологических тестов с клиническим течением 
заболевания. «Иммунологические показатели 
должны оцениваться в динамике развития за-
болевания в сопоставлении с клиническим те-
чением» [5, 6]. В качестве примера В.И. Иоффе 
рассматривает оценку прогноза течения ревма-
тоидного артрита на основании динамики титров 
ревматоидного фактора. В исследовании сотруд-
ников отдела совместно с клиницистами (Е. Сер-
гель, О. Родштейн) было показано, что высокие 
титры ревматоидного фактора учащаются с каж-
дой последующей стадией болезни, нарастают 
в каждой стадии по мере повышения активности 
про цесса [4].

В.И. Иоффе была обоснована очередная за-
дача – разработка метода для количественно-
го определения в крови иммунных комплексов 
с определением их состава, задача «улавливать» 
иммунные комплексы посредством специально-
го серологического метода и изучать динамику их 
формирования в течении болезни.

Задача эта была решена при активном участии 
сотрудников отдела. Разработанный метод полу-
чил широкое распространение в диагностиче-
ских иммунологических лабораториях, где при-
меняется до сих пор.

На основании анализа результатов иссле-
дований сотрудников отдела, учеников и по-
следователей академиком В.И. Иоффе были 
сформулированы требования к проведению 
клинико-иммунологических исследований и к 
используемым методам (тестам). Важнейшим 
требованием является иммунологическая специ-
фичность, которая обеспечивается одновремен-
ным изучением контрольных образцов. «Резуль-
таты исследования могут быть учтены лишь при 
абсолютной уверенности в их иммунологической 
специфичности, что достигается одновремен-
ным проведением необходимых контрольных 
исследований». «При каждой постановке реак-
ции нужно включать наряду с образцами от ис-
следуемых больных значительное количество 
контрольных образцов, заменяя их новыми при 
следующем опыте. Нельзя ограничиваться не-
большим количеством отобранных «стандарт-
ных» контрольных образцов, дающих отрица-
тельные результаты». При выборе контрольных 
образцов необходимо добиться соответствия до-
норов и больных по полу и возрасту. Следующее 
требование – «любой разработанный тест должен 
быть доведен до той степени стандартности, ко-
торая необходима в клинико-иммунологических 
исследованиях, особенно, если речь идет не о 
групповой, а об индивидуальной характеристи-
ке больного» [3]. Еще одно обязательное требо-
вание: параллельное использование нескольких 
иммунологических тестов с обязательным сопо-
ставлением полученных результатов. «Должно 
оцениваться сочетание иммунологических пока-
зателей в динамике». В этой связи им был предло-
жен термин «иммунограмма», который впослед-
ствии получил права гражданства и используется 
до сих пор [18]. Выбор материала для исследова-
ния диктуется патогенетическими особенностя-
ми заболевания, стадией клинического течения, 
острым или хроническим характером течения, 
интересами клиницистов [3]. 

Академик В.И. Иоффе призывал с большой 
осторожностью оценивать патогенетическую 
значимость полученных результатов иммуноло-
гических исследований. В качестве примера он 
описывает исследование, результаты которого 
показали появление сердечного антигена в кро-
ви у больных инфарктом миокарда, корреляцию 
его концентрации с обширностью некроза. Воз-
можность прогностического использования это-
го показателя была поставлена под сомнение при 
сопоставлении с другими иммунологическими 
показателями: у тех же больных отсутствовали 
циркулирующие иммунные комплексы [3].
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Академик В.И. Иоффе рассматривал иммуно-
патологию как следующий этап в развитии об-
щей иммунологии, что позволяет использовать 
в иммунопатологии все достижения фундамен-
талной иммунологии. 

Исследования В.И. Иоффе в области фунда-
ментальной иммунологии заслуживают отдель-
ного описания.

В 1940-е гг. В.И. Иоффе было опубликовано 
несколько работ, каждая из которых открывала 
совершенно новую главу в биологической науке, 
предвосхищала и опережала на пару десятилетий 
будущие ярчайшие открытия, но была абсолют-
но неожиданной для современного ему научного 
мировоззрения и осталась в общем незамечен-
ной. 

В 1943 г. он опубликовал в ЖМЭИ статью 
по результатам исследований, выполненных 
еще в блокадном Ленинграде [14]. В этой работе 
впервые в мировой иммунологии был поставлен 
и решен положительно вопрос о, говоря совре-
менным языком, вариабельности антител разной 
специфичности. Точнее, об антигенном отличии 
друг от друга антител, индуцированных разными 
антигенами. В 1943 г. еще не было известно стро-
ение IgG (Нобелевская премия за расшифровку 
IgG была присуждена Портеру и Эдельману толь-
ко через 28 лет, в 1972-м), еще ничего не знали 
не только о «вариабельности» аминоконцевых 
частей Н- и L-цепей, но даже о существовании 
самих этих цепей. Между тем, В.И. Иоффе поста-
вил вопрос о вероятности антигенного своеобра-
зия каждого нового антитела (антитела к новому 
антигену) и показал, что, да, у антител к конкрет-
ному антигену есть своя, оригинальная антиген-
ность, и к этим антителам могут быть получены 
«анти-антитела». В.И. Иоффе был прозорлив 
и точен в предвидении, пунктуален в постанов-
ке опытов, но был осторожен в использовании 
терминов. В статье 1943 года он писал фактиче-
ски об анти-антителах, но ни разу не употребил 
этот термин. Название «анти-антитела» также 
появится лишь спустя два десятилетия и будет 
пущено в обиход не им. 

В опытах по индукции образования анти-
антител В.И. Иоффе использовал простейшую 
схему: кроликов иммунизировали бараньей «ти-
фозной» сывороткой (т.е. сывороткой барана, 
иммунизированного микробами S. typhi), а по-
лученную антисыворотку проверяли на наличие 
анти-антител с помощью реакции связывания 
комплемента (РСК) (кстати, В.И. Иоффе при-
надлежит важное усовершенствование метода 
РСК, состоящее в добавлении «холодовой» инку-
бации сыворотки с антигеном в течение ночи при 

+ 4 °С, что значительно повышало чувствитель-
ность РСК) [15]. Эти опыты впервые показали, 
что антитела, которые вырабатывали иммунизи-
рованные кролики, реагировали в РСК не только 
с бараньей «тифозной» сывороткой (непосред-
ственным иммуногеном), но также с кроличьи-
ми «тифозными» сыворотками, т.е. с сыворот-
ками кроликов, иммунизированных микробами 
S. typhi (позже выяснилось, что и с сыворотками 
мышей, иммунных к S. typhi), но не реагировали c 
бараньими и кроличьими сыворотками к другим 
антигенам.

Когда через 20 с лишним лет после публика-
ции 1943-го года в мировой литературе началась 
бурная дискуссия об анти-антителах, В.И. Иоф-
фе вернулся к своим старым опытам, продолжил 
их и опубликовал несколько новых статей [8, 12, 
13], в которых анализировал свои и чужие подхо-
ды и результаты. Методическое отличие опытов 
В.И. Иоффе 1940-х от опытов зарубежных авторов 
1960-х состояло в том, что иностранные исследо-
ватели 1960-х – начала 1970-х гг. индуцировали 
анти-антитела введением иммунного комплек-
са, а анти-антитела оценивали в реакции преци-
питации, тогда как В.И. Иоффе иммунизировал 
животных не специально сконструированными 
иммунными комплексами, а непосредственно 
иммунными сыворотками и использовал иной 
метод для регистрации анти-антител – РСК. Что 
касается результатов, то отличие состояло в том, 
что в первом случае анти-антитела были стро-
го анти-идиотипическими, т.е. направленными 
на идиотипические детерминанты иммуногена 
(конкретного антитела, использованного для им-
мунизации), и реагировали только с ним, но ни с 
какими другими иммуноглобулинами и ни с ка-
кими другими антителами этой же специфично-
сти. Тогда как у В.И. Иоффе, при его схеме им-
мунизации, анти-антитела взаимодействовали 
с антителами любого вида животных, главное – 
чтобы антитела были той же специфичности, что 
и иммуноген. Сегодня ясно, что результаты ис-
следований В.И. Иоффе фактически расширили 
словарь эпитопов вариабельной части молекулы 
антител, добавив в него новый, никем не опи-
санный ни в 1960-е годы, ни впоследствии (но не 
названный и самим В.И. Иоффе) «ксено-эпи-
топ», – как можно обозначить то, с чем впервые 
в мире столкнулся В.И. Иоффе – некую кон-
формационную детерминанту N-концевой части 
молекулы иммуноглобулина любого вида живот-
ного (близ антигенсвязывающего центра), харак-
терную для конкретной антигенспецифической 
укладки легкой и тяжелой цепей антитела. 
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Спустя десятилетия, когда мир «дорос» и но-
вые иммунологи заново повторяли его находки, 
В.И. Иоффе попытался отстоять свой приори-
тет [8, 12, 13], но был встречен пресыщенной ан-
ти-антителами и уже начавшей разочаровываться 
в их перспективности литературой как отстаю-
щий, предлагаюший, к тому же, далекие от ауто-
иммунитета «ксено-отношения». Большой имму-
нологический мир, ослепленный блистательным 
теоретиком Н.К. Ерне [20], встретил В.И. Иоффе 
равнодушно. 

Принцип, положенный В.И. Иоффе в осно-
ву детекции анти-антител, он сам использовал 
в 1970-е гг. для изучения антигенспецифичных 
клеточных рецепторов при гиперчувствительно-
сти замедленного типа [1].

Иммунологический подход, использованный 
для выявления анти-антител, В.И. Иоффе при-
менил еще в одной области. В 1950-е была не ясна 
природа C-реактивного протеина (CRP). Являет-
ся ли этот белок антителом или нет? Закономер-
ности его появления в крови у больных острыми 
воспалительными заболеваниями допускали воз-
можность принадлежности CRP к антителам.

40 лет назад, в 1958 г., вышла в свет работа 
В.И. Иоффе и Л.М. Хай [16], ознаменовавшая 
новый взгляд на механизмы регуляции острой 
фазы воспаления и иммуногенеза. Исследова-
ние, проведенное на кроликах, показало, что им-
мунная реакция и реакция острой фазы воспале-
ния (которую оценивали по появлению в крови 
С-реактивного белка) взаимосвязаны лишь в том 
случае, когда обе вызваны антигенными раздра-
жителями, но могут протекать и независимо друг 
от друга, если индуктором острой фазы является 
неиммуногенное вещество. С современных пози-
ций это означает, что системный острофазовый 
ответ может быть индуцирован двумя независи-
мыми путями, один из которых связан с имму-
ногенезом, другой – нет. Позже к этому выводу 
пришли и другие исследователи [19].

В цитируемой работе 1959 г. В.И. Иоффе 
и Л.М. Хай был затронут еще один аспект биоло-
гии CRP – вопрос о наличии у CRP полиморфиз-
ма, подобного идиотипическому полиморфизму 
антител. Вызывают ли разные острофазовые ин-
дукторы образование антигенно различающихся 
С-реактивных белков, т.е. свойственно ли этому 
белку антигенное (идиотипическое) разнообра-
зие? Результаты исследования дали четкий ответ: 
CRP не обладает таким полиморфизмом. Остро-
фазовую реакцию индуцировали у кроликов 
тремя способами: стрептококковой инфекцией, 
введением коклюшной вакцины или воспроиз-

ведением феномена Шварцмана. Острофазо-
выми сыворотками кроликов иммунизировали 
крыс. Проверка крысиных сывороток показала, 
что каждая из них реагировала не только с го-
мологичным антигеном (то есть сывороткой, 
применявшейся для иммунизации), но и с сы-
воротками любых других кроликов, в которых 
содержался CRP. Истощение крысиных антисы-
вороток кроличьими острофазовыми сыворотка-
ми подтвердило антигенную идентичность CRP: 
всякая крысиная иммунная сыворотка против 
CRP истощалась любой кроличьей острофазовой 
сывороткой [16]. 

Таким образом, В.И. Иоффе решил вопрос 
однозначно, он установил: С-реактивный белок 
кардинально отличается от антител отсутствием 
у него той вариабельности, которой, как он уже 
знал, обладают антитела, индуцированные раз-
ными веществами. В настоящее время отсутствие 
гетерогенности (вариабельности, идиотипиче-
ского разнообразия) у CRP подтверждено сек-
венационными данными и данными о структуре 
гена этого белка.

Еще одним важнейшим достижением 
В.И. Иоффе в области фундаментальной имму-
нологии является его открытие того, что впослед-
ствии было открыто заново и получило название 
«австралийского» антигена [17]. Феномен был 
открыт с помощью так называемого внутренне-
го серологического анализа, также разработан-
ного В.И. Иоффе и широко применявшегося им 
для анализа динамики антигена и антител в крови 
больных инфекционными заболеваниями (сыво-
ротки, взятые на отдаленных сроках заболевания 
(30-е, 40-е, 50-е дни) использовались для выявле-
ния антигена в сыворотках более ранних сроков). 

Научное наследие академика Владимира 
Ильича Иоффе насчитывает более 150 работ, 
в том числе более 10 монографий.

Реальные, мирового уровня, достижения 
В.И. Иоффе, его несомненный приоритет в важ-
нейших областях фундаментальной иммуноло-
гии (всемирному признанию которого помешал 
лишь «железный занавес») продолжают взывать 
к иммунологам, историкам науки и к обществу: 
надо признать заслуги В.И. Иоффе и внести его 
имя в золотой фонд абсолютных рекордсменов 
науки. Его имя должно стоять рядом с именами 
пионера космоплавания К.Э. Циолковского, ав-
тора периодической таблицы химических эле-
ментов Д.И. Менделеева, всемирно известного 
И.И. Мечникова, русского отца радио А.С. По-
пова и других. Вклад В.И. Иоффе в науку равно-
велик вкладу виднейших нобелевских лауреатов.
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ПОЛИМОРФИЗМ ГЕНА АРОЕ: ВЛИЯНИЕ АЛЛЕЛЯ APOE4 
НА СИСТЕМНОЕ ВОСПАЛЕНИЕ И ЕГО РОЛЬ В ПАТОГЕНЕЗЕ 
БОЛЕЗНИ АЛЬЦГЕЙМЕРА
Малашенкова И.К.1, 2, Крынский С.А.1, 2, Мамошина М.В.1, 3, 
Дидковский Н.А.2
1 Национальный исследовательский центр «Курчатовский институт», Москва, Россия  
2 ФГБУ «Федеральный научно-клинический центр физико-химической медицины ФМБА России», Москва, 
Россия  
3 ФГАОУ ВО «Московский физико-технический институт (государственный университет)», Москва, Россия

Резюме. ApoE – белок семейства липопротеинов, наиболее высокий уровень его экспрессии отме-
чается в печени и в центральной нервной системе (ЦНС). ApoE секретируется астроцитами, микро-
глией, нейронами, а также иммунокомпетентными клетками, включая лимфоциты, моноциты и ма-
крофаги. Согласно данным последних лет, этот белок, помимо участия в обмене липидов в ЦНС, 
имеет эндотелиотропные функции (индуцирует синтез NO-синтазы, уменьшает адгезию моноцитов 
к эндотелию), а также оказывает иммуномодулируюшее действие: подавляет воспалительную актива-
цию фагоцитов и антиген-стимулированную пролиферацию Т-клеток. Полиморфный аллель APOE4 
гена APOE – основной генетический фактор риска болезни Альцгеймера, повышающий вероятность 
заболевания более чем в 3 раза. Белок, кодируемый данным аллелем, имеет измененную функци-
ональную активность. Механизмы, способствующие более раннему развитию нейродегенерации 
у носителей полиморфизма, связаны с рядом факторов, среди которых нарушение обмена липидов 
в ЦНС, предрасположенность к формированию нейротоксичных олигомеров амилоида-бета, замед-
ленный клиренс амилоида-бета из ЦНС, нарушение регуляции иммунных процессов в ЦНС. В на-
стоящем обзоре рассматриваются современные представления о функциях белка ApoE в центральной 
нервной системе и иммунной системе, описываются изменения функциональной активности бел-
ка у носителей аллеля APOE4. Приводятся данные о влиянии полиморфизма гена APOE на фенотип 
моноцитов человека и их воспалительную активацию, метаболизм амилоида-бета, на специфический 
клеточный ответ к антигенам амилоида-бета и на проявления нейровоспаления при болезни Аль-
цгеймера. Обсуждается возможное участие иммунотропных эффектов ApoE в формировании повы-
шенного риска болезни Альцгеймера, характерного для носителей APOE4.

Ключевые слова: амилоид-бета, болезнь Альцгеймера, воспаление, иммунный ответ, нейродегенерация, ApoE
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APOE GENE POLYMORPHISM: THE IMPACT OF APOE4 
ALLELE ON SYSTEMIC INFLAMMATION AND ITS ROLE IN THE 
PATHOGENESIS OF ALZHEIMER’S DISEASE
Malashenkova I.K.a, b, Krynskiy S.A.a, b, Mamoshina M.V.a, c, 
Didkovskiy N.A.b 
a National Research Center “Kurchatov Institute”, Moscow, Russian Federation  
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Abstract. ApoE is a member of lipoprotein family. It is the most common lipoprotein in the central nervous 
system (CNS), secreted by astrocytes, microglia, neurons and immunocompetent cells, including lymphocytes, 
monocytes and macrophages. According to recent data, it has endotheliotropic and immunomodulatory 
functions, regulating inflammatory activation of mononuclear phagocytes and antigen-induced lymphocyte 
proliferation. APOE4  allele is a major genetic risk factor of Alzheimer’s disease, with prevalence 3-12 times higher 
in those who have this allele. Mechanisms that predispose carriers of the allele to earlier clinical presentation of 
neurodegeneration include changes in lipid metabolism in the CNS, in the buildup of neurotoxic amyloid-beta 
oligomers, in the clearance of amyloid-beta peptides from the CNS and in regulation of immune response. In 
this review the functions of ApoE protein in central nervous and immune system and changes in functional 
activity of the protein in APOE4 carriers are discussed. The impact of APOE4 allele on monocyte phenotype and 
inflammatory activation of monocytes, on specific cell-mediated immune response to amyloid-beta antigens 
and on effectiveness of immunomodulatory therapy in patients with Alzheimer’s disease summarized, as well 
as the possible role of changes in the immune response characteristic for APOE4 carriers in the increased risk 
of Alzheimer’s disease.

Keywords: amyloid-beta, Alzheimer’s disease, inflammation, immune response, neurodegeneration, ApoE

Введение
Аполипопротеин Е (ApoE) – белок семейства 

липопротеинов, входящий в состав хиломикро-
нов и липопротеинов промежуточной плотно-
сти. Наиболее высокий уровень его экспрессии 
отмечается в печени и в центральной нервной 
системе [52]. Ген APOE у человека имеет два рас-
пространенных и клинически значимых однону-
клеотидных полиморфизма (SNP) в позициях 112 
и 158, наследуемых кодоминантно. В зависимо-
сти от их сочетания различают три аллеля: АPOE2 
(cys112, cys158), АPOE3 (cys112, arg158), АPOE4 
(arg112, arg158) (табл. 1). Распространенность их 
варьирует в различных популяциях и составляет 
около 5-10%, 60-70% и 12-20% соответственно. 
В российской популяции распространенность 
аллеля APOE4 составляет 12-13% [1, 2, 3]. 

Болезнь Альцгеймера (БА) – первая по часто-
те причина деменции у лиц старше 65 лет. При-
мерно в половине случаев развитию БА предше-
ствует синдром мягкого когнитивного снижения 
амнестического типа (amnestic mild cognitive 
impairment, aMCI). Деменция развивается в сред-
нем у 15% больных aMCI за 1 год и более чем у 50% 

больных за 5 лет [40]. Наличие аллеля APOE4 яв-
ляется наиболее важным генетическим фактором 
риска БА: вероятность развития БА возрастает 
примерно в 3 раза у носителей гетерозиготного 
генотипа APOE3/АPOЕ4 и приблизительно в 12 
раз при гомозиготном генотипе APOE4/АPOЕ4 
(по сравнению с лицами, имеющими генотип 
APOE3/АPOЕ3). Сходным образом носительство 
APOE4 влияет на риск развития БА у пациентов 
с aMCI: по данным одной из работ, деменция 
развивается у 53% APOE4+ пациентов с aMCI и у 
22% больных, не имеющих этого аллеля [23]. На-
личие APOE4 ассоциируется с неблагоприятными 
исходами при инсульте, ЧМТ и травме спинного 
мозга и является фактором риска когнитивного 
снижения после химиотерапии, при рассеянном 
склерозе, ВИЧ-инфекции [30, 50]. Так, показа-
но, что у APOE4+ пациентов отмечаются более 
низкие результаты по шкалам зрительной памя-
ти и пространственного мышления при оцен-
ке через 8 лет после химиотерапии по поводу 
рака молочной железы или лимфомы [4]. Кроме 
того, в подгруппе здоровых пожилых носителей 
APOE4 (средний возраст 66 лет), имеющих низ-
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кий (в пределах нормы) уровень долговременной 
памяти, отмечается более длительное негативное 
воздействие на долговременную память после 
приема анксиолитика лоразепама [47].

Со времени обнаружения связи между поли-
морфизмами APOE и риском БА интенсивно изу-
чается роль кодируемого этим геном белка в нор-
мальном метаболизме ЦНС (участие в обмене 
липидов, влияние на метаболизм амилоида-бе-
та [Аβ], нейропротективные, эндотелиотропные, 
иммуномодулирующие функции) и значение на-
рушений его функций у носителей APOE4 в па-
тогенезе БА. В следующем разделе будут пред-
ставлены современные данные о нормальных 
функциях белка ApoE в ЦНС. 

Синтез и функции ApoE в центральной нервной 
системе

В ЦНС ApoE является наиболее распростра-
ненным аполипопротеином и обеспечивает наи-
больший вклад в местный обмен липидов и хо-
лестерола. Всего же в ЦНС на значимом уровне 
экспрессируются 8 из 22 известных липопроте-
инов. Средний уровень ApoE в ЦНС составляет 
0,3±0,2 мг/дл [27]. Главным источником ApoE 
в ЦНС выступают астроциты (так, у мышей 75% 
астроцитов экспрессируют ApoE), меньшая часть 
продуцируется микроглией (у мышей – около 
10% микроглии после введения каината), клет-
ками эпендимы, олигодендроцитами, гладкими 
миоцитами сосудов ЦНС [52]. Повышение син-
теза ApoE происходит в ответ на активацию ре-
цепторов LXR (печеночные Х-рецепторы) и RXR 
(ретиноидные Х-рецепторы), сигнализирующую 
о повышении уровня холестерола, а также в ответ 
на действие транскрипционного фактора NF-kB, 
участвующего в запуске воспалительного ответа. 
In vivo синтез ApoE индуцируется в ответ на по-
вреждение нервной системы: так, при травме пе-
риферического нерва продукция ApoE местными 
резидентными макрофагами повышается в 100-
200 раз. По современным представлениям, повы-
шение синтеза ApoE оказывает при повреждении 
ЦНС нейропротективное действие и стимулиру-
ет аксональную регенерацию. В частности, ApoE 
участвует в перераспределении липидного мате-
риала поврежденных аксонов к регенерирующим 
нервным волокнам [58]. Кроме того, ApoE уча-
ствует в местной активации астроцитов, проис-
ходящей в ответ на повреждение и способствую-
щей оптимальной нейрорегенерации [17].

ApoE может синтезироваться и нейронами 
ЦНС, однако лишь в условиях повреждения, 
например, при эксайтотоксическом или гипок-
сическом воздействии [59]. Так, у крыс через 30 
мин после экспериментально вызванного субду-
рального кровоизлияния ApoE обнаруживается 
в нейронах головного мозга, и детектируемые 

уровни белка сохраняются через 2 и 4 часа. Ана-
логичный эффект отмечается при ишемическом 
воздействии: через 72 часа после транзиторной 
окклюзии сонных артерий у крыс ApoE обнару-
живается в перикарионах и отростках пирамид-
ных клеток гиппокампа [28]. В последние годы 
появились данные, что экспрессия ApoE в ней-
ронах контролируется специфичным для этих 
клеток вариантом мРНК, ApoEI3 mRNA (мРНК 
ApoЕ с сохранением интрона 3), обнаруживае-
мым в основном в нейронах коры больших по-
лушарий и гиппокампа. В нормальных условиях 
ApoEI3 mRNA локализуется почти исключитель-
но в ядрах клеток, и трансляция белка происходит 
на очень низком уровне. Однако повреждающие 
воздействия способствуют вырезанию интрона 3 
из ApoEI3 mRNA, после чего она может пере-
мещаться из ядра в цитоплазму и подвергаться 
трансляции [60].

Большая часть синтезируемого в ЦНС ApoE 
входит в состав липопротеиновых частиц, схо-
жих с липопротеинами высокой плотности и со-
держащих фосфолипиды и холестерол [34]. Эти 
частицы содержатся также в спинномозговой 
жидкости, где уровень ApoE составляет око-
ло 5 мкг/ мл. Имеются данные, что метаболизм 
липопротеинов в ЦНС включает цикл измене-
ний белкового и липидного состава, сравнимый 
с аналогичным циклом существования липопро-
теинов плазмы [61]. ApoE в составе липопроте-
иновых частиц присоединяет холестерол, вза-
имодействуя с клеточным рецептором ABCA1, 
экспрессируемым микроглией, астроцитами 
и нейронами. В дальнейшем холестерол транс-
портируется к другим клеткам, захватывается 
с помощью рецепторов LDLR, LRP1, VLDLR, 
LR8/ApoER-2 и LRP2 и может использоваться 
нейронами при синаптогенезе и аксональной ре-
генерации [39]. Обмена синтезированным ApoЕ 
между ЦНС и периферическими тканями не про-
исходит [27].

ApoE также обладает эндотелиотропными 
функциями: взаимодействуя с рецептором эндо-
телиальных клеток LR8/ApoER-2, он индуцирует 
такие эффекты, как синтез NO-синтазы, повыше-
ние миграционной способности эндотелиоцитов 
и уменьшение адгезии моноцитов к эндотелию. 
Однако изоформа АpоЕ4 обладает сниженной 
функциональной активностью и выступает анта-
гонистом рецептора LR8/ApoER-2. С этим может 
быть связан повышенный риск атеросклероза 
и кардиоваскулярных расстройств, характерный 
для носителей APOE4 [52].

Еще одна недавно описанная функция ApoE – 
влияние на гематоэнцефалический барьер (ГЭБ). 
Проницаемость ГЭБ повышена у мышей, нокаут-
ных по APOE, и у трансгенных мышей-носителей 
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APOE4. Повышение проницаемости ГЭБ у этих 
мышей происходит за счет активации провос-
палительного пути «циклоспорин А – NF- kB – 
матриксная металлопротеиназа 9» в перицитах 
сосудов ГЭБ [14]. В условиях повышенной про-
ницаемости ГЭБ увеличивается влияние пери-
ферического воспаления на иммунный ответ 
в ЦНС, что может способствовать развитию ней-
ровоспаления и усиливать нейродегенеративные 
изменения у лиц, предрасположенных к БА.

К другим описанным функциям ApoE отно-
сятся влияние на окислительный стресс, влияние 
на стабильность микротрубочек нейронов, вли-
яние на синаптическую пластичность, влияние 
на апоптоз [8, 19, 35, 36, 41].

ApoE и болезнь Альцгеймера
В начале 90-х гг. было обнаружено, что бе-

лок ApoE в ЦНС имеет свойство накапливаться 
в амилоидных бляшках. В 1993 г. показано, что 
наличие аллеля APOE4 – фактор риска развития 
БА [39]. 

В настоящее время известно, что наличие ал-
леля APOE4 усиливает и ускоряет формирование 
нерастворимых отложений Аβ в мозге при ког-
нитивных нарушениях, а также у здоровых лиц. 
В частности, у здоровых носителей APOE4 сред-
него и пожилого возраста, а также у пациентов 
с болезнью Паркинсона, имеющих этот аллель, 
ПЭТ-исследования показывают увеличение от-
ложений Аβ в ЦНС [5, 11, 31]. При MCI APOE4 
также ассоциируется с более выраженной амило-
идной нагрузкой [11].

Эксперименты на трансгенных животных, 
предрасположенных к БА, показывают, что носи-
тельство APOE4 ускоряет образование амилоид-
ных бляшек и развитие дистрофии прилежащей 
к бляшкам паренхимы ЦНС. Кроме того, как по-
казано на мышах, при наличии аллеля APOE4 об-
разующиеся амилоидные бляшки имеют тенден-
цию к локализации не в паренхиме, а поблизости 
от стенок артериол (периваскулярно) [26]. Со-
гласно недавно полученным данным, у человека 
периваскулярный характер локализации амило-
идных отложений является независимым фак-
тором риска БА (относительный риск 6,26 у лиц 
с выраженными периваскулярными отложения-
ми Аβ по сравнению с теми, у кого они отсутству-
ют или незначительны) [10].

Механизмы влияния изоформы ApoE4 
на формирование амилоидных бляшек и на ней-
ротоксическое действие Аβ в настоящее время 
изучаются. Частично они связаны с наруше-
нием у носителей полиморфизма регуляции 
метаболизма Аβ. Показано in vitro, что ApoE, 
как свободный, так и входящий в состав липо-
протеинов, связывает Аβ, при этом прочность 
образуемого комплекса уменьшается в ряду 

ApoE2 > ApoE3 > ApoE4 [15, 51]. Образование 
комплекса с ApoE способствует клиренсу вне-
клеточного амилоида, облегчая его эндоцитоз 
микроглией и астроцитами ЦНС посредством 
взаимодействия ApoE с мембранными рецепто-
рами-мусорщиками LRP1. По данным, получен-
ным на мышах, клиренс Аβ из интерстициальной 
жидкости ЦНС у носителей APOE4 замедлен [16]. 
Кроме влияния ApoE на эндоцитоз амилоида, 
эти различия могут быть связаны с особенно-
стями транспорта Аβ через ГЭБ в зависимости 
от изоформы ApoE. Показано, что ApoE замед-
ляет транспорт растворимых форм Аβ через ГЭБ, 
причем наиболее сильный эффект оказывает 
ApoE4, а наиболее слабый – ApoE2 [27]. Также 
изоформы ApoE различаются по способности 
стимулировать транспорт в лизосомы амилоида, 
захваченного клетками микроглии, и его после-
дующий протеолиз. Изоформа ApoE4 в меньшей 
степени стимулирует эти процессы [30].

Однако изоформа АпоЕ4 участвует в патогене-
зе БА не только за счет сниженной функциональ-
ной активности, но и за счет вовлечения неактив-
ных у носителей АпоЕ3 механизмов. По данным 
исследований in vitro, связываясь с Аβ, ApoE4 
способствует образованию и стабилизации его 
формы, наиболее токсичной для нейронов – 
олигомерных амилоидных фибрилл [24]. После 
инактивации разлагающего Аβ фермента непри-
лизина у мышей, экспрессирующих ApoE4, (в от-
личие от мышей, экспрессирующих ApoE3) отме-
чается повышение экспрессии рецептора LRP1 
нейронами области СА1 гиппокампа, и в этой 
же области у них имеет место накопление Аβ [25]. 
Поскольку белок ApoE4 не влияет на уровень 
экспрессии mRNA LRP1, вероятно, речь идет 
о посттранскрипционной регуляции.

Роль иммуномодулирующего действия ApoE 
в патогенезе хронической нейродегенерации при 
болезни Альцгеймера

Влияние ApoE на врожденный иммунитет
Патогенез БА, согласно современным пред-

ставлениям, в значительной степени обуслов-
лен нарушением регуляции иммунного ответа 
в ЦНС [46]. Отмечается патологическая актива-
ция микроглии (специализированных макрофа-
гов ЦНС), при которой нейроны подвергаются 
токсическому действию свободных радикалов 
и нарушается эффективный захват амилоидных 
отложений микроглией. Избыточная активация 
микроглии может поддерживаться системным 
воспалением за счет нескольких механизмов: 
активного транспорта провоспалительных цито-
кинов через ГЭБ, активации окончаний nervus 
vagus, модулирующего воспалительный ответ 
в ЦНС, синтеза медиаторов воспаления клет-
ками ГЭБ (см., например, обзор [38]). В связи 
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с этим представляет интерес вопрос о влиянии 
на системный иммунный ответ и иммунный от-
вет в ЦНС различных изоформ ApoE. 

Показано, что ApoE модулирует воспалитель-
ную активацию мононуклеарных фагоцитов. 
Трансгенная экспрессия ApoE мышиными ма-
крофагами снижает поляризацию макрофагов 
в сторону провоспалительного фенотипа М1, 
характеризуемого продукцией цитокинов IL-1β, 
IL-6, TNFα (в больших концентрациях токсич-
ны для нейронов), и повышает их поляризацию 
в сторону противовоспалительного фенотипа 
М2, характеризуемого продукцией цитокинов 
IL-4, IL-10, оказывающих нейропротективный 
эффект. Механизмы этого воздействия ApoE 
подробно не изучены, но, по некоторым данным, 
связаны с регуляцией фосфорилирования вну-
триклеточных киназ семейства p38 MAPK при 
связывании ApoE с мембранными рецепторами-
мусорщиками LRP1 [22]. 

Для изоформы ApoE4 характерна снижен-
ная иммунорегуляторная активность [9]. Так, 
показано в исследованиях на культурах клеток 
и in vivo на грызунах, что экспрессия APOE4 ас-
социируется с повышением выраженности вос-
палительного ответа макрофагов [29, 55]. Транс-
генные мышиные макрофаги, экспрессирующие 
эту изоформу белка, характеризуются при стиму-
ляции липополисахаридом (ЛПС), более высо-
кой продукцией провоспалительного цитокина 
TNFα и сниженной продукцией противовоспа-
лительного IL-10, синтезируют большее количе-
ство гем-1-оксигеназы (белка, ассоциируемого 
с окислительным стрессом) и демонстрируют 
большую активацию транскрипционного фак-
тора NF-kB, чем экспрессирующие ApoE3 ма-
крофаги [29]. Кроме того, макрофаги и клетки 
микроглии APOE4+ мышей более активно, чем 
в контрольной группе, отвечают на стимуляцию 
провоспалительными цитокинами синтезом ме-
диатора воспаления оксида азота (NO) [18, 54]. 
Также показано, что клетки мышиной микро-
глии, экспрессирующие ApoE4, in vitro секрети-
руют более высокий уровень провоспалительных 
цитокинов и оказывают более выраженное цито-
токсическое действие на мышиные нейроны, чем 
при экспрессии ApoE3 (промежуточный уровень 
воспалительной активации) и ApoE2 (наимень-
ший уровень воспалительной активации) [33]. 
Эффект аллеля APOE4 на активацию микроглии 
является дозозависимым (сильнее у гомозигот-
ных, чем у гетерозиготных носителей) и сопро-
вождается усилением экспрессии мРНК транс-
крипционного фактора NF-kB [45, 53].

In vivo у трансгенных мышей-носителей 
APOE4 при введении ЛПС отмечается более вы-
раженное повышение уровня провоспалитель-

ных цитокинов TNFα и IL-6 [32]. Также для них 
по сравнению с мышами-носителями APOE3 
характерен повышенный уровень летальности 
при моделировании сепсиса методом перевязки 
и пункции слепой кишки [55]. 

У людей-носителей аллеля ApoE4 (генотип 
ApoE3/ApoE4) отмечаются аналогичные измене-
ния врожденного иммунитета. Так, полученные 
от них макрофаги характеризуются повышен-
ной продукцией NO в ответ на стимуляцию [18]. 
Кроме того, при введении носителям ApoE4 
ЛПС внутривенно отмечается более высокая ли-
хорадка, большее повышение TNFα и большее 
повышение IL-6 на ранних сроках. У пациентов 
с тяжелым сепсисом наличие аллеля ApoE4 ассо-
циируется с большей выраженностью коагулопа-
тии [27]. В одном исследовании с небольшой вы-
боркой изучалась спонтанная и индуцированная 
фитогемагглютинином А продукция провоспа-
лительных цитокинов мононуклеарными клет-
ками периферической крови у пациентов с БА. 
У носителей APOE4 по сравнению с теми, кто 
не имел этого аллеля, был показан повышенный 
уровень продукции IL-1β [44]. 

Другой аспект иммуномодулирующих функ-
ций ApoE связан с тем, что этот белок, связывая 
липидные антигены, способствует их рецептор-
зависимому эндоцитозу антиген-представляю-
щими клетками (АПК), в результате которого 
антигены попадают в CD1-содержащие эндосо-
мы [13, 20]. В дальнейшем в комплексе с CD1 они 
презентируются на поверхности АПК для рас-
познавания инвариантными рецепторами NKT-
клеток. Таким образом, секреция ApoE АПК вы-
ступает в качестве одного из механизмов оценки 
антигенного состава среды. Предполагается, что 
ApoE-зависимая активация NKT-клеток играет 
роль в патогенезе атеросклероза [37] и, следова-
тельно, может влиять и на риск БА, вероятность 
развития которой возрастает при атеросклерозе 
сосудов ЦНС. 

Влияние ApoE на адаптивный (гуморальный 
и клеточный) иммунитет

Нормальное функционирование механизмов 
гуморального иммунитета препятствует форми-
рованию отложений Аβ в ЦНС и развитию хро-
нического нейровоспаления. Особое значение 
при этом принадлежит антителам класса IgG, 
специфичным к Аβ, которые in vitro способны 
угнетать агрегацию Аβ и его цитотоксическое 
действие, а при моделировании БА на мышах их 
введение улучшает память и другие когнитив-
ные функции [56]. Такие антитела присутствуют 
в естественном репертуаре IgG, хотя у пациен-
тов с БА их уровень снижен [57]. Помимо воз-
действия на клиренс амилоида, антитела класса 
IgG оказывают иммуномодулирующее действие. 
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У предрасположенных к БА мышей с сопутству-
ющим комбинированным иммунодефицитом, 
включающим дефицит гуморального иммунитета 
(мыши Rag-5xfAD), отмечаются признаки нейро-
воспаления (выраженная активация микроглии 
с увеличением продукции провоспалительных 
цитокинов и уменьшением фагоцитарной функ-
ции), а также более чем двукратное увеличение 
отложения Аβ в ЦНС. Внутривенное введение 
IgG улучшает у этих мышей клиренс амилоидных 
отложений и уменьшает проявления нейродеге-
нерации [31]. Показано, что IgG способны ча-
стично проникать через ГЭБ.

Эти данные служат патогенетическим обо-
снованием применения внутривенного введения 
нормального человеческого иммуноглобулина 
(ВВИГ) при БА. Терапия ВВИГ отличается зна-
чительно большей безопасностью по сравнению 
с введением моноклональных антител, специ-
фичных к Аβ. Представляет интерес изучение 
репертуара антител к Аβ и других особенностей 
гуморального иммунитета при различных фе-
нотипах БА и, в частности, при БА у носителей 
APOE4. 

Имеющиеся в настоящее время данные о вли-
янии изоформы ApoE4 на гуморальный иммун-
ный ответ недостаточны и получены в основном 
в экспериментах на мышах. У этих животных 
генотип по APOE влияет на уровень и соотноше-
ние подтипов иммуноглобулинов в ЦНС: мыши 
APOE4+ имеют достоверно более низкий уровень 
общего IgG и антител подкласса IgG2b в мозге, 
чем мыши APOE3+ [62]. У человека различий 
по содержанию IgG в ЦНС и сыворотке кро-
ви в зависимости от генотипа по ApoE не было 
показано. Однако у APOE4+ пациентов с БА, 
в отличие от не имеющих этого аллеля, в мета-
анализе клинических исследований отмечено по-
ложительное влияние на когнитивные функции 
от применения ВВИГ [48]. 

Влияние ApoE на клеточный адаптивный от-
вет является, по имеющимся данным, в основном 
супрессирующим. Показано, что ApoЕ угнетает 
митоген- и антиген-стимулированную проли-
ферацию Т-клеток in vitro. In vivo у мышей, но-
каутных по ApoE, отмечается более выраженное 
повышение плазменного уровня Th1-цитокинов 
IFNγ и IL-12 в ответ на введение ЛПС и других 

иммуностимуляторов [6]. При этом для угнетаю-
щего действия на Th1-ответ достаточно фрагмен-
та молекулы ApoE, содержащего рецептор-свя-
зывающий участок 133-149 [32]. 

В исследованиях показано, что CD4+T-клетки 
(Т-хелперы), специфичные к эпитопам Аβ, ока-
зывают защитное действие при БА. Так, у мы-
шей их внутривенное введение улучшает когни-
тивные функции, уменьшает число амилоидных 
бляшек в головном мозге и увеличивает способ-
ность микроглии к фагоцитозу Аβ [21, 22, 42]. 
По мере старения у человека отмечается умень-
шение числа специфичных к Аβ CD4+ клеток, 
что может после некоторого латентного периода 
способствовать когнитивному снижению и раз-
витию БА. При этом у носительниц аллеля APOE4 
двукратное снижение в крови числа естествен-
ных специфичных к Аβ CD4+ клеток наступает 
в среднем на 10 лет раньше (в возрасте 45-52 лет), 
чем у женщин, не имеющих данного аллеля [12]. 
Эти данные представляют особый интерес в свете 
того факта, что у женщин аллель APOE4 в боль-
шей степени повышает риск БА, чем у мужчин, 
причем наиболее ярко это различие проявляет-
ся у лиц в возрасте старше 70 лет [7, 43]. Следу-
ет, впрочем, отметить, что оно характерно лишь 
для гетерозиготных носителей APOE4, в то вре-
мя как у гомозиготных мужчин и женщин по-
вышение риска БА является приблизительно 
равнозначным [49]. Можно предположить, что 
больший риск БА – у женщин – гетерозиготных 
носительниц APOE4 частично обусловлен осо-
бенностями возрастной динамики специфичных 
к Аβ CD4+ клеток. Другое возможное объясне-
ние – повышенный кардио васкулярный риск 
у мужчин-носителей APOE4, в связи с которым 
не исключено, что для таких мужчин, достигаю-
щих старшей возрастной группы, характерно на-
личие дополнительных генетических факторов, 
уменьшающих риск сердечно-сосудистых забо-
леваний и, возможно, риск БА. Однако проверка 
этой гипотезы не проводилась.

Заключение
Генетический полиморфизм APOE4 является 

фактором риска БА с поздним началом и ряда 
других заболеваний ЦНС, носители полимор-
физма имеют повышенный риск когнитивного 

ТАБЛИЦА 1. АЛЛЕЛИ АроЕ У ЧЕЛОВЕКА
TABLE 1. ApoE ALLELES IN HUMANS

Аллели АроЕ
АроЕ alleles 112 158 Средняя частота

Mean prevalence
APOE2 Cys Cys 5-10%
APOE3 Cys Arg 60-70%
APOE4 Arg Arg 15-20%



309

ApoE, воспаление и болезнь Альцгеймера
ApoE, inflammation and Alzheimer disease2018, Vol. 20,  3

2018, Т. 20, № 3

снижения при инфекциях и травмах ЦНС, лекар-
ственных интоксикациях. В рамках современных 
представлений о патогенезе БА, нарушение ней-
роиммунных взаимодействий у носителей аллеля 
APOE4 может выступать важным компонентом 
в механизмах формирования у них предрасполо-
женности к БА (рис. 1, см. 2-ю стр. обложки). Так, 
хорошо изучены особенности фенотипа и ответа 
на активационные стимулы макрофагов и кле-
ток микроглии при естественной или индуци-
рованной в эксперименте экспрессии изоформы 
ApoE4, свидетельствующие о повышенной чув-
ствительности этих клеток системы врожденного 
иммунитета к воспалительной активации у но-
сителей данного генетического варианта. Име-
ются данные о повышенном нейротоксическом 
действии микроглии, экспрессирующей ApoE4, 
в экспериментальных моделях нейродегенера-
ции. Эти изменения укладываются в рамки пред-
ставлений о склонности к развитию хроническо-
го нейровоспаления, связанного с повышенной 
чувствительностью клеток микроглии к актива-
ционным стимулам, у лиц, имеющих повышен-
ный риск БА. Их патогенетическую значимость 
необходимо рассматривать в комплексе с влия-
нием ApoE4 на метаболизм Аβ, способствующим 
образованию токсичных для нейронов и вызы-
вающих воспалительную активацию микроглии 

олигомеров амилоида и формированию перива-
скулярных амилоидных бляшек в ЦНС, а также 
с воздействием ApoE4 на проницаемость гемато-
энцефалического барьера, неблагоприятным 
для клиренса Аβ из ЦНС.

Сведения о влиянии ApoE на адаптивный им-
мунитет являются фрагментарными и получены 
в большей степени на животных и с помощью 
in vitro моделей. Имеющиеся данные, приведен-
ные в настоящем обзоре, свидетельствуют о на-
рушении клеточных и гуморальных механизмов 
адаптивного иммунного ответа на Аβ у APOE4+ 
лиц, что может способствовать патогенезу БА 
и влиять на эффективность пассивной и активной 
иммунотерапии этого заболевания, а также на ве-
роятность побочных эффектов иммунотерапии.

Таким образом, носители генетического по-
лиморфизма APOE4 имеют ряд особенностей 
иммунного ответа, которые играют роль в фор-
мировании у них предрасположенности к БА. 
Дальнейшее комплексное изучение влияния изо-
формы ApoE4 на показатели иммунитета у паци-
ентов, входящих в группы риска по развитию БА, 
в частности у больных амнестическим мягким 
когнитивным снижением, представляется важ-
ным для поиска новых методов прогнозирования 
течения когнитивных расстройств и разработки 
индивидуализированных подходов к их терапии. 
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КЛЕТОЧНАЯ ИММУНОТЕРАПИЯ – СОВРЕМЕННЫЙ 
ПОДХОД К ЛЕЧЕНИЮ ОНКОЛОГИЧЕСКИХ ЗАБОЛЕВАНИЙ
Лежнин Ю.Н., Христиченко А.Ю., Ратникова Н.М., Кравченко Ю.Е., 
Чумаков С.П.
ФГБУН «Институт биоорганической химии им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова» 
Российской академии наук, Москва, Россия

Резюме. Выяснение механизмов врожденного иммунитета, отвечающих за защиту от возникнове-
ния злокачественных опухолей, способствует разработке новых подходов к терапии рака, основанных 
на активации иммунной системы пациента. Ранее иммунотерапия рака базировалась на подходах 
к активации иммунных механизмов противоопухолевой защиты путем разного рода неспецифиче-
ских иммуностимуляторов, введения цитокинов и прочих белковых факторов, а также создания про-
тивораковых вакцин на основе опухолевых клеток. Новые данные о разнообразии взаимодействий 
между иммунными и опухолевыми клетками, позволяют использовать для терапии рака и препараты 
на основе самих иммунных клеток. В частности, активно испытывается эффективность транспланта-
ции противоопухолевых иммунных клеток, экспансия активных популяций иммунных клеток ex vivo, 
приемы, приводящие к повышению их противоопухолевой активности и специфичности. На стадии 
разработки находятся подходы к нацеливанию иммунных клеток на определенные раковые антиге-
ны, конверсии супрессирующего действия клеток опухолевого микроокружения в противоопухоле-
вое, а также к использованию иммунных клеток для подавления развития опухолевой инфраструкту-
ры. В обзоре оцениваются перспективы развития клеточной иммунотерапии опухолей и области их 
применения. 

Ключевые слова: клеточная иммунотерапия, терапевтические антитела, адоптивная иммунотерапия, денритноклеточные 
вакцины, химерные рецепторы

CELLULAR IMMUNOTHERAPY: A MODERN APPROACH TO 
TREATMENT OF ONCOLOGICAL DISEASES
Lezhnin Yu.N., Khristichenko A.Yu., Ratnikova N.M.,  
Kravchenko Yu.E., Chumakov S.P.
Shemyakin–Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Moscow, Russian Federation

Abstract. Our understanding of anticancer immune surveillance currently serves as a basis for development 
of novel therapies that utilize patient’s own immune system as an anticancer agent. Previously, cancer 
immunotherapy mostly included non-specific immunomodulating agents, cytokines, or cancer cell-based 
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tumor vaccines. Emerging understanding of diverse interactions between the immune system and cancer cells 
allows to develop novel, more effective therapeutic approaches that target only specific populations of immune 
cells. Recent studies focus on testing efficiency of allogenic and authologous anticancer immunity, strategies 
for ex vivo expansion of these cells, and approaches to increase their anticancer activity and specificity. Most 
recent approaches focus on re-targeting immune cells to specific tumor antigens, shifting the balance of 
immunosuppressive tumor microenvironment towards immune stimulation and utilizing immune cells to 
target tumor architecture. This review is focused on the prospects of different immuno-therapeutic strategies.

Keywords: сellular immunotherapy, therapeutic antibodies, adoptive immunotherapy, cancer vaccine, chimeric antigen receptor
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Введение
В середине 20-го века на стыке молекулярной 

биологии, биохимии, цитологии и иммунологии 
возник принципиально новый подход к лечению 
онкологических заболеваний – иммунотерапия. 
В основе этого метода лежит идея использова-
ния собственной иммунной системы пациента 
для борьбы с раком. Обычно иммунная система 
пациента не способна справиться с болезнью са-
мостоятельно, поскольку раковые клетки выра-
батывают механизмы защиты, позволяющие им 
уходить из-под ее контроля. Для успешной борь-
бы с новообразованием организму требуется уси-
ление или перенаправление иммунного ответа. 
Для этих целей успешно разрабатывается ряд им-
мунотерапевтических подходов, таких как имму-
номодулирующие воздействия, моноклональные 
антитела, а в последнее время также и иммунные 
клетки. 

Использование иммунных клеток, или кле-
точная иммунотерапия – наиболее молодое 
и перспективное направление иммунотерапии. 
Оно заключается во введении пациенту попу-
ляций иммунных клеток, обладающих прямым 
противоопухолевым действием, либо модифи-
цированных антигенпрезентирующих клеток, 
способных «обучить» собственные иммунные 
клетки пациента распознавать антигенные мар-
керы опухоли. Впервые такая разновидность им-
мунотерапии была применена в клинике в 2010 
году компанией Dendrion Corporation, испы-
тавшей для лечения рака простаты свою вакци-
ну на основе дендритных клеток [175]. Сейчас 
для клеточной иммунотерапии, помимо ден-
дритных клеток, начинают испытываться и при-
емы с использованием макрофагов, Т-хелперных 
и цитотоксических Т-лимфоцитов, натуральных 
киллеров и других типов иммунных клеток. Ис-

пользуемые подходы условно можно разделить 
на терапию с применением клеток врожденного 
либо адаптивного иммунитета. Благодаря совре-
менным технологиям и новым открытиям, кле-
точная иммунотерапия быстро совершенствуется 
и демонстрирует многообещающие результаты 
в лечении различных типов онкопатологий. 

Терапия с использованием клеток врожденного 
иммунитета

Механизмы врожденного иммунитета служат 
в качестве первой линии защиты от развития зло-
качественных заболеваний, осуществляя посто-
янный контроль организма за качеством клеток. 
В основе этих механизмов лежит распознавание 
нехарактерных для нормальных клеток черт (пат-
тернов) и выбраковки на их основе измененных 
и потенциально опасных клеток. Врожденный 
иммунитет достаточно эффективно справляется 
с ограниченным числом возникающих дефект-
ных клеток, но может оказаться неспособным 
бороться с уже возникшими массами опухолевых 
клеток. 

Натуральные киллеры (NK-клетки)
Распознавание и уничтожение натуральными 

киллерами клеток-мишеней зависит от баланса 
между сигналами, поступающими от активиру-
ющих и ингибирующих рецепторов на поверх-
ности NK-клетки [18, 120]. К активирующим 
рецепторам NK-клеток относятся цитотокси-
ческие (NKp46, NKp30 и NKp44), иммуногло-
булин-подобные (KIR-2DS и KIR-3DS) и лек-
тиновые рецепторы С-типа (CD94/NKG2C, 
NKG2D, NKG2E/H, NKG2F). Ингибирующие 
рецепторы представлены иммуноглобулин-по-
добными (KIR-2DL и KIR-3DL) и лектиновы-
ми рецепторами С-типа (CD94/NKG2A/B). При 
контакте с нормальной клеткой, ингибирующие 
рецепторы связываются с молекулами главного 
комплекса гистосовместимости I класса (МНСI) 
и предотвращают или подавляют активацию 
натуральных киллеров. Трансформированные 
клетки обычно экспрессируют мало молекул 
MHCI, что вызывает активацию NK-клеток. 
Кроме этого, стрессы, повреждения ДНК и па-
тологическая трансформация клеток приводят 
к экспрессии на поверхности белков и рецеп-
торов (NKG2DL, BAT3, AICL, CD155, CD112, 
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CD48 и др), которые также распознаются акти-
вирующими рецепторами и стимулируют про-
цесс выбраковки [104, 105, 179]. 

Натуральные киллеры могут уничтожать 
клетки двумя способами – путем выброса цито-
токсических белков или секрецией лигандов 
мембранных рецепторов, стимулирующих са-
моуничтожение клеток. В первом случае, по-
сле распознавания клетки-мишени, происходит 
выброс содержимого внутриклеточных гранул 
натурального киллера, содержащих перфорин 
и гранзимы. Перфорин встраивается в мембра-
ну-клетки мишени и образует трансмембранные 
поры, через которые в клетку проникают гранзи-
мы. Попадая в цитоплазму, гранзимы, являющи-
еся сериновыми протеазами, вызывают каспазо- 
зависимый и каспазо-независимый апоптоз [79]. 
Второй способ проявления цитотоксичности на-
туральных киллеров использует секрецию мо-
лекул суперсемейства фактора некроза опухоли 
(TNF) – Fas-лиганда и TRAIL. На поверхности 
клеток эти лиганды связываются с соответству-
ющими «рецепторами смерти» и запускают про-
цесс апоптоза [79, 166] (рис. 1). Примечательно, 
что NK-клетки также секретируют гамма-ин-
терферон (IFNγ), который стимулирует процесс 
адаптивного иммунного ответа, приводя к суще-
ственному усилению противоопухолевого дей-
ствия [126]. 

Проведение иммунотерапии NK-клетками ос-
ложняется тем, что опухолевые клетки часто вы-
рабатывают защитные механизмы, позволяющие 
им ускользать от узнавания натуральными кил-
лерами. Примеры этому включают частое сни-
жение экспрессии молекул адгезии и лигандов 
для цитотоксических рецепторов, а также увели-
чение секреции таких иммуносупрессирующих 
факторов, как IL-10 и TGF-β [29, 179]. Зачастую 
также наблюдается снижение числа и цитоток-
сической активности натуральных киллеров, 
уменьшение экспрессии активирующих и уве-
личение ингибирующих рецепторов на поверх-
ности NK-клеток [162]. Поскольку на практике 
у онкологических больных активность NK часто 
угнетена, что способствует прогрессии заболева-
ния, задачей иммунотерапии является восстанов-
ление и усиление функциональности NK-клеток. 

Аутологичные NK-клетки
Для иммунотерапии натуральными киллера-

ми чаще всего используют собственные (аутоло-
гичные) NK-клетки пациента. Эффект терапии 
можно усилить за счет экспансии клеток ex vivo 
для последующей трансплантации пациенту. 
Также экспансию NK-клеток можно активизи-
ровать непосредственно в организме пациента 
введением цитокинов, стимулирующих их про-
лиферативную активность, таких как IL-2, IL-12, 

IL-15, IL-18, IL-21 [42, 155]. Введение цитокинов 
может вызвать осложнения, например, большие 
дозы IL-2 могут привести к увеличению числа ре-
гуляторных Т-лимфоцитов (Treg), подавляющих 
активность NK-клеток [155]. Кроме того, пере-
дозировка IL-2 вызывает синдром повышенной 
проницаемости сосудов, болезнь Кларксона. 
Сейчас в экспериментальной медицине активнее 
применяют IL-15, хорошо зарекомендовавший 
себя при лечении рака легких, но и в этом случае 
для достижения результата требуются значитель-
ные дозы препарата, зачастую негативно сказы-
вающиеся на здоровье пациентов [90]. Более без-
опасно экспансировать NK-клетки in vivo можно 
введением комбинации небольших доз несколь-
ких цитокинов, к примеру, GM-CSF, IFNα, IL-2 
и IL-15 [162]. 

Рисунок 1. (A) Активация натурального киллера в ответ 
на распознавание MICA лиганда активационным 
рецептором NKG2D. В результате активации происходит 
синтез и секреция гранзимов и перфоринов, а также 
ряда факторов, которые запускают механизмы 
клеточного апоптоза. (Б) Формирование толерантности 
натурального киллера по отношению к раковой клетке 
в ответ на взаимодействие ингибирующего рецептора 
KIR2DL с молекулами MHCI, экспрессирующимися 
на поверхности раковой клетки
Figure 1. (A) Activation of NK cell following interaction between 
MICA ligand and activation receptor NKG2D. As a result of this 
process, NK cell starts to synthesize and secrete granzymes 
and perforins, along with other proteins that induce apoptosis of 
tumor cell. (B) Sustaining tolerance of NK cell towards cancer 
cell after interaction of inhibitory receptor KIR2DL with MHC I 
molecules that are expressed on the surface of cancer cells

А (A)

Б (B)

Экспрессия
FasL,TRAIL, Интерферона-гамма (IFNγ)
Фактора некроза опухоли-альфа (TNFα)

Expression of FasL,TRAIL, IFNγ, TNFα
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Наряду с трудностями при проведении экс-
пансии аутологичных NK-клеток, их применение 
также сопряжено с рядом проблем. При взаимо-
действии с нормальными клетками, экспониру-
ющими молекулы MHCI, NK-клетки связывают 
их своими ингибирующими KIR-рецепторами 
и утрачивают цитотоксическую активность. 
Многие опухолевые клетки теряют способность 
экспрессировать MHCI, что делает их чувстви-
тельными к NK-терапии, однако некоторые со-
храняют экспрессию MHCI, что ограничивает 
возможности терапии этого типа. Восстановить 
цитотоксический потенциал NK-клеток в этом 
случае можно за счет блокирования ингибиру-
ющих KIR-рецепторов моноклональными анти-
телами. На сегодняшний день уже существует 
ряд антител к KIR-рецепторам, например, мо-
ноклональные антитела 1-7F9 (IPH2101) (и ос-
нованный на них препарат Lirilumab) способны 
блокировать KIR2DL1, KIR2DL2 и KIR2DL3 ре-
цепторы, препятствуя их взаимодействию с мо-
лекулами рецепторов класса MHCI – HLA-C. 
Анти-KIR антитела способствуют распознава-
нию и уничтожению натуральными киллерами 
опухолевых клеток, экспрессирующих HLA-C [7] 
в экспериментах in vitro и in vivo. Например, вве-
денные в трансгенных мышей линии Rag1KO 
спленоциты, экспрессирующие HLA-Cw3, уда-
ляются иммунной системой животных через 20 
часов после введения дозы антитела 1-7F9 [156]. 
Отбирают антитела обычно к определенным под-
семействам ингибирующих KIR-рецепторов [23, 
69]. Такие антитела позволяют активировать на-
туральные киллеры исключительно против опу-
холевых клеток, экспрессирующих тот или иной 
аллотип HLA [123]. Моноклональные антите-
ла 1-7F9 уже прошли первую фазу клинических 
испытаний на пациентах с острым миелоидным 
лейкозом (AML). Результаты указывают на без-
опасность препарата, а также долгосрочность 
(более двух недель) эффективного блокирова-
ния KIR-рецепторов при однократном введении 
дозы [140]. 

Аллогенные NK-клетки
Для терапевтических целей можно также ис-

пользовать аллогенные НК клетки, полученные 
от другого человека [147]. Существует мнение, 
что аллогенные НК клетки могут даже быть пред-
почтительными. Некоторые KIR-рецепторы ал-
логенных NK-клеток донора и молекулы MHCI 
(HLA для лейкемических клеток) реципиента 
не совпадают, что позволяет обойти проблему 
применения аутологичных NK-клеток, кото-
рые часто не могут распознавать и убивать опу-
холевые клетки из-за полного соответствия их 
ингибирующих рецепторов молекулам MHCI 
опухоли [148]. Безопасность и эффективность 

применения аллогенных натуральных килле-
ров подтверждена клиническими испытания-
ми на пациентах с метастатической меланомой, 
почечной карциномой и острым миелоидным 
лейкозом [121]. Возникновение реакции «транс-
плантат против хозяина» – основного осложне-
ния этого метода – можно предотвратить, подо-
брав донора с аналогичным набором некоторых 
молекул главного комплекса гистосовместимо-
сти (MHC). В таком случае трансплантирован-
ные клетки воспринимаются иммунной систе-
мой реципиента как родственные, не вызывая 
острой реакции отторжения, что позволяет им 
циркулировать в кровеносной системе хозяина 
достаточное время для оказания терапевтическо-
го эффекта [47]. Чем выше процент «тканевой 
совместимости» вводимых клеток, тем меньше 
вероятность отторжения и дольше время цирку-
ляции [102], при этом избыточная совместимость 
может привести к отсутствию терапевтическо-
го эффекта, поскольку набор антигенов опухо-
левых клеток пациента будет восприниматься 
только ингибирующими KIR-рецепторами NK-
клеток донора. Для подбора оптимального уров-
ня идентичности применяются методы HLA-
типирования высокого разрешения [92]. Чаще 
всего используют «гаплоидентичных» или близ-
кородственных доноров аллогенных NK-клеток. 
Дополнительно усилить противоопухолевый 
эффект терапии можно за счет экспансии NK-
клеток ex vivo с использованием IL-15 [121]. 

Для проведения NK-клеточной иммунотера-
пии могут использоваться и линейные натураль-
ные киллеры, полученные от пациентов с NK-
клеточной лимфомой. Некоторые линии таких 
клеток представляют собой функционально- 
активные NK-клетки с высоким противоопухо-
левым потенциалом. Одна из наиболее широко 
использующихся линий NK-клеток – NK-92 [87]. 
Клетки этой линии проявляют противоопухоле-
вый эффект in vivo после стимуляции цитокино-
вым коктейлем, полученным от активированных 
мононуклеарных клеток [152], и уже использу-
ются в клинических испытаниях в виде облучен-
ных и непролиферирующих препаратов. NK-92 
не экспрессируют Fc-рецептор CD16 и не спо-
собны проявлять антителозависимую цитоток-
сичность. Чтобы восстановить это свойство, соз-
даются трансгенные варианты с введенным CD16 
и экспрессирующие IL-2, что также позволяет им 
восстанавливать запасы цитотоксических гра-
нул и усиливает противоопухолевую активность. 
Экспрессия CD16 позволяет использовать NK-92 
вместе с моноклональными антителами для на-
целивания на опухолевые клетки [77]. NK-92 об-
ладают и недостатками – они латентно заражены 
EBV и достаточно сложны в культивации [173]. 
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Помимо NK-92, в качестве линейных клеточных 
иммунотерапевтиков исследуются линии YT [58], 
NKL (одна из немногих EBV-негативных линий 
натуральных киллеров) [75], линии HANK-1, 
KHYG-1, NK-YS, NKG, IMC-1 и SNK-6 [89].

Генетическая модификация NK-клеток
Трансгенные NK-клетки, экспрессирующие 

IL-2, IL-12 или IL-15, могут использоваться 
в качестве альтернативы цитокиновой терапии, 
которая нередко приводит к развитию ослож-
нений. Такие клетки обладают способностью 
к самоактивации за счет стабильной экспрессии 
стимулирующих цитокинов. В экспериментах 
in vitro и in vivo было показано, что трансгенные 
NK-клетки обладают высокой пролиферативной 
активностью и жизнеспособностью [75, 147, 167]. 
Для преодоления супрессии NK-клеток факто-
рами опухолевого микроокружения в них экс-
прессируют доминантно-негативный вариант 
рецептора TGFbeta 2 типа, что предотвращает 
подавление экспрессии активирующих рецепто-
ров под действием этого фактора [194]. 

Натуральные киллеры можно перепрограм-
мировать для повышения специфичности рас-
познавания опухолевых клеток. Для этого при-
меняют химерные иммуноглобулин-подобные 
T-клеточные рецепторы, содержащие одноцепо-
чечный вариабельный фрагмент моноклональ-
ного антитела в качестве антигенсвязывающей 
области. Таким образом могут быть получены ре-
цепторы (и NK-клетки), специфичные к любо-
му опухолевому антигену. На сегодняшний день 
уже испытаны химерные рецепторы к HER2/ neu, 
CEA и CD33 [153]. Натуральные киллеры с хи-
мерными рецепторами показывают высокую 
избирательность действия, что существенно по-
вышает эффективность противораковой тера-
пии [26, 153]. 

Клетки линии NK-92 применяют в качестве 
носителей химерных рецепторов против CD19 
для лечения B-клеточных лимфом, устойчивых 
к цитотоксическому действию немодифици-
рованных NK-92 [129, 142], а также рецепто-
ров против CD5 для лечения Т-клеточных лей-
кемий (Toll) и периферических Т-клеточных 
лимфом [20]. Испытываются варианты NK-92, 
экспрессирующие анти-Erbb2 CAR для тера-
пии глиобластом [196], химерные рецепторы 
к gp100/HLA-A2 для терапии меланом [197], 
к GD2 для лечения нейробластом [40], к CS1 
и CD138 для терпии множественной миеломы 
[26, 74], к PSCA против рака простаты [172]. Так-
же созданы модификации с рецепторами к CD38, 
EpCAM, EBVNA, экспрессирующие цитокины 
IL-2 и IL-15 [150]. В настоящее время проводятся 
клинические испытания NK-92, экспрессирую-
щих CD16 и IL-2 (NCT03027128), CAR к CD33 

для терапии АМЛ (NCT02944162), к CD19 
для терапии B-клеточных лейкемий и лимфом, 
(NCT02892695), к CD7 против Т-клеточных лей-
кемий и лимфом (NCT02742727). 

В таблице 1 приведены некоторые примеры 
клинического применения натуральных киллеров.

Макрофаги 
Для клеточной терапии можно использовать 

и миелоидные компоненты системы врожденно-
го иммунитета. Из них особенно примечательна 
популяция мононуклеарных фагоцитов (макро-
фагов), представляющих исключительно важную 
составляющую неспецифического иммунитета. 
Несмотря на весомый вклад в поддержание им-
мунитета, макрофаги также обладают парадок-
сальной способностью стимулировать процессы 
роста, инвазии и метастазирования опухоли [134]. 
Высокая концентрация опухоль-ассоциирован-
ных макрофагов более чем в 80% случаев корре-
лирует с высокой злокачественностью и негатив-
ным прогнозом развития заболевания [178]. Это 
объясняется способностью макрофагов изменять 
свои свойства в ответ на сигналы, поступающие 
от опухолевых клеток. Макрофаги подразделя-
ются на несколько фенотипически различных 
субтипов. По совокупности признаков, макрофа-
ги делят на две популяции: классически-активи-
рованные (М1-макрофаги) и альтернативно-ак-
тивированные (М2-макрофаги). M1-макрофаги 
стимулируются Th1-клетками за счет секреции 
IFNγ и IL-2 или в ответ на появление таких аген-
тов, как бактериальный липополисахарид (LPS) 
или фактор некроза опухоли альфа (TNFα) [112]. 
М1-макрофаги секретируют цитокины провос-
палительного профиля, такие как TNFα, IL-1, 
IL-6, IL-12, IL-23, и участвуют в защите организ-
ма от бактерий и вирусов, а также в формирова-
нии противоопухолевого ответа [41]. В отличие 
от M1-макрофагов, М2-макрофаги регулируют 
противовоспалительные процессы, стимулиру-
ют ангиогенез, репарацию и ремоделирование 
тканей, что может помогать опухолевому ро-
сту [193]. Популяция M2-макрофагов гетероген-
на и включает несколько подтипов: M2a, M2b 
и M2c. M2a-макрофаги формируются в ответ 
на секрецию IL-4 и IL-13 опухолевыми клетками. 
Формированию M2b-макрофагов способствуют 
иммунные комплексы или антагонист рецеп-
тора IL-1 (IL-1ra). M2c-макрофаги образуются 
под действием IL-10, трансформирующего ро-
стового фактора бета (TGF-β) и глюкокортикои-
дов [116]. M2-макрофаги могут дифференциро-
ваться из M1-субтипа либо из особой популяции 
неклассических моноцитов [46, 51], причем тип 
предшественника не влияет на фенотипические 
признаки и функции [99].
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M2-макрофаги, образовавшиеся под дей-
ствием IL-4, IL-13 и CSF-1, которые секрети-
руют раковые клетки, помогают в дальнейшем 
росту и распространению опухоли [57, 127]. 
IL4-индуцированные M2-макрофаги секретиру-
ют клеточные протеазы (катепсины B и S), что 
стимулирует рост, инвазию и метастазирование 
рака поджелудочной железы [49]. Исследования 
метастазирующего рака молочной железы пока-
зали, что опухолевые клетки могут секретировать 
цитокин CCL2 – мощный фактор хемотаксиса 
макрофагов, который в норме вызывает их ми-
грацию в область воспаления. Макрофаги, при-
влеченные CCL2 в опухоль, секретируют фактор 
роста эндотелия сосудов (VEGF), который увели-
чивает проницаемость сосудов и облегчает мета-
стазирование опухолевых клеток в легкие и дру-

гие органы [139]. Для создания терапевтических 
схем с использованием макрофагов необходимо 
учитывать их двойственную роль в процессах 
опухолеобразования и ликвидации опухолевых 
клеток. 

Современные методы противораковой имму-
нотерапии с помощью макрофагов можно раз-
делить на две группы. В первую группу входят 
препараты, подавляющие пролиферацию и ми-
грацию M2-макрофагов в опухоль. В этом контек-
сте макрофаги рассматриваются не как средство, 
а как мишень терапии. К этой группе относится 
проходящее вторую фазу клинических испыта-
ний моноклональное антитело CNTO 888 для ле-
чения рака простаты, блокирующее хемокиновый 
рецептор CCL2 [132]. Кроме антител, существу-
ют и блокаторы дифференцировки моноцитов 

ТАБЛИЦА 1. КЛИНИЧЕСКИЕ ИСПЫТАНИЯ ПРЕПАРАТОВ НА ОСНОВЕ НАТУРАЛЬНЫХ КИЛЛЕРОВ
TABLE 1. CLINICAL TRIALS OF NATURAL KILLER-BASED THERAPEUTICS 

Стимуляция, манипуляции, 
тип опухоли, количество пациентов

Therapeutic strategy, tumor type, number of 
patients

Результаты
Results

Аутологичные NK-клетки
Autologous NK cells

Трансплантация клеток после стимуляции 
цитокинами и экспансии ex vivo: IL-2, IL-12, 
IL-15, IL-18, IL-21, обработка блокирующим 

антителом – type I IFN: KIR Ab
Глиома (9 пациентов), метастазирующая по-
чечная карцинома (10 пациентов), метастази-

рующий РМЖ (5 пациентов)
Transplantation of NK cells stimulated with IL-2, 

IL-12, IL-15, IL-18, IL-21, treated with blocking mab 
type I IFN: KIR Ab and expanded ex vivo

Glioma (9 patients), metastatic renal carcinoma (10 
patients), metastatic breast cancer (5 patients)

Глиома: у 33% пациентов – положительный ответ на те-
рапию [10]

Почечная карцинома: у большинства пациентов – ре-
грессия опухоли и снижение болевых ощущений. Выжи-
ваемость: 24 месяца – 50% пациентов, 56 месяцев – 25% 

пациентов [61]
РМЖ: положительный ответ наблюдался у одного  

пациента [35]
Glioma: positive response to treatment in 33% of patients [10]

Renal carcinoma: tumor regression and decreased pain 
syndrome in most patients, survival: 50% in 24 months, 25% in 

56 months [61]
Breast cancer: one patient showed positive response to 

treatment [35]
Аллогенные NK-клетки

Allogeneic NK cells
Трансплантация клеток после активации 
и экспансии ex vivo: IL-15, гидрокортизон 
Введение нестимулированных клеток до-

нора
Метастазирующая меланома (10 пациентов), 
почечная карцинома (6 пациентов), острый 
миелобластный лейкоз (57 пациентов), не-
мелкоклеточный рак легких (15 пациентов)

Transplantation of NK cells stimulated with IL-
15 and expanded ex vivo with hydrocortisone 
Transplantation of unstimulated donor cells 
Metastatic melanoma (10 patients), Renal 

carcinoma (6 patients), AML (57 patients), NSCLC 
(15 patients)

Острый миелобластный лейкоз: 5-летняя выживаемость 
после терапии аутологичными NK-клетками – 5%, после 

терапии аллогенными NK-клетками – 60% [147]
Немелкоклеточный рак легких: снижение прогрессии за-

болевания у половины пациентов [71]
Меланома: у 4 пациентов – остановка прогрессии и ста-
билизация состояния в течение 20-21 месяца после те-

рапии [121]
Почечная карцинома: стабилизация состояния у 2 

пациентов в течение 4-9 месяцев после терапии [121]
AML: 5-year survival after therapy with authologous NK cells – 

5%, after therapy with allogenic NK cells – 60% [147]
NSLC: decreased tumor progression in half of patients [71]
Melanoma: tumor progression halted in 4 patients for 20-21 

months after therapy [121]
Renal carcinoma: 2 patients demonstrated stable disease for 

4-9 months after therapy [121]
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и M1-макрофагов в M2-макрофаги. Препара-
ты бутилгидроксианизол, TEMPO, апоцинин 
и N-ацетил-L-цистеин препятствуют накопле-
нию ·O2

− и других активных радикалов, которые 
необходимы для активации киназы ERK, направ-
ляющей дифференцировку моноцитов в M2-
макрофаги [198]. Эффективность применения 
таких препаратов ограничивается невозможно-
стью их точной доставки в очаги опухолеобразо-
вания. Помимо ингибиторов АФК, для сме-
щения баланса между M1/M2-макрофагами 
в пользу M1-популяции можно использовать 
цитокиновую терапию, например, введение кок-
тейля из IL-2, IFNγ и GM-CSF в организм будет 
стимулировать дифференцировку моноцитов 
в M1-макрофаги [32]. Некоторые препараты спо-
собны направленно подавлять дифференцировку 
моноцитов в M2-макрофаги, например, Yondelis 
(Trabectedin) – трис-тетрагидроизохинолиновый 
алкалоид из Ecteinascidia turbinate, способен свя-
зываться с ДНК, блокировать клеточный цикл 
и запускать p53-независимый апоптоз опухо-
левых клеток, при этом направленно подавляя 
экспрессию CCL2 и IL-4, что предотвращает 
переход моноцитов в опухоль-ассоциированные 
M2-макрофаги [4]. Yondelis оказывает антипро-
лиферативное действие in vitro и in vivo в экспери-
ментальных моделях опухолей человека, включая 
саркому, рак молочной железы, немелкоклеточ-
ный рак легкого, рак яичников и меланому [6, 16, 
32, 109], препарат уже прошел клинические ис-
пытания и доступен для терапии. 

Вторая группа объединяет способы клеточной 
терапии с помощью макрофагов. Были созданы 
трансгенные макрофаги, экспрессирующие ци-
тохром Р450 2В6 под контролем промотора, ак-
тивирующегося в ответ на гипоксию. В опухоли 
часто возникает нехватка кислорода из-за недо-
статочной васкуляризации, поэтому модифици-
рованные макрофаги начинают экспрессировать 
терапевтический ген после попадания в опухоле-
вый очаг. Цитохром P450 2В6 необходим для рас-
щепления циклофосфамида до активных произ-
водных, таким образом, введение трансгенных 
макрофагов приводит к более направленному 
действию химиотерапии и позволяет использо-
вать более высокие дозировки без развития ос-
ложнений [52]. Пока что экспериментальных 
работ по применению макрофагов, активирован-
ных или модифицированных ex vivo, достаточно 
мало, а клинических примеров нет вовсе. Это 
связано со сложностью получения классически-
активированных макрофагов и поддержания их 
в этом состоянии после введения пациенту. 

Дендритные клетки 
Дендритные клетки (ДК), представляющие 

антигены Т-лимфоцитам, играют важную роль 
в иммунном ответе. ДК подразделяют на плаз-
моцитоидные и миелоидные. Первые имеют 

лимфоидное происхождение, активно секретиру-
ют интерфероны I типа, необходимые для созре-
вания миелоидных ДК, активируют созревание 
Th1-лимфоцитов, а также стимулируют NK-клетки 
и макрофаги в процессе развития иммунного от-
вета [176]. Миелоидные ДК происходят от миело-
идного предшественника и представляют антиген-
ные детерминанты в комплексе с MHCI и MHCII 
цитотоксическим (CD8+) и хелперным (CD4+) 
Т-лимфоцитам. Миелоидные ДК могут мигриро-
вать в лимфоидные органы, где активируют про-
лиферацию и дифференцировку антигенспеци-
фичных T-лимфоцитов, именно их чаще всего 
используют для клеточной терапии. 

Клеточная терапия дендритными клетка-
ми используется для представления опухолевых 
антигенов эффекторным лимфоцитам (CD4+ 
и CD8+T-клеткам, а также B-клеткам). Разра-
ботано множество эффективных методик вы-
деления и культивации ДК ex vivo. В процессе 
культивирования на дендритные клетки можно 
загрузить различные формы опухолевых антиге-
нов, а затем ввести активированные клетки об-
ратно пациенту [70, 200] (рис. 2). Эффективность 
такой иммунотерапии зависит не только от ден-
дритных клеток, но и от образующихся в орга-
низме антигенспецифичных цитотоксических 
CD8+T-лимфоцитов, непосредственно распозна-
ющих и уничтожающих опухолевые клетки. Роль 
введенных ДК сводится к индукции превраще-
ния наивных CD8+T-клеток в цитотоксические. 

Существует два различных способа для за-
грузки опухолевых антигенов на поверхности 
дендритных клеток ex vivo. Классический способ 
заключается в культивировании ДК с отдельны-
ми опухолевыми белками или пептидами, либо 
с цельным лизатом раковых клеток, и обработ-
кой цитокинами, например, IL-4 и GM-CSF, 
стимулирующими созревание ДК [70, 128, 200]. 
Загрузку антигенов в ДК можно проводить при 
помощи виросом – наночастиц, содержащих 
фрагменты белка вируса гриппа, гемагглютинин 
и нейраминидазу, для обеспечения иммунноген-
ных свойств. ДК захватывают виросомы путем 
клатрин-опосредованного эндоцитоза, фаго-
цитоза и макропиноцитоза, их содержимое на-
правляется в позднюю эндосому, вследствие чего 
происходит сильная активация CD4+Т-клеток 
и выпуск IFNγ. Эффективность поглощения ви-
росом гораздо выше, чем у традиционных ли-
посом, и протекает быстрее (30 минут против 18 
часов), поскольку использует рецептор-опосре-
дованный эндоцитоз [8]. 

Другой способ заключается в генетической 
модификации дендритных клеток для экспрес-
сии на их поверхности опухоль-ассоциированных 
антигенов. Преимущество этого способа состоит 
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Рисунок 2. Пример in vitro созревания цитотоксических Т-лимфоцитов за счет кокультивации со зрелыми 
дендритными клетками, презентирующими опухолевый антиген или целый спектр антигенов
Примечание. Дендритные клетки дифференцируются из моноцитов, выделенных из периферической крови, при культивации 
в питательной среде с добавлением IL- 4 и GM-CSF. Зрелые дендритные клетки, презентирующие опухолевые антигены, 
формируются при добавлении в среду активационного фактора, например, LPS. Дальнейшая передача антигена наивным CD8+ 
цитотоксическим Т-лимфоцитам происходит во время кокультивации ДК с наивными СD8+Т-лимфоцитами, выделенными 
из периферической крови пациента. Затем активированные цитотоксические Т-лимфоциты вводятся обратно пациенту.
Figure 2. In vitro preparation of cytotoxic T lymphocytes by co-cultivation with mature dendritic cells presenting tumor antigens
Note. Dendritic cells are differentiated from monocytes acquired from peripheral blood by cultivation in presence of IL-4 and GM-CSF. Mature 
antigen-presenting DCs are formed by cultivation with LPS. Subsequently, antigen is presented during co-cultivation to naïve CD8+ cytotoxic 
T lymphocytes that were isolated form patient’s peripheral blood, later, activated CTLs are infused back into patient’s bloodstream. 

в стабильной экспрессии целевого антигена и его 
лучшей представленности на молекулах MHCI 
и MHCII. Такой подход позволяет экспрессиро-
вать на поверхности клетки определенный набор 
антигенов, в то время как загрузка клеточного 
лизата приводит к презентации многочислен-

ных антигенов, большей частью не специфичных 
для опухолевых клеток [11, 81]. 

Опухоль-ассоциированные регуляторные 
Т-клетки (Тreg) фенотипа CD4+/CD25+ могут пре-
пятствовать действию ДК за счет экспрессиру-
емого на них белка CTLA-4. Тreg способны фор-
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мировать кластеры вокруг ДК, а CTLA-4 может 
взаимодействовать с рецепторами CD80/CD86 
на ДК, что приводит к понижению их экспрес-
сии и подавлению секреции провоспалитель-
ных цитокинов TNFα и IL-12. Терапевтическое 
блокирование CTLA-4 восстанавливает ДК-
опосредованный иммунный ответ [21]. 

Незрелые ДК, инфильтрировавшие в опу-
холь, обладают толерогенными свойствами 
и могут играть иммуносупрессивную роль. Ин-
фильтрации незрелыми ДК способствует микро-
окружение опухоли за счет секреции различных 
факторов (IL-10, IL-6, PIGF-1, CCL3, TGF-β1, 
VEGF-A, IDO, аргиназы [22]). На поверхности 
незрелых ДК присутствует рецептор PD-1, ко-
торый подавляет активность CD8+ эффекторных 
Т-клеток [103]. Иммуносупрессорные ДК можно 
перепрограммировать в иммуностимуляторные 
введением микроРНК miR-155 [30]. Другой ме-
ханизм подавления ДК опухолевыми клетками 
заключается в индукции экспрессии в ДК белка 
Satb1 (Special AT-rich sequence-binding protein-1). 
Такие ДК начинают активно секретировать IL-6 
и галектин-1. Подавление Satb1 восстанавливает 
противоопухолевый фенотип ДК [169]. В усло-
виях гипоксии, характерной для опухолевой тка-
ни, в ДК может усиливаться экспрессия фактора 
XBP1, обеспечивающего адаптацию, в результате 
чего они также теряют свою противоопухолевую 
активность. Процесс может быть обращен пода-
влением экспрессии XBP1 [31]. 

Активное введение дендритно-клеточных вак-
цин в клиническую практику требует разработки 
более эффективных методов терапии. Для этого 
применяются адъюванты, усиливающие действие 
введенных ДК за счет формирования депо, ин-
дукции цитокинов и хемокинов, увеличения по-
глощения антигена, улучшения созревания АПК 
и представления антигена. В качестве адъювантов 
применяют соли алюминия MF59, AS03, AF03 
и AS04. Также противоопухолевая и иммуномо-
дуляторная активность была показана для поли-
сахарида каррагенана, регулирующего созревание 
и функции ДК через TLR4 [100], полисахари-
на APS [76]. Проходит клинические испытания  
адъювант KLH (keyhole limpet hemocyanin), уси-
ливающий неспецифический CD4+ иммунный 
ответ за счет CD8+T-клеток [54]. Интересный 
способ активирования ДК предложен для лече-
ния глиом [101], где в качестве активатора ДК 
использовали аденовирусный вектор, кодирую-
щий гены белков ephrinA1, энтеротоксина PE38 
и GM-CSF, в результате чего подавляется анги-
огенез в опухоли. Введением удалось стимули-
ровать не только местный противоопухолевый 
иммунитет, но и вызвать системный иммуно-
терапевтический эффект. В качестве адъюванта 

могут также применяться антитела к рецептору 
CD69, который негативно регулирует иммунный 
ответ. Совместное введение с ДК приводит к сни-
жению объема опухоли и повышению уровня 
пролиферации и активности Т-клеток в опытах 
in vivo [184]. 

Дендритно-клеточные вакцины пока остают-
ся дорогостоящим методом лечения. Для сни-
жения стоимости лечения было предложено 
использовать синтетические аналоги антиген-
презентирующих клеток на основе полимеров. 
При использовании таких препаратов большую 
роль могут играть параметры мультивалентности, 
зависящие от длины полимера и плотности по-
саженных антител. Следствием введения таких 
иАПК может быть долговременное поддержа-
ние Т-клеточного иммунитета. иАПК могут быть 
созданы из липосом, нанотрубочек, полимерных 
шариков, и общей чертой для них является на-
личие трех компонентов, в которые входят моле-
кулы главного комплекса гистосовместимости, 
костимулирующие молекулы на поверхности ДК 
(например, антитело к CD3, переключающий 
Т-клеточный рецептор) и цитокины [56]. 

Проводившиеся в течение последних 20 лет 
исследования дендритно-клеточных вакцин по-
казали их высокую безопасность и эффектив-
ность. В таблице 2 перечислены некоторые пер-
спективные препараты на основе ДК, которые 
уже применяются либо проходят клинические 
испытания.

Терапия с использованием клеток адаптивного 
иммунитета

Т-клеточная иммунотерапия
Т-лимфоциты составляют от 70 до 80% всех 

лимфоцитов и играют ключевую роль в иммун-
ном ответе, поэтому Т-клеточная терапия ак-
тивно используется для лечения онкопатологий. 
Т-лимфоциты способны распознавать специ-
фические опухолевые антигены [84], кроме 
того, Т-клетки быстро пролиферируют, способ-
ны к длительному персистированию и просты 
в культивации in vitro [119], поэтому их приме-
нение часто оказывается предпочтительнее ис-
пользования дендритных клеток и натуральных 
киллеров. 

Для проведения Т-клеточной терапии лим-
фоциты пациента выделяют из мононуклеарной 
фракции крови, экспансируют ex vivo и вводят 
обратно. Могут применяться и аллогенные (до-
норские) цитотоксические Т-лимфоциты, обла-
дающие сходным набором лейкоцитарных анти-
генов [113]. Экспансию in vitro проводят в среде 
c добавлением стимулирующих цитокинов, на-
пример IL-2 и IL-15, что повышает количество 
зрелых цитотоксических CD8+T-клеток [114]. 
Полученные таким способом клоны CD8+Т-
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ТАБЛИЦА 2. ПРЕПАРАТЫ НА ОСНОВЕ АНТИГЕН-АКТИВИРОВАННЫХ ДК
TABLE 2. THERAPEUTICS BASED ON ANTIGEN-ACTIVATED DCs

Тип обработки ДК
DC treatment

Вид опухоли 
и результаты

Tumor type and results

Результаты клинических 
исследований 

Results of clinical trials
Стимуляция цитокинами
Cytokine stimulation

GM-CSF–IL- 4 ДК из моноцитов 
+ с/без добаления в среду HLA-A*0201 
пептида
GM-CSF–IL- 4 DCs from primary monocytes 
with/without addition of HLA-A*0201 peptide 

Метастазирующий рак 
простаты

Metastatic prostate cancer

Впервые продемонстрирована спо-
собность ДК вызывать специфиче-
ский иммунный ответ в отношении 

опухолевого антигена [126]
First demonstration of ability of DCs to 

induce immune response against specific 
tumor antigen [126]

+ опухолевые пептиды
опухолевые лизаты
+ tumor peptides, tumor total lysate

Карцинома почек и зло-
качественная глиома
IV стадия меланомы

Melanoma stage IV, renal 
carcinoma, malignant 

glioma

Протестирована загрузка смеси опу-
холевых антигенов на ДК, у 70% па-
циентов развился иммунный ответ
Показана безопасность и биоактив-

ность вакцин на ДК [64, 128, 192]
First test of in vitro loading of multiple 

tumor antigens on DCs, 70% of patients 
showed immune response to tumor

First proof of safety and bioactivity of DC-
based cancer vaccines [64, 128, 192]

+ составной белок (PA2024), образован-
ный из GM-CSF и фосфтатазы предста-
тельной железы [154]
дополнительное введение в организм 
IL-2 [185]
+ complex protein (PA2024), consisting of 
GM-CSF and PSAP [154]
additional treatment with IL-2 [185]

Рак простаты
Prostate cancer

Загрузка пептидных антигенов в ДК WT1, 
MUC1 и CA125 [91, 93]
Loading with peptide antigens WT1, MUC1 
и CA125 [91, 93]

IV стадия карциномы 
почек

Renal carcinoma stage IV

Загрузка ДК пептидами- 
производными p53 [163]
Стимуляция некрозными опухолевыми 
клетками и TNFα [19]
Loading with p53-derived peptides [163] 
Stimulation with necrotic tumor cells and 
TNFα [19]

Рак яичников, рак под-
желудочной железы, 
толстого кишечника,

рак груди, 
рак легких, немелкокле-

точный рак легкого
Ovarian, pancreatic, colon, 

breast cancers, NSCLC
Стимуляция клетками аденокарциномы, 
гиперэкспрессирующими маркеры  
Her-2/neu, CEA, Mage 2, WT-115 и survivin [63]
Стимуляция цитокинами и химическое 
слияние ДК и клеток меланомы [144]
Загрузка белком Id [171]
Загрузка белками опухолевого лизата 
[25, 86, 111, 180, 190]
Stimulation with cancer cells expressing Her-
2/neu, CEA, Mage 2, WT-115 и survivin [63]
Cytokine stimulation, fusion of DCs with 
melanoma cells [144]
Loading with Id [171]
Loading with total tumor lysate [25, 86, 111, 
180, 190]

В-клеточная лимфома
Т-клеточная лимфома, 
глиобластома, глиома, 
астроцитома, рак желч-

ного пузыря
B cell lymphoma, T cell 

lymphoma, glioblastoma, 
glioma, astrocytoma, 
gallbladder cancer
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лимфоцитов, нацеленные против антигенов 
MART1MelanA и gp100, трансплантировались 
пациентам с метастатической меланомой. Лече-
ние привело к регрессии опухоли у 8 из 10 паци-
ентов [191]. Терапия CD8+T-клетками пациен-
тов, перенесших удаление гепатоцелюллярной 
карциномы, привела к снижению вероятности 
возникновения рецидивов на 18% [165]. 

Длительное время считалось, что для Т-кле-
точной терапии достаточно только CD8+Т-лим-

фоцитов. Однако хронический воспалительный 
процесс, сопровождающий рост опухоли, преоб-
разует иммунную систему: увеличивается уровень 
IL-17 [95], возрастает количество и активность ре-
гуляторных Т-клеток [188] и миелоидных супрес-
сорных клеток [27]. Эффективность Т-клеточной 
терапии также зависит от количества и соотно-
шения провоспалительных и супрессорных кле-
ток [118]. Для ее повышения используют ком-
бинацию цитотоксических и CD4+Т-хелперных 

Тип обработки ДК
DC treatment

Вид опухоли 
и результаты

Tumor type and results

Результаты клинических 
исследований 

Results of clinical trials

Аутологичные ДК в сочетании с OK-432
Autologous DCs combined with OK-432

Рак поджелудочной 
железы 

Pancreatic cancer

Результатов нет NCT00795977
No results NCT00795977

Аутологичные ДК в сочетании с Hiltonol 
Autologous DCs combined with Hiltonol 

Солидная опухоль 
Solid tumors

Исследования продолжаются
NCT01734564

On-going trials NCT01734564
Загрузка ДК опухолевым лизатом 
с комбинированием химиотерапии 
Epirubicin + Ciclofosfamide и  Docetaxel
Loading with total tumor lysate combined 
with therapy with Epirubicin + Ciclofosfamide 
and Docetaxel

HER2-негативный рак 
груди 

HER2-negative breast 
cancer

Результатов нет NCT01431196
No results NCT01431196

Загрузка аутологичными антигенами 
опухолевого лизата
Loading with authologous antigens from tumor 
lysate

Колоректальный рак 
Colorectal cancer

Исследования не продолжаются
Trial concluded

Загрузка антигенов из клеток лизата ли-
нии HepG2 [130]
Loading with antigens from HepG2 cell line 
[130]

Гепатоклеточная карци-
нома

Hepatocellular carcinoma

Стабилизация течения заболевания 
у 28% больных в периоде  

от 6 до 16 месяцев, средняя  
выживаемость – 128 дней

28% of patients showed stable disease 
in peroid of 6 to 16 months, with median 

survival of 128 days

Загрузка антигенами лизата саркомы 
мягких тканей
Loading with total tumor lysate from soft tissue 
sarcoma

Саркома мягких тканей
Soft tissue sarcoma

Выживаемость 6 месяцев без про-
грессирования
NCT01883518

Survival for 6 month without disease 
progression NCT01883518

Трансфекция ДК 
Аутологичной опухолевой РНК 
DCs transfected with authologous tumor RNA

Рак кишечника
Colon cancer

Поксвирусами, кодирующими MUC1 
и CEA [124]
DCs transfected with poxvectors encoding 
MUC1 and CEA [124]

Рак толстого кишечника
Colon cancer

Двухлетняя выживаемость без реци-
дивов

Two-year survival without disease relapse

Цитоплазматическая трансдукция ДК 
плазмидами pCTP, кодирующими антиге-
ны AFP, MAGE-1 и glypican-3 (GPC3) [164]
Transduction of DCs with plasmids pCTP 
expressing antigens AFP, MAGE-1 and 
glypican-3 (GPC3) [164]

Прогрессирующая гепа-
токлеточная карцинома
Progressing hepatocellular 

carcinoma

Хорошая переносимость и индукция 
противоопухолевого иммунного от-

вета, клинический ответ только у од-
ного из пяти пациентов

Safe and well-tolerated, T cell responses 
against tumor antigens, clinical response 

in 1 out of 5 patients

Таблица 2 (окончание)
Table 2 (continued)
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(Th) клеток [53]. В зависимости от подтипа, 
CD4+Т-лимфоциты регулируют иммунный от-
вет, секретируя различные цитокины, активация 
Т-хелперов происходит после распознавания 
Т-клеточным рецептором антигена, связанного 
с MHCII. Для Т-клеточной терапии чаще всего 
применяют Th1-клетки, которые вырабатыва-
ют IFNγ и IL-2, что стимулирует пролиферацию 
и созревание CD8+Т-лимфоцитов [108]. Th2-
клетки секретируют IL-4, IL-5 и IL-6, необходи-
мые для дифференцировки В-клеток и синтеза 
ими антител. Третий подтип, Th17, секретирует 
большие количества провоспалительного ци-
токина IL-17 и также активно участвует форми-
ровании противоопухолевого ответа [2, 59, 98]. 
Было показано, что Th17-лимфоциты эффектив-
нее подавляют развитие меланомы, чем наивные 
(Th0) и Th1-клетки [115, 125]. 

Наивные Т-лимфоциты приобретают специ-
фичность после контакта с антигенпрезентирую-
щими клетками, несущими опухолевый антиген. 
Такой контакт можно провести ex vivo, за счет 
кокультивации Th0-лимфоцитов вместе со зре-
лыми дендритными клетками [161]. Т-клеточная 
терапия с использованием этого метода особен-
но эффективна за счет точного нацеливания 
Т-лимфоцитов на трансформированные клет-
ки [143]. Существует масса успешных примеров 
применения такой терапии: в работе [140] пока-
зано, что кокультивирование цитокин-активи-
рованных ДК и наивных Т-лимфоцитов приво-
дит к образованию большого количества CD3+/
CD8+Т-лимфоцитов, а их противоопухолевый 
эффект выше, чем оказываемый цитокин-акти-
вированными Т-лимфоцитами. В другой работе 
CD8+Т-лимфоциты кокультивировали с ден-
дритными клетками, до этого содержавшимися 
в среде с тотальным лизатом опухолевых клеток 
РМЖ MCF7 и MDA-MB231, экспрессирующих 
антиген MUC1. Было показано, что наибольшей 
представленностью на ДК обладает эпитоп MUC1 
M1,2. После кокультивации наибольшее количе-
ство CD8+Т-лимфоцитов оказались специфич-
ными именно этому эпитопу. Помимо появления 
специфических цитотоксических клеток, была 
зарегистрирована переориентация наивных Th0-
лимфоцитов в Th1, что дополнительно усиливает 
терапевтический эффект [9]. Клинические ис-
следования показали, что введение кокультиви-
рованных in vitro ДК, ЦТЛ и цитокин-индуциро-
ванных Т-клеток пациентам с первичным раком 
печени, холангиокарциномой, раком легкого, 
желудка или толстого кишечника, привело к из-
менению иммунного статуса: снизилось количе-
ство регуляторных Т-клеток, а в некоторых слу-
чаях повысилось количество цитотоксических 
Т-лимфоцитов. Дополнительно подтвердило по-

зитивный терапевтический эффект и снижение 
концентрации опухолевых маркеров в сыворотке 
крови у большинства пациентов [183]. 

Для Т-клеточной иммунотерапии можно ис-
пользовать CD8+T-лимфоциты, генетически 
модифицированные ex vivo. Специфичность 
Т-клеток «переопределяют», вводя в них но-
вые гены Т-клеточного рецептора (TCR) [36]. 
Изначально для этого использовали кДНК α- 
и β-цепей Т-клеточного рецептора [14, 28], од-
нако такой подход оказался недостаточно эф-
фективным и нередко приводил к образованию 
гибридных ТCRов за счет слияния эндогенных 
и трансдуцированных α- и β-цепей и последу-
ющему возникновению реакции «трансплантат 
против хозяина» [3]. В настоящее время для пе-
реопределения специфичности Т-лимфоцитов 
в основном используются химерные рецепто-
ры (рис. 3). CAR способны распознавать любые 
антигены, а не только представленные в ком-
плексе с MHC. Это позволяет преодолеть про-
блему слабой экспрессии молекул MHC в не-
которых типах опухолевых клеток, что делает их 
«невидимыми» для обычных цитотоксических 
Т-лимфоцитов [174, 199]. Помимо белковых ан-
тигенов, химерные рецепторы способны распоз-
навать ганглиозиды и протеогликаны, присут-
ствующие на поверхности опухолевых клеток [1, 
110, 145]. Эндогенные Т-клеточные рецепторы 
в модифицируемых клетках при этом могут быть 
быстро и эффективно подавлены при помощи 
CrispR/CAS9 [141]. 

CAR состоит из трех доменов: внутрикле-
точного эндодомена, трансмембранной части 
и внеклеточного эктодомена. Эктодомен состоит 
из одноцепочечного вариабельного фрагмента 
антитела (scFv) и спейсерной области, соединя-
ющей scFv с трансмембранным доменом. Спей-
сер должен быть достаточно подвижен, чтобы 
антигенсвязывающий домен мог свободно ори-
ентироваться для захвата антигена. Для этого 
обычно используют шарнирную область IgG1 
или IgG4, реже применяют шарнирные домены 
IgD и CD8 [65, 186]. 

Трансмембранная часть эндодомена представ-
ляет собой гидрофобную альфа-спираль, в зави-
симости от ее структуры различается эффектив-
ность включения рецептора в мембрану клетки 
[137]. В качестве этой области CAR используют 
трансмембранные домены рецепторов CD3ζ, 
CD4, CD8 и CD28 [66, 80, 122, 157, 168].

Эндодомен необходим для запуска активиру-
ющего сигнала в Т-лимфоците после связывания 
антигена. В первом поколении CAR для этого 
используется ζ-цепь CD3, что проводит актива-
цию Т-лимфоцита через молекулы комплекса 
CD3-ТКР-CD4(CD8) [149]. Распознавание анти-
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генов этими рецепторами приводит к увеличе-
нию секреции противоопухолевых цитокинов 
и повышению пролиферативной активности 
CAR-Т-лимфоцитов [5, 39, 72]. Самые ранние 
клинические испытание CAR первого поколения 
проводились на пациентах с гематологическими 
типами онкопатологий. Все испытания проде-
монстрировали отсутствие какого-либо выра-
женного терапевтического эффекта. Результаты 
характеризовались полным отсутствием экспан-
сии (пролиферации) введенных модифициро-
ванных Т-клеток, а также сравнительно корот-
ким периодом их жизни, даже когда проводилась 
предварительная лимфодеплеция (снижение об-
щего количества Т-лимфоцитов, направленное 
на удаление регуляторных Т-клеток) [73, 170]. 
Аналогичный эффект наблюдался в клиниче-
ских испытаниях CAR-рецепторов 1-поколения, 
специфичных к таким опухолевым маркерам, 
как карбоангидраза IX (CAIX), CD171, фолатный 
рецептор альфа (FR-α) и GD2, которые характер-
ны ряду солидных типов рака. Более того, при ис-
пытании CAIX-специфичного рецептора у двух 
пациентов (из 3-х) развилась невирусная форма 
гепатита, в связи с высокой экспрессией CAIX 
в клетках желчных протоков [85, 96, 97, 110, 138].

В рецепторах второго и третьего поколений 
увеличение пролиферативной активности лим-
фоцитов в ответ на активацию CAR достигается 
путем включения дополнительных костимуля-
торных доменов в цитоплазматическую область 
рецептора. Наиболее часто в качестве костиму-
ляторных доменов используются сигнальные 
последовательности рецептора CD28 и рецепто-
ров семейства TNFalpha 4-1BB (CD137) и OX40 
(CD134). Испытания Т-клеточных препаратов 
с такими CAR на мышиной ксенографтной мо-
дели показали их высокую эффективность [12, 
136]. Также в некоторых случаях могут исполь-
зоваться последовательности рецепторов DAP10 
и ICOS (CD278) [38, 55, 67, 107, 117, 158, 159]. 
Так, например, использование популяции CAR-
специфичных TH17-лимфоцитов для терапии не-
которых типов онкопатологий требует замены 
классического сигнального домена рецептора 
CD28 на сигнальный домен ICOS. Замена CD28 
на ICOS приводит к повышению пролифератив-
ной активности TH17 лимфоцитов, а также к уве-
личению выработки таких цитокинов, как IL-21, 
IL-17, IFNγ [55]. В состав CAR также вводят по-
следовательность IL-12, чья экспрессия должна 
запускаться в ответ на активацию химерного ре-
цептора после контакта с антигеном. Благодаря 
накоплению IL-12, к опухоли будут привлекаться 
клетки врожденного иммунитета, которые смо-
гут атаковать также раковые клетки, не экспрес-
сирующие целевой антиген [24, 131]. 

В случае использования технологии химер-
ных рецепторов специфичность и безопасность 
терапии напрямую зависит от выбора молекулы- 
мишени, экспрессирующейся на поверхности 
опухолевой клетки. Однако любой известный 
на сегодняшний день опухоль-ассоциирован-
ный антиген экспрессируется и на других типах 
клеток. В результате подобной терапии могут 
наблюдаться значительные побочные эффек-
ты. Для повышения специфичности действия 
CAR-T-клеток разрабатываются многокомпо-
нентные схемы, в которых активация Т-клетки 

Рисунок 3. Структура CAR третьего поколения
Примечание. В качестве эндодомена используется 
сочетание сигнальных доменов от различных клеточных 
рецепторов (CD28, CD137, CD3ζ), что обеспечивает более 
полный цитотоксический ответ Т-клетки. В качестве 
антигенраспознающего домена используется антиген-
специфичное моноклональное антитело, благодаря чему 
цитотоксический Т-лимфоцит может быть активирован 
практически к любому опухоль-ассоциированному антигену.
Figure 3. Structure of third-generation CAR
Endodomain consists of three signaling domains from different 
receptors (CD28, CD137, CD3ζ), which allows to fully activate 
cytotoxic T-cell. Single-chain variable fragment of antigen-specific 
monoclonal antibody is used as antigen-binding domain, which allows 
to target CTLs towards virtually any tumor associated antigen.
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происходит только под действием сочетания 
нескольких сигналов (т.н. AND-gate). Для это-
го одновременно экспрессируют два типа хи-
мерных рецепторов, специфичных к различным 
опухоль-ассоциированным антигенам, при этом 
цитоплазматическая область одного из рецеп-
торов представлена сигнальным доменом CD3ζ 
(CD247), а другой рецептор имеет лишь кости-
мулирующие домены, характерные для второго 
поколения CAR [88, 187]. Основной недостаток 
таких систем заключается в неполной репрессии 
Т-клеток в присутствии одного из антигенов, 
а также неполной активации в ответ на связы-
вание пары антигенов из-за нескоординирован-
ной экспрессии химерных рецепторов. Более 
специфичное действие AND-gate было показано 
для системы, в которой контакт с первым антиге-
ном активирует траскрипционный фактор, запу-
скающий экспрессию полноценного CAR против 
второго опухолевого антигена [146]. 

Нацеливание Т-клеток на опухолевый анти-
ген нередко вызывает экспансию антиген-не-
гативных опухолевых клонов и возникновение 
устойчивости к терапии. Для увеличения широты 
действия разрабатывают химерные рецепторы, 
нацеленные одновременно на два и более опу-
холевых антигена. Активация Т-клеток в этом 
случае наступает при контакте с любым из целе-
вых антигенов (т.н. OR-gate). Внеклеточная часть 
таких рецепторов состоит из нескольких scFv, со-
единенных подвижными пептидными линкера-
ми [50, 195]. 

Для предотвращения неспецифической акти-
вации Т-клеток могут применяться ингибирую-
щие химерные рецепторы – iCAR. В качестве вну-
триклеточной части в iCAR вводят ингибиторные 
сигнальные домены на основе PD1 или CTLA4, 
соединенные с антигенраспознающим внекле-
точным участком. Лигирование iCAR и соответ-
ствующего антигена приводит к обратимой су-
прессии T-клеток [43]. Применение iCAR в паре 
с обычным химерным рецептором, исходя из ло-
гики наименования, будет представлять собой 
NOT-gate.

Для более тонкого контроля над цитотокси-
ческим действием CAR-T-лимфоцитов была 
предложена система ON-switch – разновидность 
AND-gate. Химерный рецептор экспрессируется 
в виде двух независимых последовательностей: 
антигенраспознающего участка, соединенного 
с внутриклеточным костимуляторным доменом 
и доменом гетеродимеризации FKBP, и лишен-
ного внеклеточной части сигнального домена 
рецептора CD3ζ, слитого с доменом гетеродиме-
ризации FRB. Для активации связавшихся с опу-
холевым антигеном CAR-T-клеток необходимо 
присутствие малой молекулы рапамицина, запу-

скающей гетеродимеризацию двух цепей и фор-
мирующей активный химерный рецептор. Варьи-
руя дозу рапамицина (или его функционального 
аналога AP21967) и режим его введения, можно 
регулировать активность CAR-Т-лимфоцитов, 
что позволяет избежать развития побочных эф-
фектов от быстрого введения больших коли-
честв активных иммунных клеток и следующего 
за этим массивного лизиса опухоли [189]. 

Альтернативой применению ON-switch мо-
жет быть использование негативной регуля-
ции – «суицидального» гена (conditional suicide 
gene) iCasp9 – индуцибельной формы каспа-
зы-9, активирующейся под действием димери-
зующего агента AP1903, что вызывает быстрый 
апоптоз модифицированных лимфоцитов [44]. 
Также используют системы тетрациклиновой ре-
гуляции (Tet on-off system) для управления экс-
прессией химерного рецептора без повреждения  
CAR-T-клеток [133, 151]. 

Клинические исследования показали эффек-
тивность терапии при помощи CAR-T-клеток 
гематологических неоплазий, при этом солидные 
опухоли отвечают на такое лечение хуже. Воз-
можно, текущие результаты не полностью рас-
крывают терапевтический потенциал химерных 
рецепторов, поскольку исследования проводятся 
на поздних стадиях заболевания, после исчер-
пания стандартных терапевтических методов, 
когда организм пациента сильно ослаблен. Даже 
в этих случаях терапия последними поколениями  
CAR-T-клеток редко приводит к развитию ос-
ложнений, что подтверждает высокую степень 
безопасности такого лечения. 

Современные проблемы иммунотерапии рака
Накопление фундаментальных знаний о при-

чинах возникновения онкологических заболева-
ний и механизмах иммунологического надзора 
позволили существенно расширить арсенал име-
ющихся способов терапии онкопатологий. Нере-
шенными остаются некоторые важные вопросы, 
препятствующие созданию унифицированных 
и эффективных терапевтических методик. Один 
из них – проблема поиска специфичных рако-
вых антигенов, в максимальной степени харак-
терных для того или иного типа опухолей. Пока 
что для этого не существует универсального 
и быстрого способа, имеется лишь сравнитель-
но скромный список антигенов, относительно 
специ фичных для некоторых типов опухолей, 
и обнаружение каждого из них – результат слож-
ных фундаментальных исследований. Другая 
проблема состоит в достаточно медленном вне-
дрении иммунотерапевтических протоколов ле-
чения и проведения клинических испытаний. 
По большей части клинические испытания про-
водятся после всех стандартных методов лечения 
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ТАБЛИЦА 3. РЕЗУЛЬТАТЫ ИСПЫТАНИЙ РАЗЛИЧНЫХ ТИПОВ ХИМЕРНЫХ Т-КЛЕТОЧНЫХ РЕЦЕПТОРОВ 
TABLE 3. CLINICAL TRIALS OF DIFFERENT TYPES OF CHIMERIC RECEPTORS

Антиген
Antigen

Тип опухоли
Tumor type

Поколение 
рецептора/
структура 

сигнального 
домена

CAR generation/ 
signalling domain

Фаза 
клинических 
испытаний

CT phase

Результат/ссылки (идентификатор 
клинического исследования)

CT result/ID

CD19

B-ОЛЛ (острый 
В-лимфобластный 

лейкоз)
B-ALL

CD28-CD3ζ Фаза II
Phase II

В первой фазе клинических испыта-
ний наблюдался полный ответ на те-

рапию у 14 из 16 пациентов
NCT02535364

[34]
During phase I 14 out of 16 patients 

achieved complete response to treatment 
NCT02535364

[34]

CD19+ Лейкозы
CD19+ Leukemia 4-1BB-CD3ζ Фаза I/II

Phase I/II

9 пациентов. У 1 из 2 пациентов 
с дополнительным курсом химио-
терапии наблюдался полный ответ 
с частичным восстановлением экс-
трамедулярных поражений. У 4 из 7 

пациентов без дополнительного 
курса химиотерапии наблюдался 

частичный ответ с восстановлением 
экстрамедулярных тканей

NCT02028455
NCT01864889

[33]
Total of 9 patients, 1 out of 2 which 

received conditioning chemotherapy 
achieved full response with partial 

regression of extramedullary lesions.  
4 out of 7 patients without chemotherapy 

achieved partial response and some 
regression of extramedullary lesions

NCT02028455
NCT01864889

[33]
B-клеточная лим-

фома
B cell lymphoma

CD27-CD28-
41BB-CD3ζ

Фаза I
Phase I NCT02247609

CD20

CD20+B-клеточная 
лимфома

CD20+B cell 
lymphoma

CD28-CD3ζ, Фаза I
Phase I

NCT02965157
NCT02737085
NCT00621452

CD28-CD137-
CD3ζ

Доклиника
Pre-clinical

У двух из четырех пациентов наблю-
далась стабилизация заболевания 
в течение 12 и 24 месяцев. У одного 

пациента наблюдался частичный  
ответ

2 out of 4 patients achieved stable disease 
for 12 and 24 months. 1 patient achieved 

partial response
NCT00621452

CD30 CD30+ лимфомы
CD30+ lymphoma CD28-CD3ζ

Доклиника/
Фаза I

Pre-clinical/ 
Phase I

NCT03049449
NCT02259556

[68]
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Антиген
Antigen

Тип опухоли
Tumor type

Поколение 
рецептора/
структура 

сигнального 
домена

CAR generation/ 
signalling domain

Фаза 
клинических 
испытаний

CT phase

Результат/ссылки (идентификатор 
клинического исследования)

CT result/ID

CD22

CD22+B-клеточная 
лимфома

CD22+B cell 
lymphoma

4-1BB-CD3ζ Фаза I
Phase I NCT02315612 [60]

CD33 ОМЛ
AML 4-1BB-CD3ζ Фаза I/II

Phase I/II

1 пациент. Заметное снижение ко-
личества бластных клеток костного 

мозга через 2 недели после инфузии. 
Через 9 недель наблюдалось посте-

пенное прогрессирование  
заболевания
NCT02958397
NCT01864902

[83, 182]
1 patient, marked decrease of bone 

marrow blasts 2 weeks after therapy, slow 
disease progression after 9 weeks. 

NCT02958397
NCT01864902

[83, 182]

CD38
Множественная  

миелома
Multiple myeloma

4-1BB-CD3ζ Доклиника
Pre-clinical [37]

CD44v6

ОМЛ,
множественная  

миелома
AML, multiple 

myeloma

CD28-CD3ζ Доклиника
Pre-clinical [17]

CD123

ОМЛ,
Множественная  

миелома
AML, multiple 

myeloma

4-1BB-CD3ζ Доклиника
Pre-clinical [48]

CEA

Рак печени,  
толстой кишки

Hepatic cancer, colon 
cancer

CD28-CD3ζ Фаза I
Phase I

У 3 пациентов (с дополнительным 
введением IL-2) из 6 наблюдалось 

37% снижение количества CEA-
положительных клеток. Данные 

биопсии продемонстрировали уси-
ление процессов некроза и фиброза 
в метастазах печени у 4 из 6 пациен-

тов
NCT02349724
NCT02416466

[82, 181]
3 patients who received additional 

treatment with IL-2 achieved decreased 
by 37% CEA-positive cell counts. Biopsy 
confirmed necrosis and fibrosis in liver 

metastasis in 4 out of 6 patients 
NCT02349724
NCT02416466

[82, 181]

Таблица 3 (продолжение)
Table 3 (continued)
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Антиген
Antigen

Тип опухоли
Tumor type

Поколение 
рецептора/
структура 

сигнального 
домена

CAR generation/ 
signalling domain

Фаза 
клинических 
испытаний

CT phase

Результат/ссылки (идентификатор 
клинического исследования)

CT result/ID

EGFRvIII Глиобластома
Glioblastoma

CD28-41BB-
CD3ζ 

Доклиника/
Фаза I

Pre-clinical/ 
Phase I

NCT02209376
[78]

ERBB2/
HER2

HER2+ метастатиче-
ские типы рака
HER2+ metastatic 

breast cancer

CD28-CD3ζ Фаза I/II
Phase I/II

У 17 из 19 пациентов наблюдалось 
стабильное течение заболевания 

от 12 до 14 недель после проведения 
терапии  

NCT00924287
17 out of 19 patients achieved stable 

disease for 12 to 14 weeks after therapy
NCT00924287

Двойной 
рецептор
HER2/ 
IL-13Rα2
HER2/
IL-13Rα2 
dual 
receptor

Глиобластома
Glioblastoma CD28-CD3ζ Доклиника

Pre-clinical [62]

IL13Rα2 Глиома
Glioma CD3ζ Case report

Частичный ответ на терапию на-
блюдался у 2 пациентов из 3. Анализ 
опухолевой ткани одного из пациен-
тов показал полное удаление всех 

IL-13Rα2 положительных клеток. Маг-
нитно-резонансная томография вто-
рого пациента показала увеличение 
объема некротизированных тканей 

опухоли 
NCT00730613

[13]
2 out of 3 patients achieved partial 

response to therapy. Reduced overall 
IL-13Rα2 expression within the tumor 
following treatment in 1 patient, MRI 
indicated increase in tumor necrotic 

volume in another patient
NCT00730613

[13]

GD2

Остеосаркома,  
нейробластома, 

меланома
Osteosarcoma, 
neuroblastoma, 

melanoma

OX40-CD28-
CD3ζ

Фаза I
Phase I

У 3 из 11 пациентов с активно про-
грессирующим заболеванием на-

блюдалась полная ремиссия. У всех 
пациентов наблюдалось достаточно 
долгое персистирование модифици-

рованных Т-клеток в организме 
NCT00085930
NCT02107963

3 out of 11 patients with progressing 
disease achieved complete remission, 
all patients demonstrated prolonged 

circulation of modified T cells 
NCT00085930
NCT02107963

Таблица 3 (продолжение)
Table 3 (continued)
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Антиген
Antigen

Тип опухоли
Tumor type

Поколение 
рецептора/
структура 

сигнального 
домена

CAR generation/ 
signalling domain

Фаза 
клинических 
испытаний

CT phase

Результат/ссылки (идентификатор 
клинического исследования)

CT result/ID

GD2-
iCasp9 + 
iCAR PD1

Меланома
Melanoma

OX40-CD28-
CD3ζ

Доклиника
Pre-clinical [45]

GD3 Меланома
Melanoma CD28-CD3ζ Доклиника

Pre-clinical [106]

Tn гли-
коформа 
MUC1
MUC1 Tn-
Glycoform

Т-клеточный лей-
коз, рак поджелу-
дочной железы
T cell leukemia, 

pancreatic cancer

4-1BB-CD3ζ Доклиника
Pre-clinical [135]

MUC16 Рак яичника
Ovarian cancer CD28-CD3ζ Фаза I/II

Phase I/II [94]

Meso-
thelin

Аденокарцинома 
поджелудочной 

железы
Pancreatic 

adenocarcinoma

Не указано
n/a

Фаза I
Phase I NCT01897415

Рак яичника, злока-
чественная мезоте-

лиома
Ovarian cancer, 

malignant 
mesothelioma

CD28-41BB-
CD3ζ

Доклиника
Pre-clinical [15]

ROR1

Лимфосаркома, 
B-клеточный лей-

коз, острый лимфо-
бластный лейкоз 

(ОЛЛ)
Lymphosarcoma, B 
cell leukemia, ALL

CD28-CD3ζ Фаза I
Phase I NCT02706392

L1-CAM 
(CD171)

Нейробластома
Neuroblastoma 41BB-CD3ζ

Фаза I
Phase I NCT02311621Ганглионейро 

бластома
Ganglioneuro-

blastoma

CD28-41BB- 
CD3ζ

Таблица 3 (окончание)
Table 3 (continued)

на пациентах, находящихся на терминальных 
стадиях заболевания. В результате даже наибо-
лее успешные иммунотерапевтические подходы 
оказываются малоэффективны, что смазыва-
ет картину всего исследования. В будущем, при 
внедрении иммунотерапевтических подходов 
в практику, важной проблемой станет и экономи-
ческая сторона лечения. Большинство методов 
клеточной терапии требуют проведения сложных 
и дорогостоящих манипуляций с клетками, что 
делает их труднодоступными для большинства 
пациентов. Вопрос о том, может ли иммунотера-

пия когда-нибудь вытеснить другие стандартные 
методы лечения онкологических заболеваний, 
пока остается открытым. 

Заключение
Недавно войдя в клиническую практику и еще 

пребывая на стадии становления в качестве те-
рапевтического подхода, клеточная иммуноте-
рапия демонстрирует высокую эффективность 
при лечении различных видов опухолей. Совер-
шенствование имеющихся и создание новых ме-
тодов клеточной терапии позволит определить 
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оптимальные стратегии терапии для разных ти-
пов онкопатологий. Пока существует множество 
нерешенных проблем, в том числе связанных 
со способностью опухоли к самостоятельному пе-
репрограммированию клеток иммунной системы 
и созданию микроокружения, благоприятству-
ющего росту и инвазии. Решение этих проблем 

потребует не только разработки лучших методов 
получения клеточных популяций ex vivo, но и рас-
ширения наших знаний о механизмах взаимо-
действия опухолевых клеток с иммунной систе-
мой. Выполнение этих задач сделает клеточную 
иммуно терапию наиболее эффективным и без-
опасным способом противораковой терапии. 
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ЗНАЧЕНИЕ СООТНОШЕНИЯ КОНЦЕНТРАЦИЙ ЛЕПТИНА 
И ГРЕЛИНА КАК БИОМАРКЕРА ПРИ ИНДУЦИРОВАННОЙ 
ДИЕТОЙ ГИПЕРЛИПИДЕМИИ У САМОК МЫШЕЙ 
C57Black/6J
Ригер Н.А., Евстратова В.С., Апрятин С.А., Гмошинский И.В., 
Ханферьян Р.А.
ФГБУН «Федеральный исследовательский центр питания и биотехнологии», Москва, Россия

Резюме. Висцеральное ожирение, дислипидемия и инсулинорезистентность рассматриваются как ос-
новные причины обменных нарушений при метаболическом синдроме. Лептин и грелин являются важ-
нейшими факторами, участвующими в регуляции метаболических процессов. Целью настоящего ис-
следования была оценка значимости соотношения концентраций лептина и грелина (L/Gh), а также 
цитокинового профиля в качестве биомаркеров метаболических и иммунных нарушений на in vivo модели 
индуцированной диетой дислипидемии у мышей. 

Исследования проводили на 48 мышах-самках линии C57Black/6, которые были разделены на 6 групп 
по 8 животных. Группа 1 (контроль) получала рацион AIN93; 2 – избыток жиров (30% сухой массы); 3 – до-
бавку 20% фруктозы с водой к основному рациону; 4 – избыток жиров и фруктозы; 5 – избыток холесте-
рина (0,5% сухой массы); 6 – избыток холестерина и фруктозы. Продолжительность эксперимента соста-
вила 63 суток. У всех животных определяли относительную массу внутренних органов. Уровни цитокинов, 
лептина и грелина в плазме определяли на анализаторе Luminex 200 с использованием наборов Bio-Plex.

Не было выявлено значимых различий концентраций лептина и грелина в плазме животных между 
контролем и большинством опытных групп, за исключением 6-й группы (комбинированный рацион с из-
бытком фруктозы и холестерина), в которой уровень лептина был достоверно снижен по сравнению с кон-
тролем (группа 6: 2,12 пг/мл, min 1,57 – max 3,83 vs группа 1: 3,92 пг/мл, min 2,45 – max 27,88; p < 0,05). 
Изменения содержания грелина в плазме, в зависимости от рационов, имели в целом обратную тенденцию 
по сравнению с лептином. Величина L/Gh при избытке жировой (группа 2) и холестериновой (группа 5) 
составляющей имела статистически недостоверные тенденции к возрастанию. Добавление фруктозы к ра-
циону с избытком жира или холестерина достоверно (p < 0,05) снижало L/Gh. У животных 6-й группы 
(фруктоза + холестерин) при минимальном L/Gh выявлена наименьшая общая масса жировых отложе-
ний. Связь между L/Gh и массой жира была подтверждена наличием линейной регрессионной зависимо-
сти между рассматриваемыми показателями. Также были обнаружены корреляционные связи между зна-
чениями L/Gh и показателями массы тела животных (r = 0,424; α = 0,004), относительной массы жировой 
ткани (r = 0,663; α = 0,000), печени (r = -0,315; α = 0,035) и селезенки (r = -0,585; α = 0,000), статисти-
чески значимые корреляции между L/Gh, массой органов и тканей и концентрациями IL-12(p40), IL-2, 
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IL-9, IL- 13, G-CSF и RANTES. Наряду с этим, установлены достоверные различия между контрольной 
и опытными группами по концентрациям в плазме G-CSF, IL-12(p40), IL-2, IL-3 и IL-9. Концентрация 
IL-12(p40) в плазме группы 2 была самой низкой по сравнению с контролем, а в 6-й группе на фоне самых 
низких показателей L/Gh и общего количества жира уровень IL-12(p40) был самым высоким. 

Таким образом, была выявлена достоверная зависимость между L/Gh с изменениями массы орга-
нов и тканей, а также с уровнями цитокинов, участвующих в регуляции воспаления. Наиболее значимая 
взаимосвязь обнаружена между относительной массой жировых отложений, соотношением L/Gh и кон-
центрацией IL-12(p40). При этом отмечается не только корреляционная зависимость, но и достоверные 
изменения L/Gh и содержания IL-12(p40) между опытными группами на in vivo модели алиментарной 
дислипидемии у мышей.

Ключевые слова: лептин, грелин, гиперлипидемия, цитокины, биомаркеры, корреляция

IMPORTANCE OF THE LEPTIN/GRELIN RATIO AS A 
BIOMARKER IN DIETARY INDUCED HYPERLIPIDEMIA IN 
FEMALE C57Black/6 MICE
Riger N.A., Evstratova V.S., Apryatin S.A., Gmoshniskiy I.V., 
Khanferyan R.A.
Federal Research Center of Nutrition and Biotechnology, Moscow, Russian Federation

Abstract. Visceral obesity, dyslipidemia and insulin resistance are considered the main causes of metabolic 
disorders in metabolic syndrome. Leptin and ghrelin are the most important factors involved in regulation of 
the metabolic processes. The purpose of this study was to evaluate the significance of leptin-to-ghrelin ratio 
(L/Gh) and cytokine profiles as biomarkers of metabolic and immune disorders in an in vivo model of a dietary 
induced dyslipidemia in mice. 

The studies were carried out on 48 female C57Black/6 mice, which were divided into 6 groups of 8 animals. 
Group 1 (control) received the AIN93 diet; group 2, excess fat administration (30% dry weight); the mice from 
group 3 were supplied with 20% fructose in drinking water added to the main diet; group 4 got fats and fructose 
excess, group 5, cholesterol excess (0.5% dry weight); group 6 was fed with cholesterol and fructose in excess. 
Duration of the experiment was 63 days. In all animals, the relative mass of internal organs was determined. 
The levels of cytokines, leptin and ghrelin in plasma were determined by means of Luminex 200 analyzer using 
Bio-Plex kits. 

There were no significant differences for plasma leptin and ghrelin concentrations between the control and 
most of experimental groups, except of the 6th group (combined diet with excess fructose and cholesterol) 
which a significantly lower leptin levels as compared to the controls (group 6: 2.12 pg/ml, min 1.57 – max 3.83 vs 
group 1: 3.92 pg/ml, min 2.45 – max 27.88, p < 0.05). The changes in plasma ghrelin contents, depending on 
the diet, showed a generally opposite trend when compared to leptin levels. 

The value of L/Gh ratio in mice fed with excess fat (group 2) and cholesterol (group 5) showed a statistically 
unsignificant trend for increase. Fructose added to a diet with fat or cholesterol excess caused a significant 
decrease in L/Gh ratio (p < 0.05). In animals of the 6th group (fructose + cholesterol) with minimal L/Gh 
values, the lowest total body fat deposition was found. The relationship between the L/Gh and the fat mass 
was confirmed by the linear regression relationship between the indicators considered. We have also found 
a correlation between L/Gh and animal fat weight (r = 0.424, α = 0.004), relative mass of adipose tissue 
(r = 0.663, α = 0.000), liver (r = -0.315, α = 0.035) and spleen (r = -0.585; α = 0.000), statistically significant 
correlations between L/Gh, organ and tissue weight and concentrations of IL-12(p40), IL-2, IL-9, IL-13, 
G-CSF and RANTES. In addition, significant differences were found between the control and test groups for 
plasma concentrations of G-CSF, IL-12(p40), IL-2, IL-3 and IL-9. The IL-12(p40) concentration in plasma 
from the group 2 mice was the lowest against controls. Meanwhile, the 6th group exhibited highest IL-12(p40) 
levels against the lowest L/Gh ratios and total fat levels. 
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Thus, a significant relationship was found between L/Gh ratio and changing mass of organs and tissues, as 
well as with the levels of cytokines involved into the regulation of inflammation. The most significant relationship 
was found between the relative mass of body fat, L/Gh ratio and the IL-12(p40) concentration. L/ Gh ratio and 
IL-12p(40) showed both content Not only a correlation dependence, but also significant changes were noted 
between the experimental groups in the in vivo model of alimentary dyslipidemia in mice.

Keywords: leptin, ghrelin, hyperlipidemia, cytokines, biomarkers, correlation

Введение
Метаболический синдром (МС) представля-

ет собой комплекс обменных нарушений, вклю-
чающий висцеральное ожирение, артериальную 
гипертензию, дислипидемию, гипергликемию 
и резистентность к инсулину. Хотя патогенез МС 
до настоящего времени окончательно не расшифро-
ван, висцеральное ожирение, дислипидемия и ин-
сулинорезистентность рассматриваются как основ-
ные причины развивающихся нарушений обмена 
веществ, которые могут быть выявлены и контро-
лируются на основании изменений специфических 
биомаркеров сыворотки крови [37]. Избыток жиро-
вой ткани ведет к нарушению соотношения основ-
ных групп цитокинов и адипокинов, способствуя 
прогрессированию метаболического синдрома [35]. 
Список этих адипокинов и цитокинов постоянно 
расширяется, а их экспрессия взаимосвязана с ко-
личеством резидентных клеток и гетерогенностью 
жировой клетчатки [9].

Важнейшими факторами, участвующими в регу-
ляции метаболических процессов, являются лептин 
и грелин. Лептин – адипокин, который при физио-
логическом состоянии ограничивает аппетит, по-
вышает расход энергии, активирует симпатическую 
нервную систему, облегчает утилизацию глюкозы 
и повышает чувствительность к инсулину [10]. На-
ряду с этим, лептин участвует в регуляции гемо-
поэза, результатом чего являются наблюдаемые 
при ожирении изменения количества лейкоцитов, 
эритроцитов, уровня гемоглобина и, как следствие, 
нарушения иммунорегуляции [6, 23, 24, 32, 39]. Гре-
лин – нейроэндокринный гормон, секретируемый, 
главным образом, в желудке, в меньшей степе-
ни – в поджелудочной железе и кишечнике, и спо-
собный проникать через гемато-энцефалический 
барьер, стимулирует аппетит за счет прямой актива-
ции GH-специфических рецепторов 1a (GHSR- 1a) 
гипоталамуса, а также вследствие повышения экс-
прессии орексигенных пептидов, таких как нейро-
пептид Y (NPY) [7, 40]. Механизмы взаимодействия 
лептина и грелина в регуляции метаболизма и рас-
ходования энергии менее изучены по сравнению 
с регуляторной ролью лептина и адипонектина. 
Анорексическое действие лептина обусловлено уг-
нетением грелин-индуцированной экспрессии ней-

ропептида Y нейронами дугообразных ядер гипота-
ламуса, играющими основную роль в стимуляции 
аппетита [20]. В исследованиях по оценке программ 
уменьшения массы тела было отмечено, что увели-
чение соотношения лептин/грелин (L/Gh) являет-
ся предвестником снижения эффективности лече-
ния и свидетельствует о тенденции к последующему 
нарастанию количества жировой ткани [41]. В свя-
зи с этим представляется целесообразной оценка 
изменений концентраций и соотношения лептина 
и грелина в крови в качестве биомаркеров развития 
нарушений метаболизма, обусловленных индуци-
рованной дислипидемией и ожирением.

Целью исследования была оценка биомаркер-
ной значимости грелина и лептина и их соотноше-
ния в изменении массы органов и тканей лабора-
торных животных, а также цитокинового профиля 
при индуцированной различными диетами гипер-
липидемии на охарактеризованной ранее in vivo 
модели МС у самок мышей C57Black/6J [1].

Материалы и методы
Исследования проводили на 48 мышах-самках 

линии C57Black/6J со средней начальной массой 
тела 17,8±0,1 г (M±m), полученных из питомни-
ка лабораторных животных, филиал «Столбовая» 
ФГБНУ «Научный центр биомедицинских тех-
нологий» ФМБА России. Животных содержали 
группами по 2 особи при температуре 20-22 °С и 
режиме освещения 12/12 ч. Работу с животными 
выполняли в соответствии с руководством [14] 
и Правилами лабораторной практики (При-
каз Минздравсоцразвития России № 708Н 
от 23.08.2010 г. «Об утверждении правил лабора-
торной практики»).

Мыши были разделены на 6 групп по 8 живот-
ных. Средняя масса тела в группах животных досто-
верно не различалась (p > 0,05, ANOVA). В течение 
63 дней животные группы 1 (контроль) получали 
полусинтетический рацион по AIN93 [34]; группы 
2 – рацион с избытком жиров (30% по массе сухо-
го корма); группы 3 – рацион с добавлением 20% 
раствора фруктозы вместо воды, группы 4 – ра-
цион с избытком жиров и добавлением 20% рас-
твора фруктозы, группы 5 – рацион с избытком 
холестерина (0,5% по массе сухого корма), группы 
6 – рацион с избытком холестерина и добавлением 
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20% раствора фруктозы вместо воды. Все исследу-
емые рационы были изокалорийными. Выведение 
животных из эксперимента осуществляли путем 
декапитации под эфирной анестезией. Кровь со-
бирали в пробирки с добавлением 10% по объему 
антикоагулянта – 1% раствора гепарина в стериль-
ном 0,15 М NaCl. После этого кровь центрифуги-
ровали при 3000 g в течение 15 минут для отделения 
плазмы. Образцы плазмы хранили при температу-
ре -24 °С. Пробы органов и тканей (печень, почки, 
селезенка, головной мозг, жировая ткань) отбирали 
в стерильных условиях и охлаждали на льду до тем-
пературы 0-2 °С. У всех животных определяли от-

носительную массу внутренних органов (печень, 
селезенка, сердце, почки, тимус, легкие, головной 
мозг, жир подкожно-паховый, брыжеечный, забрю-
шинный и общий [суммарный]) на электронных ве-
сах с точностью ±0,01 г.

Для определения уровня цитокинов и ростовых 
факторов (Eotaxin, G-CSF, GM-CSF, IFNγ, IL- 1α, 
IL-1β, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, 
IL- 12 (p40), IL-12 (p70), IL-13, IL-17α, KC, MCP-1, 
MIP- 1α, MIP-1β, RANTES, TNFα) использовали 
коммерческий набор Bio-Plex Pro Mouse Cytokine 
Grp I Panel 23-Plex; для определения уровня марке-
ров диабета (Ghrelin, GIP, GLP-1, glucagon, insulin, 
leptin, PAI-1, resistin) – коммерческий набор Bio-
Plex Mouse Diabetes Panel 8-Plex; все производства 
фирмы Bio-Rad Laboratories, Inc. (США). Исследо-
вания проводили на мультиплексном анализаторе 
Luminex 200 (Luminex Corporation, США) по техно-
логии xMAP с использованием программного обе-
спечения Luminex xPONENT Version 3.1.

Статистическую обработку полученных дан-
ных и корреляционный анализ выполняли с по-
мощью пакета программ SPSS 20.0. Достоверность 
различия эмпирической функции распределения 
в группах животных оценивали с помощью непара-
метрического рангового критерия Манна–Уитни. 
Пороговое значение вероятности отклонения нуль-
гипотезы было принято равным p < 0,05. Довери-
тельный интервал для полученных коэффициентов 
корреляции (r) принимался для α < 0,05.

Результаты
Уровни лептина в плазме мышей в разной степе-

ни претерпевали изменения под влиянием исполь-
зуемых рационов (рис. 1). В наибольшей степени 
концентрация лептина снижалась по сравнению 
с контролем при сочетании холестерина с фрук-
тозой (группа 6: 2,12 пг/мл, min 1,57 – max 3,83 vs 
группа 1: 3,92 пг/мл, min 2,45 – max 27,88; p < 0,05). 
Напротив, при избытке жирового компонента 
(группа 2) уровень этого гормона проявлял стати-
стически недостоверную тенденцию к росту (груп-
па 2: 10,20пг/мл, min 3,52 – max 26,91) по сравне-
нию с контролем и остальными группами. В группе 
с избытком холестерина уровень лептина также 
имел тенденцию к увеличению по сравнению с кон-
трольными животными (группа 5: 6,42 пг/мл, min 
2,01 – max 11,10). Добавление фруктозы к высоко-
жировому и холестриновому рационам приводило 
в обоих случаях к достоверному снижению концен-
трации лептина (группа 4 vs группа 2; р < 0,05; груп-
па 6 vs группа 5; р < 0,05).

Изменения содержания грелина в плазме, в за-
висимости от рационов, имели в целом обратную 
тенденцию по сравнению с лептином (рис. 1). 

Рисунок 1. Уровень грелина и лептина в плазме мышей
Примечание. По оси Y – концентрация грелина и лептина – пг/ мл; 
по оси X – номера групп: 1 – контроль, 2 – избыток жиров, 3 – избыток 
фруктозы, 4 – жиров и фруктозы, 5 – избыток холестерина, 6 – 
избыток холестерина и фруктозы.
* – p < 0,05 – различия концентраций лептина между группами 1 и 6; 
** – p < 0,05 – различия концентраций лептина между группами 2 и 4, 
2 и 6;
*** – p < 0,05 – различия концентраций лептина между группами 3 и 6, 
5 и 6;
# – p < 0,05 – различия концентраций грелина между группами 3 и 4;
## – p < 0,05 – различия концентраций грелина между группами 4 и 6.
Figure 1. Levels of ghrelin and leptin in the blood plasma of 
mice
Note. Y axis, ghrelin and leptin concentrations in pg/ml; X axis, the numbers 
of the groups: 1, control; 2, excess fat; 3, excess fructose; 4, excess fats and 
fructose; 5, added cholesterol; 6, added cholesterol and excess fructose.
*, p < 0.05, differences in leptin concentrations between groups 1 and 6;
**, p < 0.05, differences in leptin concentrations between groups 2 and 4, 2  
and 6; 
***, p < 0.05, differences in leptin concentrations between groups 3 and 6, 5  
and 6;
#, p < 0.05, differences in ghrelin concentrations between groups 3 and 4;
##, p < 0.05, differences in ghrelin concentrations between groups 4 and 6.
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В группах с избытком в диете жира и холестерина 
содержание в плазме грелина у опытных живот-
ных практически не отличалось от контроля. Из-
быток фруктозы, наоборот, способствовал уме-
ренному росту концентрации грелина в плазме 
(различие с группой 1 на уровне тенденции). При 
сравнении эффекта комбинированных рационов 
установлено достоверное снижение уровня гре-
лина при сочетании фруктозы и жира по сравне-
нию с фруктозным рационом, а также с сочета-
нием фруктозы и холестерина (рис. 1).

График изменений соотношения концентраций 
лептина к грелину (L/Gh) представлен на рисун-
ке 2. При избытке жировой и холестериновой со-
ставляющей это соотношение имело статистически 

Рисунок 2. Динамика изменений соотношения 
концентраций грелина и лептина (L/Gh) и жировой 
массы при различных рационах
Примечание. По оси Y – соотношения концентраций грелина 
и лептина (L/Gh) и жировой массы (FAT) в относительных 
единицах; по оси X – номера групп: 1– контроль, 2 – избыток 
жиров, 3 – избыток фруктозы, 4 – жиров и фруктозы, 5 – 
избыток холестерина, 6 – избыток холестерина и фруктозы.
** – p < 0,05 – различия в жировой массе между группами 2 и 3, 
2 и 4, 2 и 6.
Figure 2. Dynamics of changes in ghrelin-to-leptin ratio (L/Gh) 
and fat mass for various experimental diets
Note. Y axis, ghrelin to leptin ratios (L/Gh) and fat mass (FAT) in 
relative units; X axis, experimental group numbers: 1, control; 2, excess 
fat; 3, excess fructose; 4, excess fat and fructose; 5, added cholesterol; 
6, added cholesterol and fructose excess.
**, p < 0.05, differences in fat mass between groups 2 and 3, 2 and 4, 
2 and 6.

Рисунок 3. Регрессионная зависимость между 
соотношением L/Gh и массой жировой ткани мышей при 
выведении из эксперимента
Примечание. По оси абсцисс (X) – L/Gh (безразмерная 
величина), M±m; по оси ординат (Y) – масса жира, % от массы 
тела, M±m.
Figure 3. Linear regression between the L/Gh ratio and the fat 
mass of the mice by upon finidhing the experiment
Note. X axis, L/Gh ratio M±m; Y axis, fat mass ,% of body weight, M±m.
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недостоверные тенденции к возрастанию, особен-
но во 2-й группе (L/Gh: 11,5, min 2,1 – max 46,8), 
по сравнению с контролем и остальными опытны-
ми группами. Напротив, на фоне избытка фруктозы 
L/Gh снизилось. Добавление фруктозы к рациону 
с избытком жира или холестерина выраженно сни-
жало соотношение L/Gh по сравнению с контролем 
и рационами с добавкой только жира и холестерина 
соответственно. Данный эффект был максималь-
но выражен в 6-й группе животных (L/Gh: 2,3, min 
0,6 – max 4,8; p < 0,05 в сравнении с контрольными 
и опытными группами – рис. 2). У животных 6-й 
группы при минимальном соотношении L/Gh вы-
явлена наименьшая общая масса жировых отложе-
ний. Напротив, во 2-й группе (рацион с избытком 
жира), при самом высоком соотношении L/Gh об-
наружено достоверно большее количество жировых 
отложений по сравнению с контролем и 6-й груп-
пой животных (рис. 3). Связь между L/Gh и массой 
жира подтверждается наличием линейной регрес-
сионной зависимости между рассматриваемыми 
показателями (рис. 3).
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Участие лептина и грелина в метаболических 
процессах накопления липидов и энергетиче-
ских ресурсов подтверждается обнаружением 
корреляционных связей между индивидуальны-
ми значениями L/Gh и показателями массы тела 
животных (r = 0,424; α = 0,004), относительной 
массы жировой ткани (r = 0,663; α = 0,000), пече-
ни (r = -0,315; α = 0,035) и селезенки (r = -0,585; 
α = 0,000). Кроме того, изменения этих показате-
лей в той или иной степени коррелировали между 
собой (табл. 1). Обнаружены также статистически 
значимые корреляции между L/Gh, морфологиче-
скими параметрами животных и концентрациями 
ряда цитокинов в плазме. Так, в частности:

– изменение соотношения L/Gh коррелировало 
с IL-12(p40): r = -0,411; α = 0,005; IL-2: r = 0,324; 
α = 0,03; IL-9: r = -0,298; α = 0,047;

– общая масса животных при забое – с IL-13: 
r = 0,343; α = 0,021;

– относительное количество общего жира – 
с IL-2: r = 0,351; α = 0,018 и RANTES: r = -0,311; 
α = 0,038;

– относительная масса печени – с G-CSF: 
r = 0,313; α = 0,036.

Наряду с этим, установлены достоверные раз-
личия между контрольной и опытными группами 
по концентрациям в плазме G-CSF, IL-12(p40), IL-2 
и IL-9 (табл. 2). Концентрация IL-12(p40) в плазме 
мышей группы 2 была самой низкой по сравнению 
с контролем (0,285пг/см3, min 0,155 – max 0,404 vs 
0,374 пг/см3, min 0,282 – max 0,591; p < 0,05 в срав-
нении с контролем) и с группами 4 и 6 (0,394 пг/ см3, 
min 0,251 – max 0,581 и 0,427 пг/см3, min 0,194 – 
max 0,729; p < 0,05 в сравнении с группой 2). В 6-й 
группе на фоне самых низких показателей лепти-
на, L/Gh и общего количества жира концентра-
ция IL- 12(p40) была самой высокой. Напротив, 
плейоморфный регулятор пролиферации и апоп-

ТАБЛИЦА 1. КОРРЕЛЯЦИОННЫЙ АНАЛИЗ МЕЖДУ СООТНОШЕНИЕМ КОНЦЕНТРАЦИЙ ЛЕПТИНА И ГРЕЛИНА 
И МАССОЙ ОРГАНОВ И ТКАНЕЙ ЖИВОТНЫХ
TABLE 1. CORRELATIONS BETWEEN THE LEPTIN-TO-GHRELIN RATIO AND THE WEIGHT OF ANIMAL’S ORGANS AND 
TISSUES

Parameter
Parameter n = 45 L/Gh ratio Масса 

Body weight

Относительная масса органов 
Relative weights of organs and tissues, %

Печень 
Liver

Селезенка 
Spleen

Жир общий 
Total fat

L/Gh
r 0,42 -0,32 -0,59 0,66

α 0,004 0,035 0,000 0,000

Масса 
Body weight

r 0,42 -0,39 -0,41 0,49

α 0,004 0,008 0,006 0,001

Печень 
Liver

r -0,32 -0,39 0,38 -0,38

α 0,035 0,008 0,010 0,009

Селезенка 
Spleen

r -0,59 -0,41 0,38 -0,65

α 0,000 0,006 0,010 0,000

Жир общий 
Total fat

r 0,66 0,49 -0,38 -0,65

α 0,000 0,001 0,009 0,000

Примечание. n = 45 – общее количество животных, для которых проводился корреляционный анализ; L/Gh – 
соотношение концентраций лептина и грелина; масса – масса животных при выведении из эксперимента;  
r – коэффициент корреляции; α – достоверность для полученного коэффициента корреляции (р < 0,05).

Note. n = 45, the total number of animals for which the correlation analysis was performed; L/Gh, leptin-to-ghrelin ratio; body 
weight has been measured at the end of experiment; r, Pearson correlation coefficient; α, confidence for the obtained correlation 
coefficient (p < 0.05).
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ТАБЛИЦА 2. УРОВНИ ЦИТОКИНОВ (пг/мл) В ПЛАЗМЕ ЖИВОТНЫХ
TABLE 2. LEVELS OF CYTOKINES (pg/ml) IN ANIMALS’ BLOOD PLASMA

Цитокины, пг/мл 
Cytokines, pg/ml

Группы животных, число (n) животных в группе 
Groups of animals, number (n) of animals in the group

1 2 3 4 5 6

n = 8 n = 8 n = 8 n = 8 n = 8 n = 8

RANTES
Median

Min
Max

0,0578
0,0144
0,1205

0,0614
0,0000
0,1070

0,0684
0,0000
0,1176

0,0632
0,0190
0,1203

0,0652
0,0157
0,0997

0,0904
0,0385
0,1423

G-CSF
Median

Min
Max

0,04514

0,0183
0,1134

0,0558
0,0394
0,0796

0,0664
0,0318
0,1756

0,070115

0,0534
0,1308

0,04304

0,0127
0,1197

0,0839
0,0237
0,1166

IL-12(p40)
Median

Min
Max

0,3742

0,282
0,591

0,285146

0,155
0,404

0,339
0,205
0,822

0,3942

0,251
0,581

0,406 
0,212
0,530

0,4272

0,194
0,729

IL-2
Median

Min
Max

0,018156

0,0006
0,0409

0,02416

0,0050
0,0535

0,0174
0,0050
0,0446

0,0152
0,0135
0,0258

0,01331

0,0065
0,0334

0,012512

0,0000
0,0318

IL-3
Median

Min
Max

0,00042-6

0,0000
0,0209

0,00591

0,0000
0,0152

0,00511

0,0000
0,0313

0,01041

0,0008
0,0459

0,00711

0,0032
0,0094

0,01051

0,0014
0,0477

IL-9
Median

Min
Max

0,0511
0,0319
0,0702

0,05913

0,0399
0,0862

0,044724

0,0255
0,0575

0,06073

0,0367
0,0894

0,0431
0,0224
0,0702

0,0479
0,0159
0,0607

IL-13
Median

Min
Max

0,234
0,119
1,181

0,346
0,174
0,577

0,203
0,002
0,741

0,209
0,075
0,933

0,226
0,033
0,439

0,338
0,091
0,587

Примечание. Надстрочные индексы – достоверные различия (p < 0,05) концентраций цитокинов в плазме 
в сравнении между группами; номера групп: 1 – контроль, 2 – избыток жиров, 3 – избыток фруктозы, 4 – 
жиров и фруктозы, 5 – избыток холестерина, 6 – избыток холестерина и фруктозы.  
Цитокины: RANTES, Chemokine (C-C motif) ligand 5, G-CSF, гранулоцитарный колониестимулирующий фактор, 
IL, интерлейкин.

Note. Superior figures, significant differences (p < 0.05) in plasma concentrations of cytokines by the intergroup comparisons; 
numbers of groups: 1, control; 2, excess fat; 3, excess fructose; 4, excess fat, and fructose; 5, added cholesterol; 6, added 
cholesterol and excess fructose.  
Cytokines: RANTES, Chemokine (C-C motif) ligand 5; G-CSF, granulocyte colony stimulating factor; IL, interleukin.

тоза – IL-9 – также отрицательно коррелировал 
с L/Gh. При этом концентрации IL-9 были самы-
ми высокими у животных 2-й и 4-й групп (p < 0,05 
в сравнении со группой 3). Уровень G-CSF возрас-
тал в опытных группах по сравнению с контролем. 
Достоверные изменения этого фактора выявлены 
в группе 4 (0,0701 пг/ см3, min 0,0534 – max 0,1308 
vs 0,0451 пг/ см3, min 0,0183 – max 0,1134; p < 0,05 
в сравнении с контролем) по сравнению с контро-
лем и группой 5 (0,0430 пг/см3, min 0,0127 – max 
0,1197; p < 0,05 в сравнении с группой 4). Уровень 
основного стимулятора гемопоэза IL-3 также до-

стоверно увеличился во всех опытных группах 
по сравнению с контролем (p < 0,05). Содержание 
IL-2 оказалось достоверно меньшим в группах 5 и 6 
по сравнению с животными, получавшими сбалан-
сированный рацион (табл. 2). Для наиболее значимо 
изменявшегося при использовании различных диет 
IL-3 не было выявлено корреляций с L/Gh. Однако 
изменения уровня этого фактора имели положи-
тельную связь с содержанием в плазме животных 
RANTES (r = 0,504; α = 0,000) и G-CSF (r = 0,414; 
α = 0,004).
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Обсуждение
В настоящее время растет число доказательств, 

что воспаление является важнейшим патогенетиче-
ским фактором развития резистентности к инсули-
ну на фоне висцерального ожирения [24]. С другой 
стороны, избыточная адипозная ткань выполняет 
роль эндокринного органа, регулируя продукцию 
гормонов и цитокинов [30]. Продукция провоспа-
лительных цитокинов [2, 28], маркеров проокси-
дантного статуса (продукты окисления липидов, 
мочевая кислота) [18, 36] и тромбогенных факто-
ров (PAI-1) [22] увеличивается при метаболическом 
синдроме. Помимо этого, было обнаружено повы-
шение концентрации лептина и нарастание рези-
стентности к лептину [37]. Напротив, экспрессия 
противовоспалительных цитокинов (в частности, 
интерлейкина-10 [IL-10]), грелина, адипонектина 
и продукция антиоксидантных факторов (параок-
соназа/арилестераза – PON-1) уменьшаются при 
метаболическом синдроме [4, 27]. Нарушения про-
дукции и изменения концентраций биомаркеров 
при метаболическом синдроме могут коррелиро-
вать с выраженностью обменных нарушений [37].

Общеизвестно, что основным методом лечения 
при висцеральном ожирении являются редуциро-
ванные диеты в сочетании с физической нагруз-
кой, что сопровождается количественной и каче-
ственной нормализацией обменных нарушений. 
Для диагностики и раннего выявления, а также мо-
ниторирования результатов лечения компонентов 
метаболического синдрома необходимо исполь-
зовать обладающие высокой чувствительностью 
и специфичностью биомаркеры. Результаты оценки 
уровней циркулирующих адипокинов на in vivo мо-
делях индуцированного ожирения и в клинике под-
твердили, что изменения в соотношении лептин/
адипонектин (L/A) более информативны по срав-
нению с динамикой сывороточных концентраций 
каждого из этих факторов [11, 21]. Лимитирующим 
фактором использования L/A являются более высо-
кие уровни адипонектина у самок животных и лиц 
женского пола и более значимая ассоциация с ме-
таболическим синдромом у женщин, чем у муж-
чин [5]. Эти особенности обусловлены половыми 
различиями в обмене углеводов и жиров. Еще один 
ограничивающий фактор использования соот-
ношения L/A в качестве биомаркеров – различия 
между уровнями лептина и адепонектина мало из-
меняются в фазу голода и в стадию насыщения [13].

В проведенных нами исследованиях не выяв-
лено значимых различий концентрации лептина 
и грелина в плазме животных между контролем 
и большинством опытных групп, за исключением 
6-й группы (комбинированный рацион с избыт-

ком фруктозы и холестерина), в которой уровень 
лептина был достоверно снижен по сравнению 
с контролем. При этом если концентрация лептина 
в плазме животных имела статистические различия 
в опыте с наибольшими проявлениями между 2-й 
и 6-й группами, то достоверных изменений уров-
ней грелина даже на фоне используемых рационов 
в большинстве случаев выявлено не было (рис. 1). 
Поэтому оценка натуральных величин, как свиде-
тельствуют результаты исследований, по аналогии 
с концентрациями лептина и адипонектина, про- 
и противовоспалительных цитокинов, про- и анти-
оксидантных факторов остаются недостаточно 
информативными для мониторинга компонентов 
метаболического синдрома. Как правило, при ис-
следовании in vivo цитокинового и адипокиново-
го спектра, про- и антиоксидантной активности, 
наблюдается широкая индивидуальная дисперсия 
показателей [24, 26]. Похожая ситуация была об-
наружена и в нашем исследовании, где показатели 
лептина, грелина и цитокинового профиля доволь-
но часто различались между контролем и опытны-
ми группами статистически недостоверно.

Основной результат антагонизма лептина и гре-
лина проявляется в регуляции потребления пищи, 
накопления жировой ткани и расхода энергии. 
Лептин в ответ на накопление жира при обычной 
концентрации в плазме снижает аппетит и повы-
шает расход энергии. Секретируемый первично 
в слизистой оболочке желудка грелин, особенно 
в период голода, повышается в плазме и, усиливая 
экспрессию нейропептида Y нейронами дугоо-
бразных ядер гипоталамуса, стимулирует организм 
к приему пищи [41]. Лептин супрессирует эффект 
грелина через фосфоинозитид-3-киназы/Akt (PI3k/
Akt) и фосфодиэстеразы 3 (PDE3) метаболитческие 
пути [20]. Кроме того, низкий уровень глюкозы по-
тенцирует активирующее действие грелина, а ин-
сулин, наоборот, усиливает супрессорное влияние 
лептина на NPY-нейроны [41].

Иммуногистохимические исследования свиде-
тельствуют, что грелин-специфические рецепто-
ры (GHSR) и рецепторы к лептину (LEPR, OB-R) 
коэкспрессируются более чем в 90% нейронов ду-
гообразных ядер гипоталамуса [31]. Такая тесная 
взаимосвязь непосредственно отражает значимость 
соотношения L/Gh. Это проявляется высокой по-
ложительной корреляционной связью между L/Gh 
и массой тела животных, а также относительной 
массой жировой ткани (табл. 1, рис. 3).

На этом фоне интересным фактом становятся 
достаточно значимые отрицательные корреляцион-
ные зависимости между L/Gh и относительной мас-
сой печени и селезенки. Отрицательная взаимосвязь 
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относительной массы печени и селезенки также 
была прослежена к относительной массе жировых 
отложений (табл. 1). Анатомическая и функцио-
нальная связь этих органов в регуляции метаболи-
ческих процессов в норме и при патологии обще-
известна. В частности, при фиброзных изменениях 
в печени (независимо от этиологического фактора) 
неизбежно происходят дистрофические изменения 
в тканях селезенки [16, 25]. Взаимосвязь между из-
менениями L/Gh и массой органов и тканей может 
быть обусловлена участием лептина и грелина в ре-
гуляции ангиогенеза и формировании фиброзных 
изменений, которые наблюдаются при ожирении 
и метаболическом синдроме. Причем была показа-
на как проангиогенная, так и антифибротическая 
роль грелина in vivo и in vitro за счет активации Bcl- 2 
(белок семейства регуляторов апоптоза) сигналь-
ного пути и редукции апоптоза [17]. На этом фоне 
системное введение грелина мышам, получающим 
обогащенный жирами рацион, способствовало уве-
личению сывороточного VEGF (фактор роста эндо-
телия) и снижению сывороточных концентраций 
лептина и NO (окись азота II) [19].

Лептин и грелин, наравне с цитокинами, об-
ладают плейотропной активностью и участвуют 
в механизмах регуляции воспаления, как одного 
из компонентов метаболического синдрома [23, 
25, 33]. Корреляционная зависимость L/Gh, по-
казателей абсолютной и относительной массы ор-
ганов и тканей с рядом достоверно изменяющихся 
концентраций цитокинов в плазме мышей – до-
статочно интересная и закономерная находка. Ме-
ханизм и пути развития лептин/лептин–рецептор 
и грелин/грелин–рецептор резистентности широко 
исследуются как мишень для целевого воздействия 
на патофизиологию иммунных и метаболических 
расстройств [8, 32]. Наиболее значимая зависимость 
с показателями L/Gh, а также абсолютной и отно-
сительной массой органов и тканей мышей была 
выявлена для следующих цитокинов: IL-12(p40) 
(отрицательная); IL-2, IL-9 (отрицательная); IL- 13, 
RANTES (отрицательная). Для IL- 12(p40), IL-2, 
IL-9 и G-CSF также были выявлены изменения 
в плазме при различных рационах. Причем концен-
трации IL-12(p40) в плазме достоверно изменялись 
в зависимости от относительной массы жировой 
ткани и L/Gh, особенно между 2-й и 6-й группами. 
Лептин в настоящее время все чаще рассматрива-
ется в роли иммунорегулятора. Структурно лептин 
содержит 4 альфа-спиральных домена – 2 пары 
альфа-спиралей, расположенных под углом друг 
к другу. Эти домены обладают большим сходством 
с участками альфа-спиралей длинных цепей цито-
кинов, таких как IL-2, IL-6, IL-11, IL-12, G-CSF 
и онкостатин M (OSM) [3, 24, 26]. Плейотропные 

особенности лептина обусловлены универсальным 
характером лептин-рецептора (OB-R), который 
представлен у мышей 6-ю изоформами, различа-
ющимися по своей локализации и функциям [29]. 
При этом только OB-Rb тип рецепторов (OB-Rb: 
long form) обладает наиболее значимой функцио-
нальной активностью, являясь наиболее важным 
компонентом в лептин–лептин–рецептор сигналь-
ном пути [23]. Кроме высокой экспрессии в ядрах 
гипотоламуса, OB-Rb обнаруживаются на различ-
ных субпопулляциях Т-, В- и NK-лимфоцитов, 
дендритных клетках, моноцитах/макрофагах и гра-
нулоцитах у грызунов и человека [32].

Кодируемые db-генами OB-R демонстрируют 
структурное сходство с семейством цитокиновых 
рецепторов класса I [29, 38]. По аналогии с другими 
членами этого семейства OB-R существенно пода-
вляет активность тирозинкиназы, но способствует 
активации рецептор-ассоциированного семейства 
JAKs (Janus-семейство рецептор-ассоцированных 
киназ), которые инициируют снижение передачи 
сигналов транскрипционных факторов, в том чис-
ле членов STAT-семейства (факторы передачи сиг-
налов от цитокинов). Дополнительно к активации 
семейства STAT OB-R-сигнальные пути вовлечены 
в активацию MAPK (митоген-активируемая про-
теинкиназа) и PI3K/Akt сигнальных каскадов [32]. 
Эти же сигнальные каскады, как было указано 
выше, вовлечены в регуляцию антагонистических 
взаимодействий лептин–грелин на уровне нейро-
нов дугообразных ядер гипоталамуса [20].

Примечательно, что цитокины IL-2, IL-9 
и IL- 12(p40), с которыми была выявлена достовер-
ная корреляционная связь L/Gh, также содержат 4 
альфа-спиральных домена, а их рецепторные струк-
туры относят к классу I рецепторов цитокинов, 
как и рецепторы лептина. Подобная структурная 
особенность лептина свидетельствует о его роли, 
наравне с перечисленными цитокинами, в регуля-
ции иммунного ответа [32]. У мышей при отсут-
ствии секреции лептина (ob/ob mice) и рецепторов 
к лептину (db/db mice) наблюдаются не только эн-
докринная недостаточность и избыток жировых 
отложений, но и различные иммунодефицитные 
состояния, сопровождающиеся аутоиммунными 
процессами [12, 15, 33]. Цитокины: IL-12(p40), IL- 2, 
IL-9, IL-13, RANTES, IL-3 и G-CSF, для которых 
выявлена прямая или опосредованная зависимость 
с изменениями L/Gh, принимают непосредствен-
ное участие в механизмах регуляции воспаления 
и инсулинорезистентности при метаболическом 
синдроме [24, 32].

Таким образом, на основании проведенного 
корреляционного анализа выявлена достоверно 
значимая зависимость между концентрациями 
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РОЛЬ TNFα/TNF-R1-СИГНАЛЬНОГО ПУТИ В РЕАЛИЗАЦИИ 
ЦИТОТОКСИЧЕСКОГО ЭФФЕКТА ДЕНДРИТНЫХ КЛЕТОК 
ПРОТИВ ГЛИОБЛАСТОМНЫХ ЛИНИЙ
Тыринова Т.В.1, Мишинов С.В.2, Леплина О.Ю.1, Альшевская А.А.1, 
Курочкина Ю.Д.1, Олейник Е.А.1, Калиновский А.В.3, 
Лопатникова Ю.А.1, Чернов С.В.3, Ступак В.В.2, Сенников С.В.1, 
Останин А.А.1, Черных Е.Р.1
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии»,  
г. Новосибирск, Россия  
2 ФГБУ «Научно-исследовательский институт травматологии и ортопедии имени Я.Л. Цивьяна» 
Министерства здравоохранения РФ, г. Новосибирск, Россия  
3 ФГБУ «Федеральный центр нейрохирургии» Министерства здравоохранения РФ, г. Новосибирск, Россия 

Резюме. Дендритные клетки (ДК) больных злокачественными глиомами головного мозга харак-
теризуются нарушением экспрессии мембранной формы TNFα, что ассоциируется с угнетением 
цитотоксичности ДК против TNF-R1-экспрессирующей опухолевой линии НЕр-2. Чтобы оценить 
клиническую значимость этого феномена, в настоящей работе исследовалась роль TNFα/TNF-R1-
сигнального пути в реализации цитотоксической активности ДК против клеток глиобластомных 
линий, полученных из опухолевой ткани пациентов со злокачественными глиомами головного моз-
га. ДК генерировали путем культивирования прилипающей фракции МНК в присутствии GM-CSF 
и IFNα в течение 4 суток с последующим дозреванием с ЛПС в течение 24 ч (IFN-ДК). Опухолевые 
линии были получены из фрагментов опухоли 11 пациентов с внутримозговой глиобластомой. Пока-
зано, что клетки глиобластомных линий чувствительны к цитотоксическому действию IFN-ДК доно-
ров. Выраженность цитотоксического эффекта IFN-ДК против глиобластомных линий, полученных 
от разных пациентов, варьировала от 20 до 72,2% и в культурах 8 из 11 линий превышала 40%. Клетки 
глиобластомных линий экспрессировали рецепторы TNF-R1 и TNF-R2, однако экспрессия TNF-R1 
была выше. При этом растворимая форма rTNFα не обладала цитотоксическим действием на клетки 
глиобластомных линий. Блокирование TNFα/TNF-R1-сигнального пути путем обработки IFN-ДК 
доноров растворимым рецептором rhTNFR1 снижало цитотоксическую активность ДК против 5 из 6 
тестируемых глиобластомных линий на 11-40% (медиана супрессии – 24%). ДК больных глиобласто-
мой с дефектом TNFα/TNF-R1-сигнального пути лизировали клетки этих глиобластомных линий, 
однако медианный уровень цитотоксичности был на 30% ниже, чем аналогичный показатель у доно-
ров (31,5 vs 45,1%; р = 0,003). В то же время цитотоксичность IFN-ДК больного глиобластомой против 
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аутологичных опухолевых клеток единственной линии, резистентной к TNFα/TNF-R1-зависимому 
пути, была сопоставима с уровнем цитотоксической активности ДК доноров. Таким образом, опухо-
левые клетки глиобластомных линий чувствительны к цитотоксическому эффекту ДК, опосредован-
ному через TNFα/TNF-R1-сигнальный путь, и дефектность данного механизма у больных детерми-
нирует значимое снижение цитотоксической активности ДК против глиобластомных клеток. 

Ключевые слова: дендритные клетки, интерферон-альфа, фактор некроза опухоли альфа, TNF-R1, глиобластома

ROLE OF TNFα/TNF-R1-SIGNALING PATHWAY IN CYTOTOXIC 
ACTIVITY OF DENDRITIC CELLS AGAINST GLIOBLASTOMA 
CELL LINES
Tyrinova T.V.a, Mishinov S.V.b, Leplina O.Yu.a, Alshevskaya A.A.a, 
Kurochkina Yu.D.a, Oleynik E.A.a, Kalinovskiy A.V.c, 
Lopatnikova Yu.A.a, Chernov S.V.c, Stupak V.V.b, Sennikov S.V.a, 
Ostanin A.A.a, Chernykh E.R.a
a Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation  
b Novosibirsk Research Ya.L. Tsivyan Institute of Traumatology and Orthopedics, Novosibirsk, Russian Federation  
c Federal Neurosurgical Center, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. Dendritic cells (DCs) of patients with high-grade brain glioma exhibit impaired expression of 
membrane TNFα associated with low DC cytotoxicity against TNF-R1-expressing tumor cell line HEp-2. 
To assess the significance of these findings, we investigated a role of TNFα/TNF-R1-signaling pathway in DC 
cytotoxic activity against allogenic and autologous cell lines obtained from high-grade glioma tissues. DCs 
were generated by culturing of plastic-adherent peripheral blood mononuclear cells in presence of GM-CSF 
and IFNα for 4 d followed by LPS addition for 24 h (IFN-DCs). The tumor cell lines were obtained from 
tissues of 11 patients with glioblastoma multiforme. According our findings glioblastoma cells were sensitive to 
lysis mediated by donor IFN-DCs. The level of DC cytotoxic effect against cell lines obtained from different 
glioma patient tissues varied from 20 to 72.2%. DC lysis of 8 out of 11 glioblastoma cell lines exceeded 40%. 
Glioblastoma cell lines expressed both TNF-R1 and TNF-R2 receptors, but mostly – TNF-R1. However, 
rTNFα did not show cytotoxic activity towards glioblastoma cell lines. Blocking of TNFα/TNF-R1-signaling 
pathway by treating of donor IFN-DCs with soluble rhTNFR1 receptor led to partial decrease of DC cytotoxic 
activity against 5 out of 6 tested glioblastoma cell lines by 11-40% (median of suppression 24%). Glioblastoma 
patient IFN-DCs which were characterized by an impairment of TNFα/TNF-R1-signaling pathway lysed 
these glioblastoma cell lines, however median of DC cytotoxicity was 30% lower than that of donor values (31.5 
vs 45.1%; р = 0.003). Cytotoxic activity of IFN-DCs of the glioblastoma patient against autologous tumor cells 
resistance to TNFα/TNF-R1-signaling pathway was comparable with level of cytotoxicity of donor IFN-DCs. 
Thus, glioblastoma cells are sensitive to cytotoxic activity of DCs mediated via TNFα/TNF-R1-signaling 
pathway, but the defect of this mechanism in IFN-DCs of glioblastoma patients determines significant decrease 
of DC cytotoxicity towards glioblastoma cells. 

Keywords: dendritic cells, interferon-alpha, tumor necrosis factor alpha, TNF-R1, glioblastoma multiforme

Проведенное исследование поддержано гран-
том Президента Российской Федерации в кон-
курсе государственной поддержки молодых 
российских ученых – кандидатов наук (МК-
7611.2016.7) и грантом РФФИ № 14-04-00446-а.

Введение
Дендритные клетки (ДК), наряду с запуском 

иммунного ответа против различных антигенов, 

в том числе и опухолевых, способны проявлять 
свойства эффекторных клеток и напрямую ин-
дуцировать гибель опухолевых клеток [11, 22]. 
Противоопухолевая цитотоксическая активность 
ДК реализуется с вовлечением рецептор-опос-
редованного и грануло-зависимого механизмов, 
которые типичны для всех цитотоксических 
клеток (NK-клеток, цитотоксических CD8+Т-
лимфоцитов) [14, 20].
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Согласно данным литературы, индукторами 
цитотоксической активности ДК являются ин-
терфероны I типа (IFN I) [7, 15]. Проведенные 
нами ранее исследования показали, что ДК здо-
ровых доноров, генерируемые в культуре in vitro 
в присутствии IFNα (IFN-ДК), экспрессируют 
широкий спектр цитотоксических медиаторов 
(TNFα, TRAIL, FasL, перфорин, гранзим Б) 
и обладают дозозависимой цитотоксической 
активностью против TRAIL-, FasL- и TNFα-
чувствительных опухолевых линий [21].

В отличие от ДК здоровых доноров, IFN- ДК 
больных внутримозговыми глиальными опу-
холями высокой степени злокачественности 
характеризуются низким уровнем экспрес-
сии гена TNFα, а также высокой активностью 
TNFα-конвертирующего фермента, участву-
ющего в превращении мембранной формы 
TNFα (mTNFα) в растворимую форму TNFα 
(sTNFα) [1]. Выявленные изменения ассоции-
руются с низким уровнем экспрессии mTNFα 
на ДК и угнетением цитотоксичности ДК боль-
ных против опухолевой линии НЕр-2. Поскольку 
ведущую роль в реализации цитотоксической ак-
тивности IFN-ДК против мишеней HЕp-2 игра-
ет TNFα/TNF-R1-сигнальный путь [21], слабая 
цитотоксическая активность ДК свидетельствует 
о нарушении данного механизма цитотоксично-
сти ДК у больных злокачественными глиомами. 
Учитывая эти факты, важным представляется во-
прос, может ли обнаруженный дефект цитоток-
сической функции IFN-ДК больных глиомами 
снижать эффективность лизиса аутологичных 
опухолевых клеток.

Предварительные данные демонстрируют, что 
в ряде случаев IFN-ДК больных злокачественны-
ми глиомами характеризуются почти полным от-
сутствием цитотоксической активности против 
глиобластомных клеток, полученных непосред-
ственно из ткани опухоли [21]. IFN-ДК доно-
ров, напротив, способны проявлять выражен-
ный цитотоксический эффект против первичных 
глио бластомных культур. Однако действительно 
ли обнаруженный феномен связан с дефектом 
TNFα-опосредованного сигнального пути, оста-
ется неясным.

В связи с этим целью настоящей работы яви-
лось изучение роли TNFα/TNF-R1-сигнального 
пути в реализации цитотоксической активности 
IFN-ДК против аллогенных и аутологичных кле-
точных линий, полученных из фрагментов опу-
холи пациентов с злокачественными глиомами 
головного мозга.

Материалы и методы
В исследование были включены 30 здоровых 

доноров, 11 больных опухолями головного моз-
га с гистологически верифицированной глио-

бластомой (Grade IV). Обследование всех паци-
ентов проводилось при наличии письменного 
информированного согласия. Мононуклеарные 
клетки (МНК) получали центрифугированием 
гепаринизированной венозной крови в градиен-
те плотности фиколла-верографина. ДК получа-
ли путем культивирования прилипающей фрак-
ции МНК в 6-луночных планшетах (Nunclon, 
Дания) в течение 3-4 суток в среде RPMI-1640 
(Sigma-Aldrich, США), дополненной 0,3 мг/мл 
L-глютамина, 5мМ HEPES-буфера, 100 мкг/мл 
гентамицина и 2,5% эмбриональной телячьей 
сыворотки (FCS, БиолоТ, Санкт-Петербург), 
в присутствии GM-CSF (40 нг/мл, Sigma-Aldrich) 
и IFNα (1000 ед/мл, Роферон-А, Roche, Швей-
цария) с последующим дозреванием в течение 
24 ч с липополисахаридом (10 мкг/мл, LPS Е. coli 
0114:B4, Sigma-Aldrich).

Культуры глиобластомных клеток были полу-
чены путем механической и последующей фер-
ментативной (0,3% коллагеназы I, Sigma-Aldrich) 
дезагрегации фрагмента ткани опухоли, получен-
ной хирургическим путем от 11 пациентов с гис-
тологически верифицированной глиобластомой 
(Grade IV), проходивших обследование и лече-
ние в отделении нейрохирургии Новосибирско-
го НИИТО и Федеральном нейрохирургическом 
центре. Исследования проводили после получе-
ния письменного информированного согласия 
больных.

Полученную суспензию клеток в виде адге-
зивного монослоя культивировали при 37 °С и 
5% СО2 в среде DMEM/F-12 (Gibco, UK), допол-
ненной 0,3 мг/мл L-глютамина, 5 мМ HEPES-
буфера, 10-4M меркаптэтанола, 100 мкг/мл гента-
мицина и 10% FСS, обновляя питательную среду 
два раза в неделю. Пассирование клеток осущест-
влялось при достижении субконфлюэнтного ро-
ста адгезивных клеток посредством 0,25% трип-
сина (Sigma-Aldrich) и 0,02% ЭДТА (ICN, США). 
Количество пассажей для клеточных линий ва-
рьировало от 3 до 15.

Цитотоксическая активность ДК оценивалась 
против полученных глиобластомных клеточных 
линий с помощью МТТ-теста в течение 24 часов 
в соотношении «эффектор:мишень» 1:1. Для из-
учения роли TNFα/TNF-R1-сигнального пути 
в реализации цитотоксической активности ДК 
в отдельных экспериментах IFN-ДК доноров 
предварительно инкубировали в течение 60 мин 
с химерной молекулой rhTNFR1/TNFRSF1A Fc 
chimera (10 мкг/мл; R&D Systems, США).

Расчет цитотоксической активности прово-
дился по стандартной формуле:

(%) = [1-(ОПэ+м-ОПэ)/ОПм] × 100%, 
где ОПэ+м – значение оптической плотности 

в опытных сериях; ОПэ – значение оптической 
плотности в лунках с эффекторами; ОПм – значе-
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ние оптической плотности в лунках с мишенями. 
Оптическая плотность измерялась при длине вол-
ны 492 нм на мультилуночном спектрофотометре 
(Thermo Scientific Multiskan FC, Финляндия). 

Оценку экспрессии рецепторов TNF-R1 
и TNF-R2 на глиобластомных клетках проводи-
ли методом проточной цитофлуориметрии (FACS 
Calibur, Becton Dickinson, США) с использовани-
ем APC- или PE-меченых моноклональных анти-
TNF-R1 и -TNF-R2 антител (BD PharMingen, 
США).

Статистическую обработку данных прово-
дили при помощи пакета прикладных программ 
Statistica 6.0 для Windows. Данные представлены 
в виде среднего арифметического значения (m) 
и стандартной ошибки среднего (SE), а также 
в виде медианы (Ме) и диапазона 25-75% квар-
тильных значений (Q0,25-Q0,75). Для выявления 
значимых различий сравниваемых показателей 
использовали непараметрический U-критерий 
Вилкоксона–Манна–Уитни. Для анализа 
взаимо связей между исследуемыми параметрами 
использовали коэффициент корреляции Спир-
мена. Различия считали достоверными при уров-
не значимости p < 0,05.

Результаты
В качестве модели для изучения цитотоксиче-

ского потенциала IFN-ДК нами были использо-
ваны клеточные линии, полученные из первич-
ных культур опухолевых клеток (рис. 1). Несмотря 
на то что в первичных культурах сохраняются 
специфические свойства самой опухоли и прису-
щие ей клеточные взаимодействия, пролифера-
ция опухолевых клеток в таких культурах сниже-
на, что влияет на воспроизводимость результатов 
и ограничивает возможность проведения различ-

ных исследований. Генерация клеточных линий 
из первичных культур позволила нам увеличить 
количество опухолевых клеток после нескольких 
пассажей, а также получить морфологически од-
нородные клеточные популяции.

Как видно из рисунка 2, все тестируемые глио-
бластомные линии были чувствительны к цито-
токсическому действию IFN-ДК здоровых доно-
ров. В зависимости от клеточной линии значения 
цитотоксичности IFN-ДК варьировали от 20 
до 72,2%, что может свидетельствовать о разной 
степени чувствительности глиобластомных ли-
ний, полученных от различных пациентов. Тем 
не менее в большинстве случаев ДК доноров об-
ладали выраженной способностью лизировать 
глиобластомные клетки. Уровень цитотоксич-
ности IFN-ДК против 8 из 11 опухолевых линий 
был выше 40%.

Прежде чем оценить роль TNFα/TNF-R1-
сигнального пути в реализации цитотоксической 
активности IFN-ДК против глиобластомных 
клеток, был проведен анализ экспрессии двух 
типов рецепторов к TNFα, TNF-R1 и TNF-R2, 
на клетках глиобластомных линий. Проведен-
ные исследования показали, что оба типа ре-
цепторов представлены на клетках опухолевых 
линий. Количество клеток, которые экспресси-
ровали рецептор TNF-R1, участвующий в прове-
дении сигнала к апоптозу [2], варьировало от 44 
до 89% в зависимости от клеточной линии (Ме 
82%). В то же время рецептор TNF-R2, лишен-
ный домена смерти (DD) и не обладающий про-
апоптогенной активностью [2], был представлен 
на глиобластомных клетках в меньшей степени 
(от 2 до 68%). Количество опухолевых клеток, 
экспрессирующих TNF-R2, среди всех анализи-
руемых линий составляло 17,5% (Ме). В качестве 

Рисунок 1. Клеточные линии, полученные из фрагментов опухоли пациентов с глиобластомами
Примечание. На рисунке представлены нативные препараты трех репрезентативных глиобластомных линий (увеличение × 250) 
после 3-6 пассажа.
Figure 1. Cell lines obtained from tumor tissues of patients with glioblastoma multiforme
Note. The figures show representative phase contrast images (× 250 magnification) of cell lines derived from three glioblastoma multiforme tissues 
after 3-6 passages.

А (A) Б (B) В (C)
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примера на рисунке 3 приведены индивидуаль-
ные значения распределения (дот-плот) экспрес-
сии TNF-R1 и TNF-R2 на поверхности опухоле-
вых клеток одной из анализируемых клеточных 
линий. Видно, что количество TNF-R1+ клеток 
существенно выше, чем TNF-R2+ клеток.

На следующем этапе было проведено исследо-
вание чувствительности глиобластомных линий 
к рекомбинантному TNFα человека (rTNFα). 
Как видно из рисунка 4, несмотря на высокую 
экспрессию рецепторов TNF-R на поверхности 
опухолевых клеток, rTNFα не оказывал цито-
токсического эффекта на опухолевые линии при 
всех исследуемых концентрациях. Супернатан-
ты IFN-ДК доноров (как источник нативного 
TNFα) обладали слабой или умеренной цитоток-
сической активностью против глиобластомных 
линий, медианный уровень которой составлял 
9,8% при добавлении супернатантов в дозе 25% 
(v/v) (рис. 4). Эти данные позволили заключить, 
что для реализации цитотоксической активности 
IFN-ДК против глиобластомных линий необхо-
димо контактное взаимодействие ДК с опухоле-
выми клетками. При этом умеренная цитоток-
сичность супернатантов ДК позволяет полагать, 

что киллерная активность IFN-ДК против глио-
бластомных клеток-мишеней может опосредо-
ваться с участием растворимых факторов, не свя-
занных с TNFα.

Чтобы оценить вклад TNFα-зависимого сиг-
нального пути в опосредование цитотоксической 
активности ДК против глиобластомных клеток, 
IFN-ДК доноров предварительно инкубирова-
ли с растворимым рецептором rhTNFR1. Такой 
подход позволил нейтрализовать действие мем-
бранной формы TNFα, экспрессируемой на ДК, 
и блокировать TNFα/TNF-R1-сигнальный путь 
в клетках-мишенях. Исследование было проведе-
но на 6 глиобластомных линиях, чувствительных 
к цитотоксическому действию IFN-ДК доноров 
(ГБN6, ГБN7, ГБN8, ГБN9, ГБN10, ГБN11; рис. 
5). Блокирующий эффект rhTNFR1 на цитоток-
сичность ДК отмечался против пяти из шести 
тестируемых глиобластомных линий. Обработка 
IFN-ДК молекулой rhTNFR1 снижала цитоток-
сическую активность ДК против чувствительных 
линий на 24,0 % (Ме) (Ме с 53 до 39%; р = 0,0009). 
При этом выраженность блокирующего эффекта 
rhTNFR1 в культурах различных глиобластомных 
линий варьировала, свидетельствуя об индиви-

Рисунок 2. Цитотоксическая активность IFN-ДК доноров против клеточных линий, полученных из опухоли 
пациентов с глиобластомами
Примечание. Данные представлены в виде средних значений и ошибки среднего (M±SE) или индивидуальных значений 
(для линий ГБN1, ГБN2, ГБN4) цитотоксической активности ЛПС-стимулированных IFN-ДК здоровых доноров против 
глиобластомных культур (ГБ). Цитотоксическую активность оценивали с помощью МТТ-теста при соотношении «эффекторы 
(ДК): мишени (опухолевые клетки)» – 1:1.
Figure 2. Cytotoxic activity of donor IFN-DCs against cell lines obtained from glioblastoma multiforme tissues
Note. Data of cytotoxic activity of healthy donor’s LPS-stimulated IFN-DCs against glioblastoma cell lines (GB) are presented as mean (M±SE)  
or individual values (for GBN1, GBN2, GBN4). Cytotoxic activity was determined using MTT-assay at a ratio of effectors (DCs):targets (tumor cells) 
as 1:1.
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дуальных различиях в чувствительности опухо-
левых клеток к лизису, опосредованному через 
TNFα/TNF-R1-сигнальный путь. В одной из ше-
сти опухолевых линий (ГБN9) блокирующий 
эффект rhTNFR1 не выявлялся, т.е. опухолевые 
клетки были не чувствительны к TNFα/TNF-R1-
опосредованной цитотоксичности IFN-ДК. При 
этом отсутствие корреляционной связи между 
экспрессией рецепторов к TNFα на опухолевых 
клетках и блокирующим эффектом rhTNFR1 
(R = 0,50; р = 0,6 для TNFR1 и R = 0,50; р = 0,67 
для TNFR2) свидетельствовало, что вариации 
в чувствительности опухолевых клеток к TNFα/
TNF-R1-опосредованному лизису не связа-
ны с особенностями экспрессии TNF-R. Таким 
образом, опухолевые клетки глио бластомных 
линий в большинстве случаев чувствительны 
к TNFα/TNF-R1-опосредованному цитотокси-
ческому действию IFN-ДК, что подтверждается 
ослаблением цитотоксической активности ДК 
при блокировании данного пути. С другой сто-
роны, только частичное подавление цитотокси-
ческой активности ДК (на 24%) при блокирова-
нии TNFα/TNF-R1-сигнального пути, а также 
отсутствие эффекта rhTNFR1 в культурах клеток 
одной из шести линий свидетельствуют о суще-
ствовании TNFα-независимых механизмах цито-
токсического действия IFN-ДК против глиобла-
стомных клеток.

Поскольку IFN-ДК больных злокачествен-
ными глиомами характеризуются низкой экс-
прессией mTNFα и, как следствие, угнетением 
TNFα-опосредованной цитотоксичности про-
тив клеток HЕp-2 [21], на следующем этапе было 
проанализировано, насколько сохранна киллер-
ная активность IFN-ДК больных против соб-
ственных опухолевых клеток.

Цитотоксическая активность IFN-ДК боль-
ных против аутологичных опухолевых клеток 
была на 30% (Ме) ниже, чем цитотоксичность 
ДК доноров в аналогичных культурах (Ме 31,5 
vs 45,1%; р = 0,003). При этом степень сниже-
ния цитотоксической активности ДК больных 
была сопоставима с уровнем блокирующего эф-
фекта (∆ блокирования) растворимого rhTNFR1 
при добавлении последнего к ДК доноров. В то 
же время киллерная активность IFN-ДК боль-
ного, опухолевые клетки которого оказались 
не чувствительны к TNFα/TNF-R1-сигнальному 
пути (ГБN9), была сопоставима с уровнем цито-
токсичности IFN-ДК доноров (табл. 1).

Таким образом, можно заключить, что ци-
тотоксический эффект IFN-ДК против глио-
бластомных клеток реализуется с участием TNFα/
TNF-R1-сигнального пути. Этот механизм обе-
спечивает почти четверть цитотоксического по-
тенциала ДК (24%), но, по-видимому, не является 
основным. ДК больных глиобластомой обладают 

Рисунок 3. Экспрессия рецепторов TNF-R на глиобластомных клетках
Примечание. Представлена цитометрическая характеристика репрезентативной глиобластомной линии. На левом рисунке 
показана область гейтирования клеток глиобластомной линии, в которой определяли экспрессию на клетках рецепторов TNF-R. 
На правом рисунке представлены индивидуальные DotPlot гистограммы распределения опухолевых клеток по флуоресценции 
АРС-меченых анти-TNF-R1 антител и РЕ-меченых анти-TNF-R2 антител. Левый верхний квадрант – TNF-R1- TNF-R2+ клетки, 
правый верхний квадрант – TNF-R1+TNF-R2+ клетки, правый нижний квадрант – TNF-R1+TNF-R2- клетки.
Figure 3. TNF-R expression on glioblastoma cell lines
Note. Flow cytometric dot plots of representative glioblastoma cell line are presented. The left figure shows the gating region of glioblastoma 
cells to determine TNF-R expression. The dot plot on the right demonstrates co-staining of APC-conjugated anti-TNF-R1 monoclonal antibody 
and PE-conjugated anti-TNF-R2 monoclonal antibody on tumor cells. Upper left quadrant – TNF-R1-TNF-R2+ cells, upper right quadrant – TNF-
R1+TNF-R2+ cells, lower right quadrant – TNF-R1+ TNF-R2- cells.
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Рисунок 5. Влияние rhTNFR1 на цитотоксическую активность IFN-ДК доноров против клеточных линий, полученных 
из опухоли пациентов со злокачественными глиомами 
Примечание. Данные представлены в виде медианных (Me) и диапазона 25-75% квартильных значений (Q0,25-Q0,75) 
(для линий ГБN6, ГБN7, ГБN8, ГБN9, ГБN11) и индивидуальных значений (для линии ГБN10) цитотоксической активности 
ЛПС-стимулированных IFN-ДК здоровых доноров против глиобластомных культур (ГБ) в 24 ч МТТ-тесте в соотношении 
«эффекторы:мишени» 1:1. ДК предварительно инкубировали в течение 1 часа rhTNFR1:Fc (+rTNFR; 10 мкг/мл). 
Figure 5. The effect of rhTNFR1 on cytotoxic activity of donor IFN-DCs against glioblastoma cell lines
Note. Data are presented as median (Me) and interquartile range (Q0,25-Q0,75) (for GBN6, GBN7, GBN8, GBN9, GBN11) or individual values (for 
GBN10) of cytotoxic activity of healthy donor LPS-stimulated IFN-DCs against glioblastoma cell lines (GB) in 24h MTT-assay at a ratio of  
effectors:targets as 1:1. IFN-DCs were pre-incubated for 1 h with rhTNFR1 (+rTNFR; 10 μg/ml) before co-culturing with tumor cells.

Рисунок 4. Чувствительность клеток глиобластомных линий к цитотоксическому действию растворимых факторов
Примечание. На рисунке представлены цитотоксическая активность rTNFα в указанных дозах (левые графики) и медианные 
(Me) и диапазон 25-75% квартильных значений (Q0,25-Q0,75) цитотоксической активности супернатантов (v/v 25%) IFN-ДК доноров 
(правые графики) против клеток трех репрезентативных глиобластомных линий ГБN6 (А), ГБN7 (Б), ГБN11 (В) в 24 ч МТТ-тесте.
Figure 4. Sensitivity of glioblastoma cell lines to cytotoxic activity of soluble factors
Note. The figure demonstrates cytotoxic activity of rTNFα at different doses (left graphics) and median (Me) and interquartile range (Q0,25-Q0,75) of 
cytotoxic activity of donor IFN-DC supernatants (v/v 25%) (right graphics) against cells of three representative glioblastoma lines GBN6 (A),  
GBN7 (B), GBN11 (C) in 24h MTT-assay.

меньшей способностью лизировать опухолевые 
клетки, поскольку характеризуются нарушени-
ем экспрессии mTNFα на ДК и, соответственно, 
дефектом TNFα/TNF-R1-сигнального пути. Де-
фект TNFα/TNF-R1-сигнального пути не при-
водит к полному подавлению цитотоксической 
функции ДК больных против аутологичных опу-
холевых клеток, однако на треть ослабляет цито-
токсическую активность ДК.

Обсуждение
Способность ДК к лизису опухолевых клеток 

имеет, по всей видимости, большое значение. 
Наряду с элиминацией опухолевых клеток, вы-
свобождающиеся опухолевые антигены могут сразу 
же презентироваться Т-лимфоцитам и индуциро-
вать противоопухолевый иммунный ответ в самом 
раннем периоде. Действительно, при многих ти-
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пах опухолей (аденокарцинома толстой кишки, 
легких, щитовидной железы, рак желудка) боль-
шее количество ДК в опухолевом микроокруже-
нии ассоциировано c более благоприятным про-
гнозом [3, 10, 18]. С другой стороны, снижение 
цитотоксической функции ДК может ассоци-
ироваться с большей степенью злокачествен-
ности опухолевых клеток и худшим прогнозом. 
Так, согласно полученным нами ранее данным, 
больные глиобластомой (в отличие от пациен-
тов с глиомами низкой степени злокачествен-
ности) характеризуются дефектом цитотоксиче-
ской активности ДК против опухолевых клеток 
HЕp-2, опосредованной через TNFα/TNF-R1-
сигнальный путь [21]. Чтобы выяснить клини-
ческую значимость этого феномена, настоящее 
исследование было сфокусировано на изучении 
чувствительности опухолевых клеток больных 
глиобластомой к цитотоксическому действию 
ДК и роли TNFα/TNF-R1-сигнального пути 
в реализации лизиса глиобластомных клеток. 

Полученные результаты продемонстрировали, 
что ДК доноров, генерированные в присутствии 
IFNα, лизировали клетки всех исследуемых пер-

вичных глиобластомных линий. В большинстве 
случаев IFN-ДК демонстрировали достаточно 
высокий уровень цитотоксичности (> 40%), хотя 
линии опухолевых клеток от разных пациентов 
различались по чувствительности к лизису, что 
могло быть связано с особенностями экспрес-
сии проапоптогенных рецепторов (TNF-R, Fas, 
TRAIL-R и др.), участвующих в индукции гибели 
опухолевых клеток. Согласно данным литерату-
ры, клетки глиобластомы обладают низкой чув-
ствительностью к NK-опосредованному лизису, 
поскольку несут на своей поверхности лиганды 
для ингибиторного рецептора NK-клеток, но 
слабо экспрессируют лиганды к активационным 
NK-рецепторам [8, 23, 24]. В то же время сведе-
ния о чувствительности глиобластомных клеток 
к лизису, опосредованному ДК, отсутствуют. 
С этой точки зрения нами впервые получены 
данные о чувствительности первичных опухоле-
вых клеток при глиобластоме к цитотоксическо-
му эффекту IFN-ДК. 

Вторым важным заключением, следующим 
из результатов работы, является то, что цитоток-
сический эффект IFN-ДК против глиобластом-

ТАБЛИЦА 1. ЦИТОТОКСИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ ДК ПРОТИВ ГЛИОБЛАСТОМНЫХ КЛЕТОК
TABLE 1. CYTOTOXIC ACTIVITY OF DCs AGAINST GLIOBLASTOMA CELLS

Линия
Cell line

ДК доноров
Ме (Q0,25-Q0,75) (%)

Donor DCs

Аутологичные
ДК больных (%)

Autologous patient DCs (%)

Cтепень снижения 
цитотоксичности IFN-ДК 

больных (%)
Impairment index of cytotoxicity 

of patient IFN-DCs (%)

ГБN6
GBN6 44,7 (41-52,7) 22,7 49,2

ГБN7
GBN7 68 (63,4-76,2) 46,6 31,5

ГБN8
GBN8 37,5 (30,5-50) 27,6 26,4

ГБN9
GBN9 29 (23-48,3) 32,7 0

ГБN10
GBN10 48,1 (34,8-58,7) 37,5 22

ГБN11
GBN11 43,6 (29,6-50,7) 27,8 36,2

Примечание. Представлены медианные (Ме) и диапазон 25-75% квартильных (Q0,25-Q0,75) значений 
цитотоксической активности (%) IFN-ДК доноров и индивидуальные значения цитотоксической активности 
ДК больных против глиобластомных линий (ГБ). В крайнем правом столбце указана степень дефекта 
цитотоксичности ДК больных, рассчитанная по формуле:  
[1 – (цитотоксичность ДКбольной/Ме цитотоксичности ДКдоноры)] × 100%.

Note. Median (Me) and interquartile range (Q0,25-Q0,75) of cytotoxic activity (%) of donor IFN-DCs and individual values of cytotoxic 
activity (%) of patient IFN-DCs against glioblastoma cell lines (GB) are presented. Meanings of impairment of patient IFN-DC 
cytotoxic activity towards glioblastoma cell lines are shown in right-hand column and calculated as: 
 [1 – (cytotoxicity of DCpatient/Ме cytotoxicity of DCdonor)] × 100%.
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ных клеток реализуется с вовлечением TNFα/
TNF-R1-сигнального пути. На это указывают 
данные об экспрессии клетками глиобластомных 
линий рецепторов TNF-R1 и TNF-R2 (с явным 
преобладанием TNF-R1) и снижением цитоток-
сической активности IFN-ДК при блокирова-
нии мембранной формы TNFα на ДК раствори-
мым рецептором rhTNFR1. Важно отметить, что 
для реализации цитотоксического эффекта через 
TNFα/TNF-R1-сигнальный путь необходим кле-
точный контакт, поскольку растворимая форма 
rTNFα не оказывала цитотоксического эффек-
та на глиобластомные клетки, а супернатанты 
IFN- ДК обладали умеренной цитотоксичностью, 
которая, по-видимому, была обусловлена дей-
ствием других факторов.

В литературе имеются данные о высоком уров-
не экспрессии TNF-R1 и низком уровне или от-
сутствии TNF-R2 на клетках перевиваемых глио-
бластомных линий человека (SF-126, SF-188, 
U-138MG, LN235 и др.) [13]. В то же время по-
лученные нами результаты впервые характери-
зуют экспрессию рецепторов к TNFα на клетках 
глио бластомных линий. Как известно, TNFα 
представляет собой плейотропный цитокин, спо-
собный, с одной стороны, индуцировать гибель 
опухолевых клеток, а с другой – поддерживать рост 
глиальных опухолей, стимулируя пролиферацию 
опухолевых клеток, их инвазию и метастазирова-
ние [4, 5], а также процесс ангиогенеза в опухо-
ли [16]. По данным литературы, клетки глиобла-
стомы устойчивы к цитотоксическому действию 
растворимой формы TNFα (sTNFα) [17], что 
согласуется с нашими данными. Резистентность 
глиобластомных клеток к sTNFα может быть свя-
зана с высокой TNF- R1- зависимой активностью 
транскрипционного фактора NF-kB, обеспечи-
вающего выживаемость и пролиферацию опухо-
левых клеток [17]. Кроме того, недавние исследо-
вания выявили изменение в опухолевых клетках 
больных глиобластомой соотношения CLIPR-59 
и Spy-1 [6, 9], играющих ключевую роль в регу-
ляции TNFα-опосредованного апоптоза. При 
этом снижение экспрессии CLIPR-59 (активатор 
каспаз) ассоциировалось с большей степенью 
злокачественности и меньшей выживаемостью 
больных [6]. 

Ранее нами было показано, что основную 
роль в реализации цитотоксической активности 
IFN-ДК против TNF-R1-экспрессирующих опу-
холевых клеток линии НЕр-2 играет мембранная 
форма TNFα (mTNFα), а не sTNFα [1]. В этом 
аспекте полученные в настоящем исследовании 
данные, во-первых, подтверждают резистент-
ность глиобластомных клеток к цитотоксическо-

му действию sTNFα и, во-вторых, демонстрируют 
важную роль ДК в индукции гибели глиобластом-
ных клеток за счет mTNFα. Схожие результаты 
о различиях в цитотоксической активности двух 
форм TNFα обнаружены Shi W и соавт., которые 
показали, что mTNFα обладает цитотоксично-
стью против опухолевых клеток, резистентных 
к sTNFα-медиируемому апоптозу [19]. Данный 
эффект объясняется способностью mTNFα вы-
зывать конформационные изменения рецептора, 
которые ведут к более эффективной активации 
проапоптогенных сигнальных путей [12].

Важно отметить, что блокирование mTNFα 
на ДК с помощью rhTNFR1 вызывало только 
24% снижение цитотоксической активности ДК 
против клеток глиобластомных линий, озна-
чая, что, наряду с вовлечением TNFα/TNF-R1-
сигнального пути, лизис дендритными клетками 
глиобластомных клеток опосредуется и другими 
механизмами.

Поскольку предыдущие исследования вы-
явили дефектность цитотоксической активности 
IFN- ДК больных против клеток HЕp-2, опос-
редованной через TNFα/TNF-R1-сигнальный 
путь [1, 21], представлялось важным оценить, 
будет ли данный дефект сказываться на цитоток-
сичности ДК против глиобластомных клеток. Ре-
зультаты настоящего исследования показали, что 
IFN-ДК больных характеризовались сниженной 
цитотоксической активностью, причем степень 
снижения соответствовала выраженности бло-
кирующего эффекта rhTNFR1, то есть той доле 
цитотоксического потенциала, который реали-
зуется с вовлечением TNFα/TNF-R1-зависимого 
механизма. 

Ранее нами было показано, что ДК больных 
глиобластомой характеризуются сниженной экс-
прессией mTNFα, и это является причиной де-
фекта цитотоксичности ДК против клеток линии 
НЕр-2 [1]. Основываясь на этих фактах, можно 
заключить, что низкая экспрессия mTNFα на ДК 
больных имеет важное патогенетическое значе-
ние и уменьшает цитотоксический потенциал ДК 
против аутологичных опухолевых клеток. Допол-
нительным аргументом в пользу этого предпо-
ложения является тот факт, что в редких случаях, 
когда опухолевые клетки оказываются резистент-
ными к TNFα/TNF-R1-опосредованному лизису 
(глиобластомная линия пациента N9), ДК боль-
ных не отличаются по цитотоксической активно-
сти от ДК доноров.

В целом проведенное нами исследование де-
монстрирует, что IFN-ДК здоровых доноров об-
ладают цитотоксическим действием в отноше-
нии глиобластомных клеток, уровень которого 
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варьирует в зависимости от чувствительности 
самих опухолевых культур, полученных от раз-
ных пациентов. В подавляющем большинстве 
случаев в реализацию лизиса глиобластом-
ных клеток дендритными клетками вовлечен 
TNFα/ TNF- R1-зависимый механизм, который 
обеспечивает существенный вклад в цитоток-

сический потенциал IFN-ДК. IFN-ДК больных 
злокачественными глиомами, характеризующи-
еся нарушением экспрессии mTNFα, способны 
лизировать аутологичные опухолевые клетки, 
однако эта функция ослаблена у них на 30%, что 
свидетельствует о важности TNFα-зависимого 
механизма цитотоксичности ДК.
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ИССЛЕДОВАНИЕ СИСТЕМНОГО И ЛОКАЛЬНОГО УРОВНЯ 
ЦИТОКИНОВ ПРИ ОККЛЮЗИИ ВЕН СЕТЧАТКИ НА ФОНЕ 
АНТИАНГИОГЕННОЙ ТЕРАПИИ
Дроздова Е.А., Хохлова Д.Ю., Мезенцева Е.А., Никушкина К.В.
ФГБОУ ВО «Южно-Уральский государственный медицинский университет» Министерства 
здравоохранения РФ, г. Челябинск, Россия

Резюме. В статье представлены результаты исследования системного и локального уровня цито-
кинов при окклюзии вен сетчатки на фоне антиангиогенной терапии. Изучение их содержания про-
водилось в общей группе пациентов, а также в зависимости от типа ретинальной венозной окклюзии 
до и после интравитреального введения ранибизумаба. Было обследовано 32 пациента с окклюзи-
ей вен сетчатки. Проведено стандартное офтальмологическое обследование, спектральная оптиче-
ская когерентная томография, флюоресцентная ангиография для установления типа ретинальной 
венозной окклюзии. Определение концентрации фактора роста эндотелия сосудов, эндотелина-1, 
интерлейкина-1, интерлейкина-6 и фактора некроза опухоли-α в сыворотке крови и слезной жид-
кости было выполнено методом иммуноферментного анализа до начала терапии и через 3 месяца 
регулярных инъекций ранибизумаба. Проведена статистическая обработка полученных данных. В ре-
зультате исследования получено, что у пациентов с окклюзией вен сетчатки вне зависимости от типа 
окклюзии наблюдается достоверное повышение уровня фактора роста эндотелия сосудов в сыворот-
ке крови и слезе по сравнению с контрольными значениями. Кроме того, выявлена положительная 
корреляционная зависимость уровня фактора роста эндотелия сосудов в слезе и интерлейкина-1, ин-
терлейкина-6 и эндотелина-1 в слезной жидкости, а также с концентрацией фактора роста эндоте-
лия сосудов и эндотелина-1 в сыворотке крови. В ходе проводимого исследования установлено, что 
окклюзия вен сетчатки сопровождается повышением содержания эндотелина-1 в слезе и сыворотке 
крови, а также интерлейкинов и фактора некроза опухоли-α в слезной жидкости с максимальными 
значениями некоторых факторов при ишемическом типе ретинальной венозной окклюзии. На фоне 
антиангиогенной терапии у пациентов с неишемическим типом окклюзии выявлено достоверное 
снижение уровня фактора роста эндотелия сосудов, интерлейкина-6 и фактора некроза опухоли-α 
в сыворотке крови, в слезе – фактора роста и интерлейкина-1. У пациентов с ишемическим типом 
окклюзии была зарегистрирована статистически значимая разница концентраций фактора роста эн-
дотелия сосудов и интерлейкина-6 в слезе и сывороточных эндотелина-1 и интерлейкина 1. Таким 
образом, в результате исследования определено некоторое значение исследуемых интерлейкинов, 
фактора некроза опухоли-α, фактора роста эндотелия сосудов и эндотелина-1 в иммунопатогенезе 
окклюзии вен сетчатки.

Ключевые слова: окклюзия вен сетчатки, фактор роста эндотелия сосудов, интерлейкин, интерлейкин-6, фактор некроза 
опухоли альфа, эндотелин-1, ранибизумаб
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STUDIES OF SYSTEMIC AND LOCAL CYTOKINE LEVEL 
IN RETINAL VEIN OCCLUSION ASSOCIATED WITH 
ANTIANGIOGENIC THERAPY
Drozdova E.A., Khokhlova D.Yu., Mezentseva E.A., Nikushkina K.V. 
South Ural State Medical University, Chelyabinsk, Russian Federation 

Abstract. The paper presents results of studying systemic and local level of cytokines in retinal vein 
occlusion following antiangiogenic therapy. The study of cytokine concentrations was conducted in the general 
group of patients, and depended on the type of retinal vein occlusion before and after intravitreal injections 
of Ranibizumab. We examined thirty-two patients with retinal vein occlusion. We performed standard 
ophthalmological examinations, spectral optical coherence tomography, fluorescent angiography in order 
to establish the type of retinal vein occlusion. We determined concentration of vascular endothelial growth 
factor (VEGF), endothelin-1, interleukin-1, interleukin-6 and tumor necrosis factor-α in serum and tears by 
enzyme immunoassay before treatment, and 3 months after regular injections of Ranibizumab. The obtained 
data prove that all the patients with retinal vein occlusion had significantly increased VEGF levels in blood 
serum and tear fluid compared to the control group. We have revealed a positive correlation between levels 
of VEGF in tear fluid, and interleukin-1, interleukin-6 and endothelin-1 in the tears, as well as with VEGF 
concentrations and endothelin-1 in serum. We have found an increase of endothelin-1 in tear and serum, 
alongd with interleukins and tumor necrosis factor-α in tear fluid, with maximal concentrations of some factors 
in ischemic type of retinal vein occlusion. Following antiangiogenic therapy in patients with non-ischemic 
type, there was a significant decrease in VEGF level, interleukin-6 and tumor necrosis factor-α in the serum, 
vascular endothelial growth factor and interleukin-1 in tears. In patients with ischemic type, a significant 
decrease in VEGF and interleukin-6 concentrations in tears, endothelin-1 and interleukin-1 in blood serum. 
Thus, our research showed the role of interleukins, tumor necrosis factor-α, vascular endothelial growth factor 
and endothelin-1 in pathogenesis of retinal vein occlusion.

Keywords: retinal vein occlusion, vascular endothelial growth factor, interleukin-1, interleukin-6, tumor necrosis factor-α, 
endothelin-1, ranibizumab

Введение
Окклюзия вен сетчатки – острая сосудистая 

патология органа зрения, основными клини-
ческими симптомами которой являются отек, 
геморрагии и различная степень гипоксии сет-
чатки [18]. Изменение гемодинамики и геморе-
ологии в поврежденном сосуде приводит к на-
рушению функции эндотелия с последующим 
повышением экспрессии молекул адгезии и рол-
лингу лейкоцитов, что индуцирует дальнейшую 
потерю эндотелиальных клеток, повреждение 
гематоретинального барьера и выход элементов 
крови за пределы сосуда [23]. Скопление на по-
верхности сетчатки активированных макрофагов 
и других клеток приводит к продукции цитоки-
нов, факторов роста, которые участвуют в повы-
шении проницаемости капилляров и развитии 
воспалительной реакции в ткани сетчатки [22]. 
Одним из клинических проявлений этого про-
цесса является макулярный отек сетчатки [1, 3, 
17, 31].

В ответ на развивающуюся вследствие рети-
нальной венозной окклюзии гипоксию сетчатки 
клетками эндотелия, макрофагами синтезирует-
ся фактор роста эндотелия сосудов (VEGF-A), 
который посредством связи со специфически-
ми тирозинкиназными рецепторами запускает 

цепочку патологических реакций, приводящих 
к повышению проницаемости сосудов и ангиоге-
незу [24, 25]. Исследования, посвященные изуче-
нию уровня VEGF-A при окклюзии вен сетчатки, 
установили значительное превышение его кон-
центрации при данном заболевании в сравнении 
с группой контроля, а также прямую корреляци-
онную связь уровня VEGF-A от давления и кон-
центрации кислорода в окружающих тканях [10, 
13, 19, 28]. Однако недостаточно изученной оста-
ется зависимость концентрации VEGF-A от типа 
ретинальной венозной окклюзии и динамика 
на фоне специфической терапии.

Известно, что развивающаяся на фоне окклю-
зии вен сетчатки дисфункция эндотелия сопро-
вождается повышением продукции сосудосу-
живающих факторов, в частности эндотелина-1 
(ET-1) и некоторых цитокинов [26]. Иммуно-
химические исследования выявили повышение 
содержания интерлейкина-6 (IL-6) в жидких 
средах глаза у пациентов с окклюзией вен сет-
чатки с прямой корреляцией от площади пора-
жения [10, 13, 27]. Однако неясна зависимость 
концентрации IL-6 от степени гипоксии сетчат-
ки и динамика на фоне проводимого лечения. 
Недостаточно изученным остается значение дру-
гих провоспалительных цитокинов и вазоактив-
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ных факторов, таких как интерлейкин-1 (IL-1), 
фактор некроза опухоли-α (TNFα), ET-1 в пато-
генезе ретинальной венозной окклюзии. Учиты-
вая известные из литературы значимые эффекты 
данных веществ, изучение их влияния на особен-
ности течения окклюзии вен сетчатки является 
актуальным для исследования. 

На сегодняшний день основным методом ле-
чения, применяемым при окклюзии вен сетчат-
ки, является антиангиогенная терапия в виде 
ежемесячных инъекций ингибиторов ангиоге-
неза в стекловидное тело. Одним из таких пре-
паратов, чья клиническая эффективность была 
доказана многоцентровыми рандомизированны-
ми клиническими испытаниями, был ранибизу-
маб [8, 9]. Однако недостаточно изученной оста-
ется динамика концентрации цитокинов, ET-1 
и VEGF-A на фоне указанной терапии. 

Исходя из вышеизложенного, целью исследо-
вания было определить уровень VEGF-А, ЕТ-1, 
IL-1, IL-6 и TNFα в сыворотке крови и слезной 
жидкости при окклюзии вен сетчатки в зависи-
мости от типа окклюзии и их динамику на фоне 
интравитреального введения ранибизумаба.

Материалы и методы
В проспективное нерандомизированное ис-

следование было включено 32 пациента с окклю-
зией вен сетчатки, проходивших обследование 
и лечение на клинической базе кафедры глазных 
болезней Южно-Уральского государственного 
медицинского университета в офтальмологиче-
ском отделении областной клинической больни-
це №3 г. Челябинска в период с 2015 по 2016 год. 
Женщин – 21 (66%), мужчин – 11 (34%), средний 
возраст – 58,9±9,3 лет. Окклюзия центральной 
вены сетчатки (ЦВС) диагностирована у 14 (44%) 
пациентов, окклюзия ветвей ЦВС – у 18 (56%). 

Всем пациентам проведено стандартное оф-
тальмологическое обследование, спектральная 
оптическая когерентная томография – RTVue 
100/СА (Optovue Inc., США). На основании ре-
зультатов флюоресцентной ангиографии (TRC 
NW8F plus, Topcon, Япония), с учетом площади 
отсутствия капиллярной перфузии, неишемиче-
ский тип был выявлен у 16 (50%), ишемический 
тип – у 16 (50%) пациентов.

Интравитреальное введение ранибизумаба 
(Lucentis, Novartis Pharma) осуществлялось в ран-
ние сроки от начала заболевания по стандартной 
методике в дозе 0,5 мг № 3 ежемесячно, далее 
по потребности. 

Исследование содержания VEGF-А (eBio-
science, США), ET-1 (Biomedica, Австрия), IL-1, 
IL-6, TNFα (Вектор-Бест, Россия) в сыворотке 
крови и слезной жидкости проводилось методом 
иммуноферментного анализа (ИФА) на автома-
тическом ИФА-анализаторе Personal Lab. (Adaltis, 
Italy) в лаборатории НИИ Иммунологии ФГБОУ 

ВО ЮУГМУ Минздрава России, г. Челябинск, 
до начала терапии и через 3 месяца регулярных 
инъекций ранибизумаба. Группу контроля со-
ставили условно здоровые добровольцы в возрас-
те 50-70 лет, без признаков острых и обострения 
хронических заболеваний, с нормальным уров-
нем артериального давления, при отсутствии 
сахарного диабета и ишемических заболеваний 
сердца и сосудов. 

Критерии включения в исследование: дав-
ность заболевания не более 1 месяца. Критерии 
исключения из исследования: дегенеративные 
и воспалительные заболевания органа зрения. 
Все пациенты предоставили добровольное ин-
формированное согласие на проведение иссле-
дования и лечение в письменной форме. Иссле-
дование было одобрено этическим комитетом 
ЮУГМУ. 

Анализ результатов проводился с использова-
нием статистического пакета программ IBM SPSS 
Statistics v 20.0 с вычислением средних значений, 
стандартных отклонений и определением коэф-
фициента корреляции Пирсона. Для сравнения 
данных между независимыми выборками ис-
пользовался критерий Манна–Уитни, для опре-
деления достоверности полученных результатов 
до и после лечения – критерий Вилкоксона. Раз-
личия считались значимыми при p < 0,05. 

Результаты
Для определения значения исследуемых ци-

токинов, фактора роста и эндотелина-1 в имму-
нопатогенезе окклюзии вен сетчатки был про-
веден анализ их концентрации на системном 
и локальном уровне. Изучение их содержания 
проводилось в общей группе пациентов, а также 
в зависимости от типа ретинальной венозной ок-
клюзии до и после проведения антиангиогенной 
терапии. Концентрация указанных веществ в сы-
воротке крови представлена в таблице 1. 

Как следует из данных таблицы, уровень ET-1 
практически в 5 раз превышал контрольные 
значения в общей группе пациентов (p = 0,009) 
и в 9 раз – при ишемическом типе окклюзии 
(p = 0,009). При сравнительном анализе содержа-
ния ET-1 в исследуемых группах выявлено стати-
стически значимое его превышение в сыворотке 
крови пациентов с ишемическим типом окклю-
зии (p = 0,006). 

Кроме того, было определено, что концентра-
ция VEGF-A у всех пациентов вне зависимости 
от типа окклюзии достоверно превышала уро-
вень VEGF-A в контрольной группе (p < 0,05) 
с максимальными значениями при ишемическом 
типе (p = 0,018).

Максимальная концентрация IL-1, IL-6 и TNFα  
в сыворотке крови также была определена при 
ишемическом типе окклюзии, однако статисти-



368

Drozdova E.A. et al.
Дроздова Е.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

чески значимой разницы от показателей группы 
контроля установлено не было.

При изучении динамики исследуемых фак-
торов на фоне интравитреального введения 
ранибизумаба было определено, что у паци-
ентов в общей группе наблюдалось достовер-
ное снижение концентрации всех исследуе-
мых веществ: VEGF-A – на 197,4±51,3 пг/ мл 
(p = 0,04), ET-1 – на 1,6±0,4 фмоль/мл 
(p = 0,001), IL-1 – на 12,7±4,1 пг/мл (p = 0,003), 
IL-6 – на 17,8±11,2 пг/мл (p = 0,001), TNFα – 
на 2,3±0,8 пг/мл (p = 0,001). У пациентов с не-
ишемическим типом окклюзии было установ-
лено достоверное снижение концентрации 
VEGF-A – на 331,5±110 пг/ мл (p = 0,001), 
IL-6 – на 4,0±1,2 пг/мл (p = 0,001) и TNFα – 
на 1,6±0,7 пг/мл (p = 0,002). У пациентов с ишеми-
ческим типом ретинальной венозной окклю зии 
наблюдалось статистически значимое сниже-
ние концентрации ET-1 – на 3,1±0,6 фмоль/мл 
(p = 0,002) и IL-1 – на 24,5±1,7 пг/мл (p = 0,029). 

Аналогично был проведен анализ содержания 
исследуемых веществ в слезной жидкости и их 
динамика на фоне проведения антиангиогенной 
терапии. Данные представлены в таблице 2. 

Из таблицы следует, что у всех пациентов вне 
зависимости от типа ретинальной венозной ок-
клюзии установлено достоверное превышение 

содержания всех исследуемых веществ в слезной 
жидкости по сравнению с контрольными значе-
ниями. 

При сравнительном анализе полученных дан-
ных в исследуемых группах было установлено, 
что при ишемическом типе окклюзии содержа-
ние VEGF-A, ET-1 и интерлейкинов было до-
стоверно выше, чем при неишемическом типе. 
Однако статистически значимой разницы уров-
ня TNFα у пациентов с разным типом окклюзии 
установлено не было. 

При изучении динамики исследуемых фак-
торов в слезной жидкости на фоне интравитре-
ального введения ранибизумаба определено, что 
у всех пациентов вне зависимости от типа окклю-
зии было отмечено достоверное снижение уров-
ня VEGF-А: в общей группе на 547,9±113,6 пг/ мл 
(p = 0,001), при неишемическом типе – 
на 217,4±112,3 пг/мл (р = 0,001), при ишеми-
ческом типе – на 878,6±87,4 пг/мл (р = 0,001). 
Кроме того, зарегистрировано достоверное сни-
жение концентрации ET-1 в общей группе паци-
ентов – на 0,2±0,05 фмоль/мл (p = 0,005). Стати-
стически значимая разница концентраций IL–1 
была получена только при неишемическом типе 
окклюзии – на 1,7±0,7 пг/мл (р = 0,008). Кроме 
того, на фоне интравитреального введения рани-
бизумаба было выявлено достоверное снижение 

ТАБЛИЦА 1. КОНЦЕНТРАЦИЯ ЦИТОКИНОВ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ НА ФОНЕ ИНТРАВИТРЕАЛЬНОГО ВВЕДЕНИЯ 
РАНИБИЗУМАБА
TABLE 1. CONCENTRATION OF CYTOKINES IN BLOOD SERUM ASSOCIATED WITH INTRAVITREAL INJECTIONS OF 
RANIBIZUMAB

Группы  
обследования
Survey groups

Сроки  
обследования
The timing of the 

survey

ЕТ-1,  
фмоль/мл

fmol/ml

VEGF-А,  
пг/мл
pg/ml

IL-1,  
пг/мл
pg/ml

IL-6, 
пг/мл
pg/ml

TNFα,  
пг/мл
pg/ml

Общая  
группа
General group
(n = 32)

До лечения
Before treatment 2,0±0,6* 714,6±46,1* 18,5±8,7 24,4±15,5 4,6±1,0

После
After therapy 0,4±0,03*** 517,2±81,6*** 5,8±2,6*** 6,6±2,3*** 2,3±0,2***

Неишемиче-
ский тип 
Non-ischemic 
type 
(n = 16)

До лечения
Before treatment 0,5±0,06 603,0±51,7* 4,0±0,4 6,8±2,2 3,6±0,7

После  
лечения

After therapy
0,4±0,03 271,5±46,2*** 3,2±0,2 2,8±0,5*** 2,0±0,2***

Ишемический 
тип
Ischemic type
(n = 16)

До лечения
Before treatment 3,5±1,0* ** 826,1±66,7* ** 32,9±16,8 63,1±39,3 5,7±1,9

После  
лечения

After therapy
0,4±0,04*** 762,8±131,2 8,4±5,1*** 10,4±5,8 2,6±0,3

Контрольная группа
Control group 
(n = 16)

0,4±0,3 347,4±162,0 3,8±1,3 4,2±1,9 3,5±1,2

Примечание. * – р < 0,05 – достоверная разница значений в сравнении с группой контроля; ** – р < 0,05 – 
достоверная разница значений между типом окклюзии вен сетчатки; *** – р < 0,05 – достоверная разница 
значений до и после лечения.
Note. * , р < 0.05 significant difference in values compared to the control group; **, р < 0.05 significant difference in values between 
the type of retinal vein occlusion; ***, р < 0.05 significant difference in values before and after treatment.
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концентрации IL-6 при ишемическом типе ок-
клюзии – на 4,5±1,3 пг/мл (р = 0,002). 

Для подтверждения взаимосвязи исследуемых 
цитокинов в сыворотке крови и слезной жид-
кости был проведен корреляционный анализ, 
в результате которого определена прямая связь 
VEGF-A в слезе с IL-1 (r = +0,8) (p = 0,001), IL-6 
(r = +1,0) (p = 0,001), ET-1 (r = +1,0) (p = 0,001) 
в слезной жидкости, а также с концентрацией 
VEGF-A (r = +0,9) (p = 0,001) и ET-1 (r = +0,9) 
(p = 0,001) в сыворотке крови. 

Обсуждение
На основании данных зарубежных авторов 

о наличии прямой корреляционной связи со-
держания некоторых цитокинов в жидких средах 
глаза и в крови мы проводили определение их 
уровня в сыворотке крови и в слезной жидкости, 
которая также косвенно может отражать изме-
нение уровня веществ во внутриглазных струк-
турах [20, 32]. Патогенетически это обусловлено 
возникающей при окклюзии вен сетчатки несо-
стоятельностью гематоретинального барьера, что 
может способствовать поступлению определен-
ных концентраций провоспалительных и ангио-
генных веществ в системный кровоток [31]. 

При анализе полученных в ходе исследова-
ния результатов было выявлено повышение со-
держания VEGF-A в сыворотке крови и слезной 
жидкости вне зависимости от типа окклюзии 
по сравнению с контрольной группой, что свиде-
тельствует о значимой роли фактора роста в им-
мунопатогенезе окклюзии вен сетчатки. Анало-
гичные изменения в стекловидном теле и влаге 
передней камеры также были описаны в ранее 
проводимых исследованиях [10, 13, 19, 20, 28].

Кроме того, у пациентов в общей группе вы-
явлено превышение содержания ET-1 в слезной 
жидкости и в сыворотке крови по сравнению 
с контрольными значениями. Данный факт мо-
жет быть связан с описанными в литературе 
основными эффектами ET-1, который может 
оказывать не только выраженное вазоконстик-
торное, но и провоспалительное действие, спо-
собствуя адгезии лейкоцитов к поверхности 
эндотелия, адгезии и агрегации тромбоцитов, 
повышению проницаемости сосудов, как при си-
стемных сосудистых заболеваниях, так и при ок-
клюзии вен сетчатки [4, 6, 26]. Полученная нами 
повышенная концентрация ET-1 может свиде-
тельствовать о его значимой роли в патогенезе 
ретинальной венозной окклюзии.

ТАБЛИЦА 2. КОНЦЕНТРАЦИЯ ЦИТОКИНОВ В СЛЕЗНОЙ ЖИДКОСТИ НА ФОНЕ ИНТРАВИТРЕАЛЬНОГО ВВЕДЕНИЯ 
РАНИБИЗУМАБА
TABLE 2. CONCENTRATION OF CYTOKINES IN TEAR FLUID ASSOCIATED WITH INTRAVITREAL INJECTIONS 
OF RANIBIZUMAB

Группы  
обследования
Survey groups

Сроки  
обследования
The timing of the 

survey

ЕТ-1,  
фмоль/мл

fmol/ml

VEGF-А,  
пг/мл
pg/ml

IL-1,  
пг/мл
pg/ml

IL-6,  
пг/мл
pg/ml

TNFα,  
пг/мл
pg/ml

Общая  
группа
General group
(n = 32)

До лечения
Before 

treatment
0,6±0,07* 884,5±91,9* 24,7±8,6* 3,7±0,7* 3,1±0,4*

После  
лечения

After therapy
0,4±0,1*** 336,6±60,2*** 68,0±20,3 1,5±0,2 3,0±0,5

Неишемиче-
ский тип 
Non-ischemic 
type 
(n = 16)

До лечения
Before 

treatment
0,3±0,06* 425,3±20,9* 5,0±0,9* 1,5±0,3* 2,9±0,4*

После  
лечения

After therapy
0,2±0,03 207,9±21,1*** 3,3±0,4*** 1,5±0,3 2,2±0,3

Ишемический 
тип
Ischemic type
(n = 16)

До лечения
Before 

treatment
0,9±0,08* ** 1343,8±79,9* ** 44,3±15,9* ** 5,9±1,2* ** 3,3±0,6*

После  
лечения

After therapy
0,6±0,2 465,2±111,1*** 132,8±33,9 1,4±0,3*** 3,9±0,9

Контрольная группа
Control group 
(n = 16)

0,2±0,1 167,7±103,0 2,9±1,7 0,33±0,08 1,7±0,9

Примечание. См. примечание к таблице 1.
Note. As for Table 1.



370

Drozdova E.A. et al.
Дроздова Е.А. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Выявленный в результате исследования мак-
симальный уровень VEGF-A и ET-1 как в сыво-
ротке крови, так и в слезе у пациентов с ишемиче-
ским типом окклюзии может свидетельствовать 
о зависимости их содержания от выраженности 
ишемии. Некоторые авторы также отмечают, что 
уровень некоторых цитокинов, вазоактивных ве-
ществ и фактора роста напрямую зависит от типа 
ретинальной венозной окклюзии [5, 10, 19]. 

В ходе проводимого исследования было вы-
явлено достоверное повышение содержания IL-1 
в слезе у всех пациентов по сравнению с группой 
контроля. Как известно, IL-1 путем повышения 
продукции простагландинов, молекул адгезии, 
активации нейтрофилов стимулирует воспали-
тельный процесс, пролиферацию клеток эндо-
телия и повышение проницаемости сосудистой 
стенки [4]. Учитывая данные эффекты, можно 
объяснить значимую роль IL-1 в патогенезе ок-
клюзии вен сетчатки и полученную нами высо-
кую концентрацию данного цитокина в слезной 
жидкости. 

Уровень IL-6 в слезе был также выше зна-
чений в контрольной группе вне зависимости 
от типа окклюзии. Учитывая, что IL-6 – много-
функциональный провоспалительный цитокин, 
повышение его концентрации при окклюзии вен 
сетчатки подтверждает его значение в иммуно-
патогенезе данного заболевания, что также было 
отмечено некоторыми авторами [10, 13]. 

Выявленный в результате исследования макси-
мальный уровень IL-1 и IL-6 в слезе при ишеми-
ческом типе окклюзии может свидетельствовать 
о выраженной дисфункции эндотелия и степени 
гипоксии, что сопровождается мощным синте-
зом цитокинов [10, 11, 15]. В ряде исследований, 
посвященных иммунологическим особенностям 
окклюзии вен сетчатки, также было установлено 
повышение концентраций исследуемых цитоки-
нов в стекловидном теле с прямой зависимостью 
от выраженности ишемии [5, 10, 19]. 

Также и концентрация TNFα в слезе у всех 
пациентов была достоверно выше контрольных 
значений. Как известно из литературы, TNFα 
способен усиливать провоспалительный эффект 
других цитокинов путем увеличения синтеза мо-
лекул адгезии, хемоаттрактантов, вызывая мигра-
цию лейкоцитов к эндотелию [4]. В высоких кон-
центрациях TNFα способствует повреждению 
эндотелия с развитием его дисфункции и повы-
шению проницаемости сосудов. Данные эффек-
ты объясняют полученное нами превышение со-
держания TNFα при окклюзии вен сетчатки.

На фоне проведения антиангиогенной тера-
пии в виде интравитреальных инъекций рани-
бизумаба было зарегистрировано достоверное 
снижение VEGF-A в сыворотке крови и слезе 
в общей группе пациентов и при неишемическом 
типе окклюзии. Аналогичные изменения в жид-
ких средах глаза были описаны в некоторых ис-

следованиях [2, 7, 12, 14, 16]. Кроме того, на фоне 
анти-VEGF терапии было зарегистрировано 
снижение концентрации ET-1 в сыворотке кро-
ви и слезе в общей группе пациентов, что также 
было отмечено некоторыми авторами [21]. 

Отсутствие динамики VEGF-A и некоторых 
цитокинов при ишемическом типе окклюзии 
на фоне специфической терапии может быть 
связано с наличием периферической ишемии, 
постоянно поддерживающей повышенную про-
дукцию провоспалительных молекул и фактора 
роста, способствуя поддержанию воспалительно-
го процесса [11, 15].

В связи с тем что повышенное содержание 
цитокинов соответствует количеству VEGF-А, 
выявленном при корреляционном анализе, мож-
но предположить, что их продукция – взаимо-
связанный процесс. Так, например, известно, 
что TNFα способен активировать макрофаги, 
находящиеся на поверхности внутренней погра-
ничной мембраны сетчатки, приводя к увеличе-
нию экспрессии ими VEGF-А и других провос-
палительных цитокинов [29]. Некоторые авторы 
также отмечают наличие корреляционной связи 
уровня некоторых цитокинов в жидких средах 
глаза и сыворотке крови у пациентов с различной 
патологией [5, 20, 30, 32]. Учитывая эти данные, 
возможно, снижение концентрации VEGF-А на 
фоне антиангиогенной терапии опосредованно 
может приводить к снижению содержания дру-
гих цитокинов, что также было отмечено в неко-
торых исследованиях [7]. 

Выводы
Окклюзия вен сетчатки сопровождается по-

вышением концентрации VEGF-A в сыворотке 
крови и слезе вне зависимости от типа окклюзии 
с положительной корреляционной зависимостью 
от уровня интерлейкинов и эндотелина-1. 

В сыворотке крови пациентов с окклюзией 
вен сетчатки выявлено повышение содержания 
эндотелина-1, в слезной жидкости – всех иссле-
дуемых факторов. 

Максимальная концентрация VEGF-A, эн-
дотелина-1 и интерлейкинов была выявлена при 
ишемическом типе ретинальной венозной ок-
клюзии. 

На фоне антиангиогенной терапии у пациен-
тов с неишемическим типом окклюзии отмече-
но достоверное снижение уровня VEGF-А, IL-6 
и TNFα в сыворотке крови, в слезе – VEGF-А, 
IL-1. У пациентов с ишемическим типом окклю-
зии была зарегистрирована статистически значи-
мая разница концентраций VEGF-А и IL-6 в сле-
зе и сывороточных ET-1 и IL-1.
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ЦИТОИММУНОГРАММА КОЖИ – НОВЫЙ 
МЕТОД ОБЪЕКТИВНОЙ ЦИФРОВОЙ ОЦЕНКИ 
СУБПОПУЛЯЦИОННОГО СОСТАВА КЛЕТОК КОЖИ
Гольцов С.В.1, Гольцова Е.Н.1, Суховей Ю.Г.2, Костоломова Е.Г.2, 
Паульс В.Ю.1
1 Многопрофильное медицинское учреждение NEO-Clinic, г. Тюмень, Россия  
2 Тюменский филиал Института клинической иммунологии, г. Тюмень, Россия

Резюме. История дерматологии помнит массу попыток преобразовать кожу человека – плотную 
ткань в жидкость. Поиск способа разделения клеточного субстрата кожи для получения суспензии 
и изучения фенотипа клеток, входящих в ее состав, стал основой нашего многолетнего исследова-
ния, результатом которого явился патентованный способ цифровой оценки субпопуляционного со-
става клеток кожи – цитоиммунограмма кожи. Именно так называется изобретение, признанное 
практико ориентированным и перспективным для внедрения в систему общественного здравоохра-
нения резолюцией «Х международной конференции иммунологов Урала», на которой впервые был 
представлен доклад о «Перспективах применения цитоиммунограммы кожи».

Приведенные в качестве примера результаты исследования одного частного случая показывают, 
что в данном образце кожи:

1) активно представлена субпопуляция кератиноцитов, причем большинство из них активирова-
ны, что говорит об умеренной пролиферативной активности базального слоя эпидермиса;

2) присутствуют B-лимфоциты, которые в норме являются резидентами циркулирующего объема 
крови и лимфы, поскольку имеют положительный таксис к высокоэндотелиальным венулам, нахо-
дящимся преимущественно в лимфатических узлах; наличие их в коже указывает на активность гумо-
рального иммунитета;

3) присутствие несколько разновидностей T-лимфоцитов (CD3+ лимфоцитов), локализующихся 
преимущественно в трех наружных слоях эпидермиса, и тот факт, что CD4+ клетки несколько прева-
лируют численно над CD8+ клетками, говорит об усилении адаптивного иммунитета кожи;

4) низкое содержание Т-цитотоксических лимфоцитов свидетельствует об отсутствии инфекцион-
но-воспалительного процесса;

5) остальные показатели демонстрируют количество специфических клеток кожи, но при этом их 
низкую активацию, что в совокупности с отсутствием специфических жалоб у данного пациента сви-
детельствует о нормальном состоянии его кожи;

6) жизнеспособность в нативном образце составила 99,8%, после криоконсервации – 87,0%.
Предлагаемый способ позволяет получить информацию о количественном составе и функцио-

нальной активности клеток кожи, что объективно свидетельствует о текущем статусе местного им-
мунитета пациента и может стать основой для лечебно-профилактической программы, разработан-
ной индивидуально. Цитоиммунограмма кожи, как способ диагностики кожи, проста в исполнении 
и доступна, позволяет оценить качественный и количественный состав ее отдельных субпопуляций 
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клеток, оценить их функцию и степень их реагирования в ответ на какие-либо воздействия внешней 
и внутренней среды. Широкомасштабное применение цитоиммунограммы в перспективе позволит 
создать половозрастной регистр состояния кожи в норме и патологии, что позволит определять сте-
пень реагирования кожи на воздействия среды, измерять активность клеточных субпопуляций натив-
ной кожи в условиях нормы и патологии, использовать критерий возрастных изменений кожи, объ-
ективно оценивать динамику заболевания кожи, индивидуально подбирать лекарственный препарат 
и контролировать эффективность применяемых наружных лекарственных средств.

Ключевые слова: кожа, клетки, фенотип, цитоиммунограмма, проточная цитометрия, криоконсервация

CYTOIMMUNOGRAM OF THE SKIN: A NEW METHOD FOR 
OBJECTIVE EVALUATION OF THE SKIN CELL SUBPOPULATION 
PROFILE
Goltsov S.V.a, Goltsova E.N.a, Sukhovey Yu.G.b, Kostolomova E.G.b, 
Pauls V.Yu.a
a Multidisciplinary Medical Institution NEO-Clinic, Tyumen, Russian Federation  
b The Institute of Clinical Immunology, Tyumen Branch, Tyumen, Russian Federation

Abstract. The history of dermatology reminds a lot of attempts to transform the dense human skin samples into 
a liquid phase. A search for a method aimed to separate cellular substrate of the skin and to obtain a suspension 
for studying the cell phenotype profile was a basis of our long-term study, which resulted in a proprietary 
method for digital estimation of distinct subsets composing the skin cell population. The skin cytoimmunogram 
is the name of the invention, which is recognized as practical and promising for implementation in public 
healthcare system as recognosed by the decision of the “Xth International Conference of Immunologists of the 
Urals”, where the report on the “Prospects for application of the skin cytoimmunogram” was presented for the  
first time.

The results of a single case analysis showed the following findings for this skin sample:
1) a subpopulation of keratinocytes is actively represented, most of them activated, which indicates a 

moderate proliferative activity of the basal layer of the epidermis;
2) there are B-lymphocytes, which normally are residents of the circulating blood and lymph, since they 

have a positive taxis to the high endothelial venulas located mainly in the lymph nodes. Their presence in the 
skin indicates the activity of humoral immunity;

3) presence of several T-cell types of (CD3+ lymphocytes) localized predominantly in the three outer layers 
of the epidermis, and the findings of CD4+ cells predominating over CD8+ cells suggests an increase in adaptive 
skin immunity;

4) low content of T-cytotoxic cells indicates to absence of an infectious/inflammatory process;
5) the remaining parameters reflect the numbers of specific skin cells, characterized by low activation grade, 

which, along with absence of specific complaints in this patient, indicates to normal state of his skin;
6) cell viability in the native sample was 99.8%, after cryopreservation – 87.0%.
The proposed method allows to obtain information on the quantitative composition and functional activity 

of skin cells, which distinctly indicates to the present condition of the patient’s local immunity and may become 
a basis for development of personalized curative and prophylactic programs. The Сytoimmunogram of skin as 
a way of skin diagnostic evaluation, is easy to implement, and it is available for qualitative and quantitative 
evaluation of separate cell subpopulations, in order to assess their function and degree of their response to 
any external or internal environmental impact. Widespread application of the сytoimmunogram perspective 
will allow to create sex- and age-matched registry for skin parameters in normal and pathological conditions, 
thus determining the extent of skin response to environmental exposures, to measure activities of cell subsets 
in native skin under normal and pathological conditions, to justify the criteria of age-related skin changes, to 
objectively assess clinical course of skin diseases, and to individually select the drug and monitor the effectiveness 
of external medical drugs applied.

Keywords: skin, cells, phenotype, cytoimmunogram, flow cytometry, cryoconservation
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Введение
Сегодня нет никаких сомнений в том, что раз-

витие науки связано с новыми технологиями, 
которые интегрируются в самые сложные формы 
деятельности человека, в том числе медицинскую 
науку и ее отдельный сегмент – дерматологию, 
как науку, изучающую кожу. 

Образуя обширную область контакта с внеш-
ней средой и представляя собой важнейшую ба-
рьерную ткань, ограничивающую внутреннюю 
среду организма, кожа человека исторически 
сформировалась в самостоятельный орган им-
мунной системы, зачастую являясь плацдармом 
реализации ее механизмов реагирования. Кроме 
того, обладая многообразием иммуннокомпе-
тентных клеток, кооперирующихся между со-
бой как с помощью комплементарных структур 
на поверхности, так и при участии иммунорегу-
ляторных цитокинов, организация кожи позво-
ляет ей участвовать в иммунных реакциях всего 
организма, при этом осуществляя некоторые 
иммунологические процессы самостоятельно, 
in situ.

Клеточный субстрат иммунной компетент-
ности кожи представлен резидентными и рецир-
кулирующими клетками костномозгового про-
исхождения. К резидентным клеткам относятся 
тучные клетки, клетки Лангерганса, кератиноци-
ты, эндотелиальные клетки, фибробласты, моно-
циты (макрофаги). Рециркулирующими являются 
лимфоциты и гранулоциты, причем есть мнение, 
что лишь определенные типы лимфоцитов спо-
собны поселяться в коже.Следует отметить, что 
первым концепцию лимфоидной ткани, ассо-
циированной с кожей (SALT – от Skin-Associated 
Lymphoid Tissue), сформулировал J.W. Streinlein, 
который объединил этим понятием эпидермис, 
тропные к нему T-лимфоциты, сами кератино-
циты, а также дренирующие эпидермис лимфа-
тические узлы [3].

Однако ранее к иммунной подсистеме кожи 
доказательно относили иммунологически значи-
мые клетки, локализованные, главным образом, 
в дерме – тучные клетки, макрофаги, гранулоци-
ты, эндотелий кровеносных и лимфатических со-
судов и др. [4].

Приняв тот факт, что кожа представляет собой 
активный иммунный орган, так как резидентные 
и рециркулирующие клетки эпидермиса и дермы 
способны не только инициировать иммунные 
процессы, участвовать в них, но и определять со-
стояние кожных покровов, это может быть оце-
нено в ходе осмотра [6, 7].

Визуально состояние кожных покровов мо-
жет оценить любой человек, основываясь на соб-
ственных знаниях. Оценка врача более точна, 
по сравнению с обывателем, но она все же субъ-
ективна и зависит от опыта, стажа работы, коли-
чества пациентов. В связи с этим актуализируется 
потребность в методах оценки состояния кожных 
покровов. Сегодня для этого используется ряд 
методов определения функций и свойств кожи. 
Они безопасны, безболезненны, комфортны 
и дают возможность многократного проведения 
процедуры обследования и анализа. К таковым 
методам относятся: корнеометрия, себуметрия, 
кутометрия, профилометрия [1]. Кроме того, 
для оценки внутренних структур кожи приме-
няют инвазивные (гистология) и неинвазивные 
(оптическая когерентная томография, ультра-
звуковая микроскопия, магнитно-резонансная 
томография) методы [5].

Однако существенным их недостатком явля-
ется дороговизна, недоступность, а также невоз-
можность оценить клеточный состав кожи и ее 
функциональность [8]. Перечисленные методы, 
описывая ряд свойств кожи, не учитывают того, 
что кожа – экзоорган, на который постоянно 
действует окружающая среда и в котором посто-
янно происходит сложный комплекс межклеточ-
ных взаимодействий [9].

При этом на протяжении всего периода изуче-
ния кожи было и остается актуальным изучение 
фенотипа клеток ее составляющих. Актуальным 
остается изучение роли хемокинов и соответству-
ющих им хемокиновых рецепторов в патогенезе 
хронических заболеваний кожи [2]. Но слож-
ность исследований обусловлена прочными дес-
мосомальными связями клеток, препятствующи-
ми их разделению и изучению в живом виде и по 
отдельности. 

Мы говорим о коже как о целостном органе, 
но состоящем из множеств и подмножеств кле-
ток, выполняющих соответствующие их предна-
значению функции, понимание значения каждой 
из которых возможно только при определении 
вне отношений с другими клетками. Если бы это 
было возможным, то такие врачебные специаль-
ности, как дерматология и косметология, полу-
чили бы ответы на вопросы: возможна ли объ-
ективная оценка динамики заболевания кожи 
и как оценить степень реагирования кожи на воз-
действия среды, какова функциональная актив-
ность клеточных субпопуляций кожи в условиях 
нормы и патологии и каковы критерии возраст-
ных изменений кожи, насколько эффективно 
применяемое наружное лекарственное средство 
и возможен ли строго индивидуальный подбор 
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лекарственного препарата для наружного приме-
нения или косметики?

История дерматологии помнит массу попыток 
преобразовать кожу человека – плотную ткань 
в жидкость. Поиск способа разделения клеточно-
го субстрата кожи для получения суспензии и изу-
чения фенотипа клеток, входящих в ее состав, 
стал основой нашего многолетнего исследова-
ния, результатом которого явился патентованный 
способ цифровой оценки субпопуляционного 
состава клеток кожи – цитоиммунограмма кожи 
(Патент на изобретение № 2630607 от 11.09.2017). 
Именно так называется изобретение, признанное 
практикоориентированным и перспективным для 
внедрения в систему общественного здравоох-
ранения резолюцией «Х международной конфе-
ренции иммунологов Урала», на которой впервые 
был представлен доклад о «Перспективах приме-
нения цитоиммунограммы кожи».

Изобретение относится к биологии и медици-
не и может быть использовано для определения 
субпопуляционного состава клеток кожи и полу-
чения цитоиммунограммы кожи. Общеизвестно, 
что клетки кожи соединены друг с другом десят-
ками, сотнями, а может и тысячами отростков, 
крепко-накрепко спаивающих клетки в плот-
ный конгломерат, и разделение их для помеще-
ния в жидкость, влечет разрыв мембран и грозит 
клеткам гибелью. Но для определения функции 
клетки исследователям нужны живые и только 
живые клетки. Удалось создать такие условия, 
при которых клетки кожи, разделенные между 
собой и приведенные в состояние суспензии, 
остаются жизнеспособными на 90-99%. А, сле-
довательно, суспензию клеток кожи можно изу-
чать (качественно, количественно), тестировать 
in vitro эффективность различных лекарственных 
препаратов, а в условиях криобанка еще и хра-
нить весь субпопуляционный состав клеток ин-
дивидуального образца.

Материалы и методы
Указанный технический результат достигает-

ся способом определения субпопуляционного 
состава клеток кожи и получения цитоиммуно-
граммы кожи, включающим в себя забор био-
птата кожи на глубину 2 мм, гомогенизацию тка-
ни в 0,9% водном растворе хлорида натрия при 
температуре +23 … +25 °С, извлечение гомоге-
ната, фильтрование гомогената через инертную 
фильтро вальную перегородку с диаметром пор 
20 мкм, центрифугирование гомогената при 400 g 
в течение 5 минут при температуре +23 … +25 °С, 
определение жизнеспособности клеток кожи, 
инкубирование в течение 20 минут в защищен-
ном от света месте клеток кожи с моноклональ-

ными антителами, конъюгированными с флю-
орохромами, фенотипирование клеток кожи, 
определение количества клеток кожи определен-
ного фенотипа.

Жизнеспособность клеток определяют ме-
тодом проточной цитометрии с помощью вну-
триклеточного красителя 7-amino-actinomycin D 
RUO (7AAD). Идентификацию жизнеспособных 
клеток выполняют путем регистрации двух па-
раметров: бокового светорассеяния (side scatter) 
и регистрацией флюоресценции по 3 каналу 
(FL3). Если не определить жизнеспособность 
клеток кожи, то полученные результаты окажутся 
менее точными, т.к. некоторые клетки разруша-
ются.

Полученный образец кожи можно исследовать 
ex tempora (сразу после забора материала) либо 
после длительной криоконсервации. Для этого 
проверенный на стерильность образец помещают 
в криопробирку Costar 2 мл с раствором для замо-
раживания (90% Fetal Bovine Serum и 10% DMSO 
в качестве криопротектора), затем образец замо-
раживают в парах жидкого азота t°-140 °C со ско-
ростью 1 °C в минуту методом витрификации.

Инкубирование клеток кожи проводят в те-
чение 20 минут в защищенном от света месте 
с моноклональными антителами, конъюгиро-
ванными с флюорохромами флюоресцеинизоти-
оцианатом (FITC), фикоэритрином (РЕ), PE – 
Texasred (ESD), PE/CY5(PC5), PE/CY7(PC7) 
(Beckman Сoulter, США). Фенотипирование 
клеток кожи проводили с помощью специфиче-
ских маркеров: CD3, CD4, CD8, CD14, CD16, 
CD19, CD34, CD44, CD45, CD49, CD54, CD63, 
CD80, CD146, CD203c; CD207, CD249. Вы-
бор типа и количества флюоресцентных кра-
сителей может определяться задачей конкрет-
ного исследования. В нашем исследовании 
выделение субпопуляций клеток кожи было об-
условлено выбором наиболее влияющих на па-
тогенез часто встречаемых дерматозов. Так, 
определялись кератиноциты CD49f+, из них акти-
вированные CD49f+HLA-DR+; фибробласты (фи-
броциты) CD45-CD14-CD44+, из них активиро-
ванные CD45-CD14-CD44+CD80+; тучные клетки 
CD249+, из них активированные CD249+CD63+; 
моноциты (макрофаги) CD45+CD14+, из них ак-
тивированные CD45+CD14+HLA-DR+; внутриэ-
пидермальные макрофаги CD207+, их них акти-
вированные CD207+CD80+, CD207+HLA-DR+,  
CD207+CD80+HLA-DR+; эндотелиальные клетки  
CD146+, их них активированные CD146+CD34+, 
CD146+HLA-DR+, CD146+CD54+, CD146+CD54+ 

HLA-DR+; лимфоцитарные популяции: Т-лим-
фо циты CD45+CD3+, Т-хелперы CD45+CD3+ 

CD4+CD8-, Т-цитотоксические лимфоциты CD45+ 
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CD3+CD4-CD8+, В-лим фо циты CD45+CD3-CD19+, 
NK-лимфо циты CD45+CD3-CD16+CD56+.

Продолжительность инкубирования в 20 ми-
нут является оптимальной для данного способа. 
Попадание света во время инкубирования недо-
пустимо, т.к. приведет к разрушению флюоро-
хромов.

В процессе дифференцировки клеток на их 
поверхности появляются специфические мем-
бранные молекулы. Такие молекулы обнаружи-
вают с использованием набора специфических 
моноклональных антител, с помощью которых 
идентифицируют субпопуляции клеток и опре-
деляют их фенотип.

Методом проточной цитометрии определяют 
количество клеток кожи определенного феноти-
па, используя моноклональные антитела, мечен-
ные флюорохромами и связывающиеся с опреде-
ленными рецепторами на мембране клетки. 

Для регистрации получаемых результатов 
и удобства пользования разработан бланк меди-
цинского документа «Цитоиммунограмма кожи», 
в верхней части которого свободные участки 
для заполнения лаборантом идентификационно-
го номера цитоиммунограммы кожи с датой про-
ведения анализа, фамилии имени отчества паци-
ента и его возраста. 

В средней части документа в две колонки 
представлен состав клеток кожи с указанием 
фенотипа каждой популяции. Напротив каждой 
группы клеток кожи предусмотрены пустые поля 
в виде сдвоенных прямоугольников для заполне-
ния лаборантом числовых данных в относитель-
ных и/или абсолютных единицах по результатам 
исследования. Представленные числовые дан-
ные указывают количество клеток кожи опреде-
ленного фенотипа.

В нижней части документа имеются свобод-
ные участки, предназначенные для заполнения 
врачом информации о результатах исследования 
фенотипа клеток кожи, которые могут свидетель-
ствовать о динамической оценке течения заболе-
вания, эффективности использования назначен-
ных лекарственных или косметических средств, 
оценке возрастных изменений кожи, индиви-
дуальном подборе лекарственных препаратов, 
оценке степени реагирования клеток кожи на те 
или иные воздействия. А также заполняются ла-
борантом в свободные участки сведения об ис-
полнителе и враче, направившем на проведение 
анализа.

Результаты
В качестве примеров применения цитоимму-

нограммы кожи представляем три наблюдения 
предлагаемого способа оценки.

Наблюдение первое – частный случай оценки 
состояния кожи человека

С помощью инструмента для биопсии мы 
осуществили забор биоптата кожи человека 
с ягодичной области. После пробоподготовки, 
описанной выше, методом проточной цитоме-
трии на Cytomics FC500 (Beckman Сoulter, США) 
определяли количество клеток кожи опреде-
ленных фенотипов, используя моноклональные 
антитела, меченные флюорохромами и связыва-
ющиеся с определенными рецепторами на мем-
бране клетки. Результаты фиксировали на блан-
ке (рис. 1).

Приведенные в качестве примера результаты 
исследования одного частного случая показыва-
ют, что в данном образце кожи:

1) активно представлена субпопуляция кера-
тиноцитов, причем большинство из них активи-
рованы, что говорит об умеренной пролифера-
тивной активности базального слоя эпидермиса;

2) присутствуют B-лимфоциты, которые 
в норме являются резидентами циркулирующе-
го объема крови и лимфы, поскольку имеют по-
ложительный таксис к высокоэндотелиальным 
венулам, находящимся преимущественно в лим-
фатических узлах. Наличие их в коже указывает 
на активность гуморального иммунитета;

3) присутствие несколько разновидностей 
T-лимфоцитов (CD3+ лимфоцитов), локали-
зующихся преимущественно в трех наружных 
слоях эпидермиса, и тот факт, что CD4+ клетки 
несколько превалируют численно над CD8+ клет-
ками, говорит об усилении адаптивного иммуни-
тета кожи;

4) низкое содержание Т-цитотоксических 
лимфоцитов свидетельствует об отсутствии ин-
фекционно-воспалительного процесса; 

5) остальные показатели демонстрируют ко-
личество специфических клеток кожи, но при 
этом их низкую активацию, что в совокупности 
с отсутствием специфических жалоб у данного 
пациента свидетельствует о нормальном состоя-
нии его кожи.

Наблюдение второе – сравнительная оценка  
цитоиммунограммы кожи нативных и криоконсер-
вированных образцов

Для демонстрации возможностей использо-
вания цитоиммунограммы кожи нами было ото-
брано 64 человек, которых мы разделили на груп-
пы по полу и возрасту: 25-45 лет и 45-65 лет, по 16 
человек в каждой.

Деление обследованных по полу и возрасту 
было необходимым, чтобы показать различие из-
меряемых параметров в разных половозрастных 
группах. Исследование состояло из двух этапов:
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T-цитотоксические лимфоциты T-cytotoxic cells

CD49f+ C146+

C146+CD34+

C146+HLA-DR+

C146+CD54+

C146+CD54+HLA-DR+

C45+CD3+

C45+CD3+CD4+CD8-

C45+CD3+CD4-CD8+

C45+CD3-CD19+

C45+CD3-CD16+CD56+

CD49f+HLA-DR+

CD45-CD14-CD44+

CD45-CD14-CD44+CD80+

CD249+

CD249+CD63+

CD45+CD14+

CD45+CD14+HLA-DR+

CD207+CD80+

CD207+

CD207+HLA-DR+

CD207+CD80+HLA-DR+

Рисунок 1. Результаты цитоиммунограммы кожи на бланке
Figure 1. Results of the skin citoimmunogram (standart form)

XXX
XXX
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ТАБЛИЦА 1. СРАВНИТЕЛЬНАЯ ОЦЕНКА ФЕНОТИПА КЛЕТОК БИОПТАТА КОЖИ ИЗ НАТИВНОГО 
И КРИОКОНСЕРВИРОВАННОГО ОБРАЗЦА 
TABLE 1. COMPARATIVE EVALUATION OF PHENOTYPE OF SKIN BIOPSY CELLS FROM NATIVE AND CRYOPRESERVED 
SAMPLES

Клеточный состав
кожи

Cellular composition of the 
skin

Локализация
Localization

Фенотип
Phenotype

Нативный 
образец (%)

The native sample 
(%)

Размороженный
образец (%)

Thawed sample (%)

Кератиноциты
Keratinocytes

эпидермис
epidermis

CD49f+ 70,25±3,75 68,2±2,01

Активированные керати-
ноциты
Activated keratinocytes

CD49f+HLA-DR+ 3,25±0,75 1,3±0,04***

Фибробласты
Fibroblasts

дерма
dermis

CD45-CD14-CD44+ 76,5±3,5 66,8±4,0*

Активированные фибро-
бласты
Activated fibroblasts

CD45-CD14-CD44+CD80+ 4,93±2,47 3,5±0,2

Эпидермальные
клетки Лангерганса
Epidermal Langerhans cells 

эпидермис
дерма

epidermis
dermis

CD207+ 48±1,0 46,4±1,2

Активированные клетки 
Лангерганса
Activated Langerhans cells 

CD207+CD80-HLA-DR+

CD207+CD80+HLA-DR-

CD207+CD80+HLA-DR+

3,8±0,9
5,1±1,1

0

0***
1,3±0,05***
3,5±0,9***

Эндотелиальные клетки
Endothelial cells

дерма
dermis

CD146+ 1,32±0,98 0,6±0,03***

Активированные эндоте-
лиальные клетки
Activated endothelial cells

CD146+CD54-HLA-DR+

CD146+CD54+HLA-DR-

CD146+CD54+HLA-DR+

CD146+CD34+

0
22,88±2,52
0,33±0,17
6,93±1,07

0
50,0±4,6**

0*
36,0±5,2***

Тучные клетки
Mast cells

эпидермис
epidermis

CD249+ 3,43±1,77 2,5±0,99

Активированные тучные 
клетки
Activated mast cells

CD249+CD63+ 1,1±0,2 1,6±0,3

Моноциты (Макрофаги)
Monocytes (Macrophages)

дерма
dermis

CD45+CD14+ 7,75±1,25 5,6±1,01

Активированные моно-
циты (Макрофаги)
Activated monocytes 
(Macrophages)

CD45+CD14+HLA-DR+ 0,23±0,16 0***

Эпидермальные лимфо-
циты
Т-общие
Epidermal lymphocytes
T common

эпидермис
дерма

epidermis
dermis

CD45+CD3+ 14,0±1,0 11,2±1,99

Т-хелперы
T helpers CD45+CD3+CD4+CD8- 11,0±1,0 9,9±0,75

Т-цитотоксические
T cytotoxic CD45+CD3+CD4-CD8+ 2,5±0,5 1,3±0,22*

В-лимфоциты
B lymphocytes CD45+CD3+CD19+ 6,0±1,0 7,0±1,05

NK-клетки
NK cells CD45+CD3-CD16+CD56+ 10,5±1,5 9,5±1,14

Примечание. Достоверность различия по сравнению с нативным образцом: * – р < 0,05; ** – p < 0,01; *** – p < 0,001.

Note. Significance of differences as compared to the native sample, *, р < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001.
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1 этап – исследовался биоптат с ягодичной 
области патентованным способом;

2 этап – исследовался криоконсервирован-
ный аналог биоптатов.

В результате исследования впервые из общей 
гетерогенной популяции клеток кожи были по-
лучены отдельные субпопуляции и определен 
фенотип клеток из нативного и криоконсервиро-
ванного образца (табл. 1).

Жизнеспособность в нативном образце со-
ставила 99,8%, после криоконсервации – 87,0%. 
При сравнении данных процентного соотноше-
ния клеток кожи двух образцов существенного 
расхождения в показателях не обнаружено, за ис-
ключением клеток, экспрессирующих на сво-
ей поверхности HLA-DR антигены и молекулы 
адгезии, то есть являющихся антигенпрезенти-
рующими.

Наблюдение третье – сравнительная характери-
стика количества кератиноцитов эпидермиса и фи-
бробластов дермы

Основными звеньями иммунной системы 
кожи являются кератиноциты и фибробласты, 
которые регулируют физиологические функции 
кожи, а продуцируемые ими вещества – сигналь-
ными молекулами для локальной координации 
межклеточных и межтканевых взаимодействий. 
Причем эти субпопуляции клеток кожи являются 
резидентами разных ее слоев, а их согласованное 
взаимодействие определяет способность поддер-
живать гомеостаз кожи и реагировать на воздей-
ствие внешней и внутренней среды. В качестве 

примера мы демонстрируем наблюдение количе-
ства кератиноцитов и фибробластов в исследуе-
мых образцах (табл. 2).

Как видно, количество кератиноцитов в эпи-
дермисе с течением времени уменьшается. Ре-
зультаты достоверны в группах сравнения 25-45 
и 45-65 у обоих полов, а также в группах сравне-
ния 25-45 и 45-65 между мужчинами и женщина-
ми. Необходимо отметить, что у мужчин количе-
ство кератиноцитов в эпидермисе больше, чем 
у женщин, на 4%. Это можно объяснить тем, что 
анатомически толщина кожи у мужчин выраже-
на значительнее, чем у женщин. Причем у муж-
чин количество кератиноцитов в эпидермисе 
с возрастом уменьшается на 16,3%, а у женщин 
на 23,6%. Такое снижение клеток, возможно, свя-
зано с различием гормонального фона между по-
лами.

Количество фибробластов в дерме также де-
монстрирует возрастное снижение. Результаты 
достоверны в группах сравнения 25-45 и 45-65 
у обоих полов, а также в группах сравнения 25-
45 и 45-65 между мужчинами и женщинами. 
У мужчин количество клеток больше по сравне-
нию с женщинами на 4%. Динамика снижения 
с возрастом – у мужчин количество фибробла-
стов в дерме уменьшается на 13,9%, а у женщин – 
на 17%. 

В большей степени происходит снижение ко-
личества кератиноцитов в эпидермисе, чем фи-
бробластов в дерме. Причем у женщин эти изме-
нения более выражены с возрастом. Скорее всего, 

ТАБЛИЦА 2. ПОЛОВОЗРАСТНАЯ КОЛИЧЕСТВЕННАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА КЕРАТИНОЦИТОВ ЭПИДЕРМИСА 
И ФИБРОБЛАСТОВ ДЕРМЫ ОБСЛЕДОВАННОГО КОНТИНГЕНТА
TABLE 2. GENDER/AGE-RELATED QUANTITATIVE CHARACTERISTICS OF EPIDERMAL KERATINOCYTES AND DERMAL 
FIBROBLASTS OF THE GROUPS EXAMINED

Возраст, лет
Age, years 25-45 45-65

Кератиноциты эпидермиса
Epidermal keratinocytes 

мужчины
men 69,9±0,96 58,5±1,18***

женщины
women 66,88±0,47 51,1±1,9***

Фибробласты дермы
Dermal fibroblasts 

мужчины
men 74,25±1,1 63,9±1,0***

женщины
women 71,25±0,34 59,1±0,9***

Примечание. Достоверность сравнения с контрольной группой: * – p < 0,05; ** – p < 0,01; *** – p < 0,001.

Note. Significance of differences when compared to the control group, *, p < 0.05; **, p < 0.01; ***, p < 0.001
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это связано с тем, что кожа является гормонально 
зависимым органом, но эти результаты предстоит 
определить точнее.

Обсуждение
Таким образом, предлагаемый способ позво-

ляет получить информацию о количественном 
составе и функциональной активности клеток 
кожи, что объективно свидетельствует о текущем 
статусе местного иммунитета пациента и может 
стать основой для лечебно-профилактической 
программы, разработанной индивидуально.

Цитоиммунограмма кожи, как способ диа-
гностики кожи, проста в исполнении и доступна, 
позволяет оценить качественный и количествен-
ный состав ее отдельных субпопуляций клеток, 
оценить их функцию и степень их реагирова-
ния в ответ на какие-либо воздействия внешней 
и внутренней среды.

Изобретение цитоиммунограммы кожи от-
крывает для практической дерматологии и кос-
метологии путь к новому пониманию процессов, 
проходящих в коже человека, дает возможность 
количественно оценить показатели состояния 

кожи не только в рамках отдельного человека, но 
и в рамках популяции, не только в условиях нор-
мы, но, что немаловажно, в условиях патологии. 
Тем более что в роли системы хемокинов в коже, 
например в патогенезе псориаза, уже нет никаких 
сомнений [2].

Возможность исследовать криоконсервиро-
ванный образец позволяет сделать повторное 
исследование спустя некоторое время или после 
каких-либо процедур, воздействий, применении 
наружных препаратов или косметических средств 
и, сравнив данные, позволит врачу объективно 
оценивать изменения.

Широкомасштабное применение цитоимму-
нограммы в перспективе позволит создать по-
ловозрастной регистр состояния кожи в норме 
и патологии, что позволит определять степень 
реагирования кожи на воздействия среды, изме-
рять активность клеточных субпопуляций натив-
ной кожи в условиях нормы и патологии, исполь-
зовать критерий возрастных изменений кожи, 
объективно оценивать динамику заболевания 
кожи, индивидуально подбирать лекарственный 
препарат и контролировать эффективность при-
меняемых наружных лекарственных средств.
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ТРАНСКРИПЦИОННЫЙ ПРОФИЛЬ РАКОВО-
ТЕСТИКУЛЯРНЫХ АНТИГЕНОВ У БОЛЬНЫХ РАКОМ 
МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ
Водолажский Д.И., Кутилин Д.С., Могушкова Х.А., Кит О.И.
ФГБУ «Ростовский научно-исследовательский онкологический институт» Министерства здравоохранения 
РФ, г. Ростов-на-Дону, Россия

Резюме. Для поиска эффективных мишеней для иммунотерапии рака молочной железы, на ос-
нове раково-тестикулярных антигенов (РТА), необходим анализ ассоциации экспрессии генов РТА 
с клинико-патологическими характеристиками РМЖ. Поэтому целью нашего исследования стал 
скрининг РТА, специфичных для опухолевых тканей молочной железы (люминальных типов А и В), 
на основании анализа их транскрипционного профиля у пациенток разного возраста. Для исследо-
вания использовали парные операционные биоптаты (норма и опухоль) тканей молочной железы 32 
пациенток (64 образца) в возрасте от 38 до 86 лет. Методом RT-qPCR определяли относительную экс-
прессию 16 генетических локусов: MAGEA1, MAGEA2, MAGEA3, MAGEA4, MAGEB1, MAGEB2, GAGE1, 
GAGE3, GAGE4, MAGEC1, BAGE, XAGE3, NY-ESO1, SSX2, SYCP1 и PRAME1. Обнаружено, что транс-
крипционный профиль РТА отличается в разных возрастных группах пациенток: до 55 лет наблюда-
лась гиперэкспрессия локуса MAGEA3, а старше 55 лет – MAGEA1, MAGEB1, BAGE, NY-ESO1, GAGE1 
и GAGE3. В тканях РМЖ люминального типа А обнаружена повышенная экспрессия РТА-локусов – 
MAGEA1, MAGEA2, MAGEA4, MAGEB1, MAGEB2, GAGE3, GAGE4, MAGEC1 и PRAME1, а в тканях РМЖ 
люминальном типа В-генов с повышенной экспрессией не обнаружено. Данные отличия необходимо 
учитывать при планировании иммунотерапии, а также использовать в качестве биомаркеров процес-
сов малигнизации как для РМЖ в целом, так и для его отдельных подтипов. 

Ключевые слова: экспрессия генов, Real-Time qPCR, раково-тестикулярные антигены, рак молочной железы, 
иммунотерапия

TRANSCRIPTIONAL PROFILE OF CANCER-TESTICULAR 
ANTIGENS IN PATIENTS WITH BREAST CANCER
Vodolazhskiy D.I., Kutilin D.S., Mogushkova Kh.A., Kit O.I.
Rostov Research Institute of Oncology, Rostov-on-Don, Russian Federation

Abstract. To identify new effective targets for immunotherapy of breast cancer, based on cancer-testis antigens 
(CTA), the associations were studied between CTA gene expression, clinical and pathological characteristics of 
breast cancer. Therefore, the aim of the study was to perform screening of CTAs specific to breast tissue tumors 
(luminal types A and B) based on assessment of the transcriptional profile of cancer-testis genes in the patients 
of different ages. To evaluate these relations, paired surgical biopsies (normal and tumor) of breast tissue of 32 
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patients (64 samples) aged 38-86 years were used. Relative expression of 16 genetic loci (MAGEA1, MAGEA2, 
MAGEA3, MAGEA4, MAGEB1, MAGEB2, GAGE1, GAGE3, GAGE4, MAGEC1, BAGE, XAGE3, NY-ESO1, SSX2, 
SYCP1 and PRAME1) was determined by the RT-qPCR. It was found that the transcriptional profile of CTA 
differs in different age groups of patients (at the age of < 55 years, overexpression of MAGEA3 was noted; after 
55 years, MAGEA1, MAGEB1, BAGE, NY-ESO1, GAGE1 and GAGE3 were more expressed). In the luminal type 
A cancer, overexpression of MAGEA1, MAGEA2, MAGEA4, MAGEB1, MAGEB2, GAGE3, GAGE4, MAGEC1 and 
PRAME1, whereas in B type cancer, the genes with increased expression were not detected. These differences 
should be considered when planning immunotherapy, can be used as biomarkers for both breast cancer as 
clinical entity, and, in particular, for its individual subtypes.

Keywords: gene expression, real-time qPCR, cancer-testicular antigens (CTA), breast cancer, immunotherapy

Введение
В мире ежегодно регистрируют приблизи-

тельно 1 млн новых случаев заболевания раком 
молочной железы (РМЖ) [4]. В Российской Фе-
дерации рак молочной железы является самым 
распространенным злокачественным новообра-
зованием у женщин: в 2013 году было выявлено 
57 307 новых случаев заболевания, а число умер-
ших составило более 20 000 пациентов [2]. Рак 
молочной железы – гетерогенное заболевание, 
включающее в себя как наследственные, так и 
спорадические формы [5].

Прогнозирование развития рецидивов и ме-
тастазирования РМЖ после первичного лечения 
представляет собой серьезную и нерешенную 
проблему [7]. Одним из возможных подходов 
к профилактике метастазирования и рециди-
вов онкологических заболеваний, в том числе 
РМЖ, является иммунотерапия. В настоящее 
время иммунотерапевтические курсы при РМЖ 
чаще используются при лечении онкологиче-
ских заболеваний на поздней стадии развития и 
в основном направлены на антигены, экспрес-
сирующиеся немалигнизированными клетками 
и сверх-экспрессирующиеся раковыми клетка-
ми [11]: MUC1, раково-эмбриональный антиген 
(CEA) и HER2 и др. [1]. Иммунотерапия РМЖ, 
направленная на раково-тестикулярные антиге-
ны (РТА), может быть более специфичной и по-
этому намного более эффективной, чем на выше-
перечисленные опухолевые антигены. Иммунный 
ответ может быть стимулирован адъювантами, 
эпигенетическими (деметилирующими) пре-
паратами и анти-CTLA-4-терапией. Результаты 
анализа базы данных клинических испытаний 
www.clinicaltrial.gov показали, что до настояще-
го времени было проведено небольшое количе-
ство испытаний вакцин, направленных на РТА: 
MAGE-A12 с адъювантом Montanide ISA-51, NY-
ESO-1 – CHP-NY-ESO-1 с иммуноадъювантом 
OK-432, NY-ESO-1 – CDX-1401 в комбинации 
с Resiquimod и/или poly-ICLC (Hiltonol) [8]. Та-
ким образом, иммунотерапевтические подходы, 
направленные на РТА при РМЖ, находятся в на-
чальной стадии разработок.

В рутинной клинической практике выбор 
лечебных воздействий основан на стандартных 

прогностических факторах: возраст, наступление 
менопаузы, размер опухоли, степень ее злока-
чественности, рецепторный статус стероидных 
гормонов и HER2/neu, мутационный статус ге-
нов BRCA 1/2, наличие/отсутствие метастазов 
в локальных лимфатических узлах. Однако стан-
дартные подходы не всегда способны эффектив-
но предсказать оптимальный терапевтический 
подход для лечения заболевания. Для некоторых 
раково-тестикулярных антигенов в результате 
многочисленных исследований было выявлено 
их прогностическое значение, которое может 
быть использовано для уточняющей диагностики 
РМЖ [1, 9, 14, 15, 16, 19].

В нескольких исследованиях по РМЖ было 
доказано, что частота экспрессии РТ-антигенов 
(РТА) выше в низкодифференцированных опу-
холях [14], а в исследовании Grigoriadis A. и со-
авт. [12] было обнаружено, что РТА разных 
классов (CT-X, non-X) по-разному экспресси-
руются в разных подгруппах опухолей молочной 
железы. Однако исследования РТ-генов и РТА 
в основном ограничены семействами MAGE-A 
и NY-ESO-1. Следовательно, анализ ассоциации 
экспрессии других РТ-генов в РМЖ с клинико-
патологическими характеристиками необходим 
для идентификации новых, более специфичных 
маркеров прогрессии РМЖ и мишеней для им-
мунотерапии.

Целью нашего исследования стал скрининг 
РТА, специфичных для опухолевых тканей мо-
лочной железы (люминальных типов А и В) 
на основании анализа паттерна транскрипцион-
ных профилей раково-тестикулярных генов у па-
циенток с РМЖ разного возраста.

Материалы и методы
В исследовании использованы парные опе-

рационные биоптаты 32 пациенток (64 образца) 
в возрасте от 38 до 86 лет, поступивших на ле-
чение в ФГБУ РНИОИ МЗ РФ в 2015-2017 гг.: 
прилегающие к опухоли немалигнизированные 
(норма) и собственно опухолевые ткани мо-
лочной железы. Образцы для транспортировки 
в лабораторию и хранения мгновенно заморажи-
вали в жидком азоте без использования крио-/
транспортных РНК-сред. Максимальное время 



385

Транскрипция РТА у больных РМЖ
Cancer testicular antigen transcription in breast cancer2018, Vol. 20,  3

2018, Т. 20, № 3

от взятия образца до его заморозки в жидком азо-
те составляло не более 20 с. Исследование было 
одобрено этическим комитетом ФГБУ РНИОИ; 
в каждом конкретном случае было получено ин-
формированное согласие больного на включение 
его в данное исследование.

Фрагменты ткани измельчали и растирали 
в фарфоровых ступках в лизирующем растворе, 
содержащем 4 М гуанидин тиоцианат, 25 мМ ци-
трат натрия, 0,5% саркозил и 0,1 М 2-меркаптоэта-
нол. Дальнейшее выделение РНК из тканей про-
водили по методу P. Chomczynski и N. Sacchi [10]. 
Для удаления следов геномной ДНК полученные 
образцы суммарной РНК обрабатывали препа-
ратами ДНК-азы. Синтез кДНК проводили с ис-
пользованием коммерческих наборов Reverta-L 
(«Интерлабсервис», Россия). Методом RT-qPCR 
определяли величины относительной экспрес-
сии 16 генетических локусов: MAGEA1, MAGEA2, 
MAGEA3, MAGEA4, MAGEB1, MAGEB2, GAGE1, 
GAGE3, GAGE4, MAGEC1, BAGE, XAGE3, NY-ESO1, 
SSX2, SYCP1 и PRAME1. В качестве референсного 
использовали ген GAPDH. Дизайн специфичных 
олигонуклеотидных праймеров (табл. 1) осущест-
влялся нами с использованием референсных по-
следовательностей NCBI GenBank и программы 
Primer-BLAST на основе следующих принципов: 
область отжига олигонуклеотидных праймеров 
должна быть в диапазоне 58-60 °С; GC-состав 
в диапазоне 40-60%; в последовательности прай-

мера должны отсутствовать стабильные вторич-
ные структуры – шпильки и димеры, e-value по-
следовательности праймера должно стремиться 
к нулю и быть не больше 0,05, а query coverage 
(покрытие целевой последовательности) 100% 
(для версии BLASTN 2.3.1+), температуры от-
жига праймеров (Forward и Reverse) не должны 
различаться друг от друга более чем на 0,50. При 
подборе праймеров учитывался сплайсинг мРНК 
(использовали опцию "Primer must span an exon-
exon junction" программы Primer-BLAST) [3].

Полученную библиотеку кДНК амплифи-
цировали в 25 мкл ПЦР-смеси, содержащей 
12 нг кДНК, 0,25 мМ каждого из dNTP, 2,5 мМ 
MgCl2, 1х-ый ПЦР-буфер и 1 ед. акт. SynTaq 
ДНК-полимеразы с ингибирующими активность 
фермента антителами («Синтол», Россия), кра-
ситель EVA-Green и по 400 нМ прямого и обрат-
ного праймеров для референсного гена (GAPDH) 
или гена-мишени. Количественную RT-PCR-
амплификацию проводили на термоциклере 
Bio-Rad CFX96 (Bio-Rad, США) по следующей 
программе: первичная денатурация: t = 95 °С 
в течение 3 мин; 40 циклов: t = 95 °С в течение 
10 с, t = 58 °С в течение 30 с (регистрация сиг-
нала), t = 72 °С в течение 30 с. Относительную 
экспрессию генетического локуса (RЕ) рассчи-
тывали по формуле RЕ = 2-∆∆Ct [3, 17]. Нормали-
зацию проводили по референсному гену GAPDH 
и экспрессии соответствующих генов в образцах 

ТАБЛИЦА 1. ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ СПЕЦИФИЧНЫХ ОЛИГОНУКЛЕОТИДНЫХ ПРАЙМЕРОВ
TABLE 1. SPECIFIC OLIGONUCLEOTIDE PRIMER SEQUENCES USED IN THIS STUDY

№ Название 
генетического

Локуса
Locus name

Последовательности праймеров 5’→3’
Primer sequences 5’→3’

Прямой
Sense

Обратный
Antisense

1 MAGEA1 GAAGGAACCTGACCCAGGC AGGGAATCCTGTCCTCTGGG
2 MAGEA2 CGCAGGCTCCGTGAGG CTGTGTTGACCTGAGTCACCT
3 MAGEA3 TGAGCAACGAGCGACGG TCAGCCTGTCCCCTCAGAA
4 MAGEB1 TTCAGTGTGGTGTCCAGCAG CGAGTTGTACTCCTGGATGATCT
5 MAGEB2 AGCCAGGGGTGAATTCTCAG GGCACGGAGCTTACTCTTCT
6 GAGE-1 CTGATGGGCAGGAGATGGAC CCAGTCTGGGCAACATAGTGA
7 GAGE3 TCACACAGATGAGTTGGCGA CTGTGTGAAATATGAGTTGGCGA
8 GAGE4 GAGGAGGTGAAAACGCCTGA GCATCATTTCAACGTGCCTTCT
9 MAGEC1 ACGAGGATCGTCTCAGGTCA CCAGGTCTTCAACTCCTGCT
10 MAGEA4 CTGACCAGCAGCTTGGGAT TCCAGGGAATCCTGTCCTCC
11 BAGE GCCGGCTCCTTTCAGGATT ACATCTTTCAGGAGCTTGGTCA
12 NY-ESO1 TCACTGTGTCCGGCAACATA TGATGGAGAGCTGCAGTTGG
13 XAGE3 ACTTGCCCTGAGACTTAGTTCG ACTTGCCCTGAGACTTAGTTCG
14 SSX2 CACGGTTGGTGCTCAAATACC CCGAGGCTTTCATCTTTTCCC
15 SYCP1 CGGTGAAACCTCAGACCCT AGTCTTTGCAAATGGAAACTCAAA
16 PRAME1 GCTGAGCCATTGTCTCGTTC AGGTCTCAGTCACTTGTTGCC
17 GAPDH GTCAAGGCTGAGAACGGGAA TCGCCCCACTTGATTTTGGA
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нормальной ткани, последовательно по схеме, 
приведенной ниже:

1. Нормализация по референсному гену: 
∆C(t) = C(t)target – C(t)reference.

2. Расчет медианы ∆C(t) по каждому гену 
для контрольной (условно нормальной) и опыт-
ной (опухолевой) групп.

3. Нормализация по контрольной группе: 
∆∆C(t) = ∆C(t)Медиана опытной группы – ∆C(t) 
Медиана контрольной группы.

4. Окончательный результат (кратное разли-
чие): 2-∆∆C(t) [3].

Статистический анализ результатов выпол-
няли с использованием пакета прикладных 
статистических программ Microsoft Excel 2013 
(Microsoft Corporation, США) и STATISTICA 8.0 
(StatSoft Inc., США). Статистическую значи-
мость различий определяли с помощью непара-
метрического критерия Манна–Уитни. Нулевую 
статистическую гипотезу об отсутствии различий 
отвергали при p < 0,05.

Для проведения статистического анализа па-
циентки были разбиты на следующие независи-
мые группы: 

1) группа А(1) – пациентки с возрастом до 55 
лет (медиана возраста 45 лет, n = 18) и группу 
Б(2) – пациентки с возрастом старше 55 лет (ме-
диана возраста 68 лет, n = 14);

2) группа пациенток В (3) с гистологически 
подтвержденным диагнозом РМЖ люминально-
го типа А (16 пациенток) и группа Г(4) – паци-
ентки с люминального типа В (16 пациенток).

Статистический анализ проводили с исполь-
зованием критерия Манна–Уитни.

Результаты 
В ходе проведенного исследования обнаруже-

но статистически достоверное (р < 0,005) увели-
чение транскрипционной активности генов РТА 
MAGEA3 в 2,7 раза (у 65% пациентов), MAGEA4 
в 2,7 раза (у 41% пациентов) и GAGE3 в 2,9 раза 
(у 57% пациентов) в опухолевой ткани молочной 
железы относительно нормальной ткани у паци-
енток объединенной группы (n = 32, рис. 1). 

Следующие результаты были получены при 
разделении общей группы пациенток в зависи-
мости от возраста на две группы: группа А – па-
циентки не старше 55 лет (пременопаузальная 
группа, медиана возраста 45 лет, n = 18) и груп-
па Б – пациентки старше 55 лет (постменопау-
зальная группа, медиана возраста 68 лет, n = 14). 
В группе А наблюдалось статистически достовер-
ное увеличение экспрессии гена MAGEA3 в 2,8 
раза (р < 0,05, у 60% пациентов), в группе Б – 
достоверное (р < 0,05) увеличение экспрессии 
генов MAGEA1, MAGEB1, GAGE1, GAGE3, BAGE 
и NY-ESO1 в 6,0 (у 75% пациентов), 3,2 (у 65% па-
циентов), 4,3 (у 75% пациентов), 9,9 (у 75% паци-
ентов), 1,6 (у 63% пациентов) и в 4,0 (у 75% паци-
ентов) раза, соответственно, в опухолевой ткани 
по сравнению с нормальной тканью молочной 
железы (рис. 2).

При сравнении пациенток с РМЖ люминаль-
ных типов А и В были получены следующие ре-
зультаты:

1) у пациенток с РМЖ люминального типа 
А обнаружено статистически достоверное 
(р < 0,05) увеличение экспрессии генов РТА 
MAGEA1 в 6,2 раза, MAGEA2 в 3,5 раза, MAGEA4 

Рисунок 1. Соотношение экспрессии генов РТА в опухолевой ткани относительно нормальной у пациенток 
в возрасте 38-86 лет (n = 32)
Примечание. * – статистически достоверные (p < 0,005) отличия.
Figure 1. The CTA gene expression ratio in tumor tissue relative to normal tissue in patients aged 38-86 years (n = 32)
Note. *, statistically significant differences (p < 0.005).
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в 14,9 раза, MAGEB1 в 15,0 раза, MAGEB2 в 4,1 
раза, GAGE3 в 36,2 раза, GAGE4 в 8,5 раза, MAGEC1 
в 9,7 раза и PRAME1 в 30,4 раза в опухолевой тка-
ни относительно нормальной ткани (рис. 3А);

2) у пациенток с РМЖ люминального типа 
В обнаружено статистически достоверное 
(р < 0,05) снижение транскрипционной актив-
ности генов РТА MAGEB2 и GAGE4 в 8,0 и 3,0 
раза, соответственно, в опухолевой ткани отно-
сительно нормальной ткани. Достоверного изме-
нения экспрессии других РТА генов не обнару-
жено (рис. 3Б). 

Обсуждение
В объединенной группе пациенток с РМЖ об-

наружена статистически значимая гиперэкспрес-

сия только 3 из 16 исследованных генетических 
локусов: MAGEA3, MAGEA4 и GAGE3, причем 
у 22% пациенток наблюдается одновременная 
гиперэкспрессия этих локусов, у 16% – только 
гиперэкспрессия MAGEA3 и GAGE3, у 6% – только 
GAGE3, у 16% – только MAGEA4, у 11% – только 
MAGEA3, а у 29% пациенток экспрессия не одного 
из этих локусов не повышена. Следует отметить, 
что данные по гиперэкспрессии генов семейства 
MAGEA и GAGE при РМЖ подтверждаются в ли-
тературных источниках [1, 12, 16].

У пациенток разных возрастных групп обна-
ружен дифференциальный профиль экспрессии 
генетических локусов РТА, причем для возраст-
ной группы пациенток до 55 лет характерно уве-
личение транскрипционной активности только 

Рисунок 2. Соотношение экспрессии генов РТА в опухолевой ткани по сравнению с нормальной тканью 
у пациенток: (А) не старше 55 лет (медиана возраста 45 лет, n = 18), (Б) старше 55 лет (медиана возраста 68 лет, 
n = 14)
Примечание. * – статистически достоверные (p < 0,05) отличия.
Figure 2. The CTA gene expression ratio when comparing tumor tissue with normal tissue in patients: (А) under 55 years old 
(median age = 45 years, n = 18), (B) older than 55 years (median age = 68 years, n = 14)
Note. *, statistically significant differences (p < 0.05).
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1 локуса MAGEA3, относящегося к классу CT-X 
и тестикулярно-селективных РТА, а в группе 
пациенток старше 55 лет – 6 локусов (MAGEA1, 
MAGEB1, GAGE1, GAGE3, BAGE и NY-ESO1), от-
носящихся как к классам CT-X и non-X, так и 
к тестикулярно-селективным и тестикулярно-
ограниченным РТА. Обращает на себя внимание, 
что паттерны экспрессии РТА-локусов не совпа-
дают при сравнении этих двух групп, и ампли-
туда отношения транскрипционной активности 
между опухолевой тканью и прилегающей к ней 
немалигнизированной тканью (условная нор-
ма) в группе пациенток старше 55 лет выраже-
ны значительно сильнее. Наличие возрастных 
особенностей в профиле экспрессии РТА можно 
объяснить изменением гормонального статуса 
пациенток после 55 лет (постменопаузальный пе-
риод), а также использованием в исследовании 

опухолей молочной железы двух типов люми-
нального А и В, экспрессирующих, соответствен-
но, выраженно и умеренно рецепторы эстрогена.

Основываясь на данных, представленных 
в исследованиях Theurillat J.-P. и соавт. [19], 
Grigoriadis A. и соавт. [12], Sugita Y. и соавт. [18], 
Hama− A. и соавт. [13] о связи экспрессии ге-
нов некоторых РТА (например, NY-ESO-1, 
MAGE-A3 и MAGE-A6) со статусом опухоли 
по наличию эстрогеновых рецепторов и рецеп-
торов HER2/ neu, интересно оценить значимую 
ассоциацию экспрессии более широкого спек-
тра генов РТА с клинико-патологическими ха-
рактеристиками не РМЖ в целом, а некоторых 
подгрупп РМЖ, в частности HER2-позитивных 
и HER2-негативных.

Сегодня выделяют две большие группы опу-
холей молочной железы, происходящие, соот-

Рисунок 3. Соотношение экспрессии генов РТА в опухолевой ткани относительно нормальной у пациенток РМЖ: 
(A) люминального типа А (n = 16), (Б) люминального типа В (n = 16)
Примечание. * – статистически достоверные (p < 0.05) отличия.
Figure 3. The CTA gene expression ratio in tumor tissue compared to normal tissue in patients with breast cancer: A) luminal type A 
(n = 16), B) luminal type B (n = 16) 
Note. *, statistically significant differences (p < 0.05).
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ветственно, из базального (миоэпителиального) 
и люминального эпителия, которые можно отли-
чить друг от друга по экспрессии специфических 
цитокератинов. Создана молекулярная класси-
фикация, согласно которой выделяют варианты 
РМЖ, различающиеся по прогнозу и чувстви-
тельности к различным видам лекарственной 
терапии [6]. Внутри люминальной подгруппы 
выделяют два варианта – люминальный А, наи-
более прогностически благоприятный, и люми-
нальный В, который примерно в 30% случаев 
является HER2-позитивным, оставшиеся 70% 
случаев люминального В РМЖ, имея формаль-
ные признаки люминального А варианта (т.е. 
ER(+) и/или PgR(+)/HER2/neu(-)) отличаются 
от него высоким пролиферативным потенциалом 
и в силу этого характеризуются неблагоприят-
ным прогнозом, мало отличающимся от HER2(-) 
и тройного негативного вариантов.

В нашем исследовании опухоли люминально-
го типа В в 100% случаев экспрессировали HER2/
NEU (но в разной степени). Полученные нами 
закономерности в изменении транскрипционной 
активности РТА-локусов двух групп пациенток 
с люминальным А и люминальным В типом хо-
рошо согласуется с прогнозом развития заболева-
ния. В отличие от опухолей люминального типа 
А у опухолей люминального типа В не наблюда-
лось существенного увеличения транскрипци-
онной активности исследованных РТА-локусов, 
что свидетельствует об их низком иммунотера-
певтическом потенциале при лечении РМЖ дан-
ного типа. А достоверное снижение экспрессии 
генов MAGEB2 и GAGE4 может служить диагно-
стическим маркером РМЖ люминального типа 
В, так же как и увеличение экспрессии 9 локусов 
при РМЖ люминального типа В.

Следует отметить, что часто используемый 
в качестве мишени для иммунотерапии NY-ESO1 

в нашем исследовании показал повышенную экс-
прессию только у группы пациенток старше 55 лет. 
А анализ данных базы BioGPS (http://ds.biogps. 
org/?dataset = GSE1133&gene = 1485) показал, 
что уровень экспресии мРНК NY- ESO1(CTAG1B) 
достаточно высок в различных органах и тканях 
(например, сердечной мышце). Все это в сово-
купности может свидетельствовать о низкой эф-
фективности и потенциально нежелательных си-
стемных эффектах подобной терапии.

Заключение
Обнаруженное увеличение экспрессии генов 

MAGEA1, MAGEA2, MAGEA3, MAGEA4, MAGEB1, 
MAGEB2, BAGE, NY-ESO1, GAGE1, MAGEC1, 
PRAME1, GAGE4 и GAGE3 создает предпосылки 
для использования этих РТА в качестве наибо-
лее эффективных мишеней при иммунотерапии 
РМЖ. Но для разных возрастных групп пациен-
ток в качестве такой мишени выступают разные 
группы РТА: для пациенток до 55 лет – MAGEA3, 
для пациенток старше 55 лет – MAGEA1, MAGEB1, 
BAGE, NY-ESO1, GAGE1 и GAGE3, так же как и 
для люминального типа А (MAGEA1, MAGEA2, 
MAGEA4, MAGEB1, MAGEB2, GAGE3, GAGE4, 
MAGEC1 и PRAME1) и В (локусов с повышенной 
экспрессией не обнаружено).

Данные отличия транскрипционного профиля 
РТА, ассоциированные с возрастом и люминаль-
ным А/В типом РМЖ, необходимо учитывать 
при планировании и проведении иммунотера-
пии. Исходя из полученных нами данных, можно 
сделать предположение, что наибольшую экс-
прессию РТА-локусов будет проявлять группа 
пациенток старше 55 лет с люминальным типом 
А опухоли. Следовательно, именно эта группа па-
циенток должна иметь наилучший прогноз при 
терапии РМЖ с использованием дендритно-кле-
точных вакцин, ориентированных на эти РТА.
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ФЕРМЕНТНЫЙ СПЕКТР ЛИМФОЦИТОВ 
ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ У БОЛЬНЫХ ПОЧЕЧНО-
КЛЕТОЧНЫМ РАКОМ ДО И ПОСЛЕ ХИРУРГИЧЕСКОГО 
ЛЕЧЕНИЯ
Куртасова Л.М.1, Савченко А.А.1, 2, Зуков Р.А.1, Толмачева Т.В.1
1 ФГБОУ ВО «Красноярский государственный медицинский университет имени проф. В.Ф. Войно-Ясенецкого» 
Министерства здравоохранения РФ, г. Красноярск, Россия  
2 ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр „Красноярский научный центр Сибирского отделения 
Российской академии наук“», обособленное подразделение «Научно-исследовательский институт 
медицинских проблем Севера», г. Красноярск, Россия

Резюме. Целью исследования явилось изучение показателей активности НАД- и НАДФ-зависимых 
дегидрогеназ лимфоцитов периферической крови у больных почечно-клеточным раком (ПКР) в пе-
риод до операции и в динамике через 14 и 30 дней после хирургического лечения. Обследованы па-
циенты в возрасте 45-55 лет с местно-распространенным ПКР в период до хирургического лечения, 
через 14 и 30 дней после оперативного вмешательства. Контрольную группу составили здоровые 
доноры аналогичного возрастного диапазона. Активность НАД- и НАДФ-зависимых дегидрогеназ 
определяли с помощью биолюминесцентного метода с применением биферментного комплекса, 
выделенного из люминесцирующих бактерий. Установлены изменения ферментного профиля лим-
фоцитов периферической крови у больных ПКР в до и послеоперационном периоде. Метаболизм 
лимфоцитов у больных ПКР в дооперационном периоде характеризуется сниженной активностью 
пентозофосфатного цикла и глутатион-зависимой антиоксидантной системы. Изменение активно-
сти данных процессов может привести к снижению уровня реакций макромолекулярного синтеза 
в лимфоцитах и активации перекисных реакций. Обнаружено снижение активности анаэробной ре-
акции лактатдегидрогеназы, что характеризует ингибирование терминальных реакций анаэробного 
гликолиза. Уровни метаболических реакций в лимфоцитах крови у больных ПКР в дооперационном 
периоде, определяющие интенсивность аэробного дыхания, соответствуют контрольным значени-
ям, но выявляется увеличение интенсивности НАД-зависимого оттока субстратов с цикла трикарбо-
новых кислот на реакции аминокислотного обмена. В послеоперационном периоде у больных ПКР 
в лимфоцитах крови сохраняется низкая активность терминальных реакций анаэробного гликолиза, 
умеренно активируется аэробная реакция лактатдегидрогеназы. В течение всего послеоперационного 
периода в лимфоцитах крови больных ПКР сохраняется повышенный НАД-зависимый отток суб-
стратов с цикла трикарбоновых кислот на реакции аминокислотного обмена. Тем не менее наблюда-
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ется значительное увеличение интенсивности терминальных реакций цикла Кребса, определяющее 
повышение активности аэробного дыхания, что является энергетически более выгодным для клеток. 
В то же время вызванное подобным перераспределением субстратных потоков «обеднение» метабо-
литами пентозофосфатного цикла в лимфоцитах у больных ПКР приводит к снижению пластических 
процессов в клетках. Даже через 30 дней после хирургического лечения сохраняется снижение глута-
тион-зависимой антиоксидантной защиты клеток. Следовательно, больные ПКР в послеоперацион-
ном периоде нуждаются в коррекции метаболических процессов в клетках иммунной системы, что 
необходимо учитывать при разработке реабилитационных программ у данной категории пациентов.

Ключевые слова: почечно-клеточный рак, лечение, лимфоциты, активность ферментов, метаболизм, энергетические 
процессы, пластический обмен

ENZYME PROFILE OF PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTES IN 
PATIENTS WITH THE RENAL CELL CARCINOMA BEFORE AND 
AFTER SURGICAL TREATMENT
Kurtasova L.M.a, Savchenko A.A.a, b, Zukov R.A.a, Tolmacheva T.V.a
a Krasnoyarsk State V.F. Voino-Yasenetsky Medical University, Krasnoyarsk, Russian Federation  
b Research Institute of Medical Problems of the North, Siberian Branch, Krasnoyarsk Research Center, Russian 
Academy of Sciences, Krasnoyarsk, Russian Federation

Abstract. The aim of the study was to investigate activities of NAD- and NADP-dependent dehydrogenases 
in peripheral blood lymphocytes of the patients with renal cell carcinoma (RCC) at the terms before surgery 
and 14 and 30 days after surgical treatment. The patients at the age of 45-55 years with locally advanced RCC 
were examined before surgical treatment, 14 and 30 days after surgery. The control group consisted of healthy 
donors of the same age range. Activity of NAD- and NADP-dependent dehydrogenases was determined by 
bioluminescence method using bienzyme complex isolated from luminescent bacteria. The enzyme profile 
changes of peripheral blood lymphocytes in the patients with RCC in pre- and postoperative period have been 
revealed. The lymphocyte metabolism in patients with RCC at the pre-operative period was characterized by 
decreased activity of pentose phosphate cycle, and glutathione-dependent antioxidant system. The changes in 
activity of these processes may lead to decreased levels of macromolecular synthetic reactions in the lymphocytes 
and activation of peroxide reactions. We have registered a decreased activity of lactate dehydrogenase anaerobic 
reaction which characterizes inhibition of the terminal anaerobic glycolysis reactions. The levels of metabolic 
reactions in blood lymphocytes from the RCC patients in preoperative period determining the intensity of aerobic 
respiration corresponded to control values, along with an increased intensity of the NAD-dependent substrates 
outflow from the tricarboxylic acid cycle to the amino acid exchange reaction. In the postoperative period in 
patients with RCC in blood lymphocytes the activity of the terminal reactions of the anaerobic glycolysis hold 
on, the aerobic lactate dehydrogenase reaction moderately activated. During the entire postoperative period, an 
increased outflow of NAD-dependent substrates from the tricarboxylic acid cycle to the amino acid exchange 
reaction is registered in blood lymphocytes of RCC patients. Nevertheless, there is a significant increase in the 
intensity of the Krebs cycle terminal reactions, which determines an increase in aerobic respiration activity 
being energetically more beneficial to the cells. At the same time, «impoverishment» of the pentose phosphate 
cycle metabolites in the lymphocytes of the patients with RCC, due to similar redistribution of the substrate 
flows, leads to decreased plastic processes in cells. Even 30 days after surgical treatment, a decrease remains in 
glutathione-dependent antioxidant protection of the cells. Therefore, the patients with RCC need correction 
of metabolic processes in the immune cells during postoperative period. This fact should be taken into account 
by developing rehabilitation programs in this category of the patients.

Keywords: renal cell carcinoma, treatment, lymphocytes, enzyme activity, metabolism, energy processes, plastic metabolism
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Ферменты лимфоцитов при раке почек
Lymphocyte enzymes in kidney cancer2018, Vol. 20,  3

2018, Т. 20, № 3

Введение
Почечно-клеточный рак (ПКР) составляет 

более 90% всех злокачественных новообразо-
ваний почки. При этом число случаев поздней 
диагностики рака почти в 3 раза выше, чем при 
других урологических новообразованиях, а ре-
зультаты лечения данного заболевания до сих пор 
остаются неутешительными – у 40-50% больных 
в течение первого года лечения появляются мета-
стазы [2, 3, 9]. 

В мире ежегодно диагностируется около 
270 тыс. новых случаев ПКР, что соответствует 
13-му месту в общей структуре онкологической 
заболеваемости [9, 20]. При сравнительном ана-
лизе территориальных особенностей заболе-
ваемости и смертности от ПКР в Российской 
Федерации необходимо отметить, что наиболее 
высокие показатели наблюдаются в Сибирском 
федеральном округе (показатель заболеваемости 
составляет 15,45 на 100 тысяч населения, а по-
казатель смертности – 6,59). Красноярский край 
по показателям заболеваемости ПКР находится 
на 8-м месте в Сибирском федеральном округе, 
а по смертности входит в пятерку лидеров [1, 3].

На сегодняшний день не вызывает сомнений 
участие иммунной системы в противоопухоле-
вой защите [4, 6, 22]. Теория иммунологического 
надзора определяет наличие в иммунной системе 
постоянного мониторинга организма для обна-
ружения злокачественных трансформированных 
клеток, их элиминации либо подавления роста.

Учитывая, что все модуляторы функциональ-
ной активности лимфоцитов – основного струк-
турно-функционального элемента иммунной 
системы – прежде всего, изменяют метаболизм 
клетки, переключая субстратные потоки с одного 
метаболического пути на другой, влияя на энер-
гетические и синтетические процессы, наруше-
ния иммунной системы не могут не иметь метабо-
лической основы [8, 12, 14]. Известны результаты 
исследований, которые позволяют представить 
некоторые механизмы, связывающие внутри-
клеточные процессы в лимфоцитах с их функци-
ональной активностью. Так, в работе Xu Y. et al. 
(2016) показано, что интенсивность субстратно-
го потока по гликолизу регулирует трансляцию 
гипоксия-индуцибельного фактора 1α (HIF1α), 
который осуществляет потенциальный механизм 
контроля функции лимфоцитов периферической 
ткани [25]. Обосновывается, что экспрессия пе-
реносчика глюкозы (GLUT1) и, соответственно, 
уровень транспорта глюкозы в клетку является 
лимитирующим для пролиферации лимфоцитов. 
Направленность и интенсивность биоэнергети-
ческих процессов в клетках иммунной системы 
в значительной степени определяет функцио-
нальную активность клеток [8, 12].

Значимость изменений уровней активности 
внутриклеточных ферментов для реализации 
функциональной активности лимфоцитов под-
тверждается не только результатами эксперимен-
тальных исследований, но и клинико-лаборатор-
ными данными. Например, у детей с атопическим 
дерматитом обнаружены нарушения метаболи-
ческих процессов в лимфоцитах перифериче-
ской крови, которые зависят от периода, харак-
тера течения заболевания [6]. Доказано, что при 
воспалительных и аутоиммунных заболеваниях 
метаболизм CD4+ клеток значительно различа-
ется [14]. Обнаружено, что при острых лимфо-
бластных лейкозах в лимфоцитах перифериче-
ской крови значительно снижена интенсивность 
анаэробного и аэробного дыхания [23]. Выявлена 
зависимость активности ферментов в лимфоци-
тах от исхода распространенного гнойного пери-
тонита [8]. Причем сопоставление показателей, 
характеризующих внутриклеточный метаболизм 
лимфоцитов с физиологическими параметрами 
организма, показало, что изменения на клеточ-
ном уровне выявляются раньше, чем на организ-
менном.

Целью данного исследования явилось из-
учение показателей активности НАД- и НАДФ-
зависимых дегидрогеназ лимфоцитов пери-
ферической крови у больных ПКР в период 
до операции и в динамике через 14 и 30 дней по-
сле хирургического лечения.

Материалы и методы
На базе онкоурологического отделения Крас-

ноярского краевого клинического онкологиче-
ского диспансера имени А.И. Крыжановского 
проведено открытое проспективное клиническое 
исследование. Обследованы пациенты с местно-
распространенным почечно-клеточным раком 
в период до хирургического лечения (101 чело-
век), через 14 (90 человек) и 30 дней (44 человека) 
после оперативного вмешательства. Критерии 
включения в исследование: возраст 45-55 лет, 
морфологически верифицированный ПКР, III 
стадия заболевания (T3N0M0), радикальная не-
фрэктомия. Критериями исключения явились: 
тяжелая сопутствующая патология, печеночная 
и почечная недостаточность, статус пациента 
по шкале EGOC > 2, опухоль другой локализа-
ции, химио- или лучевая терапия, отказ пациента 
от участия в исследовании. Контрольную группу 
составили 35 здоровых доноров аналогичного 
возрастного диапазона.

Выделение общей фракции лимфоцитов 
осуществляли по общепринятому методу в гра-
диенте плотности фиколл-урографина с по-
следующей очисткой от прилипающих клеток. 
Для биолюминесцентного анализа использовали 
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1 млн выделенных лимфоцитов. Клетки разру-
шали путем осмотического лизиса с добавлени-
ем 2,0 мМ дитиотреитола. Затем осуществляли 
биолюминесцентное определение активности 
глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы (Г6ФДГ), 
глицерол-3-фосфатдегидрогеназы (Г3ФДГ), 
НАД- и НАДН-зависимой реакции лактатдеги-
дрогеназы (ЛДГ и НАДН-ЛДГ соответственно), 
НАДФ-зависимой декарбоксилирующей малат-
дегидрогеназы (НАДФМДГ), НАД- и НАДН-
зависимой реакции глутаматдегидрогена-
зы (НАДГДГ и НАДН-ГДГ соответственно), 
НАДФ- и НАДФН-зависимой реакции глутамат-
дегидрогеназы (НАДФГДГ и НАДФН-ГДГ соот-
ветственно), НАД- и НАДФ-зависимой изоци-
тратдегидрогеназы (НАДИЦДГ и НАДФИЦДГ 
соответственно), НАД- и НАДФ-зависимой ре-
акции малатдегидрогеназы (МДГ и НАДН-МДГ 
соответственно) и глутатионредуктазы (ГР). 
Для этого к 50 мкл инкубационной смеси раз-
рушенных CD8+ лимфоцитов добавляли 150 мкл 
смеси субстратов и коферментов в концентраци-
ях и pH среды, указанных в используемой нами 
методике [7]. После инкубации исследуемых 
проб при 37 °С в течение 30 минут (для фермен-
тативных реакций с восстановлением НАД(Ф)+) 
или 5 минут (для реакций с окислением НАД(Ф)
Н) к 200 мкл инкубационной смеси добавляли 
50 мкл флавинмононуклеотида (ФМН, Applichem 
GMBH, Германия) и 10 мкл ферментативной 
системы НАД(Ф)Н:ФМНоксидоредуктаза-
люцифераза. Биферментный препарат НАД(Ф)
Н:ФМНоксидоредуктаза-люцифераза изго-
товлен из очищенных методом ионообменной 
хроматографии и гель-фильтрации люцифе-
разы из Photobacterium leiognathi и НАД(Ф)
Н:ФМНоксидоредуктазы из Vibrio fischeri в Ин-
ституте биофизики СО РАН (г. Красноярск) [18]. 
Все реактивы биолюминесцентной системы 
разведены в 0,1 М K+,Na+-фосфатном буфере 
(Реахим, Россия) с рН 7,0. Измерение биолю-
минесценции осуществляли с помощью биохе-
милюминесцентного анализатора «БЛМ-3607» 
(г. Красноярск, Россия). Активность исследуе-
мых оксидоредуктаз выражали в ферментатив-
ных единицах (1Е = 1 мкмоль/мин) на 104 кле-
ток [8].

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 2000 г. и «Правилами клинической 
практики в Российской Федерации», утвержден-
ными Приказом Минздрава РФ от 19.06.2003 г. 
№ 266.

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили с использованием пакета при-
кладных программ Statistica v. 6.0 (Statsoft Inc., 
США). Количественные параметры в группах 
сравнения представлены в виде медианы (Ме) 
и интерквартильного интеравала (Q0,25-Q0,75), где 
Q0,25 −– 25% процентиль, Q0,75 – 75% процентиль. 
Проверку гипотезы о достоверности выборки 
проводили с помощью критерия Манна–Уитни 
(Mann–Whitney U-test). Достоверность разли-
чий в динамике послеоперационного периода 
определяли по критерию Вилкоксона (Wilcoxon 
matched pairs test).

Результаты
Анализ исследуемых НАД(Ф)-зависимых де-

гидрогеназ в лимфоцитах периферической крови 
у больных ПКР в период до хирургического ле-
чения показал статистически значимое снижение 
активности Г6ФДГ относительно показателей 
контрольной группы (рис. 1А). Следует отметить 
значительное снижение активности НАДН-ЛДГ 
по сравнению с величинами контрольной груп-
пы (рис. 2А). Кроме того, установлено повы-
шение в 3,2 раза уровня активности НАДН-ГДГ 
(рис. 2Б) и снижение в 6,2 раза активности ГР 
(рис. 1Б) относительно параметров контроля. 

В период через 14 дней после оперативно-
го вмешательства у больных ПКР в лимфоцитах 
крови показатели активности Г6ФДГ сохраня-
ются пониженными по сравнению с величинами 
контрольной группы и соответствуют уровню, 
зарегистрированному в период до хирургическо-
го лечения (рис. 1А). Анаэробная реакция ЛДГ 
по прежнему остается сниженной относительно 
контрольных показателей, а также по сравне-
нию с величинами, зафиксированными в пери-
од до операции (рис. 2А). Сохраняются повы-
шенными показатели активности НАДН-ГДГ 
относительно контрольных значений (рис. 2Б), 
и отмечается увеличение уровня активности 
Г3ФДГ по сравнению с показателями, зареги-
стрированными в период до хирургического ле-
чения (рис. 3А). По-прежнему наблюдается ста-
тистически значимое снижение активности ГР 
по сравнению с контролем, в то время как уров-
ни активности фермента на период через 14 дней 
после операции почти в 2 раза превосходят зна-
чения, установленные в период до оперативного 
вмешательства (рис. 1Б). Необходимо отметить 
статистически значимое увеличение активности 
ЛДГ относительно показателей группы контроля 
(рис. 3Б).

Исследование активности НАД(Ф)-
зависимых дегидрогеназ в лимфоцитах перифе-
рической крови у больных ПКР в период через 
30 дней после хирургического лечения позволило 
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Рисунок 1. Активность Г6ФДГ (А) и ГР (Б) в лимфоцитах крови у больных ПКР до и после операции
Примечание. По оси абсцисс – группы обследованных (1 – группа контроля; 2 – больные ПКР до операции; 3 – через 14 суток 
после операции; 4 – через 30 суток после операции); по оси ординат – активность фермента (мкЕ); р1 – статистически значимые 
различия с контрольными значениями; р2 – статистически значимые различия с показателями больных ПКР до операции; р3 – 
статистически значимые различия с показателями больных ПКР через 14 суток после операции.
Figure 1. Glu6PDH (A) and GR (B) activities in blood lymphocytes from the patients with RCC before and after surgery
Note. Abscissa, groups of examined persons (1, controls; 2, patients with RCC before surgery; 3, 14 days after surgery; 4, 30 days after surgery). 
Ordinate, enzyme activity (mkU); p1, statistically significant differences with control values; p2, difference against appropriate parameters of patients 
with RCC before the operation; p3, difference against appropriate parameters of the RCC patients 14 days after the surgery.

Англоязычный список ферментов
Глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа (Г6ФДГ) – Glucose-6-phosphate dehydrogenase (Glu6PDH)
Глицерол-3-фосфатдегидрогеназа (Г3ФДГ) – Glycerol-3-phosphate dehydrogenase (Gly3PDH)
Лактатдегидрогеназа, НАД-зависимая реакция (ЛДГ) – Lactate dehydrogenase, NAD-dependent 

reaction (LDH)
Малатдегидрогеназа, НАД-зависимая реакция (МДГ) – Malate dehydrogenase, NAD-dependent 

reaction (MDH)
НАДН-зависимая реакция лактатдегидрогеназы (НАДН-ЛДГ) – NADH-dependent reaction of 

lactate dehydrogenase (NADH-LDH)
Глутатионредуктаза (ГР) – Glutathione reductase (GR)
НАДН-зависимая реакция глутаматдегидрогеназы (НАДН-ГДГ) – NADH-dependent reaction of 

glutamate dehydrogenase (NADH-GluDH)

Рисунок 2. Активность НАДН-ЛДГ (А) и НАДН-ГДГ (Б) в лимфоцитах крови у больных ПКР до и после операции
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 2. NADH-LDH (A) and NADH-GluDH (B) activities in blood lymphocytes from the patients with RCC before and after surgery
Note. As for Figure 1.
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установить продолжающееся снижение активно-
сти Г6ФДГ по сравнению с контролем, а также 
снижение в 2,7 раза относительно показателей, 
зарегистрированных в период через 14 дней по-
сле операции (рис. 1А). Кроме того, сохраняются 
статистически значимо пониженными показате-
ли активности ГР (рис. 1Б), НАДН-ЛДГ (рис. 2А) 
и повышенными НАДН-ГДГ (рис. 2Б) по сравне-
нию с показателями контрольной группы. Сле-
дует отметить, что только в данный период на-
блюдения в лимфоцитах крови у больных ПКР 
обнаружено увеличение активности МДГ в 7 раз 
относительно значений контроля (рис. 3В).

Обсуждение
Известно, что лимфоциты относятся к клет-

кам, где энергетические процессы определяют-
ся активностью как аэробных, так и анаэробных 
реакций [8, 14, 17]. Активность анаэробной реак-
ции ЛДГ (НАДН-ЛДГ) характеризует интенсив-
ность субстратного потока на терминальной ста-
дии анаэробного гликолиза. Полученные нами 
данные свидетельствуют о снижении активности 
НАДН-ЛДГ у больных ПКР как в период до опе-
рации, так и во все наблюдаемые периоды после 
хирургического лечения. Это позволяет предпо-
ложить понижение интенсивности терминаль-
ных реакций анаэробного гликолиза в лимфоци-
тах периферической крови у больных ПКР. Между 
тем в исследовании, проведенном Chang C.H. 
и соавт. (2013), отмечается, что при активации 
лимфоцитов наблюдается переход от аэробной 
биоэнергетики к анаэробной [12]. Причем при 
ингибировании гликолиза Т-лимфоциты не про-
являли необходимой пролиферативной активно-
сти.

Субстратным конкурентом гликолиза явля-
ется пентозофосфатный цикл, инициирующую 
и ключевую реакцию которого катализирует 
Г6ФДГ [8, 10, 24]. В результате нашего иссле-
дования установлено, что активность Г6ФДГ, 
осуществляющая ключевую и инициирующую 
реакцию пентозофосфатного цикла, снижена 
в лимфоцитах периферической крови у больных 
ПКР в период до оперативного вмешательства 
и в послеоперационном периоде. Между тем 
продуктами пентозофосфатного цикла являются 
рибозо-5-фосфат и НАДФН, которые использу-
ются для дальнейшего макромолекулярного син-
теза [6, 16].

Компенсировать недостаточность анаэробно-
го гликолиза может перенос продуктов липидно-
го катаболизма через Г3ФДГ на окислительно-
восстановительные реакции гликолиза [19, 21]. 
Однако повышение активности Г3ФДГ в лим-
фоцитах больных ПКР наблюдается только на 14 
сутки после оперативного вмешательства. Также 

Рисунок 3. Активность Г3ФДГ (А), ЛДГ (Б) и МДГ 
(В) в лимфоцитах крови у больных ПКР до и после 
операции
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 3. Gly3PDH (A), LDH (B) and MDH (C) activities in 
blood lymphocytes from the patients with RCC before and after 
surgery
Note. As for Figure 1.
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следует отметить, что при снижении интенсив-
ности гликолиза концентрация пирувата может 
быть стабилизирована аэробной реакцией ЛДГ, 
чем, возможно, определяется повышение актив-
ности ЛДГ в лимфоцитах периферической крови 
у больных ПКР в период через 14 дней после хи-
рургического лечения. 

Известно, что НАДН- и НАДФН-зависимые 
реакции глутаматдегидрогеназ определяют уро-
вень оттока интермедиатов с цикла трикар-
боновых кислот на метаболические пути ами-
нокислотного обмена [11, 26]. Обнаруженное 
повышение активности НАДН-зависимой глу-
таматдегидрогеназы в лимфоцитах крови у боль-
ных ПКР в период до и после операции отражает 
увеличение оттока энергетических интермеди-
атов на реакции аминокислотного обмена. При 
этом необходимо подчеркнуть, что активируется 
именно НАДН-ГДГ, это позволяет предположить 
повышение НАДН в митохондриальном компар-
тменте клеток.

Характеризуя ферментный профиль лимфо-
цитов периферической крови у больных ПКР, 
следует также отметить, что в период через 
30 дней после хирургического лечения значи-
тельно повышается уровень МДГ, активность 
которой определяет интенсивность субстратно-
го потока на терминальном этапе цикла Кребса, 
вносящего наибольший вклад в процессы вну-
триклеточного энергообразования [5, 6, 15].

Увеличение интенсивности терминальных 
реакций цикла Кребса отражает повышение 
активности аэробного дыхания, что является 
энергетически более выгодным для клетки. В то 
же время вызванное подобным перераспреде-
лением субстратных потоков «обеднение» мета-
болитами пентозофосфатного цикла у больных 
ПКР приводит к снижению пластических функ-
ций клетки. Кроме того, даже через 30 дней после 
хирургического лечения сохраняется снижение 
глутатион-зависимой антиоксидантной защиты 
клетки.

Обращает на себя внимание факт снижение 
активности ГР в лимфоцитах крови у больных 
ПКР как в период до операции, так и в послео-
перационном периоде. Данный фермент входит 
в состав одной из систем антиоксидантной защи-
ты клетки, что может отражать активацию пере-
кисных процессов, играющих важную патофизи-
ологическую роль в онкогенезе [6, 13].

Общей закономерностью изменений энзима-
тической активности лимфоцитов перифериче-
ской крови у больных ПКР в период до и после 
оперативного вмешательства является уменьше-
ние интенсивности терминальных анаэробных 
реакций гликолиза, ингибирование пластических 
процессов, зависящих от НАДФН и рибозо-5-

фосфата, определяемых реакциями пентозофос-
фатного цикла, повышением НАДН-зависимого 
оттока субстратов с цикла Кребса на реакции 
аминокислотного обмена и снижением глутати-
он-зависимой антиоксидантной системы клет-
ки. В послеоперационном периоде наблюдается 
субстратная стимуляция гликолиза продуктами 
липидного катаболизма, что обычно происходит 
при необходимости быстрой мобилизации энер-
гии в клетке. Активируется аэробная реакция 
ЛДГ, повышается интенсивность аэробного кле-
точного дыхания за счет увеличения активности 
реакций терминального этапа цикла трикарбоно-
вых кислот.

Следовательно, метаболические процессы 
в лимфоцитах периферической крови у больных 
ПКР в послеоперационном периоде направлены 
в основном на повышение выработки энерге-
тических возможностей, что, вероятно, связано 
с активацией лимфоцитов в данный период на-
блюдения.

Заключение
В результате проведенного исследования уста-

новлены изменения ферментного профиля лим-
фоцитов периферической крови у больных ПКР 
в до и послеоперационном периоде. Метаболизм 
лимфоцитов у больных ПКР в дооперационном 
периоде характеризуется сниженной активно-
стью пентозофосфатного цикла, анаэробной 
реакции ЛДГ и глутатион-зависимой антиокси-
дантной системы, но при повышенном уровне 
НАД-зависимого оттока субстратов с цикла три-
карбоновых кислот на реакции аминокислотного 
обмена. В послеоперационном периоде происхо-
дит увеличение субстратного питания гликолиза 
за счет продуктов метаболизма липидов и жир-
ных кислот, умеренно активируется аэробная 
реакция лактатдегидрогеназы. Значительное уве-
личение терминальных реакций цикла Кребса 
отражает повышение активности аэробного ды-
хания, что является энергетически более выгод-
ным для клеток. В то же время вызванное подоб-
ным перераспределением субстратных потоков 
«обеднение» метаболитами пентозофосфатного 
цикла у больных ПКР приводит к снижению пла-
стических функций клетки. Даже через 30 дней 
после хирургического лечения сохраняется сни-
жение глутатион-зависимой антиоксидантной 
защиты клетки. Следовательно, больные ПКР 
в послеоперационном периоде нуждаются в кор-
рекции метаболических процессов в клетках им-
мунной системы, что необходимо учитывать при 
разработке реабилитационных программ у дан-
ной категории пациентов.
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КОРРЕКЦИЯ ИММУННЫХ НАРУШЕНИЙ ПРИ 
ХРОНИЧЕСКОЙ ИШЕМИИ ГОЛОВНОГО МОЗГА 
Шульгинова А.А.1, Конопля А.И.1, Быстрова Н.А.1, Гаврилюк В.П.1, 
Караулов А.В.2
1 ФГБОУ ВО «Курский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 

г. Курск, Россия 
2 ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» 

Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия 

Резюме. Целью исследования было определение эффективности применения глутоксима в кор-
рекции иммунных нарушений у больных с первой и второй стадией хронической ишемии головного 
мозга на фоне гипертонической болезни. При обеих стадиях заболевания установлено повышение 
провоспалительных и противовоспалительных цитокинов, IFNγ, IL-2, G-CSF и активация системы 
комплемента. У пациентов со второй стадией хронической ишемии головного мозга выявлено по-
вышение маркеров кислород-зависимой активности полиморфно-ядерных лейкоцитов (повышение 
спонтанного и стимулированного теста восстановления нитросинего тетразолия, фагоцитарного ре-
зерва и индекса стимуляции нейтрофилов) в отличие от нормальных значений теста восстановления 
нитросинего тетразолия, функционального резерва нейтрофилов и сниженного индекса стимуляции 
нейтрофилов при первой стадии. Из 26 исследованных параметров иммунного статуса у пациентов 
с первой и второй стадией хронической ишемии головного мозга оказались измененными от значе-
ний здоровых доноров, соответственно, 73,1% и 80,8% показателей, из которых 66,7% параметров 
у больных с обеими стадиями заболевания оказались одинаковыми по величине и по направленности 
изменений, еще 33,3% идентичны по направленности. Использование в лечении хронической ише-
мии головного мозга первой стадии церетона и актовегина нормализует 5,3% измененных на начало 
лечения параметров иммунного статуса, корригирует 26,3% и оставляет без изменения или повышает 
в еще большей степени 68,4%. Более эффективным оказалось включение в комплексную фармако-
терапию глутоксима, так как нормализованы оказались 52,6%, корригированы 21,1% и оказались без 
изменений 26,3% показателей. Применение при второй стадии заболевания церетона и актовегина 
корригирует 47,6% измененных до лечения параметров иммунного статуса. Использование глутокси-
ма более эффективно, так как нормализует 19,0% и корригирует 57,1% показателей.

Ключевые слова: хроническая ишемия мозга, иммунные нарушения, глутоксим, цитокины, компоненты комплемента
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Введение
Хроническая ишемия головного мозга (ХИМ, 

или дисциркуляторная энцефалопатия, хрониче-
ское цереброваскулярное заболевание, хрониче-
ская недостаточность мозгового кровообращения 
и др.) является одной из самых распространен-
ных патологий среди взрослых в неврологиче-
ской практике. Это связано с возрастанием доли 
пожилого населения в развитых странах и по-
лиэтиологичностью заболевания, основными 
причинами которого являются атеросклероз, ар-
териальная гипертония, сахарный диабет. В па-
тогенезе формирования ХИМ большую роль 
играют длительно существующая гипоперфузия 
головного мозга, вследствие локальных стенозов 
церебральных артерий и других механических 
препятствий кровотоку, микро- и макроангиопа-
тия, эндотелиальная дисфункция, оксидантный 
стресс [6, 7, 12].

Известно, что характер иммунного отве-
та и особенности развития патофизиологи-
ческих изменений при ишемических/гипо-
ксических тканевых расстройствах зависит 
от преимущественной активации субпопуляций 
Т-лимфоцитов, синтеза ими цитокинов раз-

личных типов и формирования «цитокинового 
каскада», а именно соотношения провоспали-
тельных и противовоспалительных цитокинов [6, 
10, 20]. За последние годы накапливается все 
больше фактов о существенной роли иммунной 
системы при цереброваскулярной патологии. 
Так, в патогенезе атеросклероза и артериальной 
гипертонии, являющихся основными причина-
ми возникновения и развития ХИМ, ключевую 
роль играют иммуновоспалительные механиз-
мы. Цитокины Т-лимфоцитов-хелперов (Th1) – 
IL-2, IFNγ, а также макрофагальные хемокины, 
прежде всего МСР-1, рассматриваются в качестве 
проатерогенных, тогда как цитокинам Th2 (IL-4, 
IL-5, IL-10, IL-13) отводят антиатерогенную роль 
[11, 24, 33]. Хроническая ишемизация головного 
мозга, вызванная АГ, вызывает развитие иммунно-
го воспаления и нарушение липидного обмена, 
приводящее к необратимым повреждениям фос-
фолипидных мембранных комплексов и деструк-
тивному процессу в нейроглии [5, 14, 15]. 

Совершенствование представлений о патоге-
незе ХИМ имеет большое значение для выбора 
приоритетных направлений фармакологической 
коррекции нарушений. В соответствие с этим, 

CORRECTION OF IMMUNE DISTURBANCES IN CHRONIC 
CEREBRAL ISCHEMIA
Shulginova A.A.a, Konoplya A.I.a, Bystrova N.A.a, Gavriliuk V.P.a, 
Karaulov A.V.b,

a Kursk State Medical University, Kursk, Russian Federation 
b First Moscow I.M. Sechenov State Medical University, Moscow, Russian Federation 

Abstract. The aim of the study was to determine efficiency of Glutoxim, aimed for correction of immune 
disorders. The drug was administered to the patients with chronic cerebral ischemia (CCI, Stage I and II) 
complicated by arterial hypertension. Increased contents of pro- and anti-inflammatory cytokines, IFNγ, IL- 2, 
G-CSF, and activation of the complement system have been revealed for these conditions, at both functional 
stages of the disease. The patients with stage II CCI showed elevated markers of oxygen-dependent activity in 
polymorphonuclear leukocytes (increased levels of spontaneous and stimulated nitroblue tetrazolium (NBT) 
reduction tests, phagocytic capacity and stimulation index of neutrophils). Stage I of chronic cerebral ischemia 
was characterized by normal values of NBT reduction tests and functional reserve of neutrophils, along with 
decreased stimulation index of neutrophils. Among 26 parameters of immune status, 73.1% and 80.8% of indices 
proved to be changed, respectively, in the patients with stage I and II CCI. 66.7% of immune indices appeared 
similar in magnitude and direction of changes, whereas the resting 33% are identical in orientation. Usage of 
Cereton and Actovegin in treatment of the stage I CCI caused normalization of 5.3% immune parameters, 
with partial normalization of 26.3% tests, and 68.4% of the indexes remaining unchanged or increased post-
treatment. Inclusion of Glutoxim into the combined pharmacotherapy proved to be more effective since 
it totally normalized 52.6% of the indexes, along with partial normalization of 21.1%, while 26.3% of the 
indicators were not affected by the therapy. Administration of Cereton and Actovegin at the second stage of 
chronic brain ischemia was followed by partial normalization for 47,6% of the tests, while leaving unchanged 
or increased 52.4% of the indicators. Glutoxim Use fully normalize 19.0% and partially normalizes 57.1% of 
immune parameters.

Keywords: сhronic cerebral ischemia, immune disorders, glutoxim, cytokines, complement components
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кроме вазотропной терапии, устранению при-
чин микроангиопатий (артериальной гиперто-
нии, сахарного диабета и др.), коррекции эндо-
телиальной дисфункции оксидантного стресса, 
обеспечению нейропротекции, на повестку дня 
выступает применение иммуномодуляторов 
для устранения иммунных нарушений на ранних 
стадиях заболевания [2, 9, 17]. 

Цель исследования – установление эффектив-
ности применения глутоксима в коррекции им-
мунных нарушений при ХИМ I и II стадии. 

Материалы и методы
Обследовано 42 пациента неврологического 

отделения БМУ «Курская областная клиническая 
больница» с ХИМ на фоне гипертонической бо-
лезни, из них: 21 больной с I стадией ХИМ (2-я 
и 3-я основные группы, соответственно, 10 и 11 
пациентов) и 21 со II стадией ХИМ (4-я и 5-я ос-
новные группы, также 10 и 11 больных) в возрас-
те 50±5 лет. Кроме того, изучены иммунологи-
ческие и метаболические показатели в образцах 
плазмы крови и эритроцитах 15 здоровых доно-
ров (52±2 года), сформировавших контрольную 
группу; полученные результаты приняты как ус-
ловная норма.

Критерии включения в основную группу: 
мужской пол; наличие ХИМ I и II стадии на фоне 
гипертонической болезни, диагностированной 5 
и более лет тому назад в соответствии с рекомен-
дациями Всемирной организации здравоохране-
ния и Международного общества по АГ (МОГ, 
1999). Всем пациентам проводили комплексное 
клинико-инструментальное обследование по об-
щепринятым стандартам, при этом во всех слу-
чаях имела место верификация диагноза ХИМ I 
и II стадии. 

Оценка клинико-лабораторных данных и не-
врологического статуса в основной и контроль-
ной группах осуществляли в начале лечения 
и через 2 недели после его окончания. Пациенты 
основных групп получали базовую терапию (ин-
гибитор ангиотензин-превращающего фермента 
эналаприл (Berlin-Chemie AG [Menarini Group], 
Германия) и вазоактивный препарат винпоцетин 
(кавинтон, «Гедеон Рихтер», Венгрия) и допол-
нительную терапию (во 2-й и 4-й группах пре-
парат ноотропного действия церетон [«Сотекс 
Фармфирма», Россия] и антигипоксантного – 
актовегин [«Никомед Австрия ГмбХ», Австрия]; 
в 3-й и 5-й группах дополнительно к ним препа-
рат иммуномодулирующего действия – глуток-
сим [«Фарма Вам», Россия]).

Уровень цитокинов, компонентов комплемен-
та и их ингибиторов определяли в плазме крови. 
Цитокины (TNFα, IL-1β, IL-6, IL-17, IL-18, IL-4, 
IL-10, IL-1ra, IFNγ, IL-2, G-CSF), хемокин (IL-8) 
выявляли методом твердофазного иммунофермент-

ного анализа (ИФА) с детекцией продуктов реакции 
в диапазоне длины волны 405-630 нм с использова-
нием коммерческих наборов ЗАО «Вектор-Бест». 
Компоненты системы комплемента (С3, С3а, С4, 
С5 и С5а) и фактор Н определяли с помощью диа-
гностических наборов ООО «Цитокин» с исполь-
зованием двух принципов: гемолитического метода 
учета активации системы комплемента и ИФА-ме-
тода детекции терминального комплекса, выявля-
емого специфическими антителами. Активность 
С1-ингибитора определяли хромогенным методом 
по способности ингибировать С1-эстеразу. Реги-
страция всех результатов иммуноферментного 
анализа осуществлялась на микропланшетном 
фотометре Sunrise, Tecan (Австрия).

Фагоцитарную активность полиморфно-
ядерных лейкоцитов крови после их выделения 
из крови на градиенте плотности фиколл-урогра-
фин (d = 1,077) оценивали по общепринятой ме-
тодике, определяя фагоцитарный индекс (ФИ), 
фагоцитарное число (ФЧ) и индекс активности 
фагоцитоза (ИАФ). Активность кислород-зави-
симых систем нейтрофилов оценивали на спек-
трофотометре PD 303 S Apel (Япония) по реак-
ции восстановления нитросинего тетразолия 
(НСТ- тест), спонтанного и стимулированного 
зимозаном (НСТ-сп., НСТ-ст.), индексу стиму-
ляции и функциональному резерву нейтрофилов 
(ИСН, ФРН).

Статистическую обработку результатов иссле-
дования проводили в соответствии с общеприня-
тыми принципами вариационно-статистическо-
го анализа с вычислением средних величин (M), 
ошибки средней арифметической (m) с помощью 
пакета компьютерных программ Microsoft Excel 
(2010). Существенность различий независимых 
выборок оценивали по U-критерию Манна–Уит-
ни, связанных (показателей до и после лечения 
в одной и той же группе) – по критерию Вилкок-
сона. Статистически значимыми считали разли-
чия при p < 0,05.

Результаты
В плазме крови больных ХИМ с I стади-

ей до начала лечения установлено повышение 
концентрации провоспалительных цитокинов: 
TNFα, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-17, IL-18 и проти-
вовоспалительных: IL-4, IL-10 и IL-1ra. Кроме 
этого, выявлено также повышение содержания 
IFNγ, IL-2 и G-CSF. После проведенной фар-
макотерапии, содержащей церетон и актовегин, 
концентрация провоспалительных цитокинов 
и хемокина (TNFα, IL-1β, IL-6, IL-8) корриги-
ровалась в сторону значений контроля, уровень 
IFNγ и IL-10 повышался в еще большей степени, 
содержание остальных исследованных цитоки-
нов не изменялось. Использование глутоксима, 
по сравнению с лечением церетоном и актовеги-
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ном, дополнительно нормализовало содержание 
в плазме TNFα, IL-1β, IL-17, IL-1ra, корригирова-
ло уровень IL-6 и IL-18 и в еще большей степени 
повышало концентрацию IL-4 (табл. 1). 

У пациентов со II стадией ХИМ при поступле-
нии в клинику в плазме крови выявлены в целом 
сходные по направленности и величине изме-
нения содержания исследованных цитокинов: 
повышение провоспалительных TNFα, IL-1β, 
IL- 6, IL-8, IL-17, IL-18, противовоспалительных: 
IL-4, IL-10 и IL-1ra и IFNγ, IL-2, G-CSF. При-
менение церетона и актовегина корригировало, 
но не до параметров здоровых доноров, концен-
трацию всех исследованных провоспалительных 
цитокинов и хемокина, IL-2 и G-CSF, в еще боль-
шей степени повышался уровень IFNγ и IL-10, со-
держание IL-4 и IL-1ra не изменялось. Использо-
вание глутоксима, по сравнению с использованием 
церетона и актовегина, дополнительно нормали-
зовало содержание IL-1β и IL-17, еще в большей 
степени повышало концентрацию противовоспа-

лительных цитокинов и приближало к значениям 
контроля уровень TNFα, IL-6, IL-8, IL-18, IL-2 
и G-CSF (табл. 1). 

У больных с ХИМ I стадии перед началом 
лечения в плазме крови выявлено снижение со-
держания С3- и С5-компонентов комплемента 
и С1- ингибитора, повышение компонентов С3а 
и С5а, уровень С4 и ингибитора фактора Н остался 
в пределах нормы. После проведенного лечения, 
включавшего церетон и актовегин нормализова-
лась концентрация С3-компонента комплемента 
и повышение, но не до уровня здоровых доноров, 
содержания компонента С5а. Включение в схему 
фармакотерапии иммуномодулятора глутокси-
ма дополнительно, по сравнению с церетоном 
и актовегином, нормализовало содержание С3а-, 
С5- и С1-ингибитора и повысило в сторону зна-
чений контроля концентрацию С5а-компонента 
комплемента (табл. 2). 

У больных со II стадией ХИМ перед началом 
лечения в плазме крови выявлено снижение со-

ТАБЛИЦА 1. ЦИТОКИНОВЫЙ СПЕКТР ПЛАЗМЫ КРОВИ У ПАЦИЕНТОВ С ХРОНИЧЕСКОЙ ИШЕМИЕЙ ГОЛОВНОГО 
МОЗГА I И II СТАДИИ ДО И ПОСЛЕ ЛЕЧЕНИЯ (M±m) 
TABLE 1. LEVEL OF CYTOKINES IN BLOOD PLASMA AT PATIENTS WITH CHRONIC CEREBRAL ISCHEMIA I AND II STAGES 
BEFORE TREATMENT (M±m)
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TNFα pg/ml 2,9±0,1 13,0±0,4*1 6,9±0,3*1, 2 3,1±0,1*2, 3 13,4±0,4*1 8,4±0,6*1, 5 5,9±0,3*1, 5, 6

IL-1β pg/ml 5,3±0,2 11,9±0,3*1 5,8±0,2*1, 2 5,1±0,2*2, 3 11,3±0,5*1 9,4±0,6*1, 5 5,7±0,2*5, 6

IL-6 pg/ml 2,4±0,1 13,4±1,3*1 10,1±0,9*1, 2 6,9±0,8*1-3 14,3±1,0*1 10,4±1,2*1, 5 4,3±0,7*1, 5, 6

IL-8 pg/ml 1,8±0,05 10,5±1,2*1 7,1±1,1*1, 2 5,5±0,9*1, 2 15,9±1,2*1, 2 12,1±1,1*1, 5 5,2±0,6*1, 5, 6

IL-17 pg/ml 8,7±0,2 10,6±0,5*1 9,8±0,5*1 9,0±0,4*2 22,2±1,0*1, 2 16,2±2,2*1, 5 7,9±1,0*5, 6

IL-18 pg/ml 47,6±2,2 127,3±9,4*1 112,5±8,7*1 84,3±4,1*1-3 134,7±8,4*1 100,2±7,7*1, 5 78,5±6,2*1, 5, 6

IL-4 pg/ml 0,41±0,04 3,3±0,3*1 3,7±0,2*1 5,2±0,3*1-3 8,2±0,4*1, 2 8,7±0,4*1 12,1±0,9*1, 5, 6

IL-10 pg/ml 2,7±0,1 3,7±0,2*1 6,1±0,1*1, 2 6,3±0,2*1, 2 3,9±0,1*1 6,8±0,3*1, 5 10,2±1,2*1, 5, 6

IL-1ra pg/ml 137,7±1,7 149,7±2,6*1 152,6±3,3*1 141,4±4,2*2, 3 167,7±3,7*1, 2 170,5±3,7*1 179,1±3,1*1, 5, 6

IFNγ pg/ml 15,6±0,3 22,3±0,8*1 34,6±1,7*1, 2 30,4±2,8*1, 2 23,9±0,9*1 26,8±1,4*1, 5 27,3±1,1*1, 5

IL-2 pg/ml 0,14±0,03 6,3±0,9*1 5,6±0,8*1 5,0±0,4*1 6,8±0,9*1 5,1±0,7*1, 5 3,4±0,3*1, 5, 6

G-CSF pg/ml 12,3±1,0 20,5±1,9*1 18,2±1,2*1 16,7±1,3*1 23,5±2,1*1 19,2±1,7*1, 2 14,5±1,1*1, 5, 6

Примечание. * – p < 0,05; цифры рядом со звездочкой – по отношению к показателям какой группы даны эти 
различия.

Note. * – p < 0.05; figures marked with an asterisk beside – with respect to which group indexes are given to these differences.
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держания С3- и С5-компонентов комплемента 
и С1-ингибитора, повышение компонентов С3а 
и С5а, уровень С4 и ингибитора фактора Н остался 
в пределах нормы. После проведенного лечения, 
включавшего церетон и актовегин, в сторону зна-
чений здоровых доноров корригировался уровень 
компонентов комплемента С5 и С5а. Применение 
глутоксима дополнительно, по сравнению с цере-
тоном и актовегином, нормализовало содержание 
С5- и С1-ингибитора, изменило, но не до параме-
тров здоровых доноров, концентрацию С3-, С3а- 
и С5а -компонентов комплемента (табл. 2). 

При поступлении в клинику и после прове-
денного лечения у больных ХИМ I стадии пока-
затели активности и интенсивности фагоцитоза 
нейтрофилов (ФИ, ФЧ и ИАФ) и параметры кис-
лород-зависимого метаболизма (НСТ-ст., ФРН) 
остались на уровне нормы. До фармакотерапии 
выявлено увеличение НСТ-сп. и снижение ИСН, 
нормализующиеся только после включения в ле-
чение глутоксима (табл. 2).

При II стадии заболевания показатели фаго-
цитоза до и после лечения были на уровне здо-
ровых доноров. Все параметры активности кис-
лород-зависимых систем полиморфно-ядерных 
лейкоцитов (НСТ-сп., НСТ-ст., ФРН, ИСН) при 
поступлении в клинику были повышенными. 
После фармакотерапии с включением церетона 
и актовегина показатели функционально-мета-
болической активности нейтрофилов не изме-

нились. Применение глутоксима, по сравнению 
с его отсутствием в лечении, сдвигает в сторону 
показателей здоровых доноров НСТ-сп., НСТ-ст. 
и ФРН (табл. 2). 

Таким образом, у пациентов с I и II стадией 
ХИМ на момент поступления в клинику оказа-
лись измененными от значений здоровых доно-
ров, соответственно, 73,1% и 80,8% исследован-
ных параметров иммунного статуса, из которых 
66,7% параметров у больных с обеими стадия-
ми ХИМ оказались одинаковыми по величи-
не и по направленности изменений, еще 33,3% 
идентичны по направленности. На этом осно-
вании можно сделать вывод о значительных им-
мунных нарушениях, которые можно рассматри-
вать как иммунное воспаление уже на I стадии 
развития заболевания. Использование в лечении 
ХИМ I стадии церетона и актовегина нормали-
зует 5,3% измененных на момент поступления 
в клинику пациентов параметров иммунного ста-
туса, корригирует 26,3% и оставляет без измене-
ния или повышает от значений начала лечения 
68,4%. Более эффективным оказалось включение 
в комплексную фармакотерапию иммуномоду-
лятора глутоксима, так как нормализованы ока-
зались 52,6%, корригированы 21,1% показателей 
и оказались без изменений 26,3% (табл. 3).

Применение при II стадии ХИМ церетона 
и актовегина не нормализует ни один из показа-
телей иммунного статуса, измененных на начало 

ТАБЛИЦА 3. ИММУНОКОРРИГИРУЮЩАЯ ЭФФЕКТИВНОСТЬ РАЗЛИЧНЫХ СХЕМ ФАРМАКОЛОГИЧЕСКОЙ  ТЕРАПИИ 
ПРИ ХРОНИЧЕСКОЙ ИШЕМИИ ГОЛОВНОГО МОЗГА I И II СТАДИИ 
TABLE 3. IMMUNOCORRECTIVE EFFICIENCY OF VARIOUS SCHEMES OF PHARMACOLOGICAL THERAPY AT PATIENTS 
WITH CHRONIC CEREBRAL ISCHEMIA I AND II STAGES

№ 
п/п

Схемы
фармакокоррекции

Schemes of 
pharmacological 

correction

Измененные 
показатели 

иммунного статуса 
до лечения (%)

The changed 
indicators of the 
immune status 

before treatment (%)

Из них после проведения фармакологической 
коррекции (%):

From them after carrying out pharmacological correction (%):

нормализованы
normalized

корригированы
corrected

не изменены
или увеличены
aren’t changed or 

increased

Хроническая ишемия головного мозга I (Chronic cerebral ischemia I)

1. Церетон, актовегин
Cereton, Actovegin

73,1

5,3 26,3 68,4

2.

Церетон, актовегин, 
глутоксим
Cereton, Actovegin,
Glutoxim

52,6 21,1 26,3

Хроническая ишемия головного мозга II (Chronic cerebral ischemia II)

1. Церетон, актовегин
Cereton, Actovegin

80,8

0 47,6 52,4

2.

Церетон, актовегин, 
глутоксим
Cereton, Actovegin,
Glutoxim

19,0 57,1 23,8
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лечения, корригирует 47,6% и оставляет без изме-
нения или повышает от параметров начала фарма-
котерапии 52,4%. Более эффективным, как и при 
I стадии заболевания, оказалось дополнение ле-
чения глутоксимом, так как нормализованы ока-
зались 19,0%, корригированы 57,1% показателей 
и оказались без изменений 23,8% (табл. 3). 

Обсуждение
В наше исследование включены пациенты 

ХИМ на фоне гипертонической болезни II ста-
дии, следовательно, имеющаяся у них церебраль-
ная гипоперфузия связана с микроангиопатия-
ми, обусловленными АГ. Возникающая при этом 
гипоксия приводит к развитию воспалительной 
реакции, носящей метаболический характер 
и формирующей «цитокиновый каскад» с обна-
руженным увеличением в системной циркуляции 
пациентов на обеих стадиях заболевания содер-
жания провоспалительных цитокинов и хемоки-
нов (TNFα, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-17, IL-18) [4, 13, 
16, 21, 27]. 

TNFα – первичный медиатор воспаления, 
участвует в возникновении и развитии большин-
ства инфекционных и иммунопатологических 
заболеваний, координирует цитокиновый ка-
скад (IL- 1β, IL-6, IL-8). IL-1 – медиатор разви-
тия местной воспалительной реакции, участвует 
в трансформации местного воспаления в систем-
ное, экспрессию молекул адгезии на эндотели-
оцитах, участвует в продукции белков острой 
фазы воспаления, проявляет нейрорегуляторную 
активность, массивная продукция IL-1β разви-
вается при ишемии. IL-6 – провоспалительный 
цитокин широкого действия, участвует в индук-
ции практически всего комплекса местных прояв-
лений воспаления. Провоспалительный хемокин 
IL-8 обеспечивает экстравазацию нейтрофилов 
и их направленную миграцию в очаг воспаления, 
где его источниками выступают макрофаги воспа-
лительного очага и эндотелиальные клетки сосудов 
в зоне воспаления. IL-17 оказывает проатероген-
ный провоспалительный эффект через актива-
цию выделения иммуноцитами и эндотелиаль-
ными клетками IL- 1, IL-6, IL-8, TNFα, IFNγ, 
G-СSF. IL-18 активирует моноциты и макрофаги, 
инициирует процессы апоптоза, индуцирует про-
дукцию IL-8 и IFNγ в Т-лимфоцитах, макрофагах 
и NK-клетках, способствует дифференцировке 
Т-лимфоцитов в Th1-клеточную линию, кото-
рая лежит в основе развития провоспалительного 
и проатерогенного Th1-иммунного ответа, деста-
билизирует атеросклеротическую бляшку [29, 30, 
32, 34].

Кроме этого, выявлено существенное увеличе-
ние содержания IFNγ, колониестимулирующего 
фактора G-CSF и IL-2. IFNγ активирует NK-
лимфоидные клетки врожденного иммунитета 

1-го типа (ILC-1), которые обеспечивают поля-
ризацию дифференцировки Т-клеток в сторону 
Т-хелперов 1-го типа (Th1), активирующих ма-
крофаги, экспрессирующие ферменты, ответ-
ственные за формирование активных форм кис-
лорода, NO-синтазы, образование NO. G-CSF 
активирует зрелые нейтрофилы и поддерживает 
рост как смешанных гранулоцитарно-моноцитар-
ных колоний, так и отдельных колоний грануло-
цитов и моноцитов/макрофагов. IL-2 обладает 
выраженной способностью индуцировать актив-
ность практически всех клонов цитотоксических 
клеток, повышает цитолитическую функцию 
Т-киллеров и NK-клеток, активи рует моноциты 
и макрофаги, повышая тем самым синтез и секре-
цию провоспалительных цитокинов, хемокинов, 
колониестимулирующих факторов GM-CSF [8, 10, 
20, 28, 35].

Повышение при обеих стадиях ХИМ противо-
воспалительных цитокинов (IL-10, IL-1ra, IL-4) 
носит компенсаторный характер, ограничиваю-
щий воспалительную реакцию, одновременно вы-
сокий уровень IL-6 и IL-17 также может оказывать 
противовоспалительный эффект при значитель-
ном повышении провоспалительных цитокинов 
за счет стимуляции выработки IL-10, IL-1ra, кор-
тизола [8, 24]. 

У пациентов с ХИМ I и II стадии установлена 
активация системы комплемента с отсутствием ком-
пенсаторного повышения ингибитора фактора Н 
со снижением С1-инг., о чем свидетельствовало 
снижение начальных компонентов комплемента 
С3 и С5 с повышением уровня освобождающихся 
при активации фрагментов С3а и С5а – активных 
хемотаксических и сосудорасширяющих факто-
ров, обладающих анафилактогенной активно-
стью и участвующих в реакциях воспаления и ги-
перчувствительности [3, 19, 25, 28]. 

При ХИМ II стадии установлено повышение 
показателей кислород-зависимого метаболизма 
полиморфно-ядерных лейкоцитов перифери-
ческой крови, не компенсируемое проведенной 
фармакотерапией и свидетельствующее о повы-
шенной продукции активных форм кислорода 
в результате респираторного взрыва, что, воз-
можно, можно рассматривать, как важнейшее 
звено дальнейшего развития воспаления при 
данной стадии ХИМ [1, 22]. 

Полученные результаты свидетельству-
ют о том, что у пациентов с ХИМ I и II стадии 
на фоне гипертонической болезни выявлены 
сходные на обеих стадиях заболевания измене-
ния параметров иммунного статуса, свидетель-
ствующие о наличии иммунного воспаления. 
Отличительное повышение показателей кисло-
род-зависимой активности циркулирующих ней-
трофилов при II стадии ХИМ можно рассматри-
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вать как важнейшее звено дальнейшего развития 
воспаления. 

Корригирующие иммунные эффекты церето-
на и актовегина, в первую очередь, можно объяс-
нить улучшением мозгового кровотока, нейроме-
диаторным и метаболическим действием холина 
альфосцерата (церетон), плейотропным, нейро-
метаболическим действием актовегина с его вы-
раженным антиоксидантным, антигипоксант-
ным и антиапоптическим механизмом действия, 
поскольку улучшает транспорт и окисление глю-
козы клетками, стимулирует потребление кис-
лорода, что приводит к стабилизации клеточных 
мембран и снижению процессов анаэробного 

гликолиза [26, 31]. В то же время нельзя исклю-
чить и прямое воздействие церетона и актове-
гина на клетки иммунной системы за счет ука-
занных фармакодинамических эффектов. Более 
выраженные иммунокорригирующие эффекты 
глутоксима обеспечиваются избирательным вли-
янием на функционально-метаболическую ак-
тивность моноцитов/макрофагов, нейтрофилов, 
NK-клеток, повышая или снижая их активность 
в зависимости от исходных значений. Кроме 
того, препарат оказывает выраженное противо-
воспалительное, антиоксидантное и регенера-
тивное действие [18, 23].
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ПОЛИМОРФИЗМ ПРОМОТОРНОГО РЕГИОНА rs1800629 
ГЕНА TNFα И ЕГО ВЛИЯНИЕ НА СОДЕРЖАНИЕ ФАКТОРА 
НЕКРОЗА ОПУХОЛЕЙ АЛЬФА В КРОВИ ЗДОРОВЫХ ЛИЦ 
И БОЛЬНЫХ РОЖЕЙ
Емельянов А.С., Емельянова А.Н., Пушкарев Б.С., Витковский Ю.А.
ФГБОУ ВО «Читинская государственная медицинская академия» Министерства здравоохранения РФ,  
г. Чита, Россия

Резюме. Рожа – актуальная проблема медицины. Заболеваемость до настоящего времени оста-
ется высокой без тенденции к снижению, ухудшая качество жизни, занимая существенное место 
в структуре временной утраты трудоспособности. При этом учащается переход острых форм в хро-
ническое течение с частыми рецидивами. Известно, что в патогенезе рожи важная роль принадле-
жит изменениям иммунологической реактивности, которая, в свою очередь, зависит от генетических 
особенностей индивидуума. Прогнозирование течения и исходов рожи является важным и пока еще 
не решенным вопросом. В прогнозировании клинического течения рожи не исключается участие 
генетических особенностей организма, в частности полиморфизма генов некоторых цитокинов, 
одним из которых является фактор некроза опухолей (TNFα). Исследования SNP (single nucleotide 
polymorphism) гена TNFα показали возрастание транскрипции гена, а также увеличение продукции 
TNFα. Целью исследования явилось изучение частоты полиморфных аллелей и генотипов промотора 
гена TNFα rs1800629, а также их влияния на содержание фактора некроза опухолей в крови здоровых 
лиц и больных рожей при первичном и рецидивирующем течении. В исследовании принимали уча-
стие 104 больных рожей (54 пациента с первичной рожей, 50 пациентов с рецидивирующей формой 
заболевания) и 94 здоровых резидента. Для анализа полиморфизма гена TNFα rs1800629 использован 
метод аллель-специфической полимеразной цепной реакции с электрофоретической детекцией. Из-
мерение концентрации TNFα проводилось методом иммуноферментного анализа. В ходе молекуляр-
но-генетического исследования обнаружены все искомые мутации в гомо- и гетерозиготном состоя-
нии с частотным подчинением эквилибриуму Харди–Вайнберга (p > 0,05). Среди пациентов с рожей 
значительно реже (р < 0,001) регистрировалась минорная аллель А (в 2,9 раза), в 88,7% случаев выяв-
лялись носители гомозигот G/G гена TNFα rs1800629. При этом среди больных и здоровых резидентов 
не выявлено ни одного случая носительства мутантных генотипов A/A. Таким образом, аллель G гена 
TNFα rs1800629 и генотип G/G предрасполагают к развитию рожи. Носительство аллели A гена TNFα 
rs1800629 и гетерозиготный вариант G/A снижают вероятность развития данного инфекционного 
процесса. Присутствие G-аллели сопровождается уменьшением продукции TNFα у больных рожей 
при гетерозиготном G/G варианте носительства полиморфизма гена TNFα rs1800629.

Ключевые слова: рожа, генетический полиморфизм, фактор некроза опухоли альфа, цитокины, воспаление, rs1800629



412

Emelyanov A.S. et al.
Емельянов А.С. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

PROMOTER REGION rs1800629 TNFα POLYMORPHISM 
AND ITS INFLUENCE ON TUMOR NECROSIS FACTOR ALPHA 
CONCENTRATION IN BLOOD OF HEALTHY INDIVIDUALS AND 
PATIENTS WITH ERYSIPELAS
Emelyanov A.S., Emelyanova A.N., Pushkarev B.S., Vitkovsky Yu.A.
Chita State Medical Academy, Chita, Russian Federation

Abstract. Erysipelas is an actual problem of health care. It is characterized by consistently high morbidity, 
excepted tendency to recur, reduced the life quality and took important place in the structure of temporary 
disability. The changes of immunological reactivity, depended on genetic characteristics of the individual were 
established to play important role in the pathogenesis of erysipelas. The prediction of the course of erysipelas 
is unresolved problem yet. The genetic features of the organism, such as the genetic polymorphisms of some 
cytokines, involved on the prediction of the course of erysipelas. Investigations of TNFα genes demonstrated 
that their transcriptions increased and productions enhanced. Aim was to study the influence of polymorphism 
of TNFα gene promoter rs1800629 on the concentration of TNFα in the blood of healthy individuals and 
patients with erysipelas in primary and recurrent course. The study was performed at 104 patients with erysipelas 
(54 patients with primary erysipelas and 50 patients with recurrent course) and 94 healthy residents. Gene 
polymorphism of TNFα rs1800629 was detected by PCR method. Measurement of the concentration of TNFα 
was performed by immunoassay analysis. Homo- and heterozygous SNP of the TNFα rs1800629 gene were 
conformed to Hardy–Weinberg equilibrium (p > 0.05). Minor allele A was found to be registered in erysipelas 
patient less frequently by 2.9 times than in healthy individuals. The patients who carried homozygous G/G were 
observed in 88.7% of cases. At that heterozygous G/A were registered in any case. In other case, among the 
patients, no cases of the carriage of the mutant genotypes A/A were detected. Thus, allele G and genotypes G/G 
of promoter gene of TNFα rs1800629 predisposed to erysipelas. Heterozygous G/A of promoter gene of TNFα 
rs1800629 increased the risk of erysipelas. G-allele carrier led to decrease of TNFα concentration homozygous 
G/G patients.

Keywords: erysipelas, genetic polymorphism, TNFα, cytokines, inflammation, rs1800629

Введение
Рожа – актуальная проблема здравоохране-

ния [8]. Заболеваемость до настоящего времени 
остается высокой без тенденции к снижению, 
ухудшая качество жизни, занимая существен-
ное место в структуре временной утраты трудо-
способности [4, 8]. При этом учащается переход 
острых форм в хроническое течение с частыми 
рецидивами. В настоящее время активно изуча-
ется патогенез данной патологии, в котором им-
мунологические и гемостазиологические звенья 
являются ведущими и определяют характер тече-
ния заболевания [12]. 

Реагирование иммунитета при внедрении 
β-гемолитического стрептококка группы А ха-
рактеризуется продукцией целого каскада цито-
кинов, важной функцией которых является ре-
гуляция взаимодействия иммунокомпетентных 
клеток и определение направления иммунного 
ответа [3, 4, 5].

В прогнозировании клинического течения 
рожи не исключается участие генетических осо-
бенностей организма, в частности полиморфизма 
генов некоторых цитокинов, что может являться 
одним из факторов определения индивидуальной 
восприимчивости (устойчивости) к инфицирова-

нию, тяжести, развитию осложнений заболева-
ний, в том числе и рожи [1]. 

Особый интерес представляют не только по-
лиморфизмы структурных генов, но и некодиру-
емые участки – интроны, промоторы, мутации 
которых сказываются на экспрессии и количе-
стве кодируемого белка [6].

Для гена фактора некроза опухолей (tumor 
necrosis factors – TNFα) описано несколько замен 
единичных нуклеотидов (англ. single nucleotide 
polymorphism – SNP), вызывающих количе-
ственные изменения функционирования гена. 
Исследования SNP гена TNFα показали возрас-
тание транскрипции гена, а также увеличение 
экспрессии TNFα, что при определенных усло-
виях может способствовать более выраженному 
развитию системной воспалительной реакции 
и в значительной степени отражать восприимчи-
вость к инфекциям.

В связи с этим важно проследить уровень ци-
токина в зависимости от полиморфных вариан-
тов его гена при роже.

Целью исследования явилось изучение часто-
ты полиморфных аллелей и генотипов промотора 
гена TNFα rs1800629, а также их влияния на со-
держание фактора некроза опухолей в крови здо-
ровых лиц и больных рожей при первичном и ре-
цидивирующем течении.
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Материалы и методы
В исследование были включены больные 

рожей (по МКБ-10 рубрики, А-46) в возрасте 
от 34 до 52 лет (средний возраст 47,5±3,0 года), 
49 мужчин и 55 женщин, с локализацией в об-
ласти лица, верхних и нижних конечностей, 
эритематозной, эритематозно-буллезной, эри-
тематозно-геморрагической, буллезно-геморра-
гической формами, первичного и рецидивирую-
щего течения. Диагноз установлен на основании 
клинико-анамнестических данных, согласно 
классификации В.Л. Черкасова (1986) [10]. Кли-
ническое проявление заболевания характеризо-
валось симптомами интоксикации, лихорадкой, 
появлением на коже яркой гиперемии и отека, 
болезненности пораженного участка при паль-
пации регионарного лимфаденита. Критериями 
исключения из настоящего исследования слу-
жили: повторная и послеродовая формы рожи, 
беременность, пневмония, сахарный диабет 1 и 2 
типов, острые сердечно-сосудистые заболевания, 
кишечные инфекции, острые и хронические ви-
русные инфекции. 

По кратности течения заболевания пациенты 
были распределены на 2 группы: 1) 54 пациента 
с первичной рожей, 2) 50 пациентов с рециди-
вирующей рожей. В группу контроля включены 
94 практически здоровых доноров, не имеющих 
острых и обострения хронических инфекцион-
ных и аутоиммунных заболеваний, аллергических 
реакций. Группы сопоставимы по возрастным 
и половым характеристикам (средний возраст 
45,1±4,0 лет, 45 мужчин и 49 женщин). 

Все обследованные – представители европео-
идной расы, родившиеся и проживающие на тер-
ритории Забайкальского края. 

В работе с обследуемыми лицами соблюдались 
этические принципы, предъявляемые Хельсинк-
ской декларацией всемирной медицинской Ас-
социации (World Medical Association Declaration 
of Helsinki) (1964, 2013 – поправки) и Правилами 
клинической практики в Российской Федера-
ции, утвержденными Приказом Минздрава РФ 
(от 19.06.2003 г., № 266).

Для исследования использовали цельную 
кровь пациентов и здоровых лиц. Образцы крови 
пациентов коллекционировали в начале разгара 
заболевания в 1-2 день поступления в стационар.

Измерение концентрации TNFα проводилось 
методом иммуноферментного анализа (ИФА) 
с использованием коммерческих наборов реаген-
тов ЗАО «Вектор-Бест» (г. Новосибирск).

Определение SNP промотора гена TNFα 
rs1800629 осуществлялось методом полимераз-
но-цепной реакции (ПЦР) с использованием на-
боров для определения полиморфизмов в геноме 
человека НПФ «Литех» (Москва). Амплифика-
ция фрагментов гена проводилась в термоцикле-
ре (модель «Бис»-М111, ООО «Бис-Н», г. Ново-

сибирск). Детекцию продукта амплификации 
проводили в 3% агарозном геле. 

Полученные данные обработаны с использо-
ванием пакета программ Statistica 10. При сравне-
нии частот аллелей и генотипов по качественно-
му бинарному признаку пользовались критерием 
χ2. Степень риска развития событий оценивали 
по величине отношения шансов (odd ratio [OR]) 
с расчетом для него 95% доверительного интер-
вала (CI95%). Для описания характера распреде-
ления количественных признаков определялись 
медиана (Мe) и интерквартильная широта (25%-
75%). При определении межгрупповых различий 
в уровне цитокинов применялся критерий Кра-
скела–Уоллиса. При наличии статистически зна-
чимых различий попарное сравнение групп осу-
ществлялось с помощью критерия Манна–Уитни 
с поправкой Бонферрони.

Результаты
В результате проведенного генетического ана-

лиза среди больных рожей и здоровых резидентов 
обнаружено, что распределение частот аллелей 
и генотипов исследуемого полиморофизма TNFα 
rs1800629 соответствует эквилибриуму Харди–
Вайнберга (p > 0,05).

Выявлено, что среди больных рожей встречае-
мость полиморфных вариантов исследуемого гена 
существенно отличалась от группы контроля. 

В группе пациентов в 1,1 раза чаще встреча-
лась мажорная аллель G с частотой 0,943 и в 2,9 
раза реже – минорная аллель A с частотой 0,057, 
чем в группе здоровых лиц (χ2 = 11,42; р = 0,0007). 

В группе больных рожей гомозиготый генотип 
G/G встречался в 88,7%, гетерозиготные вариан-
ты G/A – в 11,3% (χ2 = 13,03; р = 0,001). Распре-
деление генотипов среди здоровых резидентов 
оказалось следующим: G/G – 67,0%, G/A – 33,0% 
(χ2 = 13,03; р = 0,001). При этом в исследуемых 
группах не выявлено случаев носительства гено-
типов А/А гена TNFα (табл. 1).

Исходя из полученных данных о распределе-
нии частот, шанс развития рожи у носителей гено-
типа G/G гена TNFα rs1800629 равен 3,85 [СI95%: 
1,80-8,23], у обладателей генотипа G/A гена 
TNFα – 0,26 [СI95%: 0,12-0,56] (р = 0,001). Ве-
роятность развития заболевания для лиц, имею-
щих мажорную аллель G, составляет 3,28 [CI95%: 
1,60-6,75], для резидентов, несущих минорную 
аллель A – 0,30 [CI95%: 0,15-0,63] (р = 0,0007).

Анализируя распределение аллелей и гено-
типов в группах пациентов с различной кратно-
стью течения рожи, было установлено, что полу-
ченные результаты в группе с рецидивирующим 
процессом достоверно не отличаются от группы 
с первичной формой (p > 0,05) (табл. 2). 

Таким образом, полиморфизм промоторного 
региона rs1800629 гена TNFα влияет на возник-
новение рожи, но не является прогностически 
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значимым фактором развития рецидивов заболе-
вания.

Исходя из того, что исследуемый SNP 
rs1800629 гена TNFα расположен в промоторном 
регионе, мы выяснили влияние данного поли-
морфизма на уровень продукции кодируемого 
цитокина (табл. 3).

Обнаружено, что у пациентов с различной 
кратностью процесса вне зависимости от геноти-
па увеличивается концентрация цитокина TNFα 
по сравнению со здоровыми донорами (р < 0,05). 
Одновременно с этим его уровень у больных-но-
сителей разных генотипов различен.

При первичной и рецидивирующей роже у об-
ладателей генотипа G/G повышается концентра-
ция TNFα до 23,4 (21,3-25,5) пкг/мл (р1 = 0,002) 
и 27,2 (24,9-29,0) пкг/мл (р1 = 0,004) соответ-
ственно, что значительно выше по сравнению 
с группой контроля при отсутствии антигенно-
го воздействия. Содержание TNFα у резиден-
тов-носителей гетерозигот G/A при первичной 
роже достигало уровня 26,7 (24,2–27,6) пкг/мл 
(p1 = 0,005, p2 = 0,008), при рецидивирующей 
форме – 28,4 (25,5–31,4) пкг/мл (p1 = 0,003, 
p2 = 0,006) (табл. 3).

При парном сравнении уровня TNFα у боль-
ных первичной и рецидивирующей рожей в за-
висимости от генотипа статистически значимых 
различий обнаружено не было (критерий Ман-
на–Уитни, р > 0,05).

Таким образом, полученные данные указыва-
ют, что полиморфизм rs1800629 гена TNFα вли-
яет на уровень TNFα в крови больных рожей. 
Однако изменение концентрации исследуемого 
цитокина не является прогностическим факто-
ром развития рецидива заболевания, равно как и 
полиморфизм гена TNFα в регионе rs1800629. 

Обсуждение
Известно, что для рожи характерен высокий 

уровень провоспалительных цитокинов, в том 
числе и TNFα. Вероятно, это носит благопри-
ятный характер, поскольку способствует разви-
тию клеточно-опосредованного адаптивного им-
мунного ответа [1]. В физиологических условиях 
TNFα вырабатывается в организме в крайне ма-
лом количестве, локально проявляя свои эффек-
ты. При патологических процессах активируется 
его продукция, и, попадая в кровь, фактор некро-

ТАБЛИЦА 1. ВСТРЕЧАЕМОСТЬ SNP TNFα (G308A) У ЗДОРОВЫХ ЛИЦ И БОЛЬНЫХ РОЖЕЙ
TABLE 1. OCCURRENCE OF A SNP OF TNFα (G308A) FROM HEALTHY INDIVIDUALS AND PATIENTS WITH ERYSIPELAS

Генотипы (%)
Genotypes

Аллели (Р)
Alleles

Контрольная группа 
Control group

n = 94 

Больные рожей 
Patients with erysipelas

n = 104
χ2 (р)

G/G 67,0% 88,7%
13,03

p = 0,001G/A 33,0% 11,3%
A/A 0% 0%
G 0,835 0,943 11,42

p = 0,0007A 0,165 0,057

ТАБЛИЦА 2. ВСТРЕЧАЕМОСТЬ SNP TNFα (G308A) У ЗДОРОВЫХ ЛИЦ И БОЛЬНЫХ С ПЕРВИЧНОЙ 
И РЕЦИДИВИРУЮЩЕЙ ФОРМАМИ РОЖИ
TABLE 2. OCCURRENCE OF SNP OF TNFα (G308A) FROM HEALTHY INDIVIDUALS AND PATIENTS WITH PRIMARY AND 
RECURRENT FORMS OF ERYSIPELAS

Генотипы (%)
Genotypes

Аллели (Р)
Alleles

Контрольная 
группа

Control group 
n = 94

Первичная рожа1

Primary erysipelas1 
n = 54

Рецидивирующая 
рожа2

Recurrent 
erysipelas2

n = 50

χ2 (р1) χ2 (р2) χ2 (р3)

G/G 67,0% 87,0% 78,0%
6,14

p = 0,01
1,90

p = 0,39
1,48 

p = 0,48G/A 33,0% 13,0% 22,0%
A/A 0% 0% 0%
G 0,835 0,935 0,890 7,20

p = 0,03
1,58

p = 0,21
1,34 

p = 0,25A 0,165 0,065 0,110

Примечание. р1, р2
 – значимость различий по сравнению со здоровыми; р3 – значимость различий 

распределения частот генотипов и аллелей групп больных первичной и рецидивирующей рожей. Курсивом 
отмечены достоверные различия.

Note. р1, р2 – significant differences with group of healthy people; р3 – significant differences of genotypes and alleles in groups on 
patients with primary and recurrent erysipelas; Significant differences marked by italic.
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за опухолей оказывает стимулирующее действие 
на нейтрофилы и эндотелиальные клетки. Это, 
в свою очередь, влияет на миграцию лейкоцитов 
и пролиферацию фибробластов и эндотелия при 
заживлении раны.

Уровень продукции TNFα значительно воз-
растает при поступлении бактериальных эндо-
токсинов в организм человека. Ряд авторов 
в своих исследованиях, с использованием ней-
трализующих действие фактора некроза антите-
лами, подтвердили центральную роль цитокина 
в возникновении токсического шока и сепси-
са [11, 13, 14].

Биологические эффекты TNFα зависят от его 
концентрации. Данный цитокин может высту-
пать в роли медиатора защитной реакции в от-
вет на различные инфекционные агенты, а также 
в качестве белка, обладающего пагубным влия-
нием на организм [9, 11, 13, 14].

По мнению ряда авторов, продукция цито-
кинов под влиянием стрептококкового токсина 
коррелирует с тяжестью течения заболевания [2, 
7]. Ранее нашими работами было установле-
но, что концентрация IL1B при наличии аллели 
С полиморфизма rs1143623 гена IL1B значимо 

уменьшается независимо от клинического те-
чения заболевания. Особенно это наблюдается 
у носителей гомозиготного варианта С/С. 

Результаты настоящего исследования свиде-
тельствуют о том, что уровень TNFα при наличии 
аллели G полиморфизма rs1800629 гена TNFα за-
метно уменьшается, независимо от кратности 
возникновения патологического процесса.

При этом отсутствие точечной замены 
в участке rs1800629 гена TNFα оказывает влия-
ние на концентрацию одноименного цитокина, 
вызывая у носителей немутантного варианта G/G 
снижение концентрации молекулы, что, в свою 
очередь, может не обеспечивать достаточную ре-
ализацию саногенных механизмов защиты.

Таким образом, полученные результаты по-
зволяют заключить, что аллель G и генотип G/G 
промотора гена TNFα rs1800629 предраспола-
гают к развитию рожи. Носительство аллели A 
и генотип G/A промотора гена фактора некроза 
опухолей-α rs1800629 снижают вероятность раз-
вития рожи. Присутствие G-аллели сопровожда-
ется уменьшением продукции TNFα у больных 
рожей при гетерозиготном G/G варианте носи-
тельства полиморфизма гена TNFα rs1800629.

ТАБЛИЦА 3. СОДЕРЖАНИЕ TNFα В КРОВИ БОЛЬНЫХ РОЖЕЙ В ЗАВИСИМОСТИ ОТ ГЕНОТИПА ПОЛИМОРФИЗМА 
ГЕНА TNFα (G308A), пкг/мл (Ме, Q0,25-Q0,75)
TABLE 3. CONTENTS OF TNFα IN THE BLOOD IN PATIENTS WITH ERYSIPELAS, DEPENDING ON THE GENOTYPE OF THE 
GENE POLYMORPHISM OF TNFα (G308A), pkg/ml (Me, Q0,25-Q0,75)

Показатели
Parameters

Контрольная группа
Control group

n = 94

Первичная рожа 
Primary erysipelas 

n = 54

Рецидивирующая рожа
Recurrent erysipelas 

n = 50
1 2 3

Me Q0,25-Q0,75 Me Q0,25-Q0,75 Me Q0,25-Q0,75

G/G
0,64 0,48-0,94 23,4 21,3-25,5 27,2 24,9-29,9

p1 = 0,002 p1 = 0,004

G/A
0,52 0,34-0,82 26,7 24,2-27,6 28,4 25,5-31,4

p1 = 0,005
p2 = 0,008

p1 = 0,003
p2 = 0,006

A/A 0 0 0 0 0 0

Примечание. Критерий Краскела–Уоллиса; р1 – статистическая значимость различий с контролем;  
р2 – статистическая значимость различий по сравнению с гомозиготами G/G.

Note. Kraskel-Wallis criterion; р1 – significant differences with control group; р2 – significant differences with carriers of 
homozygotes G/G.
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АССОЦИАЦИЯ ПОЛИМОРФИЗМА ГЕНА 
ИНТЕРЛЕЙКИНА-1α (rs1800587 5`UTR ОБЛАСТИ ГЕНА) 
С ЭФФЕКТИВНОСТЬЮ ЭКСТРАКОРПОРАЛЬНОГО 
ОПЛОДОТВОРЕНИЯ
Лапштаева А.В., Сычев И.В., Гончарова Л.Н.
ФГБОУ ВО «Мордовский государственный университет имени Н.П. Огарева», г. Саранск, Республика 
Мордовия, Россия

Резюме. Ввиду достаточно низкой эффективности и высокой стоимости протоколов экстракор-
порального оплодотворения существует необходимость в разработке новых диагностических крите-
риев отбора пациенток. Цель работы состояла в комплексном изучении ассоциации полиморфиз-
ма гена IL-1α в rs1800587 5’UTR области и основных диагностических критериев репродуктивного 
потенциала с эффективностью экстракорпорального оплодотворения у женщин с трубно-перито-
неальной формой бесплодия. Нами было обследовано 120 женщин с трубно-перитонеальным бес-
плодием, которым был проведен короткий протокол стимуляции суперовуляции, завершившийся 
переносом эмбрионов. Концентрацию IL-1α в сыворотке крови определяли методом иммунофер-
ментного анализа с помощью тест-систем фирмы ООО «Цитокин» (Санкт-Петербург, Россия). По-
лиморфный маркер rs1800587 в 5’UTR области гена IL-1α исследовали методом ПЦР с последующим 
секвенированием. Различий в распределении полиморфных вариантов гена IL-1α у женщин с насту-
пившей беременностью выявлено не было. Генотип Т/Т выступает как условно прогностически бла-
гоприятный для наступления беременности в результате проведенного экстракорпорального опло-
дотворения. У женщин с наступившей беременностью в ходе проведенного экстракорпорального 
оплодотворения выявлено увеличение содержания IL-1α в сыворотке по сравнению с женщинами 
с ненаступившей беременностью. У женщин с генотипом Т/Т выявлены более высокие сывороточ-
ные уровни IL-1α по сравнению с другими генотипами. У женщин с генотипом Т/Т в группе с насту-
пившей беременностью при проведении трансвагинальной пункции получено больше ооцитов, чем 
у женщин с генотипом С/С. Не выявлено достоверных различий по содержанию 17-оксипрогесте-
рона, эстрадиола, фолликулостимулирующего гормона, тестостерона в зависимости от генотипов 
IL-1α внутри групп. На основании проведенного исследования стал более очевидным факт участия 
IL-1α в процессе имплантации плодного яйца. Требуются дальнейшие исследования, проясняющие 
механизмы влияния IL-1α на фолликулогенез, овуляцию, имплантацию, децидуализацию и форми-
рование плаценты.

Ключевые слова: генетический полиморфизм, IL-1α, трубно-перитонеальное бесплодие, экстракорпоральное 
оплодотворение
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Введение
Бесплодный брак существенно влияет на де-

мографические показатели, являясь как меди-
ко-биологической, так и социальной проблемой. 
Особую актуальность приобретает проблема бес-
плодия в связи с низким естественным прирос-
том населения. 

По сведениям различных авторов, ведущей 
причиной женского бесплодия в 40-50% случаев 
является трубно-перитонеальный фактор [2, 4, 
5, 6]. Хронические воспалительные заболевания 
женских половых органов приводят к анатомиче-
ским изменениям, к расстройству кровообраще-
ния в очаге поражения, а также и к вторичным на-
рушениям в эндокринной, иммунной и нервной 
системах. Благодаря революционному развитию 
вспомогательных репродуктивных технологий 
появился инновационный способ преодоления 
бесплодия – экстракорпоральное оплодотворе-
ние (ЭКО), подаривший большие надежды су-
пружеским парам.

Однако частота наступления беременности 
в результате данной процедуры даже в настоящее 
время остается низкой. Так, в 2014 г. в России в ре-

зультате проведенных циклов ЭКО лишь в 31,5% 
случаев наступила беременность [3]. В последние 
годы появляется все больше сведений, что в регу-
ляции репродуктивного процесса – фолликуло-
генезе, овуляции, имплантации, децидуализации 
и формировании плаценты – немаловажную роль 
играют компоненты иммунной системы [5, 7, 8]. 
Также цитокины и иммунокомпетентные клетки 
играют значительную роль при взаимодействии 
эмбриона и эндометрия в формировании имму-
нологической толерантности [8]. Имплантация 
эмбриона – важный процесс в наступлении бе-
ременности, процесс внедрения эмбриона в сли-
зистую оболочку матки, проходящий с участием 
большого количества гуморальных и клеточных 
факторов. Успешность имплантации зависит 
как от качества эмбриона, так и от исходного со-
стояния эндометрия. Связывание IL-1α с рецеп-
торами в эндометрии является необходимым ша-
гом в имплантации, что доказано путем блокады 
рецепторов I типа IL-1α на материнском эндоме-
трии, предотвращавшей имплантацию зародыша 
у мыши [13].

Несмотря на значительное количество иссле-
дований в области иммунологии репродукции, 

ASSOCIATION OF INTERLEUKIN-1α GENE POLYMORPHISM 
(ENCODED REGION rs1800587 5`UTR) WITH EFFICIENCY OF 
IN VITRO FERTILIZATION 
Lapshtaeva A.V., Sychev I.V., Goncharova L.N.
National Research N.P. Ogarev Mordovia State University, Saransk, Republic of Mordovia, Russian Federation

Abstract. Due to quite low efficiency and high costs of in vitro fertilization protocols, there is a necessity 
for development of new diagnostic criteria for selection of patients. The purpose of this study was complex 
analysis of association of polymorphic variants of IL-1α gene (rs1800587 5`UTR region) and main diagnostic 
criteria of women with tubo-peritoneal infertility and success rate of in vitro fertilization procedure. We 
have examined 120 women with tubo-peritoneal infertility who were subjected to the microflare protocol of 
controlled ovarian hyperstimulation which was followed by embryo transfer. Concentration of IL-1α in blood 
serum was defined by ELISA method by means of test systems of the "Cytokine LLC" (St. Petersburg, Russian 
Federation). Polymorphic marker rs1800587 at 5`UTR region was analysed with PCR method followed by 
the sequencing. We have detected no particular features in distribution of polymorphic IL-1α gene variants in 
pregnant women. The T/T genotype seems to be a conditionally favorable predictor for pregnancy resulting 
from in vitro fertilization. It has been shown that the IL-1α content in blood serum of pregnant women was 
increased as compared to women who did not become pregnant. It was also shown that pregnant women with 
T/T genotype had higher serum IL-1α levels than women with other genotypes. During transvaginal puncture, 
we have detected that pregnant women with T/T genotype had more oocytes than women with C/C genotype. 
We have not found significant differences in 17-oxyprogesterone, estradiol, follicle-stimulating hormone, 
testosterone contents for groups of women with different IL-1α genotypes. As based on this study, the IL-1a 
involvement in the implantation become more evident. Further studies are required concerning influence of 
IL-1a on folliculogenesis, ovulation, implantation, decidualization and placenta formation.

Keywords: gene polymorphism, IL-1α, tubo-peritoneal infertility, in vitro fertilization
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остается малоизученным вопрос о роли поли-
морфизма генов наиболее значимых цитокинов 
в наступлении беременности. 

Одним из центральных медиаторов местных 
воспалительных реакций является провоспали-
тельный цитокин IL-1α, выступающий в роли 
мощного внутриклеточного регулятора экспрес-
сии генов [9]. Известно о существовании как ми-
нимум трех полиморфных участков гена IL-1α. 
Наименее изучен в настоящее время полимор-
физм в rs1800587 5`нетранслируемой области 
гена.

Поэтому вызывает интерес влияние полимор-
физма гена IL-1α и концентрация в сыворотке 
IL-1α на процесс наступления беременности 
у женщин с трубно-перитонеальной формой бес-
плодия.

Таким образом, изучение механизмов имму-
номодуляции и иммуногенетики при индуци-
рованной беременности у женщин с трубно-пе-
ритонеальным бесплодием, возможно, откроет 
новые перспективы для повышения эффектив-
ности циклов вспомогательных репродуктивных 
технологий, таких как ЭКО, и позволит прово-
дить персонализированный подход для включе-
ния женщин в данную процедуру.

Цель исследования – изучить ассоциацию по-
лиморфизма гена IL-1α (rs1800587 5`UTR обла-
сти гена) и основные диагностические критерии 
репродуктивного потенциала с эффективностью 
экстракорпорального оплодотворения у женщин 
с трубно-перитонеальной формой бесплодия. 

Материалы и методы
Было обследовано 120 женщин, проходящих 

процедуру ЭКО на базе ГБУЗ РМ «Мордовский 
республиканский клинический перинатальный 
центр» по поводу трубно-перитонеального бес-
плодия (ТПБ).

Диагноз «ТПБ» устанавливался на основа-
нии данных анамнеза, объективного осмотра, 
ультразвукового исследования (УЗИ) органов 
малого таза, диагностической лапароскопии, 
лабораторного исследования и спермограммы 
мужа/партнера (для исключения мужского фак-
тора). Всем пациенткам был проведен короткий 
протокол стимуляции суперовуляции, завер-
шившийся переносом эмбрионов. Первичным 
результатом считали наступление беременно-
сти по результатам УЗИ, проведенного через 14 
дней после получения положительного резуль-
тата β-хорионического гонадотропина человека 
(ХГЧ).

По результатам обследования все женщи-
ны были разделены на две группы – основную 
(n = 40) и группу сравнения (n = 80). В основную 
группу были включены женщины с наступив-

шей беременностью после проведенной про-
граммы ЭКО. Средний возраст составил 33,4±3,8 
года, длительность бесплодия – 5,6±3,3 года. 
47,5% женщин имели в прошлом беременности 
(внутри маточные беременности – 25%, искус-
ственные аборты – 17,5%, самопроизвольные 
аборты – 5%, роды – 20%). В группу сравнения 
были включены женщины с ненаступившей бе-
ременностью после проведенной программы 
ЭКО. Средний возраст составил 32,6±4,3 года, 
длительность бесплодия – 5,1±3,6 года. 40% жен-
щин имели в прошлом беременности (внутри-
маточные беременности – 25%, искусственные 
аборты – 18,75%, самопроизвольные аборты – 
17,5%, роды – 15%). Данные группы были сопо-
ставимы по возрасту и данным акушерско-гине-
кологического анамнеза (р > 0,05).

 Всем обследуемым женщинам было про-
ведено молекулярно-генетическое исследова-
ние, материалом для которого служили образцы 
ДНК, выделенные из лейкоцитов перифериче-
ской крови на автоматической станции для вы-
деления нуклеиновых кислот и белков QIAcube 
с использованием набора реагентов QIAamp 
DNA MiniKit (оборудование и реактивы про-
изводства QIAGEN, Германия). Забор крови 
проводили на 3-4 день менструального цикла. 
Полиморфный маркер rs1800587 в 5’UTR обла-
сти гена IL-1α исследовали методом ПЦР с по-
следующим секвенированием 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). Анализ нуклеотидных по-
следовательностей для исследуемых образцов 
выполняли с помощью программ Peak Trace, 
Sequence Scannerv.1.0, Chromas Lite 2.1.1, Vector 
NTI Advance 10. В качестве референтной ис-
пользовали нуклеотидную последовательность 
NG_012303.1. Обозначения полиморфной по-
зиции, установленной для исследованных об-
разцов, приведены согласно Базе данных NCBI 
dbSNP. Молекулярно-генетические исследова-
ния проведены на базе лаборатории постгеном-
ных молекулярно-генетических исследований 
ФГБУН «ИБХФ им. Н.М. Эмануэля РАН» (Мо-
сква, Россия). Также определяли концентрацию 
IL-1α в сыворотке крови методом иммунофер-
ментного анализа с помощью тест-систем фирмы 
ООО «Цитокин» (Санкт-Петербург, Россия). 

Гормональное исследование проводилось 
радиоиммунным и иммуноферментными мето-
дами с использованием стандартных наборов. 
Содержание в крови фолликулостимулирующего 
гормона (ФСГ), эстрадиола, тестостерона, 17-ок-
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сипрогестерона (17-ОПГ) определяли на 2-3 день 
менструального цикла. Ультразвуковое исследо-
вание проводилось перед началом стимуляции 
суперовуляции, в ходе ультразвукового монито-
ринга в цикле ЭКО и для диагностики предпола-
гаемой беременности.

Право на проведение обследования под-
тверждалось юридически подписанием паци-
енткой добровольного информированного со-
гласия. На проведение работы было получено 
разрешение локального этического комитета 
МГУ им. Н.П. Огарева.

Статистическую обработку результатов про-
водили с использованием стандартного паке-
та прикладных программ StatSoft Statistica 10.0. 
Технически корректными оказались данные 120 
исследований. Для оценки нормальности рас-
пределения количественных данных приме-
нялись: графические (частотная гистограмма) 
и расчетные (критерий Колмогорова–Смирнова, 
Шапиро–Уилка) методы. Полученные данные 
не подчинялись нормальному закону распре-
деления и представлены в виде медианы (Me) 
и квартилей (Q0,25-Q0,75). Качественные значения 
отражены в виде абсолютных величин (n) и про-
центных долей. Для анализа количественных 
признаков использовалась описательная стати-

стика с применением U-критерия Вилкоксона–
Манна–Уитни. Для оценки ассоциаций геноти-
пов с наступлением беременности использовался 
критерий χ2 Пирсона и отношение шансов (OR) 
с 95%-ным доверительным интервалом (CI). Зна-
чимость выявленных различий и взаимосвязей 
во всех видах анализа была принята при уровне 
значимости p < 0,05.

Результаты и обсуждение
При сравнительной характеристике основной 

группы женщин и женщин из группы сравне-
ния выявлено, что по содержанию эстрадиола, 
17- ОПГ, ФСГ и тестостерона группы не имели 
достоверных отличий (табл. 1).

В то же время отмечается достоверно более 
высокий сывороточный уровень IL-1α в группе 
женщин с наступившей беременностью по срав-
нению с группой женщин с ненаступившей бе-
ременностью (табл. 1). При сравнении количе-
ства ооцитов, полученных при трансвагинальной 
пункции, было выявлено, что у женщин с не-
эффективным ЭКО количество ооцитов было 
достоверно выше, чем у женщин из основной 
группы. Анализ показателей толщины эндоме-
трия выявил, что у женщин данной группы от-

ТАБЛИЦА 1. ИЗУЧАЕМЫЕ ЛАБОРАТОРНЫЕ ПОКАЗАТЕЛИ У ЖЕНЩИН С ТРУБНО-ПЕРИТОНЕАЛЬНОЙ ФОРМОЙ 
БЕСПЛОДИЯ, Me (Q0,25-Q0,75)
TABLE 1. STUDIED INDICATORS LABORATORY FINDINGS OF WOMEN WITH TUBO-PERITONEAL INFERTILITY, Me (Q0.25-Q0.75)

Показатель
Index

Основная группа
Main group

(n = 40)

Группа сравнения
Comparison group

(n = 80)

Достоверность 
различий
Statistical 

significance
Сывороточный уровень IL-1α, пг/мл
Serum level of IL-1α, pg/ml

26,6
(3,9; 40,2)

17,4
(4,2; 18,0) p = 0,038

Количество ооцитов, полученных 
при пункции, n
Oocytes obtained by TVP, n

8,6
(5,0; 10,0)

12,2
(5,0; 18,0) p = 0,036

Толщина эндометрия до стимуляции, мм
Thickness of endometrium before stimulation, 
mm

3,7
(2,2; 5,0)

4,6
(3,0; 5,1) p = 0,048

Толщина эндометрия после  
стимуляции, мм
Thickness of the endometrium after 
stimulation, mm

15,6
(14,9; 17,1)

8,9
(3,3; 9,5) p = 0,021

Эстрадиол, пг/мл
Estradiol, pg/ml

40,5
(26,0; 54,4)

43,3
(22,9; 56,2) p = 0,556

17-ОПГ, нмоль/л
17-OPG, nmol/l

2,0
(0,8; 2,5)

2,8
(1,4; 3,8) p = 0,685

ФСГ, мМЕ/мл
FSH, mME/ml

8,8
(7,4; 9,8)

8,1
(7,1; 9,0) p = 0,170

Тестостерон, нмоль/л
Testosterone, nmol/l

1,9
(0,52; 3,0)

1,8
(1,0; 2,2) p = 0,684



421

Полиморфизм гена IL-1α и эффективность ЭКО
IL-1α gene polymorphism and IVF efficiency2018, Vol. 20,  3

2018, Т. 20, № 3

мечается более выраженная толщина эндометрия 
по сравнению с женщинами с успешным ЭКО 
(табл. 1). Однако следует отметить, что у женщин 
с наступившей беременностью эндометрий луч-
ше отвечал на стимуляцию и составил 16,6 (15,4-
17,1) мм в сравнении с группой сравнения – 8,9 
(8,3-9,5) мм (р = 0,0025). По данным последних 
исследований, при толщине эндометрия выше 
15 мм прогнозируется наиболее благоприятный 
исход наступления и вынашивания беременно-
сти при процедуре ЭКО [11]. 

Учитывая немногочисленные данные по изу-
чению полиморфизма гена IL-1α у женщин 
с ТПБ, был проведен анализ распределения ге-
нотипов данного гена у обследуемых женщин.

При генотипировании однонуклеотидного 
полиморфизма rs1800587 в 5’UTR области гена 
IL-1α в группе женщин c эффективным ЭКО 
было установлено, что, несмотря на более высо-
кий процент носительства генотипа Т/Т – 45%, 
не было выявлено достоверных отличий по носи-
тельству монозиготных и гетерозиготных вари-
антов (р > 0,05) (табл. 2). У женщин с неэффек-
тивным ЭКО выявлено, что количество женщин 
с носительством генотипа Т/Т (оцениваемый 
как «благоприятный» по отношению к наступле-
нию беременности) достоверно встречалось реже 
по сравнению с женщинами, носителями геноти-
пов С/Т и С/С (табл. 2).

При сравнительном анализе носительства ге-
нотипов гена IL-1α у женщин с эффективным 
и неэффективным ЭКО выявлено, что у жен-
щин с наступившей беременностью генотип 
Т/Т встречался достоверно чаще по сравнению 
с женщинами с ненаступившей беременностью 
(табл. 2). В группе женщин с наступившей бе-
ременностью генотип Т/Т имеет OR = 4,8 с 95% 
ДИ = [1,7-13,3] p = 0,0016, что определяет дан-
ный генотип как условно прогностический бла-

гоприятный фактор для наступления беременно-
сти (табл. 2).

С учетом имеющихся данных [1] о связи ге-
нотипа Т/Т гена IL-1α с повышенным уровнем 
продукции IL-1α, был проведен анализ оценки 
сывороточного уровня IL-1α у женщин с трубно-
перитонеальной формой бесплодия.

У женщин с наступившей беременностью 
на фоне процедуры ЭКО с генотипом Т/Т уро-
вень IL-1α в периферической крови был до-
стоверно выше, чем у пациенток с генотипами 
С/С и С/Т. А у женщин с носительством гено-
типа С/С в данной группе уровень IL-1α в пе-
риферической крови был достоверно ниже, 
чем у женщин с носительством генотипа С/Т 
и Т/Т (табл. 3). Аналогичные данные получены 
и у женщин с ненаступившей беременностью, 
что подтверждает данные авторов об ассоциации 
генотипа Т/Т с повышенным уровнем продукции 
IL-1α [1].

Важную роль в наступлении беременности при 
проведении вспомогательных репродуктивных 
технологий играет количество ооцитов, полу-
ченных при помощи трансвагинальной пункции. 
Есть свидетельства того, что IL-1α играет важную 
роль в физиологии яичников [10]. При анализе 
количества ооцитов в зависимости от генотипов 
IL-1α внутри группы женщин с наступившей бе-
ременностью выявлено, что у женщин с геноти-
пом Т/Т получено достоверно больше ооцитов, 
чем у женщин с генотипом С/С (табл. 3). Данное 
обстоятельство может быть связано с влияни-
ем IL-1α на синтез проапоптических белков Bax 
и PARP в зернистых клетках и ооцитах [12]. 

При изучении толщины эндометрия (2 д.м.ц.) 
в зависимости от распределения носительства ге-
нотипов гена IL-1α не выявлено достоверных от-
личий у женщин обеих групп (табл. 3). 

ТАБЛИЦА 2. РЕЗУЛЬТАТЫ РАСПРЕДЕЛЕНИЯ ЧАСТОТ ГЕНОТИПОВ ПОЛИМОРФНОГО МАРКЕРА ГЕНА IL-1α 
У ОБСЛЕДУЕМЫХ ЖЕНЩИН
TABLE 2. DISTRIBUTION OF FREQUENCIES OF IL-1α GENE POLYMORPHIC MARKER IN WOMEN PARTICIPATING AT THE 
STUDY 

Генотип
Genotype 

Основная группа
Main group

(n = 40)

Группа сравнения
Comparison group

(n = 80)
χ2/p OR (95% CI)

%

Достоверность 
различий
Statistical 

significance 

%

Достоверность 
различий
Statistical 

significance
Т/Т, (1) 45 р1-2 = 0,0608

р2-3 = 0,6166
р1-3 = 0,1659 

15 р1-2 = 0,0004
р2-3 = 0,5225
р1-3 = 0,0001 

12,814/0,0016       4,8 (1,733-13,294)

С/Т, (2) 25 40 9,645/0,0019 0,208 (0,075-0,577)

С/С, (3) 30 45 9,555/0,0019 0,222 (0,083-0,592)
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ТАБЛИЦА 3. СРАВНИТЕЛЬНЫЙ АНАЛИЗ ИЗУЧАЕМЫХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ КРОВИ ОБСЛЕДУЕМЫХ ЖЕНЩИН 
В ЗАВИСИМОСТИ ОТ РАСПРЕДЕЛЕНИЯ ЧАСТОТ ГЕНА IL-1α

TABLE 3. COMPARATIVE ANALYSIS OF STUDIED INNDICATORS OF BLOOD FROM WOMEN DEPENDENT OF ALLELIC 
FREQUENCIES OF IL-1α GENE

Показатель
Index

Обследованные лица
Subjects under study

Достоверность 
различий, p

Statistical 
significance, р

Основная группа
Main group

(n = 40)

Группа сравнения
Comparison group

(n = 80)

Генотип IL-1α
Genotype IL-1α Т/Т (1) С/Т (2) С/С (3) Т/Т (4) С/Т (5) С/С (6)

Сывороточный уро-
вень IL-1α, пг/мл
Serum level of IL-1α, 
pg/ml

47,6
(31-62,2)

14,4
(2,8-25)

5,2
(2-8)

59,7
(36-82,7)

14,8
(7,8-18)

5,7
(2,8-8) p1-4 = 0,1326,

р2-5 = 0,8593, 
р3-6 = 0,5673р1-2 = 0,0001, р1-3 = 0,0001, 

р2-3 = 0,0113
р4-5 = 0,0001, р5-6 = 0,0001, 

р4-6 = 0,0001

Количество ооцитов 
при пункции, n
Number of oocytes by 
TVP, n

9,9
(8-13)

10,1
(5,5-13)

5,2
(3-6)

8,5
(6-11)

13,8
(6,8-18)

11,1
(5-12)

p1-4 = 0,6734,
р2-5 = 0,2323,

р1-2 = 0,9343, р1-3 = 0,0031, 
р2-3 = 0,0508

р4-5 = 0,3595, р5-6 = 0,3242, 
р4-6 = 0,7061 р3-6 = 0,0361

Толщина эндоме-
трия, мм
Thickness of the 
endometrium, mm

3,6
(2,5-4)

4,2
(3,2-5,0)

3,7
(2,0-5,0)

4,5
(3,0-5,15)

4,1
(3,0-5,0)

4,8
(3,0-6,0)

p1-4 = 0,1524,
р2-5 = 0,6579,

р1-2 = 0,3216, р1-3 = 0,7672, 
р2-3 = 0,5829

р4-5 = 0,5757, р5-6 = 0,2627, 
р4-6 = 0,7454 р3-6 = 0,2967

17-ОПГ, нмоль/л
17-OPG, nmol/l

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

1,9
(0,8-4,0)

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

3,1
(2,4-3,8)

3,0
(1,4-4,6)

2,6
(1,8-3,3)

p1-4 = 0,0981,
р2-5 = 0,1932,

р1-2 = 0,9361, р1-3 = 0,8254, 
р2-3 = 0,8427

р4-5 = 0,9037, р5-6 = 0,5079, 
р4-6 = 0,5979 р3-6 = 0,1736

Эстрадиол, пг/мл
Estradiol, pg/ml

43,2  
(26-55)

37,0
(24-54,4)

39,3
(32-46,2)

40,3
(19,4-52)

37,5
(19-53,9)

48,1
(32,6-61)

p1-4 = 0,3733,
р2-5 = 0,8521,

р1-2 = 0,5231, р1-3 = 0,6142, 
р2-3 = 0,7899

р4-5 = 0,8082, р5-6 = 0,4286, 
р4-6 = 0,1339 р3-6 = 0,2134

ФСГ, мМЕ/мл
FSH, mME/ml

8,7
(6,6-8,9)

8,3
(7,4-11,5)

9,5
(7,7-9,8)

43,2
(26-55)

43,2
(26-55)

43,2
(26-55)

p1-4 = 0,1524,
р2-5 = 0,6421,

р1-2 = 0,8078, р1-3 = 0,5247, 
р2-3 = 0,4204

р4-5 = 0,3738, р5-6 = 0,0546, 
р4-6 = 0,3075 р3-6 = 0,0189

Тестостерон,  
нмоль/мл
Testosterone, nmol/l

1,8
(0,9-3,1)

1,9
(0,2-3,5)

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

2,1
(1,6-2,4)

1,9
(0,9-2,6)

1,6
(0,9-2,1)

p1-4 = 0,4404,
р2-5 = 0,5612,

р1-2 = 0,9602, р1-3 = 0,5921, 
р2-3 = 0,8131

р4-5 = 0,7438, р5-6 = 0,2473, 
р4-6 = 0,3514 р3-6 = 0,3157

Для наступления беременности также необ-
ходима достаточная рецептивность эндометрия, 
определяющая успешную имплантацию бласто-
цисты, которая зависит от циклических измене-
ний гормонов, локальных аутокринных и пара-
кринных факторов.

Синтезируемые иммунокомпетентными клет-
ками, ростовые факторы и цитокины вовлечены 

в рост и развитие фолликула, стимулируют про-
лиферацию и ингибируют апоптоз клеток гра-
нулезы, принимают участие в продукции стеро-
идных гормонов яичника. Согласно данным Das 
и соавт., эстрогены и прогестерон являются нега-
тивными регуляторами продукции IL- 1α и IL-6. 
Благоприятный исход беременности коррелирует 
с присутствием на иммунокомпетентных клетках 
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рецепторов прогестерона, в то время как IL-1α 
повышает количество рецепторов к стероидам, 
что показали исследования Szekeres-Bartho J. 
и соавт. 

При анализе гормонального статуса у жен-
щин с трубно-перитонеальной формой бес-
плодия было выявлено, что содержание в крови 
эстрогена, ФСГ, тестостерона, 17-ОПГ досто-
верно не различалось в группах в зависимости 
от распределения полиморфных вариантов гена 
IL- 1α (табл. 3). 

Заключение
Таким образом, в данной работе представле-

ны результаты по распределению полиморфизма 
гена IL-1α у женщин с ТПБ с учетом эффектив-
ности процедуры ЭКО. Наибольшее количество 
женщин с ТПБ с благоприятным исходом про-
цедуры ЭКО являлись носителями генотипа 
Т/Т, в то время как у женщин с ненаступившей 
беременностью данный генотип встречался до-

стоверно реже. Носительство генотипа Т/Т мо-
жет выступать как условно прогностический 
благоприятный фактор для наступления бере-
менности при процедуре ЭКО. Также выявлено, 
что у женщин с носительством генотипа Т/Т сы-
вороточный уровень IL-1α был выше у женщин 
с неблагоприятным исходом ЭКО по сравнению 
с женщинами-носителями генотипа Т/Т с поло-
жительным ответом на ЭКО, но данные различия 
не достигают критерия достоверности.

Полученные данные обосновывают актуаль-
ность дальнейшего изучения генетических осо-
бенностей IL-1α у женщин с бесплодием, участ-
вующих в программе ЭКО.
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АССОЦИАЦИЯ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ ВРОЖДЕННОГО 
ИММУНИТЕТА TLR2, TLR4, TLR9 С ТЕЧЕНИЕМ ОСТРОЙ 
РЕСПИРАТОРНОЙ ИНФЕКЦИИ, ВЫЗВАННОЙ KLEBSIELLA 
PNEUMONIAE IN VIVO
Буданова Е.В.1, Свитич О.А.1, 2, Шуленина Е.А.1, 2, Зверев В.В.1, 2 
1 ФГАОУ ВО Первый МГМУ им. И.М. Сеченова Минздрава России (Сеченовский Университет), Москва, 
Россия 
2 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт вакцин и сывороток имени И.И. Мечникова», Москва, 
Россия

Резюме. Целью данной работы являлось изучение особенности экспрессии генов TLR2, TLR4, 
TLR9 в течении острой респираторной инфекции в зависимости от времени, прошедшего с момента 
инфицирования, и дозы заражения. Результаты исследований острой респираторной инфекции, вы-
званной грамотрицательной бактерией Klebsiella pneumoniae, на модели in vivo показали, что при дозе 
заражения 104 КОЕ/мл уровень экспрессии гена TLR4 в эпителии верхних дыхательных путей на 1-е, 
3-и, 10-е сутки возрастал в 30 и более раз, при этом полная элиминация возбудителя наблюдалась уже 
на 3-и сутки. При дозе заражения 107 КОЕ/мл отмечалась персистенция возбудителя в верхних ды-
хательных путях в течение нескольких суток, что сопровождалось достоверным повышением уровня 
экспрессии гена TLR9 в эпителии верхних дыхательных путей и уровня TLR4 в легких на 1-е сутки 
после заражения одновременно с элиминацией возбудителя из нижних дыхательных путей. Таким об-
разом, характерные особенности экспрессии генов TLR4 и TLR9 в верхних дыхательных путях могут 
рассматриваться как потенциальные диагностические и прогностические факторы в оценке течения 
ОРИ, вызванной Klebsiella pneumoniae.
Ключевые слова: врожденный иммунитет, TLR, пневмония, Klebsiella pneumoniae

ASSOCIATION OF TLR2, TLR4, TLR9 GENE EXPRESSION 
RELATED TO INNATE IMMUNITY WITH IN VIVO ACUTE 
RESPIRATORY INFECTIONS CAUSED BY KLEBSIELLA 
PNEUMONIAE
Budanova E.V.a, Svitich O.A.a, b, Shulenina E.A.a, b, Zverev V.V.a, b

a Federal State Autonomous Educational Institution of Higher Education I.M. Sechenov First Moscow State Medical 
University of the Ministry of Health of the Russian Federation (Sechenov University)  
b I.I. Mechnikov Research Institute of Vaccines and Sera, Moscow, Russian Federation

Abstract. The aim of this work was to study features of gene expression TLR2, TLR4, and TLR9 in the 
course of acute respiratory infection, depending on the time elapsing since the contamination, and dose of 
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infection. The studies of in vivo models of acute respiratory infections caused by Gram-negative Klebsiella 
pneumoniae showed that, at infection dose of 104 CFU/ml, the TLR4 gene expression levels in epithelium 
of upper respiratory tract at 1, 3, 10 days were increased 30 times and more, complete elimination of the 
pathogen was observed at 3 days. At the dose of infection of 107 CFU/ml, persistence of the pathogen in upper 
respiratory tract was observed within a few days, accompanied by a significant increase in the level of TLR9 
expression in epithelium of upper respiratory tract, and TLR4 levels in the lungs 1 day after infection, in parallel 
to elimination of the pathogen from the lower respiratory tract. Thus, the characteristic features of TLR4 and 
TLR9 gene expression in the upper respiratory tract may be considered a potential diagnostic and prognostic 
factors in evaluation of the course of acute respiratory infections caused by Klebsiella pneumoniae.

Keywords: innate immunity, toll-like receptors (TLR), pneumoniae, Klebsiella pneumoniae

Введение
В настоящее время острые респираторные ин-

фекции (ОРИ) занимают одно из ведущих мест 
в структуре заболеваемости во всем мире. Основ-
ными трудностями для диагностики ОРИ на ран-
них стадиях являются наличие латентного перио-
да в их развитии и неспецифические проявления 
этих заболеваний. Снизить частоту осложнений 
и повысить эффективность проводимой терапии 
может ранняя диагностика, основанная на выяв-
лении характерных изменений в состоянии им-
мунной системы на молекулярном уровне, что 
позволит предпринять меры по профилактике 
и лечению респираторных инфекций еще до на-
чала клинических проявлений [1]. 

Среди бактерий-возбудителей респиратор-
ных инфекций в условиях стационара Klebsiella 
pneumoniae является одной из наиболее распро-
страненных. За последние десять лет в разных 
странах, в том числе в России, были установ-
лены случаи массового заражения штаммами 
K. pneumoniae, обладающими множественной 
антибиотикорезистентностью [2, 7, 10].

Известно, что реснитчатый эпителий, вы-
стилающий дыхательные пути, служит барьером 
на пути проникновения различных микроорга-
низмов, включая K. pneumoniae, в организм. Бла-
годаря наличию большого числа рецепторов, спо-
собных узнавать патогенные микроорганизмы 
и запускать иммунные реакции, эпителиальные 
клетки выполняют функцию иммунной защиты. 
В частности, Toll-подобные рецепторы (TLRs), 
которые являются одним из ключевых факторов 
врожденного иммунитета, широко представле-
ны на эпителиальных клетках верхних и нижних 
дыхательных путей. Их роль в защите организма 
от возбудителей респираторных инфекций уже 
неоднократно была продемонстрирована в рабо-
тах отечественных и зарубежных авторов [4, 8].

Целью данной работы являлось определение 
динамики экспрессии генов TLR2, TLR4 и TLR9 
в эпителиальных клетках слизистой оболоч-
ки верхних дыхательных путей и ткани легких 
при экспериментальной инфекции, вызванной 

K. pneumoniae, при инфицировании средней 
и высокой дозами этих бактерий in vivo.

Материалы и методы
В экспериментах были использованы мыши 

двух линий: BALB/c и C57Bl/6 (питомник «Ан-
дреевка» ФГБУН «НЦБМТ» ФМБА России, 
Москва); для работы с животными было полу-
чено разрешение этического комитета. Для за-
ражения использовали штамм К-6 ATCC 700603 
K. pneumoniae (ФБУН МНИИЭМ им. Г.Н. Габри-
чевского).

Эксперимент in vivo проводили путем интра-
назального заражения животных суспензией 
бактерий K. pneumoniae в объеме 50 мкл. Первая 
группа лабораторных животных (n = 12) полу-
чала среднюю дозу K. pneumoniae (104 КОЕ/мл), 
вторая группа (n = 30) – высокую дозу зараже-
ния (107 КОЕ/мл). Контрольной группе 1 (n = 15) 
интраназально вводили стерильный физиологи-
ческий раствор натрия хлорида. Контрольную 
группу 2 (n = 16) составили интактные мыши. 
На 1-е, 3-и, 7-е и 10-е сутки после заражения про-
водился сбор материала из верхних дыхательных 
путей (ВДП) и легких. Полученный материал ис-
следовали бактериологическим методом с целью 
обнаружения в образцах тест-штаммов бактерий 
и оценки эффективности введенной дозы возбу-
дителя. Для посева использовали дифференци-
ально-диагностическую плотную питательную 
среду МакКонки (Pronadisa, Испания), обладаю-
щую также селективными свойствами: клебсиел-
лы образуют на этой среде темно-розовые круп-
ные мукоидные колонии.

Кроме того, материал, полученный из ВДП 
и легких, был использован для детекции и ко-
личественного определения копий генов TLR2, 
TLR4 и TLR9. Для оценки экспрессии генов 
TLRs применялся метод полимеразной цепной 
реакции в режиме реального времени (ПЦР-РВ). 
Из ткани легких и соскобов верхних дыхательных 
мышей выделяли общую РНК методом аффин-
ной сорбции на частицах силикагеля, используя 
набор для выделения РНК «АмплиПРАЙМРибо-
сорб» (ИнтерЛабСервис, РФ) по инструкции 
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производителя. Реакцию обратной транскрип-
ции проводили с использованием «Набора 
для проведения реакции обратной транскрип-
ции» (Синтол, Россия) для синтеза первой цепи 
ДНК на матрице РНК интересующего гена 
для последующего определения числа копий 
с помощью ПЦР-РВ [5, 6]. Реакцию проводи-
ли с применением «Набора реагентов для про-
ведения ПЦР-РВ в присутствии SYBRGreenI» 
и праймеров, синтезированных на фирме «Син-
тол», Россия. Количество копий кДНК исследу-
емых генов рассчитывалось относительно акти-
на. Реакцию проводили в амплификаторе ДТ-96 
(«ДНК-Технология», Россия). Подсчет копий 
кДНК исследуемого гена проводили относитель-
но 1000 копий гена β-актина. Статистическая 
обработка проводилась с использованием про-
граммы Statsoft Statistica v. 6.0. Достоверность 
полученных результатов оценивалась с помощью 
непараметрического критерия Манна–Уитни [3]. 

Результаты
На первом этапе исследования проводили 

контрольные высевы образцов из ВДП и легких 
на 1-е, 3-и, 7-е и 10-е сутки после заражения 
для обнаружения K. pneumoniae и оценки дина-
мики накопления или элиминации возбудителя 
в этих биотопах. По результатам бактериоло-
гического исследования было установлено, что 
у мышей из группы, зараженной 104 КОЕ/мл 
K. pneumoniae, тест-штамм не высевался из обоих 
образцов ни в один из контрольных дней. В груп-
пе с дозой заражения 107 КОЕ/мл в материале 
из ВДП возбудитель обнаруживался на 1-е и 3-и 
сутки у мышей линии BALB/c (25%), у мышей 
линии C57Bl/6 – на протяжении всего экспе-
римента (25%). В легких мышей линии BALB/c 
этой группы возбудитель обнаруживался только 
на 1-е сутки (25%) (рис. 1).

Далее проводилось определение динамики 
экспрессии генов TLR2, TLR4, TLR9 в материале 
ВДП и легких у мышей обеих линий. Показатели 
экспрессии гена TLR2 в эпителии ВДП у мышей, 
получивших как среднюю, так и высокую дозу за-
ражения, статистически значимо не отличались 
от показателей контрольных групп (рис. 2А, Б).

Согласно результатам наших исследований, 
уровень экспрессии гена TLR4 в эпителии ВДП 
в группе мышей линии BALB/c с дозой зараже-
ния 104 КОЕ/мл был достоверно повышен (бо-
лее чем в 30 раз) на 3-и и 10-е сутки после зара-
жения относительно аналогичных показателей 
в контрольных группах. Уровень экспрессии гена 
TLR4 в легочной ткани у группы инфицирован-
ных мышей со средней дозой заражения и здо-
ровых мышей не различался. Экспрессия гена 
TLR4 в материале ВДП у животных обеих линий 

при введении большой дозы K. pneumoniae была 
увеличена в 3 раза на 3-10-е сутки, однако эти 
данные статистически недостоверны (рис. 2В, Г). 
Вместе с тем, у мышей линии BALB/c из той же 
группы в ткани легких отмечалось достоверное 
повышение уровня экспрессии гена TLR4 на 3-и 
сутки после инфицирования.

Уровень экспрессии гена TLR9 в эпите-
лии ВДП у мышей линии BALB/c, получивших 
среднюю дозу заражения 104 КОЕ/мл, не отли-
чался от показателей контрольных групп. Тог-
да, как у животных с высокой дозой заражения 
(107 КОЕ/ мл) в материале из ВДП было выявлено 
достоверное повышение уровня экспрессии гена 
TLR9 на 3-и и 7-е сутки: в 1,8 и 3,3 раза для линий 
BALB/c и C57Bl/6 соответственно (рис. 2Д, Е).

Обсуждение
Toll-подобные рецепторы (TLRs) являются 

ключевыми факторами врожденного иммунитета 
в отношении вирусов и бактерий, что объясняет 
повышенный интерес к изучению их экспрессии 
на протяжении инфекционного процесса. Ис-
следование динамики экспрессии генов TLRs 
в эпителии ВДП может служить инструментом 
для разработки диагностических критериев, от-
ражающих эффективность местного мукозально-
го иммунитета дыхательных путей против инфек-
ции, вызванной K. pneumoniae. 

В данном исследовании экспрессия генов 
TLRs изучалась на модели респираторной ин-

Рисунок 1 Динамика персистенции K. pneumoniae 
в верхних дыхательных путях инфицированных мышей 
линий BALB/c и C57Bl/6
Примечание. По оси абсцисс – время (сутки), по оси ординат – 
проценты.
Figure 1. Dynamics of K. pneumoniae persistence in the upper 
respiratory tract of infected BALB/c and C57Bl/6mice
Note. The abscissa shows time (days), Y-axis shows the percentage.
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Рисунок 2. Динамика экспрессии генов TLR2 (А, Б), TLR4 (В, Г), TLR9 (Д, Е) эпителиальными клетками ВДП мышей 
линий BALB/c и C57Bl/6
Примечание. По оси абсцисс – время (сутки), по оси ординат – ОЕ (относительные единицы – число копий исследуемого гена 
относительно экспрессии гена актина).
Figure 2. Dynamics of TLR2 (A, B), TLR4 (C, D), TLR9 (E, F) gene expression in epithelial cells of the upper respiratory tract of 
BALB/c and C57Bl/6 mice 
Note. X-axis, time post-infection (days), Y-axis, OE (relative units: number of copies of the analyzed gene relative to gene expression of actin).
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фекции, вызванной грамотрицательными бак-
териями вида K. pneumoniae. Представленная 
работа, на наш взгляд, представляет большой 
интерес с научной и клинической точки зрения. 
Так, нами было установлено, что невысокая доза 
заражения, равная 104 КОЕ/мл, является недо-
статочной для персистенции возбудителя в ВДП 
и его распространения по респираторному тракту 
в легкие. Экспериментальная инфекция у мышей 
протекала субклинически, без признаков вос-
паления. Однако стоит отметить, что, несмотря 
на отсутствие внешних признаков заболевания, 
уровень экспрессии генов TLR4 повышался мно-
гократно уже на первые сутки после заражения, 
и эти высокие показатели сохранялись на протя-
жении всего периода проведения эксперимента. 
Это позволяет предположить, что мощная ак-
тивация TLR4 в ранние сроки после заражения 
и сохраняющийся повышенный уровень в тече-
ние нескольких суток (до десяти) способствуют 
сдерживанию возбудителя во «входных воро-
тах» инфекции и его эффективной элиминации 
в кратчайшие сроки.

Нами также было установлено, что ин-
фекция, вызванная высокой дозой заражения 
(107 КОЕ/ мл), приводила к кратковременной 
персистенции возбудителя в ВДП (до несколь-
ких суток) и легких (одни сутки). Несмотря на то, 
что экспрессия генов TLR4 в ВДП в этой группе 
повышалась статистически недостоверно, у жи-
вотных было отмечено достоверное увеличение 
уровня экспрессии генов TLR9, причем у мышей 
линии BALB/c оно по времени совпадало с пол-
ной элиминацией возбудителя из ВДП. 

Стоит отметить, что, благодаря высо-
кой чувствительности мышей линии BALB/c 
к K. pneumoniae, эту линию следует считать опти-
мальной моделью для экспериментальной ОРИ, 
индуцированной K. pneumoniae. Вместе с тем, 
неспособность K. pneumoniae проникать из ВДП 
в легкие мышей линии C57Bl/6 представляет 
большой интерес для дальнейших исследований 
ОРИ в опытах in vivo, поскольку этот феномен 
может свидетельствовать о полиморфизме генов 
рецепторов врожденного иммунитета.
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Резюме. Целью исследования явилось сравнительное изучение влияния хелперных (Th-клетки) 
и регуляторных Т-клеток (Treg) на фенотипический состав В-лимфоцитов крови и ткани щитовид-
ной железы при болезни Грейвса (БГ). Обследовано 43 женщины с болезнью Грейвса. Диагноз БГ 
основывался на клинико-лабораторных признаках заболевания: жалобах, клинической картине ти-
реотоксикоза при объективном осмотре, характерных сонографических изменениях ЩЖ, а также 
повышенном титре антител к рецептору тиреотропного гормона в сыворотке крови и соответству-
ющих изменениях тиреоидного статуса. В качестве контроля обследовано 67 практически здоровых 
женщин. Исследование фенотипа Th-клеток, Treg и В-лимфоцитов крови и ткани щитовидной же-
лезы проводили методом проточной цитометрии с использованием прямой иммунофлуоресценции, 
соответственно, цельной периферической крови и лимфоцитов, выделенных из ткани щитовидной 
железы. При исследовании влияния хелперных и регуляторных Т-клеток на фенотипический состав 
В-лимфоцитов обнаружено, что при БГ в крови снижено количество Treg. В ткани щитовидной же-
лезы относительное количество Treg у больных БГ соответствует их уровню в крови. Изменений со-
держания Т-хелперов в крови, экспрессирующих и не экспрессирующих CD25-рецептор, по сравне-
нию с контрольными значениями не обнаружено. У больных БГ в периферической крови повышено 
содержание В1-клеток. В ткани щитовидной железы процентное количество данной субпопуляции 
В-лимфоцитов снижено относительно уровня, выявленного в крови, но при повышении содержания 
В-клеток памяти. Количество активированных В-лимфоцитов (по CD23-маркеру) в крови у боль-
ных БГ снижено относительно контрольных значений. В ткани щитовидной железы обнаружено еще 
более выраженное снижение относительного количества активированных В-клеток по сравнению 
с уровнем, выявленным у больных аутоиммунным заболеванием в крови. С помощью корреляци-
онного анализа установлено, что если у лиц контрольной группы повышение содержания активиро-
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ванных В-лимфоцитов в крови сопровождается сонаправленной реакцией со стороны Treg (обычный 
иммунорегуляторный процесс), то при БГ подобный механизм нарушается. В крови у обследован-
ных больных количество Treg и активированных Т-хелперов положительно взаимосвязано с общими 
В-лимфоцитами, В2-клетками и наивными В-лимфоцитами, тогда как в ткани щитовидной железы 
Treg полностью исключены из системы взаимосвязей с активированными В-лимфоцитами. Предпо-
лагается, что у больных БГ наблюдается не только снижение содержания Treg в крови, но и наруше-
ние их функциональной активности.

Ключевые слова: Т-регуляторные клетки, Т-хелперы, В-лимфоциты, субпопуляция, кровь, ткань щитовидной железы, 
болезнь Грейвса
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Abstract. The aim of this work was a comparative study of the helper- (Th cells) and regulatory T cells 
(Treg) effects upon the phenotypic composition of B lymphocytes in blood and thyroid tissue in Graves’ disease 
(GD). 43 women with GD were examined. The diagnosis of GD was based on clinical and laboratory signs 
of the disease: complaints, clinical picture of the thyrotoxicosis with objective examination, characteristic 
sonographic changes in thyroid gland, as well as elevated titers of antibodies to thyroid-stimulating hormone 
receptor in blood serum, and corresponding changes in thyroid status. 67 practically healthy women were 
examined as a control. The studies of Th cells, Treg and B lymphocytes phenotypes in blood and thyroid 
tissue were carried out by flow cytometry using direct immunofluorescence, respectively, in whole peripheral 
blood and lymphocytes isolated from thyroid tissue. The relative amounts of Tregs in thyroid gland from the 
patients with GD corresponds to their level in the blood. We did not find any changes in the content of blood T 
helpers expressing vs. non-expressing CD25 receptors, as compared to the control values. In patients with GD, 
an increased B1 cells content was revealed in peripheral blood. The percentage of this B cell subpopulation 
in thyroid tissue is reduced when compared to the levels found in blood, but with increased memory B cells 
contents. The number of activated B lymphocytes (by CD23 marker) in blood of patients with GD is reduced 
when compared to control values. It was found that, in thyroid tissue, there is an even more pronounced 
decrease in the relative amount of activated B cells compared to the levels detected in blood from these patients. 
By means of correlation analysis, it was found that increase in activated B lymphocytes in blood from controls is 
accompanied by a co-directional reaction from Treg (the usual immunoregulatory process). In Graves’ disease, 
such a relationship was not found. The amounts of Treg and activated T helper cells in blood of the patients 
did positively correlate with common B lymphocytes, B2 cells and na ve B lymphocytes. Meanwhile, Treg’s 
in thyroid tissue, were completely excluded from the system of interactions with activated B lymphocytes. It is 
assumed that a decrease in Treg’s content in peripheral blood, along with altered functional activity is observed 
in patients with GD. 

Keywords: T regulatory cells, T helpers, B lymphocytes, subpopulation, blood, thyroid tissue, Graves’ disease

Введение
Болезнь Грейвса (БГ) представляет собой ор-

ганоспецифическое аутоиммунное заболевание 
щитовидной железы (ЩЖ), характеризующее-

ся развитием диффузного гиперпластического 
зоба и обусловленное стимуляцией рецепторов 
к тиреотропному гормону (ТТГ) тиреостимули-
рующими антителами [3, 13]. Иммунопатогенез 
БГ определяется выработкой В-лимфоцитами 
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тиреоидстимулирующих аутоантител, действу-
ющих подобно ТТГ и вызывающих гиперфунк-
цию и пролиферацию тиреоцитов. Между тем, 
эффективность традиционной консервативной 
терапии БГ в настоящее время определяется вос-
становлением функции ЩЖ (за счет тиреостати-
ческой терапии), а не подавлением интенсивно-
сти аутоиммунного процесса. В то же время даже 
при успешном восстановлении концентрации 
тиреоидных гормонов в крови, у больных БГ не-
редко наблюдаются рецидивы заболевания, лече-
ние которых осуществляется же хирургическими 
или радиотерапевтическими методами [1, 13]. 
Следовательно, для разработки специфической 
(таргетной) терапии, направленной на подавле-
ние аутоиммунного процесса при БГ, необходимо 
охарактеризовать внутрисистемные механизмы 
регуляции функции В-лимфоцитов.

Функциональная активность В-лимфоцитов 
в значительной степени регулируется Т-клетками. 
Классическим определением механизмов дан-
ной регуляции является участие Т-хелперов 2-го 
типа в активации В-лимфоцитов и стимуляции 
выработки ими иммуноглобулинов различных 
классов. Установлено, что при БГ наблюдается 
патогенетически значимый дисбаланс Th1- / Th2-
лимфоцитов [5]. Доказано, что Th22-клетки, 
экспрессирующие и секретирующие интерлей-
кин-22, принимают участие в иммунопатогенезе 
различных аутоиммунных заболеваний щитовид-
ной железы, включая БГ [11, 14]. 

Одним из основных внутрисистемных меха-
низмов предотвращения и ингибирования ауто-
иммунных процессов является супрессия функ-
циональной активности эффекторных клеток 
и Т-хелперов. В связи с этим при исследовании 
иммунопатогенеза БГ активно обсуждается роль 
регуляторных Т-клеток (Treg). Обнаружено, что 
при БГ количество Treg в крови снижается [10, 
15]. При проведении тиреостатической терапии 
и нормализации концентрации тиреоидных гор-
монов количество Treg в периферической крови 
больных повышается [6, 7]. Однако механизмы 
Т-хелперной и регуляторной регуляции функ-
циональной активности В-лимфоцитов при БГ 
раскрыты до сих пор не полностью. В связи с тем 
что в основе БГ лежит органоспецифический 
аутоиммунный процесс, механизмы регуляции 
В-лимфоцитов должны быть охарактеризованы 
в сравнительном аспекте – в крови и ткани ЩЖ.

Таким образом, целью данного исследования 
явилось сравнительное изучение влияния хел-
перных и регуляторных Т-клеток на фенотипи-
ческий состав В-лимфоцитов крови и ткани ЩЖ 
при БГ.

Материалы и методы
В исследование было включено 43 женщи-

ны с БГ в возрасте от 25 до 76 лет, средний воз-

раст 39,95±14,38, из них 13 (30,23%) с впервые 
верифицированным диагнозом и 30 (69,76%) 
с рецидивом заболевания. Диагноз БГ осно-
вывался на клинико-лабораторных признаках 
заболевания: жалобах, клинической картине 
тиреотоксикоза при объективном осмотре, ха-
рактерных сонографических изменениях ЩЖ, 
а также повышенном титре антител к рецептору 
тиреотропного гормона в сыворотке крови и со-
ответствующих изменениях тиреоидного стату-
са. Определение гормонов в крови проводилось 
в гормональной лаборатории эндокринологиче-
ского центра Красноярской краевой клиниче-
ской больницы. После достижения медикамен-
тозного эутиреоза всем больным проводилась 
эпифасциальная тиреоидэктомия. Часть удален-
ной ЩЖ погружалась в пластиковый контей-
нер с изотоническим раствором натрия хлорида 
для последующего выделения из ткани лимфо-
цитов. В качестве контроля обследовано 67 прак-
тически здоровых женщин аналогичного возрас-
та, без отягощенного анамнеза по заболеваниям 
ЩЖ у себя и кровных родственников, а также 
отсутствием структурных изменений ЩЖ при 
УЗИ. Критериями исключения из контрольной 
группы являлись беременность и период лакта-
ции. В течение 2-х месяцев, предшествующих 
иммунологическому и гормональному анализу, 
обследованные женщины не болели острыми ре-
спираторно-вирусными инфекциями и не полу-
чали профилактических прививок.

Исследование фенотипа Th-клеток, Treg 
и В-лимфоцитов крови и ткани ЩЖ проводи-
ли методом проточной цитометрии с исполь-
зованием прямой иммунофлуоресценции, со-
ответственно, цельной периферической крови 
и лимфоцитов, выделенных из ткани ЩЖ, с при-
менением моноклональных 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 следую-
щих панелях: CD45-FITC/CD127-PE/CD3-ECD/
CD25-PC5/CD4-PC7 и CD5-FITC/CD23-PE/
CD19-ECD/CD45-PC5/CD27-PC7. Лимфоциты 
из ткани ЩЖ получали центрифугированием 
в градиенте плотности Histopaque®-1077 (Sigma-
Aldrich, США) (ρ = 1,077) клеточной суспензии, 
полученной путем мягкого механического вы-
давливания клеток из фрагментированной ткани 
ЩЖ. Распределение антител по каналам флуо-
ресценции проводили в соответствие с прин-
ципами формирования панелей для многоцвет-
ных цитофлуориметрических исследований [2]. 
Пробоподготовку осуществляли по стандартной 
методике [9]. Лизис эритроцитов проводили 
по безотмывочной технологии с использованием 
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реагента VersLyse (Beckman Coulter, США). Ана-
лиз окрашенных клеток проводили на проточ-
ном цитофлуориметре FC-500 (Beckman Coulter, 
США). В каждой пробе анализировали не менее 
50 000 лимфоцитов.

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

Описание выборки производили с помощью 
подсчета медианы (Ме) и интерквартильного 
размаха в виде 1 и 3 квартилей (Q0,25-Q0,75). До-
стоверность различий между показателями неза-
висимых выборок оценивали по непараметриче-
скому критерию Манна–Уитни (Mann–Whitney 
U test). Достоверность различий в содержании 
лимфоцитов в крови и ткани ЩЖ у больных БГ 
определяли по критерию Вилкоксона (Wilcoxon 
matched pairs test). Для исследования силы взаи-
мосвязей показателей вычислялся коэффициент 
ранговой корреляции по Спирмену. Статистиче-
ский анализ осуществляли в пакете прикладных 
программ Statistica 8.0 (StatSoft Inc., 2007).

Результаты
При исследовании содержания CD3+CD4+ 

и CD3+CD4+CD25+ клеток обнаружено, что их 
количество в периферической крови больных БГ 
соответствует контрольным значениям (табл. 1). 
Кроме того, подобное же процентное содержа-
ние данных фракций Т-лимфоцитов выявля-

ется при БГ и в ткани ЩЖ. В то же время уро-
вень CD3+CD4+CD127lowCD25high клеток в крови 
у больных БГ снижен по сравнению с контроль-
ными значениями. Процентное количество лим-
фоцитов с данным фенотипом в ткани щито-
видной железы при БГ соответствует их уровню 
в крови.

Исследование субпопуляционного состава 
В-лимфоцитов позволило установить, что у боль-
ных БГ в периферической крови по сравнению 
с контрольными значениями в 1,6 раза повы-
шено относительное количество CD19+CD5+ 
клеток (табл. 2). В то же время в ткани ЩЖ при 
БГ количество данной субпопуляции В-клеток 
снижено в 2,3 раза по сравнению с выявленным 
у пациентов в периферической крови. Особенно-
стью субпопуляционного состава В-лимфоцитов 
в ткани при БГ также является увеличение в 1,6 
раза по сравнению с уровнем, выявленным в кро-
ви, количества CD19+CD27+ клеток.

У больных БГ в периферической крови бо-
лее чем в 2 раза по сравнению с контрольными 
значениями понижено процентное содержание 
CD19+CD23+ клеток (табл. 3). В ткани ЩЖ ко-
личество клеток с данным фенотипом у больных 
БГ еще снижено практически в 2 раза по сравне-
нию с уровнем, выявленным в периферической 
крови. Кроме того, у больных БГ в крови по срав-
нению с контролем понижено относительное со-
держание CD19+CD5−CD23+, CD19+CD27−CD23+ 
и CD19+CD27+CD23+ лимфоцитов. В ткани 
ЩЖ относительно выявленного в перифери-
ческой крови у пациентов с БГ снижены уров-
ни CD19+CD5+CD23+, CD19+CD27−CD23+ 
и CD19+CD27+CD23+ клеток.

ТАБЛИЦА 1. СОДЕРЖАНИЕ Th- И Т-РЕГУЛЯТОРНЫХ КЛЕТОК В КРОВИ И ТКАНИ ЩИТОВИДНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 
У ПАЦИЕНТОВ С БОЛЕЗНЬЮ ГРЕЙВСА (Ме, Q0,25-Q0,75)
TABLE 1. CONTENT OF THE Th AND T REGULATORY CELLS IN THE BLOOD AND THYROID GLANDS IN PATIENTS WITH 
GRAVE’S DISEASE (Ме, Q0,25-Q0,75)

Показатели
Parameters

Контроль
Control
n = 67

Пациенты с болезнью Грейвса
Patients with Grave’s disease

n = 43

В крови
In blood

В ткани ЩЖ
In thyroid glands

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

CD3+CD4+, 109/L 0,82 0,57-1,14 1,01 0,65-1,36
CD3+CD4+, % 42,0 35,0-47,4 46,5 38,4-54,6 38,5 31,7-51,9
CD3+CD4+CD25+, % 2,5 2,1-3,4 2,9 1,6-4,5 1,6 1,1-9,2
CD3+CD4+CD127lowCD25high, % 1,8 1,5-2,1 1,1 0,7-1,6 0,9 0,7-1,3

p1 = 0,025

Примечание. р1 – статистически значимые различия с контрольными показателями.

Note. р1, statistically significant differences against control parameters
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ТАБЛИЦА 2. СУБПОПУЛЯЦИОННЫЙ СОСТАВ В-ЛИМФОЦИТОВ КРОВИ И ТКАНИ ЩИТОВИДНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 
У ПАЦИЕНТОВ С БОЛЕЗНЬЮ ГРЕЙВСА (Ме, Q0,25-Q0,75)
TABLE 2. SUBPOPULATION COMPOSITION OF B CELLS IN THE BLOOD AND THYROID GLANDS IN PATIENTS WITH GRAVE’S 
DISEASE (Ме, Q0,25-Q0,75)

Показатели
Parameters

Контроль
Control
n = 67

Пациенты с болезнью Грейвса
Patients with Grave’s disease

n = 43
В крови
In blood

В ткани ЩЖ
In thyroid glands

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

CD19+, 109/L 0,26 0,18-0,34 0,27 0,17-0,37
CD19+, % 12,9 9,2-16,0 12,9 9,6-17,6 15,1 13,4-26,0
CD19+CD5-, % 10,1 7,7-12,5 10,5 7,4-14,2 13,63 10,6-26,1

CD19+CD5+, %
1,6 1,2-2,8 2,5 1,8-3,8 1,1 0,2-1,8

р1 = 0,002 р2 = 0,023
CD19+CD27-, % 9,4 7,5-12,0 9,9 7,0-15,0 9,7 5,7-14,1

CD19+CD27+, %
2,4 1,8-3,2 2,3 1,3-3,5 3,7 2,5-6,2

р2 = 0,028
Примечание. р1 – статистически значимые различия с контрольными показателями; р2 – -//- между 
показателями пациентов с болезнью Грейвса в крови и ткани щитовидной железы.

Note. р1 – the differences between blood samples from control group and patients with Graves' disease are significant; р2 – the 
differences between blood samples and thyroid tissue infiltrated cells from patients with Graves' disease are significant.

ТАБЛИЦА 3. СОДЕРЖАНИЕ В-ЛИМФОЦИТОВ (В %), ЭКСПРЕССИРУЮЩИХ НИЗКОАФФИННЫЙ РЕЦЕПТОР ДЛЯ IgE, 
В КРОВИ И ТКАНИ ЩИТОВИДНОЙ ЖЕЛЕЗЫ У ПАЦИЕНТОВ С БОЛЕЗНЬЮ ГРЕЙВСА (Ме, Q0,25-Q0,75)
TABLE. 3. CONTENT OF B LYMPHOCYTE (IN %) WITH EXPRESSION OF THE LOW AFFINITY RECEPTOR FOR IgE IN THE 
BLOOD AND THYROID GLANDS IN PATIENTS WITH GRAVE’S DISEASE (Ме, Q0,25-Q0,75)

Показатели
Parameters

Контроль
Control
n = 67

Пациенты с болезнью Грейвса
Patients with Grave’s disease 

n = 43
В крови
In blood

В ткани ЩЖ
In thyroid glands

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

CD19+CD23+
10,5 6,9-12,9 5,1 2,5-7,7 2,6 1,3-5,3

р1 < 0,001 р2 = 0,045

CD19+CD5-CD23+
8,6 5,3-11,5 3,7 1,8-5,3 2,3 1,0-3,7

р1 < 0,001

CD19+CD5+CD23+
1,4 0,8-2,5 1,3 0,5-2,6 0,31 0,18-1,11

р2 = 0,040

CD19+CD27-CD23+
8,1 5,4-11,0 2,0 1,1-4,3 0,93 0,01-1,09

р1 < 0,001 р2 = 0,028

CD19+CD27+CD23+
1,4 0,3-2,3 0,24 0,14-0,53 0,76 0,32-2,34

р1 < 0,001 р2 = 0,038
Примечание. См. примечание к таблице 2. 

Note. As for Table 2.

С помощью корреляционного анализа ис-
следованы взаимосвязи между содержанием 
различных фракций CD4+ клеток и фенотипи-
ческим составом В-лимфоцитов. Обнаруже-

но, что у лиц контрольной группы количество 
CD3+CD4+CD127lowCD25high клеток в крови 
положительно взаимосвязано с содержанием 
CD19+CD23+ (r = 0,29, р = 0,032), CD19+CD5+CD23+ 
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(r = 0,31, р = 0,014), CD19+CD27−CD23+ (r = 0,35, 
р = 0,005) и CD19+CD27+CD23+ лимфоцитов 
(r = 0,42, р < 0,001).

У больных БГ относительное количество CD19+ 
лимфоцитов в крови положительно коррелиру-
ет с процентными уровнями CD3+CD4+CD25+ 
(r = 0,43, р = 0,002) и CD3+CD4+CD127lowCD25high 
клеток (r = 0,39, р = 0,009). Взаимосвязи в кро-
ви также формируются корреляциями коли-
чества CD19+CD27+ и CD19+CD5− лимфоци-
тов с уровнями CD3+CD4+CD25+ (r = 0,49, 
р < 0,001 и r = 0,42, р = 0,003 соответственно) 
и CD3+CD4+CD127lowCD25high клеток (r = 0,49, 
р < 0,001 и r = 0,37, р = 0,012 соответственно).

У больных БГ относительное количество 
CD3+CD4+ клеток в ткани ЩЖ коррелиру-
ет с уровнем CD19+CD5+CD23+ лимфоци-
тов (r = 0,79, р = 0,036), тогда как количество 
CD3+CD4+CD25+ клеток взаимосвязано с про-
центным содержанием в ткани ЩЖ CD19+CD23+ 
(r = 0,85, р = 0,014), CD19+CD5−CD23+ (r = 0,80, 
р = 0,034), CD19+CD5+CD23+ (r = 0,93, р = 0,025) 
и CD19+CD27+CD23+ лимфоцитов (r = 0,82, 
р = 0,023).

Обсуждение
Т-регуляторные клетки (CD3+CD4+CD127low 

CD25high) являются одним из основных меха-
низмов контроля развития гипериммунных со-
стояний, включая аутоиммунные заболевания. 
В связи с этим в ряде работ показано, что при БГ 
количество Treg в крови у больных снижается. 
Так, в исследованиях Pawlowska P. и соавт. (2017) 
установлено, что у больных БГ по сравнению 
с больными с узловым зобом в 4 раза снижено 
количество Treg в крови [10]. Стимуляция функ-
циональной активности мононуклеарных клеток 
инсулинзависимым фактором роста-1 (IGF-1) 
приводило к повышению количества Treg в кро-
ви. Yuan Q. и соавт. (2017) отмечают, что патоге-
нез БГ ассоциирован со сниженным количеством 
Treg [15]. В нашем исследовании мы также обна-
ружили, что количество Treg в крови у больных 
БГ снижено относительно контрольных значе-
ний. Уровень Treg в ткани щитовидной железы 
при данном аутоиммунном заболевании соответ-
ствует их содержанию в крови.

Ключевым в иммунопатогенезе БГ является 
появление на периферии «запрещенного» клона 
В-лимфоцитов, который способен синтезировать 
тиреоидстимулирующие антитела. В частности, 
в работе Kurozumi A. и соавт. (2015) показано, что 
выключение функционирования В-лимфоцитов 
приводит к резкому снижению уровня аутоан-
тител и улучшению функции щитовидной желе-
зы [8].

При исследовании субпопуляционного со-
става В-лимфоцитов в крови обнаружено, что 
при БГ повышается количество В1-клеток. Од-
нако в ткани щитовидной железы у больных БГ 
содержание В1-лимфоцитов снижено в 2,3 раза 
по сравнению с уровнем, выявленным в крови, 
но в 1,6 раза повышено содержание В-клеток па-
мяти. В1-лимфоциты являются минорной фрак-
цией В-клеток, локализуются преимущественно 
в брюшной и плевральной полостях, синтезиру-
ют IgM и IgA к бактериальным антигенам. Од-
нако данная субпопуляция В-лимфоцитов также 
способна выполнять роль антигенпрезентиру-
ющих клеток. Повышение количества В-клеток 
памяти в ткани щитовидной железы при БГ ранее 
уже описывалось [12].

Экспрессия CD23-антигена была нами ис-
следована в качестве функционального маркера 
В-лимфоцитов. Данная молекула представляет 
собой низкоаффинный рецептор к IgE [4]. Об-
наружено, что в крови больных БГ значитель-
но снижено содержание общих В-лимфоцитов, 
а также В2-клеток, наивных В-лимфоцитов 
и В-клеток памяти, экспрессирующих CD23. 
При этом в ткани щитовидной железы у боль-
ных данной категории также понижено количе-
ство общих В-лимфоцитов, В1-клеток, наивных 
В-лимфоцитов, В-клеток памяти, экспрессиру-
ющих CD23-рецептор, по сравнению с уровнями 
в крови.

С помощью корреляционного анализа мы 
оценили влияние Тh-клеток и Treg на фенотип 
В-лимфоцитов. Обнаружено, что у лиц контроль-
ной группы Treg положительно взаимосвязаны 
с количеством активированных В-лимфоцитов, 
включая В1-клетки, наивные и В-лимфоциты 
памяти. Данные взаимосвязи характеризуют 
обычный иммунорегуляторный процесс, ко-
торый развивается при увеличении количества 
активированных В-лимфоцитов. У больных 
БГ в крови с уровнем В-лимфоцитов положи-
тельно взаимосвязаны как активированные Th-
клетки, так и Treg. Причем корреляционная связь 
Т-лимфоцитов при аутоиммунной патологии ре-
ализуется только в отношении В-лимфоцитов 
(общие В-лимфоциты, В2-клетки и наивные 
В-лимфоциты), не экспрессирующих CD23-
маркер. В то же время в ткани щитовидной желе-
зы в системе корреляционных связей участвуют 
только активированные В-лимфоциты (общие 
В-клетки, В1- и В2-лимфоциты, В-клетки памя-
ти) с одной стороны и Т-хелперы, экспрессиру-
ющие и не экспрессирующие CD25-рецептор, 
с другой стороны. Следовательно, если у боль-
ных БГ в системе корреляционных связей в кро-
ви не принимают участие активированные 
В-лимфоциты, то в ткани щитовидной железы – 
Treg. Можно предположить, что при БГ изменя-
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ется не только количество Treg в крови, но и на-
рушается их функция. Подобное предположение 
также выдвигается рядом исследователей [7, 15].

Заключение
Таким образом, при исследовании влияния 

хелперных и регуляторных Т-клеток на феноти-
пический состав В-лимфоцитов обнаружено, что 
при БГ в крови снижено количество Treg. В ткани 
щитовидной железы относительное количество 
Treg у больных БГ соответствует их уровню в кро-
ви. Изменений содержания Т-хелперов в крови, 
экспрессирующих и не экспрессирующих CD25-
рецептор, по сравнению с контрольными значе-
ниями не обнаружено. У больных БГ в перифери-
ческой крови повышено содержание В1-клеток, 
в ткани щитовидной железы процентное количе-
ство данной субпопуляции В-лимфоцитов сни-
жено относительно уровня, выявленного в крови, 
но при повышении содержания В-клеток памя-
ти. Количество активированных В-лимфоцитов 
(по CD23-маркеру) в крови у больных БГ сниже-

но относительно контрольных значений. В ткани 
щитовидной железы выявляется еще более выра-
женное снижение относительного количества ак-
тивированных В-клеток по сравнению с уровнем, 
установленным у больных данным аутоиммун-
ным заболеванием в крови. С помощью корре-
ляционного анализа установлено, что если у лиц 
контрольной группы повышение содержания 
активированных В-лимфоцитов в крови сопро-
вождается сонаправленной реакцией со стороны 
Treg (обычный иммунорегуляторный процесс), 
то при БГ подобный механизм нарушается. 
В крови у обследованных больных количество 
Treg и активированных Т-хелперов положитель-
но взаимосвязано с общими В-лимфоцитами, 
В2-клетками и наивными В-лимфоцитами, тогда 
как в ткани щитовидной железы Treg полностью 
исключены из системы взаимосвязей с активи-
рованными В-лимфоцитами. Можно предполо-
жить, что у больных БГ наблюдается не только 
снижение содержания Treg в крови, но и наруше-
ние их функциональной активности.
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ПРИМЕНЕНИЕ РОСТОВЫХ ФАКТОРОВ В ТЕРАПИИ 
ПАРОДОНТИТА
Мудров В.П.1, Нелюбин В.Н.2, Воробьева Е.С.3, Лысюк Е.Ю.4, 
Мяндиев М.С.5, Фоменков И.С.5, Иванов С.Ю.5 
1 ФГБУ «9 Лечебно-диагностический центр» Министерства обороны РФ, Москва, Россия  
2 «Научно-исследовательский медико-стоматологический институт МГМСУ им. Евдокимова», Москва Россия  
3 ООО «ДжиЭф Груп», Москва, Россия  
4 ФГБУН «Институт биологии гена» Российской академии наук, Москва, Россия  
5 ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет имени И.М. Сеченова» 
Министерства здравоохранения РФ, Москва, Россия

Резюме. Заболевания пародонта, в том числе заболевания десен, гингивит, периодонтит и паро-
донтит часто связаны с прогрессирующей потерей костной и мягкой ткани пародонта. Исследования 
последних лет говорят об эффективности тромбоцитарного фактора роста, фактора роста фибробла-
стов и других ростовых факторов, стимулирующих регенерацию соединительной и костной ткани. 
Ряд цитокинов и факторов роста участвуют в регулировании ангиогенеза, но васкулярный эндоте-
лиальный фактор роста (VEGF) является самым мощным агентом, действующим непосредственно 
на эндотелий сосудов. VEGF обнаруживается в слюне и эндотелиальных клетках пародонта. VEGF 
играет доминирующую роль в поддержании как здоровья пародонта, так и хронических воспалитель-
ных заболеваний пародонта. 

Целью работы стала разработка применения эндотелиального фактора роста (VEGF) в пародонто-
логии и поиск лабораторных маркеров эффективности терапии пародонтита.

Обследовано 19 человек в возрасте 53-79 лет с пародонтитом I-II степени. В пародонтальной те-
рапии пациентов применялся препарат «Ребон. Гель для десен» (ООО «ДжиЭф Груп», Россия). Пре-
парат представляет собой набор биорезорбируемых карбогидратов на основе карбоксиметилцеллю-
лозы, формирующих клеточную основу, аналогичную экстраклеточному матриксу. Содержит соли 
натрия, калия, фосфора, хлора для обеспечения баланса pH тканей и комплекс рекомбинантных 
гликозилированных полипептидов, идентичных цитокинам и факторам роста человека. В пробе 
определяли иммуноферментным методом фактор роста эндотелия сосудов человека, изоформа А-165 
(ООО «СайСторЛаб», Россия) и IFNγ (АО «Вектор-Бест», Россия). 

Все наши пациенты отмечали снижение болевого синдрома после применения препарата, а также 
значительное ускорение процессов заживления в мягких тканях. Наблюдение состояния полости рта 
показало хорошую динамику и ускорение регенерации костной ткани. После лечения уровень IFNγ 
возрос с 14,48 до 27,45 пг/мл. Хотя диапазон значений после лечения был существенным, различия 
в группе до и после лечения были значимыми, р = 0,022. VEGF в зубодесневой жидкости показал 
большой разброс значений от 26-279,3 пг/мл до лечения и 16-198,2 пг/мл после лечения, но в целом 
обнаружена тенденция к снижению уровня VEGF после терапии.

Для диагностики текущего состояния пародонта актуален анализ различных соединений жидко-
сти десневой борозды, а разработанные диагностические подходы на основе измерения уровня IFNγ, 
VEGF в скрининге и мониторинге помогают эффективнее проводить лечение. 

Введение в терапию препарата с комплексом ростовых факторов и пептидогликан-распознающим 
белком ускоряет процессы эпителизации и регенерации соединительной и костной ткани.

Ключевые слова: пародонтит, зубодесневая жидкость, цитокины, факторы роста, IFNγ, VEGF
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Abstract. Periodontal disease, including gum disease, gingivitis, periodontitis and periodontal disease 
is frequently associated with progressive loss of bone and soft periodontal tissues. Recent studies suggest 
effectiveness of platelet-derived growth factor, fibroblast growth factor and other growth factors, which may 
stimulate regeneration of connective and bone tissue. A number of cytokines and growth factors participate in 
regulation of angiogenesis, but vascular endothelial growth factor (VEGF) is the most powerful agent, acting 
directly on the vascular endothelium. VEGF detected in saliva and endothelial cells of periodontium. VEGF 
plays a dominant role both in periodontal health maintenance as well as in chronic inflammatory periodontal 
disease. The aim of this work was to develop implementation of VEGF in periodontology, and a search for 
laboratory markers of therapeutic efficiency in periodontitis. 

We observed 19 patients aged 53-79 years with I-II grade periodontitis. In frames of periodontal therapy, 
the patients used a drug “Rebon. Gel for Gum” (“GF group”, Russia). The drug represents a composition 
of bioresorbable carbohydrates on the basis of carboxymethylcellulose, forming the cellular basis for similar 
extraclean matrix. It contains different sodium, potassium, phosphorus, chlorine salts in order to balance 
the tissue pH, and a complex of glycated recombinant polypeptides identical to cytokines and human growth 
factors. ELISA method was used in the biological samples for detection of VEGF, human isoform A-165 (“SCI 
store” Ltd., Russia), and IFNγ (JSC “Vector Best”, Russia). 

All our patients noted a decrease in pain after the treatment, as well as a significant acceleration of healing 
processes in oral cavity. Observation of the oral cavity state showed good dynamics and acceleration of bone 
tissue regeneration. After the treatment course, the level of IFNγ increased from 14.48 to 27.45 pg/ml. The 
difference before and after treatment values was significant (p = 0.022), despite a sufficient range of measured 
values. VEGF in gingival fluid showed a large scatter of values, from 26 to 279 pg/ml before treatment, and 16 
to 198 pg/ml after treatment. Generally, a tendency for VEGF decrease was observed after treatment. 

To diagnose the current state of the periodontium, an importance of analyses of the gingival sulcus fluid 
is actual. The developed diagnostic approaches based on measuring the IFNγ, VEGF levels in screening and 
monitoring regimens help to provide a more effective treatment. Introduction of a complex preparation with 
growth factors and peptidoglycan-recognizing protein seems to accelerate epithelialization and regeneration of 
connective and bone tissue.

Keywords: periodontitis, dento-gingival fluid, cytokines, growth factors, IFNγ, VEGF

Введение
Заболевания пародонта, в том числе заболева-

ния десен, гингивит, периодонтит и пародонтит, 
связаны с прогрессирующей потерей костной 
и мягкой ткани пародонта. Клиническим исхо-
дом в этих случаях становится потеря 1-3 и более 
зубов. При этом выраженная потеря костной тка-
ни, связанная с низкой рецессией десны, не по-
зволяет добиться регенерации периодонта. 

Новые данные о взаимодействии иммунной 
системы и костной ткани показывают, что важ-
ную функцию в процессе потери костной массы 
играют Th1-лимфоциты, влияющие на пролифе-
рацию, дифференцировку и апоптоз остеокла-

стов. Ключевая роль в воспалительно-индуциро-
ванной костной резорбции принадлежит IL-12, 
IFNγ, TNFα, IL-1. Активность остеокластов по-
вышают Th17-лимфоциты под влиянием IFNγ 
и IL-17 [10].

Эти факты дают новые теоретические объ-
яснения взаимосвязи метаболизма костной 
и иммунной системы, а также могут предложить 
новые перспективные решения профилакти-
ки и лечения патологической потери костной  
массы. 

Для диагностики текущего состояния паро-
донта актуален анализ различных соединений 
жидкости десневой борозды. В их числе – ци-
токиновый профиль. Так, при пародонтите 
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в периодонте может быть обнаружено более 36 
цитокинов: IL-8, IL-16, TGF-β2, TNFβ, интер-
ферон-индуцируемый белок-10, ангиогенин, 
фактор роста эндотелия сосудов (VEGF), инсу-
линоподобный фактор роста, связывающий бе-
лок-3, остеопротегерин, эпидермальный фактор 
роста, глиальный нейротрофический фактор, 
онкостатин М, фактор роста фибробластов-4, 
плацентарный фактор роста и многие другие. Ре-
зультаты показывают, что количественная оцен-
ка этих цитокинов в зубодесневой жидкости дает 
полезную информацию для диагностики состоя-
ния пародонта [8].

Существуют данные об использовании в сто-
матологии тромбоцитарного геля – продукта 
крови, предназначенного для переливания с ле-
чебной целью и произведенного путем объедине-
ния тромбоконцентрата с криопреципитатом [3]. 
Тромбоцитарный гель стимулирует рост тканей, 
так как в α-гранулах тромбоцитов содержатся 
многочисленные факторы роста (PDGF, TGF-β, 
IGF-1, IGF-2, EGF, VEGF, FGF). Его примене-
ние в челюстно-лицевой хирургии является об-
щепризнанным и хорошо описано в литературе 
последних лет. Используется этот биоматериал, 
в частности, для полостей с диаметром > 2 см, 
так как он обладает остеогенными, остеоиндук-
тивными, остеокондуктивными свойствами. 
Однако существуют ограничения на его исполь-
зование, связанные как с донорскими, так и фи-
зико-химическими характеристиками, влияю-
щими на восстановление костной ткани [1].

Другие исследования последних лет говорят 
об эффективности тромбоцитарного фактора ро-
ста (ТВР), фактора роста фибробластов и других 
ростовых факторов, стимулирующих регенера-
цию периодонта [2].

Несмотря на разрешение применения ТФР 
в стоматологии, рандомизированные исследо-
вания сообщают о противоречивых результатах. 
Тем не менее метаанализ известных данных пока-
зал, что тромбоцитарный фактор роста и фактор 
роста фибробластов могут использоваться в кли-
нической практике пародонтологии [5].

Таким образом, можно говорить о пародон-
тите как хроническом воспалительном заболе-
вании сосудистой ткани зубов, в котором ангио-
генез является важным процессом патогенеза. 
Ангиогенез способствует развитию воспаления, 
и образование новых кровеносных сосудов уве-
личивает потенциал производства цитокинов, 
молекул адгезии и других факторов воспаления. 
Эту экспрессию VEGF могут индуцировать IL- 1β 
и TNFα. С другой стороны, VEGF, вероятно, сам 
является этиологическим фактором гингивита 
и прогрессирования пародонтита, инициируя 
расширение сосудистой сети на участках актив-
ного воспаления пародонта, что, в свою очередь, 

может быть вызвано увеличением концентрации 
IL-1β [4].

Итак, ряд цитокинов и факторов роста уча-
ствуют в регулировании ангиогенеза, но VEGF 
является самым мощным агентом, действую-
щим непосредственно на эндотелий сосудов, 
индуцирующим проницаемость жидкости и бел-
ков в 50 000 раз больше, чем гистамин. При 
этом VEGF играет двоякую роль в поддержании 
как здоровья пародонта, так и хронических вос-
палительных заболеваний пародонта [7]. VEGF 
обнаруживается в слюне и эндотелиальных клет-
ках пародонта, что позволяет использовать его 
как диагностический маркер воспаления. 

Целью работы стала разработка применения 
фактора роста эндотелия сосудов (VEGF) в паро-
донтологии и поиск лабораторных маркеров эф-
фективности терапии пародонтита.

Материалы и методы
Обследовано 19 человек в возрасте 53-79 лет 

с пародонтитом I степени (6 ч.) и II степени 
(13 ч.). В пародонтальной терапии пациентов 
применялся препарат «Ребон. Гель для десен» 
(ООО «ДжиЭф Груп», Россия). Препарат пред-
ставляет собой комплекс биорезорбируемых кар-
богидратов на основе карбоксиметилцеллюлозы, 
формирующей клеточную основу, аналогичную 
экстраклеточному матриксу зубодесневого кар-
мана. Содержит соли натрия, калия, фосфора, 
хлора для обеспечения баланса pH тканей и ре-
комбинантный гликозилированный полипептид, 
идентичный фактору роста эндотелия сосудов 
человека. 

Критериями исключения из группы, получа-
ющей этот препарат, стали курение, алкоголизм, 
ревматоидный артрит, онкологические заболе-
вания, острый генерализованный пародонтит, 
длительное применение противовоспалитель-
ных и антибиотических медикаментов. От паци-
ентов получено письменное информированное  
согласие.

Оценка состояния пародонта проводилась 
по стандартным клиническим критериям, 
включавшим в себя подвижность зубов, размер 
зубодесневого кармана. Плотность костной 
ткани оценивалась по данным периапикальной 
рентгенограммы.

После проведения осмотра и оценки состоя-
ния пародонта бралась проба зубодесневой жид-
кости бумажным пародонтальным штифтом. 
Время экспозиции штифта в пародонтальном 
кармане составляло 5 минут. После чего штифт 
помещался в 1 мл 0,9% изотонического раствора 
NaCl. Проба замораживалась при -70 °С.

После взятия пробы ex tempore готовился пре-
парат «Ребон. Гель для десен». 1 мл геля при по-
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мощи 2 мл шприца с обрезанным кончиком иглы 
переносили в лиофилизат. После растворения 
препарат с помощью этого же шприца вводили 
в пародонтальный карман на 3/4 глубины. Далее 
пациенты приходили на контрольный осмотр 
спустя 1, 2, 7 суток. Через 14 дней из пародон-
тального кармана бралась контрольная проба 

Рисунок 2. Динамика IFNγ и VEGF в зависимости 
от степени пародонтита и количества удаленных 
по показаниям зубов
Figure 2. The dynamics of IFNγ and VEGF, depending on the 
degree of periodontitis and the number of remote according to 
the testimony of the teeth

IFNγ до лечения
IFNγ после лечения

VEGF до лечения
VEGF после лечения

I ст. 2 I ст. 4

300,0

250,0

100,0

200,0

50,0

150,0

0,0
II ст. 2 II ст. 3 II ст. 4

Рисунок 3. Динамика IFNγ до и после терапии VEGF при 
пародонтите
Figure 3. IFNγ dynamics before and after VEGF therapy in 
parodontitis
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зубодесневой жидкости по вышеописанной ме-
тодике.

В пробе зубодесневой жидкости определя-
ли фактор роста эндотелия сосудов человека, 
изоформа А-165 (ООО «СайСторЛаб», Россия) 
и IFNγ (АО «Вектор-Бест», Россия) иммунофер-
ментным методом.

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили с использованием пакета при-
кладных программ Statistica 8.0 (StatSoft, США). 
В качестве критерия достоверности использовали 
статистический параметр Манна–Уитни, а также 
Краскела–Уоллиса. Достоверными принимались 
значения при р < 0,05.

Результаты и обсуждение
После применения препарата было отмече-

но снижение болевого синдрома всеми нашими 
пациентами. Наблюдение состояния полости 
рта показало хорошую динамику эпителизации, 
значительное ускорение процессов заживления 
в мягких тканях и ускорение регенерации кост-
ной ткани (рис. 1, см. 2-ю стр. обложки). 

В зависимости от степени пародонтита и ко-
личества удаленных по показаниям зубов была 
получена следующая картина динамики IFNγ 
и VEGF (рис. 2).

Полученные данные показали общую законо-
мерность в росте уровня IFNγ и снижения уровня 
VEGF в зубодесневом кармане после проведен-
ного лечения. Другой выявленной тенденцией 
стал рост концентрации VEGF в зависимости 
от тяжести течения заболевания и неблагоприят-
ный прогноз сохранения зубов.

В силу малого объема полученных данных до-
стоверно значимых различий при таком делении 
на группы выявлено не было, потому все полу-
ченные данные были объединены и сравнены 
до и после лечения.

После лечения уровень IFNγ возрос с 14,48 
до 27,45 пг/мл. Хотя диапазон значений после 
лечения был существенным, различия в группе 
до и после лечения были значимыми, р = 0,022 
(рис. 3).

Также полученные данные были рассмотрены 
с возрастной точки зрения на пациентов. Для это-
го пациенты были разбиты на три возрастные 
группы: 40-е (7 чел.), 50-е (9 чел.), 60-е годы (3 
чел.) рождения. Хотя статистически достоверных 
различий по IFNγ между этими группами пациен-
тов выявлено не было по причине малого объема 
выборки, на себя обратил внимание следующий 
факт. До лечения в группах 60- и 70-летних паци-
ентов средние значения IFNγ колебались в диа-
пазоне 5-20 пг/мл, что сопоставимо с диапазоном 
0-14 пг/мл в периферической крови у пациентов 
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без патологии. После лечения разброс значений 
в этих группах стал выше, при этом уровень сред-
них значений также вырос и составил для 70-лет-
них – 14,4 пг/мл, для 60-летних – 24,3 пг/мл. 
У 50-летних пациентов уровень IFNγ до лечения 
составил 27,3 пг/мл, а после лечения – 26,3 пг/ мл. 
Хотя нужно отметить, что в целом основной диа-
пазон значений не превышал 30 пг/мл. Можно 
предположить, что для пациентов старше 60 лет 
терапевтическое воздействие VEGF будет выше. 
Полагаем, связано это с тем, что такой концен-
трации IFNγ как фактора воспаления достаточ-
но для существенной элиминации патогенной 
микрофлоры. С другой стороны, такой уровень 
провоспалительных факторов не будет стимули-
ровать резорбцию костной ткани.

Полагаем также, что положительная динамика 
IFNγ в терапии связана со следующими фактами. 
Современная интерферонотерапия сосредото-
чена на применении IFN α/β при вирусных ин-
фекциях: гриппа, герпеса, ВИЧ, гепатитов. А на-
капливающиеся данные свидетельствуют о том, 
что отдельные подтипы интерферонов обладают 
дифференциальной эффективностью в актива-
ции противовирусных механизмов [8]. И хотя 
исследования последних лет говорят об участии 
в развитии пародонтита вирусного компонента, 
в частности вируса Эпштейна–Барр, превали-
рующее значение в этой патологии имеет бакте-
риальная пародонтогенная анаэробная микро-
флора [9].

Подавляющее большинство современных пу-
бликаций говорит об исследовании уровня IFNγ 
в периферической крови [10]. Но тогда этот по-
казатель следует оценивать как системный. В на-
шем исследовании мы предлагаем использовать 
IFNγ как показатель местного иммунного ответа. 
Таким образом, существует возможность исполь-
зования уровня IFNγ в пародонтальном экссуда-
те как дополнительного лабораторного показате-
ля местного воспаления, как прогностического 
маркера заболевания и контрольного показателя 
терапии фактором роста эндотелия.

Исследование уровня VEGF до и после тера-
пии комплексом стволовых факторов также по-
казали большой разброс от 26-279,3 пг/мл до ле-
чения и 16-198,2 пг/мл после лечения (рис. 4).

Исследования различных авторов связи экс-
прессии VEGF и васкуляризации с учетом коли-
чества и диаметра кровеносных сосудов говорят, 
что рост VEGF может быть в большей степени 
отнесен к процессу исцеления пародонтоза, чем 
разрушения костной ткани [4, 7]. Эти иссле-
дования показали, что средний уровень VEGF 
увеличивается после лечения и снижается через 
3 мес. Однако при сравнении изменений средних 

уровней VEGF от исходного уровня статисти-
чески значимых изменений в этих наблюдениях 
не было. Это может свидетельствовать о дли-
тельной продукции провоспалительных цитоки-
нов после хирургического вмешательства. Что, 
в свою очередь, оказывает влияние на длительное 
заживление раны после хирургического вмеша-
тельства. Некоторые исследователи связывают 
это только с хирургическим или нехирургиче-
ским способом лечения пародонтита, что может 
быть связано с множеством факторов: активно-
стью воспаления, величиной рецессии десны, 
кровоточивостью десны, глубиной зондирования 
десны (4-6 мм или ≥ 7 мм) [6].

Исследования других зарубежных авторов 
показывают, что средняя концентрация VEGF 
в зубодесневой жидкости при хроническом пе-
риодонтите наоборот снижается после лечения 
и составляет до лечения 99,375±37,979 пг/ мл, 
а в группе со здоровым состоянием паро-
донта и отсутствием клинических проявле-
ний заболеваний – 42,025±4,669 пг/мл. И в 
этих же исследованиях средняя концентрация 
VEGF в группе пролеченных с пародонтитом 
(54,6±10,085 пг/ мл) была промежуточной между 
здоровым пародонтом и пародонтитом [7]. Та-
ким образом, наши данные о VEGF в зубодесне-
вой жидкости согласуются с данными авторов, 
показавшими снижение концентрации эндоте-
лиального фактора роста.

Рисунок 4. Динамика VEGF до и после терапии VEGF при 
пародонтите
Figure 3. VEGF dynamics before and after VEGF therapy in 
parodontitis
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Выводы 
Для диагностики текущего состояния паро-

донта актуален анализ различных соединений 
жидкости десневой борозды, а разработанный 
диагностический подход на основе скрининга 
и мониторинга уровня IFNγ и VEGF помогает 
эффективнее проводить лечение. 

Введение в терапию комплекса карбоксиме-
тилцеллюлозы с фактором роста эндотелия сосу-

дов ускоряет процессы эпителизации и регенера-
ции соединительной и костной ткани.
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IХ Всероссийская с международным участием школа-конференция по клинической иммунологии 
«Иммунология для врачей» прошла 28 января – 3 февраля 2018 года в заповеднике «Пушкинские 
Горы» Псковской области и была посвящена проблемам иммунопрофилактики и иммунотерапии.

Школа проходила под эгидой Российской академии наук, Федеральной службы по надзору в сфере 
защиты прав потребителей и благополучия человека, Министерства здравоохранения Российской Фе-
дерации и Правительства Санкт-Петербурга в лице Комитета по здравоохранению и Комитета по на-
уке и высшей школе при поддержке Администрации Псковской области. Основными организаторами 
Школы выступили: Институт экспериментальной медицины, Санкт-Петербургский НИИ эпиде-
миологии и микробиологии имени Пастера, Первый Санкт-Петербургский государственный меди-
цинский университет им. акад. И.П. Павлова, ФГБУ «ГНЦ Институт иммунологии» ФМБА России, 
Российское научное общество иммунологов, Российская Ассоциация Аллергологов и Клинических 
Иммунологов, Российское цитокиновое общество, Всероссийское научно-практическое общество 
эпидемиологов, микробиологов и паразитологов, Ассоциация специалистов и организаций лабора-
торной службы «Федерация Лабораторной Медицины», Санкт-Петербургское региональное отделе-
ние Российской Ассоциации Аллергологов и Клинических Иммунологов. Председатели оргкомитета: 
академики РАН Черешнев Валерий Александрович (Екатеринбург) и Тотолян Арег Артемович (дирек-
тор ФБУН НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера, Санкт-Петербург); заместители 
председателей: академик РАН Хаитов Рахим Мусаевич (Москва) и академик РАН Козлов Владимир 
Александрович (Новосибирск); координаторы научной программы: член-корреспондент РАН Фрейд-
лин Ирина Соломоновна (Санкт-Петербург) и профессор Козлов Иван Генрихович (Москва).

На церемонии торжественного открытия было отмечено, что Школа традиционно проводится под 
эгидой Российской академии наук, Федеральной службы по надзору в сфере защиты прав потребите-
лей и благополучия человека, Министерства здравоохранения РФ при поддержке профессиональных 

IX ВСЕРОССИЙСКАЯ С МЕЖДУНАРОДНЫМ 
УЧАСТИЕМ ШКОЛА-КОНФЕРЕНЦИЯ 
ПО КЛИНИЧЕСКОЙ ИММУНОЛОГИИ 
«ИММУНОЛОГИЯ ДЛЯ ВРАЧЕЙ» 
28 ЯНВАРЯ – 3 ФЕВРАЛЯ 2018 г.
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организаций: Российского научного общества иммунологов и Российской Ассоциации Аллергологов 
и Клинических Иммунологов. После приветствий первого заместителя губернатора Псковской об-
ласти Емельяновой Веры Васильевны, председателя Комитета по здравоохранению администрации 
Псковской области Потапов Игоря Ивановича и администрации Пушкиногорского района, академик 
РАН Черешнев Валерий Александрович (Екатеринбург) выступил с лекцией «Пауль Эрлих и Илья 
Мечников: к 110-летию присуждения Нобелевской премии».

В рамках первого дня после торжественного открытия прозвучали доклады академика РАН Коз-
лова Владимира Александровича (Новосибирск) «Иммунная парадигма основных заболеваний со-
временного человека»; профессора Козлова Ивана Генриховича (Москва) «Теоретическая основа им-
муномодуляции: переключатели иммунных ответов»; член-корреспондента РАН Симбирцева Андрея 
Семеновича (Санкт-Петербург) «Цитокиновая и антицитокиновая терапия»; академика РАН Тото-
ляна Арега Артемовича (Санкт-Петербург) «Хемокиновая и антихемокиновая терапия»; академи-
ка РАН Черешнева Валерия Александровича, профессора Черешневой М.В., член-корреспондента 
РАН Юшкова Б.Г., профессора Гавриловой Т.В. (Екатеринбург) «Система иммунитета с точки зре-
ния функциональной физиологии П.К. Анохина»; профессора Гариба Фируза Юсуфовича, д.б.н. 
Ризопулу Анны Панаётисовны (Москва) «Формирование иммунной памяти – основа вакцинации»; 
член-корреспондента РАН Суворова Александра Николаевича (Санкт-Петербург) «Новые подходы 
к конструированию вакцин против бактериальных и вирусных инфекций»; к.м.н. Васильева Юрия 
Михайловича (Санкт-Петербург) «Иммунопрофилактика гриппа: когда появится следующее поколе-
ние вакцин?»; профессора Пинегина Бориса Владимировича, Пащенкова М.В. (Москва) «Механизм 
действия и клиническое применение мурамилпептидов»; академика РАН Караулова Александра Вик-
торовича (Москва) «Клинические рекомендации по иммуномодулирующей терапии инфекционных 
заболеваний». 

В последующие дни на Школе обсуждались клеточные технологии (академик РАН Козлов В.А.); 
микробные технологии (член-корреспондент РАН Суворов А.Н.); патомеханизмы аллергии и моле-
кулярная аллергия (к.м.н. Рудольф Валента, Вена, Австрия); практическая аллергия и новые направ-
ления АСИТ (к.м.н. Раффаэла Кампана, Вена, Австрия).

Сложная и многогранная проблема иммунотерапии при иммунодефицитных состояниях была де-
тально обсуждена в лекциях профессора Козлова Ивана Генриховича (Москва); к.м.н. Фоминой Да-
рьи Сергеевны (Москва); к.ф.н. Серпик Вячеслава Геннадьевича (Москва);  к.м.н. Кузнецовой Раисы 
Николаевны (Санкт-Петербург); к.м.н. Корсунского Ильи Анатольевича (Москва); профессора Ла-
тышевой Татьяны Васильевны (Москва); профессора Продеуса Андрея Петровича (Москва); профес-
сора Кондратенко Ирины Вадимовны (Москва); Гусевой Марины Николаевны (Санкт-Петербург).

Иммунопатогенез, диагностика и терапия первичных иммунодефицитов обсуждались на симпо-
зиумах компаний «SHIRE» и «CSL BEHRING». 

Лабораторным технологиям, которые применяются в том числе для мониторинга и оценки тече-
ния инфекционных процессов, были посвящены симпозиум и мастер-классы компании «Бекман 
Культер».

Необходимо отметить, что все лекции сопровождались очень активными дискуссиями. Эти дис-
куссии не обошлись без острых столкновений мнений участников.

Школа вполне оправдала название Всероссийской с международным участием, т. к. в ее работе 
приняли участие 136 представителей из Австрии (Вена), Казахстана (Астана), Грузии (Тбилиси), Бе-
ларуси (Могилев), Израиля (Тель-Авив), Узбекистана (Ташкент), а также из 22 региона Российской 
Федерации: Абакана, Архангельска, Великого Новгорода, Екатеринбурга, Калининграда, Краснояр-
ска, Москвы, Набережных Челны, Нижневартовска, Новосибирска, Перми, Санкт-Петербурга, Са-
ратова, Сочи, Ставрополя, Сыктывкара, Уфы, Хабаровска, Челябинска, Читы.

Многие участники отмечали теплую, дружескую атмосферу Школы, на которой интересная лек-
ционная программа сочеталась с не менее полезной культурной программой, включавшей экскурсии 
в Михайловское, Тригорское, Петровское, Дом Сергея Довлатова в Березино, Святогорский мона-
стырь. О доброжелательной и неформальной обстановке, царившей на Школе, может свидетельство-
вать и та добрая ирония, которая звучит в публикуемом нами восьмом томе «Конспектов лекций», со-
ставленном лекторами Школы: профессором Семикиной Еленой Леонидовной и д.м.н. Топтыгиной 
Анной Павловной. На церемонии закрытия Школы прозвучало много слов благодарности, а также 
и обоснованные пожелания в адрес Оргкомитета, которые будут учтены при подготовке очередной 
Школы.

Оргкомитет считает своим приятным долгом от имени всех участников Школы выразить особую 
благодарность Администрации Псковской области и Пушкиногорского района, стратегическому 
партнеру – компании «ПетроваксФарм», Генеральным спонсорам – компаниям «КЕДРИОН Био-
Фарма», «Бекман Культер, а также всем официальным спонсорам, финансовая поддержка которых 
сделала возможной организацию и проведение Школы. 
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Kонспекты лекций, составленные слушателями  
IX Всероссийской школы по клинической иммунологии  

«Иммунология для врачей»  
28 января – 3 февраля 2018 г.  

Семикиной Е.Л. и Топтыгиной А.П. 
Дела давно минувших дней,
Преданья старины наивной: 
Вот земский доктор – друг людей – 
Прием ведет консультативный. 

Заходит дева в кабинет, 
Слеза туманит взор прекрасный. 
– Ах, доктор, мне спасенья нет, 
Всю жизнь лечилась я напрасно, 

Артрит, колит и гайморит – 
Такая страшная картина! 
А вдруг иммунодефицит?
Я знаю – мне нужна вакцина! 

Врач предложил АКДС, 
От гриппа новую вакцину, 
Биотехнологический прогресс
Улучшил сильно медицину!

Но дева головой качала, 
Подходы прежние браня, 
И равнодушно отвечала:
– Сие старьё не для меня! 

Найди хотя бы препарат
Новейший генно-инженерный, 
Чтобы лечил он все подряд, 
Вот это будет способ верный! 

Тут доктор тихо загрустил, 
Услышав девы злой укоры,

Но руки он не опустил, 
На школу двинулся в Пушгоры! 

Там изучал патогенез, 
Проточники и цитокины, 
Иммунных клеток темный лес 
И современные вакцины. 

Узнал он, что всего сильней
От гриппа, коклюша и СПИДа, 
От аллергии, от соплей, 
От вшей, поноса и СХУИДа. 

Вернулся – дева тут как тут: 
– Ах, доктор, я изнемогаю. 
Таблеток съела целый пуд,
И ничего не помогает! 

Ах, доктор, дайте мне вакцину
От ЧБД и от глистов, 
Хочу иммуноглобулину
От вирусов и дураков.

Тут начал доктор бормотать:
Интерфероны или МАБы?
Должно же что-то помогать
От этой сумасшедшей бабы?

Пускай наука нас рассудит, 
Но наш вердикт, увы, таков: 
Что самым популярным будет 
Блокатор выноса мозгов!

Параграф первый 
КЛИНИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ

Владимир Александрович Козлов постулирует: 
«Врач должен знать все, что знает больной, и дол-
жен уметь поставить диагноз клетке».

Иван Генрихович Козлов сомневается: «Эти 
люди занимались иммунотерапией, ничего 
не зная про иммунитет».

Александр Викторович Караулов возражает: 
«Это не так, как некоторые выписывают незнамо 
чего и не знают, зачем они это делают».

Валерий Александрович Черешнев помнит, 
как «хотели малярию лечить метиленовой синь-
кой».

Иван Генрихович Козлов призывает: «От экзо-
тики пойдем к тому, с чем стандартный доктор 
встречается в своем кабинете».

Фируз Юсуфович Гариб замечает, что «утром чи-
хают на нас, вечером мы чихаем на окружающих…»

Илья Анатольевич Корсунский сомневается: 
«Если мы очень быстро поставим диагноз и очень 
быстро начнем правильное лечение, что мало ве-
роятно…» 

Иван Генрихович Козлов призывает: «Назначе-
ние любого препарата мы должны взвесить голо-
вой».

Ирина Александровна Тузанкина уверена: «Хо-
чешь – не хочешь, а думать придется…». 

Иван Генрихович Козлов замечает: «Некоторые 
препараты имеют свойство мигрировать и линять 
из одной группы в другую». 

Александр Викторович Караулов знает: «В каж-
дой из этих подгрупп есть реально действующие 
препараты». 

Иван Генрихович Козлов уверен: «Мы сделали 
препарат, который обязательно всем поможет». 

Елена Леонидовна Семикина сокрушается: 
«Очень долго называть его правильное торже-
ственное название».
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Валерий Александрович Черешнев предостерега-
ет: «Доза холерика – для меланхолика паралич». 

Иван Генрихович Козлов напоминает: «Препа-
рат без побочных эффектов вызывает массу во-
просов». 

Александр Викторович Караулов радуется: 
«Общеизвестно, что они расширяют, усиливают 
и дают потенциал». 

Ирина Александровна Тузанкина осторожнича-
ет: «Говоря про индукторы – было бы что инду-
цировать…»

Татьяна Германовна Федоскова согласна: «Мо-
жет, и не знаем, но лечим, и главное – есть эф-
фект». 

Иван Генрихович Козлов постулирует: «Мы – 
страна псевдодженериков».

Анна Павловна Топтыгина наблюдает: «И вот 
эта козявочка – этот аспирин и есть». 

Андрей Петрович Продеус пропагандирует: 
«Наша таблетка самая розовая и самая круглая». 

Иван Генрихович Козлов уверен: «Подъязычный 
путь введения – классный для всего, кроме высо-
комолекулярщины». 

Александр Николаевич Суворов соглашается: 
«Фекальная трансплантация сейчас на пике». 

Иван Генрихович Козлов делится опытом: 
«Я никогда не работаю без дегустации…»

Татьяна Германовна Федоскова рекомендует: 
«Надо посмотреть кровь и мочу хотя бы на рас-
стоянии».

Илья Анатольевич Корсунский гарантирует: «Я 
прям вот что хотите – зуб даю, что они были здо-
ровы… на момент анализа».

Александр Викторович Караулов подводит итог: 
«Если ты здоров – можно принимать иммуномоду-
лятор, если болен – нужно подумать». 

Параграф второй 
МЕТОДОЛОГИЯ НАУЧНЫХ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Валерий Александрович Черешнев начинает 
с истории: «Никто не знал, сколько языков они 
знают. Плюс древнегреческий и древне-древне-
греческий». 

Борис Владимирович Пинегин ставит перед 
фактом: «Я буду говорить по-русски». 

Иван Генрихович Козлов формулирует: «Мы 
не можем поставить задачу, но ее в принципе 
нельзя поставить». 

Валерий Александрович Черешнев не согла-
сен: «Главная задача – раздражать цитокиновые 
гены». 

Иван Генрихович Козлов не уступает: «Я начну 
все немного запутывать, потому что это моя за-
дача». 

Александр Викторович Караулов сообщает: 
«Помимо чужих мыслей иногда приходят и свои, 
редко, но бывает». 

Иван Генрихович Козлов радуется: «Я это в двух 
словах украду у него, потому что я первый». 

Валерий Александрович Черешнев наблюдает: 
«Ниоткуда не черпал идеи – все из книг и жур-
налов». 

Александр Перельман считает: «Сто лет назад 
этим занимался Лысенко, а сейчас мы к этому 
возвращаемся, и называется это эпигенетика…»

Валерий Александрович Черешнев предлагает: 
«Прочистить, обновить, запустить – и все опять 
пошло». 

Валерий Павлович Савицкий сомневается: «Беда 
или сущность простого подхода в том, что его не-
достаточно». 

Александр Перельман не сомневается: «Про-
стые вещи – те, которым невозможно дать опре-
деление». 

Валерий Александрович Черешнев уверен: «Бес-
порядок – это самый порядок». 

Александр Перельман замечает: «То, что эти два 
признака некорректны, мало кого волнует».

Иван Генрихович Козлов обобщает: «Никто 
не знал, что произойдет неприятность, но она 
всегда происходит». 

Илья Анатольевич Корсунский радуется: «Но 
у нас нет, а точнее, есть правильная методика…»

Иван Генрихович Козлов поясняет: «Мы его 
ежеквартально заражаем этими штуками, а по-
том радуемся: что это с ним такое происходит». 

Андрей Семенович Симбирцев предостерегает: 
«Это пилотное исследование, никого не призы-
ваю это делать!» 

Владимир Александрович Козлов задает вопрос 
Гарибу: «Что на чего как влияет – первичный 
на вторичный или вторичный на первичный?» 

Фируз Юсуфович Гариб отвечает: «Это класси-
ческая иммунология (нас этому учат), но есть еще 
фактическая иммунология». 

Борис Владимирович Пинегин признается: «Я 
не буду это подробно рассказывать, потому что 
сам не до конца понимаю». 

Елена Леонидовна Семикина предлагает: «Вот 
на этом месте нужно сделать глубокий вздох, по-
тому что работа идет, но…» 

Валерий Александрович Черешнев вспоминает: 
«Он читал лекции. Не потому, что был профессо-
ром, – ему это нравилось». 

Юрий Владимирович Никитин формулирует: 
«Как нельзя лучшим, а точнее, идеальным спосо-
бом является проточная цитометрия». 

Илья Анатольевич Корсунский рассуждает: 
«Я не говорю плохо про проточную цитометрию, 
я говорю не очень хорошо про ту первичную па-
нель, которую мы обычно используем». 

Игорь Владимирович Кудрявцев призывает: 
«Никогда не забывайте тратить время на пози-
тивные контроли». 

Борис Владимирович Пинегин опасается: «Эта 
работа из Индии, но все-таки можно верить, 
я думаю…»

Елена Леонидовна Семикина наблюдает: «По-
смотрев на эту хорошо изученную область, ход 
мыслей оказался не слишком радостным». 
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Андрей Петрович Продеус делает вывод: «Хре-
ново сделанный дизайн – получишь хреновые 
доказательства». 

Ирина Александровна Тузанкина поддержива-
ет: «А потом надо уже включать голову…» 

Александр Перельман подводит итог: «Отсут-
ствие процесса – один продукт, присутствие про-
цесса – другой продукт…»

Параграф третий 
ОРГЗДРАВ

Илья Анатольевич Корсунский призывает: 
«Если немножко отвлечься от медицины и пого-
ворить про организацию здравоохранения…» 

Андрей Петрович Продеус точно знает: «Сидят 
там особенные психи, которым совсем делать не-
чего». 

Илья Анатольевич Корсунский надеется: «Боль-
шинство терапевтов и педиатров все-таки гра-
мотные…» 

Ирина Вадимовна Нестерова сокрушается: 
«Маленький наш пациент не может редко бо-
леть…»

Иван Генрихович Козлов наблюдает: «ЧБДэш-
ники есть и у нас и у них…» 

Андрей Петрович Продеус размышляет: «Когда 
мы говорим ОРЗ, мы не знаем, чем они заболе-
ют». 

Татьяна Германовна Федоскова сообщает: «Ни-
кто не запрещает нашим пациентам болеть ОРЗ, 
и они это с удовольствием делают». 

Юрий Владимирович Никитин огорчается: 
«У нас, к сожалению, процветает некоторая го-
меопатия». 

Владимир Александрович Козлов призыва-
ет: «Изменить отношение врачей и теоретиков 
к этой медицине». 

Иван Генрихович Козлов знает причину: «Пото-
му что ему надо кормить население этими лекар-
ствами за счет этого самого населения». 

Фируз Юсуфович Гариб радуется: «Человече-
ство воспряло духом, и показалось на время, что 
мы можем всё». 

Илья Анатольевич Корсунский предлагает «де-
лать десять заболеваний по закону и еще не-
сколько по собственной инициативе…» 

Сусанна Михайловна Харит поддерживает: 
«Десять инъекций можно сделать сразу, если вы-
держит сердце матери». 

Арег Артемович Тотолян замечает: «Есть у нас 
один товарищ, который всех иммунологов делит 
на профессиональных и непрофессиональных». 

Илья Анатольевич Корсунский наблюдает: «Это 
разделы, которые дублируют друг друга, но не ду-
блируют друг друга…»

Арег Артемович Тотолян призывает: «Я прошу 
не уходить, а то не будете знать, как жить дальше». 

Владимир Александрович Козлов предлагает: «Я 
бы в Думе это большими буквами по всем каби-
нетам раз-это-самое...»

Иван Генрихович Козлов комментирует: «Ино-
гда я молчу, но молчу очень выразительно…» 

Илья Анатольевич Корсунский радуется: «О чем 
говорят эти данные? О том, что мы молодцы…»

Владимир Александрович Козлов резюмирует: 
«Это будет одно из будущих, которое будет дальше».

Параграф четвертый 
ЗООСАД

Арег Артемович Тотолян уверен: «Бактерии – 
наши друзья, с которыми мы идем рука об руку». 

Валерий Александрович Черешнев наблюдает: 
«Пока мы лечим бактерии – вирусы процветают». 

Юрий Михайлович Васильев добавляет: «У че-
ловека, у свиней и у животных».

Татьяна Германовна Федоскова обнаруживает 
«молекулы говядины, крольчатины и крокодиля-
тины». 

Фируз Юсуфович Гариб наблюдает: «Бруцелла 
и легионелла – две подружки – позволили быть 
съеденными макрофагами». 

Валерий Александрович Черешнев поясняет: 
«Это брат и сестра – трипаносома и спирохета». 

Фируз Юсуфович Гариб заключает: «Макрофа-
ги стали троянским конем, в котором выживают 
микобактерии туберкулеза». 

Валерий Александрович Черешнев уточняет: 
«Трипаносома – клетка с хвостиком». 

Ирина Вадимовна Кондратенко интересуется: 
«Что же делает иммуноглобулин за счет своего 
хвостика?» 

Юрий Михайлович Васильев наблюдает «…
группы животных – свиней и свиного происхож-
дения».

Анна Павловна Топтыгина знает: «Вот это тот 
самый зверь – мышь». 

Игорь Владимирович Кудрявцев волнуется: 
«Люди – не мыши!» 

Анна Павловна Топтыгина предлагает: «И если 
немного по-генно-инженерить с этой мышью...» 

Валерий Александрович Черешнев знает: 
«Как организм мобилизуется и что из этого полу-
чается? Три кита». 

Оксана Анатольевна Свитич подводит итог: 
«Сейчас это, возможно, модно и даже, наверное, 
правильно». 

Параграф пятый 
УЖАСЫ НАШЕГО ГОРОДКА

Иван Генрихович Козлов рассуждает: «В любой 
истории есть сказка и есть миф». 

Валерий Александрович Черешнев пугает: «Ма-
ленького своего племянника затаскивал в лабо-
раторию». 

Александр Николаевич Суворов согласен: «Дети 
являются самой удобной мишенью». 

Илья Анатольевич Корсунский наблюдает: «А вот  
те самые 57 % детей, которые – непонятно что…»

Иван Генрихович Козлов цитирует пациента: 
«Доктор, у меня что-то лимфоциты болят». 
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Татьяна Германовна Федоскова предполагает: 
«Это ребенковский анализ». 

Александр Николаевич Суворов сокрушается: 
«Все сложнее тестировать донора… Его же в ко-
лумбарий не посадишь. Нужно, чтоб он водки 
не пил, кефир ему нельзя». 

Владимир Александрович Козлов наблюдает: 
«Возросла цитотоксичность больного». 

Фируз Юсуфович Гариб знает: «Некоторые 
микробы после того, как были съедены, захотели 
демократии». 

Андрей Петрович Продеус объясняет: «Это 
не тогда, когда патоген пришел, это когда он раз-
гулялся и нагулялся». 

Ирина Александровна Пашнина видит: «Сеп-
сис – это такой локомотив, который несется 
на всех парах…»

Игорь Владимирович Кудрявцев утешает: «Есть 
ранний апоптоз, есть поздний апоптоз, то есть 
все хорошо». 

Иван Генрихович Козлов радуется: «Мы можем 
опсонизировать! Мы можем залепить бактерии 
глаза, уши, нос, и она просто задохнется». 

Фируз Юсуфович Гариб одобряет: «Очень гу-
манно все происходит: ее сначала убивают, а по-
том разрушают». 

Игорь Владимирович Кудрявцев подчеркива-
ет: «Разные клетки погибают немножко по-
разному». 

Фируз Юсуфович Гариб заключает: «Здесь вы-
бора нет – нужны киллеры». 

Параграф шестой 
ИММУНОЛОГИЯ ЛИЧНОЙ ЖИЗНИ

Валерий Александрович Черешнев рассказывает: 
«Личная жизнь показывает ему, что комплемен-
тарность очень важна». 

Иван Генрихович Козлов наблюдает: «Грам-
плюс, которые доставляют массу удовольствия, 
и Грам-минус, которые доставляют массу удо-
вольствия в кавычках». 

Татьяна Германовна Федоскова призывает: 
«И надо продолжать их как-то иметь». 

Александр Викторович Караулов советует: 
«Применять ректально, а можно и вагинально, 
это еще лучше». 

Наталья Михайловна Калинина делится впе-
чатлениями: «Женщины есть совершенно про-
двинутые в этом направлении…»

Иван Генрихович Козлов постулирует: «Иммун-
ная система – шестой орган чувств». 

Фируз Юсуфович Гариб уверен: «Если бы сказа-
ли „иммунитет женский“, солиднее бы звучало». 

Иван Генрихович Козлов наблюдает: «Урогени-
тальный тракт напрямую связан с глазом…»

Александр Викторович Караулов замечает: 
«Иногда, когда мы свечи вставляем в ненужное 
место, мы видим этот эффект». 

Наталья Михайловна Калинина подводит итог: 
«В 34 % наступила беременность. Я не хочу ска-
зать, что все это только полиоксидоний». 

Параграф седьмой 
ИММУНОПСИХОЛОГИЯ

Иван Генрихович Козлов предупреждает: «Сей-
час мы находимся в одном шаге от нового сумас-
шедшего дома». 

Наталья Михайловна Калинина согласна: 
«И исходя все же из этого бреда…»

Владимир Александрович Козлов пугает: «Мы 
его не видим. Мы его не знаем. Мы его не можем 
оценить, есть только возможные намеки». 

Оксана Анатольевна Свитич успокаивает: 
«У меня не столь жуткие варианты – психику 
я стараюсь сохранять». 

Анна Павловна Топтыгина не успокаивается: 
«Я хочу немножко маслица в огонь подлить…»

Валерий Александрович Черешнев представляет 
себе: «Синее с красным – вдруг зеленое получа-
ется». 

Оксана Анатольевна Свитич сомневается: «Та-
кой спектр, что он немножко противоречит сам 
себе». 

Анна Павловна Топтыгина медитирует: «В ро-
зовом цвете – это то, что хорошо из моих мыс-
лей». 

Татьяна Германовна Федоскова предостерега-
ет: «Не надо трогать мое видение». 

Валерий Александрович Черешнев определяет: «Меч-
ты есть что-то вроде флюоресценции мозга». 

Иван Генрихович Козлов наблюдает: «Мы с вами 
покрываемся замечательной светящейся аурой, 
которая защищает от всего». 

Анна Павловна Топтыгина продолжает: «А вот 
эти облака – это мои сомнения на эту тему». 

Иван Генрихович Козлов радуется: «Это здоро-
во, это красиво, это скоро к нам придет и запута-
ет нас совсем». 

Андрей Петрович Продеус соглашается: «Мне, 
в общем, приходят разные такие штуки». 

Татьяна Германовна Федоскова наблюдает: 
«Аллергологи – единственные люди, у которых 
весна начинается осенью, а осень – весной». 

Иван Генрихович Козлов утешает: «После этого 
наступит сумасшедший дом и все успокоятся». 

Как сказал Илья Анатольевич Корсунский: «Боль 
шое спасибо за то, что вы все это выслушали…» 

Законспектировали:
Семикина Елена Леонидовна: Москва, ФГБУ «Научный центр здоровья детей» Минздрава РФ, заведующая 
ЦКДЛ; РНИМУ им. Н.И. Пирогова, профессор кафедры факультетской педиатрии, д.м.н.

Топтыгина Анна Павловна: Москва, НИИ эпидемиологии и микробиологии им. Г.Н. Габричевского 
Роспотребнадзора, лаборатория цитокинов, ведущий научный сотрудник, профессор кафедры 
иммунологии биологического факультета МГУ, д.м.н.
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а не русскоязычный вариант «ИЛ»; аналогично это-
му используются сокращения: «TNF», а не «ТНФ» 
или «ФНО»; «CD», а не «СД». Названия микроор-
ганизмов приводятся в оригинальной транскрип-
ции с использованием курсива (E. coli, Streptococcus 
pyogenes). Единицы измерения приводятся без точ-
ки после их сокращенного обозначения (с, ч, см, 
мл, мг, kDa и т.д.), регламентированного междуна-
родными правилами.
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Общее количество иллюстраций (таблиц и рисун-
ков) не должно превышать восьми. При большем 
количестве иллюстраций их публикация оплачива-
ется автором. Публикация цветных иллюстраций 
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ется в двух экземплярах и на диске в виде отдель-
ных файлов.

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

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

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

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

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

Плата за публикацию статей
При соблюдении правил публикация статей 

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

Подготовка статей
Для представления статьи авторы должны под-

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

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

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

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

стему ему присваивается имя «Метадан-
ные»):

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

•  Название учреждения, где работает ответ-
ственный автор (в русском и официально 
принятом английском вариантах).



453

Правила для авторов
Instructions to Authors2018, Vol. 20,  3

2018, Т. 20, № 3
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Каталог «Роспечать» – индекс 83030; Каталог «Пресса России» – индекс 42311.

Подписка на электронную версию журнала на сайте www.elibrary.ru

•  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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14 зачетных единиц (кредитов) по специальности: «аллергология и иммунология»
Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, академик РАН, Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера 
тел./факс: (812) 232-00-66
e-mail: totolian@spbraaci.ru

Заявки подавать до 1 декабря 2017 года.
Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 233-08-58
e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 197136, Санкт-Петербург, а/я 58, СПб РО РААКИ
www.spbraaci.ru
www.allergologi-immunologi.ru

IX Всероссийская школа по клинической иммунологии
«ИММУНОЛОГИЯ ДЛЯ ВРАЧЕЙ»

28 января – 3 февраля 2018 года 
Пушкинские Горы, Псковская область

Организаторы:
• Министерство здравоохранения Российской Федерации Российская Академия Наук
• Северо-Западное отделение медицинских наук
• Федеральная служба по надзору в сфере защиты прав потребителей и благополучия человека
• Комитет по науке и высшей школе Правительства Санкт-Петербурга
• Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
• Администрация Псковской области
• ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России
• Институт экспериментальной медицины 
• НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора
• Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им.акад. И.П. Павлова
• Российское научное общество иммунологов
• Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов
• Российское цитокиновое общество
• Ассоциация специалистов и организаций лабораторной службы «Федерация Лабораторной 

Медицины»
• Санкт-Петербургское региональное отделение Российской Ассоциации Аллергологов и Клинических 

Иммунологов
В программе школы:

• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Ежедневная культурная программа
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно

Всем слушателям будут выданы удостоверения о тематическом усовершенствовании 
установленного образца и зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru получат  

14 зачетных единиц (кредитов) по специальности: «аллергология и иммунология»
Координатор проекта:
Зам. председателя СПб РО РААКИ, академик РАН, Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера 
тел./факс: (812) 232-00-66
e-mail: totolian@spbraaci.ru

Заявки подавать до 1 декабря 2017 года.
Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 233-08-58
e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 197136, Санкт-Петербург, а/я 58, СПб РО РААКИ
www.spbraaci.ru
www.allergologi-immunologi.ru

X Всероссийская школа по клинической иммунологии

«ИММУНОЛОГИЯ ДЛЯ ВРАЧЕЙ»
Тематика «Инфекционная Иммунология»

3 – 9 февраля 2019 года
Пушкинские Горы, Псковская область

Организаторы:

Всем слушателям будут выданы удостоверения о тематическом усовершенствовании установленного 
образца и зарегистрированные на сайте НМО www.sovetnmo.ru получат 12 зачетных единиц (кредитов) 

по специальности: «аллергология и иммунология» или «клиническая лабораторная диагностика»
Координатор проекта:
Председатель Правления СПб РО РААКИ, академик РАН, Тотолян Арег Артемович
197101, Санкт-Петербург, ул. Мира, 14
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера 
тел./факс: (812) 232-00-66
e-mail: totolian@spbraaci.ru
Заявки подавать до 1 декабря 2018 года.
Секретариат: Ракитянская Наталья Владимировна 
Тел./факс: (812) 233-08-58
e-mail: shkola@spbraaci.ru 
Адрес для корреспонденции: 197136, Санкт-Петербург, а/я 58, СПб РО РААКИ
www.spbraaci.ru
www.allergologi-immunologi.ru

Министерство здравоохранения 
Российской Федерации 

Комитет по здравоохранению Правительства Санкт-Петербурга
Администрация Псковской области

*****
ГНЦ – Институт иммунологии ФМБА России

Институт экспериментальной медицины 
НИИ эпидемиологии и микробиологии имени Пастера Роспотребнадзора

Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет им.акад. И.П. Павлова
*****

Российское научное общество иммунологов
Российская ассоциация аллергологов и клинических иммунологов

Российское цитокиновое общество
Ассоциация специалистов и организаций лабораторной службы «Федерация Лабораторной Медицины»

Санкт-Петербургское региональное отделение Российской Ассоциации 
Аллергологов и Клинических Иммунологов

В программе школы:
• Лекции ведущих российских иммунологов
• Лекции зарубежных специалистов
• Семинары по практическим вопросам иммунологии

Пакет слушателя включает:
• Посещение лекций и семинаров
• Проживание
• 3-разовое питание
• Ежедневная культурная программа
• Трансфер Псков – Пушкинские Горы и обратно

Российская Академия Наук Федеральная служба по надзору 
в сфере защиты прав потребителей 

и благополучия человека
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