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ИММУНОЛОГИЧЕСКАЯ ПАМЯТЬ: РОЛЬ РЕГУЛЯТОРНЫХ 
КЛЕТОК Treg
Олейник Е.К., Чуров А.В., Олейник В.М.
Институт биологии Карельского научного центра Российской академии наук, г. Петрозаводск, Республика 
Карелия, Россия

Резюме. Т-клетки памяти необходимы для развития иммунного ответа и представляют собой одну 
из  наиболее многочисленных популяций Т-лимфоцитов человека. Регуляторные Т-клетки (Treg), 
напротив, выполняют функцию завершения адаптивного иммунного ответа и  обеспечения толе-
рантности к  собственным антигенам. Эти группы клеток представлены разными субпопуляциями 
и присутствуют в организме в течение всей жизни. Однако сегодня еще нет ясного понимания того, 
как формируются взаимосвязи между этими группами клеток. В работе рассматриваются возможные 
пути развития и поддержания  CD4+ Т-клеточной памяти с участием Treg-клеток. Обсуждаются раз-
ные механизмы  дифференцировки Т-клеток памяти, Treg-клеток и недавно открытых Treg-клеток 
памяти, сравниваются их функциональные и  молекулярно-генетические характеристики. Разделе-
ние клеток по функциональному профилю позволяет отметить параллели между T-клетками памяти 
и  Treg-клетками: и те и другие представлены центральными циркулирующими  популяциями (Tc), 
эффекторными, которые мигрируют в  ткани (Te), и  тканево-резидентными (Tr), пребывающими 
в тканях на периферии. Сходная структурная организация Tregs и Т-клеток памяти, существование 
переходных форм тканево-резидентных субпопуляций Tregs со свойствами клеток памяти может сви-
детельствовать о тесной взаимосвязи между данными группами лимфоцитов. Одним из вариантов та-
кой связи может быть существование конверсии CD4+T-клеток памяти с образованием Treg-клеток, 
экспрессирующих транскрипционный фактор FoxP3. Treg-клетки памяти, обладающие свойствами 
и  Т-клеток памяти, и  Treg-клеток, могут представлять собой переходный этап дифференцировки. 
С другой стороны, Treg-клетки могут дифференцироваться независимо от Т-клеток памяти и накап
ливаться в  течение жизни в  виде Treg-клеток памяти, так  как их супрессорная функция является 
столь же постоянно необходимой, как и готовность Т-клеток памяти развивать иммунный ответ. Воз-
можно, часть Treg-клеток уже в тимусе проходит отбор и конститутивно экспрессирует антигенрас
познающие рецепторы TCR, имеющие сродство с  периферическими тканями. В  дальнейшем эти 
коммитированные клетки могут расселяться в соответствующих тканях и становятся тканево-рези-
дентными Treg-клетками, которые поддерживают региональную Т-клеточную память. Система Treg-
клеток может представлять собой зеркальное отражение структурной организации Т-клеток памяти, 
но с обратным знаком – знаком супрессии. Количественное соотношение Тreg-клеток и Т-клеток 
памяти (CD4+CD45RO+CD25hiFoxP3+/CD4+CD45RO+CD25-FoxP3-), возможно, является важным 
критерием для оценки функционального состояния иммунной системы. Поддержание баланса между 
этими функционально противоположными типами клеток должно обеспечивать устойчивое функци-
онирование иммунной системы.

Ключевые слова: иммунологическая память, Т-клетки памяти, Treg-клетки, Treg-клетки памяти, субпопуляции, 
гетерогенность, дифференцировка
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IMMUNOLOGICAL MEMORY: THE ROLE OF REGULATORY 
CELLS (Tregs)
Oleinik E.K., Churov A.V., Oleinik V.M.
Institute of Biology, Karelian Research Centre, Russian Academy of Sciences, Petrozavodsk, Russian Federation

Abstract. Memory T cells are necessary for development of the immune response and represent one of the 
most numerous population of human T lymphocytes. On the contrary, suppressive regulatory T cells (Tregs) 
may terminate the immune response and help to maintain tolerance to self-antigens. These important groups 
of cells are consisting of different subpopulations and retaining throughout life. However, today there is yet no 
clear understanding of how the relations between these two groups of cells are formed. In this work we consider 
possible ways of development and maintenance of CD4+ T cell memory and role of Tregs in these processes. 
Mechanisms of a differentiation of memory T cells, Tregs and recently described memory Tregs are discussed. 
The functional and genetic characteristics of these cells are compared. Division of cells according to the 
functional profile allows drawing parallels between memory T cells and Tregs. These two groups are consisted of 
central circulating populations (Tc), effector which can migrate toward specific tissues (Te) and tissue-resident 
cells (Tr), which are staying in peripheral tissues. The similar structural organization of Tregs and memory 
T cells, existence of transitional forms of tissue-resident Treg subpopulations with properties of memory 
cells assumes existence of close interrelation between these groups of lymphocytes. The conversion of CD4+ 
memory T cells into FoxP3-expressing Tregs is one of possible mechanisms of communication between these 
two groups. The memory Treg-cells with T cell and memory Treg-cell properties can represent a transitional 
stage of differentiation. On the other side, Treg cells can differentiate independently of memory T cells and 
accumulate during life in the form of memory Treg cells. The supressor function of Tregs is also necessary as 
well as function of memory T cells to develop the immune response. It is possible, that a subset of Treg cells 
undergoes selection in thymus and constitutively express TCR-receptors having affinity with peripheral 
tissues. Further, these committed cells can be settled into tissues and become tissue-resident Treg cells which 
maintain regional T cell memory. Tregs can represent the “mirror image” of the structural organization of 
memory T cells, but with the return sign – the sign of suppression. The quantitative ratio of Tregs and memory 
T cells (CD4+CD45RO+CD25hiFoxP3+/CD4+CD45RO+CD25-FoxP3-), perhaps, is important criterion for 
functional assessment of immune system. The balance between these functionally opposite cell subsets has to 
provide stable functioning of immune system.
Keywords: immunological memory, memory T cells, Tregs, memory Tregs, subpopulations, heterogeneity, differentiation

Финансовое обеспечение исследований осу-
ществлялось из средств федерального бюджета на 
выполнение государственного задания КарНЦ 
РАН, бюджетная тема № 0221-2017-0043.

Т-клетки памяти
Т-клетки памяти относятся к  долгоживущим 

клеткам и  характеризуются способностью дли-
тельное время персистировать в  отсутствие АГ. 
Они обладают специфичностью к АГ или гапте-
ну, значительной фенотипической и  функцио-
нальной неоднородностью [8, 15]. Клетки памяти 
составляют наиболее многочисленную лимфо-
цитарную популяцию в  течение большей части 
жизни индивида. Они также представляют пре-
обладающую Т-клеточную популяцию в  слизи-
стых, коже, селезенке и костном мозге [14]. Эти 
Т-клетки аккумулируются на  протяжении всей 
жизни, так  как приобретение антигенного опы-
та сопровождается генерацией и  персистенцией 
специфических клонов Т-клеток памяти, ко-
торые экспрессируют уникальные TCR и  могут 
обеспечивать защиту от  патогенов. После рож-
дения Т-клетки памяти развиваются из наивных 
Т-клеток в  ответ на  встречи с  разными анти-
генами. Предполагается, что при развитии им-
мунного ответа на АГ часть эффекторных клеток 

выживает, приобретая свойства клеток памяти, 
в  том числе АГ-специфичность, которая сохра-
няется в виде комплементарных антигену участ-
ков TCR [44]. Заметное увеличение циркулирую-
щих Т-клеток происходит в  первое десятилетие 
жизни, и к концу второго десятилетия Т-клетки 
памяти составляют до  35% циркулирующих 
Т-клеток. В  третье десятилетие жизни количе-
ство циркулирующих Т-клеток памяти достигает 
максимума и  стабилизируется. Выход Т-клеток 
из  тимуса постепенно уменьшается в  течение 
этой фазы, и далее число Т-лимфоцитов большей 
частью поддерживается через гомеостатический 
клеточный круговорот [11]. В  эти средние годы 
жизни организм наиболее иммунологически 
устойчив и менее чувствителен к патогенам. По-
сле десятилетий стабильного состояния Т-клеток 
памяти функциональная активность этих клеток 
снижается в  течение иммунологического старе-
ния, начиная с 65-70 лет [14, 18]. 

Т-клетки памяти человека экспрессируют 
RO изоформу CD45  в  тимусе и  конвертируются 
в  CD45RA после эмиграции в  периферические 
ткани, а при распознавании АГ на периферии эти 
клетки возвращаются опять к  CD45RO. Почти 
все CD45RA-, экспрессирующие CD4+Т-клетки 
in vitro, теряют CD45RA-экспрессию и  перехо-
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дят в CD45RO+ клетки после 4 дней стимуляции 
TCR [4]. Хотя появились данные о  переключе-
нии изоформы от CD45RO назад к CD45RA и на 
периферии [20], экспрессия изомера CD45RO 
и  отсутствие СD45RA (CD45RO+CD45RA-), 
в  комбинации с  хемокиновыми рецепторами 
и  селектинами в  настоящее время широко ис-
пользуется для  того, чтобы отличить наивные 
Т-клетки от Т-клеток памяти.

Гетерогенность Т-клеток памяти перифери-
ческой крови человека была идентифицирована 
на  основе экспрессии хемокинового рецепто-
ра CCR7 [38]. В  отличие от  наивных Т-клеток, 
которые экспрессируют CCR7, что отражает их 
преимущественную локализацию в  лимфоид-
ной ткани, Т-клетки памяти подразделяются 
на  CD45RA-CCR7+ центральные Т-клетки па-
мяти (Tcm), которые передвигаются к  лимфоид-
ным тканям, и  CD45RA-CCR7- эффекторные 
Т-клетки памяти (Tem), которые могут мигриро-
вать во многие ткани. При этом Tcm интенсивно 
продуцируют IL-2, что не характерно для Tem кле-
ток. Изучение экспрессии других поверхностных 
молекул, таких как маркер апоптоза CD95 (FAS) 
и  ассоциированный с  памятью маркер CD122 
(IL-2Rβ), позволило очертить новую популяцию 
Т-клеток памяти у человека и мышей, названную 
стволовой клеткой памяти (Tscm) [16]. У человека 
Tscm клетки напоминали наивные Т-клетки, имея 
промежуточный фенотип CD45RA+CD45RO-, 
и экспрессировали повышенный уровень кости-
мулирующих рецепторов CD27 и CD28, рецептор 
альфа-цепи IL-7 (IL-7Rα), CD62L и  CCR7. Тscm 
клетки имеют высокий пролиферативный по-
тенциал, а также способность дальше дифферен-
цироваться в другие Т-клеточные субпопуляции, 
включая Tcm и Tem, а также в противоопухолевые 
Т-клетки [17].

Хотя активное передвижение Т-клеток памя-
ти по  всему организму является неотъемлемой 
частью их способности обеспечивать иммунную 
защиту, исследования последних лет показыва-
ют, что дифференцировка некоторых Т-клеток 
в  уникальные тканево-резидентные субпопуля-
ции (Trm), которые представлены практически 
во  всех тканях и  органах, дает хозяину возмож-
ность усилить региональный иммунитет [29]. 

Значительная часть CD4+ и СD8+Т-клеток па-
мяти в селезенке, легких, кишечнике отличается 
повышенной экспрессией CD69, а  экспрессия 
CD103 характерна для  CD8+Т-клеток кишеч-
ника [40]. Изучение маркеров Trm продолжается 
и  пока трудно определить пропорции резидент-
ных и циркулирующих T-клеток памяти у чело-
века. Однако становится все более очевидным, 
что именно тканево-резидентные клетки памяти 
составляют наиболее многочисленную фракцию 
общего пула Т-клеток памяти, что и привлекает 
особое внимание к этим клеткам.

Регуляторные клетки Treg
Как  и Т-клетки памяти, регуляторные клет-

ки Treg представлены разными субпопуляциями, 

которые участвуют в контроле физиологическо-
го состояния организма. Эти клетки выполня-
ют важную функцию завершения адаптивного 
иммунного ответа и  обеспечения толерантно-
сти к  собственным антигенам. Неспособность 
организма поддерживать достаточное количе-
ство и функции Treg приводит к аутоиммунным, 
опухолевым заболеваниям или  к иммунодефи-
цитным состояниям. В  сущности, эти клетки 
являются супрессорами и могут подавлять акти-
вацию, пролиферацию и эффекторные функции 
широкого круга иммунокомпетентных клеток, 
включая CD4+ и  СD8+Т-клетки, а  также NK-, 
NKT- и другие клетки. К Treg, обеспечивающим 
иммунологическую толерантность и  супрессию 
Th1-зависимых аутоиммунных реакций, относят 
клетки с фенотипом CD4+CD25hiFoxP3+.

Используя метод иммунизации гаптенизи-
рованными IgG, Loblay R.H. и  соавт. [26] впер-
вые показали, что при первичном воздействии 
АГ среди Т-клеток генерируются супрессорные 
клетки памяти. Эти клетки были долгоживущи-
ми (не менее 9 мес.) и подавляли иммунный от-
вет с усиленной кинетикой при повторном кон-
такте с  АГ, причем в  течение вторичного ответа 
требовалось в 5-10 раз меньше этих клеток, чтобы 
достичь уровня супрессии, эквивалентного тому, 
который наблюдается при первичном ответе. Ав-
торы постулировали, что супрессорные клетки, 
проявляющие свойства Т-клеток памяти, могут 
играть важную роль в  поддержании длительной 
толерантности к  своим АГ. Было введено по-
нятие регуляторной памяти, но эксперименты 
в течение длительного времени были затруднены 
в связи с отсутствием специфических маркеров, 
позволяющих выделять cупрессорные клеточные 
популяции. В 2001 году Treg человека были впер-
вые охарактеризованы как  CD4+CD25+, так  как 
были получены доказательства конститутивной 
экспрессии CD25 [2]. Открытие транскрипци-
онного фактора FoxP3, как  наиболее специфи-
ческого маркера Treg-клеток, позволило более 
точно определять регуляторные популяции [21]. 
Важным оказалось то, что повышенная экс-
прессия FoxP3 в  Т-клетках может быть одним 
из  компонентов гомеостатической программы, 
инициируемой этими клетками, для реализации 
отрицательной обратной связи в ходе иммунно-
го ответа. Дальнейшее изучение фенотипических 
и  функциональных характеристик Treg-клеток 
выявило гетерогенность этой популяции, и  на-
чались попытки определить их происхождение 
и структурную организацию [37]. 

Периферическая кровь здорового челове-
ка содержит две фенотипически и  функцио-
нально различающиеся популяции Treg-клеток: 
CD45RA+FoxP3low и  CD45RA-FoxP3hi клетки,  
названные, соответственно, «отдыхающими» и «акти
вированными» Treg-клетками  [28]. Обе популя-
ции были стабильными, высокосупрессивными 
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Treg-клетками, у которых отсутствовала продук-
ция эффекторных цитокинов. При этом CD45RA-

FoxP3hiTreg-клетки экспрессировали высокий 
уровень внутриклеточных маркеров активации, 
таких как CTLA-4, ICOS, HLA-DR, GITR, CD39, 
CD45RO.

Возможно, что наивные или покоящиеся Treg-
клетки эмигрируют из  тимуса в  раннем детстве 
и при встрече с АГ на периферии пролиферируют 
и  дифференцируются в  «активированные» эф-
фекторные Treg-клетки. Можно предположить, 
что именно популяции «активированных» Treg-
клеток среди мононуклеаров периферической 
крови человека и представляют собой Treg-клетки 
памяти, которые циркулируют и остаются акти-
вированными по  своему фенотипу в  отсутствие 
постоянной АГ-стимуляции. С  возрастом коли-
чество CD45RA+Treg-клеток в  периферической 
крови постепенно снижается, в то время как чис-
ло CD45RO+Treg-клеток увеличивается [45]. Наи-
более высокий процент CD45RA+Treg-клеток со-
держит пуповинная кровь человека [13]. Подобно 
Т-клеткам памяти, CD4+Treg могут экспресси-
ровать либо CD45RA, либо CD45RO. Так  как 
известно, что CD45RA и  CD45RO являются не-
пременными участниками активации антиген-
распознающего Т-клеточного рецептора TCR, 
можно предположить, что изменение соотно-
шения числа CD45RA+ и CD45RO+Treg отражает 
функциональное состояние регуляторных клеток 
и  может быть индикатором супрессии. Возмож-
но, что стимуляция TCR фенотипически прояв-
ляется в переходе одной изоформы в другую.

До  сих пор остается неясным, какие меха-
низмы обеспечивают стабильный уровень ре
гуляторных CD4+CD45RO+CD25hiFoxP3+Т-лим
фоцитарных популяций человека в  течение 
длительного времени вплоть до  пожилого воз-
раста (65-70 лет), когда наблюдается увеличе-
ние числа Treg [25]. В  условиях стабильного со-
стояния организма число CD4+CD45RO+CD25hi 
FoxP3+Treg-клеток поддерживается в  опреде-
ленном количественном диапазоне с  высоким 
темпом деления клеток. При этом Treg-клетки 
характеризуются очень короткими теломерами 
и  невысокой теломеразной активностью, экс-
прессируют низкий уровень антиапоптотической 
молекулы BCL-2 и чувствительны к апоптозу, что 
отличает Treg от  классических Т-клеток памяти 
и свидетельствует о маловероятности их самосто-
ятельной регенерации. Скорее всего, эти клетки 
постоянно набираются из  других предшествен-
ников, в  частности, возможно, из  пула CD4+Т-
клеток памяти, так как существует очень тесная 
TCR клональная гомология между регуляторны-
ми клетками и CD4+Т-клетками памяти [46].

Кроме разделения по  происхождению (ти-
мические и  периферические), FoxP3+Treg могут 
быть разделены по  функциональному профи-
лю на  три группы: центральные, эффекторные 

и  тканево-резидентные [48]. Центральные Treg 
составляют большинство среди циркулирующих 
и находящихся во вторичных лимфоидных орга-
нах Treg-клеток. Эта популяция имеет феноти-
пические характеристики, сходные с  наивными 
Т-клетками и Т-клетками памяти. Центральную 
популяцию Treg представляют клетки с феноти-
пом CD62LhiCCR7+ или FoxP3lowCD45RAhiCD25low. 
Циркулирующие Treg обладают высокой скоро-
стью пролиферации по  сравнению с  обычными 
Т-клетками: примерно 50% популяции прохо-
дит деление каждые 10 дней [25, 46]. Эффектор-
ные Treg-клетки составляют минорную фракцию 
Treg-клеток как  среди циркулирующих, так  и 
во  вторичных лимфоидных органах. Фенотипи-
чески эти клетки несут черты активированных 
антигеном Т-клеток, усиленно мигрируя че-
рез нелимфоидные ткани, и  их можно опреде-
лить как  FoxP3hiCD45RAlowCD25hi. Тканево-ре-
зидентные Treg-клетки характеризуются тем, 
что долгое время пребывают в  нелимфоидной 
ткани и  могут приобретать антигенную специ
фичность, изменяя свои функции и  гомеоста-
тические свойства в  зависимости от  условий 
микроокружения [6, 19]. 

Регуляторные клетки памяти Treg
Потенциально каждый орган может быть 

гаванью различных популяций тканево-рези-
дентных Treg-клеток, участвующих в  регуляции 
местного иммунитета. Недавно были изучены 
фенотипические и  функциональные характери-
стики Treg-клеток, которые удалось выделить 
из кожи человека [39, 47]. Оказалось, что почти 
все Treg-клетки в коже взрослого экспрессируют 
CD45RO, в то время как в коже плода значитель-
ная часть Treg-клеток была CD45RO-CD45RA+. 
Treg-клетки в  коже взрослого экспрессирова-
ли высокий уровень и  других маркеров (CD27 
и  BCL-2), ассоциированных с  Т-клетками па-
мяти. По сравнению с кожными эффекторными 
Т-клетками памяти эти Treg-клетки экспресси-
ровали уникальную последовательность в  TCR, 
не  экспрессируя СС-хемокиновый рецептор 7 
(CCR7) и не мигрируя из кожи in vivo [41]. Мож-
но предполагать, что кожа человека содержит 
Treg-клетки с  фенотипом «эффекторные клетки 
памяти», которые способны распознавать уни-
кальные АГ и  которые стабильно проживают 
в  этой ткани. Примером тканево-резидентных 
Treg также являются Treg жировой ткани, кото-
рые экспрессируют транскрипционный фактор 
PPAR-gamma (peroxisome proliferator-activated 
receptor-gamma), и  Treg-клетки кишечника, ко-
торые экспрессируют рецептор свободных жир-
ных кислот FFAR2 (free fatty acid receptor 2). Есть 
данные и  о специализированных резидентных 
Treg в  мышечной ткани [6]. Некоторые авторы 
считают, что TCR тканево-резидентных Treg реа-
гирует на тканеспецифические сигналы и клетки 
приобретают тканево-специфический субфено-
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тип [25]. В кишечнике, например, аккумулирует-
ся много разных по антигенной специфичности 
Treg, но большинство TCRs, выделенных их этих 
Treg, распознают антигены бактерий кишечни-
ка и, видимо, способствуют дифференцировке 
специфичных к микробиоте резидентных Treg [7, 
23, 43].

Среди АГ-специфических регуляторных Т-кле
ток была выделена новая популяция  – Treg-
клетки памяти [34]. Исследования на  моделях 
аутоиммунитета показали, что Treg-клетки па-
мяти уменьшали повреждение тканей у  мышей 
при повышенной провоспалительной реакции 
клеток памяти. Также есть данные о  том, что 
регуляторные Т-клетки памяти способствуют 
усилению толерантности во  время беременно-
сти [36]. Возможно, что постоянная экспрессия 
собственных АГ в тканях приводит к преимуще-
ственной аккумуляции Treg-клеток вместо эф-
фекторных Т-клеток, и Treg-клетки памяти могут 
генерироваться из этих резидентных Treg-клеток. 
Важность регуляторных клеток памяти подчер-
кивается в ряде исследований, в которых феноти-
пически и функционально были охарактеризова-
ны Treg-клетки памяти при вирусных инфекциях 
у мышей. Удалось показать персистенцию долго-
живущих АГ-специфических Treg-клеток с мощ-
ными иммуносупрессивными свойствами, не-
смотря на  элиминацию исходного АГ [5, 37]. 
Предлагают также разделить Treg памяти на цен-
тральные (те, которые находятся во  вторичных 
лимфоидных органах), эффекторные (возможно, 
рециркулируют между кровью и  нелимфоидны-
ми тканями, точно так же как Т-клетки памяти) 
и тканево-резидентные (пребывают в перифери-
ческой ткани) [35]. 

Как  упоминалось выше, число Treg в  значи-
тельной степени увеличивается у  стареющих 
людей (такая же  динамика характерна для  мы-
шей). Поскольку Treg управляют интенсивно-
стью Т-клеточных реакций, то при старении рост 
их числа способствует иммунным дисфункциям 
и  снижению эффективности Т-клеточного от-
вета. Поэтому связанная с  возрастом иммунная 
супрессия является основным фактором «иммун-
ного старения», который повышает чувствитель-
ность к  инфекциям и  опухолям и  существенно 
увеличивает заболеваемость у  пожилых лю-
дей [32, 33]. Таким образом, следует иметь в виду, 
что, в дополнение к своей важной роли поддер-
жания иммунологической толерантности, Treg 
могут вносить вклад в снижение эффективности 
Т-клеточного ответа при старении. 

В настоящее время особое внимание привле-
кают вопросы генерации разнообразия популя-
ций Treg, поддержания их стабильности. Имму-
нологическая память сохраняется в  результате 
идиотип-антиидиотипических взаимодействий, 
образующих идиотипические сети. Может быть, 
таким же образом сложные сети управляют гене-

рацией регуляторных клеток памяти и их поддер-
жанием. 

Недавно было показано, что существует способ 
сигнализации TCR, который регулирует именно 
дифференцировку Treg-клеток, их численность 
и  функции, оказывая влияние на  экспрессию 
генов, метаболизм, клеточную адгезию и  ми-
грацию этих клеток [24]. Поэтому можно пред-
положить, что именно TCR является основным 
триггером, который инициирует и в дальнейшем 
управляет дифференцировкой Treg в  соответ-
ствии с их функциями в норме и при патологиях. 
Treg-клетки, которые способны подавлять ауто-
иммунное воспаление, экспрессируют высокие 
уровни TCR-индуцированных CD5, CTLA- 4, 
CD25 (IL-2Rα) и  низкий уровень CD45RB. 
На необходимость сигналов TCR для экспрессии 
FoxP3 также указывает то, что активация TCR 
всегда предшествует транскрипции гена FoxP3. 
Кроме того, стимуляция TCR существенно акти-
вирует транскрипционные программы, которые 
связаны с  развитием Treg, включая IkB-киназы 
(IKK)  – ассоциированные с  ядерным фактором 
kB (NF-kB) и кальций-зависимым ядерным фак-
тором активированных Т-клеток (NFAT). В  эту 
сеть могут также входить и другие важные факто-
ры влияния, такие как эпигенетические модифи-
кации, транскрипционные факторы, цитокины. 

Treg-специфические эпигенетические из-
менения, например ДНК-гипометилирование 
(в локусе CNS2), способствуют экспрессии FoxP3 
и  других молекул, ассоциированных с  Treg-
клетками, а  также обеспечивают стабильность 
клеточных линий, что имеет решающее значение 
для  долгосрочной иммунологической толерант-
ности [30]. Авторы считают, что эпигенетические 
модификации являются ключевым молекуляр-
ным событием для развития Treg, функционально 
отличающихся от других субпопуляций Т-клеток. 

Известно, что высокий уровень транскрип-
ционного фактора T-bet одновременно с  низ-
ким уровнем транскрипционного фактора 
eomesodermin (EOMES) содействуют дифферен-
цировке наивных CD8+ клеток в  короткоживу-
щие эффекторные клетки, в то время как низкий 
уровень T-bet с высоким уровнем EOMES приво-
дят к  их дифференцировке в  клетки памяти [3]. 
Такая же закономерность может быть справедли-
ва и для CD4+Т-клеток. Транскрипционный фак-
тор В-лимфоцитов, индуцирующий созревание 
белка 1 (BLIMP1), также известный как PRDM1 
и  BCL-6, проявляет скоординированное вли-
яние на  развитие эффекторных клеток памя-
ти CD4+  [10]. Интересно, что высокий уровень 
BLIMP1 экспрессируется и  в популяции Treg-
клеток с  эффекторным фенотипом, и  в фолли-
кулярных Treg-клетках, которые также экспрес-
сируют BCL-6. Таким образом, специфические 
транскрипционные факторы оказывают влияние 
на  развитие эффекторных Treg-клеток и  Treg-
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клеток памяти, аналогично тому, что наблюдает-
ся в других CD4+Т-клеточных субпопуляциях.

Важную роль в  генерации и  поддержании 
Treg-клеток памяти играют и  цитокиновые фак-
торы роста. Известно, что как  IL-2, так  и IL-7 
вовлекаются в генерацию и поддержание CD4+Т-
клеточных популяций памяти [22]. CD127 (α-цепь 
рецептора для IL-7) экспрессируется на высоком 
уровне на  CD4+ эффекторных Т-клетках памяти 
и играет важную роль в поддержании их в пери-
ферической ткани. Но большинство Treg-клеток, 
находящихся во вторичных лимфоидных органах, 
экспрессируют низкий уровень IL-7R, в то время 
как Treg-клетки памяти в коже имеют повышен-
ную экспрессию IL-7. Было показано, что IL-2 был 
необходим для  генерации и  поддержания Treg-
клеток памяти, в  то время как  IL-7, но не  IL- 2, 
требовался для их поддержания в коже [19]. Суб-
популяция CD44hiCD62LlowCCR7lowTreg-клеток 
имеет пониженный уровень экспрессии IL-2R, 
и  IL-2 не  был необходим для  поддержания этих 
клеток in  vivo  [42]. Значит, потребность в  тех 
или  иных цитокинах для  разных субпопуляций 
Treg различна. 

Отличающимися оказались и  метаболиче-
ские пути, которые используются на разных эта-
пах дифференцировки и активации Тreg-клеток. 
Если пролиферирующие клетки-эффекторы 
больше полагаются в основном на аэробный гли-
колиз, то  клетки памяти зависят от  окисления 
жирных кислот [31]. Устойчивая гликолитиче-
ская активность ингибирует формирование кле-
ток памяти, тогда как ингибирование гликолиза 
способствует развитию этих клеток. Поэтому ин-
гибирование мишени рапамицина (mTOR) спо-
собствует окислению жирных кислот и увеличе-
нию образования клеток памяти [1]. Возможно, 
Т-клетки памяти больше зависят от  окисления 
жирных кислот в связи с тем, что это дает преиму-
щество для получения энергии в условиях стресса 
и обеспечивает более быстрое реагирование при 
реинфекции. Такой же метаболический путь спо-
собствует развитию Treg-клеток. По  сравнению 
с  эффекторными Т-клетками, Treg-клетки экс-
прессируют низкий уровень глюкозного транс-
портера 1 (GLUT1, также известного как SLC2A1) 
и имеют более высокую скорость базального ли-
пидного окисления, что свидетельствует о  том, 
что они в первую очередь используют окисление 
жирных кислот для  своих энергетических по-
требностей [27]. В соответствии с этим блокиро-
вание либо гликолиза, либо мишени рапамицина 
mTOR способствует развитию Treg-клеток. Воз-
можно, что активированные Т-клетки диффе-
ренцируются в эффекторные Treg-клетки только 
при высоких уровнях активирующих mTOR сиг-
налов, а при низком уровне сигналов, активиру-
ющих mTOR, – в долгоживущие Treg-клетки па-
мяти [9]. Таким образом, метаболические нужды 
Treg и  T-клеток памяти отличаются от  таковых 
для  других CD4+Т-клеточных популяций, но 

можно ли на основе различий в метаболизме от-
делить Treg-клетки памяти от наивных и эффек-
торных Treg-клеток, пока не ясно.

Заключение
В  заключение следует отметить, что оконча-

тельно не  стандартизированная, но принятая 
на  сегодняшний день структурная организация 
Т-клеток памяти очень напоминает структурную 
организацию регуляторных лимфоцитов Treg. 
И  те и  другие клетки представлены сходными 
функциональными субпопуляциями: Tcm  – цен-
тральные циркулирующие, Tem  – эффекторные, 
мигрирующие в  ткани, Trm  – тканево-резидент-
ные, пребывающие в тканях на периферии. По-
видимому, популяционный состав Treg-клеток 
представляет собой зеркальное отражение струк-
турной организации популяций Т-клеток памя-
ти, но с  обратным знаком – знаком супрессии. 
Сосуществование этих двух функционально 
противоположных Т-клеточных популяций обе-
спечивает стабильность и  необходимый ба-
ланс для  поддержания иммунного гомеостаза. 
Вероятно, соотношение Treg/T-клетки памя-
ти (в  частности CD4+CD45RO+CD25hiFoxP3+/
CD4+CD45RO+CD25-FoxP3-) является важным 
показателем, отражающим функциональное со-
стояние иммунной системы, и  может быть ис-
пользовано для оценки иммунного статуса.

По  всей видимости, существует несколько 
путей генерации этих популяций лимфоцитов. 
Одним из  вариантов взаимоотношений между 
клетками памяти и регуляторными клетками мо-
жет быть конверсия CD4+T-клеток памяти в Treg, 
то  есть CD4+T-клетки памяти могут быть пред-
шественниками регуляторных супрессоров Treg. 
При получении сигнала (например, антигенно-
го) клетки памяти активируются, индуцируют 
иммунный ответ, и  часть образующихся эффек-
торных клеток дифференцируется в Т-клетки па-
мяти, из которых в свою очередь образуются Treg, 
включая экспрессию транскрипционного факто-
ра FoxP3. Возможно, что Treg-клетки памяти, не-
сущие черты и  Т-клеток памяти, и  Treg-клеток, 
представляют переходные этапы дифференци-
ровки регуляторных клеток и могут быть свиде-
тельством конверсии Т-клеток памяти в  Treg и, 
возможно, обратно. 

С  другой стороны, если Т-клетки памяти су-
ществуют для  того, чтобы эффективно отвечать 
на те или иные антигенные стимулы, то не менее 
важно, чтобы существовали и механизмы, предус-
матривающие остановку этого иммунного ответа, 
его завершение. Можно предположить, что Treg 
дифференцируются параллельно с  Т-клетками 
памяти и накапливаются в течение жизни в виде 
Treg памяти, так  как их супрессорная функция 
является столь же постоянно необходимой, как и 
готовность Т-клеток памяти развивать иммун-
ный ответ. Возможно, что часть nTreg уже в  ти-
мусе проходит отбор и  конститутивно экспрес-
сирует антигенраспознающие рецепторы TCR, 
имеющие сродство с периферическими тканями. 
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В дальнейшем эти коммитированные клетки мо-
гут расселяться в  соответствующих тканях, ста-
новятся тканево-резидентными Treg и поддержи-
вают защитную память в тканевых сайтах. 

У  человека клоны Т-клеток памяти могут вы-
живать десятилетиями, и, как  упоминалось выше, 

большинство Т-клеток в  организме человека име-
ют фенотип памяти. Поэтому изучение Т-клеток 
памяти, более глубокое понимание их роли при 
аутоиммунных заболеваниях, инфекциях, противо-
опухолевом иммунитете позволит найти более це-
ленаправленные подходы к иммунотерапии.
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РОЛЬ РАЗЛИЧНЫХ СУБПОПУЛЯЦИЙ  
CD8+Т-ЛИМФОЦИТОВ ПРИ БЕРЕМЕННОСТИ
Степанова О.И.1, Баженов Д.О.1, Хохлова Е.В.1, Коган И.Ю.1, 
Соколов Д.И.1, 2, Сельков С.А.1
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт акушерства, гинекологии и репродуктологии  
имени Д.О. Отта», Санкт-Петербург, Россия 
2 ГБОУ ВПО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. В  настоящее время выявлено существование широкого спектра субпопуляций CD8+Т-
лимфоцитов, среди которых выделяют субпопуляции наивных клеток, клеток памяти, регуляторных. 
Кроме клеток с высоким уровнем цитотоксической активности, выявлены субпопуляции, обладаю-
щие выраженной регуляторной активностью. Каждая субпопуляция характеризуется совокупностью 
продуцируемых медиаторов, поверхностных и  внутриклеточных маркеров, позволяющих предпо-
ложить их различную функциональную активность в условиях in vivo. В настоящем обзоре описана 
классификация CD8+Т-лимфоцитов, учитывающая их морфофункциональные признаки. Традици-
онно считается, что CD8+Т-лимфоциты являются популяцией лимфоцитов, обладающей высокой 
цитотоксической активностью, что имеет чрезвычайное значение в условиях инвазии полуалогенных 
плодовых клеток в  эндометрий при беременности. Доля CD8+Т-лимфоцитов в  децидуальной обо-
лочке довольно велика. В обзоре обсуждаются известные на сегодняшний день механизмы регуляции 
дифференцировки, избирательной миграции и  функциональной активности CD8+Т-лимфоцитов 
в децидуальной оболочке и плаценте при беременности. Основными факторами цитотоксического 
действия CD8+Т-лимфоцитов являются перфорин и гранзим. К регуляторным медиаторам CD8+Т-
лимфоцитов относят цитокины IL-2, IL-5, IL-13, IFNγ, IL-17, TGF-β и IL-10. Для развития эффек-
торных свойств CD8+Т-лимфоцитов необходима антигенная стимуляция, которую обеспечивает 
взаимодействие CD8+Т-лимфоцитов с  активированными CD4+Т-лимфоцитами или  дендритными 
клетками, воздействие цитокинов. Условия специфической дифференцировки CD8+Т-лимфоцитов 
формируются за счет различного характера микроокружения. В децидуальной оболочке при беремен-
ности наблюдается концентрация CD8+Т-лимфоцитов, но их фенотип и функциональнальная актив-
ность отличаются от CD8+Т-лимфоцитов периферической крови. В настоящее время продолжается 
изучение механизмов избирательной миграции CD8+Т-лимфоцитов с  регуляторными свойствами 
в децидуальную оболочку. Полагают, что это обеспечивается при участии хемокиновых рецепторов 
CXCR3 и CCR5, цитокинов IL-6 и IL-15. Характер активности CD8+Т-лимфоцитов и продукция ими 
цитокинов CSF2, IFNγ, IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8,IL-10, IL-12 и TNFα в децидуальной оболочке имеют 
решающее значение для успешной инвазии клеток трофобласта. В свою очередь, клетки трофобла-
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ста и плаценты способствуют формированию пула регуляторных CD8+Т-лимфоцитов в децидуаль-
ной оболочке, способны индуцировать апоптоз CD8+Т-лимфоцитов. Таким образом, взаимодействие 
CD8+Т-лимфоцитов матери и трофобласта в зоне маточно-плацентарного контакта является важным 
звеном в формировании иммунологической толлерантности в системе мать-плод. 

Ключевые слова: T-лимфоциты, беременность, цитотоксичность, децидуальная оболочка

THE ROLE OF SUBPOPULATIONS OF CD8+ T LYMPHOCYTES 
IN THE DEVELOPMENT OF PREGNANCY
Stepanova O.I.a, Bazhenov D.O.a, Khokhlova E.V.a, Kogan I.Yu.a, 
Sokolov D.I.a, b, Selkov S.A.a
a D. Ott Research Institute of Obstetrics, Ginecology and Reproductology, St. Petersburg, Russian Federation 
b First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. At the present time, a broad spectrum of CD8+ T lymphocyte subsets is revealed, including naïve 
cells, memory cells and regulatory subpopulations. Along with cells with high cytolytic activity, some subsets 
with marked regulatory activity were found there. Each subpopulation is characterized by a set of produced 
mediators, surface and intracellular markers allowing to suggest their differential in vivo functional activity. The 
present review article proposes a classification of CD8+ Т cells which takes into account their morphological 
and functional features. According to conventional view, the CD8+ Т lymphocytes is a cell population exhibiting 
high cytotoxic ability which is of critical significance in pregnancy, under the conditions of semi-allogenic 
fetal cell invasion into the endometrium. The fraction of CD8+ T cells is rather high in decidual structures. 
The review discusses the known mechanisms of differentiation regulation, selective migration and activity of 
CD8+ T cells in decidual membrane and placenta in the course of pregnancy. Perforine and granzyme are the 
main cytotoxicity factors of CD8+ Т cells. IL-2, IL-5, IL-13, IFNγ, IL-17, TGF-β and IL-10 cytokines are 
considered regulatory mediators of CD8+ cells. To induce the effector properties of CD8+ T cells, an antigenic 
stimulation is required, which is provided by interactions between the CD8+ Т cells and activated CD4+ Т cells 
or dendritic cells, cytokine effects. Specific differentiation of the CD8+ T cells is determined by differences in 
microenvironvent. In the course of pregnancy, accumulation of CD8+ Т cells is observed in decidual membrane, 
but their phenotype and functional properties differ from CD8+ Т cells in peripheral blood. At present time, the 
mechanisms of selective CD8+ T cell migration to decidual membrane are studied. These events are suggested 
to be mediated by means of CXCR3 and CCR5 chemokine receptors, IL-6 and IL-15 cytokines. The features 
of CD8+ Т cell activities, and production of some cytokines, e.g., CSF2, IFNγ, IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8,IL-10, 
IL-12 and TNFα in decidual membrane and is of critical significance for effective invasion of trophoblast 
cells. In turn, the trophoblast and placental cells promote development of regulatory CD8+ Т lymphocytes in 
decidual membrane, being able to induce CD8+ T cell apoptosis in decidual membrane. Hence, interaction 
between the maternal CD8+ T cells and trophoblast in the area of uterine-placental contact is an important link 
during development of immunological tolerance in the maternal/fetal system. 

Keywords: T lymphocytes, pregnancy, cytotoxic, decidua
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Introduction
Cytotoxic lymphocytes are one of the key cellular 

elements, whose action is aimed at viral clearance. 
However, the spectrum of their function is much 
wider. It is noted that the change in metabolic 
pathways and function of CD8+  T  lymphocytes is  

associated with aging of the organism [46]. In 
connection with the possibility of recognition of 
MHC I, CD8+ T lymphocytes are an important part 
of the antitumor immune response. In particular, 
activated CD8+ T lymphocytes control cell growth in 
solid tumours [23]. CD8+ T lymphocytes are involved 
in many pathological processes, for example, in nerve 
fibre damage in multiple sclerosis [133], cerebral 
vasculature in cerebral malaria [126], bronchial asthma 
[95], rheumatoid arthritis [16] and immunopathology 
in skin leishmaniasis [94]. In the host graft system, 
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the effect of CD8+ T  lymphocytes is also crucial for 
engraftment of the graft [5, 112, 151]. 

Pregnancy is a unique example of the coexistence 
of genetically diverse tissues. In this case, the 
placenta is not an absolute barrier to the cells of the 
immune system of the mother: there is a mutual 
penetration of the cells of the mother and foetus  – 
the phenomenon of microchimerism, which can 
both positively and negatively affect the outcome of 
pregnancy [101, 108]. T  lymphocytes are of great 
importance for the recognition and elimination of 
foreign genetic material in the body, however, in the 
case of physiological pregnancy, there is no attack 
from the mother’s immune system  – explained 
by the immunological tolerance for the foetus. At 
present, the mechanisms of the development of this 
tolerance are intensively studied. In the endometrium 
and decidua, a change in the CD8+  T  lymphocyte 
content is observed when pregnancy occurs compared 
with non-pregnant women and obstetric pathologies 
compared to the physiological course of pregnancy, 
but the role of these cells has not been sufficiently 
studied. It has been established that along with 
CD8+  T  lymphocytes possessing cytotoxic action, 
there are CD8+  T  lymphocytes with regulatory 
properties, as well as several subpopulations of memory 
cells. CD8+ T  lymphocytes probably play one of the 
most important roles in the preservation or rejection 
of the foetus. At the present time, however, the whole 
spectrum of CD8+  T  lymphocyte subpopulations is 
insufficiently characterized and the role of these cells 
in maintaining a physiological pregnancy is not fully 
understood. 

Phenotype and functional activity of CD8+ T  lym
phocytes

For a long time, CD8+  T  lymphocytes have 
been considered a homogeneous population. At 
present, it has become clear that the diversity of 
CD8+  T  lymphocyte subpopulations is determined 
by their differences both in phenotype, and in 
functional purpose, and in the characteristics of 
intercellular interactions. The vast majority of 
CD8+ T lymphocytes express the transcription factors 
T-bet and STAT4 and secrete the cytokines IFNγ and 
TNFα [93]. The main factors of the cytotoxic effect 
of CD8+ T  lymphocytes are perforin and granzymes 
[93]. In addition, CD8+  T  lymphocytes express a 
rather wide spectrum of receptors characteristic 
for NK cells: KIR  – CD158a/h, CD158bj, CD94, 
NKG2A, NKG2С [132]. 

Several different subpopulations of CD8+  T  lym
phocytes are described in the public sources. The 
earliest classification of these lymphocytes is based on 
the spectrum of cytokines secreted by them. According 
to this classification, CD8+  T  lymphocytes can be 

divided into 3 subpopulations: Tc1 – producing IFNγ 
and not producing IL-4; Tc2 – not producing IFNγ, 
producing IL-4; and Tc0  – producing IFNγ and 
IL-4 [90, 138]. The majority of CD8+ T lymphocytes 
of human peripheral blood (80%) belongs to 
Tc1  [138]. Tc1 secrete IL-2, IFNγ, small amounts 
of IL- 5, IL- 13, and express the transcription factors 
T-bet and Hlx. Tc2 and Tc0 secrete IL-4, IL-5, 
IL- 10, IL- 13  [138]. Tc2 express the transcription 
factors GATA3 and Hlx [83]. Tc0 and Tc2 are 
characterized by high expression of CD30, CD40L, 
CD28, whereas Tc1 have a low expression of these 
molecules [138]. Tc2 are identified by the expression 
of the CRTH2 marker. The cytotoxic activity of 
the three subpopulations of CD8+  T  lymphocytes 
is not different [138]. At the functional level, Tc1 
accumulates faster in the lymph nodes and promotes a 
faster development of the immune response, and they 
are more apoptotic after activation (the mechanism 
does not involve changes in Fas and FasL expression) 
than Tc2 [128, 138]. Cytokine IL-4 stimulates the 
development of IL- 4- producing subpopulations, 
suppressing production of IFNγ [138]. The effect 
of IL-4 results in a loss of ability of Tc1 to secrete 
IL-2, and hence a loss of ability to spontaneously 
proliferate [111]. IL- 12 inhibits the production of 
IL-5, IL-4 and IL- 10, but stimulates the production 
of IFNγ, stimulates the development of the Tc1 
subpopulation [138]. Subpopulations of Tc0 and Tc2 
are not affected by IL- 12 or IL-4 [138]. Prostaglandin 
E2 promotes a shift in the equilibrium toward 
Tc2  [10]. Due to the secretion of various cytokines, 
Tc can change the direction of differentiation of 
CD4+ T lymphocytes. Currently, there are still studies 
using this classification. 

In the most frequently used classification, 
CD8+  T  lymphocytes are divided depending on the 
expressed markers on naïve (CD45RA+ CCR7+), 
effector (CD45RA+CCR7-), effector memory cells 
(CD45RA-CCR7-) and memory cells (CD45RA-

CCR7+) [130]. Naïve CD8+ T lymphocytes have the 
phenotype CD44low; when activated, the expression 
of this marker increases [22]. Depending on the 
expression of CD28 and CD27, effector cells and 
memory effector cells are divided into the following 
subpopulations: EM1 (CD28+CD27+), EM2 
(CD28-CD27+), EM3 (CD28-CD27-), and EM4 
(CD28+CD27-) [130].

During the immune response, CD8+  T  lympho
cytes form memory cells, which are divided into 
three types: resident, effector and central [70]. 
Resident memory CD8+ T lymphocytes are localized 
in non-lymphoid tissues (mucous membranes and 
reproductive tract), differ in the inability to leave 
tissues in circulation and are characterized by the 
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phenotype CD8+CD103+CD69+ [70, 124]. Effective 
CD8+  T  memory lymphocytes can migrate between 
tissues and secondary lymphoid organs, they do not 
express homing molecules that determine migra
tion to the lymph nodes [124], are characterized by  
the CD8+CD45RO+CD62L-CCR7- [70] phenotype, 
high expression of cytolytic enzymes [130], high 
expression of transcription factor GATA3, high level 
of expression of IL-6Rα, IL-7Rα and increased level 
of proliferation [74]. Under the in vitro conditions, 
it was shown that after activation (CD3/CD28), 
these cells also produce cytokines IL-2, IL-5, IL-13 
and IFNγ [74]. In the experiment, it was shown that 
the proliferation of effector CD8+  T  lymphocytes 
is stimulated by IFNγ, with the synergistic action 
of IL-6 and IL-15 [74]. Also, the proliferation of 
effector CD8+  T  lymphocytes can support IL-2 
(autocrine). Cytokines secreted by effector memory 
CD8+  T  lymphocytes are involved in antiviral and 
antibacterial defence of the body, in addition, there is 
an increase in the content of these cells in autoimmune 
processes (bronchial asthma) [74]. Central memory 
CD8+  T  lymphocytes are localized in secondary 
lymphoid organs, they express homing molecules 
that determine migration to the lymph nodes, have 
a CD8+CD45RO+CD62L+CCR7+ phenotype and a 
high proliferative potential upon re-encounter with 
antigens [70, 124]. 

By analogy with CD4+ lymphocytes, Tc17 
producing IL-17 are isolated. They are characterized 
by the phenotype CD27-CD28+CD45RA-

CCR5+CCR6+, secretion of cytokines IL-17, 
IFNγ  [68]. A subpopulation of CD8+ non-cytotoxic 
IL- 17-producing T  lymphocytes (Tcn17) is also 
formed, which is formed in the presence of TGF-β 
and IL-6 [83]. This subpopulation is characterized 
by the expression of the transcription factor Th17 
RORγt, reduced expression of the transcription 
factors GATA3, T-bet, Hlx, the lack of production of 
IFNγ, granzyme B, IL-10 and the absence of cytolytic 
activity [83].

CD8+ regulatory T lymphocytes (CD8+ Treg) are a 
population of cells newly identified and are currently 
intensively studied. Along with CD4+ Treg, CD8+ Treg 
are important for the formation of immunological 
tolerance [84]. Their presence in immunologically 
privileged organs, participation in many pathologies of 
immune genesis, as well as their key role in the host-
transplant reaction have been described. For CD8+ 
Treg, the expression of CTLA- 4, CD25, HLA-DR, 
CD45RA, CCR7, CD62L, CD28, CD101, CD103, 
CD122, TcRα/β, ICOS, FOXO1 and HELIOS, 
IL- 2ra, CCR4, GARP, IL-10 and TGF-β [2, 7, 37, 55, 
75, 84, 119]. Expression of these molecules is important 
both for maintaining the CD8+ Treg population and 

for manifesting their functional activity against 
other cells [55]. According to some data, CD8+ 
Treg does not express CTLA- 4, FasL  [119]. CD4+ 
T  lymphocytes requires the expression of FoxP3 for 
the implementation of regulatory properties [39, 
121, 148]. Depending on the expression of FoxP3 
CD8+ Treg can be divided into CD8+FoxP3+ and 
CD8+FoxP3- subpopulations. For CD8+FoxP3+Treg, 
CD62L expression is also characteristic. Phenotype 
CD8+ FoxP3- Treg is characterized by the expression 
of CD103, which is crucial for the formation and 
implementation of suppressive properties of CD8+ Treg 
lymphocytes, especially for the subpopulation of CD8+ 
FoxP3 cells  [75, 84]. There are data on intracellular 
expression of FoxP3, characteristic of CD8+ Treg 
of lymphocytes [7, 55]. Expression of surface 
molecules is largely specifically regulated by various 
microRNAs  [55]. Probably, the formation of two 
subpopulations (CD8+FoxP3+ and CD8+FoxP3- Treg) 
is associated with the action of TGF-β (in conjunction 
with the activation of the T cell receptor) and IL-10 
[37, 84]. Both subpopulations have a low expression 
of perforin and granzymes, intracellular expression 
and secretion of IL-10, and their suppressive effect is 
not due to cytotoxic effects, but to the production of 
TGF-β and IL-10 and contact interactions involving 
the CTLA-4 molecule [55, 84, 119].

Thus, the population of CD8+  T  lymphocytes 
is a collection of cells quite diverse in phenotype 
and function. The conditions for differentiation of 
CD8+ T lymphocytes are also different.

Differentiation of CD8+ T lymphocytes
Recent thymic emigrants that have just emerged 

from the bone marrow are localized in the blood and 
spleen, and differ from mature naïve cells: they have a 
decreased secretion of immunoregulatory cytokines, 
reduced expression of CD62L, CXCR4, granzyme 
B, reduced cytotoxicity, the ability to rapidly 
proliferate with an immune response and provide 
antiviral protection [27]. It is believed that decidual 
CD8+  T  lymphocytes refer to such recent thymic 
emigrants at the periphery, but this issue has not been 
studied enough. 

The antigen-independent differentiation of 
CD8+  T  lymphocytes occurs in the thymus, from 
where the naïve cells exit into the periphery. In 
addition, naïve CD8+ T  lymphocytes undergo 
antigen-dependent differentiation in secondary 
lymphoid organs: in the lymph nodes [15, 135] 
and in the spleen [11], naïve CD8+ T  lymphocytes 
interact with dendritic cells (DC) via the XCR1+ 
molecule in the presence of secreted IL-15, and also 
in the presence of CD4+ T  lymphocytes secreting 
IL-2 [70]. Naïve CD8+  T  lymphocytes are located 
in the paracortical area of the lymph node [63]. 
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In secondary lymphoid organs, CD8+ T lymphocytes, 
along with DC, contribute to the activation of 
CD4+ T  lymphocytes  [11]. The interaction of 
CD8+  T  lymphocytes with CD4+ T  helper cells is 
not necessarily accompanied by detachment from 
DC  [11]. Further, the aggregate migrates into the 
white pulp of the spleen [11]. 

After activation, CD8+ T  lymphocytes can dif
ferentiate into short-living effector cells that attack 
infected cells and die as a result of apoptosis after 
performing their function, or differentiate into 
circulating central memory cells [9]. About 5-10% 
of activated CD8+  T  lymphocytes are transformed 
into memory cells [9]. Central memory cells are 
localized mainly in the interfollicular region of the 
lymph nodes [63]. CD8+ T lymphocytes are stored in 
the lymph nodes due to the expression of the homing 
receptors CCR7 and CD62L (L-selectin) [131]. 

Developing the effector properties of 
CD8+  T  lymphocytes requires a triple signal: ​​antigen 
stimulation through TcR, a costimulatory signal from 
CD28, microenvironment  – exposure to cytokines 
IL-12, IFNα, IFNβ [24, 88]. IL-12 and IFN type I 
cytokines play an important role both for the formation 
of a pool of effector cells and for the formation of memory 
cells [147]. These cytokines promote differentiation 
mainly into the Tc1 subpopulation  [90]. The effect of 
cytokines causes a change in the expression of hundreds 
of genes responsible for proliferation, cytotoxic 
lymphocyte effector activity, survivability, migration, a 
wide range of transcription factors (including T-bet and 
Blimp-1) [24]. Secreted on the first day after activation 
of naïve CD8+ T lymphocytes, IFNγ via autocrine action 
activates and differentiates CD8+  T  lymphocytes into 
cytotoxic T  lymphocytes, stimulates the expression of 
the transcription factor T-bet, granzyme B production 
and plays an important role in early activation [22]. 
The effect of IFNγ is synergistically enhanced by the 
action of IFNα and IFNβ, but it does not matter for 
the differentiation of naïve CD8+ T lymphocytes in the 
presence of IL-12 [22].

The interaction of CD8+  T  lymphocytes with 
activated CD4+ T lymphocytes, DC, is important for  
the formation of a pool of memory CD8+ T lympho
cytes, as well as the effect of cytokines. The interaction 
of CD8+ T lymphocytes with DC is exercised through 
the CD70 molecule on the DC and CD27 on the 
surface of CD8+ T lymphocytes, and the interaction 
of CD40L on activated CD4+ T  lymphocytes with 
CD40 on DC is simultaneously observed [50]. 
The expansion of memory CD8+  T  lymphocytes 
depends on the interaction with CD4 T helper cells 
via CD40/CD40L and minor histocompatibility 
molecules  [109]. The kinetics of cellular interaction 
remains a debating point [50]. It is believed that there 

is also a reserve pathway for maintaining memory cell 
differentiation, which is relevant in the absence of 
IL- 12 and IFN type I, but it is not yet identified [147]. 

In the absence of CD4+ T  lymphocytes, naïve 
CD8+  T  lymphocytes cannot activate into effector 
cells, whereas memory CD8+  T  lymphocytes can 
proliferate and differentiate into effector cells [76]. 

The IL7R, IL2R, IL15R, microRNA (miR)-155 
receptors play an important role in determining the 
direction of differentiation of CD8+ T lymphocytes in 
the direction of the effector or memory cells, as well 
as the nature of the activation of TcR, in particular, 
the impact through the molecules of diacylglycerol 
(DAG), DAG kinase (DGK) α and ζ [8, 60, 113, 131, 
150]. Deletion of DGK α and ζ leads to a decrease 
in the number of memory cells. This effect can be 
detected by observing a decrease in CD8+ expression by 
T lymphocytes of CD127, CD62L expression, as well 
as disturbance of the homeostasis of a subpopulation 
of memory cells and their viability  [150]. Also, 
the deletion of DGK α and ζ causes a decrease in 
CD8+  T  lymphocyte expression of the chemokine 
receptors CCR4, CCR5 and CXCR3, responsible 
for migration to the lymph nodes during the immune 
response [150]. 

CD8+ T regulatory lymphocytes can differentiate 
from naïve or effector CD8+  T  lymphocytes in both 
the thymus and periphery [2]. As in the case of CD4+ 
Treg cells, TGF-β is important in the formation 
of the CD8+ Treg subpopulation: it suppresses the 
cytotoxic activity of CD8+ lymphocytes [127] by 
inducing microRNAs, leading to suppression of IFNγ 
production [17, 84]. The effect of TGF-β was also 
manifested in the increased expression of CTLA-4, 
ICOS by the CD8+ T lymphocytes, and the CD62L on 
the FoxP3+ subpopulation of CD8+ T  lymphocytes, 
but molecule CD103 on the subpopulation of 
CD8+FoxP3- T lymphocytes [75, 84]. TGF-β-induced 
CD8+FoxP3+ and FoxP3- cells reduce production of 
IFNγ and do not proliferate in response to IL-2 [84]. 
The effect of monoclonal anti-CD3 antibodies 
with in vitro conditions leads to the induction of 
differentiation and expansion of CD8+CD25+FoxP3+ 
Treg lymphocytes [32]. Mesenchymal stem cells 
(MSC) of the placenta promote the differentiation 
of the CD8+ Treg lymphocytes (CD8+IL-10+) with 
the participation of the PDL2 molecule (anti-
programmed death ligand-2) [77]. IFNγ and TNFα 
stimulate the expression of PDL2 on placental MSC 
and differentiation of CD8+IL-10+ lymphocytes [77]. 

Thus, CD8+  T  lymphocytes are capable of dif
ferentiation both in the thymus and in the periphery. 
The direction of differentiation depends on the nature 
of the intercellular interactions within the antigen 
presentation process in conjunction with the action 
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of soluble factors. The mechanisms of regulation of 
differentiation of CD8+ T lymphocytes, in particular 
at the periphery, have not been sufficiently studied. 
After differentiation, CD8+ T lymphocytes acquire the 
ability to specifically migrate to further their function. 

Migration of CD8+ T lymphocytes to the decidua
CD8+  T  lymphocytes are present in peripheral 

blood, endometrium of non-pregnant women and 
in the decidua during pregnancy. There is little data 
on migration mechanisms of CD8+  T  lymphocytes. 
However, several specific molecules can be isolated, 
whose expression promotes selective migration of 
cytotoxic lymphocytes into the decidua. Migration 
of CD8+ T  lymphocytes to the decidua is facilitated 
by an increase in the expression of CXCR3 [21] and 
CCR5  [63, 93]. CXCR3 ligands produce decidual 
stromal cells: CXCL9 (MIG), CXCL10 (IP-10), 
CXCL11 (I-TAC) [30]. CXCL9 is expressed in the 
placenta and in the chorioamniotic membrane, 
is found in the bloodstream, and the increased 
production of this molecule is associated with 
premature delivery and low foetal weight [29, 62, 65, 
105, 115]. The increased CXCL11 content in amniotic 
fluid in the second trimester of pregnancy is associated 
with premature delivery [30] and may be associated 
with the involvement of CD8+  T  lymphocytes by 
enhancing their migration. CCR5 ligands are CCL3 
(MIP-1α), CCL4 (MIP-1β), RANTES. CCL4 is 
produced by decidual stromal cells [30], and CCL3 is 
expressed in the placenta by trophoblast, endothelial 
cells [1]. RANTES is produced by the decidua [28] 
and the placenta [47]. Trophoblast produces MIP-1α 
and RANTES, CCL3 [54, 99]. 

The decidua is observed to be the producer of 
IL-15 [96]. Migration of CD8+ memory cells largely 
depends on the binding of P- and E-selectins, the 
expression of which increases in the presence of 
IL- 15 [66]. CD8+  T  lymphocytes are characterized 
by expression of the CXCR6 receptor, which, 
through interaction with the chemokine CXCL16 
secreted by trophoblast, attracts T lymphocytes to the 
decidua  [52]. CD103 expression can be associated  
with the migration of CD8+ Treg into the inflammation 
zone [56, 84]. In the placenta, the CD103 ligand  – 
E-cadherin, is expressed by the villous trophoblast 
and is important for the functioning of the trophoblast 
itself [14, 78, 81], as well as the decidua  [33, 154]. 
Expression by villous and extravillous trophoblast, 
endometrial cells of prostaglandin D2 can cause 
specific migration to the decidua (to the implantation 
site of the foetal egg) of Tc2 lymphocytes due to their 
expression of CRTH2 [89].

When endometrial cells are differentiated into 
decidual cells, the expression of CXCL9 (MIG), 
CXCL10 (IP10), CXCL11 (ITAC) and CCL5 
(RANTES) is suppressed, which leads to a decrease 

in Tc1 involvement in the decidua compared to 
the endometrium of non-pregnant women [35]. 
This can be one of the mechanisms of formation of 
immunological tolerance in the mother-foetus system. 

If there is an infection, the migration of 
CD8+  T  lymphocytes to the decidua increases, 
activation of CD8+  T  lymphocytes occurs and im
munological aggression against the foetus without 
elimination of the pathogen develops due to the action 
of CD8+ T lymphocytes [21]. Expression of E-cadhe
rin with syncytiotrophoblast during preeclampsia 
is enhanced in comparison with physiological 
pregnancy [53, 81], which may contribute to excessive 
involvement of CD8+ T lymphocytes to the placenta.

Cytokine IL-6 plays an important role in 
the formation and development of pregnancy, 
is found in significant amounts in the stroma of 
the decidua, trophoblast and endothelium of the 
spiral arteries. It has been established that IL-6 
promotes the proliferation and differentiation of 
CD8+CD25+FoxP3+ Treg, an increase of their share 
in the blood stream and, as a result, an increase in 
their migration to the decidua  [42, 56, 92], which 
can significantly contribute to the formation of 
immunological tolerance of mother’s immune system 
in relation to the foetus and the development of the 
placenta [102], as well as in the process of rejection of 
the foetal tissues during the delivery [97].

In the endometrium of non-pregnant women, the 
proportion of IFNγ+CD8+ T lymphocytes reaches 25% 
of all CD8+ T lymphocytes; in spontaneous abortions, 
there is a significant decrease in the content of 
IFNγ+CD8+ T lymphocytes in the decidua compared 
with the endometrium of non-pregnant women 
(less than 11% of CD8+ T lymphocytes) [31], which 
indicates the important role of CD8+ T lymphocytes 
in implantation and the establishment of pregnancy. 

Currently, there is no consensus on the persistence 
of the population of cytotoxic lymphocytes in 
the decidua during pregnancy. Some authors 
claim that during the pregnancy, the amount of 
CD8+ T  lymphocytes in the decidua of women does 
not change [145] and is 45-75% of the T lymphocytes 
of the decidua (T lymphocytes constitute 10-20% of 
decidual leukocytes) [34, 52, 93]. Other authors point 
out a different content of cytotoxic lymphocytes in 
the decidua, depending on the period of pregnancy. 
In the first trimester of pregnancy, the proportion of 
CD8+  T  lymphocytes in the decidua is insignificant 
and is 2-7% of the CD45+ cells, while in the third 
trimester of pregnancy it is up to 30% [21]. Such a 
difference in the data obtained by the authors on 
the content of T  lymphocytes in the decidua can be 
associated with the absence of standardized methods 
for isolating cells from the decidua.
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The ratio of T  cell populations in the systemic 
blood stream and decidua is different. In the decidua, 
the CD8+  T  lymphocyte count is 62%, and CD4+ 
is 33% [91] of the total number of T  lymphocytes, 
whereas in the peripheral blood, the proportion 
of CD8+ lymphocytes is 21%, and 75% of CD4+ 
lymphocytes [91]. The number of CD8+ memory 
T  lymphocytes in the decidua considerably exceeds 
their number in peripheral blood [134], and the 
proportion of naïve CD8+  T  lymphocytes is much 
lower than in peripheral blood [130], which indicates 
the presence of predominantly differentiated cells. 
Decidual CD8+  T  lymphocytes have a lower degree 
of expression of perforin and granzyme B compared 
to CD8+  T  lymphocytes of peripheral blood, and a 
small number of CD8+  T  lymphocytes expressing 
granzyme B [130] (Table 1). 

With pathologies of pregnancy, there is a change 
in the content of CD8+ T  lymphocytes in the blood 
and decidua. Thus, with preeclampsia, a decrease 
in CD8+FoxP3+ T  lymphocytes (CD8+ T  regulatory 
cells) in peripheral blood of women has been 

observed  [152]. Spontaneous abortion shows an 
increased CD8+ lymphocyte count in the decidua [6]. 
The development of chronic chorioamnionitis in 
pregnant women is accompanied by an increase 
in the cytotoxic activity of CD8+  T  lymphocytes, 
characterized by the phenotype CD300a+CD8+, in 
the systemic blood flow compared to women with a 
physiological pregnancy [64].

Thus, CD8+ T lymphocytes play one of the decisive 
roles in the physiological and pathological development 
of pregnancy. Not only the existence of specific 
migration mechanisms of various subpopulations 
of CD8+  T  lymphocytes in the endometrium and 
decidua is observed, but their concentration in these 
tissues in comparison with peripheral blood. At the 
same time, the ratio of various subpopulations of 
CD8+ T lymphocytes in the decidua at various stages 
of development of pregnancy is substantive. 

Phenotypic and functional features of CD8+ T lym
phocytes of the decidua

The presence of CD8+ T lymphocytes in the endo
metrium is important for the implantation of the 

TABLE 1. CHARACTERISTICS OF SUBPOPULATIONS OF DECIDUAL CD8+ T LYMPHOCYTES

Subpopulation 
of decidual CD8+ 

lymphocytes
Surface markers Intracellular 

markers Secreted cytokines
Share 
in the 

decidua

naïve
CD8+, CD45RA+, CCR7+, 

CD62L+, CD45RO- [87], CD27+, 
CD28+ [131], CD44low [22]

T-bet and 
STAT4 [93] IFNγ, TNFα [93] 3% [131]

Memory 
cells

Resident 
memory 
cells

CD8+CD45RO+CD103+CD69+ 
[70, 136]

Central 
memory 
cells

CD8+,CD45RO+, CCR7+, 
CD62L+, CD45RA-, CD27+, 

CD28+ [70]
Eomeslow [87] 2% [131]

Memory 
cells 
(memory 
effector 
cells)

CD8+, CD45RO+, CD62L-, 
CCR7- [70], CD45RA- [131], 
IL-6Rα+, IL-7Rα+ [41, 74], 

CD103+ICOS+, CD69+,  
HLA-DR+ [91, 129, 130, 134]

GATA3 [74], 
Tbet+, Eomes+ 

[87]

Contradictory data on the 
production of cytolytic 

enzymes (increased [130], 
reduced expression of 

granzyme B and perforin 
[134])

IL-2, IL-5, IL-13, IFNγ [74]

65% [131]

Effector T lymphocytes
CD8+, CD45RA+ [131], 

CD45RO- [87], CD62L-, CCR7- 
[41]

T-bet+ [87] Reduced expression of 
granzyme B and perforin 13% [131]

CD8-suppressor 
(regulatory) cells

CD8+CD28-, CD69+, HLA-DR+ 
[129], CD103+/-, CD62L+/-,

CD25+, HLA-DR+, CD45RA+, 
CCR7+, CD28+, CD101+, 
CD122+, TcRα/β+, ICOS+, 

FOXO1+, HELIOS+, IL-2RA+, 
CCR4+, GARP+ [2, 7, 37, 55, 

75, 84, 119]

FoxP3+/- [41] 
Vbeta 9 [119]

CCR4, IL-10 and TGF-β [2, 
7, 37, 55, 75, 84, 119]

IL-10, low expression of 
perforin and granzyme

Тс17 CD27-, CD28+, CD45RA-, 
CCR5+, CCR6+ [18] IL-17, IFNγ [68]
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ovum. Cells of the Tc2 subpopulation predominate in 
the implantation site. They express CRTH2, which 
is an additional receptor of prostaglandin D2 and is 
characteristic of Th2 [89]. The cytolytic activity of 
CD8+  T  lymphocytes is hormone-dependent: it is 
present in the proliferative phase of the menstrual 
cycle and is absent in the secretory phase [142]. 

Decidual CD8+ T lymphocytes differ in phenotype 
and functional characteristics from peripheral blood 
lymphocytes (Table 1). In the bloodstream, naïve 
CD8+ T lymphocytes predominate [131]. Decidual and 
placental CD8+ T lymphocytes in the vast majority are 
activated effector cells or effector memory Т cells [131] 
(Table 1). Activated effector cells are characterized 
by the phenotype CD45RA+, CD45RO-, CD62L-, 
CCR7-, expression of Tbet transcription factor [41, 
87, 131]. Effector memory cells are characterized 
by the phenotype CD8+CD45RA-CCR7-CD28-

CD45RO+CD103+ICOS+, increased expression 
of CD69 and HLA-DR and lack of perforin. 
Whereas in the peripheral blood, naïve CD8 T  cells 
(CD8+CD45RA+CD45RO-CCR7+) predominate [91,  
129, 130, 134]. Also for effector memory 
T  cells, expression of NK  cell receptors (KIR  – 
CD158a/h, CD158bj, CD94, NKG2A, NKG2С) is 
characteristic  [69, 132]. NK receptor expression is 
controlled by the cytokines IL-2, IL-4, IL-23, TGF-β, 
IL-15, IL-6, IL-10, IL-21, and also depends on the 
nature of the antigen (due to the interaction with 
CD28) [132]. Expression of one of the NK receptors – 
CD158a/h, is increased in CD8+  T  lymphocytes of 
the decidua compared to CD8+  T  lymphocytes of 
peripheral blood; the expression of the remaining 
NK receptors on CD8+ T lymphocytes of the decidua 
and peripheral blood is the same [132]. At the same 
time, decidual CD8+ T lymphocytes are characterized 
by reduced cytotoxic activity compared with 
peripheral CD8+ T lymphocytes. One of the proposed 
mechanisms for this phenomenon may be the reduced 
expression of FasL, as well as perforin and granzyme 
B. At the same time, high expression of mRNA 
perforin and granzyme B was established, which 
indicates a post-translational mechanism of blocking 
the production of these proteins [130, 134]. Also, 
reduced cytotoxicity may be associated with the effect 
of the locus molecules HLA-G and HLA-C expressed 
by the trophoblast. The functions of NK  receptors 
on CD8+  T  lymphocytes have not been adequately 
studied at present.

The decidual CD8+
  T  lymphocytes of the first 

trimester of pregnancy secrete in vitro CSF2, 
IFNγ, IL-1β, IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, and 
TNF (especially IFNγ and IL-8), that stimulates 
trophoblast invasion [91, 114]. A high level of TGF-β 
provides a high threshold level of cytolytic activity of 

CD8+ T lymphocytes in the decidua [21], which also 
contributes to the successful invasion of trophoblast. 
This effect can be associated with suppression of CD8 
molecule expression by cytotoxic T  lymphocytes in 
the presence of TGF-β [98].

An ICOS molecule is expressed on 96% of decidual 
CD8+ T lymphocytes [91], which belongs to the family 
of CD28-B7 costimulatory molecules. Expression of 
ICOS is inducible. ICOS binds to ICOSL, expressed 
on professional APC (B  cells, macrophages, DC), 
epithelial and endothelial cells [143], including on the 
trophoblast [91]. It was noted that as a result of ICOS 
binding to ligand, decidual CD8+

  T  lymphocytes  
secrete more IFNγ and IL-10 than CD8+ T lympho
cytes of peripheral blood [91]. Such stimulation 
of secretory activity of CD8+  T  lymphocytes upon 
contact with trophoblast through ICOS can be 
directed to stimulation of trophoblast invasion. 
It  was shown that the ICOS molecule is important 
for the realization of the immunological response 
by T  helper cells (cell proliferation, activation), 
T regulatory cells (differentiation, proliferation) [146] 
and Th17 lymphocytes [61, 91, 143]. The impor
tant role of the ICOS molecule expressed by 
CD8+  T  lymphocytes in the antigen-dependent 
response in tissue transplantation has been shown. 
In particular, in the “graft versus host” system, the 
deletion of ICOS on CD8+  T  lymphocytes leads to 
a fatal outcome, caused by excessive expansion and 
secretory activity of CD8+  T  lymphocytes [153]. In 
peripheral CD8+  T  lymphocytes, early expression 
of ICOS results in migration to non-lymphoid 
organs, increased cytolytic activity and decreased 
ability of CD8+  T  lymphocytes to participate in the 
development of a secondary immune response  [82]. 
Probably, decidual CD8+  T  lymphocytes thus 
contribute to the formation of a favourable cytokine 
microenvironment and a decrease in the cytotoxicity 
of the cells of the immune system of the mother during 
the trophoblast implantation. On the other hand, 
decidual CD8+  T  lymphocytes of the first trimester 
of pregnancy in vitro have the ability for extracellular 
cytolysis [114]. When decidual CD8+ T lymphocytes 
are exposed to proinflammatory cytokines and 
activation of their TcR, their expression of perforin 
and granzyme B, as well as their degranulation of 
cytotoxic granules, is enhanced, which distinguishes 
these cells from decidual NK  cells characterized by 
greatly reduced cytolytic activity [21]. Simultaneously, 
decidual CD8+ T lymphocytes produce more granulin 
as compared to a similar subpopulation of peripheral 
blood, which can provide local protection against 
intracellular and extracellular pathogens [21]. 

The proteins Tim-3 (T  cell immunoglobulin 
mucin-3) and PD-1 (programmed cell death-1) 
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are important signalling molecules of CD8+  T  lym
phocytes. Their functions have not been sufficiently 
studied. The high level of expression of PD-1 
and Tim-3 CD8+  T  lymphocytes correlates with 
reduced antiviral activity of these cells, reduced 
proliferative activity of CD8+  T  lymphocytes and 
reduced secretion of pro-inflammatory cytokines 
CD8+  T  lymphocytes, while their blockade leads to 
restoration of proliferation and synthetic activity cells 
[57, 100]. There is also evidence that the interaction 
of PD-1 and B7-H1 determines the cytotoxic 
pathway of differentiation of CD8+  T  lymphocytes 
[40]. Signals from PD-1 and Tim- 3 synergistically 
reinforce each other [57, 140]. It has been shown that 
Tim+PD- 1+CD8+ T lymphocytes are concentrated in 
the decidua in a physiological pregnancy and participate 
in the establishment of pregnancy in the early 
stages [57, 140, 149]. Tim+PD- 1+CD8+ T lymphocytes 
show an increased level of proliferative activity in 
comparison with Tim- 3-PD-1-CD8+ lymphocytes, 
have greater expression of activation markers 
CD69 and HLA- DR and greater secretion of Th2 
cytokines (in particular, IL-4 and IL-10) [140]. In 
the case of spontaneous abortions, both the amount 
of Tim+PD-1+CD8+  T  lymphocytes in the decidua, 
and the production of anti-inflammatory cytokines 
are reduced. At the same time, increased production 
of proinflammatory cytokines IFNγ and TNFα is 
observed [149]. The mouse model shows that the 
blockade of Tim-3 and PD-1 leads to a significant 
decrease in the weight of the foetus and the number 
of offspring, which indicates the important role of 
these molecules in providing foetal protection and 
normal pregnancy [140]. In women with spontaneous 
abortions, an association of a decreased number of 
decidual CD8+ T lymphocytes with the PD-1+CD8+ 
phenotype and a decreased proliferative activity 
has been observed [140]. PD-1L is expressed on 
syncytiotrophoblast cells directly in contact with the 
parent cells [137], which is one of the mechanisms of 
formation of immunological tolerance for trophoblast 
cells. Expression of PD-1L with trophoblast is 
stimulated by EGF and IFNγ [48]. It is likely that 
increased production of IFNγ trophoblast in early 
pregnancy [3, 4] and its autocrine effect may be one of 
the mechanisms of survival of a semi-allogenic foetus 
as a result of the interaction of PD-1 on T lymphocytes 
and PD-1L on the trophoblast. From the first to the 
second trimester, the expression of PD-1L in the 
placenta is increased, the regulation of expression 
is probably carried out depending on oxygenation 
(insufficient oxygenation in the uteroplacental 
blood flow zone causes a decrease in expression of 
PD- 1L) [49]. Decreased expression of PD-1L in the 
decidua is associated with habitual miscarriage [77]. 

Thus, Tim and PD-1 are important in establishing 
the tolerogenic nature of CD8+

  T  lymphocyte 
differentiation in pregnancy.

Factors secreted by the placenta and decidua, 
significantly affect the formation of immunological 
tolerance in pregnancy, in particular, affect the 
apoptosis of the mother’s cells. It was noted that 
the level of apoptosis of CD3+

  T  lymphocytes in 
peripheral blood is higher in pregnancy than in non-
pregnant women [25]. At the same time, the level of 
apoptosis of CD3+CD8+ T lymphocytes at the onset of 
pregnancy is lower than in non-pregnant women, and 
the maximum level of apoptosis of this subpopulation 
of T  lymphocytes is observed in the first trimester 
of pregnancy [25], which can be aimed at ensuring 
foetal survival in early pregnancy and elimination of 
alloreactive cells. The decidua produces significant 
amounts of glycodelins A (GdA), which inhibits the 
cytotoxic activity of activated CD8+  T  lymphocytes 
and their proliferation [123] using CD7 as a 
receptor  [125]. GdA suppresses the synthesis of 
IL-2R, which interferes with the action of IL-2 on 
T  lymphocytes and the formation of functionally 
mature cytotoxic cells [122]. The placenta secrets 
the preimplantation factor (PIF), which binds to the 
proteins of the CD8+ T lymphocytes cytoskeleton and 
suppresses the immune response of the mother [12]. 
Interaction with soluble HLA-C, whose concentration 
in the peripheral blood rises in pregnancy, causes 
apoptosis of CD8+  T  lymphocytes by enhancing its 
production of FasL [19, 104].

CD8+
 T lymphocytes active against paternal anti

gens, including anti-minor histocompatibility anti
gens (mHag-peptides derived from polymorphic 
proteins, recognized as heterogenous) have been 
described in the literature, but they do not exert any 
influence on the outcome of pregnancy [131]. This 
may be due to the formation of subpopulations of 
regulatory CD4 and CD8 lymphocytes, levelling their 
influence [131].

In pregnancy, virus-specific CD8+ T lymphocytes 
accumulate in the decidua [134]. But since decidual 
CD8+

  T  lymphocytes acquire more regulatory 
properties than cytotoxic ones, while retaining the 
ability to recognize the antigen present in the HLA 
locus molecule, including the viral antigen  – there 
is no complete elimination of the infected cells [21, 
134]. Most likely, the activity of CD8+ T lymphocytes 
can be aimed at resisting a viral infection in the context 
of maintaining pregnancy. 

Thus, decidual CD8+  T  lymphocytes differ in 
phenotype, secretory and cytolytic activity from 
CD8+  T  lymphocytes of peripheral blood, which is 
aimed at supporting the invasion of trophoblast in the 
early stages of development of pregnancy, as well as the 
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formation of immunological tolerance for the half-
allogenic foetus. The disturbance of the homeostasis 
of decidual CD8+

 T  lymphocytes has serious conse
quences that affect the outcome of pregnancy. The 
mechanisms of maintaining the balance of the 
functioning of CD8+  T  lymphocytes within the 
framework of maintaining the physiological course of 
pregnancy and at the same time effective protection 
against infectious agents remain insufficiently studied. 
The diverse interaction of CD8+ T lymphocytes with 
microenvironment cells in the utero-placental blood 
flow zone has a significant effect on the nature of the 
functional activity of all interacting cell types. 

Intercellular interactions of CD8+ T lymphocytes
In pregnancy, trophoblast cells play a central role 

in the development of immunological tolerance. In 
the regulation of the cytotoxicity of immune system 
cells from the trophoblast side, the expression of 
the locus molecules of the main histocompatibility 
complex HLA-G and HLA-C is important. 
Receptors for the molecules of the HLA-G locus 
on CD8+  T  lymphocytes are the molecules CD8, 
LILRB1 and CD160 [72]. HLA-G locus molecules 
are expressed on the trophoblast in combination with 
endoplasmic reticulum aminopeptidase 1 (ERAP1), 
which generates peptides capable of forming a stable 
complex with HLA-G [106]. This contributes to the 
successful invasion of the trophoblast. Expression 
of this complex on trophoblast cells is enhanced by 
exposure to LIF and VEGF [106]. The extravillous 
cytotrophoblast produces both a membrane and a 
soluble form of HLA-G [59, 67]. The soluble form is 
found not only in the amniotic fluid, but also in the 
mother’s bloodstream [13, 45, 120]. It was shown 
that the soluble form of the HLA-G locus molecule 
promotes immunological tolerance, causing apoptosis 
of CD8+

  T  lymphocytes [73], including through 
interaction with the CD8 molecule [72]. HLA-G locus 
molecules can also inhibit the proliferation of CD4+ 
lymphocytes, thereby reducing the risk of developing 
a mixed lymphocyte response from both the mother 
and the foetus. The low level of production of HLA-G 
by the trophoblast is associated with complications, 
including the development of preeclampsia [45, 85]. 
At the same time, some of the latest studies have 
revealed an increased level of HLA-G mRNA in the 
decidua in preeclampsia [103].

Prostaglandin E2 (PGE2), indolamine 2,3-dioxy
genase (IDO) and TGF-β also participate in the 
suppression of proliferation of CD8+ lymphocytes [80].

According to the latest data described in the 
literature, several stages can be distinguished in the 
interaction of trophoblast and CD8+ T lymphocytes. 
First, direct recognition of HLA-C by the T  cell 
receptor of CD8+ T lymphocytes. Further, a peptide 

(viral or allogenic) is presented in the MHC I complex, 
activation of CD8 lymphocytes. The mouse model 
shows that the presentation of foetal antigens occurs 
exclusively in an indirect way, due to maternal APC, 
and antigen presentation occurs only in the late stages 
of pregnancy, which is associated with the late onset of 
the expression of MHC I molecules on foetal cells [18, 
21, 36]. At the same time, it has been repeatedly 
shown that macrophages and DC of the placenta 
and decidua are of a tolerogenic nature [26, 38, 79, 
116, 118, 139, 144]. The literature also describes the 
presentation of minor and major histocompatibility 
antigens in the maternal APC after the capture of 
trophoblast debris by CD4+ T lymphocytes, which in 
turn secrete cytokines that affect the differentiation of 
CD8+ T lymphocytes.

Antigen-presenting cells and trophoblast 
produce significant amounts of IL-27 [20, 43, 107]. 
In naïve CD8+

  T  cells (CD8+CD45RA+CCR7+), 
IL-27 enhances the expression of the T-bet 
transcription factor, which indicates the polarization 
of CD8+

  T  lymphocytes in the Tc1 direction, 
stimulates proliferation, IFNγ secretion, granzyme 
B and cytotoxicity of these cells [117]. However, the 
mechanisms of influence of IL-27 on the development 
of pregnancy remain unclear. The IL- 27 receptor 
is expressed on CD8+  T  lymphocytes to a greater  
extent than on CD4+ lymphocytes, mainly on 
CD8+CD45RO+ lymphocytes (i.e., memory cells) [117].  
Intracellular expression of the IL-27 receptor 
(TCCR/gp130) is characteristic of naïve cells, with 
activation the surface expression of the receptor is 
enhanced [117]. The mouse model shows that the 
production of IL- 27 by the decidua is enhanced 
before implantation  [86]. In women with habitual 
miscarriages, much lower expression of IL-27 in 
the decidua is observed compared to women with 
spontaneous abortion and the physiological course of 
pregnancy [141].

The extravillous cytotrophoblast expresses 
the B7H2 molecule (ICOS ligand). The specific 
interaction of ICOS/B7H2 contributes to the 
secretion of T  cells by cytokines IFNγ, IL-10 and 
IL-2 [91]. According to other data, foetal formation 
causes strong proliferation of CD8+ T lymphocytes in 
the uterine lymph nodes during pregnancy, but they 
are simultaneously susceptible to clonal deletion [36]. 
The remaining activated CD8+  T  lymphocytes are 
characterized by reduced secretion of IFNγ, IL-2 and 
IL-4 and inability to cytolytic activity [36]. Previously, 
it was also noted that IL-4, secreted by Th2, leads to a 
decrease in the production of IFNγ, TNFα and IL-10 
by Tc1 cells [110].

It has been established that trophoblast 
stimulates the formation of a subpopulation of CD8+ 
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T  regulatory cells [77, 119]. Since activation of 
CD8+ T lymphocytes involves CD4+ T lymphocytes, 
they will have a significant effect on the functioning 
of cytotoxic T  lymphocytes. CD4+ Treg cells by 
secretion of IL-10 contribute to the formation of 
CD8+ cell memory in viral infection [71]. CD4+ Treg 
lymphocytes suppress CD8+ T  cell response: CD4+ 
Treg cause apoptosis of CD8+ cytotoxic T lymphocytes 
and reduce their expression of granzymes A and 
B  [44]. CD4+ Th1 lymphocytes are involved in the 
induction and maintenance of viability of CD8+ 
lymphocytes (Tc1), both effector and memory cells, 
through IL-2 secretion, activation of DC by CD40/
CD40L interactions, and also using pMHC I [51]. 
CD8+ Treg stimulate the differentiation of CD4+ 
Treg [75]. Subpopulations of CD8 Tc1 and Tc2 
lymphocytes differently influence the differentiation 
of CD4+

 T lymphocytes: in the presence of Tc1, Th1-
lymphocytes predominate, and in the presence of 
Tc2, Th2-lymphocytes predominate [138]. It has 
been shown that CD8+ T  lymphocytes stimulate the 
expansion of cells of a specific subset of CD4+ Treg 
expressing the TCR Vβ5 chain whose proliferation 
regulation mechanism differs significantly from 
other Tregs and does not depend on IL-2 [58]. 
The enhancement of the surface expression of 
TNFα, observed with the activation of CD8+ 
lymphocytes, promotes the expansion of Vβ5+ Treg 
lymphocytes  [58]. Simultaneously, the expression of 
TNFR2 on Vβ5+ Treg plays a leading role in inducing 
the proliferation of these cells [58]. The action 
of Treg is aimed at limiting the cytotoxic activity 
of CD8+

  T  lymphocytes, therefore the revealed 
regulation mechanism is a system of mutual influence 
of T cell subpopulations during the antiviral response. 
The results were obtained on a mouse model, but 
there is reason to assume that such a mechanism exists 
in humans [58].

The secretory products of decidual CD8+ 
lymphocytes of the first trimester of pregnancy 
stimulate trophoblast invasion [114], which can 
be mediated by the action of IFNγ. Secreted by 
CD8+ lymphocytes, IL-8 can play an important 
role in vascular remodelling in the first trimester of 
pregnancy by stimulating MMP production. Thus, 
CD8+ lymphocytes contribute to the formation of the 
placenta in the early stages of pregnancy. 

The trophoblast cells (including due to the 
production of the locus molecules HLA-C and 
HLA-G), T  helper lymphocytes, APC of the 
placenta and decidua, have a significant effect on 
the formation of the subpopulation composition 
of CD8+  T  lymphocytes of the decidua. In turn, 
decidual CD8+ T lymphocytes affect trophoblast cells 
and CD4+  T  lymphocytes; however, the molecular 
mechanisms of these cell-cell interactions have not 
been sufficiently studied. 

Conclusion
The population of CD8+

  T  lymphocytes is 
a collection of cells quite diverse in phenotype 
and function. Great importance is attributed to 
subpopulations of memory CD8+

  T  lymphocytes 
and CD8+ Treg, identified relatively recently. 
Differentiation of CD8+  T  lymphocytes depends on 
the cytokine environment and antigen presentation 
involving surface molecules. Not only differentiation 
is possible in the primary lymphoid organs, but 
also in the secondary ones; however, the molecular 
mechanisms for the regulation of differentiation 
of CD8+  T  lymphocytes have not been adequately 
studied. Migration of CD8+

  T  lymphocytes to the 
decidua is caused both by changes in expression of 
surface molecules of CD8+

  T  lymphocytes under 
the action of soluble products in the utero-placental 
contact zone, and by changes in the production 
of soluble and surface molecules by cells of the 
decidua. Molecular mechanisms of specific migration 
of CD8+

  T  lymphocytes in pregnancy are poorly 
understood. An important role of the concentration of 
CD8+

 T lymphocytes in the endometrium and decidua 
during the whole pregnancy is distinguished. Violation 
of the quantitative content or functional activity of 
CD8+

 T lymphocytes in the decidua can lead to serious 
complications of pregnancy. CD8+

  T  lymphocytes 
in the utero-placental contact zone interact with a 
wide range of cells. Their functioning in these tissues 
is aimed at stimulating the invasion of trophoblast 
and the formation of immunological tolerance, 
accompanied by a decrease in its own cytotoxic activity 
and an increase in regulatory function. However, the 
molecular mechanisms of intercellular interactions 
are subject to further detailed study.
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ЗНАЧЕНИЕ ОПРЕДЕЛЕНИЯ МАРКЕРОВ ВОСПАЛЕНИЯ 
У БЕРЕМЕННЫХ С АНЕМИЧЕСКИМ СИНДРОМОМ 
И ОЖИРЕНИЕМ
Прохоренко Т.С., Зима А.П., Саприна Т.В., Мусина Н.Н., 
Шахманова Н.С., Васильева О.А., Новицкий В.В.
ФГБОУ ВО «Сибирский государственный медицинский университет» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Томск, Россия

Резюме. Цель исследования – установить роль медиаторов воспаления в патогенезе различных ви-
дов анемического синдрома у беременных с ожирением. Проведено определение концентрации IL-1, 
IL-6, TNFα, С-реактивного белка и гепсидина в сыворотке крови беременных с ожирением в зависи-
мости от вида анемического синдрома: при железодефицитной анемии и анемии хронических заболе-
ваний. Показано, что содержание IL-6 в крови у женщин с ожирением превышает значение данного 
показателя у здоровых беременных (p < 0,05) и не зависит от наличия анемического синдрома либо его 
вида. Установлено, что у беременных с ожирением повышена в крови концентрация С-реактивного 
белка относительно контрольных значений (p  <  0,05). При этом содержание С-реактивного белка 
в сыворотке крови беременных с анемией хронических заболеваний достоверно выше (p < 0,05), чем 
у женщин с железодефицитной анемией. Отличительной особенностью группы беременных с ожи-
рением и анемией хронических заболеваний явилась концентрация в крови гепсидина, значимо по-
вышенная по сравнению с аналогичным показателем у здоровых беременных (p < 0,05), беременных 
с ожирением без анемии (p < 0,05), а также в 2 раза превышающая его содержание в сыворотке кро-
ви беременных с ожирением и железодефицитной анемией (p < 0,05). Только в группе беременных 
с ожирением и анемией хронических заболеваний была выявлена положительная корреляционная 
связь концентрации С-реактивного белка с уровнем в крови гепсидина (r = 0,733, p < 0,05) и IL-6 
(r = 0,679, p < 0,05).

В статье обсуждаются механизмы развития анемии хронических заболеваний на фоне субклини-
ческого воспаления у беременных с метаболическими нарушениями. Дается заключение, что риском 
развития анемии хронических заболеваний у беременных является сочетание ожирения и гестаци-
онного сахарного диабета. Указывается на целесообразность проведения исследований по созданию 
алгоритма дифференциальной диагностики железодефицитной анемии и анемии хронических забо-
леваний для данной категории пациенток. 

Ключевые слова: анемия хронических заболеваний, беременность, ожирение, гестационный сахарный диабет, цитокины, 
гепсидин
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SIGNIFICANCE OF INFLAMMATION MARKERS DETERMINED 
IN PREGNANT WOMEN WITH ANEMIC SYNDROME AND 
OBESITY
Prokhorenko T.S., Zima A.P., Saprina T.V., Musina N.N., 
Shakhmanova N.S., Vasilyeva O.A., Novitsky V.V.
Siberian State Medical University, Tomsk, Russian Federation

Abstract. The purpose of the present study was to specify a role of inflammatory mediators in pathogenesis 
of various types of anemia in pregnant obese women. We determined IL-1, IL-6, TNFα, C-reactive protein 
and hepcidin concentrations in blood serum of pregnant women with obesity depending on the type of anemic 
syndrome, either iron-deficiency anemia, or anemia of chronic diseases. We showed that the content of IL-6 in 
blood of the obese women exceeds the value of this index in healthy pregnant women (p < 0.05), and it does not 
depend on the presence and type of anemic syndrome. We found that the C-reactive protein concentration in 
pregnant women with obesity is higher than reference values (p < 0.05). Moreover, the contents of C-reactive 
protein in blood serum of pregnant women with anemia of chronic diseases is significantly higher (p < 0.05) than 
in women with iron deficiency anemia. Hepcidin concentration in blood of pregnant women with obesity and 
anemia of chronic disease was a specific feature: its content was significantly higher than in healthy pregnant 
women (p < 0.05), or in pregnant women with anemia-free obesity (p < 0.05). Hepcidin levels also exceeded 
2-fold its contents in serum from pregnant women with obesity and iron deficiency anemia (p < 0.05). We have 
found that only pregnant women with obesity and anemia of chronic diseases have shown a positive correlation 
between the concentrations of C-reactive protein and blood levels of hepcidin (r = 0.733, p < 0.05), or IL-6 
(r = 0.679, p < 0.05). 

The discussion concerns potential mechanisms of evolving anemia of chronic disease combined with 
subclinical inflammation in pregnant women with metabolic disorders. We conclude that a combination of 
obesity with gestational diabetes is a risk factor of anemia of chronic diseases in pregnant women. Development 
of an algorithm for differential diagnosis of iron deficiency anemia and anemia of chronic diseases in this 
cohort of patients is advisable for future studies in the area.

Keywords: anemia of chronic diseases, pregnancy, obesity, gestational diabetes mellitus, cytokines, hepcidin
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Введение
Проведение исследований по  установлению 

механизмов развития анемического синдрома 
у  беременных на  сегодняшний день актуально 
по  ряду причин. При высокой частоте возник-
новения анемии у  беременных этиология и  па-
тогенез ее различны [4]. Основная сложность за-
ключается в  своевременной дифференциальной 
диагностике железодефицитной анемии (ЖДА) 
и  анемии хронических заболеваний (АХЗ) [2]. 
Для этого, с одной стороны, необходимы надеж-
ные лабораторные маркеры АХЗ, а с другой – по-
нимание, какие сопутствующие анемическому 
синдрому заболевания у  беременных ставят их 
в группу риска развития АХЗ. 

Доказано, что АХЗ развивается в  результате 
активации иммунной системы, с  последующим 

повышенным синтезом IL-6 и  гепсидина [11]. 
Известно также, что к числу патологий, характе-
ризующихся избыточной продукцией медиато-
ров воспаления [1, 7] и часто встречающихся при 
беременности, относится ожирение. Это явилось 
предпосылкой к  изучению связи развития АХЗ 
у беременных с наличием субклинического вос-
паления, вызванного ожирением.

Цель исследования – установить роль медиато-
ров воспаления в патогенезе различных видов ане-
мического синдрома у беременных с ожирением.

Материалы и методы
Проведено обследование 41 беременной с из-

быточной массой тела или  ожирением, наблю-
давшейся у врача-эндокринолога на базе ОГАУЗ 
«Областной перинатальный центр» г. Томска. 
На  основании комплексного анализа лабора-
торных данных выявляли наличие анемического 
синдрома и его вид. Оценивали основные гемато-
логические показатели (количество эритроцитов 
и  ретикулоцитов, концентрацию гемоглобина) 
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с  использованием 5-diff гематологического ана-
лизатора Sysmex xs-1000i, Sysmex, Япония; био-
химические показатели обмена железа (концен-
трацию сывороточного железа, трансферрина, 
ферритина общую железосвязывающую способ-
ность, насыщение трансферрина железом) с ис-
пользованием анализатора Соbas с  311, Roche, 
Германия. По результатам обследования женщи-
ны были разделены на  три группы: не  имевшие 
анемического синдрома  – 14 человек; имевшие 
железодефицитную анемию (ЖДА) – 15 пациен-
ток; имевшие анемию хронических заболеваний 
(АХЗ) – 12 беременных. На момент исследования 
все пациентки находились на  втором триместре 
беременности. Возраст обследуемых составил 
от  23 до  44 лет. Группу сравнения составили 12 
здоровых беременных сопоставимого группе об-
следования возраста. Критериями исключения 
беременных из  программы исследования явля-
лись: применение препаратов железа, наличие 
на  момент обследования острых и  обострения 
хронических инфекций, гнойно-некротических 
заболеваний, наличие в анамнезе или на момент 
скрининга аллергических заболеваний (бронхи-
альная астма, атопический дерматит и  т.д.), не-
фрит любой этиологии, псориаз, а  также отказ 
от  участия в  исследовании. Исследование соот-
ветствовало этическим стандартам, и  все лица, 
участвовавшие в  исследовании, подписали ин-
формированное согласие.

Анемическим синдромом у  беременных 
считали снижение концентрации гемоглоби-
на в  крови менее 110 г/л. Железодефицитную 
анемию верифицировали на  основании сниже-
ния содержания в  крови железа и  ферритина, 
в комплексе с повышенными значениями общей 
железосвязывающей способности, насыщения 
трансферрина железом и  концентрации транс-
феррина в  сыворотке крови. При сниженных 
значениях общей железосвязывающей способно-
сти, насыщения трансферрина железом, концен-
трации сывороточного железа и  трансферрина, 
но нормальной или  повышенной концентрации 
ферритина в  крови устанавливали диагноз ане-
мии хронических заболеваний. 

Предожирением считали индекс массы 25-
29,99 кг/м2, ожирением – более 30 кг/м2. Учиты-
вали наличие у  беременных гестационного са-
харного диабета (ГСД). Диагноз гестационного 
сахарного диабета беременным выставлен в  со-
ответствии с диагностическими уровнями глике-
мии (на основании Российского национального 
консенсуса «Гестационный сахарный диабет: ди-
агностика, лечение, послеродовое наблюдение», 
2012), установлен в  первом триместре беремен-
ности в  рамках первого биохимического скри-
нинга. Все беременные женщины с  ГСД были 

компенсированы на фоне диетотерапии, без при-
менения препаратов инсулина. 

Материалом исследования явилась сыворотка 
венозной крови, взятая утром до  приема пищи 
из  локтевой вены в  количестве 10 мл в  вакуум-
ную пробирку BD Vacutainer с активатором свер-
тывания диоксидом кремния (Becton Dickinson, 
США). Методом твердофазного иммунофермент-
ного анализа в сыворотке крови определяли кон-
центрацию цитокинов IL-1, IL-6, TNFα  (пг/ мл) 
(АО «Вектор-Бест», Россия) и гепсидина (нг/мл) 
(MyBioSource, США), согласно инструкциям 
фирм-производителей наборов реагентов. Счи-
тывание результатов производилось с  помощью 
автоматического фотометра для  микропланшета 
Sunrise (Tecan, Австрия) при длине волны 450 нм. 
Концентрацию исследуемых маркеров определя-
ли по  стандартной калибровочной кривой. Тур-
бидиметрическим методом с латексным усилени-
ем в сыворотке крови определяли концентрацию 
С-реактивного белка  (мг/л) с  использованием 
анализатора Сobas c311 (Roche, Германия).

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили с  помощью пакета программ 
SPSS Statistics 18. Проверка нормальности рас-
пределения проводилась по  критерию Шапи-
ро–Уилка. Пороговый уровень значимости был 
принят равным 0,05. Полученные данные не под-
чинялись нормальному закону распределения 
и  были представлены в  виде медианы и  интер
квартильного размаха (Me, Q0,25-Q0,75). В  целях 
установления значимости различий показателей 
между независимыми группами сравнения была 
проведена статистическая обработка с помощью 
критериев Краскела–Уоллиса с учетом поправки 
Бонферрони для  четырех групп исследования, 
Манна–Уитни  – для  двух групп. Корреляцию 
между признаками оценивали с  помощью кри-
терия Спирмена для непараметрических данных. 
Пороговый уровень значимости был принят рав-
ным 0,05. Статистическую значимость различий 
частоты встречаемости качественных признаков 
в анализируемых группах проверяли с помощью 
критерия χ2 Пирсона с  критическим уровнем 
значимости р < 0,05. Далее обработка результатов 
исследований осуществлялась с использованием 
критерия отношения шансов OR с расчетом 95% 
доверительного интервала (ДИ).

Результаты
Анализ данных о  концентрации цитокинов 

в сыворотке крови беременных показал, что со-
держание IL-6 в  крови у  женщин с  ожирением 
превышает значение данного показателя у здоро-
вых беременных и не зависит от наличия анеми-
ческого синдрома либо его вида. Статистически 
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значимых различий в концентрации IL-1 и TNFα 
у  беременных сравниваемых групп наблюдения 
не обнаруживалось. Также у беременных с ожи-
рением была повышена в  крови концентрация 
С-реактивного белка относительно контроль-
ных значений. Содержание С-реактивного белка 
в сыворотке крови беременных с анемией хрони-
ческих заболеваний оказалось достоверно выше, 
чем у  женщин с  железодефицитной анемией. 
Другой отличительной особенностью группы 
беременных с  ожирением и  анемией хрониче-
ских заболеваний явилась концентрация в крови 
гепсидина, значимо повышенная по  сравнению 
с  аналогичным показателем у  здоровых бере-
менных, беременных с  ожирением без анемии, 
а  также в  2 раза превышающая его содержание 
в  сыворотке крови беременных с  ожирением 
и  железодефицитной анемией (табл. 1). Только 
в  группе беременных с  ожирением и  анемией 
хронических заболеваний была выявлена поло-
жительная корреляционная связь концентрации 
С-реактивного белка с уровнем в крови гепсиди-
на (r = 0,733, p < 0,05) и IL-6 (r = 0,679, p < 0,05).

Для  установления клинических факторов, 
связанных с повышенной продукцией указанных 
ранее белков воспаления и  развитием анемии 
хронических заболеваний у  беременных с  ожи-
рением, нами была проведена сравнительная 
оценка степени ожирения женщин в группах на-
блюдения (табл. 2). Однако связи степени ожи-
рения с развитием определенного вида анемиче-
ского синдрома обнаружено не  было. При этом 
обратило на  себя внимание наличие у  части бе-
ременных сочетания ожирения с  гестационным 
сахарным диабетом. Стратификация женщин 
по  данному признаку дала следующие результа-
ты (табл. 3). Среди беременных с ожирением без 
анемического синдрома наблюдалось примерно 
равное количество женщин, имеющих ГСД и не 
имеющих нарушений углеводного обмена. У па-
циенток с железодефицитной анемией доля лиц, 
имеющих ГСД, составила пятую часть от  обще-
го количества женщин в  группе наблюдения. 
В группе беременных с анемией хронических за-
болеваний преобладали пациентки с сочетанием 
ожирения и ГСД, что оценивалось нами как фак-

ТАБЛИЦА 1. КОНЦЕНТРАЦИЯ МАРКЕРОВ ВОСПАЛЕНИЯ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ БЕРЕМЕННЫХ С ОЖИРЕНИЕМ 
С УЧЕТОМ ВИДА АНЕМИЧЕСКОГО СИНДРОМА (Me, Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. THE CONCENTRATION OF SERUM INFLAMMATORY MARKERS IN PREGNANT WOMEN WITH OBESITY, TAKING 
INTO ACCOUNT THE TYPE OF ANEMIA (Me, Q0.25-Q0.75)

Показатель
Parameter

Обследованные лица 
Subjects under study

Здоровые 
беременные

Healthy pregnant 
women
(n = 12)

Беременные 
с ожирением 
без анемии

Pregnant women 
with obesity without 

anemia
(n = 14)

Беременные 
с ожирением 

и железодефицитной 
анемией

Pregnant women 
with obesity and iron 
deficiency anemia

(n = 15)

Беременные 
с ожирением 

и анемией 
хронических 
заболеваний

Pregnant women with 
obesity and anemia 

chronic disease
(n = 12)

IL-1 (пг/мл)
IL-1 (pg/ml)

2,0
(1,2-2,8)

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

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

1,1
(1,1-1,7)

IL-6 (пг/мл)
IL-6 (pg/ml)

0,5
(0,0-1,0)

3,6
(3,0-4,2)*

1,7
(1,7-2,6)*

2,7
(1,8-3,0)*

TNFα (пг/мл)
TNFα (pg/ml)

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

3,85
(2,9-4,8)

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

3,5
(2,3-3,5)

Гепсидин (нг/мл)
Hepcidin (ng/ml) 

9,7
(8,3-11,1)

7,1
(5,1-9,1)

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

12,2
(11,6-14,6)* ** # 

С-реактивный 
белок (мг/л)
C-reactive protein 
(mg/l)

1,32
(1,0-1,65)

12,69
(6,37-19,02)*

3,29
(2,66-3,83)*

8,79
(6,32-10,12)* #

Примечание. * – достоверность различий по сравнению с аналогичными показателями здоровых беременных 
(р < 0,05); ** – беременных с ожирением без анемии; # – беременных с ожирением и железодефицитной 
анемией.

Note. *, the differences are significant against similar indexes of healthy pregnant women (р < 0.05); **, against pregnant women 
with obesity without anemia; #, against pregnant women with obesity and iron deficiency anemia.
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ТАБЛИЦА 2. СРАВНИТЕЛЬНАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА СТЕПЕНИ ОЖИРЕНИЯ У ОБСЛЕДОВАННЫХ БЕРЕМЕННЫХ 

TABLE 2. COMPARATIVE CHARACTERISTICS OF THE DEGREE OF OBESITY IN THE EXAMINED PREGNANT WOMEN

Степень ожирения
Degree of obesity

Обследованные лица 
Subjects under study

Беременные 
с ожирением 
без анемии

Pregnant women with 
obesity without anemia

(n = 14)

Беременные 
с ожирением 

и железодефицитной 
анемией

Pregnant women with 
obesity and iron deficiency 

anemia
(n = 15)

Беременные 
с ожирением 

и анемией хронических 
заболеваний

Pregnant women with 
obesity and anemia chronic 

disease
(n = 12)

Предожирение
Overweight 35,8% 0% 25%

I степень ожирения
I degree of obesity 28,5% 60% 33,3%

II степень ожирения
II degree of obesity 7,2% 20% 33,3%

III степень ожирения
III degree of obesity 28,5% 20% 8,4%

ТАБЛИЦА 3. РАСПРОСТРАНЕННОСТЬ ГЕСТАЦИОННОГО САХАРНОГО ДИАБЕТА У ОБСЛЕДОВАННЫХ БЕРЕМЕННЫХ 
С ОЖИРЕНИЕМ 

TABLE 3. PREVALENCE OF GESTATIONAL DIABETES MELLITUS IN SURVEYED PREGNANT WOMEN WITH OBESITY

Обследованные лица
Subjects under study

Беременные 
с ожирением без анемии

Pregnant women with 
obesity without anemia

(n = 14)

Беременные 
с ожирением 

и железодефицитной 
анемией

Pregnant women with 
obesity and iron deficiency 

anemia
(n = 15)

Беременные 
с ожирением 

и анемией хронических 
заболеваний

Pregnant women with 
obesity and anemia chronic 

disease
(n = 12)

Без гестационного 
сахарного диабета (%)
Without gestational 
diabetes mellitus (%)

57 80 25

С гестационным 
сахарным диабетом (%)
With gestational diabetes 
mellitus (%)

43 20 75

тор, предрасполагающий в отношении развития 
АХЗ (χ2 = 4,288, р = 0,038; OR = 5,143, ДИ [1,033-
25,602]). 

Обсуждение
Жировая ткань является источником про-

дукции широкого спектра медиаторов вос-
паления, что при ожирении предрасполагает 
к  развитию хронического субклинического вос-
паления [7]. Повышенное содержание в  крови 
IL-6 и С-реактивного белка у беременных с ожи-
рением всех групп наблюдения подтверждает 
наличие у  них низкоактивного воспалительного 

процесса и  согласуется с результатами исследо-
вания других авторов [9]. Закономерно при этом, 
что активность воспаления у беременных с АХЗ 
оказалась выше, чем у  беременных с  ЖДА, что 
выражалось различиями в  сывороточной кон-
центрации С-реактивного белка. Связующим 
звеном между воспалением и  развитием анеми-
ческого синдрома является продукция печенью 
гепсидина [11]. Повышенное содержание в кро-
ви данного белка оказалось характерным именно 
для беременных с анемией, которая по комплек-
су традиционных клинико-лабораторных показа-
телей была классифицирована нами как АХЗ. 
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Помимо печени, клетками-продуцентами 
гепсидина являются адипоциты. В  немногочис-
ленных исследованиях по  оценке содержания 
гепсидина в  крови беременных было показано 
следующее. При физиологической беременно-
сти, не отягощенной ожирением, с увеличением 
срока гестации концентрация гепсидина снижа-
лась, что связывают с необходимостью повыше-
ния доступности железа для плода [8, 12]. У бе-
ременных с  ожирением содержание гепсидина 
в  крови превышало его концентрацию у  бере-
менных без ожирения, а  максимальная концен-
трация уровня данного белка была обнаружена 
у  беременных с  ожирением, принимавших пре-
параты железа [8]. Доказано, что у  пациентов 
с  ожирением экспрессия мРНК и  продукция 
самого белка повышаются и положительно кор-
релируют с  уровнем IL-6 и  С-реактивного бел-
ка [5, 6, 17]. Аналогичные корреляционные связи 
между концентрацией IL-6, С-реактивного белка 
и  гепсидина были выявлены и  в нашем иссле-
довании у беременных. В научных работах, рас-
крывающих механизмы нарушения метаболизма 
железа при ожирении, сообщается о  значимой 
роли в данном процессе лептина и адипонекти-
на  [7, 10, 18], активации JAK2/STAT3- и  BMP-
пути [6, 13]. Дискутируется вопрос о  влиянии 
IL-1 и TNFα на продукцию гепсидина и о их роли 
в развитии АХЗ [14, 15, 16]. В настоящем иссле-
довании не было получено статистически значи-
мых межгрупповых отличий концентрации IL-1 
и TNFα в крови беременных. Но можно предпо-
ложить, что в случае низкоактивного воспаления 
у  беременных с  ожирением при исследовании 
сыворотки крови затруднительно зафиксировать 
кратковременное и  локальное повышение про-
дукции данных цитокинов иммунными клетками 
и адипоцитами. 

Важно отметить, что концентрация IL-6 в кро-
ви беременных с ЖДА и АХЗ имела сопоставимые 
значения, что указывает на наличие дополнитель-
ных молекулярных факторов, стимулирующих 

продукцию гепсидина, повышение его содержа-
ния в крови и способствующих развитию анемии 
хронических заболеваний. Так, было установлено, 
что среди обследованных нами беременных АХЗ 
достоверно чаще развивалась у женщин с сочета-
нием ожирения и ГСД. Однозначный ответ на во-
прос, какие механизмы связывают гестационное 
нарушение углеводного обмена с  повышением 
продукции гепсидина, в  настоящее время дать 
сложно. Однако ранее нами было показано  [3], 
что при беременности, отягощенной сочетанием 
ГСД и ожирения, изменения цитокинового про-
филя носят более выраженный характер, чем у бе-
ременных с избыточной массой тела/ожирением 
или беременных с ГСД, и характеризуются повы-
шенной концентрацией в крови GM-CSF, IFNγ, 
IL-6, TNFα на  фоне низкого содержания IL-2 
и  IL-10. Предположение о  том, что беременных 
с  гестационным диабетом и  ожирением можно 
рассматривать как группу риска по развитию ане-
мии хронических заболеваний, нашло подтверж-
дение в настоящей работе.

Таким образом, проведенное исследование 
показало, что описанный в  научной литерату-
ре механизм развития АХЗ с  участием гепси-
дина, IL-6 и  С-реактивного белка реализуется 
не только при заболеваниях, протекающих с вы-
раженным воспалительным ответом (инфекци-
ях, аутоиммунных патологиях и  др.), но и  при 
ожирении, сопровождающемся субклиническим 
воспалением. Сочетание во время беременности 
ожирения любой степени с ГСД рассматривается 
нами как  фактор повышенного риска развития 
АХЗ. В  условиях отсутствия внедренных в  кли-
ническую практику специфичных в  отношении 
АХЗ маркеров при беременности, отягощен-
ной анемией, ожирением и ГСД, целесообразно 
проводить развернутый лабораторный анализ 
гематологических показателей и  биохимиче-
ских маркеров метаболизма железа, дополняя 
его определением концентрации С-реактивного 
белка. 
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СОВМЕСТНОЕ ВЛИЯНИЕ АНТИТЕЛ К БЕНЗО[А]ПИРЕНУ, 
ЭСТРАДИОЛУ И ПРОГЕСТЕРОНУ НА СОДЕРЖАНИЕ 
ПОЛОВЫХ ГОРМОНОВ В СЫВОРОТКЕ КРОВИ 
БЕРЕМЕННЫХ ЖЕНЩИН С ПОРОКАМИ РАЗВИТИЯ ПЛОДА
Глушков А.Н.1, Красильникова К.С.1, Поленок Е.Г.1, Костянко М.В.2, 
Оленникова Р.В.3, Нерсесян С.Л.3
1 ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр угля и углехимии Сибирского отделения Российской 
академии наук», г. Кемерово, Россия  
2 ФГБОУ ВО «Кемеровский государственный университет», г. Кемерово, Россия  
3 ГАУЗ КО «Кемеровская областная клиническая больница имени С.В. Беляева», г. Кемерово, Россия

Резюме. В экспериментах на животных показано, что антитела против химических генотоксикан-
тов окружающей среды и эндогенных стероидных гормонов способны модулировать содержание этих 
соединений в сыворотке крови и их биологические эффекты. Однако роль таких антител в тератоге-
незе у человека остается малоизученной. В частности, неизвестно их влияние на концентрации жен-
ских половых гормонов в сыворотке крови беременных женщин с врожденными пороками развития 
плода. Цель исследования – выявить возможные ассоциации антител, специфичных к бензо[a]пи-
рену, эстрадиолу и прогестерону (Bp, Es, Pg) с врожденными пороками развития плода и их влияние 
на содержание эстрадиола и прогестерона в сыворотке крови беременных женщин при физиологиче-
ской беременности и при врожденных пороках развития плода. Обследованы 182 женщины с физио-
логической беременностью и 101 женщина с врожденными пороками развития плода. Исследование 
антител к Bp, Es, Pg выполняли с помощью неконкурентного иммуноферментного анализа с исполь-
зованием коньюгатов с бычьим сывороточным альбумином в качестве антигенов. Концентрацию Es 
и Pg в сыворотке определяли с помощью коммерческих тест-систем для иммуноферментного анализа 
(«Иммунотех», Москва). В обеих сравниваемых группах были обнаружены прямые корреляционные 
связи между уровнями антител классов A и G к Es и Pg с одной стороны и антител к Bp с другой сто-
роны. Частота случаев с высокими и низкими уровнями антител к Bp, Es и Pg оказалась одинаковой 
у женщин обеих групп. В то же время высокие значения соотношений IgA-Bp/IgA-Es и IgA-Bp/IgA-Pg 
у женщин с врожденными пороками развития плода встречались значимо чаще, чем при физиоло-
гической беременности. При этом показатели отношения шансов (OR) составляли от 2,2 (p = 0,01) 
до 6,8 (p < 0,0001). Выявлены положительные корреляционные связи между соотношениями концен-
траций гормонов Pg/Es с одной стороны и соотношениями уровней IgA-Bp/IgA-Es и IgA-Bp/IgA-Pg  
у женщин с врожденными пороками развития плода (rS = 0,62, p < 0,0001 и rS = 0,77, p < 0,0001) с 
другой. Соотношение гормонов Pg/Es коррелировало с  соотношениями уровней IgG-Bp/IgG-Es 
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и IgG-Bp/IgG-Pg у женщин с врожденными пороками развития плода (rS = 0,46, p = 0,002 и rS = 0,5, 
p < 0,0009), но не с физиологической беременностью. Впервые выявлены ассоциации антител против 
экзогенных генотоксикантов и против стероидных гормонов с врожденными патологиями развития 
плода, а также их совместное влияние на содержание Es и Pg в сыворотке крови беременных женщин.

Ключевые слова: врожденные пороки развития плода, антитела, бензо[a]пирен, эстрадиол, прогестерон

COMBINED EFFECT OF ANTIBODIES TO BENZO[A]PYRENE, 
ESTRADIOL AND PROGESTERONE UPON SEX HORMONE 
CONCENTRATIONS IN BLOOD SERUM OF PREGNANT 
WOMEN WITH CONGENITAL MALFORMATIONS OF FETUS
Glushkov A.N.a, Krasilnikova K.S.a, Polenok E.G.a, Kostyanko M.V.b, 
Olennikova R.V.c, Nersesyan S.L.c
a Federal Research Center of Coal and Coal Chemistry, Siberian Branch, Russian Academy of Sciences, Kemerovo, 
Russian Federation 
b Kemerovo State University, Kemerovo, Russian Federation 
c Kemerovo S. Belyaev Regional Hospital, Kemerovo, Russian Federation

Abstract. Specific antibodies against environmental chemical gene toxicants and endogenous steroid 
hormones are shown to modulate concentrations of these compounds in blood serum and their biological 
effects in experimental models. However, probable hazards of such antibodies in human teratogenesis are still 
unknown. In particular, potential correlations between specific serum antibodies, sex hormone levels in pregnant 
women, and congenital malformations in newborns are not clear. The aim of this study was to identify possible 
associations between occurrence of antibodies to benzo[a]pyrene, estradiol and progesterone (Bp, Es and Pg, 
respectively), and congenital malformations, and effects of these antibodies upon Es and Pg concentrations in 
blood serum of pregnant women. We have included into the study 182 women with normal pregnancy and 101 
females with congenital malformations of fetus. A non-competitive solid phase immunoassay was performed 
using Bp, Es and Pg conjugated to bovine serum albumin as antigens. Es and Pg serum concentrations were 
measured using immunoassay test-systems of “Immunotech” (Moscow). Results: strong positive correlations 
were revealed between the levels of studied antibodies in the both groups. High IgA-Bp/IgA-Es (>  3) and  
IgA-Bp/IgA-Pg ratios (> 3) were associated with congenital malformations (OR = 2.2, p = 0.013 and OR = 6.8, 
p < 0.0001). Positive correlations were revealed between Pg/Es and IgA-Bp/IgA-Es (rS = 0.62, p < 0.0001), and 
IgA-Bp/IgA-Pg ratios (rS = 0.77, p < 0.0001) in cases with inborn malformations. Similar correlations were 
found for the women who had normal pregnancy (rS = 0.4, p = 0.0001, and rS = 0.23, p = 0.026, respectively). 
The Pg/Es proportion correlated with IgG-Bp/IgG-Es (rS = 0.46, p = 0.002), and with IgG-Bp/IgG-Pg ratio 
(rS = 0.5, p = 0.0009) in cases of malformations, but not in women with normal pregnancy. Conclusion: we 
have revealed novel associations between congenital malformations of fetus and ratios of IgA-Bp/IgA-Es, as 
well as IgA-Bp/IgA-Pg, like as positive correlations between hormonal Pg/Es proportions, and ratios of specific 
antibodies in pregnant women.

Keywords: congenital malformations, antibodies, benzo[a]pyrene, estradiol, progesterone

Введение
Участие полициклических ароматических 

углеводородов окружающей среды, в  частности 
бензо[а]пирена (Bp), в возникновении врожден-
ных пороков развития плода (ВПРП) убедитель-
но подтверждается результатами эпидемиоло-
гических исследований и наличием аддуктов Bp 
с ДНК в тканях плаценты и плода, в пуповинной 

крови, в крови матери и новорожденного ребен-
ка  [14, 17, 19, 24, 25, 26]. Bp как  низкомолеку-
лярное соединение не  распознается иммунной 
системой организма. Но в  составе крупномо-
лекулярных аддуктов он становится гаптеном 
и приобретает способность индуцировать синтез 
специфических антител (АТ). АТ класса G к  Bp 
обнаружены ранее в  сыворотке крови женщин 
с  физиологической беременностью (ФБ) и  с 
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ВПРП [2]. Выявлены прямые корреляционные 
связи уровней этих АТ с  АТ к  эстрадиолу (Es) 
и прогестерону (Pg) [3]. У женщин с привычным 
невынашиванием беременности были выявлены 
кожная гиперчувствительность к Es и Pg [1] и АТ 
к Pg в сыворотке крови [13, 18]. С повышенными 
уровнями АТ к Es и Pg оказались ассоциирован-
ными симптомы, связанные с  менструальным 
циклом [12].

С  другой стороны, в  многочисленных экспе-
риментах показано, что иммунизация животных 
против половых стероидных гормонов приводит 
к образованию специфических АТ, значительно-
му повышению в крови концентрации гормонов 
и изменениям их биологических функций, в том 
числе связанных с беременностью [5, 7, 8, 9, 10, 
15, 16, 23]. 

На основании известных клинических и экс-
периментальных данных предположили, что АТ, 
специфичные к Es и Pg, способны влиять на со-
держание этих гормонов в сыворотке крови бере-
менных женщин, а АТ к Bp способны модулиро-
вать эти эффекты.

Цель настоящей работы  – выявить предпола-
гаемое совместное влияние антител к Bp, Es и Pg 
на  содержание этих гормонов в  сыворотке кро-
ви женщин при физиологической беременности 
и беременности с врожденными пороками разви-
тия плода. 

Материалы и методы
Описание исследуемых групп
Материалом для  исследования послужили 

283 образца сывороток крови женщин на  13-27 
неделях беременности (II триместр). По  резуль-
татам УЗИ женщины были разделены на 2 груп-
пы. 182 женщины имели физиологическую бе-
ременность. Средний возраст в  группе составил 
27,5±5,2 лет. 101 женщина вынашивала беремен-
ность с ВПРП. Превалировали пороки сердечно-
сосудистой (23,4%), мочевыделительной (20,6%), 
центральной нервной (18,3%), костно-мышеч-
ной систем (15,8%), а  также множественные 
ВПРП (12%). Средний возраст  – 26,4±2,1 лет. 
УЗИ (скрининговое на  сроке 10-13 и  20-24 не-
дель) проводилось на  базах лечебно-профилак-
тических учреждений II и  III типов: Городской 
клинической больницы №  1 г.  Кемерово, Го-
родского и  Областного перинатальных центров 
г. Кемерово.

Исследование антител
АТ к Bp, Es и Pg определяли методом некон-

курентного ИФА в  собственной модификации 
с использованием коньюгатов Bp, Es и Pg с бы-
чьим сывороточным альбумином (BSA) в  каче-
стве антигена [4]. В  лунки полистирольных им-
мунологических планшетов вносили по  100 мкл 

коньюгата гаптен-BSA в концентрации 2 мкг/мл 
и инкубировали при температуре 25 °С в течение 
ночи. Для оценки фонового связывания с белком 
в отдельные лунки вносили неконьюгированный 
BSA. Для  определения IgA-Bp, IgA-Es и  IgA-Pg 
сыворотку крови разводили 1:20 блокирующим 
раствором с  BSA и  вносили на  полистероловый 
планшет в  дублях с  последующим вычислением 
среднего значения. Связавшиеся АТ выявляли 
с  помощью кроличьих АТ против IgA человека, 
меченных пероксидазой хрена (Sigma, Германия). 
Регистрацию адсорбированных на  планшете АТ 
проводили с помощью субстратного буфера, со-
держащего 3,3’,5,5’-тетраметилбензидин (ТМB, 
США), на фотометре (Пикон, Россия) при длине 
волны 450 нм. Аналогичным образом выполняли 
иммуноанализ IgG к  указанным соединениям, 
разводя сыворотку 1:100. 

Уровни AT, специфичных к Bp и стероидным 
гормонам, определяли по формуле: 

IgAX = (OD   OD ) / OD ,(XBSA) (BSA) (BSA)

где OD(X-BSA)  – значение оптической плотно-
сти связывания с  коньюгатом Bp-, Es-, Pg-BSA; 
OD(BSA) – значение оптической плотности связы-
вания с BSA.

Исследование гормонов
Определение концентрации Es и  Pg в  сыво-

ротках крови беременных женщин проводилось 
при помощи коммерческих наборов ИФА («Им-
мунотех», Москва) согласно инструкции по при-
менению.

Статистическая обработка данных
Статистическую обработку данных прово-

дили при помощи пакета прикладных программ 
Statistica 6.0. С использованием критерия Шапи-
ро–Уилка был выявлен ненормальный характер 
распределения выборки, и  в дальнейшем оцен-
ку статистической значимости различий между 
группами проводили при помощи непараметри-
ческого U-критерия Манна–Уитни и критерия χ2 
с  поправкой Йетса для  непрерывной вариации. 
Диагностические границы – пороговый уровень 
АТ между нормой и патологией – определяли при 
помощи ROC-анализа [11]. Для определения ве-
роятности возникновения ВПРП рассчитывали 
величину отношения шансов (OR) [22]. Взаимо
связи между уровнями АТ и гормонами выявляли 
с помощью ранговой корреляции Спирмена.

Результаты
Взаимосвязи антител к Bp, Es и Pg у беременных 

женщин
Между уровнями IgA-Bp с  одной стороны 

и  уровнями IgA-Es и  IgA-Pg с  другой стороны 
выявлены прямые корреляционные связи в обе-
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их сравниваемых группах (табл. 1). При этом 
у  женщин с  ВПРП коэффициент a в  уравнении 
линейной регрессии, описывающим зависимость 
уровней IgA-Pg (y) от уровней IgA-Bp (x), оказал-
ся равным 0,39, а  у женщин с  ФБ a  =  0,65. Это 
означает, что возрастание уровней IgA-Bp у жен-
щин с ВПРП сопровождается менее выраженным 
ростом IgA-Pg, чем у женщин с ФБ. 

Аналогичные взаимосвязи выявлены для  АТ 
класса G. При этом возрастание уровней IgG-Es 
при росте IgG-Bp при ФБ оказалось более вы-
раженным, чем при ВПРП (коэффициенты a 
в уравнениях регрессии составили, соответствен-
но, 0,94 и 0,38).

Кроме этого, выявлены высокодостоверные 
взаимосвязи между уровнями АТ одной специ-
фичности, но принадлежащих к разным классам. 
При этом увеличение уровней IgG-Bp при воз-
растании уровней IgA-Bp при ВПРП оказалось 
более выраженным, чем при ФБ (коэффициен-
ты a в  уравнениях регресии составили, соответ-
ственно, 0,87 и 0,49)

Ассоциации антител к Bp, Es и Pg с ВПРП
С  помощью ROC-анализа рассчитали погра-

ничные значения уровней исследуемых антител 
и  их соотношений, по  которым сравниваемые 
группы имели наибольшие различия (cutt-of). Ре-
зультаты представлены в таблице 2. Выяснилось, 
что по  удельному весу случаев (%) с  низкими 
и высокими уровнями АТ группы не имели ста-
тистически значимых различий. 

Значительные различия между группами об-
наружены при анализе соотношения уровней ис-
следуемых АТ. Превышение уровней IgA-Bp над 
уровнями IgA-Es (> 3) у женщин с ВПРП выяв-
лялось чаще, чем при ФБ (22,8% против 11,0%; 
p = 0,013) с возрастанием OR до 2,4. Еще более 
выраженными ассоциации с  ВПРП оказались 
при анализе соотношения IgA-Bp/IgA-Pg (48,5% 
и  12,1% соответственно, p  <  0,0001). Превыше-
нию IgA-Bp/IgA-Pg  >  3 соответствовало значе-
ние OR  =  6,8. Удельный вес случаев с  IgA-Es/
IgA-Pg  >  2 у  женщин с  ВПРП был также зна-
чимо выше, чем при ФБ (30,7% против 13,2%, 
p = 0,0006) с возрастанием OR до 2,9.

Повышение уровней IgG-Bp над уровнями 
IgG-Es в  2 раза и  над уровнями IgG-Pg в  3 раза 
имело место при ВПРП значимо чаще, чем при 
ФБ с возрастанием OR до 3,5 и 2,2 соответствен-
но. Однако высокие значения соотношения  
IgG-Es/IgG-Pg оказалось ассоциированным с 
низким показателем OR (0,4) в  отличие от  IgA-
Es/IgA-Pg (OR = 2,9).

Взаимосвязи антител к Bp, Es и Pg с содержани-
ем Es и Pg в сыворотке крови беременных женщин

В таблицах 3 и 4 приведены результаты регрес-
сионного анализа взаимосвязей содержания Es 
и Pg, а также их соотношения (Pg/Es) с уровнями 
исследуемых АТ и их соотношений в сравнивае-
мых группах.

У женщин с ФБ искомые взаимосвязи содер-
жания гормонов с  IgA-Bp и  IgA-Pg отсутствова-

ТАБЛИЦА 1. ВЗАИМОСВЯЗИ УРОВНЕЙ АНТИТЕЛ КЛАССА А И G К БЕНЗО[А]ПИРЕНУ, ЭСТРАДИОЛУ 
И ПРОГЕСТЕРОНУ (IgA-Bp, IgA-Es, IgA-Pg И IgG-Bp, IgG-Es, IgG-Pg) У ЖЕНЩИН С ФИЗИОЛОГИЧЕСКОЙ 
БЕРЕМЕННОСТЬЮ (ФБ) И С ВРОЖДЕННЫМИ ПОРОКАМИ РАЗВИТИЯ ПЛОДА (ВПРП)

TABLE 1. INTERRELATIONS OF LEVELS OF ANTIBODIES OF A CLASS A AND CLASS G TO BENZO[A]PYRENE, ESTRADIOL 
AND PROGESTERONE (IgA-Bp, IgA-Es, IgA-Pg AND IgG-Bp, IgG-Es, IgG-Pg) AT WOMEN WITH THE PHYSIOLOGICAL 
PREGNANCY (PhP) AND WITH THE CONGENITAL MALFORMATIONS OF FETUS (CMF)

x y
ФБ
PhP

ВПРП
CMF

rs; (p) y = a × x+b rs; (p) y = a × x+b
IgA-Bp IgA-Es 0,72; (0,001) y = 0,85x+0,2 0,69; (< 0,0001) y = 0,7x-0,1
IgA-Bp IgA-Pg 0,79; (< 0,0001) y = 0,65x+0,3 0,51; (< 0,0001) y = 0,39x+0,3
IgA-Es IgA-Pg 0,84; (0,001) y = 0,53x+0,8 0,84; (< 0,0001) y = 0,6x+0,2
IgG-Bp IgG-Es 0,76; (0,001) y = 0,94x+0,4 0,74; (< 0,0001) y = 0,38x+0,8
IgG-Bp IgG-Pg 0,7; (< 0,0001) y = 0,39x+0,4 0,75; (< 0,0001) y = 0,25x+0,5
IgG-Es IgG-Pg 0,77; (0,001) y = 0,42x+0,3 0,88; (0,001) y = 0,59x+0,1
IgA-Bp IgG-Bp 0,39; (< 0,0001) y = 0,49x+1,1 0,64; (< 0,0001) y = 0,87x+0,2
IgA-Es IgG-Es 0,65; (< 0,0001) y = 0,67x+0,9 0,77; (< 0,0001) y = 0,65x+0,63
IgA-Pg IgG-Pg 0,58; (< 0,0001) y = 0,38x+0,6 0,77; (< 0,0001) y = 0,46x+0,7

Примечание. Здесь и далее жирным шрифтом отмечены только статистически достоверные различия между 
сравниваемыми группами. 

Note. Hereinafter the bold print is a statistically reliable differences between the compared groups.



651

Антитела и гормоны в сыворотке крови беременных
Antibodies and hormones in blood serum of pregnancy women2018, Vol. 20,  5

2018, Т. 20, № 5

ТАБЛИЦА 2. КОЛИЧЕСТВО (n) И УДЕЛЬНЫЙ ВЕС (%) СЛУЧАЕВ С НИЗКИМИ (≤) И ВЫСОКИМИ (>) УРОВНЯМИ 
АНТИТЕЛ К БЕНЗО[А]ПИРЕНУ, ЭСТРАДИОЛУ И ПРОГЕСТЕРОНУ И СООТНОШЕНИЙ ЭТИХ АНТИТЕЛ У ЖЕНЩИН 
С ФИЗИОЛОГИЧЕСКОЙ БЕРЕМЕННОСТЬЮ (ФБ) И С ВРОЖДЕННЫМИ ПОРОКАМИ РАЗВИТИЯ ПЛОДА (ВПРП), 
ОТНОСИТЕЛЬНЫЕ РИСКИ ВОЗНИКНОВЕНИЯ ВПРП (OR)
TABLE 2. QUANTITY (n) AND SPECIFIC WEIGHT (%) OF CASES WITH LOW (≤) AND HIGH (>) LEVELS OF ANTIBODIES 
TO BENZO[A]PYRENE, ESTRADIOL AND PROGESTERONE AND RATIOS OF THESE ANTIBODIES AT WOMEN WITH THE 
PHYSIOLOGICAL PREGNANCY (PhP) AND WITH THE CONGENITAL MALFORMATIONS OF FETUS (CMF), THE RELATIVE 
RISK OF EMERGENCE OF CMF (OR)

Антитела и их 
соотношения

Antibodies and their ratios

ФБ
PhP
n (%)

ВПРП
CMF
n (%)

χ2 (р) OR (95% CI)

1.1. IgA-Bp ≤ 3
> 3

60 (32,9)
122 (67,1)

39 (38,6)
62 (61,4) 0,68 (0,4)

1.2. IgA-Es ≤ 3
> 3

130 (71,4)
52 (28,6)

78 (77,2)
23 (22,8) 0,84 (0,35)

1.3. IgA-Pg ≤ 3
> 3

140 (76,9)
42 (23,1)

88 (87,1)
13 (12,9) 3,7 (0,05)

1.4. IgG-Bp ≤ 3
> 3

140 (76,9)
42 (23,1)

76 (75,2)
25 (24,8) 0,03 (0,86)

1.5. IgG-Es ≤ 3
> 3

128 (70,3)
54 (29,7)

76 (75,2)
25 (24,8) 0,56 (0,4)

1.6. IgG-Pg ≤ 2
> 2

145 (79,6)
37 (20,4)

81 (80,2)
20 (19,8) 0,002 (0,9)

2.1. IgA-Bp/IgA-Es ≤ 3
> 3

162 (89)
20 (11)

78 (77,2)
23 (22,8) 6,11 (0,013) 0,40 (0,20-0,80)

2,40 (1,20-4,60)

2.2. IgA-Bp/IgA-Pg ≤ 3
> 3

160 (87,9)
22 (12,1)

52 (51,5)
49 (48,5) 43,9 (< 0,0001) 0,15 (0,08-0,26)

6,80 (3,80-12,40)

2.3. IgA-Es/IgA-Pg ≤ 2
> 2

158 (86,8)
24 (13,2)

70 (69,3)
31 (30,7) 11,6 (0,0006) 0,30 (0,20-0,60)

2,90 (1,60-5,30)

2.4. IgG-Bp/IgG-Es ≤ 2
> 2

162 (89)
20 (11)

70 (69,3)
31 (30,7) 15,7 (0,0001) 0,30 (0,10-0,50)

3,50 (1,60-6,70)

2.5. IgG-Bp/IgG-Pg ≤ 3
> 3

146 (80,2)
36 (19,8)

65 (64,4)
36 (35,6) 7,8 (0,0052) 0,40 (0,30-0,80)

2,20 (1,30-3,90)

2.6. IgG-Es/IgG-Pg ≤ 3
> 3

141 (77,5)
41 (22,5)

90 (89,1)
11 (10,9) 5,1 (0,02) 2,40 (1,20-4,80)

0,40 (0,20-0,80)

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.

ли (коэффициенты корреляции rS статистически 
недостоверны). Слабая отрицательная взаимо
связь обнаружена только между значениями 
Pg/Es и  уровнями IgA-Pg (rS  =  -0,2, p  =  0,038). 
Корреляция IgA-Es с  концентрацией Es оказа-
лась слабоположительной, а с концентрацией Pg 
слабоотрицательной (rS = 0,22 и  rS = -0,26 соот-
ветственно), равно как и с соотношением Pg/Es 
(rS = -0,3).

В  то же  время высокодостоверные взаимо
связи средней силы обнаружены между содержа-
нием гормонов и  соотношением IgA-Bp/IgA-Es: 
с  концентрацией Es отрицательные (rS  =  -0,45), 

с  концентрацией Pg и  Pg/Es  – положительные 
(rS = 0,43 и rS = 0,4 соответственно). Аналогичные, 
но менее слабые корреляции выявлены между 
соотношениями IgA-Bp/IgA-Pg и  Es (rS  =  -0,33) 
и с Pg/Es (rS = 0,23). Таким образом, совместное 
влияние IgA-Bp и IgA-Es на содержание половых 
гормонов в сыворотке крови женщин с ФБ ока-
залось значительным по  сравнению с  влиянием 
каждого из них по отдельности.

Аналогичные взаимосвязи выявлены и у жен-
щин с  ВПРП: содержание Es и  Pg, а  также зна-
чения Pg/Es не коррелировали с IgA-Bp и IgA-Es 
по  отдельности, однако концентрация Es пони-
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ТАБЛИЦА 3.  ВЗАИМОСВЯЗИ СОДЕРЖАНИЯ ЭСТРАДИОЛА, ПРОГЕСТЕРОНА И ИХ СООТНОШЕНИЯ (Es, Pg, Pg/Es) 
С УРОВНЯМИ АНТИТЕЛ К БЕНЗО[A]ПИРЕНУ, ЭСТРАДИОЛУ И ПРОГЕСТЕРОНУ И C ИХ СООТНОШЕНИЯМИ У ЖЕНЩИН 
С ФИЗИОЛОГИЧЕСКОЙ БЕРЕМЕННОСТЬЮ (ФБ)
TABLE 3. INTERRELATIONS OF CONTENTS OF ESTRADIOL, PROGESTERONE AND THEIR RATIO (Es, Pg, Pg/Es) WITH 
LEVELS OF ANTIBODIES TO BENZO[A]PYRENE, ESTRADIOL AND PROGESTERONE AND WITH THEIR RATIOS AT WOMEN 
WITH THE PHYSIOLOGICAL PREGNANCY (PhP)

Антитела и их 
соотношения

(x)
Antibodies and their ratios

(x)

Es (y) Pg (y) Pg/Es (y)

y = a × ln(x)+b
rs; (p)

y = a × ln(x)+b
rs; (p)

y = a × ln(x)+b 
rs; (p)

1.1. IgA-Bp y = 0,19ln(x)+4,8
=-0,03; (0,67)

y = -2,3ln(x)+137,7
==-0,02; (0,8)

y = -4,6ln(x)+75
= -0,08; (0,45)

1.2. IgA-Es y = 1,16ln(x)+4,5
= 0,22; (0,033)

y = -12,8ln(x)+141
= -0,26; (0,007)

y = -29ln(x)+84
= -0,3; (0,0027)

1.3. IgA-Pg y = 1,05ln(x)+4,4
= 0,2; (0,069)

y = -1,6ln(x)+136,2
= -0,08; (0,39)

y = -21,5ln(x)+83
= -0,2; (0,038)

1.4. IgG-Bp y = 1,6ln(x)+4
= 0,33; (0,001)

y = -18ln(x)+148,6
= -0,32; (0,0008)

y = -40,8ln(x)+103,6
= -0,4; (0,0002)

1.5. IgG-Es y = 1,3ln(x)+4,3
= 0,35; (0,0005)

y = -12,9ln(x)+144,5
= -0,37; (0,0002)

y = -30ln(x)+94,5
= -0,4; (< 0,0001)

1.6. IgG-Pg y = 1,3ln(x)+5,4
= 0,33; (0,006)

y = -7,3ln(x)+139
= -0,25; (0,01)

y = -37,6ln(x)+77,4
= -0,35; (0,0004)

2.1. IgA-Bp/IgA-Es y = -3,13ln(x)+5,5
= -0,45; (< 0,0001)

y = 38,5ln(x)+128,2
= 0,43; (< 0,0001)

y = 76,7ln(x)+63,7
 = 0,4; (< 0,0001)

2.2. IgA-Bp/IgA-Pg y = -2,3ln(x)+5,3
= -0,33; (0,001)

y = 0,42ln(x)+137,1
= 0,06; (0,56)

y = 52,7ln(x)+70,4
= 0,23; (0,026)

2.3. IgA-Es/IgA-Pg y = 1,3ln(x)+5,1
= 0,13; (0,23)

y = -39,2ln(x)+133,8
= -0,34; (0,0004)

y = -22,6ln(x)+78,7
= -0,16; (0,13)

2.4. IgG-Bp/IgG-Es y = -1,33ln(x)+4,9
= -0,18; (0,08)

y = 22,4ln(x)+137,2
= 0,23; (0,021)

y = 24,4ln(x)+80,8
= 0,18; (0,08)

2.5. IgG-Bp/IgG-Pg y = 0,32ln(x)+4,8
= 0,01; (0,9)

y = -25,5ln(x)+152,9
= -0,18; (0,07)

y = -14,3ln(x)+84,3
= -0,06; (0,6)

2.6. IgG-Es/IgG-Pg y = 0,7ln(x)+4,7
= 0,12; (0,24)

y = -24,8ln(x)+150
= -0,28; (0,003)

y = -164ln(x)+83,8
= -0,14; (0,17)

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.

жалась, а  Pg возрастала при повышении соот-
ношения IgA-Bp/IgA-Es (rS  =  -0,4 и  rS  =  0,3 со-
ответственно). Положительная средней силы 
взаимосвязь выявлена между соотношением 
Pg/ Es и IgA-Bp/IgA-Es (rS = 0,62, p < 0,0001). По-
ложительная сильная взаимосвязь обнаружена 
между соотношением Pg/Es и  IgA-Bp/IgA-Pg 
(rS = 0,77, p < 0,0001). Таким образом, у беремен-
ных женщин с ВПРП совместное влияние IgA-Bp 
с IgA-Es и с IgA-Pg на гормональный баланс Pg/ Es 
оказалось значительным в  отличие от  каждого 
из них по отдельности. Вместе с тем повышение 
соотношений IgA-Bp/IgA-Es и  IgA-Bp/IgA-Pg 
у женщин с ФБ сопровождалось более выражен-
ным ростом значений Pg/Es в сыворотке крови, 
чем у  женщин с  ВПРП. Об  этом свидетельству-

ет разница коэффициентов регрессии: a  =  76,7 
для IgA-Bp/IgA-Es и a = 52,7 для IgA-Bp/IgA-Pg 
при ФБ против a = 39,5 и a = 30,2 при ВПРП со-
ответственно. Эта разница наглядно представле-
на на рисунке 1. 

В  отличие от  АТ класса A IgG-Bp, IgG-Es 
и IgG-Pg каждое по отдельности коррелировали 
с содержанием гормонов с высокой степенью до-
стоверности при ФБ. С Es эти взаимосвязи оказа-
лись положительными (rS от 0,33 до 0,35), а с Pg – 
отрицательными (rS = от -0,25 до -0,37). Искомые 
корреляции соотношений исследуемых IgG-АТ 
с содержанием гормонов были слабыми (IgG-Bp/
IgG-Es с Pg rS = 0,23, p = 0,02), а во всех осталь-
ных случаях отсутствовали.
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При ВПРП в отличие от ФБ уровни каждого 
из  исследуемых АТ класса G не  коррелировали 
с содержанием гормонов в сыворотке крови. В то 
же время соотношение IgG-Bp/IgG-Es оказалось 
взаимосвязанным с концентрацией Es (rS = -0,5, 
p  =  0,0008) и  с соотношением Pg/Es (rS  =  0,46, 
p  =  0,002). Соотношение IgG-Bp/IgG-Pg кор-
релировало с  соотношением Pg/Es (rS  =  0,5, 
p = 0,0009).

Обсуждение
Участие химических генотоксикантов окружа-

ющей среды в  тератогенезе не  вызывает сомне-
ний. С целью защиты организма от соединений, 
подобных Bp, предлагается стратегия индукции 
специфических, в  первую очередь секреторных 
IgA-АТ [6, 20, 21]. Развитие этой стратегии, ос-
нованной на экспериментальных данных, оценка 
возможностей ее применения в клинике возмож-
ны только путем изучения функций АТ против 

Рисунок 1. Зависимость соотношения концентрации 
гормонов (Pg/Es) от соотношения антител IgA-Bp/
IgA-Es в сыворотке крови женщин с физиологической 
беременностью (ФБ) и с врожденными пороками 
развития плода (ВПРП)
Figure 1. Dependence of hormones ratio (Pg/Es) on IgA-Bp/IgA-
Es ratio in blood serum of women with the physiological pregnancy 
(PhP) and with the congenital malformations of a fetus (CMF)

ТАБЛИЦА 4. ВЗАИМОСВЯЗИ СОДЕРЖАНИЯ ЭСТРАДИОЛА, ПРОГЕСТЕРОНА И ИХ СООТНОШЕНИЯ (Es, Pg, Pg/Es) 
С УРОВНЯМИ АНТИТЕЛ К БЕНЗО[A]ПИРЕНУ, ЭСТРАДИОЛУ И ПРОГЕСТЕРОНУ И C ИХ СООТНОШЕНИЯМИ У ЖЕНЩИН 
С ВРОЖДЕННЫМИ ПОРОКАМИ РАЗВИТИЯ ПЛОДА (ВПРП)
TABLE 4. INTERRELATIONS OF CONTENTS OF ESTRADIOL, PROGESTERONE AND THEIR RATIO (Es, Pg, Pg/Es) WITH 
LEVELS OF ANTIBODIES TO BENZO[A]PYRENE, ESTRADIOL AND PROGESTERONE AND WITH THEIR RATIOS AT WOMEN 
WITH THE CONGENITAL MALFORMATIONS OF FETUS (CMF) 

Антитела и их соотношения (x)
Antibodies and their ratios (x)

Es (y) Pg (y) Pg/Es (y)
y = a × ln(x)+b

rs; (p)
y = a × ln(x)+b

rs; (p)
y = a × ln(x)+b 

rs; (p)

1.1. IgA-Bp y = -1,5ln(x)+7,9
= -0,3; (0,08)

y = 4,02ln(x)+135,3
= 0,02; (0,87)

y = 12,9ln(x)+32,5
= 0,29; (0,07)

1.2. IgA-Es y = 0,12ln(x)+6,4
= -0,12; (0,4)

y = -9,7ln(x)+146,7
= -0,16; (0,27)

y = 3,9ln(x)+55,1
= -0,03; (0,86)

1.3. IgA-Pg y = 2,2ln(x)+6
= 0,14; (0,4)

y = -2,8ln(x)+144,1
= -0,09; (0,52)

y = -14,6ln(x)+61,7
= -0,32; (0,037)

1.4. IgG-Bp y = -0,9ln(x)+7,3
= -0,15; (0,34)

y = -4,7ln(x)+144
= -0,17; (0,24)

y = 3,3ln(x)+39,8
= 0,07; (0,67)

1.5. IgG-Es y = 1,15ln(x)+6,2
= 0,09; (0,54)

y = -9,3ln(x)+143,8
= -0,2; (0,13)

y = -12,9ln(x)+62,7
= -0,25; (0,11)

1.6. IgG-Pg y = 1,5ln(x)+7
= 0,19; (0,25)

y = -3,2ln(x)+143,3
= -0,17; (0,23)

y = -12,4ln(x)+58,4
= -0,29; (0,07)

2.1. IgA-Bp/IgA-Es y = -5,03ln(x)+7,8
= -0,4; (0,009)

y = 22,3ln(x)+128,3
= 0,3; (0,043)

y = 39,5ln(x)+33,4
= 0,62; (0,00004)

2.2. IgA-Bp/IgA-Pg y = -3,7ln(x)+8,3
= -0,5; (0,0004)

y = 16,6ln(x)+129
= 0,25; (0,08)

y = 30,2ln(x)+29,7
= 0,77; (< 0,0001)

2.3. IgA-Es/IgA-Pg y = -2,2ln(x)+7,1
= -0,4; (0,019)

y = -6,2ln(x)+139,4
= -0,01; (0,9)

y = 37,7ln(x)+50,6
= 0,55; (< 0,0001)

2.4. IgG-Bp/IgG-Es y = -5,2ln(x)+7,4
= -0,5; (0,0008)

y = 13,4ln(x)+135,3
= 0,18; (0,18)

y = 23,3ln(x)+54
= 0,46; (0,002)

2.5. IgG-Bp/IgG-Pg y = -2,2ln(x)+8
= -0,3; (0,07)

y = 17,4ln(x)+125,8
= 0,19; (0,18)

y = 26,1ln(x)+42,5
= 0,5; (0,0009)

2.6. IgG-Es/IgG-Pg y = 1,1ln(x)+6,1
= 0,075; (0,64)

y = -11,1ln(x)+150,4
= -0,05; (0,7)

y = 15,6ln(x)+50,5
= 0,2; (0,2)

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.
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химических мутагенов у человека при различных 
заболеваниях, в том числе при ВПРП. В настоя-
щей работе впервые показано, что образование 
IgA-Bp взаимосвязано с  образованием IgA-Es 
и IgA-Pg у беременных женщин. Уровни сыворо-
точных IgA-Bp (предшественников секреторных 
IgA-Bp) положительно коррелировали с таковы-
ми IgA-Pg и IgA-Es с высокой степенью достовер-
ности (p  <  0,0001). Кроме того, содержание АТ 
класса A было взаимосвязано с содержанием АТ 
класса G к указанным гаптенам в обеих сравни-
ваемых группах.

Сами по себе IgA-Bp, IgA-Es и IgA-Pg не были 
ассоциированы с ВПРП. В то же время высокие 
значения соотношений IgA-Bp/IgA-Es и IgA-Bp/
IgA-Pg встречались в  2-4 раза чаще при ВПРП 
(OR  =  2,4 и  6,8 соответственно). Аналогичные 
ассоциации с ВПРП обнаружены при исследова-
нии АТ класса G к указанным гаптенам. Высокие 
уровни IgG-Bp, IgG-Es и IgG-Pg встречались при 
ФБ с такой же частотой, как при ВПРП. Высокие 
значения соотношений IgG-Bp/IgG-Es и  IgG-Bp/ 
IgG-Pg были ассоциированы с  высоким риском 
ВПРП (OR = 3,5 и 2,2 соответственно). Это озна-
чает, что АТ-Bp принимают участие в тератогене-
за, но только в  определенной комбинации с  АТ 
к женским половым гормонам.

Сами по себе IgA-Bp и IgA-Pg не были связаны 
с содержанием Es и Pg, а также с соотношением 
Es/Pg в сыворотке крови женщин с ФБ. Впервые 
выявлены слабые положительные связи IgA-Es 
с  количеством Es в  сыворотке крови, отрица-
тельные с  Pg и  отрицательные с  соотношением 
Pg/Es. В то же время взаимосвязи IgA-Bp/IgA-Es 
c гормонами оказались средней силы и высоко
достоверными (p < 0,0001). Кроме того, выявлены 
слабые отрицательные корреляционные взаимо
связи IgA-Bp/IgA-Pg с Es и положительные с со-
отношением Pg/Es. 

У женщин с ВПРП наблюдались аналогичные 
взаимосвязи. При этом коэффициенты корреля-
ции Pg/Es и IgA-Bp/IgA-Es и  IgA-Bp/IgA-Pg со-
ставили 0,62 и 0,77 соответственно. Характерной 

особенностью иммунно-эндокринных ассоци-
аций оказался менее выраженный рост соотно-
шений Pg/Es в сыворотке крови при увеличении 
IgA-Bp/IgA-Es у женщин с ВПРП по сравнению 
с ФБ. 

Для  АТ класса G к  указанным гаптенам, 
в отличие от АТ класса A, оказались достоверными 
взаимосвязи с  Es (положительные) и  с Pg 
(отрицательные) при ФБ, но не при ВПРП. В то 
же время соотношения IgG-Bp/IgG-Es и IgG-Bp/
IgG-Pg коррелировали с  соотношением Pg/Es 
в сыворотке крови у женщин с ВПРП (rS = 0,46 
и rS = 0,5), но не при ФБ.

Таким образом, одним из путей участия АТ-Bp 
в  патогенезе ВПРП является их влияние на  со-
держание половых гомонов, которое становится 
возможным только при определенных сочета-
ниях уровней АТ-Bp с уровнями АТ-Es и АТ-Pg. 
Разнонаправленный характер такого взаимодей-
ствия на  эти гормоны (снижение концентрации 
Es и повышение концентрации Pg при повыше-
нии соотношений АТ-Bp/АТ-Es и АТ-Bp/АТ-Pg) 
приводит к сдвигу баланса Pg/Es в пользу Pg.

Выявленные закономерности позволяют 
предположить, что индукция секреторных АТ 
против химических мутагенов окружающей сре-
ды для профилактики генотоксических эффектов 
может сопровождаться образованием АТ классов 
A и G, специфичных к эндогенным стероидным 
гормонам. Совместное образование такого ком-
плекса АТ может приводить к  существенным 
сдвигам гормонального статуса с  непредсказу-
емыми последствиями. Полученные знания не-
обходимо учитывать при дальнейшей разработке 
стратегии иммунологической защиты человека 
от химических мутагенов.

Практическое значение результатов насто-
ящего исследования состоит в  расширении 
возможностей лабораторных методов прогно-
зирования возникновения ВПРП с помощью со-
вместного иммуноанализа АТ к Bp, Es и Pg у бе-
ременных женщин.
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РЕГУЛЯТОРНЫЕ Т-КЛЕТКИ В ФОЛЛИКУЛЯРНОЙ 
ЖИДКОСТИ У ЖЕНЩИН, ПРОХОДЯЩИХ ЛЕЧЕНИЕ 
ПО ПРОГРАММЕ ЭКО
Андреева Е.А.1, Хонина Н.А.1, Тихонова М.А.1, Баторов Е.В.1, 
Пасман Н.М.2, Черных Е.Р.1
1 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фундаментальной и клинической иммунологии», 

г. Новосибирск, Россия  
2 ФГАОУ ВО «Новосибирский государственный университет», г. Новосибирск, Россия

Резюме. Данная работа посвящена исследованию различных субпопуляций FoxP3+ регуляторных 
Т-клеток (Treg) в  фолликулярной жидкости (ФЖ) женщин, проходивших лечение методом ЭКО, 
и взаимосвязи Treg с параметрами фолликуло-/оогенеза, качеством эмбрионов и исходом ЭКО. В ис-
следование были включены 53 женщины, участвующие в программе стимуляции суперовуляции в воз-
расте от 25 до 46 лет. Содержание Treg в ФЖ определяли методом проточной цитофлуориметрии с ис-
пользованием моноклональных антител. Исследования ФЖ выявили наличие в ней FoxP3+Т-клеток 
как в популяции CD4+ (CD4+FoxP3+), так и CD4- (CD4-FoxP3+) лимфоцитов. При этом FoxP3-клетки 
определяли в популяциях CD4+CD25+ и CD4+CD25- лимфоцитов. Женщины с наименьшим числом 
фолликулов и ооцитов характеризовались наибольшим содержанием в ФЖ CD4+CD25-FoxP3+ и CD4-

FoxP3+ клеток соответственно. Ретроспективный анализ также выявил сопряженность между отно-
сительным содержанием Treg и качеством ооцитов и эмбрионов. Высокий индекс оплодотворения 
(ИО 0,75-1,0) ассоциировался с более высоким содержанием в ФЖ CD4-FoxP3+ клеток, а высокое 
качество бластоцист на 5 сутки в сравнении с оппозитной группой характеризовалось более высоким 
содержанием в ФЖ не только CD4-FoxP3+, но и CD4+FoxP3+ клеток. При этом наступление и про-
грессирование беременности также регистрировалось у женщин с наибольшим числом CD4-FoxP3+ 
клеток. Полученные данные свидетельствуют о наличии различных субпопуляций FoxP3+Т-клеток 
в ФЖ и их возможном участии в регуляции ранних этапов репродуктивного процесса. Особую роль 
среди различных субпопуляций Treg, по-видимому, играют СD4-FoxP3+Т-клетки, количество кото-
рых прямо сопряжено с эффективностью оогенеза, бластуляции и наступлением клинической бере-
менности.

Ключевые слова: бесплодие, регуляторные Т-клетки, ЭКО, фолликулярная жидкость, ооциты, беременность
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REGULATORY T CELLS IN FOLLICULAR FLUID OF WOMEN 
UNDERGOING IVF TREATMENT
Andreeva E.A.a, Khonina N.A.a, Tikhonova M.A.a, Batorov E.V.a, 
Pasman N.M.b, Chernykh E.R.a
a Research Institute of Fundamental and Clinical Immunology, Novosibirsk, Russian Federation  
b Novosibirsk State University, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. The aim of the study was to evaluate FoxP3+ regulatory T cell (Тreg) subsets in the follicular 
fluid (FF) of the women undergoing in vitro fertilization (IVF), and their relationships with features of 
folliculogenesis and oogenesis, as well as quality of embryos and retrospective assessment of IVF outcomes. The 
study included 53 women at the age of 25 to 46 years stimulated by superovulation. The count of Tregs in the 
FF samples was determined by flow cytometry using appropriate monoclonal antibodies. The FF examination 
revealed of FoxP3+ T cells from both CD4+ (CD4+FoxP3+) and CD4- (CD4-FoxP3+) T lymphocyte subsets. 
Moreover, the FoxP3+ cells were registered in CD4+CD25+ and CD4+CD25- T lymphocyte subsets. Follicular 
fluid of women with a relatively small number of follicles contained higher numbers of CD4+CD25-FoxP3+ 
T cells, whereas a reduced number of oocytes was associated with the highest count of CD4-FoxP3+ T cells 
in FF. Retrospective analysis showed the a relationship between percentage of Tregs, and quality of oocytes 
and embryos. High fertilization index (0.75-1.0), reflecting maturity of the oocytes was associated with higher 
count of CD4-FoxP3+ T cells in the FF. Better quality of blastocysts was associated with a higher count of both 
CD4-FoxP3+ and CD4+FoxP3+ T cells. Onset and progression of pregnancies was also registered in women with 
relatively high counts of CD4-FoxP3+ T cells. The obtained data showed presence of different FoxP3+ T cell 
subtypes in follicular fluid, and its possible role in controlling early stages of reproductive process. CD4-FoxP3+ 
T cells seem to be the most important subpopulation; their counts are associated with efficacy of oogenesis, 
blastulation and pregnancy occurence.

Keywords: infertility, regulatory T cells, IVF, follicular fluid, oocytes, pregnancy

Введение
За  последние два десятилетия стало очевид-

ным, что иммунная система принимает активное 
участие в регуляции функций яичников, контро-
лируя стероидогенез, фолликулогенез, овуляцию, 
формирование и  атрезию желтого тела. Ткани 
яичника и  фолликулярная жидкость (ФЖ) со-
держат различные субпопуляции лейкоцитов [7], 
которые экспрессируют рецепторы к  половым 
гормонам, подвержены гормональной регуляции 
и  количественно меняются в  процессе менстру-
ального цикла [1]. Среди различных популяций 
лимфоцитов особый интерес представляют ре-
гуляторные Т-клетки (Treg), играющие важную 
роль в формировании толерантности к аллоанти-
генам плода. При неосложненной беременности 
количество Treg повышено, а  их снижение со-
пряжено с угрозой самопроизвольного прерыва-
ния беременности [2, 24] и развитием преэкламп-
сии  [27]. Наряду с  важной функцией индукции 
и  поддержания толерантности, Treg участвуют 
в регуляции инвазии трофобласта и ремоделиро-
вании сосудов плаценты [11]. Однако их причаст-
ность к контролю над фолликулогенезом до на-
стоящего времени остается неизученной. 

Одним из  доступных источников для  изуче-
ния Treg и  их роли в  регуляции самых ранних 
этапов репродуктивной функции является ФЖ, 
образцы которой получают при трансвагиналь-
ной пункции яичников у  женщин, проходящих 
лечение бесплодия методом экстракорпорально-
го оплодотворения (ЭКО). ФЖ содержит различ-
ные субпопуляции иммунокомпетентных клеток 
и  растворимые факторы (цитокины, факторы 
роста, микровезикулы и ДНК), непосредственно 
влияющие на созревание ооцитов [3, 16, 28]. Не-
смотря на то, что ЭКО признается одним из наи-
более успешных методов лечения бесплодия, 
даже в  этом случае его эффективность не  пре-
вышает 30-40%. Исходы ЭКО во многом зависят 
от  степени зрелости ооцитов, эффективности 
оплодотворения и  качества эмбрионов. С  этой 
точки зрения анализ содержания Treg в ФЖ жен-
щин, различающихся по  данным параметрам 
и  исходам ЭКО, может представлять интерес 
как в плане осмысления роли этих клеток в регу-
ляции ранних этапов репродуктивного процесса, 
так  и в  аспекте поиска новых прогностических 
маркеров эффективности ЭКО.

Исследование Treg представляет опреде-
ленные сложности в  связи с  отсутствием спец-
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ифических маркеров и  гетерогенностью дан-
ной популяции клеток. Treg идентифицируют 
как  CD4+Т-клетки с  высокой экспрессией 
α-цепи рецептора IL-2 (CD25) [23] и внутрикле-
точным содержанием транскрипционного факто-
ра FoxP3 [8, 18, 21, 25]. Однако у человека указан-
ные маркеры не являются строго специфичными 
для Treg и могут экспрессироваться активирован-
ными Т-клетками [22]. Рядом авторов показано, 
что CD4+FoxP3+ клетки, не  экспрессирующие 
CD25-молекулы, также могут обладать супрес-
сорной активностью [25]. Кроме того, транс-
крипционный фактор FoxP3 может экспресси-
роваться не только CD4+, но и CD8+T-клетками, 
которые во многом схожи с CD4+FoxP3+Treg, и их 
супрессорная активность нивелируется при «вы-
ключении» FoxP3+ [9, 15].

Учитывая вышесказанное, целью настоящей 
работы явилось исследование содержания раз-
личных субпопуляций FoxP3+Т-клеток в  ФЖ 
женщин, проходящих лечение бесплодия мето-
дом ЭКО, и анализ их взаимосвязи с параметра-
ми фолликулогенеза, качеством эмбрионов и ис-
ходом ЭКО.

Материалы и методы
Исследуемая группа включала 53 женщины 

с  бесплодием, проходивших лечение методом 
ЭКО в 2015-2017 гг. Все женщины подписывали 
информированное согласие на  участие в  имму-
нологических исследованиях. Возраст женщин 
варьировал от 25 до 42 лет, длительность беспло-
дия – от 0,5 года до 18 лет (табл. 1). Первичное 
бесплодие было диагностировано у 52%, вторич-
ное – у 48% женщин. Причиной бесплодия в 36% 
случаев являлся трубно-перитонеальный фактор, 
в 13% – эндокринный фактор, в 15% – мужской 
фактор. В 36% случаев бесплодие было обуслов-
лено сочетанием факторов. Процедура ЭКО была 
проведена у 47% женщин, интрацитоплазматиче-
ская инъекция сперматозоида (IntraCytoplasmic 
Sperm Injection, ICSI, ИКСИ) – у 53%.

Сбор образцов ФЖ из доминантных фоллику-
лов проводили во время трансвагинальной пунк-
ции яичников. В случае видимой контаминации 
образцов ФЖ кровью исследование не  прово-
дили. Образцы ФЖ центрифугировали при 
2000 об/ мин в течение 10 минут. Содержащиеся 
в  осадке клетки криоконсервировали и  хранили 
при температуре -80 °С. Относительное содержа-
ние субпопуляций Т-клеток (CD4+FoxP3+, CD4-

FoxP3+, CD4+CD25+FoxP3+ и CD4+CD25-FoxP3+) 
оценивали методом проточной цитометрии, 
используя анти-СD25 (FITC, BD Biosciences, 
США), анти-CD4 (PerCP, BD Biosciences, США), 
анти-FoxP3 (PE, BD Biosciences) моноклональ-
ные антитела. Фиксацию и  пермеабилизацию 

клеток для  оценки внутриклеточной экспрес-
сии FoxP3 проводили после инкубации клеток 
с моноклональными антителами против поверх-
ностных антигенов (CD25 и CD4); использовали 
коммерческий набор растворов для  фиксации/
пермеабилизации Transcription Factor Buffer Set 
в  соответствии с  инструкцией производите-
ля (BD Biosciences). Исследование проводили 
по  общепринятой методике с  использованием 
параметров прямого и  бокового светорассеяния 
и флуоресценции по каналам FL-1 (FITC), FL-2 
(РЕ), FL-3 (РerCP), (BD FACSCalibur, CellQuest 
Software, США) (рис. 1). В тексте относительное 
содержание CD4+FoxP3+, CD4-FoxP3+T-клеток 
представлено в  виде процента от  количества 
лимфоцитов, CD4+CD25+FoxP3+ и  CD4+CD25-

FoxP3+ – в виде процента от CD4+Т-клеток.
Индекс оплодотворения (ИО) рассчитыва-

ли по  формуле: ИО    =    количество оплодотво-
ренных ооцитов/количество полученных оо-
цитов. Оценка качества эмбриона проводилась 
морфологически по  принятой классификации 
Gardner D.K. [12].

Биохимическая беременность регистриро-
валась при значениях хорионического гонадо-
тропина более 5 Ед/мл на 14 день после эмбрио
трансфера; клиническая  – при визуализации 
плодного яйца в  полости матки методом УЗИ 
на  пятой неделе гестации. Статистическую об-
работку данных проводили при помощи пакета 
прикладных программ Statistica 6.0 для Windows. 
Для  выявления значимых различий сравнивае
мых показателей использовали непараметри-
ческий U-критерий Манна–Уитни. Корреля-
ционный анализ проводили методом ранговой 
корреляции Спирмена (rS).

Результаты 
При исследовании ФЖ у  женщин со  стиму-

лированной суперовуляцией выявлено нали-
чие в  ней FoxP3+ клеток как  в популяции СD4+ 

(CD4+FoxP3+), так и СD4- (CD4-FoxP3+) Т-клеток. 
При этом FoxP3+ клетки выявляли среди 
CD4+CD25+ и CD4+CD25- Т-лимфоцитов (рис. 1). 
Относительное содержание CD4+FoxP3+Т-
клеток составило 2,0% (1,0-3,7%), CD4-FoxP3+Т-
клеток  – 3,0% (1,3-5,0%). Относительное 
количество CD4+CD25+FoxP3+ и  CD4+CD25-

FoxP3+Т-клеток составило 4,0% (2,0-6,7%) и 6,0% 
(3,5-8,0%) соответственно.

Сравнение относительного количества 
CD4+FoxP3+, CD4-FoxP3+, CD4+CD25+FoxP3+ 
и CD4+CD25-FoxP3+Т-клеток в группах женщин, 
различающихся по возрасту (< 35 и ≥ 35 лет), про-
должительности бесплодия (< 3 лет, 3-6 и > 6 лет) 
и  овариальному резерву (антимюллеров гормон 
<  1,0; 1-6 и  > 6 нг/мл), не  выявило значимых 
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различий в  содержании исследуемых субпопу-
ляций. Содержание CD4+FoxP3+, CD4-FoxP3+, 
CD4+CD25+FoxP3+ и CD4+CD25-FoxP3+Т-клеток 
у женщин с трубно-перитонеальным, эндокрин-
ным, мужским и сочетанным факторами беспло-
дия было также сопоставимо и значимо не разли-
чалось (табл. 2). Поэтому в дальнейшем изучение 
взаимосвязи между количеством Treg и  параме-
трами, характеризующими созревание ооцитов, 
качество эмбрионов и исходы ЭКО, проводилось 
в общей группе пациенток.

Учитывая выраженные вариации в количестве 
созревших фолликулов при стимуляции супер
овуляции, все женщины были разделены на  3 
группы: с количеством фолликулов менее 6 (груп-

па 1), от 6 до 12 (группа 2) и более 12 (группа 3). 
Анализ различных субпопуляций Treg в выделен-
ных группах показал, что образцы ФЖ женщин 
с  наименьшим количеством фолликулов отли-
чались более высоким содержанием CD4+CD25-

FoxP3+Т-клеток, доля которых в группе 1 состав-
ляла 6,0% (6,0-19,0%) и была значимо выше, чем 
в группах 2 и 3: 5,0% (3,3-9,0%), pu = 0,04, и 4,6% 
(3,3-6,0%), pu = 0,03 соответственно (рис. 2А).

Для  анализа возможной взаимосвязи Treg 
с  количеством ооцитов, полученных при транс-
вагинальной пункции яичников, все женщины 
также были разделены на 3 группы – с числом оо-
цитов менее 4 (группа 1), от 4 до 8 (группа 2) и бо-
лее 8 (группа 3). Образцы ФЖ женщин из груп-

ТАБЛИЦА 1. КЛИНИЧЕСКАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ИССЛЕДУЕМОЙ ГРУППЫ (Me, Q0,25-Q0,75)
TABLE 1. CLINICAL CHARACTERISTICS OF THE STUDY GROUP (Me, Q0.25-Q0.75)

Параметры
Parameters

Исследуемая группа
Study group

(n = 53)

Параметры
Parameters

Исследуемая группа
Study group

(n = 53)

Возраст (лет)
Age (years) 34,0 (32,0-36,5) ФСГ (МЕ/л) на 2-4 д.ц.

FSH (IU/l) by 2-4 d.c. 6,9 (5,4-9,2)

Менархе (лет)
Menarche (years) 13,5 (13,0-14,0) ЛГ (МЕ/л) by 2-4 д.ц.

LH (IU/l) by 2-4 d.c. 5,0 (3,6-7,6)

Продолжительность цикла 
(дни)
Duration of the cycle (days)

28,0 (28,0-30,0) Е2 (пмоль/л) на 2-4 д.ц.
E2 (pmol/l) by 2-4 d.c. 115,0 (70,5-207,0)

Длительность бесплодия 
(лет)
Duration of infertility (years)

6,0 (3,0-10,0) АМГ (нг/мл)
AMG (ng/ml) 1,9 (1,2-3,5)

Аборты
Abortions 0 (0-1,0) ТТГ (мМЕ/л)

TTG (mIU/l) 1,3 (0,9-1,7)

Количество попыток ЭКО
Number of IVF attempts 1,0 (1,0-1,0) Св. Т4 (нмоль/л)

Free T4 (nmol/l) 12,4 (11,6-13,4)

Количество рожденных 
детей
Number of children born 
(n = 9)

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

17-ОН прогестерон 
(нмоль/л)

17-OH progesterone 
(nmol/l)

2,7 (1,9-3,2)

М-эхо в день переноса (мм)
M-echo on the day of transfer 
(mm)

10,7 (10,0-12,0) Тестостерон (нмоль/л)
Testosterone (nmol/l) 1,2 (0,9-2,5)

Количество фолликулов
Number of follicles 9,0 (6,0-13,0) Пролактин (мМЕ/мл)

Prolactin (mIU/ml) 278 (190,0-390,0)

Количество ооцитов
Number of oocytes 7,0 (4,5-10,5)
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Рисунок 1. Цитометрическая характеристика популяций FoxP3+Т-клеток в фолликулярной жидкости женщин, 
проходивших лечение методом ЭКО
Примечание. На рисунке А представлено общее лимфоцитарное облако, из которого выделены: (Б) СD4+/-FoxP3+/-Т-клетки,  
(В) популяция СD4+Т-клеток и (Г) популяции СD4+CD25+/-FoxP3+/-Т-клеток. Представлены данные репрезентативной пациентки.
Figure 1. Cytometric characteristics of FoxP3+ Т cell subtypes in the follicular fluid of women undergoing IVF treatment
Note. Figure A shows the total lymphocyte gate from which: (B) CD4+/-FoxP3+/- T cells, (C) CD4+ T cell population,  
and (D) CD4+CD25+/-FoxP3+/- T cell subsets are selected. The data of a representative patient are presented.

ТАБЛИЦА 2. РЕГУЛЯТОРНЫЕ Т-КЛЕТКИ В ФОЛЛИКУЛЯРНОЙ ЖИДКОСТИ ЖЕНЩИН С РАЗЛИЧНЫМ ГЕНЕЗОМ 
БЕСПЛОДИЯ (Me, Q0,25-Q0,75)

TABLE 2. REGULATORY T CELLS IN THE FOLLICULAR FLUID OF WOMEN WITH INFERTILITY BY DIFFERENT ORIGIN (Me, 
Q0.25-Q0.75)

Параметры
Parameters

Фактор бесплодия
Infertility factor

Группа 1
МФ

Group 1
MF

(n = 8)

Группа 2
ТП

Group 2
TP

(n = 19)

Группа 3
Эндокринный

Group 3
Endocrine

(n = 7)

Группа 4 
Сочетанный

Group 4
Combined
(n = 19)

СD4+FoxP3+, % 3,0 (1,1-3,2) 2,0 (1,0-4,0) 1,5 (1,0-4,0) 2,0 (1,0-1,4)
СD4-FoxP3+, % 4,0 (3,0-6,0) 3,0 (1,2-7,0) 1,0 (1,0-4,0) 2,1 (1,1-4,5)
CD4+CD25+FoxP3+, % 3,0 (1,5-5,5) 5,9 (3,0-7,0) 5,0 (3,0-6,0) 4,0 (2,0-8,0)
CD4+CD25-FoxP3+, % 6,0 (3,3-9,0) 5,0 (3,5-7,0) 6,0 (4,0-7,0) 6,0 (3,4-10,0)

Примечание. Используемые сокращения: МФ – мужской фактор бесплодия; ТП – трубно-перитонеальный. 
Статистически значимых различий между группами не выявлено.

Note. Abbreviations used: MF, male factor of infertility; TP, tubular/peritoneal factors. Statistically significant differences between 
groups were not revealed.
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Рисунок 2. Регуляторные Т-клетки в фолликулярной жидкости женщин, проходивших лечение методом ЭКО, 
в группах с различным количеством фолликулов и оооцитов
Примечание. Дана характеристика относительного содержания субпопуляций Treg в фолликулярной жидкости в зависимости 
от количества созревших фолликулов при стимуляции суперовуляции (А): группа 1 – менее 6; группа 2 – от 6 до 12; группа 3 – 
более 12, и от количества ооцитов, полученных при трансвагинальной пункции яичников (Б): группа 1 – менее 4; группа 2 – от 4 
до 8; группа 3 – более 8 ооцитов.
Данные представлены в виде медиан и интерквартильного диапазона. Статистическая значимость различий: * – pu < 0,05, ** – 
pu < 0,01 по U-критерию Манна–Уитни.
Figure 2. Regulatory T cells in the follicular fluid of women who underwent IVF treatment in groups with various amounts of follicles 
and oocytes
Note. (A) The relative counts of Treg subsets in the follicular fluid are presented depending on the number of mature follicles during stimulation of 
superovulation: Group 1, less than 6; Group 2, from 6 to 12; Group 3, > 12. (B) Relative counts of Treg subsets in follicular fluid are presented in 
dependence on the number of oocytes obtained by transvaginal ovarial puncture: Group 1, less than 4; Group 2, 4 to 8; Group 3, > 8 oocytes.
The data are presented as median and interquartile range. Statistical significance of the differences: *, pu < 0.05; **; pu < 0.01, according to Mann–
Whitney U-test.

Рисунок 3. Регуляторные Т-клетки в фолликулярной жидкости женщин, проходивших лечение методом ЭКО, 
в зависимости от индекса оплодотворения и качества бластоцист
Примечание. Дана характеристика относительного содержания субпопуляций Treg в фолликулярной жидкости в зависимости 
от значения индекса оплодотворения (А): группа 1 – от 1,0 до 0,75; 2 – менее 0,75, и от качества бластоцист (Б): группа 1 – 
с высоким качеством; группа 2 – с низким качеством. Данные представлены в виде медианы и интерквартильного диапазона. 
Статистическая значимость различий: * – pu < 0,05, ** – pu < 0,01 по U-критерию Манна–Уитни.
Figure 3. Regulatory T cells in follicular fluid of the women subjected to IVF treatment, depending on fertilization index and 
blastocyst quality
Note. (A) Relative counts of Treg subsets in follicular fluid are compared against the values of fertilization index: Group 1, from 1.0 to 0.75; 
Group 2, < 0.75. (B) Relative counts of Treg subsets in follicular fluid are presented depending and on the blastocyst quality: Group 1, with high 
blastocyst quality; Group 2, with low quality.
The data are presented as a median and interquartile range. Statistical significance of the differences: *, pu < 0.05; **, pu < 0.01, according to 
Mann–Whitney U-test.
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ТАБЛИЦА 3. РЕГУЛЯТОРНЫЕ Т-КЛЕТКИ В ФОЛЛИКУЛЯРНОЙ ЖИДКОСТИ ЖЕНЩИН С РАЗНЫМИ ИСХОДАМИ  
ЦИКЛА ЭКО (Me, Q0,25-Q0,75)

TABLE 3. REGULATORY T CELLS IN FOLLICULAR FLUID OF THE WOMEN WITH VARIOUS OUTCOMES OF IVF PROCEDURE 
(Me, Q0.25-Q0.75)

Параметры
Parameters

Клиническая 
беременность

Clinical pregnancy
(n = 15)

Биохимическая 
беременность + 

эктопическая 
Biochemical pregnancy + 

ectopic
(n = 18)

Отрицательный 
исход 

Negative outcome
(n = 16)

Значимость (pu)
Statistical 

significance

СD4+FoxP3+, % 2,0 (1,0-3,7) 3,0 (1,0-4,0) 1,6 (1,0-3,0)
p1-2 = 0,46
p1-3 = 0,98
p2-3 = 0,52

СD4-FoxP3+, % 4,2 (1,6-7,0) 3,0 (2,0-4,0) 1,0 (1,0-3,0)
p1-2 = 0,83
p1-3 = 0,04
p2-3 = 0,92

CD4+CD25+FoxP3+, % 4,0 (2,0-6,0) 4,5 (2,0-7,0) 4,5 (2,5-6,0)
p1-2 = 0,66
p1-3 = 0,74
p2-3 = 0,23

CD4+CD25-FoxP3+, % 3,2 (2,4-4,0) 6,5 (4,0-9,0) 6,0 (4,5-9,5)
p1-2 = 0,09
p1-3 = 0,10
p2-3 = 0,72

пы 1 и 2 содержали значимо большее количество 
СD4-FoxP3+ клеток по  сравнению с  группой  3, 
что составило: 11,0% (2,0-20,0) vs 2,0% (1,0-
3,0), pu = 0,006 и 3,0% (1,0-7,0) vs 2,0% (1,0-3,0), 
pu = 0,03 соответственно (рис. 2Б).

Поскольку полученные при пункции ооциты 
различались по степени зрелости и способности 
к  оплодотворению, мы также сравнили содер-
жание Treg в группах женщин с высоким и сред-
ним индексом оплодотворения (ИО): 0,75-1,0 
и < 0,75 соответственно. Как следует из рисунка 
3А, у женщин с высоким ИО по сравнению с оп-
позитной группой регистрировали значимо боль-
шее число CD4-FoxP3+ клеток, что составило: 
4,1% (2,0-7,0) vs 3,0% (1,0-4,0), pu = 0,04. Количе-
ство клеток в других исследуемых субпопуляциях 
было сопоставимо.

На следующем этапе был проведен ретроспек-
тивный анализ содержания Treg в ФЖ в зависи-
мости от эмбриологических показателей, то есть 
от качества 3-суточного и 5-суточного эмбриона. 
Значимых различий в содержании Treg при раз-
ном качестве эмбрионов на 3 сутки обнаружено 
не  было. Известно, что до  стадии морулы эм-
брионы развиваются за счет функционирования 
органелл яйцеклетки, затем на 3-4 сутки проис-
ходит активация собственного генома эмбрио-
на [17]. Данный процесс является критической 
точкой, так как на этой стадии от 10 до 50% эм-
брионов останавливаются в дроблении. Поэтому 

получение бластоцисты на пятые сутки развития 
дает право говорить об успешном запуске генома 
эмбриона. На  основании показателей качества 
бластоцист женщины были разделены на 2 груп-
пы – с высоким качеством (классы А и В) и низ-
ким (класс С). Женщины с  высоким качеством 
бластоцист характеризовались более высоким со-
держанием в ФЖ CD4-FoxP3+ и CD4+FoxP3+ кле-
ток по сравнению с оппозитной группой, что со-
ставило: 4,1% (2,0-7,0) vs 1,0% (1,0-3,0), pu = 0,04 
и 3,0% (1,0-4,1) vs 1,0% (1,0-2,0), pu = 0,04 соот-
ветственно (рис. 3Б).

Качество бластоцисты является одним из ос-
новных факторов, влияющих на  имплантацию 
эмбриона и  наступление беременности. На  за-
ключительном этапе мы провели ретроспектив-
ный анализ взаимосвязи между содержанием 
Treg в  ФЖ и  исходами ЭКО в  группах женщин 
с  клинической беременностью, биохимической 
беременностью и  отрицательными исходами 
(табл. 3). Относительное содержание CD4-FoxP3+ 
клеток в ФЖ женщин с наступившей и прогрес-
сирующей беременностью было значимо выше, 
чем в  ФЖ женщин с  отрицательными исхода-
ми ЭКО. В  то же  время отсутствие биохимиче-
ской и  клинической беременности было ассо-
циировано с  более высоким содержнием в  ФЖ 
CD4+CD25-FoxP3-клеток, хотя различия в содер-
жании этих клеток в ФЖ женщин с клинической 
беременностью проявлялись в виде тренда.
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Обсуждение
Известно, что регуляторные Т-клетки присут-

ствуют во всех органах репродуктивной системы, 
включая яичники и эндометриальную ткань, и их 
количество в  циркуляции меняется в  динамике 
менструального цикла [1], свидетельствуя о воз-
можной вовлеченности Treg в  регуляцию функ-
ций яичников. Одним из доступных для исследо-
ваний источников иммунных клеток в яичниках 
является ФЖ, содержащая различные субпопу-
ляции лимфоцитов и моноцитов [7]. Вместе с тем 
данные о  содержании Treg в  ФЖ практически 
отсутствуют. В  настоящей работе мы исследо-
вали различные фенотипы FoxP3-позитивных 
Т-клеток и  продемонстрировали присутствие 
в  ФЖ не  только СD4+СD25+FoxP3+Treg, но 
и СD4+FoxP3+Treg, не экспрессирующих молеку-
лу СD25, а также СD4-FoxP3+ клеток. 

Поскольку в  исследование были включе-
ны женщины со  стимулированной овуляцией, 
которые существенно различались по  количе-
ству фолликулов и ооцитов, у нас была возмож-
ность проанализировать взаимосвязь между 
содержанием в  ФЖ различных субпопуляций 
Treg и  фолликуло-/оогенезом. Наибольшие 
различия были выявлены в  отношении СD4-

FoxP3+Т-клеток, максимальное число которых, 
наряду с  СD4+CD25-FoxP3+Т-клетками, реги-
стрировалось в  группе женщин с  наименьшим 
числом фолликулов и  ооцитов, что, возможно, 
связано с  участием данных субпопуляций Treg 
в контроле над созреванием ооцитов и выбраков-
кой незрелых клеток. Это предположение нашло 
подтверждение при анализе взаимосвязи между 
содержанием Treg и  индексом оплодотворения 
ооцитов, отражающим зрелость ооцита и способ-
ность к  оплодотворению. Так, наибольшее чис-
ло СD4-FoxP3+Treg регистрировалось у женщин, 
ооциты которых имели высокий индекс опло-
дотворения. Более того, ретроспективный анализ 
выявил взаимосвязь между качеством 5-суточных 
бластоцист и  содержанием в  ФЖ Treg. Высокое 
качество бластоцист было ассоциировано с  бо-
лее высоким содержанием в  ФЖ субпопуляций 
СD4+FoxP3+ и СD4-FoxP3-клеток.

Имплантация эмбриона является одним 
из наиболее уязвимых моментов при проведении 
ЭКО. Данный процесс во многом зависит от ка-
чества бластоцист и  индукции толерантности 
к аллоантигенам плода, в формировании которой 
непосредственное участие принимают Treg. Учи-
тывая при этом выявленную нами связь между 
качеством бластоцист и  численностью Treg, мы 
предположили, что содержание Treg в ФЖ может 
в  определенной степени отражать и  эффектив-
ность ЭКО. Действительно, анализ между со-
держанием Treg в  ФЖ и  исходами ЭКО выявил 

взаимосвязь клинической беременности с  более 
высоким содержанием в ФЖ СD4-FoxP3+ клеток. 
В  свою очередь, отсутствие беременности было 
сопряжено с более высоким содержанием в ФЖ 
СD4+CD25-FoxP3+T-клеток.

СD4-FoxP3+Т-клетки, представляющие, 
по всей видимости, субпопуляцию CD8+Т-
клеток с  супрессорной активностью, так  же 
как  и СD4+FoxP3+Treg, экспрессируют CTLA-
4, ICOS, СD25 и  способны супрессировать эф-
фекторные Т-клетки [13]. Процесс овуляции 
рассматривается как  воспалительная реакция, 
при которой возрастает продукция провоспа-
лительных цитокинов, в  том числе IL-2 [20]. 
Поскольку СD8+FoxP3+Т-клетки, в  отличие 
от  CD4+FoxP3+Т-клеток, способны отвечать 
на низкие дозы IL-2 [6], они могут иметь проли-
феративное преимущество и  первыми накапли-
ваться в ФЖ к моменту овуляции. Что же касается 
СD4+CD25-FoxP3+Т-клеток, возрастание данной 
субпопуляции у человека выявлено при некото-
рых аутоиммунных заболеваниях, и  мнения ис-
следователей в отношении природы этих клеток 
расходятся [14, 29]. Yang и  соавт. полагают, что 
СD4+CD25-FoxP3+ не  являются Treg и  представ-
ляют недавно активированные Т-лимфоциты, 
транзиторно экспрессирующие FoxP3 [26]. Bonelli 
и  соавт., напротив, полагают, что СD4+CD25-

FoxP3+ клетки представляют Treg с  нарушенной 
супрессорной активностью, так  как способны 
ингибировать только пролиферацию Т-клеток, 
но не  продукцию IFNγ [5]. Однако, учитывая, 
что активированные Т-клетки и Treg обычно экс-
прессируют CD25, остается неясным, чем объ-
ясняется отсутствие данной молекулы. Miyara 
и  соавт. при анализе коэкспрессии CD45RA 
предположили, что CD4+FoxP3+Т-клетки вклю-
чают две субпопуляции Treg, одни из  которых 
(СD25-негативные) являются наивными клет-
ками, а  другие (СD25-позитивные) относятся 
к  Т-клеткам памяти [19]. Возможно, что при-
сутствующие в  ФЖ СD4+CD25-FoxP3+Т-клетки 
представлены наивными Treg, обладающими 
меньшей супрессорной активностью [4, 10]. При 
таком рассмотрении можно полагать, что возрас-
тание их численности в ФЖ компенсирует недо-
статочность супрессорной активности на  этапе 
фолликулогенеза и оогенеза, однако является не-
достаточной для обеспечения полноценной толе-
рантности при прогрессировании беременности.

Полученные в целом данные свидетельствуют 
о  наличии различных субпопуляций FoxP3+Т-
клеток в ФЖ и их взаимосвязи с ранними этапа-
ми репродуктивного процесса. Различные суб-
популяции Treg могут вовлекаться в  регуляцию 
различных процессов. При этом важную роль 
в  контролировании ранних этапов репродук-
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ции играют Treg, сосредоточенные в  популяции 
CD4-Т-клеток, которые, по-видимому, регулиру-
ют созревание ооцитов, наряду с СD4+FoxP3+Т-
клетками детерминируют эффективную бласту-
ляцию и участвуют в поддержании беременности. 

В  свою очередь, возрастание в  ФЖ СD4+CD25-

FoxP3+T-клеток, возможно, связанное с  блоком 
их дифференцировки в  Treg с  высокой супрес-
сорной активностью, ассоциировано с  отрица-
тельными исходами ЭКО.
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ОСНОВНЫЕ ПАРАМЕТРЫ КЛЕТОЧНОГО ИММУНИТЕТА  
У БОЛЬНЫХ РАКОМ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ  
С ТРОЙНЫМ НЕГАТИВНЫМ ФЕНОТИПОМ:  
СВЯЗЬ С ЭФФЕКТИВНОСТЬЮ ХИМИОТЕРАПИИ
Черткова А.И., Славина Е.Г., Шоуа Э.К., Жукова Л.Г., 
Окружнова М.А., Нуртдинова В.А., Борунова А.А., Джгамадзе Н.Т., 
Кадагидзе З.Г.
ФГБУ «Национальный медицинский исследовательский центр онкологии имени Н.Н. Блохина» Министерства 
здравоохранения РФ, Москва, Россия 

Резюме. Химиотерапия является одним из  основных методов лечения распространенных форм 
рака молочной железы. Установлено, что клиническая эффективность различных химиопрепаратов 
во многих случаях зависит не только от их прямого цитостатического и/или цитотоксического дей-
ствия на опухолевые клетки, но и от их способности модулировать фенотип опухолевых клеток и воз-
действовать на противоопухолевый иммунный ответ. При этом решающее значение имеет исходное 
состояние иммунной системы организма и ее реакция на проводимое лечение. В ответе на опухоль 
участвуют клетки врожденного и адаптивного иммунитета (NK-, NKT-, Т-клетки). Эти популяции 
являются гетерогенными и содержат в своем составе как клетки с противоопухолевой активностью, 
так и регуляторные (супрессорные) клетки, подавляющие иммунный ответ и способствующие опу-
холевой прогрессии. Целью настоящей работы явилось определение связи исходного состояния 
клеточного иммунитета больных с  местно-распространенным раком молочной железы с  тройным 
негативным фенотипом и  клиническим эффектом химиотерапии (цисплатин  +  доксорубицин/па-
клитаксел), а также изучение влияния проведенного лечения на субпопуляционный состав лимфо-
цитов периферической крови пациенток. Отмечался момент наступления прогрессирования заболе-
вания, определялись общая выживаемость и выживаемость без прогрессирования. У 25 из 53 (47,2%) 
включенных в исследование пациенток в течение периода наблюдения (35,5 месяцев) заболевание 
прогрессировало. У 28 из 53 (52,8%) прогрессирования заболевания не наблюдалось. Иммунологи-
ческое обследование пациенток включало иммунофенотипирование лимфоцитов периферической 
крови и определение цитотоксической активности NK-клеток до и после химиотерапии. Определяли 
процентное содержание эффекторных и регуляторных популяций лимфоцитов. Полученные резуль-
таты показали, что до начала лечения отмечались различия в отклонениях процентного содержания 
клеток некоторых популяций лимфоцитов от  контроля между группами без прогрессирования и  с 
прогрессированием заболевания. Наиболее значительные различия касались NKT-клеток и лимфо-
цитов, экспрессирующих активационный маркер CD25. Снижение количества NKT-клеток и акти-
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вированных CD25+ лимфоцитов до  начала химиотерапии ассоциировалось с  повышением вероят-
ности прогрессирования заболевания. Cнижение процента NKT-клеток по отношению к контролю 
отмечалось у 56% больных в группе с прогрессированием заболевания (ПЗ) и только у 21,4% в группе 
без прогрессирования болезни (БПЗ). Отношение шансов (ОШ) = 4,6 (95% ДИ 1,4-15,4). Процент 
CD25+ лимфоцитов был снижен у 68,2% пациенток с ПЗ и у 28,6% БПЗ. ОШ = 5,4 (95% ДИ 1,6-18,1). 
У 26 из 53 пациенток до лечения исследовалась взаимосвязь общей выживаемости (ОВ) с процен-
том перфоринсодержащих NK-, NKT- и T-клеток и плотностью экспрессии перфорина (MFI) в этих 
лимфоцитах. Обнаружена положительная статистически значимая корреляция ОВ с  плотностью 
экспрессии перфорина в клетках всех трех изученных популяций. У эффективно леченных больных 
после химиотерапии наблюдалась нормализация измененных до лечения показателей и повышение 
количества Т-клеток.
Ключевые слова: рак молочной железы (РМЖ), химиотерапия, субпопуляции лимфоцитов периферической крови, 
прогрессирование заболевания, общая выживаемость, выживаемость без прогрессирования

THE MAIN PARAMETERS OF CELLULAR IMMUNITY IN 
PATIENTS WITH TRIPLE-NEGATIVE BREAST CANCER: 
RELATIONSHIP WITH EFFICIENCY OF CHEMOTHERAPY 
Chertkova A.I., Slavina E.G., Shoua E.K., Zhukova L.G., 
Okruzhnova M.A., Nurtdinova V.A., Borunova A.A., Dzhgamadze N.T., 
Kadagidze Z.G. 
N. Blokhin National Medical Research Center of Oncology, Moscow, Russian Federation

Abstract. Chemotherapy is among the primary methods of treating advanced breast cancer. It was shown that 
clinical efficacy of various chemotherapeutic agents in many cases depends not only on their direct cytostatic 
and/or cytotoxic effect upon tumor cells, but also on their ability to modulate phenotype of the tumor cells 
and to influence anti-tumor immune response. Initial state of the immune system and its response to treatment 
is crucial. Antitumor response involves cells of innate and adaptive immunity (NK, NKT, T  cells). These 
populations are heterogeneous and contain, e.g., cells with antitumor activity and regulatory (suppressor) cells 
that suppress immune response and promote tumor progression. The aim of this work was to determine the 
relationship between the initial state of cellular immunity of patients suffering from locally advanced breast 
cancer with triple negative phenotype, and clinical effect of chemotherapy (cisplatin + doxorubicin/paclitaxel), 
and studying effects of the therapy upon subpopulation profiles of peripheral blood lymphocytes in the patients. 
We registered the terms of the disease progression as well as overall survival and progression-free survival. The 
disease progressed in 25 of 53 cases (47.2%) whereas 28 of 53 patients (52.8%) remained progression-free. The 
observation period was 35.5 months. Laboratory examination of the patients included immunophenotyping of 
peripheral blood lymphocytes and determination of NK cell cytotoxic activity before and after chemotherapy. 
Percentages of effectors and regulatory lymphocyte populations were determined. The results obtained showed 
that, for some lymphocyte subsets, the pre-treatment differences of cell percentage deviations from control 
were found between the progression-free groups and patients with progression of the disease. The differences in 
percentages of NKT cells and lymphocytes expressing CD25 activation marker proved to be most significant. 
Decreased number of NKT cells and activated CD25+ lymphocytes prior to chemotherapy was associated with 
increased probability of disease progression. Reduced percentage of NKT cells against control was observed 
in 56% of patients from the progression group (PD), and only 21.4% in the group free of disease progression 
(DF). [OR = 4.6 (95% CI 1.4 to 15.4)]. Percentage of CD25+ lymphocytes was decreased from 68.2% in the PD 
group, and 28.6% for DF patients [OR = 5.4 (95% CI 1.6-18.1)]. We studied relationships between the overall 
survival (OS) and percentage of perforin-containing NK, NKT, and T cells, and mean perforin fluorescence 
density (PFD) in these lymphocyte subsets in 26 of the 53 patients before treatment. A statistically significant 
positive correlation was revealed between OS and perforin PFD in all the three cell populations under study. 
Normalization of the parameters altered before treatment, and an increase of T cell numbers was observed in 
the disease-free patients.

Keywords: triple negative breast cancer, chemotherapy, peripheral lymphocyte subpopulations, disease progression, overall survival, 
progression-free survival
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Введение
Химиотерапия является одним из  основных 

методов лечения распространенных форм рака 
молочной железы (РМЖ). Установлено, что 
клиническая эффективность различных химио-
препаратов во многих случаях зависит не только 
от их прямого цитостатического и/или цитоток-
сического действия на  опухолевые клетки, но 
и от их способности модулировать фенотип опу-
холевых клеток и воздействовать на противоопу-
холевый иммунный ответ. Решающее значение 
при этом имеет исходное состояние иммунной 
системы организма и ее реакция на проводимое 
лечение  [11, 14]. В  ответе на  опухоль участвуют 
клетки врожденного и  адаптивного иммунитета 
(NK-, NKT-, Т-клетки). Эти популяции явля-
ются гетерогенными и содержат в своем составе 
как  клетки с  противоопухолевой активностью, 
так  и регуляторные (супрессорные) клетки, по-
давляющие иммунный ответ и  способствующие 
опухолевой прогрессии [2]. В  настоящее время 
многочисленные клинические исследования 
направлены на  определение прогностической 
значимости различных популяций иммуноком-
петентных клеток, инфильтрирующих опухоль 
[6, 19, 26]. В  то же  время иммунофенотипиро-
вание клеток периферической крови также яв-
ляется высокоинформативным методом и  мо-
жет использоваться как  для анализа исходного 
состояния иммунитета, так  и для  мониторинга 
иммунологических показателей у  пациентов 
в процессе лечения и при прогрессировании за-
болевания [22]. 

Целью настоящего исследования явилось опре-
деление связи между состоянием клеточного 
звена иммунитета (эффекторными и  регулятор-
ными лимфоцитами периферической крови) 
больных трижды негативным РМЖ (ТН РМЖ) 
и  эффективностью химиотерапии цисплатином 
в сочетании с доксорубицином или паклитаксе-
лом. Задачи исследования включали: 

1. Определение связи между исходным коли-
чеством эффекторных и регуляторных популяций 
лимфоцитов периферической крови и  отдален-
ными результатами лечения: прогрессированием 
заболевания и общей выживаемостью. 

2. Определение влияния проведенной химио
терапии на  субпопуляционный состав лимфо-
цитов пирефирической крови пациенток с  ТН 
РМЖ.

Предпринятое в  работе определение взаимо
связи между состоянием иммунной системы 
больных ТН РМЖ до и после лечения и эффек-
тивностью противоопухолевой терапии явля
ется актуальным и  может послужить основой 
для установления прогностических и предиктив-

ных иммунологических маркеров и для определе-
ния целесообразности введения иммунотерапии 
в  стандартную схему лечения больных местно-
распространенным ТН РМЖ. 

Материалы и методы
Характеристика больных
В  исследование были включены пациентки 

с  местно-распространенным ТН РМЖ (n  =  53) 
в  возрасте от  21 до  69 лет (медиана 48,5 лет). 
Все пациентки после 4-6 курсов химиотерапии 
(паклитаксел 80 мг/м2 1, 8, 15 дни + цисплатин 
75 мг/м2, 1 день, цикл 28 дней или доксорубицин 
50 мг/м2 + цисплатин 60-75 мг/м2, 1 день, цикл 
21  день) подвергались оперативному лечению. 
Период наблюдения составил 35,5 месяцев. 

Иммунологическое обследование 
Иммунологическое обследование включало 

иммунофенотипирование лимфоцитов пери-
ферической крови (ПК) и  определение цито-
токсической активности NK-клеток больных 
ТН-РМЖ до  и после химиотерапии (х/т). Им-
мунофенотипирование лимфоцитов проводили 
методом многопараметрового цитометрическо-
го анализа с  использованием панели монокло-
нальных антител, конъюгированных с  FITC, 
PE, PC5, направленных против поверхностных 
и  внутриклеточных маркеров лимфоцитов (BD 
Biosciences Bekman Coulter, США; «Сорбент», 
Россия и eBiocsience, США). Проточно-цитофлу-
ориметрический анализ проводили на 5-параме-
тровом проточном цитофлуориметре аналитиче-
ского типа FACSCalibur производства компании 
Becton Dickinson (CШA). Лимфоциты выделяли 
по  параметрам светорассеяния и  экспрессии 
CD45. Определяли процентное содержание сле-
дующих популяций лимфоцитов: Т-лимфоцитов 
(CD3+, CD3+CD4+, CD3+CD8+, CD8+CD28+, 
CD8+CD28-), активированных Т-клеток 
(CD3+HLA-DR+, CD4+CD25+ CD3+CD38+), 
естественных киллерных Т-клеток (NKT  – 
CD3+CD16+CD56+), естественных киллеров 
(NK – CD3-CD16+CD56+), В-клеток, а также ре-
гуляторных CD4+CD25+FoxP3+ Т-клеток (Treg). 
Оценивалось количество перфорин-содержа-
щих NKT (CD3+CD16/56+Perforin+), NK (CD3-

CD16/56+Perforin+) и  Т-клеток (СD3+CD16-/
CD56-Perforin+) и  плотность экспрессии пер-
форина в  этих популяциях (средняя интен-
сивность флуоресценции  – Mean fluorescence 
intensity-MFI). Определялась цитотоксическая 
активность (ЦТА) естественных киллеров (NK-
клеток) с  помощью МТТ-теста в  отношении 
клеток К-562 [18]. Контролем (К) служили прак-
тически здоровые женщины (n = 26). Все паци-
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ентки дали информированное согласие на  про-
ведение иммунологического обследования.

Статистический анализ данных
Статистическую обработку результатов про-

водили с использованием прикладных статисти-
ческих пакетов Statistica и  SPSS. Характер рас-
пределения показателей определяли с  помощью 
критерия Колмогорова–Смирнова (при n  ≥  50) 
или критерия Шапиро–Уилка (при n < 50). В слу-
чае нормального распределения показателей ре-
зультаты представлены в виде среднего значения 
и  95% доверительного интервала для  среднего 
значения: x (95% ДИ). При распределении по-
казателей, отличном от  нормального  – в  виде 
Me (95% ДИ). Для определения 95% ДИ для Me 
использовалась «Таблица рангов ДИ для  меди-
аны» [4]. В  случае нормального распределения 
показателей в  сравниваемых группах статисти-
ческую значимость различий средних значений 
оценивали с помощью двустороннего t-критерия 
Стьюдента (St) и  95% ДИ для  разности средних 
значений. Если одна из сравниваемых групп име-
ла распределение показателей, отличное от нор-
мального, использовали непараметрический 
двусторонний U-критерий Манна–Уитни (U). 
В этом случае показатели в сравниваемых группах 
представлены в виде Me (95% ДИ). Для установ-
ления связи между показателями в  зависимости 
от  характера распределения данных проводили 
корреляционный анализ Пирсона (коэффициент 
корреляции r) или Спирмена (коэффициент кор-
реляции ρ). Вычисляли коэффициент детермина-
ции и долю вариабельности переменной отклика, 
объясняемую вариабельностью предикторной 
переменной (r2 × 100). 95% ДИ для разности ме-
диан и коэффициентов корреляции рассчитыва-
ли с  помощью программы Excel в  соответствии 
с  рекомендациями Бююль  А. и  Цёфель  П. [1]. 
Для  анализа различия частот в  группах исполь-
зовали двусторонний точный критерий Фишера. 
Вычисляли отношение шансов (ОШ) и 95% ДИ 
ОШ [1]. Уровень статистической значимости был 
принят равным 0,05.

Результаты
Определение связи между субпопуляционным 

составом лимфоцитов периферической крови па-
циенток с ТН РМЖ до лечения и эффективностью 
химиотерапии

В  течение периода наблюдения (35,5 мес.) 
из  53 включенных в  исследование пациенток 
прогрессирование заболевания (ПЗ) диагности-
ровано у 25 (47,2%) (группа B – ПЗ), у 28 (52,8%) 
прогрессирования заболевания не  наблюдалось 
(группа А  – без прогрессирования заболева-
ния  – БПЗ). Медиана ОВ составила 20,0 меся-
цев. Медиана ВБП  – 15,3 месяца. Наблюдалась 

умеренная положительная корреляция между 
общей выживаемостью (ОВ) и  выживаемостью 
без прогрессирования (ВБП) [ρ = 0,514 (95% ДИ 
0,277-0,692); p  =  0,000]. Исследование субпопу-
ляционного состава лимфоцитов ПК до  начала 
лечения показало, что у  пациенток обеих групп 
отмечались статистически значимые отклоне-
ния процентного содержания некоторых попу-
ляций лимфоцитов по  сравнению с  контролем 
(табл. 1 и  2). У  пациенток группы А  (БПЗ) был 
повышен процент активированных CD3+HLA-
DR+Т-клеток и  CD3+CD16+CD56+NKT-клеток. 
Количество NKT-клеток в группе А было стати-
стически значимо выше и по сравнению с груп-
пой B (ПЗ): разность между средними 4,3% (95% 
ДИ 1,1-7,2%), p = 0,009 (St). В группе А и в группе 
В отмечалось снижение процента CD8+CD28+Т-
лимфоцитов. У  пациенток группы B отмечался 
также сниженный по  сравнению с  контролем 
процент активированных CD25+ и CD4+CD25+Т-
клеток. Процент CD25+ лимфоцитов был снижен 
и по сравнению с группой А: разность между ме-
дианами 3,2% (95% ДИ 0,6-5,7%), p = 0,012 (U). 
Процент регуляторных CD4+CD25+FoxP3+Т-
клеток также был несколько ниже в группе с ПЗ, 
чем в  группе БПЗ: разность между медиана-
ми 0,4% (95% ДИ 0,0-0,9%), p = 0,040 (U). В то 
же  время количество этих клеток в  обеих груп-
пах не отличалось от контроля. Наиболее суще-
ственные различия между группами БПЗ и с ПЗ 
касались NKT-клеток и  активированных CD25+ 
лимфоцитов (табл. 1 и 2). Изучение процентного 
содержания NKT-клеток индивидуально у  каж-
дой пациентки в обеих группах выявило сниже-
ние этого показателя по отношению к контролю 
у  14 из  25 (56%) больных в  группе с  ПЗ и  толь-
ко у 6 из 28 (21,4%) в группе БПЗ. Различие ча-
стот в  группах было статистически значимо 
(p = 0,012). Отношение шансов (ОШ) = 4,6 (95% 
ДИ 1,4-15,4). Процент CD25+ лимфоцитов опре-
деляли у 50 пациенток. Он был снижен у 15 из 22 
(68,2%) пациенток с ПЗ и у 8 из 28 (28,6%) БПЗ. 
P для различия частот = 0,000. ОШ = 5,4 (95% ДИ 
1,6-18,1). 

Корреляционный анализ Спирмена выявил 
сильную обратную корреляцию между процен-
том NK-клеток и процентом CD3+ Т-лимфоцитов 
(ρ  =  -0,757 (95% ДИ от  -0,855 до  -0,608); 
p = 0,000; r2 × 100 = 57,3%) и умеренную обратную  
корреляцию с  процентом CD3+CD4+Т-клеток 
[ρ = -0,557(95% ДИ от -0,722 до -0,332); p = 0,000; 
r2 × 100 = 31,03%]. Отмечалась также сильная пря-
мая корреляция процента CD3-CD16+CD56+NK-
клеток и CD3-CD8+ лимфоцитов (ρ = 0,766 (95% 
ДИ от 0,621 до 0,860); p = 0,000; r2 × 100 = 58,7%). 
Была обнаружена также слабая статистически 
значимая корреляция количества CD38+ лим-
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ТАБЛИЦА 1. СУБПОПУЛЯЦИОННЫЙ СОСТАВ ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ДО ЛЕЧЕНИЯ У БОЛЬНЫХ 
ТН РМЖ БЕЗ ПРОГРЕССИРОВАНИЯ ЗАБОЛЕВАНИЯ
TABLE 1. PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTE POPULATIONS BEFORE TREATMENT IN TRIPLE NEGATIVE BREAST CANCER 
PATIENTS WITHOUT DISEASE PROGRESSION

Маркеры
лимфоцитов
Lymphocyte 

markers

БПЗ
Disease-free patients

(n = 28)

Контроль
Controls 
(n = 26)

95% ДИ для разности 
медиан или средних 

значений* 

95% CI for difference 
between medians or 

means*

pMe (95% ДИ) или   (95% ДИ)*
Me (95% CI) or  (95% CI)* 

%

CD3+ 76,3 (71,5-78,7) 76,4 (69,8-78,1) -3,0 – 4,8 0,687 U

CD4+ 45,6 (42,2-49,2)* 44,3 (40,0-48,5)* -4,2 – 6,7* 0,637 st

CD3+CD4+ 45,2 (41,6-48,8)* 43,9 (39,6-48,2)* -4,2 – 6,7* 0,640 st

CD8+ 26,9 (23,8-33,4) 23,0 (19,8-34,9) -4,5 – 6,5 0,542 U

CD3+CD8+ 20,7 (14,4-26,8) 19,1 (14,4-21,1) -4,7 – 5,9 0,811 U

CD3-CD8+ 5,6 (3,6-8,4) 5,4 (3,4-7,3) -1,8 – 2,7 0,640 U

CD4/CD8 1,8 (1,3-1,9) 1,9 (1,3-2,6) -0,6 – 0,4 0,738 U

CD3+HLA-DR+ 9,0 (7,1-11,9) 5,9 (4,5-7,8) 0,6 – 5,4 0,013 U

CD3+CD38+ 12,5 (7,7-17,3) 9,7 (4,4-15,7) -4,4 – 5,6 0,508 U

CD3+CD16+CD56+ 13,4 (11,4-17,7) 8,8 (6,0-10,8) 1,6 – 7,6 0,005 U

CD3-CD16+CD56+ 14,4 (108-18,3) 13,6 (10,0-21,6) -4,3 – 4,6 0,993 U

CD19+ 6,5 (5,5-9,3) 4,8 (3,4-11,8) -2,3 – 3,2 0,424 U

CD95 58,4 (53,0-63,9)* 49,8 (43,7-56,0)* 0,6 – 16,6* 0,036 st

CD8+CD28+ 8,0 (5,9-10,2) 9,9 (8,1-13,5) -5,3 – -0,1 0,043 U

CD8+CD28- 15,1 (12,6-20,9) 14,4 (7,6-19,9) -2,3 – 3,2 0,577 U

CD8+CD28+/CD8+CD28- 0,53 (0,36-0,64) 0,71 (0,36-1,37) -0,6 – 0,0 0,135 U

CD25+ 9,3 (7,7-12,1) 10,7 (7,7-13,5) -4,7 – 1,3 0,272 U

CD4+CD25+ 7,0 (5,9-7,9) 8,8 (6,4-11,1) -4,3 – 0,2 0,070 U

CD4+CD25+FoxP3+ 0,84 (0,37-1,42) 0,38 (0,24-1,0) -0,1 – 0,9 0,112 U

Цитотоксическая  
активность NK-клеток
Cytotoxic activity of NK cells

42,6 (27,6-54,9) 37,5 (31,6-51,5) -10,0 – 13,2 0,772 U

Примечание. * –  (95% ДИ); ** – 95% ДИ для разности средних значений.

Note. *,  (95% CI); **, 95% CI for difference between means.
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ТАБЛИЦА 2. СУБПОПУЛЯЦИОННЫЙ СОСТАВ ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ДО ЛЕЧЕНИЯ У БОЛЬНЫХ 
ТН РМЖ С ПРОГРЕССИРОВАНИЕМ ЗАБОЛЕВАНИЯ 

TABLE 2. PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTE POPULATIONS IN TRIPLE-NEGATIVE BREAST CANCER PATIENTS WITH 
DISEASE PROGRESSION BEFORE TREATMENT

Маркеры
лимфоцитов
Lymphocytes  

markers

ПЗ
Patients with disease 

progression
(n = 25)

Контроль 
Controls
(n = 26)

95% ДИ 
для разности 

медиан или средних 
значений*

95% CI for Difference 
between medians or 

means*

Р
Me (95% ДИ) или   (95% ДИ)*

Me (95% CI) or  (95% CI)*

%

CD3+ 74,4 (70,5-78,3)* 74,6 (72,2-77,1)* -4,76 – 4,2* 0,905 st

CD4+ 44,7 (39,8-49,6)* 44,3 (40,0-48,5)* -5,8 – 6,8* 0,877 st

CD3+CD4+ 44,3 (39,3-49,2)* 43,9 (39,6-48,2)* -6,0 – 6,7* 0,911 st

CD8+ 22,9 (20,1-30,5) 23,0 (19,8-34,9) -7,2 – 5,9 0,702 U

CD3+CD8+ 18,5 (13,2-25,1) 19,1 (14,4-21,1) -5,5 – 5,9 0,893 U

CD3-CD8+ 4,5 (2,1-6,9) 5,4 (3,4-7,3) -2,7 – 1,1 0,397 U

CD4/CD8 2,0 (1,2-2,4) 1,9 (1,3-2,6) -0,6 – 0,57 0,939 U

CD3+HLA-DR+ 8,2 (6,5-9,8)* 6,4 (5,3-7,5)* -0,10 – 3,7* 0,065 st

CD3+CD38+ 9,6 (6,5-12,6) 9,7 (4,4-15,7) -5,6 – 5,1 0,889 U

CD3+CD16+CD56+ 8,5 (6,0-11,7) 8,8 (6,0-10,8) -3,0 – 2,8 0,948 U

CD3-CD16+CD56+ 12,1 (7,3-17,8) 13,6 (10,0-21,6) -6,0 – 2,2 0,384 U

CD19+ 6,5 (3,2-9,4) 4,8 (3,4-11,8) -2,7 – 3,0 0,918 U

CD95 57,3 (50,4-64,2)* 49,8 (43,7-56,0)* -1,5 – 16,5* 0,102 st

CD8+CD28+ 7,2 (5,5-9,8) 9,9 (8,1-13,5) -5,7 – -0,5 0,029 U

CD8+CD28- 12,6 (10,0-15,6) 14,4 (7,6-19,9) -5,3 – 4,5 0,889 U

CD8+CD28+/CD8+CD28- 0,47 (0,32-1,22) 0,71 (0,36-1,37) -0,51 – 0,12 0,265 U

CD25+ 6,2 (4,7-7,7)* 11,3 (9,3-13,3)* -7,5 – -2,7* 0,000 st 

CD4+CD25+ 5,0 (3,7-6,4)* 9,2 (7,5-10,8* -6,2 – -2,1* 0,000 st

CD4+CD25+FoxP3+ 0,38 (0,13-0,76) 0,38 (0,24-1,0) -0,26 – 0,21 0,569 U

Цитотоксическая  
активность NK-клеток
Cytotoxic activity of NK 
cells

44,1 (33,3-54,8)* 40,8 (33,5-48,2)* -9,5 – 15,9* 0,608 st

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.
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ТАБЛИЦА 3. КОРРЕЛЯЦИОННАЯ СВЯЗЬ ОБЩЕЙ ВЫЖИВАЕМОСТИ И ВЫЖИВАЕМОСТИ БЕЗ ПРОГРЕССИРОВАНИЯ 
С ОСНОВНЫМИ ЭФФЕКТОРНЫМИ И РЕГУЛЯТОРНЫМИ ПОПУЛЯЦИЯМИ ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ 
ПАЦИЕНТОК С ТН РМЖ, А ТАКЖЕ СОДЕРЖАНИЕМ ПЕРФОРИНА В КЛЕТКАХ И ЦИТОТОКСИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТЬЮ 
NK-КЛЕТОК

TABLE 3. CORRELATION BETWEEN OVERALL SURVIVAL AND PROGRESSION-FREE SURVIVAL, AND MAJOR EFFECTOR 
AND REGULATORY POPULATIONS OF LYMPHOCYTES IN PERIPHERAL BLOOD OF PATIENTS WITH TRIPLE-NEGATIVE 
BREAST CANCER, AS WELL AS PERFORIN CONTENT IN THE CELLS, AND CYTOTOXIC ACTIVITY OF NK CELLS

Показатель
до лечения
Parameter 

before treatment

n

Общая выживаемость
Overall survival

Выживаемость без 
прогрессирования
Disease-free survival

r/ρ* 95% ДИ 
95% CI

r2 × 
100 
(%)

p ρ* 95% ДИ
95% CI 

r2 × 
100 
(%)

p

Положительная корреляция
Positive correlation

CD4+, % 53 0,278 0,008 – 0,510 7,73 0,044 0,294 0,026 – 0,523 8,64 0,032

CD3+CD4+, % 53 0,276 0,006 – 0,503 7,62 0,045 0,284 0,015 – 0,515 8,07 0,040

CD3+CD16+/CD56+, % 53 0,279 0,009 – 0,511 7,78 0,043

Цитотоксическая 
активность 
NK-клеток, %
Cytotoxic activity  
of NK cells, %

35 0,364 0,035 – 0,622 13,2 0,032

Плотность экспрессии 
перфорина 
(MFI) в NK-клетках 
Mean fluorescence intensity 
(MFI) of perforin in NK cells

26 0,458 0,086 – 0,718 20,9 0,019

Плотность экспрессии 
перфорина 
(MFI) в NKТ-клетках
Mean fluorescence intensity 
(MFI) of perforin in NKT cells

26 0,601 0,278 – 0,802 36,1 0,001

Плотность экспрессии 
перфорина 
(MFI) в CD3+Т-клетках 
Mean fluorescence intensity 
(MFI) of perforin  
in CD3+ Т cell subset

26 0,540 0,193 – 0,767 29,2 0,004

Отрицательная корреляция
Negative correlation

CD3+CD38+, % 53 -0,456 -0,653 – -0,223 20,8 0,001

CD8+CD28-, % 53 -0,404 -0,608 – -0,150 16,3 0,003
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Показатель
до лечения
Parameter 

before treatment

n

Общая выживаемость
Overall survival

Выживаемость без 
прогрессирования
Disease-free survival

r/ρ* 95% ДИ 
95% CI

r2 × 
100 
(%)

p ρ* 95% ДИ
95% CI 

r2 × 
100 
(%)

p

CD4+CD25+FoxP3+, % 50 -0,395 -0,616 – -0,131 15,6 0,005

CD3-CD16+/CD56+, % 53 -0,278 -0,510 до 0,008 7,73 0,044

CD3−CD8+, % 53 -0,536 -0,704 – -0,311 28,7 0,000 −0,272 -0,505 – -0,002 7,4 0,048

Примечание.* r – коэффициент корреляции Пирсона, ρ – коэффициент корреляции Спирмена.

Note. * r, Pearson correlation quotient; ρ, Spearman correlation quotient.

Таблица 3 (окончание)
Table 3 (continued)

ТАБЛИЦА 4. СУБПОПУЛЯЦИОННЫЙ СОСТАВ ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ПОСЛЕ ЛЕЧЕНИЯ 
У БОЛЬНЫХ ТН РМЖ БЕЗ ПРОГРЕССИРОВАНИЯ ЗАБОЛЕВАНИЯ 

TABLE 4. PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTE SUBSETS FREE TRIPLE-NEGATIVE BREAST CANCER PATIENTS AFTER 
TREATMENT

Маркеры
лимфоцитов
Lymphocyte  

markers 

БПЗ
Disease free patients

(n = 17)

Контроль 
Controls 
(n = 26)

95% ДИ для разности 
медиан или средних 

значений* 

95% CI for difference 
between medians or 

means*

pMe (95% ДИ) или   (95% ДИ)* 
Me (95% CI) or  (95% CI)* 

%

CD3+ 82,3 (79,5-85,2) 76,4 (69,8-78,1) 2,3 – 10,3 0,006 U

CD4+ 51,4 (46,8-56,1)* 44,3 (40,0-48,5)* 0,9 – 13,5* 0,026 st

CD3+CD4+ 50,6 (45,6-55,6)* 43,9 (39,6-48,2)* 0,24 – 13,1* 0,042 st

CD3+HLA-DR+ 6,5 (4,7-8,2)* 6,4 (5,3-7,5)* -1,8 – 2,0* 0,936 st

CD3+CD16+CD56+ 8,6 (6,7-14,7) 8,8 (6,0-10,8) -2,6 – 4,6 0,722 U

CD19+ 3,3 (1,9-5,0) 4,8 (3,4-11,8) -6,8 – -0,2 0,022 U

CD95 55,1 (45,3-65,0)* 49,8 (43,7-56,0)* -5,3 – 15,9* 0,320 st

CD8+CD28+ 10,8 (6,7-12,7) 9,9 (8,1-13,5) -4,3 – -2,3 0,632 U

CD25+ 11,1 (8,5-13,8)* 11,3 (9,3-13,3)* -3,3 – 3,0 0,934 st

CD4+CD25+ 9,1 (6,9-11,3)* 9,2 (7,5-10,8)* -2,6 – 2,5 0,969 st

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.
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фоцитов с  CD4+CD25+FoxP3+ регуляторными 
Т-клетками [ρ = 0,480 (95% ДИ от 0,233 до 0,669); 
p = 0,000; r2 × 100 = 23,0%].

Определение значения исходного уров-
ня изученных иммунологических показателей 
для  ОВ пациенток с  ТН РМЖ выявило умерен-
ную статистически значимую отрицательную 
корреляцию между ОВ и  исходным процентом 
CD3+CD38+Т-клеток и  CD3-CD8+NK-клеток, 
а  также процентом регуляторных CD8+CD28- 
и  CD4+CD25+FoxP3+ популяций лимфоцитов 
(табл.  3). У  26 из  53 пациенток проанализиро-
вана взаимосвязь ОВ с  процентом перфоринсо-
держащих NK-, NKT- и T-клеток и плотностью 
экспрессии перфорина (MFI) в  этих лимфоци-
тах. Обнаружена положительная статистически 
значимая корреляция ОВ с плотностью экспрес-
сии перфорина в  клетках всех трех изученных 
популяций. Результаты представлены в  табли-
це  3. Различий в  процентном содержании пер-

форин-позитивных клеток в составе NK-, NKT- 
и Т-лимфоцитов между группами больных БПЗ, 
с  ПЗ и  контролем обнаружено не  было. Стати-
стически значимой корреляции ОВ и ВБП с эти-
ми показателями также не наблюдалось (данные 
не  представлены). Цитотоксическая активность 
NK-клеток в обеих группах не отличалась от кон-
троля (табл. 1 и 2). 

Влияние химиотерапии на  субпопуляционный 
состав лимфоцитов периферической крови больных 
ТН РМЖ

Исследование субпопуляционного состава 
лимфоцитов ПК после химиотерапевтического 
лечения проводилось у 31 пациентки (17 пациен-
ток БПЗ – группа С и 14 с ПЗ – группа D). Несмо-
тря на  меньшее число пациенток, включенных 
в  эту часть исследования, полученные результа-
ты показали, что в группах С и D до лечения от-
мечались статистически значимые отклонения 
от  контроля процентного содержания клеток 

ТАБЛИЦА 5. СУБПОПУЛЯЦИОННЫЙ СОСТАВ ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ПОСЛЕ ЛЕЧЕНИЯ 
У БОЛЬНЫХ ТН РМЖ С ПРОГРЕССИРОВАНИЕМ ЗАБОЛЕВАНИЯ 

TABLE 5. PERIPHERAL BLOOD LYMPHOCYTE POPULATIONS IN TRIPLE-NEGATIVE BREAST CANCER PATIENTS WITH 
DISEASE PROGRESSION AFTER TREATMENT

Маркеры
лимфоцитов
Lymphocyte  

markers

ПЗ
Patients with disease 

progression
(n = 14)

Контроль 
Controls
(n = 26)

95% ДИ для разности 
медиан или средних 

значений* 
95% CI for difference 
between medians or 

means*

p
Me (95% ДИ) или x̅ (95% ДИ)* 

Me (95% CI) or x̅ (95% CI)*

%

CD3+ 83,8 (59,2-88,9) 76,4 (69,8-78,1) -1,2 – 12,5 0,063 U

CD4+ 47,8 (41,4-54,0) * 44,3 (40,0-48,5)* -3,7 – 10,6 0,329 st

CD3+CD4+ 47,4 (41,0-53,8)* 43,9 (39,6-48,2)* -3,7 – 10,7 0,336 st

CD3+HLA-DR+ 8,8 (6,2-11,4)* 6,4 (5,3-7,5)* -0,32 – 5,2 0,080 st

CD3+CD16+CD56+ 7,4 (5,8-17,0) 8,8 (6,0-10,8) -3,0 – 2,5 0,922 U

CD19+ 4,3 (3,0-9,0) 4,8 (3,4-11,8) -6,4 – 1,7 0,566 U

CD95 52,7 (42,4-63,0)* 49,8 (43,7-56,0)* -8,0 – 13,7 0,595 st

CD8+CD28+ 6,9 (4,3-10,8) 9,9 (8,1-13,5) -6,4 – -0,6 0,014 U

CD25+ 7,8 (5,2-10,5)* 11,3 (9,3-13,3)* -6,6 – -0,26 0,035 st

CD4+CD25+ 6,6 (4,3-8,9)* 9,2 (7,5-10,8)* -5,2 – 0,035 0,053 st

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.
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практически тех же  популяций, что и  в группах 
А и B. До лечения у пациенток в группе С (БПЗ, 
n = 17), как и в группе А (n = 29), было повыше-
но количество NKT-клеток как  по сравнению 
с  контролем, так  и по  сравнению с  группой D 
[Me (95% ДИ) гр. С: 13,2% (11,3-18,2%); К: 8,8% 
(6,0-10,8%); pC,K = 0,033; гр. D: 6,8% (3,6-16,9%); 
pC,D = 0,040], и снижено количество CD8+CD28+Т-
клеток [Me (95% ДИ); гр.  С: 7,6% (5,2-9,7%), K: 
9,9% (8,1-13,5%); p  =  0,014]. У  больных группы 
D (с  ПЗ; n  =  14), как  и в  группе В  (n  =  25), на-
блюдалось снижение процента CD8+CD28+Т-
клеток [Me (95% ДИ) гр. D: 7,3% (4,3-10,8%); K: 
9,9% (8,1-13,5%); p  =  0,048] и  активированных 
CD25+ [ x (95% ДИ)  гр. D: 5,7% (3,7-7,8%), K: 
11,3% (9,3-13,3%); p = 0,000] и CD4+CD25+ лим-
фоцитов [ x (95% ДИ)  гр.  D: 4,8% (2,9-6,7%), 
К: 9,2% (7,5-10,8%); p  =  0,001]. После прове-
денной химиотерапии у  пациенток БПЗ (гр.  С) 
статистически значимо повысилось количество 
CD3+, CD4+ и CD3+CD4+Т-клеток по сравнению 
с  контролем. Наблюдалась также нормализация 
процентного содержания NKT- и  CD8+CD28+T-
лимфоцитов: количество NKT-клеток снизилось, 
а CD8+CD28+Т-лимфоцитов повысилось до кон-
трольного уровня. Снизилось также количество 
В-клеток (табл. 4). У больных в группе с ПЗ (гр. D) 
после лечения процент CD4+CD25+Т-клеток по-
высился до нормы, в то же время количество акти-
вированных CD25+ лимфоцитов и CD8+CD28+Т-
клеток и  после лечения было статистически 
значимо ниже, чем в контроле (табл. 5). Количе-
ство клеток всех остальных определявшихся в ра-
боте популяций не отличалось от контроля ни до, 
ни после лечения.

Обсуждение
Проведенные исследования показали, что 

у  включенных в  исследование больных мест-
но-распространенным ТН РМЖ еще до  начала 
лечения наблюдались статистически значимые 
отклонения процентного содержания некото-
рых популяций лимфоцитов от  контроля. При 
этом они в  основном были различны у  пациен-
ток БПЗ и  с ПЗ. Наиболее значительные раз-
личия касались NKT-клеток и  активированных 
CD25+ лимфоцитов, процент которых был ста-
тистически значимо выше у  больных БПЗ, чем 
в  контрольной группе и  чем у  пациенток с  ПЗ. 
Снижение количества NKT-клеток до  лечения 
имело неблагоприятное прогностическое значе-
ние: у пациенток со сниженным до лечения про-
центом NKT-клеток вероятность прогрессирова-
ния заболевания оказалась в  4,6 выше (95% ДИ 
1,4-15,4), чем у больных с повышенным или нор-
мальным количеством этих лимфоцитов. Наблю-
далась также слабая положительная корреляция 

количества NKT-клеток с  ВБП: ρ  =  0,279 (95% 
ДИ 0,009-0,511); p = 0,043 и средняя положитель-
ная корреляция плотности экспрессии перфори-
на в  этих лимфоцитах с  ОВ: ρ  =  0,601 (95% ДИ 
0,278-0,802); p = 0,001; (r2 × 100 = 36,1%). Таким 
образом, благоприятным фактором являлось 
не  только повышение количества NKT-клеток 
ПК до лечения, но и уровень экспрессии перфо-
рина в каждой NKT-клетке. После химиотерапии 
количество NKT-клеток у пациенток БПЗ снизи-
лось до контрольных значений.

В настоящее время определяют два основных 
типа NKT-клеток: NKT-клетки I типа и  NKT-
клетки II типа. Оба типа NKT-клеток играют 
важную регуляторную роль при аутоиммун-
ных заболеваниях, воспалении и  опухолевом 
росте и  могут оказывать как  стимулирующее, 
так  и ингибиторное влияние на  эти процес-
сы [27]. Согласно современным представлениям 
о функционировании NKT-клеток, при злокаче-
ственных новообразованиях, NKT-клетки I типа 
(iNKT – инвариантные) в большей степени про-
являют противоопухолевую активность, а  NKT-
клетки II типа участвуют в  стимуляции опухо-
левого роста.  [9, 27]. Наиболее хорошо изучены 
NKT-клетки I типа. В  клинических исследова-
ниях было установлено, что исходное количество 
iNKT-клеток ПК при некоторых злокачествен-
ных опухолях может коррелировать с прогнозом 
заболевания. По  данным Metelitsa и  соавт. [16] 
и Schneiders и соавт. [23], повышение количества 
этих клеток в ПК до лечения имеет положитель-
ное значение для  клинической эффективности 
противоопухолевой терапии и  может ассоции-
роваться с  увеличением общей выживаемости, 
по  сравнению с  больными с  исходно низким 
уровнем показателя. В то же время снижение ко-
личества iNKT-клеток может иметь неблагопри-
ятное прогностическое значение при некоторых 
формах рака [17]. В  экспериментальных иссле-
дованиях и  при некоторых опухолях человека 
было обнаружено, что NKT-клетки II типа могут 
подавлять противоопухолевый иммунный ответ, 
используя различные механизмы, включающие 
взаимодействие с другими популяциями клеток-
супрессоров [9]. 

В  данной работе мы определяли популяцию 
NKT-клеток по  экспрессии основных, наибо-
лее часто используемых при исследовании этих 
лимфоцитов, маркеров: CD3, CD16 и  CD56 
(CD3+CD16+CD56+), которые не  дают возмож-
ности установить их тип (I или II). Причины об-
наруженного в  настоящем исследовании повы-
шения количества NKT-клеток ПК и характер их 
функционирования у части пациенток с ТН РМЖ 
до лечения не ясны. Однако оно являлось благо-
приятным фактором: количество NKT-клеток 
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было повышено главным образом у  больных 
БПЗ. Ранее мы обнаружили у  пациенток с  пер-
вично операбельным раком молочной железы 
зависимость процента CD3+CD16+CD56+NKT-
клеток от стадии заболевания: у больных с 1 и 2 
стадиями процент этих клеток был статистически 
значимо выше по сравнению с донорами и боль-
ными с 3 стадией [3]. В то же время обнаруженное 
в данном исследовании снижение этого показа-
теля до лечения, имело неблагоприятное прогно-
стическое значение.

В  дополнительном исследовании было про-
ведено определение значения исходного коли-
чества NKT-клеток для  непосредственных ре-
зультатов лечения, таких как  степень лечебного 
патоморфоза опухоли (ЛПО). Мы не обнаружи-
ли статистически значимой корреляции процен-
та NKT-клеток со степенью ЛПО: ρ = 0,111 (95% 
ДИ от -0,182 до 0,386); p = 0,437 и различий между 
группами с высокой (3-4) и низкой степенью ЛПО 
(1-2), а  также с  контролем: Ме (95% ДИ) 11,9% 
(9,1-14,3%); 10,4% (3,3-16,9%); 8,8% (6,0-10,8%); 
p  =  0,584; 0,156; 0,756 соответственно. Таким 
образом, количество CD3+CD56+CD16+NKT-
клеток ПК до начала лечения, по-видимому, име-
ет значение в  большей степени для  отдаленных 
результатов терапии. 

У больных в группе БПЗ после химиотерапии 
увеличился процент CD3+Т-клеток, главным об-
разом за  счет увеличения CD4+Т-лимфоцитов. 
Количество CD3+CD8+Т-клеток было в пределах 
контрольных значений у пациенток обеих групп 
и до, и после лечения. Отмечалась статистически 
значимая положительная корреляция исходно-
го количества CD4+Т-клеток (слабая), а  также 
плотности экспрессии перфорина в  CD3+CD16-

CD56-Т-клетках (средняя) с ОВ. Таким образом, 
уровень экспрессии перфорина в Т-клетках (т.е. 
функциональный потенциал Т-клеток) имел, 
по-видимому, большее значение, чем количество 
этих клеток в ПК (табл. 3). CD4+Т-клетки явля-
ются одной из  важнейших популяций иммуно-
компетентных клеток, участвующих в  противо-
опухолевом иммунном ответе. По данным Tr dan 
и  соавт. [28] и  P ron и  соавт. [21], исходное ко-
личество CD4+ клеток в  периферической крови 
может являться независимым прогностическим 
фактором при различных злокачественных опу-
холях. Они продемонстрировали, что снижение 
количества этих лимфоцитов коррелирует с про-
грессивным течением заболевания и с уменьше-
нием общей выживаемости больных метаста-
тическим раком молочной железы, лимфомой, 
миеломой, саркомой и другими формами опухо-
лей. Таким образом, обнаруженное нами повы-
шение CD3+CD4+Т-лимфоцитов в  ПК больных 
ТН РМЖ после лечения, по-видимому, имеет по-

ложительное значение, что доказывается увели-
чением их числа только у пациенток БПЗ. 

Исходное снижение количества активирован-
ных СD25+ лимфоцитов и  СD4+CD25+Т-клеток 
было обнаружено только у  больных с  ПЗ. Мо-
лекула CD25, являясь рецептором IL-2, играет 
ключевую роль в  запуске пролиферативного от-
вета Т-лимфоцитов. Снижение этого показате-
ля может указывать на  нарушение способности 
лимфоцитов (в частности, CD4+CD25+Т-клеток) 
больных с  ПЗ к  пролиферации и  дифференци-
ровке [7, 10]. На отрицательное значение сниже-
ния исходного процента активированных CD25+ 
лимфоцитов у больных ТН РМЖ указывает и свя-
занное с  ним повышение вероятности прогрес-
сирования заболевания в 5,4 раза по сравнению 
с больными, имеющими нормальные или повы-
шенные значения показателя.

Важной эффекторной популяцией врожден-
ного иммунитета являются естественные кил-
леры (NK-клетки). Известно, что они способны 
контролировать рост некоторых опухолей, а так-
же могут регулировать функцию других иммуно-
компетентных клеток: макрофагов, дендритных 
и эндотелиальных клеток, B- и Т-лимфоцитов [8]. 
В данном исследовании была обнаружена сильная 
отрицательная корреляция количества CD3+Т-
клеток с количеством NK-клеток до лечения, что 
может указывать на  компенсаторное взаимоот-
ношение двух основных линейных популяций 
ПК. Наблюдалась статистически значимая по-
ложительная корреляция ОВ с  исходным уров-
нем перфорина в CD3-CD16+CD56+NK-клетках. 
В то же время обнаруженная отрицательная ассо-
циация ОВ с  исходным количеством CD3-CD8+ 
лимфоцитов может указывать на  то, что субпо-
пуляция NK-клеток, экспрессирующих маркер 
CD8, может являться негативным фактором 
у больных местно-распространенным ТН РМЖ. 
Отрицательная корреляция ОВ с исходным про-
центом CD3-CD16+CD56+NK-клеток может 
быть обусловлена CD3-CD8+NK-клетками. От-
мечалась сильная прямая корреляция процента 
CD3-CD16+CD56+NK-клеток (вся популяция 
естественных киллеров) и  CD3-CD8+NK-клеток 
[ρ = 0,766; r2 × 100 = 58,7%]. 

Была обнаружена также отрицательная ас-
социация между ОВ и  исходным количеством 
двух регуляторных популяций лимфоцитов: 
CD8+CD28-Т-клеток и  CD4+CD25+FoxP3+Тreg. 
CD8+Т-лимфоциты являются основной эффек-
торной популяцией адаптивного иммунитета 
и  основными клетками-эффекторами противо-
опухолевого иммунитета. Однако, известно, что 
популяция CD3+CD8+Т-клеток является гетеро-
генной и включает в свой состав не только клет-
ки-эффекторы, но и регуляторные (супрессорные 
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клетки). Описаны различные фенотипические 
варианты супрессорных CD8+Т-лимфоцитов. 
Наиболее часто их описывают как  CD8+Т-
клетки, не  экспрессирующие основной коакти-
вационный рецептор CD28 (CD8+CD28-) [12]. 
Ряд авторов продемонстрировал, что у пациентов 
со злокачественными опухолями повышение ко-
личества этих клеток в периферической крови и в 
опухолевой ткани может коррелировать с плохим 
прогнозом заболевания [13, 24, 25]. Известно, что 
CD4+CD25+FoxP3+Treg могут играть при злока-
чественных опухолях двойную роль: участвовать 
как в стимуляции опухолевого роста, так и в его 
торможении. Однако в большинстве случаев по-
вышение их количества в  периферической кро-
ви и  опухолевом микроокружении коррелирует 
с плохим прогнозом заболевания [29, 30]. Таким 
образом, в настоящем исследовании повышение 
количества клеток этих регуляторных популя-
ций (CD8+CD28- и  CD4+CD25+FoxP3+Т-клеток) 
до  лечения имело неблагоприятное прогности-
ческое значение у  пациенток с  местно-распро-
страненным ТН РМЖ. В то же время при срав-
нении групп в зависимости от прогрессирования 
заболевания оказалось, что процент регулятор-
ных CD4+CD25+FoxP3+Т-клеток до лечения был 
несколько выше у  больных в  группе БПЗ, чем 
в  группе с  ПЗ: разность между медианами 0,4% 
(95% ДИ 0,0-0,9%), p = 0,040 U. Однако резуль-
таты, несмотря на  статистическую значимость 
различия, следует оценивать как неоднозначные, 
так как нижняя граница 95% ДИ разности медиа-
ны равна нулю. К тому же количество этих клеток 
в обеих группах не отличалось от контроля. От-
рицательная ассоциация ОВ с  Т-лимфоцитами, 
экспрессирующими многофункциональную мо-
лекулу CD38+, может быть связана с  высокой 
экспрессией CD38 на CD4+ и CD8+ регуляторных 
T-клетках [5, 15, 20]. 

Заключение
Полученные в  настоящем исследовании ре-

зультаты позволяют предположить, что как  эф-

фекторные, так  и регуляторные популяции 
лимфоцитов в той или иной степени оказывают 
влияние (положительное или  отрицательное) 
на  эффективность химиотерапии цисплатином 
в  сочетании с  доксорубицином или  паклитак-
селом у  больных ТН-РМЖ. При этом большое 
значение для  отдаленных результатов лечения 
(прогрессирование заболевания, общая выжи-
ваемость, выживаемость без прогрессирования) 
имеет исходное состояние иммунной системы 
пациенток. Полученные при корреляционном 
анализе коэффициенты детерминации для стати-
стически значимых коэффициентов корреляции 
для каждой отдельной популяции были невысо-
ки. Однако при иммунном ответе на опухоль им-
мунокомпетентные клетки действуют совместно, 
и каждая популяция лимфоцитов непосредствен-
но сама или опосредованно через другие популя-
ции клеток, в той или иной степени, вносит свой 
вклад в  регуляцию опухолевого роста и  эффек-
тивность лечения. Следует учесть, что наиболее 
значимые для  прогноза заболевания популя-
ции иммунокомпетентных клеток могут разли-
чаться в зависимости от нозологической формы 
рака, а также у индивидуальных пациентов даже 
в случае одного и того же варианта опухоли. По-
видимому, в  обеспечении непосредственных 
и  отдаленных результатов лечения также могут 
участвовать различные популяции лимфоцитов. 
В связи с этим для определения прогностических 
и предиктивных факторов и для разработки ин-
дивидуальных подходов к  лечению онкологиче-
ских пациентов следует проводить комплексное 
изучение клеточного звена иммунитета в каждом 
конкретном случае. При этом необходимо иссле-
довать одновременно достаточное число популя-
ций иммунокомпетентных клеток (эффекторные 
и регуляторные популяции), так как прогности-
ческое значение может иметь не одна определен-
ная популяция, а их сочетание и соотношение. 
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ЦИТОКИНПРОДУЦИРУЮЩИЙ РЕСУРС 
ИММУНОКОМПЕТЕНТНЫХ КЛЕТОК КРОВИ  
ПРИ ОПУХОЛЯХ И ПРЕДРАКОВЫХ ИЗМЕНЕНИЯХ 
МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ
Михайлова Е.С.1, 2, Вараксин Н.А.3, Архипов С.А.1, 2, Голованова А.В.1, 
Студеникина А.А.1, Аутеншлюс А.И.1, 2

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

Резюме. В  настоящее время в  группу предраковых поражений протоков молочной железы, со-
гласно Международному агентству по изучению рака, включена только протоковая карцинома in situ. 
Однако, исходя из  данных литературы, помимо протоковой карциномы in situ, к  предраковым из-
менениям можно отнести склерозирующий аденоз, внутрипротоковые пролиферативные пораже-
ния и радиальный рубец. Многообразие как доброкачественных, так и злокачественных процессов 
в  молочной железе, особенности роста новообразований и  возраст пациентов требуют новых под-
ходов к изучению процесса канцерогенеза в молочной железе. Исходя из известной роли цитокинов 
в патогенезе злокачественных новообразований, целью исследования явилась оценка цитокинпро-
дуцирующего ресурса иммунокомпетентных клеток крови при злокачественных, доброкачественных 
заболеваниях и  предраковых изменениях молочной железы. Для  оценки цитокинпродуцирующего 
ресурса иммунокомпетентных клеток крови пациентов изучали индекс влияния поликлональных 
активаторов на  продукцию цитокинов иммунокомпетентными клетками крови пациентов с  инва-
зивным протоковым раком, являющимся по  гистологическому типу аденокарциномой (I группа), 
и пациентов с незлокачественными новообразованиями молочной железы (II группа). В дальнейшем 
пациенты с  незлокачественными новообразованиями молочной железы была разделены на  группу 
только с фиброаденомой и мастопатией (III группа) и на группу, в которую вошли пациенты с пред-
раковыми заболеваниями – склерозирующим аденозом и межпротоковыми пролифератами (IV груп-
па). С помощью твердофазного иммуноферментного анализа определяли концентрацию IL-2, IL-6, 
IL-8, IL-10, IL-17, IL-18, IL-1β, IL-1ra, TNFα, IFNγ, G-CSF, GM-CSF, VEGF и MCP-1. При срав-
нении I и  II групп были получены более высокие индексы влияния поликлональных активаторов 
на продукцию G-CSF и GM-CSF у пациентов с инвазивным протоковым раком. Более высокие зна-
чения при сравнении индексов влияния поликлональных активаторов на продукцию цитокинов па-
циентов I и III групп были получены у больных с инвазивным протоковым раком по продукции IL- 2, 
G-CSF и GM- CSF, а у пациентов с фиброаденомой и мастопатией – по продукции IL-18 и TNFα. 
При сравнении пациентов I и  IV групп были получены более высокие индексы влияния поликло-
нальных активаторов только на продукцию IL-1ra, G-CSF и VEGF при инвазивном протоковом раке. 
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При сравнении индексов влияния поликлональных активаторов на продукцию цитокинов III и IV 
групп были получены более высокие показатели у пациентов с доброкачественными изменениями 
по  следующим цитокинам: IL-8, IL-18, IL-1β, IL-1ra и  TNFα. Более низкие индексы влияния по-
ликлональных активаторов на  продукцию ряда цитокинов пациентов с  предраковыми изменения-
ми по сравнению с пациентами со злокачественными и доброкачественными опухолями молочной 
железы не свидетельствуют о снижении функциональной активности иммунокомпетентных клеток 
крови, а обусловлены высоким уровнем спонтанной продукции цитокинов при склерозирующем аде-
нозе и межпротоковых пролифератах.

Ключевые слова: цитокины, иммунокомпетентные клетки крови, опухоли, предраковые изменения молочной железы

CYTOKINE-PRODUCING RESOURCE OF 
IMMUNOCOMPETENT BLOOD CELLS IN BREAST TUMORS 
AND PRECANCEROUS CHANGES OF MAMMARY GLAND
Mikhaylova E.S.a, b, Varaksin N.A.c, Arkhipov S.A.a, b, Golovanova A.V.a, 
Studenikina A.A.a, Autenshlyus A.I.a, b

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

Abstract. At present, only ductal carcinoma in situ is included into the group of precancerous lesions 
of mammary ducts, according to International Agency for the Study of Cancer. However, based on recent 
publications, in addition to ductal carcinoma in situ, sclerosing adenosis, intraductal proliferative lesions and 
radial scar may be also attributed to precancerous changes. A variety of both benign and malignant events in 
mammary gland, the features of neoplastic growth and age of the patients require new approaches to study of 
carcinogenic events in mammary gland. As based on the known role of cytokines in genesis of malignancies, 
the aim of the study was to evaluate the cytokine-producing resource of immunocompetent blood cells in 
malignant, benign and precancerous mammary disorders. To assess the cytokine-producing resource of 
immunocompetent blood cells in the patients, we studied quantitative effects of polyclonal activators upon 
production of cytokines by immunocompetent blood cells of patients with invasive ductal cancer representing 
a histological type of adenocarcinoma (group I), and patients with non-malignant breast neoplasias (group 
II). At subsequent step, the patients with non-malignant neoplasms of the breast were divided into a sub-
group of patients with only fibroadenoma and mastopathy (group III), and a group which included patients 
with precancerous diseases, i.e., sclerosing adenosis and interductal proliferates (group IV). Concentrations of 
IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17, IL-18, IL-1β, IL-1ra, TNFα, IFNγ, G-CSF, GM-CSF, VEGF, and MCP-1 
were determined by solid-phase enzyme immunoassay. When comparing groups I and II, we revealed higher 
influence of polyclonal activators upon production of G-CSF and GM-CSF in patients with invasive ductal 
cancer. When comparing the influence of polyclonal activation for cytokine production in patients of I and 
III groups, higher values were registered in patients with invasive ductal cancer (production of IL-2, G-CSF, 
and GM-CSF), and in patients with fibroadenoma and mastopathy (IL-18, and TNFα production). When 
comparing patients of groups I and IV, higher indexes of the polyclonal activator effects were found only for 
IL-1ra, G-CSF, and VEGF production in invasive ductal cancer. When comparing the indexes of polyclonal 
activator influence upon cytokine production of groups III and IV, higher values were obtained in patients with 
benign changes for the following cytokines: IL-8, IL-18, IL-1β, IL-1ra and TNFα, in contrast to patients with 
sclerosing adenosis and proliferates. The lower indexes of polyclonal activating effects upon the production of a 
number of cytokines in patients with precancerous changes, as compared to patients with malignant and benign 
breast tumors, do not indicate a decreased functional activity of immunocompetent blood cells. However, those 
may be due to high level of spontaneous cytokine production in sclerosing adenosis and interductal proliferates.

Keywords: cytokines, blood immunocompetent cells, tumors, precancerous changes, mammary gland
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Введение
Опухоли молочной железы, согласно между-

народной классификации болезней 10-го пере-
смотра (МКБ-10), подразделяют на  злокаче-
ственные (C50 – номер в МКБ-10), в том числе 
инвазивный протоковый рак, и доброкачествен-
ные (D24 – номер в МКБ-10), к которым относят 
аденому. Помимо этого, среди болезней молоч-
ной железы выделяют группу доброкачествен-
ных дисплазий (N60 – номер в МКБ-10). К по-
следним относят кисту, диффузную кистозную 
мастопатию, фиброаденоз (склерозирующий 
аденоз), фибросклероз, эктазию протоков и дру-
гие дисплазии молочной железы (радиальный ру-
бец). Согласно классификации Международного 
агентства по изучению рака (International Agency 
for Research on Cancer), в группу предраковых по-
ражений протоков молочной железы включена 
протоковая карцинома in situ [15].

В  то же  время некоторые авторы относят 
к  предраковым изменениям и  склерозирующий 
аденоз, встречающийся достаточно редко [8, 17]. 
Также существенную роль в канцерогенезе игра-
ют радиальный рубец, который является старто-
вой площадкой для развития тубулярной карци-
номы [2], и внутрипротоковые пролиферативные 
поражения, повышающие риск развития рака 
молочной железы от 1,27 до 10,35 раза в зависи-
мости от их формы [4, 7, 9, 11]. Таким образом, 
исходя из данных литературы, помимо протоко-
вой карциномы in situ, к  предраковым измене-
ниям можно отнести склерозирующий аденоз, 
внутрипротоковые пролиферативные поражения 
и радиальный рубец.

Многообразие как  доброкачественных, так  и 
злокачественных процессов в  молочной железе, 
особенности роста новообразований и  возраст 
пациентов требуют новых подходов к  изучению 
процесса канцерогенеза в молочной железе.

Исходя из современных представлений о роли 
цитокинов в  патогенезе злокачественных ново-
образований [1], целью исследования явилась 
оценка цитокинпродуцирующего ресурса имму-
нокомпетентных клеток крови при злокачествен-
ных, доброкачественных заболеваниях и предра-
ковых изменениях молочной железы.

Материалы и методы
Для  оценки цитокинпродуцирующего ресур-

са иммунокомпетентных клеток (ИКК) крови 
при злокачественных, доброкачественных забо-
леваниях и  предраковых изменениях молочной 
железы изучали влияние поликлональных ак-
тиваторов на  продукцию цитокинов ИКК кро-
ви пациентов с  инвазивным протоковым раком 

(ИПР), являющимся по  гистологическому типу 
аденокарциномой  – I группа (n  =  54), пациен-
тов с  незлокачественными новообразованиями 
молочной железы  – II группа (n  =  29), включа-
ющая фиброаденому (ФАМ) (n  =  15), мастопа-
тию (n = 6), и пациентов с предраковыми изме-
нениями молочной железы: со склерозирующим 
аденозом и  межпротоковыми пролифератами 
(n  =  8). Диагноз устанавливался врачом-онко-
логом и  врачом-паталогоанатомом. Ни  у кого 
из пациентов не было обострения очагов хрони-
ческой инфекции. В дальнейшем II группа была 
разделена на группу III (n = 21), в которую вош-
ли пациенты только с ФАМ и мастопатией, и на 
группу IV (n  =  8), в  которую вошли пациенты 
с  предраковыми изменениями. Забор венозной 
крови у всех исследуемых пациентов осуществля-
ли до оперативного вмешательства.

Цитокинпродуцирующий ресурс ИКК кро-
ви определяли с  помощью комплекса поликло-
нальных активаторов (ПА), состоящего из  фи-
тогемагглютинина в  концентрации 4 мкг/мл, 
конканавалина А в концентрации 4 мкг/мл и ли-
пополисахарида в концентрации 2 мкг/мл. В ис-
следовании использовали стандартизованный 
набор реагентов «ЦИТОКИН-СТИМУЛ-БЕСТ» 
производства АО «Вектор-Бест». Одну часть кле-
ток крови пациента инкубировали в питательной 
среде DMEM-F12 (для определения спонтанной 
продукции), а  другую  – в  таком же  объеме сре-
ды при 37  °C в  течение 24 ч с  комплексом ПА 
для определения индуцированной им продукции 
цитокинов, после чего клетки осаждали цен-
трифугированием при 900  g, в  течение 15 мин, 
получали супернатант, в  котором с  помощью 
твердофазного иммуноферментного анализа 
определяли концентрацию IL-2, IL-6, IL-8, IL-10, 
IL-17, IL-18, IL-1β, IL-1ra, TNFα, IFNγ, G-CSF, 
GM-CSF, VEGF и MCP-1 с использованием на-
боров реагентов производства АО «Вектор-Бест».

Цитокинпродуцирующий ресурс оценива-
ли по  индексу влияния поликлональных ак-
тиваторов (ИВПА) на  продукцию цитокинов 
ИКК крови, который высчитывали по формуле: 
ИВПА = А/Б, где А – концентрация в суперна-
танте цитокина после инкубации клеток крови 
с  ПА, а  Б  – концентрация цитокина в суперна-
танте клеток крови без стимуляции ПА (спонтан-
ная продукция). 

Статистическую обработку данных выполня-
ли с  использованием непараметрического кри-
терия Манна–Уитни при помощи программно-
го пакета Statistica v.  6.0. Показатели выражали 
в виде медианы – Me, нижнего и верхнего квар-
тилей (Q0,25-Q0,75). 



684

Mikhaylova E.S. et al.
Михайлова Е.С. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

Результаты и обсуждение
 ИВПА на продукцию цитокинов ИКК крови 

пациентов с ИПР – I группа и пациентов с незло-
качественными заболеваниями молочной желе-
зы – II группа, включающая ФАМ, мастопатию, 
склерозирующий аденоз, межпротоковые про-
лифераты, представлены в таблице 1. Как видно 
из таблицы, I и II группы пациентов достоверно 
отличались только по  двум показателям ИВПА: 
G-CSF и  GM-CSF. При этом важно отметить, 
что показатель ИВПА на  продукцию G-CSF 
и GM-CSF в группе пациентов со злокачествен-
ной опухолью в несколько раз превышал таковой 
по сравнению с показателями группы II.

Полученные данные указывают на  то, что 
цитокинпродуцирующий ресурс иммуноком-
петентных клеток крови при злокачественных 
и  незлокачественных новообразованиях молоч-
ной железы отличается только по  показателям 
ростовых факторов G-CSF и GM-CSF, которые, 
как  известно, продуцируются как  ИКК крови, 
так  и клетками микроокружения опухоли [5, 6]. 

Это свидетельствует о том, что ИКК крови обла-
дая повышенным потенциальным ресурсом про-
дукции ростовых факторов G-CSF и  GM- CSF 
при ИПР, попадая через кровеносное русло 
в  опухоль, стимулируют злокачественную про-
грессию, чего не отмечается при доброкачествен-
ной патологии молочной железы.

В  таблице 2 представлены результаты иссле-
дования цитокинпродуцирующего ресурса им-
мунокомпетентных клеток при сравнении по-
казателей ИВПА на продукцию цитокинов ИКК 
крови в I группе и в группе с доброкачественны-
ми заболеваниями молочной железы, в которую 
были включены только пациенты с  ФАМ и  ма-
стопатией – III группа. Как видно из таблицы 2, 
рассматриваемые группы достоверно отличались 
по  5 показателям ИВПА на  продукцию IL- 2, 
IL- 18, TNFα, G-CSF и GM-CSF. При этом наи-
более выраженные достоверные различия были 
выявлены при сравнении ИВПА на  продукцию 
GM-CSF  – ростового фактора, продуцируемого 
в основном моноцитами и гранулоцитами крови. 
Необходимо отметить, что ИВПА на продукцию 

ТАБЛИЦА 1. ЗНАЧЕНИЯ ИВПА НА ПРОДУКЦИЮ ЦИТОКИНОВ ИММУНОКОМПЕТЕНТНЫМИ КЛЕТКАМИ 
КРОВИ ПАЦИЕНТОВ С ИНВАЗИВНЫМ ПРОТОКОВЫМ РАКОМ И ПАЦИЕНТОВ С НЕЗЛОКАЧЕСТВЕННЫМИ 
НОВООБРАЗОВАНИЯМИ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ (Me, Q0,25-Q0,75)

TABLE 1. INDEX VALUES OF POLYCLONAL ACTIVATOR INFLUENCE (IVPA) UPON CYTOKINE PRODUCTION BY BLOOD 
IMMUNOCOMPETENT CELLS OF PATIENTS WITH INVASIVE DUCTAL CARCINOMA AND PATIENTS WITH NON-MALIGNANT 
BREAST TUMORS (Me, Q0.25-Q0.75)

Цитокины
Cytokines

I группа
Group I 

II группа
Group II Достоверность 

различий (p) 
Significance of 

differences
ИВПА, 

Index values of polyclonal activator 
influence 

ИВПА
Index values of polyclonal activator 

influence

IL-2 8,65 (4,80-15,80) 8,55 (3,30-12,85) 0,4499

IL-6 59,95 (20,81-179,27) 61,45 (27,17-186,08) 0,9432

IL-8 24,15 (6,00-60,80) 18,83 (7,77-35,75) 0,5400

IL-10 35,68 (16,60-59,18) 42,92 (20,97-70,58) 0,2321

IL-17 28,20 (12,20-57,50) 24,85 (12,40-60,70) 0,6451

IL-18 1,26 (1,10-1,50) 1,29 (1,16-1,50) 0,4614

IL-1β 31,400 (14,50-78,90) 26,43 (13,98-52,96) 0,2844

IL-1ra 12,65 (8,50-16,30) 10,86 (6,38-15,88) 0,3948

TNFα 51,45 (15,30-139,10) 65,24 (25,94-163,55) 0,3156

IFNγ 291,30 (69,90-622,70) 190,45 (24,05-358,35) 0,3638

G-CSF 58,50 (20,10-277,50) 20,90 (2,75-89,33) 0,0043

GM-CSF 17,55 (7,70-28,55) 6,90 (2,76-17,05) 0,0079

VEGF 2,59 (1,80-3,38) 1,99 (1,36-2,74) 0,1502

MCP-1 1,28 (0,50-2,70) 1,04 (0,31-1,51) 0,2573
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G-CSF и  GM-CSF были повышены при злока-
чественной патологии по  сравнению с  показа-
телями пациентов группы III, так же как  и при 
сравнении ИВПА на продукцию цитокинов ИКК 
крови пациентов I группы с показателями ИВПА 
II группы (табл. 1). Кроме того, был выявлен бо-
лее высокий ИВПА на продукцию IL-2 пациентов 
I группы по сравнению с аналогичным показате-
лем пациентов III группы. Известно, что IL-2, 
взаимодействуя с рецептором на клеточной мем-
бране, приводит к активации тирозинкиназ Janus 
(Jak1, Jak3), которые регулируют транскрипцию 
генов, контролирующих клеточный цикл, орга-
низацию цитоскелета, пролиферацию и  предот-
вращение апоптоза, а  клетки многих опухолей 
способны экспрессировать рецептор к  IL- 2, что 
сопровождается повышением их пролифера-
тивной активности, большей агрессивностью 
и  плохим прогнозом [3, 16]. Также исключение 
из группы с незлокачественной патологией паци-
ентов со склерозирующим аденозом и межпрото-
ковыми пролифератами привело к  появлению 
достоверных различий по показателю продукции 

IL-18 ИКК крови пациентов с  ИПР, по  сравне-
нию с группой пациентов с ФАМ и мастопатией. 
IL-18 принимает участие в процессе ангиогенеза, 
увеличивая миграцию эндотелиальных клеток, 
а также повышает продукцию VEGF [12]. Кроме 
того, появилось различие по  ИВПА на  продук-
цию ИКК крови TNFα между сравниваемыми 
выше группами пациентов, который был более 
высоким у пациентов с доброкачественной пато-
логией молочной железы.

Выделение из II группы больных с ФАМ и ма-
стопатиями в самостоятельную III группу приве-
ло к получению достоверных различий по ИВПА 
на продукцию ряда цитокинов, которые не были 
обнаружены ранее при сравнении данных I 
и II групп. В связи с этим особый интерес пред-
ставляло проведение сравнения цитокинпроду-
цирующего ресурса ИКК крови в I группе с пока-
зателями группы пациентов со склерозирующим 
аденозом и  межпротоковыми пролифератами  – 
IV группа, которые некоторые исследователи 
относят к предраковым изменениям в молочной 
железе.

ТАБЛИЦА 2. ЗНАЧЕНИЯ ИВПА НА ПРОДУКЦИЮ ЦИТОКИНОВ ИММУНОКОМПЕТЕНТНЫМИ КЛЕТКАМИ КРОВИ 
ПАЦИЕНТОВ С ИНВАЗИВНЫМ ПРОТОКОВЫМ РАКОМ И ПАЦИЕНТОВ С ФИБРОАДЕНОМОЙ И МАСТОПАТИЕЙ  
(Me, Q0,25-Q0,75)

TABLE 2. INDEX VALUES OF POLYCLONAL ACTIVATOR INFLUENCE (IVPA) UPON CYTOKINE PRODUCTION BY BLOOD 
IMMUNOCOMPETENT CELLS OF PATIENTS WITH INVASIVE DUCTAL CARCINOMA AND PATIENTS WITH FIBROADENOMA 
AND MASTOPATHY (Me, Q0.25-Q0.75)

Цитокины
Cytokines

I группа
Group I 

II группа
Group II Достоверность 

различий (p) 
Significance of 

differences
ИВПА

Index values of polyclonal activator 
influence 

ИВПА
Index values of polyclonal activator 

influence

IL-2 8,65 (4,80-15,80) 5,00 (2,00-13,80) 0,0489

IL-6 59,95 (20,81-179,27) 90,71 (51,34-223,01) 0,2290

IL-8 24,15 (6,00-60,80) 32,95 (19,76-62,25) 0,3108

IL-10 35,68 (16,60-59,18) 51,30 (22,16-86,10) 0,1441

IL-17 28,20 (12,20-57,50) 21,60 (9,75-55,25) 0,3326

IL-18 1,26 (1,10-1,50) 1,40 (1,29-1,65) 0,0234

IL-1β 31,40 (14,50-78,90) 37,67 (18,79-66,66) 0,6624

IL-1ra 12,65 (8,50-16,30) 10,94 (8,78-15,43) 0,7951

TNFα 51,45 (15,30-139,10) 90,31 (46,25-248,48) 0,0314

IFNγ 291,30 (69,90-622,70) 63,85 (13,00-490,65) 0,1670

G-CSF 58,50 (20,10-277,50) 31,52 (2,09-121,51) 0,0220

GM-CSF 17,55 (7,70-28,55) 5,25 (1,35-21,65) 0,0053

VEGF 2,59 (1,80-3,38) 2,37 (1,55-3,24) 0,8119

MCP-1 1,28 (0,50-2,70) 1,17 (0,81-2,25) 0,9411
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ТАБЛИЦА 3. ЗНАЧЕНИЯ ИВПА НА ПРОДУКЦИЮ ЦИТОКИНОВ ИММУНОКОМПЕТЕНТНЫМИ КЛЕТКАМИ КРОВИ 
ПАЦИЕНТОВ С ИНВАЗИВНЫМ ПРОТОКОВЫМ РАКОМ И ПАЦИЕНТОВ СО СКЛЕРОЗИРУЮЩИМ АДЕНОЗОМ И 
МЕЖПРОТОКОВЫМИ ПРОЛИФЕРАТАМИ (Me, Q0,25-Q0,75)
TABLE 3. INDEX VALUES OF POLYCLONAL ACTIVATOR INFLUENCE (IVPA) UPON CYTOKINE PRODUCTION BY BLOOD 
IMMUNOCOMPETENT CELLS OF PATIENTS WITH INVASIVE DUCTAL CARCINOMA AND PATIENTS WITH SCLEROSING 
ADENOSIS AND INTERDUCTAL PROLIFERATES (Me, Q0.25-Q0.75)

Цитокины
Cytokines

I группа
Group I 

IV группа
Group IV Достоверность 

различий (p) 
Significance of 

differences
ИВПА

Index values of polyclonal activator 
influence 

ИВПА
Index values of polyclonal activator 

influence
IL-2 8,65 (4,80-15,80) 9,37 (4,00-12,20) 0,7500
IL-6 59,95 (20,81-179,27) 53,41 (18,36-118,64) 0,3316
IL-8 24,15 (6,00-60,80) 10,20 (4,92-16,45) 0,0620
IL-10 35,68 (16,60-59,18) 33,24 (20,85-58,46) 0,8794
IL-17 28,20 (12,20-57,50) 22,55 (12,40-44,70) 0,5142
IL-18 1,26 (1,10-1,50) 1,21 (1,11-1,33) 0,6482
IL-1β 31,40 (14,50-78,90) 18,22 (11,41-31,35) 0,0865
IL-1ra 12,65 (8,50-16,30) 7,60 (4,15-11,45) 0,0267
TNFα 51,45 (15,30-139,10) 32,62 (12,81-114,37) 0,7045
IFNγ 291,30 (69,90-622,70) 288,77 (34,95-358,35) 0,6600
G-CSF 58,50 (20,10-277,50) 16,08 (8,64-33,84) 0,0158
GM-CSF 17,55 (7,70-28,55) 10,39 (4,26-25,55) 0,1182
VEGF 2,59 (1,80-3,38) 1,82 (1,36-2,15) 0,0407
MCP-1 1,28 (0,50-2,70) 0,50 (0,27-1,39) 0,0751

ТАБЛИЦА 4. ЗНАЧЕНИЯ ИВПА НА ПРОДУКЦИЮ ЦИТОКИНОВ ИММУНОКОМПЕТЕНТНЫМИ КЛЕТКАМИ КРОВИ 
ПАЦИЕНТОВ С НЕЗЛОКАЧЕСТВЕННЫМИ ЗАБОЛЕВАНИЯМИ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ (Me, Q0,25-Q0,75)
TABLE 4. INDEX VALUES OF POLYCLONAL ACTIVATOR INFLUENCE (IVPA) UPON CYTOKINE PRODUCTION BY BLOOD 
IMMUNOCOMPETENT CELLS OF PATIENTS WITH NON-MALIGNANT BREAST TUMORS (Me, Q0.25-Q0.75)

Цитокины
Cytokines

III группа
Group III 

IV группа
Group IV Достоверность 

различий (p)
Significance of 

differences
ИВПА

Index values of polyclonal activator 
influence 

ИВПА
Index values of polyclonal activator 

influence
IL-2 5,00 (2,00-13,80) 9,37 (4,00-12,20) 0,3440
IL-6 90,71(51,34-223,01) 53,41 (18,36-118,64) 0,1074
IL-8 32,95 (19,76-62,25) 10,20 (4,92-16,45) 0,0056
IL-10 51,30 (22,16-86,10) 33,24 (20,85-58,46) 0,2191
IL-17 21,60 (9,75-55,25) 22,55 (12,40-44,70) 0,8650
IL-18 1,40 (1,29-1,65) 1,21 (1,11-1,33) 0,0217
IL-1β 37,67 (18,79-66,66) 18,22 (11,41-31,35) 0,0423
IL-1ra 10,94 (8,78-15,43) 7,60 (4,15-11,45) 0,0457
TNFα 90,31 (46,25-248,48) 32,62 (12,81-114,37) 0,0332
IFNγ 63,85 (13,00-490,65) 288,77 (34,95-358,35) 0,2437
G-CSF 31,52 (2,09-121,51) 16,08 (8,64-33,84) 0,1000
GM-CSF 5,25 (1,35-21,65) 10,39 (4,26-25,55) 0,4667
VEGF 2,37 (1,55-3,24) 1,82 (1,36-2,15) 0,2913
MCP-1 1,17 (0,81-2,25) 0,50 (0,27-1,39) 0,1599
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ТАБЛИЦА 5. КОНЦЕНТРАЦИЯ ЦИТОКИНОВ В СУПЕРНАТАНТЕ ИММУНОКОМПЕТЕНТНЫХ КЛЕТОК КРОВИ ПАЦИЕНТОВ С 
НЕЗЛОКАЧЕСТВЕННЫМИ ЗАБОЛЕВАНИЯМИ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ (СПОНТАННАЯ ПРОДУКЦИЯ) Me, (Q0,25-Q0,75), пг/мл
TABLE 5. CONCENTRATION OF CYTOKINES IN THE SUPERNATES OF IMMUNOCOMPETENT BLOOD CELLS FROM 
PATIENTS WITH NON-MALIGNANT BREAST DISORDERS (SPONTANEOUS PRODUCTION) Me (Q0.25-Q0.75), pg/ml

Цитокины
Cytokines

III группа
Group III 

IV группа
Group IV 

Достоверность 
различий (p)
Significance of 

differences
IL-2 2,00 (2,00-2,00) 2,00 (2,00-2,00) 0,8407

IL-6 130,10 (70,80-443,50) 503,75 (70,80-798,00) 0,1300

IL-8 645,00 (355,00-2345,00) 1962,50 (805,00-5115,00) 0,0022

IL-10 2,00 (1,00-4,60) 2,15 (1,00-4,60) 0,7221

IL-17 2,00 (2,00-2,00) 2,00 (1,00-2,00) 0,1221

IL-18 20,60 (14,10-34,00) 22,85 (19,50-38,00) 0,3130

IL-1β 44,40 (18,10-84,10) 82,50 (50,40-99,40) 0,0008

IL-1ra 810,00 (493,00-1241,90) 1264,70 (917,80-1833,20) 0,0281

TNFα 8,60 (4,50-12,60) 18,15 (11,70-28,40) 0,0016

IFNγ 2,00 (2,00-2,00) 2,00 (2,00-2,00) 0,7221

G-CSF 10,70 (3,60-19,90) 28,60 (10,70-79,90) 0,0076

GM-CSF 2,50 (2,00-5,90) 4,45 (2,00-17,80) 0,1383

VEGF 68,00 (38,00-99,80) 82,15 (63,10-112,00) 0,1074

MCP-1 3490,00 (1792,00-6259,00) 6157,50 (2901,00-13067,00) 0,0103

ТАБЛИЦА 6. КОНЦЕНТРАЦИЯ ЦИТОКИНОВ В СУПЕРНАТАНТЕ ИММУНОКОМПЕТЕНТНЫХ КЛЕТОК КРОВИ ПАЦИЕНТОВ 
С ИНВАЗИВНЫМ ПРОТОКОВЫМ РАКОМ И ПАЦИЕНТОВ С ПРЕДРАКОВЫМИ ИЗМЕНЕНИЯМИ МОЛОЧНОЙ ЖЕЛЕЗЫ 
(СПОНТАННАЯ ПРОДУКЦИЯ) Me (Q0,25-Q0,75), пг/мл
TABLE 6. CONCENTRATION OF CYTOKINES IN THE SUPERNATES OF IMMUNOCOMPETENT BLOOD CELLS FROM THE 
PATIENTS WITH INVASIVE DUCTAL CARCINOMA AND PATIENTS WITH PRECANCEROUS CHANGES OF MAMMARY GLAND 
(SPONTANEOUS PRODUCTION) Me (Q0.25-Q0.75), pg/ml

Цитокины
Cytokines

I группа
Group I

IV группа
Group IV

Достоверность 
различий (p)
Significance of 

differences
IL-2 2,00 (2,00-2,00) 2,00 (2,00-2,00) 0,6798
IL-6 180,15 (58,00-643,40) 503,75 (70,80-798,00) 0,3872
IL-8 642,50 (320,00-2445,00) 1962,50 (805,00-5115,00) 0,0419
IL-10 2,95 (1,00-5,80) 2,15 (1,00-4,60) 0,5632
IL-17 2,00 (2,00-2,00) 2,00 (1,00-2,00) 0,5734
IL-18 25,25 (21,20-31,40) 22,85 (19,50-38,00) 0,7470
IL-1β 45,75 (15,60-106,50) 82,50 (50,40-99,40) 0,1446
IL-1ra 629,00 (456,80-944,50) 1264,70 (917,80-1833,20) 0,0050
TNFα 11,55 (4,50-21,50) 18,15 (11,70-28,40) 0,1577
IFNγ 2,00 (2,00-2,00) 2,00 (2,00-2,00) 0,7470
G-CSF 13,00 (2,00-40,10) 28,60 (10,70-79,90) 0,0970
GM-CSF 2,60 (2,00-7,80) 4,45 (2,00-17,80) 0,2023
VEGF 50,25 (28,70-80,50) 82,15 (63,10-112,00) 0,0125
MCP-1 2659,50 (1211,00-6601,30) 6157,50 (2901,00-13067,00) 0,0283
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Как видно из таблицы 3, отмечались достовер-
ные различия в сравниваемых группах пациентов 
по ИВПА на продукцию IL-1ra, G-CSF и VEGF. 
Последний играет ключевую роль в ангиогенезе 
опухоли и в метастазировании [13], а IL-1ra мо-
жет быть маркером выраженности воспалитель-
ной реакции при раке [10]. Наиболее выражен-
ные достоверные различия были выявлены при 
сравнении ИВПА на  продукцию фактора роста 
G-CSF. 

Таким образом, при сопоставлении данных 
таблиц видно, что различные принципы фор-
мирования групп сравнения позволяют вскрыть 
особенности цитокинового ресурса при раке 
молочной железы, при доброкачественных опу-
холях и  предраковых изменениях в  молочной  
железе.

В  связи с  этим представляло интерес срав-
нение показателей ИВПА на  продукцию ци-
токинов группы пациентов с  фиброаденомой 
и мастопатией (III группа) с группой пациентов 
с предраковыми изменениями в молочной желе-
зе (IV группа).

Как  видно из  таблицы 4, рассматриваемые 
группы достоверно отличались по 5 показателям 
ИВПА на  продукцию IL-8, IL-18, IL-1β, IL-1ra 
и TNFα. Причем ИВПА на продукцию этих ци-
токинов во всех случаях был более высоким у па-
циентов III группы.

Однако показатели ИВПА на продукцию вы-
шеуказанных цитокинов у  пациентов IV груп-
пы были более низкими за  счет более высокой 
спонтанной продукции этих цитокинов (табл. 5), 

за исключением показателя ИВПА на продукцию 
IL-18, обсуждать который необходимо в  связке 
с  регулятором его биологического эффекта  – 
IL-18BP. Следовательно, ИКК крови пациентов 
с  предраковыми изменениями молочной желе-
зы были активированы, поэтому ПА не  оказы-
вали на них такого влияния, как на ИКК крови 
пациентов с  доброкачественными изменениями 
в молочной железе, что выражалось в более низ-
ких значениях ИВПА ИКК крови пациентов IV 
группы. То есть представленные в таблице 4 и 5 
данные необходимо рассматривать под иным 
углом зрения, а именно основной упор при ана-
лизе показателей пациентов с предраковыми из-
менениями молочной железы необходимо делать 
на  уровнях спонтанной продукции цитокинов 
ИКК крови.

При сравнении концентрации (спонтанной 
продукции) цитокинов в супернатанте ИКК кро-
ви пациентов I и IV групп были получены разли-
чия, заключающиеся в  более высокой концен-
трации в  супернатанте ИКК крови IL-8, IL-1ra 
VEGF и MCP-1 у пациентов с предраковыми из-
менениями молочной железы (табл. 6).

Таким образом, проведенное исследование 
позволило выявить особенности цитокинпро-
дуцирующего ресурса ИКК крови у  пациентов 
с ИПР, доброкачественными опухолями и пред-
раковыми изменениями молочной железы.
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СЫВОРОТОЧНЫЕ УРОВНИ ФАКТОРОВ РОСТА ГЕМОПОЭЗА 
И АНГИОГЕНЕЗА (IL-5, IL-7, IL-9, FGF-β, G-CSF, VEGF 
И PDGF) У ЖЕНЩИН С МИОМОЙ МАТКИ
Коненков В.И., Королева Е.Г., Орлов Н.Б., Прокофьев В.Ф., 
Шевченко А.В., Новиков А.М.
Научно-исследовательский институт клинической и экспериментальной лимфологии – филиал ФГБНУ 
«Федеральный исследовательский центр Институт цитологии и генетики Сибирского отделения Российской 
академии наук», г. Новосибирск, Россия

Резюме. Маточные лейомиомы являются распространенными доброкачественными опухолями, 
развивающимися из гладкомышечных тканей, зачастую приводящими к бесплодию и рецидивиру-
ющим абортам. Беременность и  развитие миомы матки характеризуются необычайной скоростью 
роста миометрия, гиперпродукцией внеклеточного матрикса и повышением уровня экспрессии ре-
цепторов для ряда ростовых факторов. Целью настоящего исследования явилось определение кон-
центрации ряда основных ростовых факторов (IL-5, IL-7, IL-9, FGF-β, G-CSF, VEGF и PDGF) в сы-
воротке крови женщин с миомой матки. Концентрацию 27 цитокинов определяли с использованием 
набора фирмы Bio Rad (США)  – Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 27-plex Assay методом проточной 
флуориметрии на двухлучевом лазерном анализаторе Bio-Plex 200. Под наблюдением находились 36 
пациенток с верифицированным диагнозом миомы тела матки, которым в дальнейшем проводилось 
оперативное лечение в объеме лапароскопической миомэктомии. Результаты проведенного исследо-
вания показали наличие тенденции к снижению в сыворотке крови женщин с миомой матки таких 
ростовых факторов, оказывающих стимулирующее воздействие на процессы гемопоэза и ангиогене-
за, как IL-9 и FGF. Концентрация IL-5, IL-7 и G-CSF оказалась достоверно снижена относительно 
характерного для содержания в сыворотке крови здоровых женщин европеоидного происхождения. 
Наиболее значимо оказалось снижение концентраций таких проангиогенных факторов, как VEGF 
и PDGF. Их концентрация в сыворотке крови женщин с лейомиомой оказалась сниженной, соответ-
ственно, в 3 и в 6 раз. Снижение концентрации G-CSF оказалось не только значительно выраженным 
относительно здоровых женщин, но тесно скоррелировано с изменениями концентраций таких фак-
торов, как IL- 5, IL-7 и IL-9, коэффициент корреляции которых составляет, соответственно, 0,723, 
0,637 и 0,504. Можно заключить, что несмотря на то, что, по литературным данным, при развитии 
миомы матки отмечается значительное возрастание содержания ростовых факторов, участвующих 
в процессах гемопоэза и ангиогенеза в тканях миометрия и растущей лейомиомы, оно сопровожда-
ется, согласно полученным нами данным, снижением в той или иной степени концентраций этих 
регуляторных белков в сыворотке крови.
Ключевые слова: миома матки, факторы роста гемопоэза, факторы роста ангиогенеза, IL-5, IL-7, IL-9, FGF-β, G-CSF, 
VEGF, PDGF
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SERUM LEVELS OF HEMOPOIETIC AND ANGIOGENESIS 
GROWTH FACTORS (IL-5, IL-7, IL-9, FGF-β, G-CSF, VEGF AND 
PDGF) IN WOMEN WITH UTERINE MYOMA
Konenkov V.I., Koroleva E.G., Orlov N.B., Prokofiev V.F., 
Shevchenko A.V., Novikov A.M. 
Research Institute of Clinical and Experimental Lymphology, Branch of the Institute of Cytology and Genetics, Siberian 
Branch, Russian Academy of Sciences, Novosibirsk, Russian Federation

Abstract. Uterine leiomyomas are common benign tumors developing from smooth muscle tissues, often 
leading to infertility and recurrent abortions. Pregnancy and development of uterine fibroids are characterized 
by an unusual rate of myometrium growth, hyperproduction of extracellular matrix and increased expression 
of numerous growth factor receptors. The purpose of this study was to determine concentrations of some key 
growth factors (IL-5, IL-7, IL-9, FGF-β, G-CSF, VEGF and PDGF) in blood serum of women with uterine 
myoma. Concentrations of the 27 cytokines were determined using a Bio Rad kit (USA) – Bio-Plex Pro™. 
Human Cytokine 27-plex Assay by means of flow-through fluorometry at the Bio-Plex 200 double-beam laser 
analyzer. Thirty-six patients with verified uterine myoma were followed up, being later subject to operative 
treatment (laparoscopic myomectomy). The results of this study showed a trend to decreased amounts of some 
hematopoiesis and angiogenesis growth factors, e.g., IL-9 and FGF, in blood serum of women with uterine 
myoma. Сoncentrations of IL-5, IL-7, and G-CSF proved to be significantly decreased if compared to serum 
contents of European healthy women. The most significant decrease was registered for pro-angiogenic factors, 
such as VEGF and PDGF. Their serum concentration in women with leiomyoma was reduced, respectively, 3- 
and 6-fold against controls. The decreased G-CSF concentration was not only quite significant, as compared 
to healthy women, but showed significant correlations with changes of such factors as IL-5, IL-7 and IL-9, 
with correlation quotients of, resp., 0.723, 0.637, and 0.504, respectively. One may conclude that, in spite of 
literature data on significantly increased contents of the mentioned growth factors in tissues of myometrium 
and growing uterine leiomyoma, our data show that the concentrations of these regulatory proteins in blood 
serum are decreased to some extent in this clinical condition.

Keywords: uterine myoma, growth factors of hematopoiesis, growth factors of angiogenesis, IL-5, IL-7, IL-9, FGF-β, G-CSF, VEGF, 
PDGF

Введение
Маточные лейомиомы являются распро-

страненными доброкачественными опухолями, 
развивающимися из  гладкомышечных тканей, 
зачастую приводящими к бесплодию и рецидиви-
рующим абортам. Беременность и развитие мио-
мы матки (ММ) характеризуются необычайной 
скоростью роста миометрия, гиперпродукцией 
внеклеточного матрикса и  повышением уровня 
экспрессии рецепторов для  пептидных и  стеро-
идных гормонов. Однако, в отличие от обычного 
послеродового миометрия, лейомиомы не могут 
регрессировать путем апоптоза и  подвергаться 
обратной послеродовой дедифференцировке [7]. 
Важнейшими регуляторами этих клеточных про-
цессов являются представители семейства росто-
вых факторов. На сегодняшний день установлено, 
что активными участниками в процессах проли-
ферации и  дифференцировки миометрия явля-
ются: эпидермальный фактор роста (EGF), гепа-
рин-связывающий эпидермальный фактор роста 
(HB-EGF), фактор роста тромбоцитов (PDGF), 

инсулиноподобный фактор роста (IGF), транс-
формирующий фактор роста α (TGF-α), фактор 
роста сосудистого эндотелия (VEGF), фактор 
роста фибробластов (FGF). Все приведенные 
выше факторы роста являются лигандами хо-
рошо известных и  установленных рецепторных 
тирозинкиназ (RTK), которые активируют два 
критических сигнальных каскада, таких как пути 
Ras-Erk/MAP-киназы и  фосфатидилинозит-3-
киназы (P13K) – AKT-mTor. Кроме того, члены 
надсемейства TGF, такие как  TGF-β, а  также 
активин являются важными факторами роста, 
связанными с биологией клеток миометрия, дей-
ствуя посредством активации рецепторов сери-
новой треонинкиназы пути Smad [6, 14].

В настоящее время семейство ростовых факто-
ров насчитывает более 100 наименований. В при-
веденном исследовании нами поставлена цель 
определить концентрации в  сыворотке крови 
женщин с  развившимися миомами матки таких 
наиболее значимых ростовых факторов, прини-
мающих активное участие в  процессах гемопо-
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эза и  ангиогенеза, как  IL-5, IL-7, IL-9, FGF-β, 
G-CSF, VEGF и PDGF.

IL-5, или  эозинофильный колониестимули-
рующий фактор, синтезируется эозинофилами, 
клетками Th2, тучными клетками, клетками-
предшественниками CD34+, NK-Т-клетками и  
врожденными лимфоидными клетками типа 
2 (ILC2), способствуя производству, созреванию, 
пролиферации, рекрутингу, дифференцировке 
и  выживанию эозинофилов. Кроме того, IL-5 
в костном мозге способствует дифференцировке 
некоторых CD34+ клеток в эозинофилы [19].

IL-7 описан как  лимфопоэтический фактор 
роста или как лимфо-гомеостатический цитокин, 
играющий важную роль в В-клеточном лимфопо-
эзе и тимопоэзе [17]. Снижение уровня продук-
ции IL-7 ретикулярными клетками лимфоузлов 
рассматривается в  качестве одного из  факторов 
снижения противоопухолевого иммунитета [8].

IL-9 оказывает плейотропные эффекты на ге-
мопоэтические клетки, связываясь со  специфи-
ческой цепью рецептора IL-9 (IL-9Rα), активи-
руя синтез IL-2, IL-4 и  IL-21. IL-9 стимулирует 
накопление тучных клеток в тканях, способству-
ет пролиферации T-клеток, выживанию ILC, 
улучшает переключение класса IgE в  B-клетках 
и  изменяет активность кроветворных клеток-
предшественников. Хелперные эффекты IL-9 
позволяют предположить функционирование 
специализированных Th9-клеток [12].

FGF-β является представителем семейства 
фактора роста фибробластов, экспрессируется 
в  различных эмбриональных и  взрослых тканях 
и  проявляет разнообразную активность в  про-
лиферации клеток, ангиогенезе, росте нейронов, 
выживании и заживлении ран. К настоящему мо-
менту описано более 20 ростовых факторов этого 
семейства [10].

Гранулоцитарный колониестимулирующий 
фактор G-CSF инициирует пролиферацию 
и  дифференцировку клеток предшественников 
в  зрелые гранулоциты. Члены надсемейства ко-
лониестимулирующего фактора (CSF) участвуют 
в миелопоэзе млекопитающих, а именно: образо-
вание моноцитов, макрофагов, дендритных кле-
ток (DCs) и полиморфноядерных фагоцитов, на-
пример нейтрофилов и эозинофилов [3].

Фактор роста сосудистого эндотелия VEGF 
опосредует ангиогенез, расширение существую-
щего сосудистого русла путем прорастания новых 
кровеносных сосудов [1, 22].

Тромбоцитарный фактор роста PDGF играет 
важную роль в ангиогенезе, пролиферации таких 
мезенхимных клеток, как  фибробласты, остео
бласты, сосудистые гладкомышечные клетки, 
нейроэктодермальные клетки-предшественники  

и  мезенхимальные стволовые клетки, а  также 
в направленной миграции мезенхимальных кле-
ток [4]. 

Материалы и методы 
Описание группы пациентов
Под наблюдением находились 36 пациенток 

с  верифицированным диагнозом миомы тела 
матки, которым проводилось оперативное лече-
ние в объеме лапароскопической миомэктомии. 
Возраст пациенток составил от 23 до 54 лет. Сред-
ний возраст составил 41,13±6,68. Среди них па-
циенток с избыточной массой тела и с ожирением 
(ИМТ > 24,99) – 35,89%. Нарушение менструаль-
ного цикла по типу полименореи выявлено у 20 
пациенток. Предшествующие роды отмечены 
у 28 пациенток. Искусственное прерывание бере-
менности в анамнезе у 25 женщин. Спонтанные 
выкидыши выявлены у  8 пациенток. У  5 паци-
енток в  анамнезе беременностей не  наступало. 
Жалобы на  тянущие боли внизу живота предъ-
явили 28 пациенток, на кровотечение – 23 паци-
ентки. Размеры миоматозных узлов, выявленых 
по  данным УЗИ, органов малого таза составили 
от 5 до 180 мм. Средний размер 106,5±41,05 мм. 
По  передней стенке матки располагались узлы 
у 19 пациенток, по задней – у 7 пациенток; атипи-
ческое расположение (забрюшинные, перешееч-
ные узлы) – у 2, сочетанное расположение – у 10 
пациенток. При выполнении предоперационной 
гистероскопии, при гистологическом исследо-
вании у  7 пациенток диагностирован полип эн-
дометрия, у 6 пациенток – простая гиперплазия 
эндометрия. 

Метод определения цитокинов
Однократно замороженная сыворотка крови 

размораживалась перед исследованием до  ком-
натной температуры. Для  удаления осадка про-
водили центрифугирование сыворотки при 
4  °C 10000 об/мин 10 минут. Концентрацию 27 
цитокинов определяли с  использованием на-
бора фирмы Bio Rad (США)  – Bio-Plex Pro™ 
Human Cytokine 27-plex Assay методом проточ-
ной флуориметрии на  двухлучевом лазерном 
анализаторе Bio-Plex 200 производства Bio-Rad 
(США). В  сыворотке одномоментно определя-
лись концентрации IL- 1β, IL-1ra, IL-2, IL-4, 
IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12 (p70), 
IL-13, IL-15, IL-17, FGF basic, Eotaxin, G-CSF, 
GM-CSF, IFNγ, IP-10, MCP-1 (MCAF), MIP-1α, 
MIP-1β, PDGF- BB, RANTES, TNFα и VEGF по-
сле построения калибровочной кривой по соот-
ветствующим стандартам. Для обработки данных 
применялось программное обеспечение Bio-Plex 
manager Software v. 4.1. Концентрация цитоки-
нов выражалась в  пикограммах на  1 миллилитр 
(пг/ мл).
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Методы статистического анализа
Статистическая обработка проводилась с  по-

мощью специализированных пакетов приклад-
ных программ StatSoft Statistica 10.0 и IBM SPSS 
Statistics 23 (США). Проверку гипотезы о  нор-
мальном распределении количественных пара-
метров проводили с  использованием критерия 
Шапиро–Уилка и критерия Колмогорова–Смир-
нова с поправкой Лиллиефорса. Для анализа дан-
ных использовали параметрические (t-критерий 
Стьюдента для  независимых выборок с  учетом 
выполнения двух ограничивающих условий: 
нормальность распределения и  равенство гене-
ральных дисперсий для  групп сравнения) и  не-
параметрические (U-тест Манна–Уитни, ранго-
вая корреляция Спирмена) методы статистики. 
Данные представлены в виде среднего значения 
± ошибка средней (M±m), медианы (Me) и  ин-
терквартильного размаха (интервал между 25-м 
(Q0,25) и 75-м (Q0,75) процентилями). Критический 
уровень значимости при проверке статистиче-
ских гипотез принимали равным 0,05.

Результаты
Необходимо отметить, что при сравнении 

количественных характеристик исследованных 
цитокинов обращает на  себя внимание значи-
тельная дисперсия практически всех регулятор-
ных факторов в  сыворотке крови обследован-

ных женщин. Это заключение подтверждается 
как  значениями минимальных и  максимальных 
показателей, представленных в  таблице 1, так  и 
значительными различиями в  показателях сред-
них величин и медианных критериев для всех ис-
следованных цитокинов.

Кроме того, привлекают внимание значи-
тельные различия в  абсолютных значениях 
содержания исследованных ростовых факто-
ров в  сыворотке крови больных ММ женщин. 
Так, если содержание IL-5 характеризуется  
величиной 2,23±0,39 пг/мл, то  концентрация  
PDGF-BB в тех же сыворотках достигает уже ве-
личины 4212,53±388,62 пг/мл, то есть практиче-
ски в тысячи раз выше. Речь здесь, конечно, идет 
об абсолютных значениях концентраций белков, 
а  не сравнительной активности этих регулятор-
ных факторов, которую можно сопоставить лишь 
в соответствующих клеточных тест-системах.

Переходя к  вопросу о  сопоставлении полу-
ченных результатов со  значениями исследован-
ных показателей у  здоровых женщин, мы обра-
тились к  нормативным значениям, полученным 
на  значительной выборке здоровых женщин ев-
ропеоидного происхождения, полученных лабо-
раторией, сотрудничающей с  фирмой-разработ-
чиком используемых нами тест-систем “27-plex 
kit from Bio-Rad” [5]. В этих исследованиях про-
веден тщательный анализ результатов исследова-

ТАБЛИЦА 1. КОНЦЕНТРАЦИИ ФАКТОРОВ РОСТА ГЕМОПОЭЗА И АНГИОГЕНЕЗА В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ЖЕНЩИН 
С МИОМОЙ МАТКИ 
TABLE 1. CONCENTRATIONS OF GROWTH FACTORS OF HEMOPOIESIS AND ANGIOGENESIS IN THE SERUM OF WOMEN 
WITH UTERINE MYOMA

Статистический 
показатель

Statistical indicator
IL-5 IL-7 IL-9 FGF-β G-CSF VEGF PDGF-BB

Среднее 
Mean value 2,22 8,16 89,75 46,32 54,26 79,72 4212,52

Стандартная ошибка 
среднего значения
Standard error of mean value

0,39 0,75 4,84 3,97 3,50 8,35 388,62

Среднеквадратическое 
отклонение
Standard deviation

2,35 4,51 29,06 23,82 21,02 50,09 2331,71

Минимум
Minimum 0,01 1,82 54,32 22,53 20,20 9,93 1400,43

Максимум
Maximum 7,54 22,54 221,13 162,67 95,50 201,28 11144,54

Мода
Mode 0,01 2,80 54,32 22,53 20,20 9,93 1400,43

Медиана
Median 1,36 7,73 84,14 43,13 51,58 70,39 3757,18

Процентили
Percentiles

Q0,25 0,01 4,24 72,56 33,96 36,88 35,96 2499,72
Q0,75 4,21 11,22 98,05 49,26 69,66 115,84 5046,98
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ния цитокинов в сыворотке крови в зависимости 
от  пола, возраста, этнической принадлежности 
обследованных лиц, от  времени исследования 
и даже от использования различных пластиковых 
планшетов при исследовании полученного об-
разца сыворотки крови. Результаты этих исследо-
ваний, статистический анализ которых проведен 
с  помощью программного обеспечения Bio-Plex 
Manager software v. 6.2, признаны пригодными 
в  качестве нормативных значений. Несмотря 
на то, что результаты исследования 25 из 27 цито-
кинов (за исключением MCP-1 и TNFα) не вы-
явили гендерных различий, для  сопоставления 
нами использованы данные исследования сыво-
роток группы из 94 здоровых женщин [9].

Результаты проведенного исследования пока-
зали наличие тенденции к снижению в сыворот-
ке крови женщин с  ММ таких ростовых факто-
ров, оказывающих стимулирующее воздействие 
на  процессы гемопоэза и  ангиогенеза, как  IL-9 
и  FGF. Хотя при оценке полученных различий 
с  помощью одностороннего критерия Стьюден-
та получены значения р = 0,0001 и 0,052 соответ-
ственно, при использовании более точного дву-
стороннего критерия эти различия утрачивают 
значения достоверности (р = 0,314).

Гораздо более значимые результаты получены 
при сопоставлении полученных данных об уров-
не остальных пяти исследованных ростовых фак-
торов в сыворотке крови женщин с ММ.

Так,  концентрация IL-5 c его способностью 
воздействовать на  активность эозинофильных 
клеток снижена до 2,23±0,39 пг/мл по сравнению 
с  8,0±1,68 пг/мл, характерной для  содержания 
в  сыворотке крови здоровых женщин европео
идного происхождения (р = 0,001).

Еще более значимым оказалось снижение со-
держания в сыворотке крови женщин с ММ тако-
го плейотропного лимфопоэтического фактора, 
как IL-7. Его средняя концентрация в сыворотке 
крови обследованных нами пациенток составила 
8,16±0,75 пг/мл, что значительно ниже присуще-
го здоровым женщинам уровня концентрации 
59,5±14,62 пг/мл (р = 0,0006).

Сходным образом характеризуются и  ре-
зультаты определения в  сыворотке крови жен-
щин с  ММ гранулоцитарного колониестиму-
лирующего фактора G-CSF. Его концентрация 
в  сыворотке крови женщин с  ММ составляет 
54,26±3,5 пг/ мл, что достоверно ниже, чем ана-
логичный показатель, установленный для здоро-
вых женщин 93,7±9,33 пг/мл (р = 0,0001). 

Поскольку рост опухолевой массы как злока-
чественного, так и доброкачественного характера 
сопровождается развитием процессов ангиогене-
за и васкулогенеза, особое внимание при иссле-
довании ростовых факторов обращено на  такие 

проангиогенные факторы, как VEGF и PDGF. Их 
концентрация в сыворотке крови женщин с лей-
омиомой также оказалась значительно снижен-
ной, соответственно, в  3 и  в 6 раз. Концентра-
ция фактора роста сосудистого эндотелия VEGF 
в  сыворотке крови женщин с  ММ составляет 
79,72±8,35 пг/мл, тогда как  в сыворотке крови 
здоровых женщин его уровень характеризуется 
величиной 263,3±22,95 пг/мл (p < 0,0000001).

Аналогичным образом изменена и  кон-
центрация в  сыворотке крови женщин с  ММ 
тромбоцитарного фактора роста PDGF. Усред-
ненный показатель его содержания составляет 
4212,53±388,62 пг/мл, тогда как в группе здоро-
вых женщин он определяется в  концентрации 
27537,4 ±2676,95 пг/мл (p < 0,0000001).

Обсуждение
Сыворотка крови является наиболее доступ-

ным для  исследования объектом, однако всегда 
возникает вопрос о том, насколько адекватно от-
ражает содержание того или иного биологически 
активного вещества в кровеносном русле процес-
сы, происходящие в тканях и в очагах патологи-
ческих изменений. В  связи с  этим полученные 
результаты необходимо сопоставлять с данными, 
полученными при исследовании тканей миомет
рия и очагов роста лейомиомы. 

Полученные нами данные говорят о  сниже-
нии концентрации проангиогенных факторов 
в  сыворотке крови, однако это может служить 
как свидетельством снижения уровня их синтеза, 
так и свидетельством их активного потребления 
в патологических очагах миометрия.

В  литературе, посвященной исследованию 
факторов роста при развитии ММ, практически 
отсутствуют сведения о  роли IL-5, IL-7 и  IL-9 
в  росте лейомиом, хотя и  описаны единичные 
случаи развития эозинофильной инфильтрации 
при этом заболевании [21] и  выявлены тенден-
ции к снижению уровня IL-7 и IL-9 в плазме аме-
риканских женщин африканского происхожде-
ния с ММ [23]. В этом же исследовании выявлена 
тенденция к  снижению уровня сывороточного 
G-CSF в  плазме крови женщин с  ММ. В  этой 
же  работе нашли подтверждение используемые 
нами нормативные для  здоровых женщин зна-
чения содержания в крови этого ростового фак-
тора, который при использовании метода про-
точной флуориметрии колеблется в  интервале 
86-108  пг/ мл. Снижение концентрации данного 
ростового фактора оказалось не  только значи-
тельно выраженным (практически в  2 раза) от-
носительно здоровых женщин, но тесно скорре-
лировано с  изменениями концентраций таких 
факторов, как  IL-5, IL-7 и  IL-9, коэффициент 



696

Konenkov V.I. et al.
Коненков В.И. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

корреляции которых составляет, соответственно, 
0,723, 0,637 и 0,504 (табл. 2).

Экспрессия мРНК VEGF и белка была иден-
тифицирована в  гладкомышечных клетках 
как  нормального миометрия, так  и лейомиомы. 
Рецепторы VEGF, VEGFR-1 и  VEGFR-2 так-
же экспрессируются в  миометрии и  клеточных 
лейомиомах [18]. Более выраженная экспрессия 
VEGF была обнаружена в  лейомиомах по  срав-
нению с  соседним миометрием, что указыва-
ет на  то, что локальный ангиогенез может быть 
важным для  развития и  роста этих опухолей, 
причем экспрессия VEGF болеее выражена при 
лейомиосаркоме по  сравнению с  лейомиомой. 
VEGF стимулирует ангиогенную активность, 
которая отвечает за  активно растущие опухоли 
и может усилить рост миомы и прогрессирование 
заболевания при многих карциномах [2, 9].

Экспрессия PDGF и  PDGF-R была зареги-
стрирована как в нормальных тканях миометрия, 
так и на более высоком уровне в очагах лейомио
мы, причем в клетках культивируемой лейомио-
мы присутствует больше участков PDGF-R, чем 
в клетках миометрия, но их сродство к рецепто-
рам ниже в лейомиоме, чем в миометрии [13]. Об-
работка культивируемых клеток гладкой муску-
латуры миометрия человека PDGF стимулирует 
экспрессию VEGF и стимулирует пролиферацию 

клеток [20]. Взаимодействие между активностью 
этих факторов подтверждается и  результатами 
проведенного нами корреляционного анализа, 
который показал, что коэффициент корреляции 
между изменениями их концентраций в сыворот-
ке крови составляет 0,436 (р = 0,008).

Активные формы кислорода, продуцирующи-
еся NADPH-оксидазным комплексом, являются 
необходимым компонентом митогенного пути 
MAP-киназы, активирующей PDGF в  клетках 
гладкой мускулатуры лейомиомы. Стимуляция 
этих клеток PDGF вызывает заметное увели-
чение внутриклеточной продукции активного 
кислорода, в  то время как  ингибитор NADPH-
оксидазы блокирует его продукцию дозозависи-
мым образом [15].

В  патогенезе ММ играют важную роль взаи-
модействия факторов роста и белков внеклеточ-
ного матрикса [11]. Методами сокультивиро-
вания установлена повышенная пролиферация 
миоцитов лейомиомы матки и  фибробластов, 
полученных из  лейомиомы матки, и  повышен-
ные уровни внеклеточного матрикса, коллагена 
I типа и связывающего инсулиноподобного фак-
тора роста (IGFBP-3). Также была увеличена се-
креция TGF-β, VEGF, EGF, FGF-β и PDGF-AА 
и -ВB в среде клеток лейомиомы, совместно куль-
тивированных с  фибробластами, сопровождаю-

ТАБЛИЦА 2. РЕЗУЛЬТАТЫ КОРРЕЛЯЦИОННОГО АНАЛИЗА КОНЦЕНТРАЦИЙ ФАКТОРОВ РОСТА ГЕМОПОЭЗА 
И АНГИОГЕНЕЗА В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ЖЕНЩИН С МИОМОЙ МАТКИ

TABLE 2. RESULTS OF THE CORRELATION ANALYSIS OF THE CONCENTRATIONS OF GROWTH FACTORS  
OF HEMOPOIESIS AND ANGIOGENESIS IN THE SERUM OF WOMEN WITH UTERINE MYOMA

Показатели
Indicators IL-5 IL-7 IL-9 FGF-β G-CSF VEGF PDGF-BB

IL-5
1,000 0,524 0,464 0,288 0,723 0,332 0,308
 0,001 0,004 0,089 < 0,001 0,048 0,068

IL-7
0,524 1,000 0,393 0,551 0,637 0,567 0,700
0,001  0,018 < 0,001 < 0,001 < 0,001 < 0,001

IL-9
0,464 0,393 1,000 0,387 0,504 0,304 0,419
0,004 0,018  0,020 0,002 0,071 0,011

FGF-β
0,288 0,551 0,387 1,000 0,484 0,318 0,416
0,089 < 0,001 0,020  0,003 0,059 0,012

G-CSF
0,723 0,637 0,504 0,484 1,000 0,438 0,488

< 0,001 < 0,001 0,002 0,003  0,008 0,003

VEGF
0,332 0,567 0,304 0,318 0,438 1,000 0,436
0,048 < 0,001 0,071 0,059 0,008  0,008

PDGF-BB
0,308 0,700 0,419 0,416 0,488 0,436 1,000
0,068 < 0,001 0,011 0,012 0,003 0,008  

Примечание. Верхняя строка – значения коэффициента корреляции Спирмена; нижняя строка – уровень 
достоверности (значимости) коэффициента корреляции.

Note. Top line, values of the Spearman correlation coefficient; bottom line, the level of reliability (significance) of the correlation 
coefficient.
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щаяся повышением фосфорилирования фактора 
роста. Растворимые факторы, высвобождаемые 
фибробластами и/или лейомиомой, полученны-
ми из опухолей, и активация рецепторов фактора 
роста и  их путей стимулировали пролиферацию 
клеток лейомиомы и  улучшали производство 
белков внеклеточного матрикса [16].

Экспрессия фактора роста фибробластов с  его 
способностью стимулировать пролиферацию мио
цитов и  клеток лейомиомы как  в кислой, так  и 
в основной формах и рецепторов к нему FGFR-1 
и FGFR-2 выявлена в клетках нормального мио-
метрия и значительно повышается во время роста 

лейомиомы [24], что также может быть связано 
с  выявленным нами незначительным снижени-
ем его содержания в  сыворотке крови женщин 
с ММ.

Таким образом, можно заключить, что, по ли-
тературным данным, при развитии ММ отме-
чается значительное возрастание содержания 
ростовых факторов, участвующих в процессах ге-
мопоэза и ангиогенеза, в тканях миометрия и ра-
стущей лейомиомы, что сопровождается, соглас-
но полученным нами данным, снижением в той 
или иной степени концентраций этих регулятор-
ных белков в сыворотке крови.
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СВЯЗЬ МЕЖДУ АКТИВНОЙ МИЕЛОПЕРОКСИДАЗОЙ 
И ХЛОРИРОВАННЫМ ЦЕРУЛОПЛАЗМИНОМ В ПЛАЗМЕ 
КРОВИ ПАЦИЕНТОВ С СЕРДЕЧНО-СОСУДИСТЫМИ 
ЗАБОЛЕВАНИЯМИ
Соколов А.В.1, 2, 3, 4, Костевич В.А.1, 2, Горбунов Н.П.1, Григорьева Д.В.5, 
Горудко И.В.5, Васильев В.Б.1, 3, Панасенко О.М.2, 6
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Резюме. Миелопероксидаза является ключевым фактором, отвечающим за развитие окислитель-
ного/галогенирующего стресса при воспалении. Ранее в плазме пациентов с воспалительными забо-
леваниями различной этиологии, в том числе при атеросклерозе, нами были обнаружены комплексы, 
образованные миелопероксидазой и  ее физиологическим ингибитором, церулоплазмином. Анализ 
регуляции активности миелопероксидазы церулоплазмином показал, что при воспалении могут 
возникать условия, при которых церулоплазмин будет модифицирован хлорноватистой кислотой, 
HOCl – специфическим продуктом катализа миелопероксидазы. Целью данного исследования был 
анализ связи между активностью миелопероксидазы и концентрацией церулоплазмина, модифици-
рованного HOCl (хлорированного церулоплазмина), в образцах плазмы крови пациентов с сердечно-
сосудистыми заболеваниями. 

Были получены специфические антитела против миелопероксидазы, церулоплазмина, в том числе 
модифицированного HOCl, отработаны условия твердофазного иммуноферментного анализа. С по-
мощью комбинации сорбции антигенов на твердой фазе и последующего выявления их собственной 
активности либо пероксидазной активности меченых антител были разработаны высокочувстви-
тельные методы определения миелопероксидазы (концентрация, пероксидазная и галогенирующая 
активность), концентрации церулоплазмина, в  том числе модифицированного HOCl. Обнаружена 
положительная корреляция между концентрацией миелопероксидазы, ее активностью и концентра-
цией церулоплазмина, модифицированного HOCl. Выводы: впервые в плазме крови пациентов с сер-

Адрес для переписки:
Соколов Алексей Викторович
ФГБНУ «Институт экспериментальной медицины»
197376, Россия, Санкт-Петербург, ул. Академика 
Павлова, 12.
Тел.: 8 (812) 234-56-06, 234-94-89.
E-mail: biochemsokolov@gmail.com

Address for correspondence:
Sokolov Alexey V.
Institute of Experimental Medicine
197376, Russian Federation, St. Petersburg,  
Acad. Pavlov str., 12.
Phone: 7 (812) 234-56-06, 234-94-89.
E-mail: biochemsokolov@gmail.com

Образец цитирования: 

А.В. Соколов, В.А. Костевич, Н.П. Горбунов,  
Д.В. Григорьева, И.В. Горудко, В.Б. Васильев,  
О.М. Панасенко «Связь между активной 
миелопероксидазой и хлорированным церулоплазмином 
в плазме крови пациентов с сердечно-сосудистыми 
заболеваниями» // Медицинская иммунология, 2018. Т. 20, 
№ 5. С. 699-710.  
doi: 10.15789/1563-0625-2018-5-699-710

© Соколов А.В. и соавт., 2018

For citation: 

A.V. Sokolov, V.A. Kostevich, N.P. Gorbunov, D.V. Grigorieva,  
I.V. Gorudko, V.B Vasilyev., O.M Panasenko. “A link between 
active myeloperoxidase and chlorinated ceruloplasmin in blood 
plasma of patients with cardiovascular diseases ”, Medical 
Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya, 2018,  
Vol. 20, no. 5, pp. 699-710.  
doi: 10.15789/1563-0625-2018-5-699-710 

DOI: 10.15789/1563-0625-2018-5-699-710



700

Sokolov A.V. et al.
Соколов А.В. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

дечно-сосудистыми заболеваниями обнаружен церулоплазмин, модифицированный HOCl. Получена 
достоверная положительная корреляционная зависимость между концентрацией хлорированного це-
рулоплазмина и активностью миелопероксидазы. Предполагается, что физиологический ингибитор 
миелопероксидазы, церулоплазмин, претендует на роль мишени для продукта ее катализа – HOCl.

Ключевые слова: миелопероксидаза, галогенирующий стресс, церулоплазмин, пероксидазная активность, сердечно-
сосудистые заболевания, биомаркер

A LINK BETWEEN ACTIVE MYELOPEROXIDASE AND 
CHLORINATED CERULOPLASMIN IN BLOOD PLASMA OF 
PATIENTS WITH CARDIOVASCULAR DISEASES 
Sokolov A.V.a, b, c, d, Kostevich V.A.a, b, Gorbunov N.P.a, Grigorieva D.V.e, 
Gorudko I.V.e, Vasilyev V.B.a, c, Panasenko O.M.b, f

a Institute of Experimental Medicine, St. Petersburg, Russian Federation  
b Federal Research and Clinical Center of Physical-Chemical Medicine of Federal Medical Biological Agency, Moscow, 
Russian Federation  
c St. Petersburg State University, St. Petersburg, Russian Federation  
d Centre of Preclinical Translational Research, V. Almazov National Medical Research Centre, St. Petersburg,  
Russian Federation  
e Belarusian State University, Minsk, Republic of Belarus 
f Russian National N. Pirogov Research Medical University, Moscow, Russian Federation 

Abstract. Myeloperoxidase is a key factor promoting development of halogenative/oxidative stress under 
inflammatory conditions. Previously, we have discovered complexes including myeloperoxidase and its 
physiological inhibitor, ceruloplasmin in blood plasma of patients with inflammatory diseases of different 
etiology, e.g., atherosclerosis. Studies on regulation of myeloperoxidase activity by ceruloplasmin have shown 
that hypochlorous acid, a specific product of myeloperoxidase action, is likely to modify ceruloplasmin during 
inflammation. The present study was aimed for analysis of relationships between the myeloperoxidase activity, 
native, and HOCl-modified ceruloplasmin levels in blood plasma samples of the patients with cardiovascular 
diseases. 

Specific antibodies against myeloperoxidase, ceruloplasmin, and HOCl-modified ceruloplasmin were 
obtained and specific enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) were developed. A combination of highly 
sensitive methods of myeloperoxidase assay i.e., solid-phase adsorption of antigens with subsequent testing 
of either their activity, or peroxidase-labeled antibody activity allowed elaborating the highly sensitive assays 
for ceruloplasmin and its HOCl-modified molecules, and for myeloperoxidase (concentration, peroxidase 
and halogenating activity). Positive correlation was proven between the myeloperoxidase concentration and 
activities. HOCl-modified ceruloplasmin content also correlated with myeloperoxidase activity.

The HOCl-modified ceruloplasmin was first discovered in blood plasma samples from patients with 
cardiovascular diseases. In view of correlation between myeloperoxidase activity and HOCl-modified 
ceruloplasmin content in plasma, we suggest that HOCl production is aimed for suppression of myeloperoxidase-
inhibitory function of ceruloplasmin.

Keywords: myeloperoxidase, halogenative stress, ceruloplasmin, peroxidase activity, cardiovascular diseases, biomarker
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Сокращения: CP – церулоплазмин, CP- HOCl – 
модифицированный HOCl церулоплазмин, HA – 

галогенирующая активность, MPO  – миело
пероксидаза, PA  – пероксидазная активность,  
Σ (PA) – общая пероксидазная активность.

Введение
Развитие сердечно-сосудистых заболеваний 

ассоциировано с хроническим воспалением и ак-
тивацией лейкоцитов. Активированные нейтро-
филы секретируют миелопероксидазу (MPO, 
К.Ф. 1.7.1.11, донор:H2O2-оксидоредуктаза), по-
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вышенная концентрация которой в  плазме па-
циентов является предиктором инфаркта мио-
карда  [2,15]. MPO содержится главным образом 
в азурофильных гранулах нейтрофилов и в моно-
цитах, составляя около 5 и  0,9% от  общего бел-
ка этих клеток соответственно [25]. При взаимо-
действии с  H2O2 происходит превращение MPO 
в  высокореакционное Соединение I, которое, 
наряду с  классическим одноэлектронным окис-
лением пероксидазных субстратов (например, 
о-дианизидина, тирозина [3, 35]), обладает уни-
кальной способностью катализировать двухэлек-
тронное окисление хлорид-иона с образованием 
хлорноватистой кислоты (HOCl). Образование 
HOCl в  описанном выше галогенирующем ци-
кле функционирования MPO считается важным 
фактором врожденного иммунитета. Однако при 
хроническом воспалении HOCl, продуцируемая 
MPO, может модифицировать молекулы орга-
низма-хозяина и приводить к развитию окисли-
тельного/галогенирующего стресса, сопровожда-
ющего многие заболевания [6, 7].

MPO формирует в  плазме крови комплексы 
с церулоплазмином (CP), в составе которых мо-
гут оказываться липопротеины низкой плотно-
сти [27, 31]. CP претендует на  роль эндогенно-
го ингибитора хлорирующей активности MPO 
и окислительной модификации липопротеинов 
низкой плотности [9, 24, 28]. Однако в  наших 
опытах было показано, что CP эффективно ин-
гибирует только хлорирующую, но не бромиру-
ющую активность MPO, что, вероятно, связа-
но с  большим сродством бромида к  активному 
центру MPO [32]. Кроме того, ингибирование 
активности MPO возможно только в случае ин-
тактности полипептидной цепи CP, которая мо-
жет расщепляться провоспалительными протеи-
назами, например, тромбином [26, 30]. Недавно 
нами было показано, что альбумин сыворотки 
крови и  липопротеины низкой плотности, мо-
дифицированные HOCl, активируют респира-
торный взрыв нейтрофилов и  секрецию ими 
MPO [6, 8, 21, 31].

Маркеры галогенирующего стресса  – моле-
кулы, модифицированные HOCl, были обна-
ружены в  атеросклеротических бляшках [7, 17]. 
Известно о  наличии аутоантител против моди-
фицированных HOCl липопротеинов низкой 
плотности у пациентов с сердечно-сосудистыми 
заболеваниями [1]. Учитывая, что MPO в плазме 
крови взаимодействует с  CP и  при определен-
ных условиях может проявлять ферментативную 
активность, актуальным явилось определение 
концентрации CP, модифицированного HOCl 
(CP- HOCl), а  также оценка корреляционных 

связей CP-HOCl с активностью и концентрацией 
MPO в плазме крови пациентов с сердечно-сосу-
дистыми заболеваниями.

Материалы и методы
Реактивы
В  работе были использованы следующие ре-

активы: конъюгат антител против IgG кролика 
с  пероксидазой из  корней хрена, UNOsphere Q, 
агароза Bio-Gel A-1.5m fine (Bio-Rad, США); Br2, 
KCN, NaCl, NaBr, триэтиламин, цитрат натрия, 
этилендиаминтетраацетат натрия (ЭДТА) (Merck, 
Германия); NaN3, глицерин, Кумасси R-250, мер-
каптоэтанол, персульфат аммония, Tris (Serva, 
Германия); NaOCl (1,79 M), 6-аминокапроновая 
кислота, 10-ацетил-3,7-дигидроксифеноксазин, 
гепарин, глицин, конъюгат антител против IgG 
крыс с пероксидазой из корней хрена, неомици-
на трисульфат, o-дианизидин, p-фенилендиамин, 
3,3’,5,5’-тетраметилбензидин, фенил-агароза, 
SDS, Sephacryl S-200 HR, Sephadex G-75 Superfine, 
триэтаноламин, фенилметилсульфонилфторид 
(Sigma, США); акриламид, N,N'-метилен-бис-
акриламид, N,N,N'N'-тетраметилэтилендиамин 
(«Медиген», Россия). Растворы для  хромато-
графии были приготовлены с  использованием 
апирогенной деионизованной воды с  удельным 
сопротивлением 18,2 MОм × см. BrCN синтези-
рован при бромировании KCN в двухфазной си-
стеме: вода-дихлорэтан. Лиганды для аффинной 
хроматографии (гепарин, неомицин, CP) им-
мобилизовали на  BrCN-активированной агаро-
зе [13].

Общая характеристика пациентов, включенных 
в исследование

Проведенное исследование одобрено ко-
митетом по  этике Республиканского научно-
практического центра «Кардиология» Мини-
стерства здравоохранения Республики Беларусь 
(г.  Минск, Беларусь) (протокол заседания №  2, 
п.  6 от  13.02.2009 г., заключение этической экс-
пертизы № 15/02/09 от  18.02.2009 г., приказ 
№  66 от  13.02.2008 г.). Перед проведением всех 
процедур бралось письменное информирован-
ное согласие пациентов. Всего в  исследование 
включено 69 пациентов: 19 – с хронической ише-
мической болезнью сердца (стабильная стено-
кардия) и 50 – с острым коронарным синдромом 
(нестабильная стенокардия и  острый инфаркт 
миокарда). В  исследовании приняли участие 
51 мужчина и 18 женщин (средний возраст всех 
пациентов составил 55,7±1,3 лет). Все лица, 
включенные в  исследование, прошли тщатель-
ное клинико-инструментальное и  лабораторное 
обследование, включающее эхокардиографию, 
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ультразвуковое исследование брахиоцефальных 
артерий, суточное мониторирование ЭКГ и  ар-
териального давления, при наличии показаний – 
коронароангиографию.

Пробоподготовка образцов плазмы и сыворотки 
крови

Анализ данных литературы и  собственные 
предварительные эксперименты [2, 3, 4, 20] сви-
детельствовали о том, что для адекватного изме-
рения активности и концентрации MPO в плазме 
кровь должна быть стабилизирована ЭДТА либо 
цитратом натрия. Использование гепарина в ка-
честве антикоагулянта либо образцов сыворот-
ки крови приводит к  результатам, искаженным 
секрецией MPO из  нейтрофилов. Для  измере-
ния концентрации CP, напротив, адекватные 
результаты были получены только при анализе 
сыворотки крови, что обусловлено ингибирую-
щим действием хелаторов ионов кальция на ок-
сидазную активность CP. В данном исследовании 
образцы венозной крови, стабилизированной 
цитратом натрия, получали у пациентов в Респу-
бликанском научно-практическом центре «Кар-
диология» и в течение 2 часов с момента взятия 
крови ее центрифугировали при 600 g в течение 
15 минут. Отобранную плазму повторно цен-
трифугировали в таком же режиме для удаления 
следов тромбоцитов. Параллельно для  анализа 
концентрации CP забирали вторую пробу веноз-
ной крови без антикоагулянтов, которую через 
30 минут после свертывания центрифугировали 
при 600 g в течение 15 минут и отбирали сыворот-
ку. Образцы плазмы и  сыворотки делили на  5-6 
аликвот по 0,2 мл и хранили при -70 °С до выпол-
нения измерений.

Получение белков
MPO была очищена из экстракта лейкоцитов 

здоровых доноров с  помощью хроматографий 
на  гепарин-агарозе, фенил-агарозе и  Sephacryl 
S-200 HR. Препарат характеризовался A430/A280 
(RZ) около 0,85, что соответствует гомоген-
ному ферменту [29]. Для  получения препарата 
мономерного CP, содержащего более 95% не-
фрагментированных 132 кДа-молекул с  A610/
A280  >  0,049, плазму крови с  добавлением 1 мМ 
ЭДТА и  0,1  мМ фенилметилсульфонилфтори-
да подвергали хроматографии на  UNOsphere Q 
и неомицин-агарозе [13].

Спектрофотометрическое определение концен-
трации веществ

Спектры поглощения препаратов были изме-
рены с помощью спектрофотометра СФ-2000-02 
(«ОКБ-Спектр», Россия). Концентрацию реаген-
тов определяли, используя коэффициенты экс-
тинкции: димер MPO - ε430 = 178 000 M-1 × см-1 [14], 

CP - ε610 = 10 000 M-1 × см-1 [23], H2O2 - ε240 = 43,6 
M-1 × см-1 [16], ClO- - ε292 = 350 M-1 × см-1 [22].

Получение антител против CP и  CP-HOCl, 
а также выявление CP-HOCl

Антитела против CP от  крыс получали после 
3-х иммунизаций крыс препаратом интактного 
CP, из  сыворотки животных выделяли фракцию 
IgG и проводили их аффинную очистку на агаро-
зе с иммобилизованным CP. 

С помощью иммунизации кроликов CP-HOCl 
были получены специфические поликлональные 
антитела кроликов против CP-HOCl, исполь-
зованные для  сорбции модифицированного CP 
на твердой фазе и его последующей детекции с по-
мощью антител крысы против CP. Для получения 
антигена CP инкубировали с HOCl при мольном 
соотношении окислитель:CP = 20:1 в течение 30 
минут при 37 °С. Модифицированный CP отде-
ляли от  неокисленного белка с  помощью диск-
электрофореза в  ПААГ [18], вырезали из  геля 
зону окисленного CP. Далее CP-HOCl подвер-
гали препаративному электрофорезу с SDS [19], 
вырезали белок из геля и использовали для имму-
низации кроликов. После 4-х иммунизаций с ин-
тервалом в  2 недели была получена антисыво-
ротка против CP-HOCl. Из сыворотки выделяли 
фракцию IgG с  помощью осаждения сульфатом 
аммония. Для очистки антител от фракции, реа-
гирующей с  интактным CP-проводили негатив-
ную аффинную хроматографию на агарозе с им-
мобилизованным CP.

Измерение концентрации CP-HOCl в плазме 
крови осуществляли по  следующему протоколу: 
антитела кроликов против CP-HOCl (5 мкг/мл), 
растворенные в 40 мМ Na2CO3, 80 мМ NaHCO3, 
pH  9,4, адсорбировали в  96-луночных полисти-
рольных планшетах в  течение ночи при 4  °С. 
После 3-х отмывок фосфатно-солевым буфером 
(PBS: 8,7 мМ Na2HPO4, 1,5 мМ KH2PO4, 137 мМ 
NaCl и 2,7 мМ KCl; рН 7,4), содержащим 0,05%-
ый Tween 20, в  лунки помещали препараты CP, 
модифицированного 20-молярным избытком 
HOCl, в концентрациях 0; 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 
20; 40  нг/мл и  образцы плазмы, разбавленные 
от 10 до 80 раз PBS, содержащим 0,05%-ый Tween 
20. После 60 минут инкубации в  термошейкере 
при 37 °С и 270 об/мин лунки планшета отмыва-
ли 3 раза PBS, содержащим 0,05%-ый Tween  20. 
В  лунки помещали аффинные антитела крыс 
против CP (50 мкг/мл), через 60 минут планшет 
отмывали 3 раза PBS, содержащим 0,05%-ый 
Tween 20. В  лунки помещали конъюгат анти-
тел против IgG крыс с  пероксидазой из  корней 
хрена (1:5000), через 60 минут планшет отмы-
вали 3 раза PBS, содержащим 0,05%-ый Tween 
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20. В  планшет помещали раствор, содержащий 
2 мг 3,3’,5,5’-тетраметилбензидина, 1  мМ H2O2 
в 12 мл 50 мМ Na-ацетатного буфера, pH 5,5. Че-
рез 5 минут инкубации реакцию останавливали 
2  M серной кислотой и  измеряли поглощение 
при 405 нм с помощью планшетного монохрома-
торного флуориметр-люминометр-спектрофото-
метра (CLARIOstar, BMG LABTECH, Германия). 
Калибровочный график зависимости A405 от  
[CP-HOCl] обрабатывали в программе MS Excel 
2002 как линейную функцию (коэффициент де-
терминированности R2, нормированный от  0 
до  1, составлял не  менее 0,98). Концентрацию 
CP-HOCl в  образце плазмы крови выражали 
в  нг/ мл после сравнения поглощения образца 
плазмы (с учетом его разбавления) с калибровоч-
ной прямой для модифицированного CP.

Определение концентрации CP
Для  количественного определения кон-

центрации CP в  плазме крови сравнивали 
p-фенилендиамин-оксидазную активность об-
разца сыворотки крови с активностью серии ка-
либровочных растворов CP в  модифицирован-
ном для  микроформата варианте [35]. В  лунки 
96-луночного планшета вносили по 10 мкл проб 
сыворотки крови либо калибровочных раство-
ров, содержащих 100-1300 мкг/мл очищенного 
CP [13], во все лунки добавляли по 200 мкл 0,2% 
p-фенилендиамина в  0,4 М Na-ацетатном буфе-
ре, рН 5,5. Через 60 минут реакцию останавлива-
ли, внося в лунки по 40 мкл 0,5% NaN3 (ингиби-
тор активности CP). Измеряли поглощение проб 
при 530 нм с помощью планшетного монохрома-
торного флуориметр-люминометр-спектрофото-
метра (CLARIOstar, BMG LABTECH, Германия). 
В  программном обеспечении прибора (Mars) 
строили калибровочную прямую, по  которой 
прибор автоматически рассчитывает содержание 
CP в образцах – в мкг/мл.

Определение пероксидазной активности MPO 
и общей пероксидазной активности в плазме крови

Для  спектрофотометрического определения 
общей пероксидазной активности плазмы крови 
(Σ (PA)) в буферный раствор, содержащий 0,2 М 
Na2HPO4/0,1 М лимонной кислоты (рН 4,5), 
добавляли субстрат о-дианизидин (380 мкМ) 
и 1/13,3 объема плазмы крови (например, 60 мкл 
плазмы до объема образца 800 мкл). Реакцию за-
пускали добавлением 100 мкМ Н2О2 и в кинети-
ческом режиме в  течение 6-8 минут определяли 
скорость окисления о-дианизидина – А460/ мин [4, 
5]. Измерения проводили при 20  °С  на спек-
трофотометре СОЛАР PB 2201 (г.  Минск, Бела-
русь). А460/мин рассчитывали как  тангенс угла 
наклона начального линейного участка кине-

тической кривой, содержащей минимум шесть 
экспериментальных точек, по  линейной экс-
траполяции с  использованием статистической 
программы графического редактора Origin  7.0.  
Σ (PA) рассчитывали с учетом разбавления образ-
ца плазмы крови: 

S (PA) = ∆А/мин × 13,3.

Пероксидазную активность МРО в  плазме 
крови (МРО (РA)) оценивали разностным мето-
дом. Для этого готовили дополнительную пробу, 
содержащую, помимо всех вышеперечисленных 
компонент, специфический ингибитор фермен-
тативной активности МРО – гидразид 4-амино-
бензойной кислоты (50 мкМ). МРО (РA) вычис-
ляли согласно соотношению:

МРО (PA) = (∆А/мин – ∆Аинг/мин) × 13,3.

где ∆А/мин и ∆Аинг/мин – скорость окисления 
o-дианизидина в отсутствие и в присутствии ин-
гибитора соответственно.

Определение концентрации MPO и ее галогени-
рующей активности

Измерение концентрации MPO в плазме кро-
ви осуществляли с помощью разработанного ра-
нее [3] оригинального метода иммунофермент-
ного анализа с  использованием антител против 
MPO, полученных иммунизацией крыс и кроли-
ков. 

Галогенирующую активность MPO (HA) 
в плазме крови оценивали по флуоресценции ре-
зоруфина, который образовывался при окислении 
10-ацетил-3,7-дигидроксифеноксазина  в  при
сутствии HOBr, продуцируемой активной MPO, 
которая связывалась при инкубации образцов 
в  планшетах с  адсорбированными на  поверхно-
сти лунок аффинными антителами против MPO, 
полученными от  крыс [3]. Антитела (5  мкг/мл), 
растворенные в 40 мМ Na2CO3, 80 мМ NaHCO3, 
pH 9,4, адсорбировали в  96-луночных полисти-
рольных планшетах в  течение ночи при 4  °С. 
После 3-х отмывок PBS, содержащим 0,05%-ый 
Tween 20, в  лунки помещали очищенную MPO 
в  концентрациях 0; 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 
40 нг/мл и образцы плазмы, разбавленные от 10 
до  80 раз PBS, содержащим 0,05%-ый Tween 20. 
После 60 минут инкубации в  термошейкере 
при 37  °С  и 270 об/мин лунки планшета отмы-
вали 3 раза PBS, содержащим 0,05%-ый Tween 
20. В  лунки помещали раствор, содержащий 
1  мкМ 10-ацетил-3,7-дигидроксифеноксазина, 
10 мкМ H2O2, 20 мМ NaBr, 200 мM (NH4)2SO4, 
24 мМ Na- цитратный буфер, pH 6,0. Через 30 
минут инкубации в  термошейкере при 37  °С  и 
270 об/ мин измеряли флуоресценцию резору-



704

Sokolov A.V. et al.
Соколов А.В. и др.

Medical Immunology (Russia)/Meditsinskaya Immunologiya
Медицинская Иммунология

фина при 580- 620 нм (возбуждение 535-555 нм) 
с  помощью планшетного монохроматорного 
флуориметр-люминометр-спектрофотометра 
(CLARIOstar, BMG LABTECH, Германия). Ка-
либровочный график зависимости интенсив-
ности флуоресценции I от  [MPO] обрабатывали 
в  программе MS Excel 2002 как  биномиальную 
функцию I = a[MPO]2+b[MPO]+c (коэффициент 
детерминированности R2, нормированный от  0 
до 1, составлял не менее 0,97). Вычисляли актив-
ность MPO в плазме с учетом разбавления образ-
ца и выражали ее как нг/мл очищенной MPO.

Статистическая обработка результатов
Эксперименты повторяли три раза (n  =  3), 

среднее значение рассчитывали по формуле:

X n Xm i= ( )/ ,1 Σ

где Хi  – значение для  каждого измерения. 
Стандартную ошибку выражали как S*/n, где 

S =
 (X X )

(n1)
.* i m

2Σ

Для определения параметров корреляции ис-
пользовали коэффициент корреляции Пирсо-
на (r).

Результаты
Были исследованы: содержание CP и CP- HOCl, 

MPO (PA) и  МРО (НА), концентрация MPO и 
Σ (PA) в 69 образцах плазмы крови доноров с раз-
личной степенью тяжести сердечно-сосудистых 
заболеваний (табл. 1).

Был проведен анализ корреляционных свя-
зей измеренных показателей (табл. 2). Кон-
центрация MPO была связана положительной 
корреляционной связью с MPO (НА) (r = 0,87, 
p  <  0,0001, рис. 1А) и  MPO (PA) (r  =  0,51, 
p < 0,0001). Концентрация CP-HOCl была свя-
зана положительной корреляционной связью 
с  концентрацией MPO (r  =  0,76, p  <  0,0001, 
рис.  1Б) и  с MPO (НА) (r  =  0,80, p  <  0,0001, 
рис. 1В). В качестве показателя удельной актив-
ности MPO было использовано отношение кон-
центрации MPO к Σ (PA), оцененной по окис-
лению о-дианизидина. Продемонстрирована 
положительная корреляционная связь данного 
показателя с концентрацией CP-HOCl (r = 0,86, 
p < 0,0001, рис. 1Г). Интересно, что концентра-
ция CP и Σ (PA) не  коррелировала ни  с одним 
из перечисленных показателей.

ТАБЛИЦА 1. ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА ПОКАЗАТЕЛЕЙ, ИЗМЕРЕННЫХ В ОБРАЗЦАХ КРОВИ ПАЦИЕНТОВ

TABLE 1. GENERAL CHARACTERISTICS OF THE MARKERS MEASURED IN BLOOD SAMPLES OF PATIENTS

Показатель – обозначение, единицы измерения
Marker: abbreviations, units

Среднее ± стандартная 
ошибка

Mean ± standard error

Медиана 
(минимальное – 

максимальное значение)
Median (minimum – 

maximum value)

Концентрация MPO – MPO, нг/мл
MPO concentration: MPO, ng/ml 137,3±56,9 116,4 (37,1-680,4)

Галогенирующая активность MPO – MPO (HA), нг/мл
Halogenating activity of MPO: MPO (HA), ng/ml 71,2±62,7 44,3 (3,2-662,1)

Пероксидазная активность MPO – MPO (PA), 1/мин
Peroxidase activity of MPO: MPO (PA), 1/min 0,0776±0,0575 0,0559 (0-0,364)

Общая пероксидазная активность – Σ (PA), 1/мин
Total Peroxidase activity: Σ (PA), 1/min 0,715±0,181 0,713 (0,178-1,215)

Концентрация CP – CP, мкг/мл
CP concentration: CP, µg/ml 312±93 305 (65-613)

Концентрация CP, модифицированного  
HOCl – CP-HOCl, нг/мл
Concentration of HOCl-modified CP: CP-HOCl, ng/ml

65±63 23 (1-344)

Отношение концентрации MPO к общей пероксидаз-
ной активности – MPO/Σ (PA), нг × мин/мл
Ratio of MPO concentration and total peroxidase activity: 
MPO/Σ (PA), ng × min/mL

212±103 171 (59-857)
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Рисунок 1. Графики зависимости галогенирующей активности MPO от концентрации MPO (А); CP, 
модифицированного HOCl, от концентрации MPO (Б); CP, модифицированного HOCl, от галогенирующей 
активности MPO (В); CP, модифицированного HOCl, от отношения концентрации MPO к общей пероксидазной 
активности плазмы крови (Г)
Figure 1. Dependence plots between halogenating activity of MPO and its concentration (A); concentration of HOCl-modified CP 
and concentration of MPO (B); concentration of HOCl-modified CP and halogenating MPO activity (C); concentration of HOCl-
modified CP, and a ratio between MPO concentration and total peroxidase activity (D)

ТАБЛИЦА 2. КОРРЕЛЯЦИОННАЯ МАТРИЦА ИЗМЕРЕННЫХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ 

TABLE 2. CORRELATION MATRIX OF THE MEASURED MARKERS 

MPO MPO (HA) MPO (PA) Σ (PA) CP CP-HOCl

MPO (HA) r = 0,87;
p < 0,0001 –

MPO (PA) r = 0,51;
p < 0,001

r = 0,47;
p < 0,0001 –

Σ (PA) r = 0,00;
p = 0,61

r = -0,19;
p = 0,11

r = 0,32;
p = 0,05 –

CP r = 0,42;
p = 0,01

r = 0,20;
p = 0,09

r = 0,04;
p = 0,83

r = 0,07;
p = 0,69 –

CP-HOCl r = 0,76;
p < 0,0001

r = 0,80;
p < 0,0001

r = 0,26;
p = 0,1119

r = -0,26;
p = 0,11

r = 0,31;
p = 0,05 –

MPO/Σ (PA) r = 0,89;
p < 0,0001

r = 0,84;
p < 0,0001

r = 0,29;
p = 0,07

r = -0,31;
p = 0,06

r = 0,40;
p = 0,01

r = 0,86;
p < 0,0001

Примечание. Обозначения столбцов и строк см. в таблице 1, в ячейках представлены значения коэффициента 
корреляции Пирсона.

Note. For abbreviated names of columns and rows, see Table 1. The cells represent values of Pearson correlation quotient.
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Обсуждение
Ранее нами было показано, что концентрация 

MPO повышена у пациентов с острым коронар-
ным синдромом по сравнению со здоровыми до-
норами, а  прогрессивное снижение MPO (PA) 
в процессе тромболитической терапии коррели-
рует с  благоприятным исходом заболевания  [4]. 
Нами были разработаны оригинальные мето-
ды оценки MPO (PA) и  МРО (НА), а  также со-
держания MPO, иммуноферментный анализ 
для  оценки концентрации CP-HOCl. Наличие 
специфической МРО (НА) позволило разра-
ботать упрощенный вариант иммунофермент-
ного анализа, в  котором после сорбции MPO 
на твердой фазе возможно выявление активности 
MPO [8]. Этот подход существенно сокращает 
время анализа. В  прототипе метода с  помощью 
10-ацетил-3,7-дигидроксифеноксазина выяв-
лялась MPO (PA), адсорбированной на  антите-
лах [20], однако, как показали наши эксперимен-
ты, бромирующая активность MPO практически 
не  подавляется CP [32] и, следовательно, окис-
ление ацетил-3,7-дигидроксифеноксазина под 
действием HOBr, продуцируемой MPO, более 
адекватно отражает концентрацию MPO. Это 
подтверждается достоверной корреляционной 
связью между концентрацией MPO и МРО (НА) 
(рис.  1А). Обнаружение комплексов, включаю-
щих CP и MPO, в плазме пациентов с атероскле-
розом [27] предполагало возможность образова-
ния при сердечно-сосудистых заболеваниях CP, 
модифицированного HOCl  – основным про-
дуктом катализа MPO, однако только в  данном 
исследовании впервые удалось обнаружить хло-
рированный CP в плазме крови больных с сер-
дечно-сосудистой недостаточностью.

При сопоставлении измеренных показате-
лей на  репрезентативном количестве образцов 
плазмы крови (n = 69) от пациентов с различной 
степенью тяжести сердечно-сосудистых забо-
леваний нам удалось проследить ряд корреля-
ционных связей, хорошо согласующихся с  дан-
ными, полученными на  экспериментальных 
моделях исследования ферментативных свойств 
MPO. Во-первых, MPO (PA) в плазме крови по-
ложительно коррелирует с  концентрацией MPO 
и MPO (HA). Во-вторых, получена положитель-
ная корреляционная зависимость между концен-
трацией МРО и  показателем галогенирующего 
стресса (концентрация CP, модифицированно-
го HOCl) и  отношением концентрации MPO к 
Σ  (PA). Ранее нами было показано, что по  мере 
иммунопреципитации CP из плазмы крови сни-
жается эффективность ингибирования плазмой 
MPO (PA) [33]. Обращает на себя внимание факт, 
что концентрации MPO и  CP-HOCl довольно 
близки, такой результат можно объяснить тем, 

что комплекс между MPO и  CP в  плазме крови 
относительно стабилен [27], и, вероятнее всего, 
при окислительном/галогенирующем стрессе 
у  пациентов с  сердечно-сосудистыми заболева-
ниями модификации подвергается CP, находя-
щийся в непосредственном контакте с MPO. 

Важно отметить, что концентрация CP, изме-
ренная по степени окисления его синтетическо-
го субстрата p-фенилендиамина, не коррелирует 
ни с одним из перечисленных показателей. Дан-
ный факт подтверждает важность определения 
целостности полипептидной цепи CP, а  не его 
концентрации, поскольку именно интактность 
CP определяет эффективное ингибирование ак-
тивности MPO [9, 28, 32]. Например, степень 
протеолиза CP в  синовиальной жидкости кор-
релирует с  тяжестью симптомов ревматоидно-
го артрита [26]. Нами было показано, что CP 
взаимодействует с  протеиназами нейтрофилов 
и  матриксными металлопротеиназами 2 и  12, 
что также способствует расщеплению его поли-
пептидной цепи [10, 11, 12]. Разработка методов 
количественной оценки непротеолизованного 
CP представляется перспективной и может быть 
реализована при получении моноклональных 
антител против участков CP, подвергающихся 
протеолитической деградации при воспалении. 
Учитывая, что при физиологических условиях 
MPO также способна катализировать образова-
ние бромноватистой кислоты (HOBr) [34], пред-
ставляется перспективным получение антител 
против CP, модифицированного HOBr, с  целью 
анализа модификации белка этим оксидантом.

На роль регуляторов активности MPO, кроме 
CP, претендуют низкомолекулярные соединения 
(тиоцианат, тирозин, глутатион и урат) [36], в бу-
дущем определение их концентрации в  плазме 
крови больных сердечно-сосудистыми заболева-
ниями может дополнить картину регуляции раз-
вития галогенирующего стресса, опосредованно-
го активностью MPO и  других гемсодержащих 
пероксидаз человека. 
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ЦИРКУЛЯТОРНЫЙ СЕКРЕТОРНЫЙ ИММУНОГЛОБУЛИН А 
ПРИ СЕПТИЧЕСКИХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ
Мальцева Н.В.1, Лапутенко Т.А.2, Архипова С.В.3, Смирнова А.Ш.1, 
Лыкова О.Ф.1, Горбатовский Я.А.1, Мещерякова О.А.4
1 Новокузнецкий государственный институт усовершенствования врачей – филиал ФГБОУ ДПО «Российская 
медицинская академия непрерывного профессионального образования» Министерства здравоохранения РФ,  
г. Новокузнецк, Россия 
2 ООО «МЕДИКА-2», г. Новокузнецк, Россия  
3 ГБУЗ Кемеровской области «Новокузнецкая городская клиническая больница № 29», г. Новокузнецк, Россия  
4 ГБУЗ Кемеровской области «Новокузнецкая городская клиническая больница № 1», г. Новокузнецк, Россия

Резюме. Недостаточность локального иммунитета может играть немаловажную роль в патогенезе 
сепсиса, а значит, и септического (острого) инфекционного эндокардита (ИЭ). В работе исследова-
ли содержание секреторного иммуноглобулина А  (sIgA) в сыворотке крови пациентов обоего пола 
с сепсисом (26 женщин и 32 мужчины), острым (11 женщин и 23 мужчины) и подострым (7 женщин 
и 13 мужчин) ИЭ в зависимости от локализации очага инфицирования (ангиогенный или неанги-
огенный), исхода заболевания и  носительства генотипических вариантов локуса гена глутатион-S-
трансферазы Пи1 (GSTP1Ile105Val). В качестве группы контроля обследовали лиц, не имеющих призна-
ков очаговой и системной инфекции и не страдающих артериальной гипертензией и ишемической 
болезнью сердца (25 женщин и 24 мужчины). В работе применяли иммуноферментный анализ и ал-
лель-специфическую полимеразную цепную реакцию. Найдено, что при большой индивидуальной 
вариабельности концентрации sIgA в сыворотке крови при сепсисе и ИЭ у большинства больных на-
блюдается значительное (в среднем в 4 раза) ее повышение в сравнении с контролем, как у мужчин, 
так и у женщин, особенно выраженное при остром течении ИЭ (в среднем в 5 раз в сравнении с кон-
тролем). Подострый ИЭ характеризуется меньшим количеством sIgA в циркуляции, чем острый ИЭ 
и сепсис, что можно использовать при ранней дифференциальной диагностике данных нозологий. 
Гендерных различий в содержании sIgA не обнаружено. При сепсисе с неангиогенным источником 
инфекции уровень sIgA был выше, чем при ангиогенном инфицировании. Не обнаружено его связи 
с выживаемостью (летальностью), что исключает тестируемый показатель из числа прогностических 
маркеров сепсиса и ИЭ. Носительство гетерозиготного генотипа GSTP1Ile105Val усиливает риск развития 
сепсиса и ИЭ независимо от варианта его течения, а гомозиготный генотип GSTP1Ile105Ile предраспола-
гает к более высокому содержанию иммуноглобулина в циркуляции, чем генотип GSTP1Val105Val. Таким 
образом, широкий диапазон индивидуальной вариабельности уровня sIgA в циркуляции при сепсисе 
и инфекционном эндокардите может быть обусловлен локализацией очага инфицирования и генети-
ческими факторами.
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СIRCULATING SECRETORY IMMUNOGLOBULIN A IN SEPTIC 
DISORDERS
Mal'tseva N.V.a, Laputenko T.A.b, Arkhipova S.V.c, Smirnova A.Sh.a, 
Lykova O.F.a, Gorbatovskiy Ya.A.a, Meshcheryakova O.A.d
a Novokuznetsk State Institute for Postgraduate Medical Education – Branch of Russian Medical Academy  
for Permanent Professional Education, Novokuznetsk, Russian Federation  
b MEDICA-2 LLC, Novokuznetsk, Russian Federation  
c Kemerovo Regional Novokuznetsk Municipal Clinical Hospital No. 29, Novokuznetsk, Russian Federation  
d Novokuznetsk City Clinical Hospital No. 1, Novokuznetsk, Russian Federation 

Abstract. Insufficiency of local immunity can play an important role in pathogenesis of sepsis, including septic 
(acute) infectious endocarditis (IE). The paper presents data on secretory immunoglobulin A (sIgA) contents 
in blood serum of patients with sepsis (26 women and 32 men), acute (11 women and 23 men) and subacute 
(7 women and 13 men) IE, depending on localization of the infection site (angiogenic or non-angiogenic), 
outcome of the disease and carriage of glutathione-S-transferase P1 gene variants (GSTP1Ile105Val). A control 
group consisted of 25 women and 24 men without hypertension and ischemic heart disease and lacking evidence 
of focal and systemic infection, was examined. Laboratory studies were performed with еnzyme immunoassay 
and allele-specific polymerase chain reaction. We have found that, despite large individual variability of serum 
sIgA concentration in sepsis and infectious endocarditis, the majority of patients had a significant (on average, 
4-fold) IgA increase against controls, in both men and women, especially in acute IE (a mean of 5-fold over 
control values). Subacute infectious endocarditis is associated with lesser sIgA in circulation than acute IE and 
sepsis, which may be used for early differential diagnosis of these conditions. There were no gender differences in 
sIgA contents. In sepsis with non-angiogenic source of infection, the sIgA levels were higher than in angiogenic 
infection. There was no association of sIgA level with survival (mortality), which excludes this index from 
predictive markers in sepsis and IE. Carriage of heterozygous GSTP1Ile105Val genotype increases the risk of sepsis 
and IE development, regardless of clinical course, and homozygous genotype GSTP1Ile105Ile is associated with 
higher contents of circulating immunoglobulin than in carriers of GSTP1Val105Val genotype. Thus, a wide range 
of individual variability in of circulating sIgA levels in patients with sepsis and infective endocarditis may be 
connected with location of infection source and genetic factors.

Keywords: sepsis, acute and subacute infective endocarditis, serum secretory IgA, gene locus GSTP1Ile105Val

Введение 
Сепсис и  инфекционный эндокардит (ИЭ) 

относятся к  наиболее тяжелой патологии чело-
века и нередко развиваются как осложнение хи-
рургических, гинекологических, урологических 
заболеваний, манипуляций на  сердце. Извест-
но, что ИЭ формируется в  результате действия 
факторов, предрасполагающих эндотелий к  ин-
фицированию и  развитию разрушающего эндо-
кард воспаления. Острый ИЭ, расцениваемый 
как  сепсис  [1], характеризуется интоксикацией, 
наличием вегетаций на  клапанах сердца и  бы-
стрым развитием клапанной деструкции. При 
подостром инфекционном эндокардите, вызы-
ваемом менее вирулентными возбудителями, на-
блюдаются не  столь выраженные интоксикация 
и иммунные нарушения. 

Выявление иммуносупрессии, развивающей-
ся при тяжелом сепсисе, привело к необходимо-
сти измерения количества эндогенных иммуно-
глобулинов для  возможности прогнозирования 
исхода болезни. В  большинстве исследований 
обычно определяют содержание IgG-, IgM-, 

IgA- классов. Их уровни в плазме крови, снижен-
ные до определенных значений, могут указывать 
на повышенную вероятность неблагоприятного ис-
хода заболевания [7, 9, 20]. Иммунологический 
мониторинг предлагается использовать для свое
временного и  персонализированного прогноза 
септических заболеваний [10], а  препараты им-
муноглобулинов  – в  качестве дополнительной 
терапии при сепсисе или септическом шоке [15]. 

Немаловажную роль в патогенезе сепсиса мо-
жет играть и  локальный иммунитет. Иммунная 
система слизистых оболочек, как  иммуноциты, 
так  и гуморальные факторы, препятствует про-
никновению микробов в l. propria. Иммунная со-
ставляющая мукозального барьера, как  первая 
линия защиты слизистых оболочек кишечника, 
респираторного тракта и  др. от  инвазии патоге-
нов, представлена, прежде всего, секреторным 
IgA (sIgA), который, как известно, осуществляет 
нейтрализацию вирусов, бактерий и  токсинов, 
ингибирует адгезию микробов к  слизистой обо-
лочке [21]. Дисфункция мукозального барьера 
на  любом уровне способна привести к  воспале-
нию и повреждению тканей [8]. Недостаточность 
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по sIgA может играть важную роль в патофизио
логии сепсиса, т.к. повышается транслокация 
бактерий и токсинов в низлежащие ткани и си-
стемную циркуляцию, что ведет к развитию вто-
ричных инфекций и  множественной органной 
недостаточности [17]. Таким образом, sIgA может 
участвовать в  патогенезе сепсиса, однако соот-
ветствующие исследования немногочисленны, 
отсутствует количественная характеристика sIgA 
при инфекционном эндокардите. 

В  связи с  тем, что sIgA обнаруживается в  пе-
риферической крови [3] и  его продукция может 
зависеть от  гена глутатион-S-трансферазы Пи1 
(GSTP1) [2], кодирующего фермент GSTP1, спо-
собный защищать эндотелий от токсических сое-
динений [11], целью работы явилось определение 
уровня sIgA в сыворотке крови пациентов с сеп-
сисом и  инфекционным эндокардитом как  но-
сителей различных генотипических вариантов 
полиморфизма GSTP1Ile105Val, связанного с риском 
развития инфекционного эндокардита [4, 5].

Материалы и методы
Обследовано 54 пациента в  возрасте от  26 

до 75 лет, находившихся на стационарном лече-
нии в терапевтических клиниках г. Новокузнец-
ка с  диагнозом «инфекционный эндокардит», 
выставленным на  основании критериев DUKE. 
У 34 пациентов (11 женщин и 23 мужчины) было 
диагностировано острое течение заболевания 
(оИЭ)  – значительная часть из  них принимала 
наркотики внутривенно и у 27 человек обнаруже-
но поражение трикуспидального клапана сердца 
(ТК). Один человек в этой группе страдал хрони-
ческой болезнью почек с  необходимостью про-
ведения гемодиализа. У  трех больных выявлен 
ревматический порок митрального и аортального 
клапанов сердца (МК, АК) и проведено протези-
рование клапанов. Врожденные пороки сердца, 
пролапс митрального клапана 2-3 степени с  си-
столическим шумом обнаружены у двух пациен-
тов, у одного пациента эндокардит с поражением 
ТК развился на фоне тяжелой вирусной инфек-
ции. У 20 пациентов (7 женщин и 13 мужчин) ди-
агностировано подострое течение ИЭ (п/оИЭ). 
В этой группе поражение АК выявлено у 9 чело-
век, у 4 больных инфицирован МК, у 5 пациентов 
обнаружено сочетанное поражение клапанов МК 
и АК, у одного больного, принимавшего нарко-
тики внутривенно, – МК и ТК. В данной группе 
страдали ревматическими пороками сердца пять 
пациентов, у  трех из  них выявлен врожденный 
порок сердца (ВПС). Проведено протезирова-
ние клапанов (МК и АК) четырем больным, МК 
и ТК – одному пациенту, у трех пациентов опери-
рованы АК и МК по поводу ВПС. 

У  всех больных ИЭ неоднократно проводи-
лось исследование крови на  стерильность. У  26 

больных выявлены Staphylococcus aureus и Strepto
coccus viridans, у 5 человек – другие возбудители 
(Enterobacter spp., Klebsiella spp., Escherichia  coli 
и  Pseudomonas aeruginosa). У  остальных больных 
инфекционный агент не был обнаружен, в основ-
ном в группе с подострым течением заболевания, 
в которой пациенты принимали антибактериаль-
ные препараты на амбулаторном этапе лечения.

У пациентов следующей группы в количестве 
58 человек (26 женщин и  32 мужчины) диагно-
стирован сепсис на  основании критериев Sofa. 
Основная часть пациентов этой группы находи-
лась в  отделении интенсивной терапии, отделе-
ниях хирургического профиля после оператив-
ного лечения. Из них 23 пациента оперированы 
по поводу острой хирургической патологии ЖКТ 
(холецистит, деструктивный панкреатит, кишеч-
ная непроходимость, аппендицит с развитием пе-
ритонита). У 9 человек сепсис развился на фоне 
внутривенного приема наркотиков (ангиогенный 
сепсис), у 26 человек – другие источники инфек-
ции (неангиогенный сепсис – гнойные процессы 
кожи и  подкожной клетчатки, патология моче
половой системы, ЖКТ). 

Все пациенты получали антибактериальную 
терапию  – антибиотики широкого спектра дей-
ствия, антикоагулянтную и  симптоматическую 
терапию по  показаниям. Смертность госпитали-
зированных пациентов с сепсисом составила 29%, 
а больных с оИЭ – 13%.

В  группу контроля включены 49 лиц в  воз-
расте от 27 до 74 лет (25 женщин и 24 мужчины), 
не  имеющих признаков очаговой и  системной 
инфекции и не страдающих артериальной гипер-
тензией и ишемической болезнью сердца. 

Все обследованные лица проживали на  тер-
ритории Кемеровской области и были русскими. 
Забор крови и молекулярно-генетические иссле-
дования проводились на основании их информи-
рованного согласия. 

Забор образцов периферической крови у боль-
ных ИЭ проводили на 2-4 день и у больных сепси-
сом – в течение 1-2 недель после госпитализации. 
Выделение сыворотки проводили стандартно. 
Для выделения геномной ДНК забирали по 3 мл 
цельной венозной крови в стандартные стериль-
ные вакуумные одноразовые пластиковые про-
бирки, содержащие ЭДТА-K3 (IMPROVE, Китай). 
ДНК выделяли с  помощью коммерческого реа-
гента «ДНК-экспресс-кровь-плюс» или  «ДНК-
экспресс-кровь» (НПФ  «Литех», Москва). Гено-
типирование осуществляли по  полиморфному 
локусу rs1695 (нуклеотидная замена GSTP1313А > G, 
аминокислотная замена GSTP1Ile105Val, альтерна-
тивное название GSTP1I105V) гена GSTP1 с исполь-
зованием соответствующих комплектов реагентов 
для выявления мутаций (полиморфизмов) в гено-
ме человека «SNP-экспресс» (НПФ «Литех», Мо-
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сква) с  помощью метода аллель-специфической 
полимеразной реакции. 

В  образцах сывороток крови определяли кон-
центрацию секреторного иммуноглобулина А (sIgA) 
методом твердофазного иммуноферментного 
анализа на  иммуноферментном автоматическом 
анализаторе Лазурит (Dynex Technol., США) с ис-
пользованием стандартного набора реагентов IgA 
секреторный-ИФА-БЕСТ А-8668 (АО «Вектор-
Бест», г. Новосибирск). 

Математическую обработку результатов ис-
следований проводили с  помощью пакетов ста-
тистических программ InStatII, Microsoft Excel. 
Стандартная обработка включала подсчет выбор-
ки (n  – количество обследованных лиц), сред-
них арифметических величин (М), стандартных 
ошибок среднего (m), 95%-ного доверительного 
интервала (95% CI). Значимость различий пока-
зателей между группами оценивали с  помощью 
непараметрического критерия Манна–Уитни (р). 
Корреляционную связь между показателями 
оценивали с помощью непараметрического кри-
терия Спирмена (r). Критический уровень зна-
чимости при проверке статистических гипотез 
принимался равным 0,05. 

Результаты 
Содержание sIgA в  сыворотке крови обследо-

ванных лиц
Анализ показал (табл.  1), что в  отличие 

от  группы контроля, в  которой концентрация 
sIgA варьировала от 0,9 до 5,9 мг/л у обследован-
ных лиц, у больных ИЭ она составила более ши-
рокий диапазон и  с более высокими граничны-
ми значениями – от 3 мг/л до 23 мг/л. При этом 
только у  девяти (17%) человек с  ИЭ она была 
меньше 5,9 мг/л, т.е. меньше верхней границы 
диапазона группы контроля и  меньше ориенти-
ровочной верхней границы нормы (5,47 мг/л), 
приведенной в инструкции к используемому на-
бору реагентов А-8668, в соответствии с которой 
интервал концентрации sIgА в  сыворотке кро-
ви здоровых доноров составляет 1,69-5,47 мг/л 
(АО  «Вектор-Бест», г.  Новосибирск). У  осталь-
ных пациентов с ИЭ (45 человек, 83%) искомая 
концентрация (14,5±0,8 мг/л, диапазон значений 
5,94-22,5 мг/л) была больше в сравнении с кон-
тролем в среднем в 4,5 раза (р < 0,0001). В сред-
нем уровень иммуноглобулина в группе с ИЭ был 
выше, чем в контроле, в 4 раза (р < 0,0001).

При анализе концентрации sIgA в группе боль-
ных ИЭ с учетом варианта течения заболевания 
было обнаружено, что она была самой высокой 
у лиц с оИЭ – в среднем выше соответствующего 
значения у лиц с п/оИЭ в 1,5 раза (р < 0,05), а по 
сравнению с контролем – в 5 раз (p < 0,0001). У 2 
(6%) человек с оИЭ концентрация sIgA состави-
ла 4,3 мг/л и 5,1 мг/л, у остальных (32 человека, 

94%) – статистически значимо выше нормы, ко-
леблясь от 5,9 мг/л до 22,5 мг/л (среднее значе-
ние 15,4±0,9 мг/л, n = 32, p < 0,0001 в сравнении 
с контролем). 

В  группе лиц с  подострым течением ИЭ 
у  семи (35%) человек концентрация sIgA варьи-
ровала от 3,0 до 5,2 мг/л, у остальных тринадца-
ти (65%) человек превышала максимальный по-
казатель контроля, 5,9 мг/л, составляя интервал 
от  6,7  мг/л до  21,8 мг/л, в  среднем больше, чем 
в группе контроля, в 3 раза (р < 0,0001), но мень-
ше, чем в группе с оИЭ, в 1,5 раза (р < 0,05). 

Хотя индивидуальная вариабельность те-
стируемого показателя была сходной при оИЭ  
и  п/оИЭ (табл.  1), отмечено, что у  25 человек 
(81%) с  оИЭ концентрация иммуноглобулина 
была выше 10 мг/л, а в группе лиц с подострым 
течением заболевания у  подавляющего боль-
шинства больных п/оИЭ (14 человек, 78%) кон-
центрация этого белка была меньше 10 мг/л, 
что возможно использовать при ранней диффе-
ренциальной диагностике данных нозологий. 
Подтверждением такой возможности является 
дополнительный аргумент в виде найденной до-
стоверной положительной корреляционной свя-
зи между концентрацией sIgА и диагнозом оИЭ 
среди обследованных лиц с  оИЭ и  п/оИЭ (ко-
эффициент корреляции Спирмена равен 0,4084, 
n = 54, р = 0,0022). Соответственно, между кон-
центрацией sIgА и  установленным диагнозом  
п/оИЭ выявлена отрицательная корреляционная 
связь (коэффициент корреляции Спирмена ра-
вен -0,4084, n = 54, р = 0,0022). 

Гендерных различий в содержании sIgA у об-
следуемых больных ИЭ не  обнаружено. Как  у 
мужчин, так и у женщин наблюдался повышен-
ный уровень иммуноглобулина при разном вари-
анте течения ИЭ в сравнении с контролем, а при 
остром течении  – больше, чем при подостром, 
в среднем в 1,5 раза (р < 0,05). 

При сепсисе (табл.  1) количество sIgA в  сы-
воротке крови, как  у мужчин, так  и у  женщин, 
было также существенно выше, чем в контроле – 
в  среднем в  4 раза (р  <  0,0001). Размах данного 
показателя в  исследованной выборке находился 
в сходном с ИЭ диапазоне значений. У 21 (38%) 
пациента из 58 обследованных больных выявле-
но более 5,9 мг/л sIgA, максимального значения 
в группе контроля. Статистически значимых раз-
личий между группами с сепсисом и ИЭ по тести-
руемому показателю не было обнаружено, однако 
сравнение выборок значений sIgA при подостром 
течении ИЭ и  сепсисе позволило их выявить  – 
при п/оИЭ уровень иммуноглобулина меньше, 
чем при сепсисе, как у мужчин, так и у женщин 
(p < 0,05).

Таким образом, развитие инфекционного эн-
докардита и сепсиса сопровождается значитель-
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ным повышением сывороточного уровня sIgA 
в  сравнении с  контролем, как  у мужчин, так  и 
у женщин, особенно выраженным при остром те-
чении ИЭ. Подострое течение ИЭ характеризует-
ся меньшим количеством sIgA в циркуляции, чем 
острый ИЭ и  сепсис, что можно использовать 
для  расширения спектра лабораторно-диагно-
стических тестов при ранней дифференциальной 
диагностике данных нозологий. 

Уровень сывороточного sIgA при разных исхо-
дах и очагах инфекции 

Летальный исход в  клинике при сепси-
се (29%) оказался выше, чем при оИЭ (13%) 
(р  =  0,0404), и  зависел от  возраста. Так, возраст 
умерших от  сепсиса (n  =  18) составил 60,3±3,7 
лет, а возраст выживших (n = 32) – 47,3±2,6 лет 
(р  =  0,0141), но концентрация сывороточно-
го sIgA у  этих больных варьировала в  сходных 
пределах и  в среднем составила, соответствен-

но, 12,1±1,4 мг/л и 12,3±1,2 мг/л (р > 0,05). При 
оИЭ исход заболевания не  зависел от  возрас-
та – средний возраст умерших составил 32,8±2,4 
года (n = 5) и у выживших – 34,7±1,3 лет (n = 27), 
(р > 0,05), и также не выявлено различий в уров-
не иммуноглобулина. Данные, представленные 
в таблице 2, показывают, что сывороточный уро-
вень sIgA не связан с исходом заболевания. 

Влияние очага заражения на  уровень sIgA 
найдено лишь в группе с сепсисом, в которой не-
ангиогенное инфицирование приводило к боль-
шему содержанию иммуноглобулина в циркуля-
ции (14,3±1,3 мг/л, n  =  21, диапазон значений 
3,8-22,8  мг/л), чем ангиогенное (10,4±1,3 мг/л, 
n  =  25, диапазон значений 2,7-22,1 мг/л, 
р = 0,0325). В группе с ИЭ уровень иммуноглобу-
лина не зависел от локализации предполагаемого 
источника инфекции. 

ТАБЛИЦА 1. СОДЕРЖАНИЕ sIgA (мг/л) В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ОБСЛЕДОВАННЫХ ЛИЦ ПРИ ИНФЕКЦИОННОМ 
ЭНДОКАРДИТЕ (ИЭ), ОСТРОМ (оИЭ) И ПОДОСТРОМ (п/оИЭ), И СЕПСИСЕ
TABLE 1. CONTENTS OF sIgA (mg/l) IN BLOOD SERUM OF INDIVIDUALS WITH INFECTIVE ENDOCARDITIS (IE), ACUTE (aIE) 
AND SUBACUTE (saIE) CLINICAL COURSE, AND SEPSIS

ИЭ
IE

оИЭ
aIE

п/оИЭ
saIE

Сепсис
Sepsis

Сепсис + оИЭ
Sepsis + aIE 

Контроль
Control

1 2 3 4 5 6
Все обследованные лица
All the persons under study

12,8±0,98*
(54)

2,99-22,5**
p6 < 0,0001

14,8±0,98
(34)

4,3-22,5
р3 = 0,0030
р6 < 0,0001

9,5±1,4
(20)

2,99-21,8
р4 = 0,0368
р5 = 0,0081
р6 < 0,0001

12,6±0,8
(58) 

2,7-22,8
p6 < 0,0001

13,4±0,7
(92)

2,7-22,8
p6 < 0,0001

3,2±0,3
(49)

0,9-5,9

Мужчины
Men

13,4±1,1
(36)

4,3-22,5
p6 < 0,0001

15,2±1,2
(23)

4,3-22,5
р3 = 0,0562,
рС3 = 0,0254
р6 < 0,0001

10,3±1,8
(13)

4,9-21,8
p6 < 0,0001
р5 = 0,0681

12,9±1,3
(32) 

3,6-22,8
p6 < 0,0001

14,2±0,9
(55)

3,6-22,8
p6 < 0,0001

3,6±0,5
(24)

0,9-5,9

Женщины
Women

11,6±1,5
(18)

2,99-22,3
p6 < 0,0001

13,9±1,7
(11)

5,9-22,3
р3 = 0,0346
р6 < 0,0001

8,0±2,1
(7)

2,99-19,0
p6 = 0,0019
р5 = 0,079

11,7±1,2
(26) 

2,7-22,1
p6 < 0,0001

12,3±1,0
(37)

2,7-22,3
p6 < 0,0001

2,7±0,2
(25)

1,3-5,7

Примечание. В этой и последующих таблицах результаты представлены построчно как M±m (*), в круглых 
скобках количество образцов сыворотки крови, разброс данных от минимального до максимального значения 
(**); р – критерий Манна–Уитни, цифровое/буквенное обозначение рядом с р указывает на сравниваемую 
группу; рс – критерий Стьюдента, рассчитанный при условии нормального распределения выборки.

Note. In this and the following tables, the results are consequently shown as M±m (*); in parentheses, number of serum samples, 
data ranging from minimal to maximal values (**);  p, Mann–Whitney test, a numerical/next to p indicates to the compared group;  
pc is a difference by Student’s test calculated under the condition of a normal distribution of the sample.
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Поиск ассоциации полиморфизма GSTP1Ile105Val 
с риском развития исследуемых заболеваний

В группах пациентов с сепсисом и ИЭ разного 
течения в сравнении с группой контроля прева-
лировали гетерозиготные носители полиморфиз-
ма GSTP1Ile105Val, то есть такое носительство может 
предрасполагать к  повышению риска развития 
не только ИЭ [12], как острого, так и подострого 
течения, но и сепсиса, что подтверждено стати-
стически (табл. 3). 

Уровень сывороточного sIgA при носительстве 
различных генотипов локуса GSTP1Ile105Val и разном 
исходе исследуемых заболеваний

Выявлено, что уровень сывороточного sIgA 
связан с  носительством генотипических ва-
риантов локуса GSTP1Ile105Val (табл.  4). Генотип 
GSTP1Ile105Ile предрасполагает к  более высокому 
содержанию иммуноглобулина в  циркуляции, 
чем генотип GSTP1Val105Val, у пациентов с сепсисом 
и оИЭ (рII/VV = 0,0542), что также подтверждает-
ся отрицательной достоверной корреляционной 
связью содержания sIgA с носительством геноти-
па GSTP1Val105Val (r = -0,391 рr = 0,022). Хотя связи 
уровня иммуноглобулина с исходом болезни при 
носительстве различных вариантов GSTP1Ile105Val 
не выявлено, все же максимальный уровень sIgA 
в данном исследовании был обнаружен у выжив-

ших гетерозигот с оИЭ (15,9±1,0 мг/л, диапазон 
вариабельности 6,4-22,5 мг/л). 

Обсуждение 
До  сих пор остается невыясненным, почему 

одни и  те же  микроорганизмы могут вызывать 
в организме воспалительный процесс разной сте-
пени тяжести – от локальных поражений у одних 
пациентов до  септических состояний, нередко 
осложненных смертельно опасным инфекцион
ным эндокардитом, у  других. Одним из  пред-
располагающих факторов риска генерализации 
инфекции является снижение общего и, возмож-
но, локального иммунитета. В  представленной 
работе оценено содержание секреторного IgА 
в сыворотке крови больных с инфекционным эн-
докардитом острого и подострого течения и сеп-
сисом без инфекционного поражения эндокарда. 
При известной гиперактивации В-звена иммун-
ной системы при сепсисе и ИЭ содержание sIgА 
в циркуляции при ИЭ и его остром и подостром 
течении оценено нами впервые. Оно широко ва-
рьировало в  исследованных выборках как  при 
ИЭ, так  и при сепсисе, значительно превы-
шая сывороточный уровень sIgА у здоровых лиц 
как  в среднем, так  и в  интервале индивидуаль-
ной вариабельности. Выявлено, что подострый 
ИЭ у  большинства пациентов характеризуется 

ТАБЛИЦА 2. СОДЕРЖАНИЕ sIgA (мг/л) В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ОБСЛЕДОВАННЫХ ЛИЦ ПРИ РАЗНОМ ИСХОДЕ 
ОСТРОГО ИНФЕКЦИОННОГО ЭНДОКАРДИТА (оИЭ) И СЕПСИСА
TABLE 2. SERUM sIgA CONTENTS (mg/l) IN THE EXAMINED INDIVIDUALS WITH DIFFERENT OUTCOMES OF ACUTE 
INFECTIVE ENDOCARDITIS (aIE) AND SEPSIS

оИЭ
aIE

Сепсис
Sepsis

Сепсис + оИЭ
Sepsis + aIE

Умерли
Died

Выжили
Survived

Умерли
Died

Выжили
Survived

Умерли
Died

Выжили
Survived

1 2 3 4 5 6
Все обследованные лица
All the persons under study

14,0±2,5
(7)

5,9-21,3

15,0±1,1
(27)

4,3-22,5

12,5±1,4
(17)

5,3-22,4

12,7±1,1
(42)

2,7-22,8

13,0±1,2
(24)

5,3-22,4

13,6±0,8
(69)

2,7-22,8
Мужчины

Men
15,4±2,4

(6)
6,5-21,3

15,1±1,4
(17)

4,3-22,5

12,6±2,0
(10)

5,2-22,4

13,8±1,5
(22)

3,6-22,8

13,6±1,5
(16)

5,2 -22,4

14,4±1,1
(39)

3,6-22,8
Женщины

Women

5,94
(1)

14,7±1,7
(10)

7,9-22,3

12,4±2,0
(7)

5,4-21,4

11,3±1,4
(20)

2,7-22,1

10,9±1,9
(8)

5,4-21,4

12,5±1,1
(30)

2,7-22,3

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.
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ТАБЛИЦА 3. РАСПРЕДЕЛЕНИЕ ЧАСТОТ ГЕНОТИПОВ ПОЛИМОРФИЗМА GSTP1ILE105VAL У ОБСЛЕДОВАННЫХ ЛИЦ 
ПРИ ИНФЕКЦИОННОМ ЭНДОКАРДИТЕ (ИЭ), ОСТРОМ (оИЭ) И ПОДОСТРОМ (п/оИЭ), И СЕПСИСЕ
TABLE 3. FREQUENCY OF THE GSTP1ILE105VAL GENOTYPES IN INDIVIDUALS WITH INFECTIVE ENDOCARDITIS (IE),  
ACUTE (aIE) AND SUBACUTE (saIE) CLINICAL COURSE, AND SEPSIS

ИЭ
IE

оИЭ
aIE

п/оИЭ
saIE

Сепсис
Sepsis

Сепсис + оИЭ
Sepsis + aIE

Контроль
Control

1 2 3 4 5 6
Генотип GSTP1Ile105Ile

GSTP1Ile105Ile genotype 
14* [25]**

р7 = 0,0445
OR = 0,4229

(0,2-0,9)

8 [24]
р7 = 0,0443

OR = 0,3718
(0,1-0,9)

6 [30] 17 [30]

25 [28]
р7 = 0,0446

OR = 0,4647
(0,2-0,9)

24 [45]

Генотип GSTP1Ile105Val 

GSTP1Ile105Val genotype
37 [69]

р7 = 0,0002
OR = 4,609
(2,0-10,4)

25 [74]
р7 = 0,0002
OR = 5,88
(2,3-15,3)

12 [60]
p7 = 0,0358
OR = 3,176

(1,1-9,2)

33 [59]
р7 = 0,0070
OR = 3,04
(1,4-6,7)

58 [64]
р7 = 0,0002
OR = 3,84
(1,9-7,9)

17 [32]

Генотип GSTP1Val105Val

GSTP1Val105Val genotype
3 [6]

р7 = 0,0128
OR = 0,2010

(0,1-0,8)

1 [2]
р7 = 0,0131

OR = 0,1035
(0,0-0,8)

2 [10] 6 [11]

7 [8]
р7 = 0,0197

OR = 0,2882
(0,1-0,8)

12 [23]

Примечание. * – число проанализированных вариантов генотипов; в квадратных скобках – в процентах; 
р – критерий Манна–Уитни, цифровое обозначение рядом с р указывает на сравниваемую группу; OR – 
соотношение шансов, в круглых скобках – 95%-ный доверительный интервал. 

Note. * shows the number of patients with different genotypes; percentage of total group (in square brackets). p values reflect 
differences by the Mann–Whitney test; p values for specific groups are denoted by appropriate figures; OR, odds ratio and 95% 
confidence interval (in parentheses).

меньшими значениями этого иммуноглобулина 
в циркуляции, чем острый ИЭ и сепсис. Не обна-
ружено связи sIgА с выживаемостью (или леталь-
ностью) обследованных пациентов, что исключа-
ет данный показатель из числа прогностических 
маркеров сепсиса и  ИЭ. Можно предположить, 
что такая связь имеет место лишь при тяжелом 
сепсисе/септическом шоке, когда низкие уров-
ни в плазме эндогенных иммуноглобулинов дру-
гих классов, общих IgG1, IgM и  IgA, указывают 
на неблагоприятный прогноз [9]. 

Проведенное генотипирование больных ИЭ 
и сепсисом по полиморфному локусу GSTP1Ile105Val 
выявило накопление гетерозигот в  группе па-
циентов с  сепсисом, как  и в  группе с  ИЭ [5], 
что позволяет сделать вывод об  ассоциации ри-
ска развития сепсиса, а  также ИЭ независимо 
от  его нозологических форм, с  гетерозиготным 
носительством данного полиморфизма. Локус 
GSTP1Ile105Val может иметь отношение не  только 
к  риску развития септического заболевания, но 
и  к его прогнозу и/или  к эффективности лече-
ния, поскольку генетически детерминирован-
ная высокая эффективность антиоксидантных 
ферментов, к которым относится и глутатион-S-

трансфераза P1, может способствовать лучшим 
терапевтическим результатам [6].

Большее содержание исследуемого иммуно-
глобулина у  гомозигот GSTP1Ile105Ile в  сравнении 
с  гомозиготными носителями GSTP1Val105Val при 
остром ИЭ и сепсисе соответствует полученным 
нами ранее данным о  сходной зависимости ло-
кального уровня секреторного иммуноглобули-
на А от полиморфизма GSTP1Ile105Val [2]. 

Таким образом, выявленный нами широкий 
диапазон индивидуальной вариабельности уров-
ня sIgA в  циркуляции при исследуемых нозо-
логиях может быть обусловлен и  локализацией 
очага инфицирования (ангиогенный или  неан-
гиогенный) и  генетическими факторами. Давно 
известно, что наблюдаемая в популяциях вариа
бельность иммунного ответа наследуется  [13] 
и  зависит не  только от  генетического статуса 
системы HLA II класса [14, 16], но и от вариан-
тов генов в других областях генома (TACI, ICOS, 
BAFFR, CD81, CD20, CD19, CD21 и другие), опреде-
ляющих дефекты в развитии B-клеток и форми-
рование иммунодефицитов [18]. Около 30 генов 
участвуют в созревании В-клеток у человека [12, 
19]. В  литературе нами найдена работа, указы-
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вающая на  вовлечение глутатион-S-трансфераз 
двустворчатого моллюска Mytilus galloprovincialis 
в  регуляцию врожденных иммунных реакций 
на бактериальную инфекцию [22]. Авторы осно-
вываются на  данных о  повышении экспрессии 

этих ферментов в гемоцитах моллюска после его 
инфицирования. Полученные нами результаты 
также могут подтверждать зависимость продук-
ции иммуноглобулинов, в частности секреторно-
го IgA, от активности антиоксидантного фермен-

ТАБЛИЦА 4. СОДЕРЖАНИЕ СЫВОРОТОЧНОГО sIgA (мг/л) У ОБСЛЕДОВАННЫХ ЛИЦ ПРИ НОСИТЕЛЬСТВЕ 
РАЗЛИЧНЫХ ГЕНОТИПИЧЕСКИХ ВАРИАНТОВ ЛОКУСА GSTP1ILE105VAL И РАЗНОМ ИСХОДЕ ИССЛЕДУЕМЫХ 
ЗАБОЛЕВАНИЙ (ИНФЕКЦИОННЫЙ ЭНДОКАРДИТ [ИЭ], ОСТРЫЙ [оИЭ] И ПОДОСТРЫЙ [п/оИЭ], И СЕПСИС)
TABLE 4. sIgA CONTENT (mg/l) IN BLOOD SERUM OF THE EXAMINED INDIVIDUALS WITH CERTAIN GSTP1ILE105VAL 
GENOTYPES AND DIFFERENT OUTCOMES OF THE DISEASES UNDER STUDY (INFECTIOUS ENDOCARDITIS [IE], ACUTE 
[aIE], AND SUBACUTE [s/aOIE], AND SEPSIS)

ИЭ
IE

оИЭ
aIE

п/оИЭ
saIE

Сепсис
Sepsis

Cепсис + оИЭ
Sepsis + aIE

Контроль
Control

1 2 3 4 5 6
Генотип GSTP1Ile105Ile

GSTP1Ile105Ile genotype 

12,1±1,6
(14)

5,0-21,7
р6 < 0,0001

рII/VV = 0,0206

13,9±2,2
(8)

5,6-21,7
р6 = 0,0443 9,8±2,0

(6)
5,0-19,0

14,5±1,7
(17)

4,7-22,8

14,3±1,3
(25)

4,7-22,8
р6 = 0,0446

рII/VV = 0,0542 3,5±0,6
(18)

1,3-13,2Умерли
Died

Выжили
Survived

Умерли
Died

Выжили
Survived

Умерли
Died

Выжили
Survived

15,2±3,1
(4)

6,5-19,9

12,6±3,6
(4)

5,1-21,7

13,3±3,0
(6)

5,4-21,4

14,4±2,0
(12)

4,7-22,8

14,0±2,1
(10)

14,0±1,7
(16)

Генотип GSTP1Ile105Val

GSTP1Ile105Val genotype

13,7±1,0
(37)

3,0-22,5
р6 < 0,0001

рIV/VV = 0,0168

15,5±1,0
(25)

5,9-22,5
р3 = 0,0143
р6 = 0,0002

10,0±2,1
(12)

3,0-21,8
р6 = 0,0358

12,1±1,1
(33)

2,7-22,4
р2 = 0,0462
р6 = 0,0070

13,6±0,8
(58)

2,7-22,5
р3 = 0,0487
р6 = 0,0002

2,9±0,3
(16)

1,4-5,5

Умерли
Died

Выжили
Survived

Умерли
Died

Выжили
Survived

Умерли
Died

Выжили
Survived

12,5±4,6
(3)

6,0-21,3

15,9±1,0
(22)

6,4-22,5
р4выж = 
0,0523

12,6±1,7
(10)

5,2-22,4

11,9±1,4
(23)

2,7-22,1

12,6±1,6
(13)

5,2-22,4

13,9±0,9
(45)

2,7-22,5

Генотип GSTP1Val 05Val

GSTP1Val105Val genotype 

5,1±1,1
(3)

3,8-7,3
р6 = 0,08

4,3
(1)

р6 = 0,0131
5,6±1,8

(2)
3,8-7,3

10,8±2,8
(6)

4,3-19,7

9,9±2,6
(7)

4,3-19,7 
r = -0,391 рr = 0,022 3,2±0,3

(11)
1,7-5,5

Умерли
Died

Выжили
Survived

Умерли
Died

Выжили
Survived

Умерли
Died

Выжили
Survived

0 4,3
(1)

5,6
(1)

11,8±3,2
(5)

4,3-19,7

5,6
(1)

10,6±2,9
(6)

4,3-19,7

Примечание. В круглых скобках – количество обследованных лиц; r – коэффициент корреляция Спирмена; 
рr – показатель статистической достоверности коэффициента.

Note. Numbers of examined persons are shown in parentheses; r, Spearman’s correlation quotient; pr, level of statistical significance 
of the quotient.
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та GSTP1, детерминируемой соответствующим 
геном, который, видимо, можно внести в список 
генов, имеющих отношение к  иммунным меха-
низмам развития тяжелых инфекций. 

Заключение
Для  инфекционного эндокардита и  сепсиса 

характерно значительное повышение сыворо-
точного уровня секреторного IgA в  сравнении 
со здоровыми лицами, особенно выраженное при 

остром течении ИЭ как  у мужчин, так  и у  жен-
щин. Содержание иммуноглобулина в  циркуля-
ции не зависит от пола, но может зависеть от очага 
инфицирования, а  также от  носительства гено-
типических вариантов гена GSTP1. У подавляю-
щего большинства пациентов подострое течение 
ИЭ характеризуется меньшим количеством sIgA 
в циркуляции, чем острый ИЭ и сепсис, что мож-
но использовать при ранней дифференциальной 
диагностике данных нозологий. 
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ПОКАЗАТЕЛИ ПОПУЛЯЦИОННОГО СОСТАВА 
ЛИМФОЦИТОВ КАК ПРЕДИКТОРЫ ЭФФЕКТИВНОСТИ 
ТЕРАПИИ ИНГИБИТОРОМ TNFα У ДЕТЕЙ 
С ВОСПАЛИТЕЛЬНЫМИ ЗАБОЛЕВАНИЯМИ КИШЕЧНИКА
Петричук С.В.1, Мирошкина Л.В.1, Семикина Е.Л.1, 4, 
Топтыгина А.П.2, 3, Потапов А.С.1, Цимбалова Е.Г.1, Радыгина Т.В.1 
1 ФГАУ «Национальный медицинский исследовательский центр здоровья детей» Министерства 
здравоохранения РФ, Москва, Россия  
2 ФБУН «Московский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии имени 
Г.Н. Габричевского» Роспотребнадзора, Москва, Россия  
3 ФГБОУ ВПО «Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова», Москва, Россия  
4 ФГБОУ ВО «Российский национальный исследовательский медицинский университет имени Н.И. Пирогова», 
Москва, Россия

Резюме. В работе проведено исследование популяций лимфоцитов периферической крови у детей 
с воспалительными заболеваниями кишечника, которым впервые была назначена терапия блокато-
ром TNFα (инфликсимабом), с целью определения прогностической информативности иммуноло-
гических показателей в  оценке эффективности лечения. Проведено комплексное обследование 70 
детей с ВЗК в возрасте от 12 до 18 лет в динамике заболевания на фоне проводимого лечения (49 детей 
с БК, 21 ребенок с ЯК). Группу сравнения составили 50 практически здоровых детей аналогичного 
возраста, прошедших комплексное профилактическое обследование. В зависимости от терапевтиче-
ского ответа к году применения биологической терапии, пациенты были разделены на две группы – 
со стойким положительным эффектом препарата и с нестабильным эффектом терапии. Определяли 
содержание основных и малых популяций лимфоцитов периферической крови до первого введения 
инфликсимаба. Иммунофенотипирование проводили методом многоцветной проточной цитофлуо-
риметрии (FC 500) с использованием маркеров CD45, CD3, CD4, CD8, CD19, CD16, CD56, HLA-DR, 
CD5, CD161, CD127, CD25, CD294. 

Получено: содержание В-лимфоцитов было достоверно снижено у детей с нестабильным эффектом 
терапии, у детей со стойким положительным эффектом уровень В-лимфоцитов не отличался от груп-
пы сравнения. Анализ состава В-лимфоцитов показал дисбаланс в  соотношении В1- и  В2-клеток 
с уменьшением содержания В1-клеток у пациентов с ВЗК относительно группы сравнения. При этом 
у  пациентов с  нестабильным эффектом выявлено значимое снижение популяции В2-клеток отно-
сительно группы сравнения и относительно группы со стойким эффектом. Количество NK-клеток 
у пациентов с ВЗК было снижено относительно группы сравнения. Оценка содержания субпопуля-
ций Т-лимфоцитов выявила ряд особенностей у пациентов с минимальным терапевтическим эффек-
том  – увеличение уровня активированных Т-хелперов (CD4+CD25+CD127high) и  Th17-лимфоцитов 
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(CD3+CD4+CD161+) относительно детей со стойким эффектом терапии и группы сравнения. Кроме 
того, у детей с минимальным эффектом терапии уровень Treg в составе Т-хелперов оказался досто-
верно выше, чем в группе сравнения. Проведенный ROC-анализ выявил наиболее информативные 
показатели для групп с минимальным и стойким эффектом терапии и показал хорошее качество раз-
делительной модели для относительного количества Th17-лимфоцитов, активированных Т-хелперов 
и В-лимфоцитов. Количество Тh17-лимфоцитов (% от CD3+CD4+лимфоцитов) с высокой долей ве-
роятности позволяет прогнозировать эффект терапии блокатором TNFα. Проведенные исследова-
ния позволяют рекомендовать включение оценки состояния клеточного иммунитета в мониторинг 
состояния пациентов с ВЗК. 

Ключевые слова: популяции лимфоцитов, популяции CD4+ лимфоцитов, ВЗК, дети, инфликсимаб, эффективность 
терапии

INDIСATORS OF THE LYMPHOCYTE SUBSETS AS 
EFFICICIENCY PREDICTORS OF THERAPY WITH INHIBITORS 
OF TNFα IN CHILDREN WITH INFLAMMATORY BOWEL 
DISEASE
Petrichuk S.V.a, Miroshkina L.V.a, Semikina E.L.a, d, Toptygina A.P.b, с, 
Potapov A.S.a, Tsimbalova E.G.a, Radygina T.V.a
a National Medical Research Center of Children’s Health, Moscow, Russian Federation  
b G. Gabrichevsky Research Institute for Epidemiology and Microbiology, Moscow, Russian Federation  
с M. Lomonosov Moscow State University, Moscow, Russian Federation  
d Russian National N. Pirogov Research Medical University, Moscow, Russian Federation

Abstract. We have performed a study of blood lymphocyte subsets in children with inflammatory bowel 
disease (IBD), who were for the first time treated with TNFα blocker (infliximab). Our aim was to determine 
prognostic informative value of the immunological parameters in order to assess the treatment efficiency. 
A comprehensive research included seventy children with IBD from 12 to 18 years old in the course of specific 
treatment (49 children with CD, 21 children with UC).

The comparison group consisted of fifty healthy children of similar age who were subjected to a similar detailed 
examination. The patients were divided into two groups, depending on their therapeutic response following 
1 year of biological therapy: the first group showed a persistent positive effect of the drug, and the second group 
exhibited only unstable effects of the treatment. We determined the contents of major and small subpopulations 
of peripheral blood lymphocytes before the first administration of infliximab. Immunophenotyping was 
performed by multicolor flow cytometry (FC 500), using the CD45, CD3, CD4, CD8, CD19, CD16, CD56, 
HLA-DR, CD5, CD161, CD127, CD25, and CD294 markers.

We have revealed that the content of B lymphocytes was significantly reduced in children with unstable 
effects of therapy. By contrast, the B lymphocyte levels in children with persistent positive therapeutic effect 
did not differ from the comparison group. Analysis of the composition of the B lymphocyte profile showed an 
imbalance in the B1-to-B2 cell ratio, with decreased of B1 cell counts in IBD patients against the comparison 
group. In addition, the patients with unstable therapeutic effect showed a significant decrease in B2 cell 
numbers compared with a group with persistent effect and comparison group. The numbers of NK cells in IBD 
patients were found to be reduced against the comparison group. Assessment of T lymphocytes subsets revealed 
a number of features in the patients with minimal therapeutic effects, i.e., an increased level of activated 
T helper cells (CD4+CD25+CD127high) and Th17 lymphocytes (CD3+CD4+CD161+), as compared to children 
with stable effect of treatment and to the comparison group. Moreover, in children with minimal effects of 
therapy, the levels of Tregs within T-helper cell subsets were significantly higher than in the comparison group. 
By means of ROC analysis, we have identified most informative parameters for the groups with minimal versus 
persistent therapeutic effect, and showed a good quality for a discrimination model involving relative amount 
of Th17 cells, activated T helper cells and B lymphocytes. The number of Тh17 lymphocytes (% CD3+CD4+ 
lymphocytes) allowed to predict the effect of therapy with a TNFα blocker with high probability. The present 
study enables us to propose cellular immunity testing, as a promising tool for monitoring clinical state of IBD 
patients.
Keywords: lymphocytes subsets, CD4+ subsets, IBD, children, infliximab, efficiency of therapy
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Введение
В  последние годы наблюдается значитель-

ный рост интереса медицинского сообщества 
к  проблеме воспалительных заболеваний ки-
шечника (ВЗК), к  которым, согласно МКБ-10, 
относят болезнь Крона (БК) и  язвенный колит 
(ЯК). С  одной стороны, это обусловлено не-
прекращающимся ростом заболеваемости ВЗК 
в  мире со  значительным «омоложением» попу-
ляции больных и  нарастанием частоты инвали-
дизирующих форм патологии. С  другой сторо-
ны, накопление и  систематизация информации 
об  этиологии и  патогенезе данных заболеваний 
позволили разработать инновационные методы 
диагностики и  лечения ВЗК, кардинальным об-
разом изменившие качество жизни пациентов [2, 
13, 17, 26].

В  настоящее время полагают, что развитие 
хронического воспаления при ВЗК обусловлено 
дисрегуляцией нормального иммунного ответа 
на комменсальную микрофлору кишечника у ге-
нетически предрасположенных лиц. Подобное 
неконтролируемое воспаление ассоциировано 
с  гиперпродукцией провоспалительных цитоки-
нов (TNFα, IFNγ, IL-17, IL-6, IL-8) и активаци-
ей ряда клеточных популяций. Иммуногистохи-
мическое исследование поврежденных участков 
кишечника при ВЗК выявило массивную ин-
фильтрацию стенки кишки активированными 
Т-хелперами и Th17-лимфоцитами, обусловлен-
ную их интенсивной пролиферацией на  фоне 
снижения восприимчивости к сигналам апопто-
за. В то же время у пациентов с ВЗК выявляется 
компенсаторное увеличение содержания Treg-
лимфоцитов в собственной пластинке слизистой 
оболочки воспаленного сегмента кишки [23].

В  связи с  особенностями патогенеза терапия 
ВЗК направлена на  подавление воспалительно-
го процесса. Применение иммунодепрессантов, 
селективно ингибирующих отдельные звенья 
патогенеза, в  частности связывающих TNFα, 
позволило совершить прорыв в терапии аутоим-
мунных заболеваний, в том числе ВЗК. Терапия 
химерными моноклональными IgG1 антителами, 
блокирующими TNFα (инфликсимаб  – ИНФ), 
при ВЗК значительно увеличивает долю пациен-
тов, достигающих стабильной ремиссии в корот-
кие сроки. Однако у 30% пациентов наблюдается 
первичная неэффективность ИНФ, а к году тера-
пии доля пациентов с  потерей ответа достигает 
50% [1, 25].

Поиск маркеров эффективности ИНФ позво-
лил выявить ряд факторов, обладающих прогно-
стической значимостью: к ним, например, отно-
сятся клинико-анамнестические данные (форма 
патологии, возраст и т.д.), некоторые лаборатор-
ные и фармакокинетические показатели, напри-

мер уровень С-реактивного белка, содержание 
антинейтрофильных антител, уровень TNFα, 
остаточная концентрация инфликсимаба, титр 
антител к препарату [3, 4, 22, 27, 28].

Данные предикторы обладают рядом ограни-
чений  – определяются однократно, не  позволя-
ют провести оценку прогноза до начала лечения 
и разрабатывались в основном для взрослых па-
циентов. Вместе с тем ранний прогноз эффектив-
ности ИНФ позволяет провести своевременную 
коррекцию схемы лечения, тем самым суще-
ственно снизить риск экстренных хирургических 
вмешательств и серьезных осложнений ВЗК, что 
особенно важно в детском возрасте.

Информативность показателей популяцион-
ного состава лимфоцитов была продемонстриро-
вана на примере циркулирующих Treg у взрослых 
пациентов с БК [11, 18, 24]. Аналогичных работ 
у детей с ВЗК до настоящего времени не прово-
дилось.

С учетом особенностей патогенеза ВЗК и ха-
рактера терапии, направленной на  регуляцию 
работы иммунной системы, исследование имму-
нологических показателей у пациентов детского 
возраста, которым была назначена терапия бло-
каторами TNFα, представляется крайне актуаль-
ным.

Материалы и методы
Проведено комплексное обследование 70 де-

тей с  ВЗК в  возрасте от  12 до  17 лет 11 месяцев 
(40 мальчиков и 30 девочек) в динамике заболе-
вания на фоне проводимого лечения. У 49 детей 
была диагностирована БК, у  21 ребенка  – ЯК. 
Длительность наблюдений составила от полугода 
до 5 лет. Диагнозы устанавливались на основании 
анамнестических, клинико-лабораторных, эндо-
скопических и  гистологических данных. Группу 
сравнения составили 50 практически здоровых 
детей (28 мальчиков и  22 девочки) в  возрасте 
от 12 до 16 лет, прошедших комплексное профи-
лактическое обследование.

Все больные, вошедшие в  исследование, по-
лучали патогенетическую и  симптоматическую 
терапию в соответствии с существующими стан-
дартами лечения.

В  зависимости от  терапевтического ответа 
на  ИНФ все пациенты, вошедшие в  исследова-
ние, были поделены на две группы – группа детей 
со стойким положительным эффектом препарата 
и пациенты с нестабильным эффектом терапии.

Критериями включения пациента в  группу 
со стойким положительным эффектом биологи-
ческой терапии (группа 1) были выбраны следу-
ющие показатели: клинико-эндоскопическая ре-
миссия заболевания либо минимальная степень 
воспалительной активности в течение года при-
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менения ИНФ по  стандартной схеме введения 
(5мг/кг, 0-2-6 недель, далее каждые 8 недель). 

В  группу с  недостаточным эффектом био-
логической терапии (группа 2) были отнесены 
пациенты с клинико-лабораторными и эндоско-
пическими признаками активного воспаления 
через год терапии по  стандартной схеме введе-
ния, пациенты, достигшие ремиссии при эскала-
ции дозы ИНФ, а также дети, развившие острую 
аллергическую реакцию на введение препарата.

Сравнение клинического и эндоскопического 
индексов активности заболевания, а также стан-
дартных лабораторных критериев воспаления 
до  начала терапии не  выявило различий между 
группой 1 и группой 2. 

Для  выявления значимости показателей кле-
точного иммунитета в  прогнозе эффективности 
биологической терапии у детей с ВЗК определяли 
субпопуляционный состав лимфоцитов перифе-
рической крови до первого введения ИНФ. В ра-
боте исследовали количественные характеристи-
ки основных и  малых популяций лимфоцитов 
периферической крови.

Иммунофенотипирование проводили ме-
тодом многоцветной проточной цитофлу-
ориметрии на  приборе CYTOMICS FC 500 
(BeckmanCoulter, США) с  использованием ме-
ченных флуорохромами моноклональных анти-
тел согласно существующим рекомендациям [6]. 
В работе использовали моноклональные антите-
ла производства Beckman Coulter (США) и Becton 
Dickinson (США): CD4-FITC, CD3-FITC, HLA-
DR-FITC, CD8-PE, CD19-PE, CD(16+56)-PE, 
CD294-PE, CD127-PE, CD161-PE, CD3-PerCP, 
CD45-PerCP, CD45-PC5, CD45-PC7, СD5-PC7, 
CD25 PE-Cy7. Выделение лимфоидного региона 
проводили с  учетом экспрессии CD45. В  работе 
исследовали количественные характеристики ос-
новных и малых популяций лимфоцитов. Оцени-
вали Т-клетки (CD3+), Т-хелперы (CD3+CD4+), 
цитотоксические Т-лимфоциты (CD3+CD8+), ак-
тивированные Т-лимфоциты (CD3+HLA-DR+), 
В-лимфоциты (CD3-CD19+), В1-лимфоциты 
(CD3-CD19+СD5+), В2-лимфоциты (CD3-

CD19+СD5-), NK-клетки (CD3-CD16+CD56+), 
NKT-клетки (CD3+CD16+CD56+), а также субпо-
пуляции Т-хелперов: активированные Т-хелперы 
(Th act, CD4+CD25+CD127high), регуляторные 
Т-клетки (Treg, CD4+CD25+CD127low), Th2-
лимфоциты (Th2, CD3+CD4+CD294+), Th17-
лимфоциты (Th17, CD3+CD4+CD161+). 

Статистическая обработка полученных резуль-
татов выполнена с помощью пакета Statistica 6.0 
(США). Данные в таблицах представлены в виде 
медианы (верхний  – нижний квартиль). Досто-
верность различий между группами оценивали 
непараметрическим критерием Манна–Уитни. 

Различия при p < 0,05 считались достоверными. 
Анализ диагностической значимости исследу-
емых иммунологических параметров, а  также 
оценку уровня пороговых значений показателей 
осуществляли методом характеристических кри-
вых (receiver operator characteristic, ROC-анализ) 
с использованием программы SPSS 16.0 (США).

Результаты 
На  первом этапе исследования оценивали 

содержание основных популяций лимфоцитов 
периферической крови у  детей с  ВЗК до  начала 
биологической терапии и у детей группы сравне-
ния.

Получено, что абсолютное количество 
Т-лимфоцитов, Т-хелперов и  цитотоксических 
Т-лимфоцитов не  отличалось в  группах срав-
нения, при этом процент Т-лимфоцитов у  па-
циентов с  ВЗК был несколько выше, особен-
но у  детей с  нестабильным эффектом терапии 
(группа 2); изменений соотношения Т-хелперы/
Т-цитотоксические лимфоциты не  выявлено 
(табл. 1). Абсолютное число Т-лимфоцитов с фе-
нотипом поздней активации CD3+HLA-DR+ у де-
тей с ВЗК было выше, чем в группе сравнения.

При анализе содержания В-лимфоцитов вы-
явлено достоверное снижение их уровня (по про-
центу и абсолютному числу) у детей группы 2 от-
носительно группы сравнения и группы 1, тогда 
как  у детей группы 1 (стойкий положительный 
эффект) уровень В-лимфоцитов не  отличался 
от  группы сравнения. Количество NK-клеток 
у пациентов группы 1 и группы 2 было снижено 
относительно группы сравнения (табл. 2). Раз-
личий в уровне NKТ-клеток в изучаемых группах 
не отмечено.

В  целом анализ основных популяций лим-
фоцитов у пациентов с разным эффектом ИНФ 
показал более низкий относительный и абсолют-
ный уровень В-лимфоцитов у  пациентов груп-
пы 2 (минимальный эффект терапии) по сравне-
нию с детьми группы 1 (стойкий положительный 
эффект) (рис. 1). 

Анализ субпопуляционного состава 
В-лимфоцитов показал дисбаланс в  соотноше-
нии В1- и  В2-клеток с  уменьшением содержа-
ния В1-клеток у пациентов с ВЗК относительно 
группы сравнения. При этом у пациентов группы 
2 выявлено значимое снижение популяции В2-
клеток относительно группы сравнения и  отно-
сительно группы 1.

Оценка содержания малых популяций 
Т-лимфоцитов выявила ряд особенностей 
у  пациентов с  минимальным терапевтиче-
ским эффектом (группа 2)  – достоверное уве-
личение уровня активированных Т-хелперов 
(CD4+CD25+CD127high) и  Th17-лимфоцитов 
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ТАБЛИЦА 1. СОДЕРЖАНИЕ ОСНОВНЫХ ПОПУЛЯЦИЙ ЛИМФОЦИТОВ В ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ У ДЕТЕЙ С ВЗК 
ДО НАЧАЛА БИОЛОГИЧЕСКОЙ ТЕРАПИИ (Me, Q0,25-Q0,75)
TABLE 1. THE NUMBER OF MAJOR SUBSETS OF LYMPHOCYTES IN PERIPHERAL BLOOD IN CHILDRENS WITH IBD BEFORE 
START OF BIOLOGICAL THERAPY (Me, Q0.25-Q0.75)

Популяции 
лимфоцитов

Subsets of 
lymphocytes

Содержание клеток
Number of cells

Группа 1 
Group 1

Группа 2 
Group 2

Группа сравнения
Comparison group

CD3+

% 76,7 (71,2-83,7)* 79,1 (75,6-85,3)* 72,2 (67,1-76,0)
кл/мм3

cell/mm3 1568 (1300-1838) 1468 (1025-2507) 1554 (1284-1850)

CD3+CD4+

% 47,0 (38,5-51,2)* 48,7 (42,2-52,3)* 40,9 (36,8-46,2)
кл/мм3

cell/mm3 912 (673-1132) 875 (651-1466) 861 (764-1048)

CD3+CD8+

% 25,6 (22,7-33,0) 28,7 (22,3-34,5)* 25,8 (22,0-30,0)
кл/мм3

cell/mm3 572 (415-730) 499 (387-933) 549 (468-712)

CD3+CD4+/CD3+CD8+ 1,9 (1,4-2,1) 1,6 (1,2-2,3) 1,5 (1,3-2,0)

CD3+HLA-DR+

% 6,3 (3,4-14,3) 7,9 (5,8-14,6)* 6,1 (3,6-8,5)
кл/мм3

cell/mm3 159 (66-318)* 180 (116-224)* 128 (73-169)

CD3-CD19+

% 16,7 (7,7-20,2)# 10,1 (7,0-15,4)* 15,0 (12,4-17,0)
кл/мм3

cell/mm3 330 (159-479)# 178 (117-359)* 304 (260-371)

CD3-CD16+CD56+

% 6,5 (5,5-9,5)* 7,2 (2,7-14,2)* 13,6 (8,6-18,3)
кл/мм3

cell/mm3 145 (98-226)* 137 (41-258)* 253 (185-380)

CD3+CD16+CD56+

% 2,1 (1,4-4,4) 3,0 (1,8-4,8) 1,9 (1,3-2,9)
кл/мм3

cell/mm3 61 (29-78) 51 (28-108) 43 (29-58)

Примечание. * – p < 0,05 относительно группы сравнения; # – p < 0,05 при сравнении группы 1 и группы 2, 
тест Манн–Уитни.

Note. *, p < 0.05 the differences against comparison group; #, p < 0.05 the differences group 1 against group 2, Mann–Whitney test. 

(CD3+CD4+CD161+) относительно группы 1 
и группы сравнения. Снижения уровня Treg в об-
следованной когорте пациентов с ВЗК не выяв-
лено, более того, у  детей группы 2 уровень Treg 
в составе Т-хелперов оказался достоверно выше, 
чем в  группе сравнения (табл. 3). Изменений 
в содержании Th2-лимфоцитов у детей с ВЗК от-
носительно группы сравнения не выявлено. 

Для  выявления наиболее информативных 
показателей иммунофенотипа лимфоцитов 
в  прогнозировании эффективности биологи-
ческой терапии был проведен ROC-анализ по-
лученных данных (табл. 4). Хорошее качество 
разделительной модели (AUC  >  0,7) получено 
для  относительного количества субпопуляций 
Th17-лимфоцитов, активированных Т-хелперов 
и В-лимфоцитов.

Наиболее значимым иммунологическим по-
казателем, позволяющим с  высокой вероятно-
стью прогнозировать эффективность биологи-
ческой терапии у детей с ВЗК, явилось исходное 
содержание Th17-лимфоцитов -AUC  =  0,857 
(0,769-0,945), p < 0,05 (рис. 2). 

При этом было получено, что исходное отно-
сительное количество Тh17-лимфоцитов (% от 
CD3+CD4+ лимфоцитов), превышающее 18,6%, 
позволяет прогнозировать нестабильный эффект 
от инфликлимаба в течение первого года терапии 
(чувствительность  – 70%, специфичность 87%, 
p < 0,05). В группе детей с нестабильным эффек-
том высокий уровень Тh17-лимфоцитов сохра-
нялся в течение всего 1 года терапии и на момент 
оценки эффекта терапии (8 инфузий препарата) 
составлял 24,1% (21,0-30,8) против 12,9 % (11,8-
20,3) у детей со стойким эффектом (p = 0,00014).
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низма, а значит, снижает качество жизни пациен-
та в будущем [7]. 

Применение блокаторов TNFα, в  частности 
ИНФ, в  терапии ВЗК позволяет достичь ремис-
сии в  короткие сроки у  70% пациентов, однако 
в течение первого года терапии доля пациентов, 
находящихся в  ремиссии, снижается на  треть. 
Потеря ответа на терапию ИНФ развивается в ре-
зультате выработки антител к препарату и/или во-
влечении альтернативных, TNFα-независимых, 
патогенетических путей [2, 9, 21, 25, 31]. Персо-
нифицированный выбор терапии, учитывающий 
особенности иммунопатогенеза ВЗК у  конкрет-
ного больного, позволит определить пациентов 
с  повышенным риском потери ответа на  тера-
пию, своевременно провести коррекцию схемы 
введения блокатора TNFα и тем самым увеличит 
терапевтическую и  экономическую эффектив-
ность лечения.

Количественный анализ популяций лимфо-
цитов периферической крови выявил исходное 
снижение NK-клеток у  детей с  ВЗК. У  всех об-
следованных пациентов с  ВЗК выявлено значи-
тельное снижение содержания В1-лимфоцитов 
до начала терапии относительно группы сравне-
ния. В группе пациентов с нестойким эффектом 
биологической терапии отмечено также исходное 
снижение содержания В2-лимфоцитов, что при-
вело к  достоверному снижению общего уровня 
В-клеток.

Описано, что к факторам, снижающим коли-
чество периферических В-лимфоцитов и  NK-
клеток при ВЗК, относят, в  первую очередь, 
прием цитостатиков и  кортикостероидов [11]. 
Pravven  K. Yadav и  соавт. (2011) выявили азати-

ТАБЛИЦА 2. СОДЕРЖАНИЕ ПОПУЛЯЦИЙ В-ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ У ПАЦИЕНТОВ ГРУППЫ 1 
И ГРУППЫ 2 ДО НАЧАЛА БИОЛОГИЧЕСКОЙ ТЕРАПИИ И ДЕТЕЙ ГРУППЫ СРАВНЕНИЯ (Me, Q0,25-Q0,75)

TABLE 2. THE NUMBER OF B-LYMPHOCYTES SUBSETS OF PERIPHERAL BLOOD IN PATIENTS OF GROUP 1 AND GROUP 2 
BEFORE THE START OF BIOLOGICAL THERAPY AND CHILDREN IN THE COMPARISON GROUP (Me, Q0.25-Q0.75)

Популяции
В-лимфоцитов

Subsets of
lymphocytes

Содержание клеток
Number of cells

Группа 1
Group 1

Группа 2 
Group 2

Группа сравнения
Comparison group

В1-лимфоциты
B1 lymphocytes
(CD3-CD19+CD5+)

% 2,0 (1,0-3,5)* 2,0 (0,9-3,0)* 4,6 (3,0-7,1)
% CD19 13,1 (9,7-19,9)* # 18,2 (12,1-23,1)* 34,6 (24,6-47,7)
кл/мм3

cell/mm3 35 (18-92)* 31 (18-85)* 105 (68-152)

В2-лимфоциты
B2 lymphocytes
(CD3-CD19+CD5-)

% 14,7 (7,3-18,1)* # 8,2 (5,4-11,7) 9,2 (7,6-10,6)
% CD19 87,0 (80,1-90,3)* 81,9 (77,0-88,0)* 65,4 (52,3-75,4)
кл/мм3

cell/mm3 229 (152-408)* # 160 (96-312)* 201 (150-241)

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.

Рисунок 1. Содержание В-лимфоцитов и NK-клеток 
в периферической крови у пациентов со стойким 
положительным (группа 1), нестабильным (группа 2) 
эффектом инфликсимаба и детей группы сравнения
Figure 1. The number of B lymphocytes and NK cells in the 
peripheral blood in patients with persistent positive (group 1) 
and unstable (group 2) effect of infliximab and children 
comparison group

Обсуждение 
Потребность в  совершенствовании методов 

диагностики и  лечения ВЗК обусловлена тяже-
стью и хроническим течением данных заболева-
ний, наличием серьезных осложнений и  высо-
ким риском инвалидизации больных [31]. У 30% 
пациентов, страдающих ВЗК, дебют заболевания 
происходит в  возрасте до  18 лет, что неизбежно 
приводит к  нарушению роста и  развития орга-
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оприн-индуцированный апоптоз NK-клеток 
собственной пластинки у пациентов с ВЗК [30]. 
К предполагаемым факторам, приводящим к со-
кращению численности В-лимфоцитов, относят 
также локальный синтез индукторов апопто-
за  [15] и  повышенный синтез высокоактивных 
хемоаттрактантов, привлекающих клетки в  очаг 
воспаления [19].

Анализ популяционного состава 
Т-лимфоцитов выявил существенное увели-
чение исходного содержания активированных 
Т-лимфоцитов, активированных Т-хелперов, 
Th17-лимфоцитов у  всех пациентов с  ВЗК, при 
этом снижения Treg выявлено не  было. У  детей 
с  нестойким эффектом ИНФ отмечен наиболее 
высокий уровень Th17-лимфоцитов и активиро-
ванных Т-хелперов.

Согласно данным литературы, у  пациентов 
с  ВЗК наблюдается массивная инфильтрация 
стенки кишки активированными Т-хелперами, 
Th17-лимфоцитами и  Treg-лимфоцитами [8, 10, 
13, 14, 18, 29]. Предполагается, что это обуслов-
лено активной миграцией лимфоцитов в  зону 
воспаления и  их интенсивной пролиферацией 
на фоне снижения восприимчивости к сигналам 
апоптоза [20]. У взрослых пациентов с ВЗК в пе-

Рисунок 2. ROC-анализ относительного содержания 
Тh17-лимфоцитов (% от CD3+CD4+ лимфоцитов) 
в прогнозе эффективности биологической терапии 
у детей с ВЗК
Figure 2. ROC analysis of the relative content of Th17 
lymphocytes (% of CD3+CD4+ lymphocytes) in the prognosis  
of the effectiveness of biological therapy in children with IBD

ТАБЛИЦА 3. СОДЕРЖАНИЕ СУБПОПУЛЯЦИЙ Т-ХЕЛПЕРОВ В ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ У ДЕТЕЙ С ВЗК ДО НАЧАЛА 
БИОЛОГИЧЕСКОЙ ТЕРАПИИ (Me, Q0,25-Q0,75)
TABLE 3. THE NUMBER OF SUBSETS OF T-HELPERS IN PERIPHERAL BLOOD IN CHILDREN WITH IBD BEFORE THE START 
OF BIOLOGICAL THERAPY (Me, Q0.25-Q0.75)

Популяции 
лимфоцитов

Subsets of 
lymphocytes

Содержание клеток
Number of cells

Группа 1 
Group 1

Группа 2 
Group 2

Группа cравнения
Comparison group

Th2
(CD3+CD4+CD294+)

% 0,5 (0,4-0,7) 0,9 (0,5-1,0) 0,5 (0,3-1,0)
% CD4 1,1 (0,8-1,7) 1,9 (1,0-2,4) 1,2 (0,7-2,5)
кл/мм3

cell/mm3 10 (6-15) 17 (12-31) 10 (8-19)

Treg 
(CD4+CD25+CD127low)

% 3,8 (2,5-4,4) 4,1 (2,9-5,5)* 3,1 (2,7-3,6)
% CD4 7,5 (6,5-9,3) 9,1 (6,5-10,7)* 7,4 (6,7-8,8)
кл/мм3

cell/mm3 67 (53-103) 79 (50-127) 68 (56-79)

Th act 
(CD4+CD25+CD127high)

% 5,6 (4,3-7,7)* 7,9 (5,3-11,2)* 4,4 (3,7-6,0)
% CD4 12,4 (10,2-16,9) 17,0 (12,7-22,7) 11,1 (9,2-14,6)
кл/мм3

cell/mm3 120 (76-159) 167 (96-262)* 91 (70 -119)

Th17 
(CD3+CD4+CD161+)

% 7,9 (6,9-9,9) 11,2 (7,4-15,0)* 7,4 (5,8-8,5)
% CD4 16,4 (13,3-25,5) 21,5 (18,6-29,3)* 18,3 (14,3-22,5)
кл/мм3

cell/mm3 144 (121-237) 229 (145-286)* 161 (139-184)

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.
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риод обострения заболевания выявлено повы-
шение количества эффекторных Т-лимфоцитов 
и активированных Т-клеток на фоне сниженного 
числа Treg-лимфоцитов [12, 18]. У детей с ВЗК по-
казано увеличение содержания циркулирующих 
активированных Т-хелперов и Treg-лимфоцитов 
вне зависимости от  стадии заболевания, что, 
по  мнению авторов, отражает особенности вос-
палительной реакции при ВЗК и является след-
ствием компенсаторной адаптационной реакции 
иммунной системы, направленной на  подавле-
ние воспалительного ответа [11, 16, 23]. 

Проведенная нами оценка значимости показа-
телей клеточного иммунитета, выполненная с ис-
пользованием ROC-анализа, выявила, что наи-
более информативным показателем в  прогнозе 
эффективности биологической терапии является 
относительное содержание Th17-лимфоцитов  
(% CD3+CD4+CD161+ от  CD3+CD4+) до  начала 
терапии (AUC-0,857, p  <  0,05). Ранее было по-
казано, что эта субпопуляция постепенно уве-
личивается с  возрастом, поэтому рассчитанный 
нами пороговый критерий для  уровня Th17-
лимфоцитов в  периферической крови является 
таковым только для детей в возрасте 12-18 лет [5]. 

Таким образом, оценка состояния клеточного 
иммунитета у детей с ВЗК выявила ряд значимых 
отклонений показателей как  в основных, так  и 
в минорных популяциях лимфоцитов, что позво-
ляет рекомендовать включение данного исследо-
вания в мониторинг состояния пациентов с ВЗК. 
Количество Тh17-лимфоцитов (% от  CD3+CD4+ 
лимфоцитов) с  высокой долей вероятности по-
зволяет прогнозировать эффект терапии блока-
тором TNFα.

ТАБЛИЦА 4. ROC-АНАЛИЗ КОЛИЧЕСТВЕННЫХ 
ХАРАКТЕРИСТИК ЛИМФОЦИТОВ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ 
КРОВИ У ДЕТЕЙ С ВЗК ДО НАЧАЛА ЛЕЧЕНИЯ 
ДЛЯ ПРОГНОЗА ЭФФЕКТИВНОСТИ БИОЛОГИЧЕСКОЙ 
ТЕРАПИИ

TABLE 4. ROC ANALYSIS OF QUANTITATIVE 
CHARACTERISTICS OF LYMPHOCYTES IN PERIPHERAL 
BLOOD FROM CHILDREN WITH IBD BEFORE STARTING 
TREATMENT FOR PREDICTION OF EFFECTIVENESS OF 
BIOLOGICAL THERAPY

Популяции 
лимфоцитов

Subsets of 
lymphocytes

Площадь под ROC-кривой,
95% доверительный 

интервал
Area under the ROC curve

95% confidence interval
AUC, p < 0,05

Th17, % CD4+ 0,857 (0,769-0,945)

Th17, % 0,787 (0,623-0,852)

Th act, % СD4+ 0,728 (0,634-0,823)

В, % 0,723 (0,623-0,823)

В1, % CD19+ 0,683 (0,576-0,789)

В2, % CD19+ 0,683 (0,576-0,789)

NK, % 0,668 (0,567-0,769)

Th act, % 0,650 (0,508-0,723)

В, abs 0,650 (0,547-0,753)

Тreg, % СD4+ 0,645 (0,541-0,749)

Th, % 0,619 (0,514-0,724)

T act, % 0,616 (0,508-0,723)

Тreg, % 0,600 (0,501-0,704)
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ВЗАИМОСВЯЗЬ ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ СТЕРОИДНЫХ 
РЕЦЕПТОРОВ В ТКАНЯХ МАТКИ И СЫВОРОТОЧНЫХ 
КОНЦЕНТРАЦИЙ ИММУНОРЕГУЛЯТОРНЫХ БЕЛКОВ, 
ЦИТОКИНОВ, ПОЛОВЫХ СТЕРОИДОВ  
ПРИ ПРОЛИФЕРАТИВНЫХ ЗАБОЛЕВАНИЯХ
Шрамко С.В.1, Зорина В.Н.1, Зорин Н.А.1, Ботвиньева И.А.2, 
Архипова С.В.1, Лихачева В.В.1
1 Новокузнецкий государственный институт усовершенствования врачей – филиал ФГБОУ ДПО «Российская 
медицинская академия непрерывного профессионального образования» Министерства здравоохранения РФ, 
г. Новокузнецк, Россия  
2 ГБУЗ «Новокузнецкий перинатальный центр», г. Новокузнецк, Россия

Резюме. Патогенетические механизмы лейомиомы матки, аденомиоза и  сочетанной патологии 
сложны и не до конца изучены, дифференциальная диагностика лейомиосаркомы матки затрудни-
тельна.

Цель исследования – cравнительный анализ сывороточного содержания α2-МГ, АБГ, некото-
рых цитокинов, половых стероидов, а также показателей экспрессии генов стероидных рецепторов 
при различных вариантах пролиферативных заболеваний матки для уточнения их патогенетической  
роли, диагностической и прогностической значимости.

При аденомиозе экспрессия генов эстрогеновых рецепторов в узлах в 1,5-2 раза выше, чем при 
лейомиоме, сочетанная патология демонстрирует промежуточные значения, при лейомиосаркоме 
экспрессия генов ER и PGR минимальна. При клеточной лейомиоме экспрессия генов рецепторов 
ER в окружающем миометрии в 2-3 раза выше, чем при простой. При этом концентрация эстрогена 
и прогестерона в крови сопоставима между группами и с нормой. У всех больных обнаруживается де-
фицит иммуномодуляторного α2-МГ (12-13% при лейомиоме, 20% при аденомиозе и 23% при злока-
чественной патологии), при сочетанной патологии и лейомиосаркоме увеличена концентрация им-
муносупрессивного АБГ. Параллельно растет содержание IL-6 и TNFα, уровень фактора роста VEGF 
превышает норму в 4-4,5 раза при лейомиоме, в 5,5 при сочетанной патологии, в 6,5 при аденомиозе 
и в 10 при лейомиосаркоме. 

Полученные результаты подтверждают, что иммуномодуляторные белки, цитокины и усваиваемые 
клетками гормоны оказывают взаимозависимое влияние друг на друга при изученных заболеваниях, 
а их достоверные изменения могут использоваться в диагностике и прогнозе. 

Ключевые слова: лейомиома, гены стероидных рецепторов, цитокины, альфа-2-макроглобулин
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INTERRELATION OF STEROID RECEPTOR GENE EXPRESSION 
IN UTERINE TISSUES AND SERUM CONCENTRATIONS 
OF IMMUNOREGULATORY PROTEINS, CYTOKINES, SEX 
STEROIDS IN PROLIFERATIVE DISEASES
Shramko S.V.a, Zorina V.N.a, Zorin N.A.a, Botvinyeva I.A.b, 
Arkhipova S.V.a, Likhacheva V.V.a
a Novokuznetsk State Institute for the Postgraduate Education of Physicians, Novokuznetsk, Russian Federation  
b Novokuznetsk Perinatal Center, Novokuznetsk, Russian Federation

Abstract. Pathogenetic mechanisms of uterine leiomyoma, adenomyosis and their combination are 
complicated and poorly understood, a differential diagnosis of leiomyosarcoma of the uterus is difficult. Our 
study aimed for a comparative analysis of the serum contents of α2-MG, PAG, some cytokines, sex steroids and 
the expression of steroid receptor genes in the patients with different variants of uterine proliferative diseases, in 
order to determine their pathological role, diagnostic and prognostic value. 

Expression of estrogen receptor genes adenomyosis nodes was 1.5 to 2-fold higher than in leiomyoma, the 
combined pathology showed intermediate values, and expression of ER and PGR genes in leiomyosarcoma 
was minimal. In cellular leiomyoma, expression of ER receptor genes in the surrounding myometrium 
was 2 to 3-fold higher than in cases of simple leiomyomas. At the same time, concentration of estrogen 
and progesterone in the blood is comparable between the groups and control groups. All the patients have 
a deficiency of immunomodulatory α2-MG (12-13% for leiomyomas, 20% for adenomyosis, and 23% for 
malignant pathology). The concentration of immunosuppressive PAG is increased in combined conditions 
and leiomyosarcoma. In addition, the contents of IL-6 and TNFα increase, the VEGF levels exceed normal 
values 4 to 4.5-fold, in leiomyoma, 5.5-fold, in combined pathology, 6.5, in adenomyosis, and 10-fold, in 
leiomyosarcoma. 

The obtained results confirm that immunomodulatory proteins, cytokines and cell-targeting sex hormones 
exert an interdependent influence upon each other in the studied diseases, and their significant changes may be 
used in diagnostics and prognosis.

Keywords: leiomyoma, steroid receptor genes, cytokine, alpha2-macroglobulin

Введение
Лейомиома матки (ЛМ) является распростра-

ненным заболеванием среди женщин репродук-
тивного возраста [8, 13]. Патогенетические меха-
низмы ЛМ до конца не выяснены, но ключевая 
роль отводится дефектам иммунного надзора, 
дисбалансу половых гормонов, нарушениям син-
теза и  рецепции прогестерона [13]. В  подавля-
ющем большинстве случаев (85%) миома матки 
сочетается с  аденомиозом (А)  – эстроген-зави-
симой патологией, характеризующейся инвазией 
железистого и стромального компонента базаль-
ного слоя эндометрия в миометрий [5]. Противо-
рецидивная терапия сочетанной патологии за-
труднительна и в  ряде случаев безуспешна  [2]. 
Считается, что ЛМ никогда не  малигнизирует-
ся [15], а злокачественная трансформация А, на-
против, активно обсуждается [8]. Значительно 
реже (3-7/100 000 случая в год) встречается лейо
миосаркома матки (ЛМС)  – не  ассоциирован-
ная с  гормональным фоном гладкомышечная 

опухоль с  агрессивным течением и  отсутствием 
чувствительности к лучевой и химиотерапии [10]. 
Предоперационная дифференциальная диагно-
стика ЛМС и крупной ЛМ является чрезвычайно 
сложной задачей [12], приобретающей все боль-
шую актуальность в связи с увеличением органо
сохраняющих оперативных и регрессионных ме-
тодик лечения ЛМ. 

Сложность изучения патогенеза и, соответ-
ственно, диагностики заключается в том, что ре-
акция матки на стероидную стимуляцию является 
многокомпонентным процессом, включающим 
различные межклеточные взаимодействия [7]. 
В частности, изменения гормонального профиля 
взаимозависимы с  концентрацией ряда цитоки-
нов и  факторов роста, моделирующих процес-
сы пролиферации в  тканях [9]. В  свою очередь, 
полифункциональные белки семейства макро-
глобулинов (альфа-2-макроглобулин [α2- МГ], 
ассоциированный с  беременностью альфа-2-
гликопротеин [АБГ]) осуществляют транспорт 
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гормонов и цитокинов к клеткам, одновременно 
защищая их от разрушения протеазами и контро-
лируя их синтез [3]. Кроме того, АБГ обладает 
выраженными иммуносупрессивными свойства-
ми, является чувствительным неспецефическим 
маркером не только беременности, но и злокаче-
ственной эстрогензависимой пролиферации [3]. 
Необходимо учитывать, что деление и  апоптоз 
в  тканях регулируется протеинкиназами, проте-
азами, эндонуклеазами [1] и α2-МГ, способными 
ингибировать данные ферменты [4]. Определен-
ные сложности диагностики и прогноза связаны 
с  тем, что степень влияния гормонов на  ткани 
обусловлена не столько их фактической концен-
трацией в биожидкостях, сколько способностью 
клетки отвечать на  их стимулирующие воздей-
ствие, обусловленной состоянием стероидных 
рецепторов. При этом даже представители одного 
семейства могут различаться по функциям – изо-
меры эстрогенового рецептора α (ЕRα) преиму-
щественно способствуют пролиферации, отдель-
ные изомеры ЕRβ, напротив, подавляют [6].

Таким образом, моделирование пролифе-
ративного процесса в  миометрии чрезвычайно 
многогранно и  обусловлено взаимодействием 
ауто- и паракринных механизмов [7] с участием 
гормонов и  цитокинов (включая факторы ро-
ста), баланса содержания иммуномодуляторных, 
транспортных белков и протеиназ, а также изме-
нениями уровней экспрессии стероидных рецеп-
торов и кодирующих их генов.

Целью исследования был сравнительный ана-
лиз сывороточного содержания α2-МГ, АБГ, не-
которых цитокинов, половых стероидов, а также 
показателей экспрессии генов стероидных ре-
цепторов при различных вариантах лейомиомы 
и  лейомиосаркоме матки для  уточнения их па-
тогенетической роли и диагностической значи-
мости.

Материалы и методы
В  исследовании участвовали: 41 пациентка 

с  клеточной лейомиомой (КЛМ); 92  – с  про-
стой лейомиомой (ЛМ); 31 – с сочетанием про-
стой миомы и  аденомиоза (ЛМ+А); 10 женщин 
с  лейомиосаркомой (ЛМС), а  также 15 больных 
аденомиозом (А) в  качестве группы сравнения 
и  21 практически здоровых женщин-доноров 
(контрольная группа). Все женщины подписа-
ли информированное согласие на  участие в  ис-
следовании, получение образцов для  коллекций 
осуществлялось по стандартному протоколу эти-
ческого комитета.

Для  определения экспрессии генов стероид-
ных рецепторов были использованы образцы 
ткани матки (узлов аденомиоза, миомы и  окру-
жающего их миометрия), удаленные в  ходе хи-

рургического вмешательства. Образцы замо-
раживали в  жидком азоте для  последующего 
анализа. Выделение суммарной РНК из образцов 
и ДНК-азную обработку проводили с использо-
ванием наборов Qiagen (Rneasy Lipid Tissue Mini 
Kit и  RNase-Free DNase Set соответственно, 
США), согласно рекомендациям производителя. 
Количество РНК в пробе определяли спектрофо-
тометрическим методом. Качественный анализ 
выделенной РНК выполняли методом электро-
форетического разделения в 1,5% агарозном геле. 
Уровень экспрессии исследуемых генов выявля-
ли ПЦР в режиме реального времени (ОТ-ПЦР) 
с  использованием Maxima SYBR Green qPCR 
Master Mix (Fermentas) на  амплификаторе IQ5 
(Bio-Rad, США). В качестве гена сравнения ис-
пользовали GAPDH. При проведении ПЦР ис-
пользовали специфические праймеры к  после-
довательностям генов cтероидных рецепторов: 
эстрогеновых α (ЕRα), эстрогеновых β (ЕRβ), 
прогестероновых (PGR).

Содержание α2-МГ, АБГ, IL-6, TNFα, VEGF 
определялось в сыворотке крови. Образцы крови 
были получены из локтевой вены до проведения 
операции, сыворотка отделена центрифугиро-
ванием (3000 об/мин), образцы замораживались 
до  проведения исследования коллекции. Кон-
центрация α2-МГ и  АБГ определялась методом 
количественного ракетного иммуноэлектро-
фореза, с  использованием исследовательских 
тест-систем, разработанных на  базе НИЛ им-
мунологии. Уровень цитокинов оценивался ме-
тодом твердофазного иммуноферментного ана-
лиза (ИФА) с  использованием коммерческих 
тест-систем (АО «Вектор-Бест», Россия), а  так-
же оборудования и  программного обеспечения 
для ИФА (Bio-Rad, США).

Содержание гормонов определяли при помо-
щи иммунофлуоресцентного анализа на Vidas 60 
(Италия) с использованием реагентов BioMerieux 
(Франция).

Статистическую обработку результатов про-
водили с  использованием программы InStat-II 
(GraphPad, США); статистически значимым счи-
тали р < 0,05. 

Результаты и обсуждение
Согласно полученным результатам (табл.  1), 

средние сывороточные концентрации эстрадио-
ла и прогестерона во всех группах больных и здо-
ровых женщин были сопоставимы между собой. 
Необходимо отметить, что средняя концентра-
ция эстрадиола при ЛМ была на четверть выше, 
чем при ЛМС, однако статистической значимо-
сти различий нами не установлено. Полученные 
результаты еще раз подтвердили данные о  том, 
что концентрации половых гормонов в  общей 
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ТАБЛИЦА 1. ПОКАЗАТЕЛИ КОНЦЕНТРАЦИИ ГОРМОНОВ И ЭКСПРЕССИИ ГЕНОВ СТЕРОИДНЫХ РЕЦЕПТОРОВ (M±m) 
TABLE 1. INDICATORS OF HORMONE CONCENTRATION AND EXPRESSION OF STEROID RECEPTORS GENES (M±m)

Показатели
Indicators

Аденомиоз
(А) 

Adenomyosis

Простая 
лейомиома  

(ЛМ) 
Leiomyoma

Лейомиома 
+ аденомиоз 

(ЛМ+А)
Leiomyoma

+ adenomyosis

Клеточная 
лейомиома  

(КЛМ)
Cell leiomyoma 

Лейомиосаркома 
(ЛМС) 

Leiomyosarcoma

Эстрадиол 
(пмоль/л) 
Здоровые
Estradiol 
Сontrol
201,9±25,9 
(n = 21)

КР
BL

240,2±60,44 
n = 13

274,40±96,13 
n = 20

252,17±31,22 
n = 17

200,0±27,77 
n = 20

208,60±43,58 
n = 10

Экспресссия 
гена
рецептора ERα
Receptor ERα 
gene expression 

УЗ
NO

11,12±1,0 
n = 11

4,93±1,46
n = 15

p1 = 0,002

6,68±1,22 
n = 10

p1 = 0,010

6,03±1,24 
n = 11

p1 = 0,004

3,24±1,7 
n = 6 

p1 = 0,007

МИ
MY

2,65±0,52 
n = 11

2,59±0,63 
n = 15

2,48±0,51 
n = 10

4,89±0,9 
n = 11

p1 = 0,030 
p2 = 0,040 
p3 = 0,030

1,93±0,33  
n = 6 

p4 = 0,030

Экспресссия 
гена ERβ 
Receptor ERβ 
gene expression 

УЗ
NO

7,35±2,46 
n = 11

3,34±1,02 
n = 15

5,77±1,58  
n = 10

4,63±1,43 
n = 11

1,63±0,6 
n = 6

МИ
MY

0,81±0,15 
n = 11

1,21±0,33  
n = 15

1,2±0,39 
n = 10

3,95±1,47 
n = 11 

p1 = 0,030 
p2 = 0,040

2,340,9  
n = 6 

p1 = 0,030

Прогестерон 
(нмоль/л)
Здоровые
Progesterone
Сontrol 
2,47±0,39 
(n = 21)

КР
BL

3,63±0,55 
n = 14

3,58±0,50 
n = 20

3,82±0,79 
n = 11

3,94±0,98 
n = 14

2,66±1,94 
n = 10

Экспресссия 
гена PGR 
Receptor PGR 
gene expression 

УЗ
NO

7,16±1,06 
n = 11

6,83±1,36 
n = 15

6,86±1,06 
n = 10

9,48±1,69  
n = 11

1,41±0,53  
n = 6

p1 = 0,002 
p2 = 0,020
p3 = 0,002
p4 = 0,003

МИ
MY

2,15±0,59 
n = 11

5,87±0,87 
n = 15 

p1 = 0,002

3,14±1,01 
n = 10

6,3±1,13  
n = 11

p1 = 0,003

2,36±0,19  
n = 6

p2 = 0,020 
p4 = 0,020

Примечание. КР – кровь; МИ – окружающий миометрий; УЗ – узел; p1 – степень значимости различий 
с группой сравнения (аденомиоз); p2 – степень значимости различий с группой «лейомиома»; p3 – степень 
значимости различий с группой «лейомиома + аденомиоз»; p4 – степень значимости различий с группой 
«клеточная лейомиома».

Note. BL, blood; MY, surrounding myometrium; NO, node; p1, the significance of differences with the comparison group 
(adenomyosis); p2, the significance of differences with the “leiomyoma” group; p3, the significance of differences with the group 
“leiomyoma + adenomyosis”; p4, the significance of differences with the group “cellular leiomyoma”.
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циркуляции подвержены значительной инди-
видуальной вариабельности [7, 8], не  отражают 
реального состояния в очаге патологии, а потому 
не могут использоваться в качестве уточняющих 
критериев патологических изменений непосред-
ственно в  очаге.

Уровень экспрессии генов ERα, ERβ и  PGR 
в  узлах при простой, клеточной и  сочетанной 
формах лейомиомы (ЛМ, КЛМ и ЛМ+А) был со-
поставим. При «чистом» аденомиозе показатели 
экспрессии гена ERα значительно превышали 
таковые при любых формах лейомиомы матки 
(2,5 раза выше, чем в группе с простыми узлами). 
Показатели экспрессии ERβ в узловых образова-
ниях аденомиоза в  среднем также определялись 
в 2 раза выше, чем в узлах ЛМ, но без статистиче-
ски достоверных отличий. Значительное превы-
шение уровня экспрессии ERα и тенденция к по-
вышению экспрессии гена ERβ в аденомиозных 
узлах, при сопоставлении с простой лейомиомой, 
подтверждает не  только данные о  роли гипер
эстогенемии в патогенезе аденомиоза [5], но и тот 
факт, что решающее значение имеет «эффектив-
ная» на  тканевом уровне гиперэстрогения, а  не 
общая концентрация эстрогенов в циркуляции.

Сочетание лейомиомы и аденомиоза характе-
ризовалось промежуточными значениями экс-
прессии генов стероидных рецепторов по  срав-
нению с  «чистыми» группами ЛМ и  А. Это 
объясняет низкую эффективность медикамен-
тозного противорецидивного лечения у такой ка-
тегории больных [2, 8] за счет «наложения» раз-
личных патологических эффектов в общей схеме 
развития заболевания.

Лейомисаркома выделялась самыми низкими 
показателями экспрессии генов ERα, ERβ и PGR 
в  узлах. Выявление низкого уровня экспрессии 
генов стероидных рецепторов непосредственно 
в  узле уже сформированной лейомиосаркомы 
подтверждает минимизацию экспрессии рецеп-
торов на  поверхности сформированного злока-
чественного образования [11] для максимальной 
защиты от  иммунной системы организма. Этот 
факт обосновывает отсутствие чувствительности 
к  экзогенным гормонам при данной злокаче-
ственной гладкомышечной опухоли [10].

Обращает на  себя внимание значительно бо-
лее активная экспрессия ERα и  ERβ в  окружа-
ющем миометрии при клеточной форме лейо-
миомы по сравнению с простой, на фоне самой 
низкой сывороточной концентрации эстради-
ола. Известно, что озлокачествленные клетки 
активно поглощают эстрогены и экспрессируют 
рецепторы к ним на ранних этапах развития опу-
холи при сниженной экспрессии рецепторов эн-
доцитоза [11], поглощающих комплексы α2-МГ, 
в том числе с половыми стероидами в сформиро-
ванном новообразовании. Возможно, в  данном 
случае наблюдается тенденция к  малигнизации, 

и, при отсутствии адекватного иммунного кон-
троля на  фоне сохранения неблагоприятных 
факторов, процесс может в  дальнейшем перей-
ти в  онкопатологию. Необходимо отметить, что 
хотя, согласно общепринятому мнению, лейо-
миома не  малигнизируется [15], ретроспектив-
ный клинический анализ 29 обследованных нами 
больных лейомисаркомой установил в  каждом 
втором случае наличие в  анамнезе клинически 
незначимой лейомиомы матки.

По  результатам исследования установлено, 
что при ЛМ и КЛМ показатели экспрессии PGR 
в  тканях окружающего узел миометрия были 
значительно выше, чем при аденомиозе и злока-
чественной ЛМС. В целом изучение экспрессии 
генов стероидных рецепторов в  узлах и  окружа-
ющем миометрии продемонстрировало, что при 
лейомиоме экспрессия генов прогестероновых 
рецепторов идет несколько активнее, чем экс-
прессия эстрогеновых, что совпадает с  литера-
турными данными одних авторов [13] и  проти-
воречит другим, не  выявлявшим различий, вне 
зависимости от размеров лейомиомы [14]. 

Анализ сывороточного содержания (табл.  2) 
иммуномодуляторных белков семейства макро-
глобулинов позволил выявить, что уровень α2-
МГ во  всех группах больных был статистически 
значимо снижен в  сравнении с  показателями 
здоровых женщин и не зависел от морфологиче-
ского гистотипа миомы матки. Содержание АБГ 
было значимо повышенным в  группах ЛМ+А  и 
ЛМС в сравнении с таковым у здоровых женщин. 
Выявленное нами значительное снижение содер-
жания α2-МГ может являться следствием сопут-
ствующего воспаления – данный белок активно 
расходуется на быстрое связывание и утилизацию 
протеиназ, высвобождающихся при гибели кле-
ток [3]. Однако нельзя исключать и врожденный 
дефицит синтеза данного полифункционального 
белка, способствующий повышенной предрас-
положенности к возникновению патологических 
пролиферативных процессов в матке, в том чис-
ле за  счет менее эффективного влияния на  гор-
мональный и  цитокиновый профили. Обращает 
на себя внимание тенденция к повышению АБГ 
при лейомиоме, превращающаяся в значимое по-
вышение при сочетанной патологии и  при зло-
качественной ЛМС. Данный белок обладает вы-
раженными иммуносупрессивными свойствами, 
является неспецифическим маркером эстроген-
зависимой онкопатологии [3] и однозначно спо-
собствует выживаемости трансформированных 
клеток.

Концентрация IL-6 в  крови была выше нор-
мы во всех группах больных. При простой лейо
миоме содержание IL-6 определялось в 1,5-2 раза 
ниже, чем в других группах. Наименее выражен-
ное (статистически значимое) повышение уров-
ней TNFα и  VEGF по  сравнению с  контролем 
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также зафиксировано при простой лейомиоме. 
Самые высокие средние концентрации провос-
палительного TNFα, фактора роста VEGF и им-
муномодуляторного IL-6 отмечены при ЛМС. 

Известно, что синтез белков семейства ма-
кроглобулинов взаимозависимо стимулируется 
IL-6. Наблюдаемый нами дефицит α2-МГ, не-
смотря на  повышение уровня IL-6 у  больных, 
особенно при ЛМС, свидетельствует в пользу те-
ории дефекта синтеза иммунорегуляторных бел-
ков у  женщин, предрасположенных к  развитию 
пролиферативных процессов в  матке, особенно 
злокачественной трансформации. Подобные 
тенденции, совпадающие с  литературными дан-
ными  [9], демонстрирует и  содержание TNFα 
в крови больных. При этом известно, что у окис-
ленного продуктами воспалительной реакции 

α2-МГ повышено сродство к  TNFα и  снижено 
к рецепторам [4], в то время как экспрессия сте-
роидных рецепторов взаимосвязана с  уровнями 
цитокинов [13], а  транспорт стероидных гормо-
нов – с белками семейства макроглобулинов [3]. 
Свою лепту в  патогенез, особенно при злокаче-
ственной пролиферации, несомненно, вносит 
и гиперсинтез васкулярно-эндотелиального фак-
тора роста (VEGF), транспортируемого к клеткам 
при помощи α2-МГ [4]. 

Необходимо отметить, что если содержание 
VEGF и  выраженность экспрессии генов сте-
роидных рецепторов в  группе ЛМ+А  занимали 
промежуточное место между различающимися 
«чистыми группами», то концентрация АБГ, IL-6 
и TNFα у больных с сочетанной патологией ока-
залась не только достоверно выше, чем при ЛМ, 

ТАБЛИЦА 2. КОНЦЕНТРАЦИЯ ИММУНОРЕГУЛЯТОРНЫХ БЕЛКОВ И ЦИТОКИНОВ (M±m) 
TABLE 2. CONCENTRATION OF IMMUNOREGULATORY PROTEINS AND CYTOKINES (M±m)

Показатели 
Indicators

α2-МГ
(г/л)

α2-macro-
globulin 
(α2-MG)

g/l

АБГ
(г/л) 

Pregnancy 
accociated α2-
glyco-protein 

(PAG)
g/l

IL-6
(пкг/мл)
pkg/ml

TNFα
(пкг/мл)
pkg/ml

VEGF
(пкг/мл)
pkg/ml

Здоровые
Healthy donors
n = 21

2,48±0,08 0,010±0,001 1,29±0,11 0,28±0,01 74,8±16,7

Аденомиоз (А) 
Adenomyosis 

1,99±0,15  
n = 15

p0 = 0,0030

0,013±0,003 
n = 11 

3,54±0,64
n = 11 

p0 < 0,0001

3,15±0,50
n = 11

p0 < 0,0001

485,6±98,5
n = 15 

p0 < 0,0001

Простая 
лейомиома (ЛМ) 
Leiomyoma

2,03±0,05 
n = 92  

p0 = 0,0001

0,018±0,003 
n = 92

2,46±0,33 
n = 45  

p0 = 0,0200

1,76±0,24 
n = 44  

p0 < 0,0001 
p1 = 0,0100

288,1±27,4 
n = 65  

p0 < 0,0001  
p1 = 0,0090

Лейомиома 
+ аденомиоз 
(ЛМ+А) 
Leiomyoma 
+ adenomyosis

2,19±0,09
n = 31

p0 = 0,0200

0,020±0,002 
n = 31 

p0 = 0,0003

4,48±0,60
n = 20

p0 < 0,0001 
p2 = 0,0020

4,26±0,71 
n = 19 

p0 < 0,0001 
p2 < 0,0001 

436,1±84,6 
n = 18 

p0 < 0,0001;  
p2 = 0,0030 

Клеточная 
лейомиома (КЛМ) 
Cell leiomyoma

2,16±0,10 
n = 41  

p0 = 0,0300

0,015±0,002 
n = 41

4,25±0,95 
n = 30

p0 = 0,0100  
p2 = 0,0400

3,41±0,43 
n = 29 

p0 < 0,0001  
p2 = 0,0006

349,7±51,9  
n = 34 

p0 = 0,0002

Лейомиосаркома 
(ЛМС) 
Leiomyosarcoma 

1,91±0,34 
n = 10 

p0 = 0,0010

0,019±0,002 
n = 10

р0 < 0,0001

5,70±1,04 
n = 10

p0 < 0,0001 
p2 = 0,0004 

6,70±0,90  
n = 10

p0 < 0,0001 
p1 = 0,0020 
p2 < 0,0001  
p3 = 0,0400  
p4 = 0,0008

764,0±37,7 
n = 10 

p0 < 0,0001 
p1 = 0,0300 
p2 < 0,0001  
p3 = 0,0090  
p4 = 0,0001

Примечание. p0 – статистическая значимость отличий от здоровых; p1 – от группы сравнения (аденомиоз); 
p2 – от группы простой лейомиомы (ЛМ); p3 – от группы ЛМ+А; p4 – от группы КЛМ.

Note. p0, statistical significance of differences from healthy donors; p1, from the comparison group (adenomyosis); p2, from the 
group of simple leiomyoma; p3, from the group “leiomyoma + adenomyosis”; p4, from group of cell leiomyoma.
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но и  немного выше, чем при А. Концентрация 
IL-6 и TNFα при КЛМ определялась статистиче-
ски значимо повышенной по  сравнению с  про-
стой лейомиомой.

Заключение
Таким образом, патогенез пролиферативных 

заболеваний матки является сложным и  много-
уровневым процессом, в  реализации которого 
задействованы взаимозависимый дефицит имму-
норегуляторного α2-МГ и  повышение концен-
трации иммуносупрессивного АБГ, гиперсинтез 
цитокинов (включая факторы роста) на  систем-
ном уровне, а  также изменения выраженности 
экспрессии генов стероидных рецепторов, зави-
сящие от  вида патологии, на  фоне стабильных 
концентраций стероидных гормонов крови. При 
этом аденомиоз имеет ряд отличий от  простой 
лейомиомы (в уровне экспрессии генов эстроге-
новых рецепторов в  узлах и  прогестероновых  – 
в  окружающем миометрии, в  синтезе TNFα 
и  VEGF). Сочетание лейомиомы и  аденомиоза 

сопровождается усреднением большинства изу-
ченных показателей и наложением патогенетиче-
ских механизмов, что оказывает влияние на эф-
фективность лечения. Клеточная лейомиома 
характеризуется более активными экспрессией 
генов эстрогеновых рецепторов в  окружающем 
узел миометрии и  синтезом провоспалительных 
цитокинов по сравнению с простой, что, веро-
ятнее всего, является единым взаимозависимым 
механизмом в  патогенезе. Лейомиосаркома ха-
рактеризуется минимальной экспрессией генов 
рецепторов стероидных гормонов на  фоне мак-
симальных концентраций изученных цитокинов, 
включая фактор роста, а также значимого повы-
шения уровня имуносупрессивного АБГ и дефи-
цита регуляторно-транспортного α2-МГ в  цир-
куляции, что создает условия злокачественной 
трансформации и способствует прогрессии забо-
левания. Данные различия могут быть использо-
ваны при составлении комплексного алгоритма 
для  верификации диагноза и  выбора оптималь-
ной тактики ведения. 
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АНАЛИЗ ПОЛИМОРФНЫХ ВАРИАНТОВ ГЕНОВ 
ХЕМОКИНОВ, ИХ РЕЦЕПТОРОВ, ГЕНОВ БЕЛКОВ ОСТРОЙ 
ФАЗЫ ВОСПАЛЕНИЯ И ГЕНА CD4 ПРИ ФОРМИРОВАНИИ 
ОЖИРЕНИЯ У ЖЕНЩИН

Кочетова О.В., Ахмадишина Л.З., Корытина Г.Ф., Викторова Т.В.

ФГБУН «Институт биохимии и генетики Уфимского научного центра Российской академии наук», г. Уфа, 

Республика Башкортостан, Россия

Резюме. В  настоящей работе была исследована частота генотипов и  аллелей генов хемокинов 
(CXCL12 rs1801157, CCL2 rs1024611), рецепторов хемокинов (CCR5 del32, CX3CR1 rs3732378), гена бел-
ков острой фазы воспаления SAA rs1136743 и гена CD14 rs2569190 у женщин-татарок из Республики 
Башкортостан, страдающих ожирением и избыточной массой тела. 

Группу пациенток составили неродственные между собой женщины с ожирением ИМТ ≥ 30 кг/м2 
(n = 225), женщины с избыточной массой тела ИМТ 25,0-29,9 кг/м2 (n = 184) и женщины контроль-
ной группы (n = 327) ИМТ < 25,0 кг/м2. Генотипирование выполнено методом ПЦР-ПДРФ анализа. 
Группы пациенток и контроля отличались по таким показателям, как масса тела (р = 0,00001), уро-
вень индекса массы тела (р = 0,001) и уровень глюкозы натощак (р = 0,0001). 

При проведении исследования была выявлена ассоциация с  ожирением генотипов AG-AA 
(p = 0,007) и аллеля A (р = 0,003) полиморфного локуса rs3732378 гена CXCR1 и генотипа ТТ (p = 0,027) 
и аллели Т (р = 0,021) полиморфного локуса rs1136743 гена SAA. Показано, что генотип AA полиморф-
ного локуса rs3732378 гена CX3CR1 ассоциирован с повышенной массой тела (р = 0,002) и повышен-
ным уровнем ИМТ (р = 0,018); генотип GG полиморфного локуса rs1024611 гена CCL2 ассоциирован 
с повышенным уровнем глюкозы натощак (р = 0,001). 

На основе клинико-генетических данных и с использованием логистической регрессии выявлены 
статистически значимые различия, позволяющие прогнозировать развитие ожирения у женщин-та-
тарок. 

Ключевые слова: ожирение, генетические маркеры, хемокины, рецепторы хемокинов, воспаление
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GENE POLYMORPHISM ANALYSIS OF CHEMOKINES, 
CHEMOKINE RECEPTORS, ACUTE PHASE PROTEINS, AND 
CD14 IN FEMALE OBESITY DEVELOPMENT 
Kochetova O.V., Akhmadishina L.Z., Korytina G.F., Victorova T.V. 
Institute of Biochemistry and Genetics, Ufa Science Center, Ufa, Bashkortostan Republic, Russian Federation

Abstract. In the present study, we have investigated frequency of genotypes and functional alleles of genes 
encoding chemokines (CXCL12 rs1801157, CCL2 rs1024611), chemokine receptors (CCR5 del32, CX3CR1 
rs3732378), acute phase proteins SAA rs1136743, and CD14 rs2569190 polymorphisms among Tatar obese or 
overweight women from the Republic of Bashkortostan. 

The group of patients comprised unrelated women with obesity (BMI ≥ 30 kg/m2, n = 225), females with 
overweight (BMI 25.0-29.9 kg/m2, n  =  184), and control group of women (n  =  327) BMI  <  25.0 kg/m2. 
Genotyping was performed by PCR-RFLP analysis. Patients and controls differed in such parameters as body 
weight (p = 0.00001), BMI level (p = 0.001) and fasting glucose level (p = 0.0001). 

An association was revealed between obesity and AG-AA genotypes (p = 0.007) and A allele (p = 0.003) 
of polymorphic locus rs3732378 of CXCR1 gene, as well as TT genotype (p = 0.027) and T allele (p = 0.021) 
of polymorphic locus rs1136743 of SAA gene. It has been shown that the AA genotype of polymorphic locus 
rs3732378 of the CX3CR1 gene is associated with increased body weight (p  =  0.002) and elevated BMI 
(p = 0.018); the GG genotype of polymorphic locus rs1024611 of the CCL2 gene is associated with elevated 
fasting glucose level (p = 0.001). 

As based on clinical and genetic data and using logistic regression, some statistically significant differences 
were revealed, which allow to predict development of obesity in Tatar women.

Keywords: obesity, genetic markers, chemokines, chemokine receptors, inflammation
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держку РГНФ и РФФИ р_Поволжье и программу 
поддержки биоресурсных коллекций ФАНО.

Введение
Многочисленные исследования последних 

лет показали значительную роль хронического 
низкоинтенсивного воспаления жировой ткани 
в развитие ожирения. Воспаление жировой тка-
ни (ВЖТ) принимает участие в  формировании 
избыточной массы тела, сахарного диабета 2 типа 
(СД2), метаболического синдрома (МС) и  дру-
гих осложнений. Жировая ткань (ЖТ) секрети-
рует молекулы, регулирующие широкий спектр 
метаболических и иммунных процессов [1]. Пи-
тательные вещества, поступающие в  большом 
количестве, запасаются в жировой ткани, это об-
уславливает увеличение объема клеток адипоци-
тов и развитию окислительного стресса, приводя-
щего к воспалению. Непосредственно в жировой 
ткани наблюдаются реакции, присущие воспале-
нию: инфильтрация нейтрофилами, лимфоцита-

ми, макрофагами, секреция хемокинов и молекул 
адгезии, преобразование моноцитов в  макрофа-
ги. Так  поддерживается высокий воспалитель-
ный фон в жировой ткани и в организме в целом. 
Наибольшее значение в  этом случае придается 
хемокину МCР-1 или CCL2. Рядом авторов было 
установлено повышение уровня CCL2 у больных 
сахарным диабетом 2 типа и  выявлена роль по-
лиморфных вариантов гена CCL2 в  механизмах 
инсулиновой резистентности [4]. У мышей с тар-
гентной делецией гена CCL2 или  его рецептора 
наблюдается сниженное количество макрофагов 
в  ЖТ, тогда как  повышенная экспрессия гена 
CCL2 приводит к повышению макрофагов в ЖТ. 
Доказано, что выраженность этого воспаления 
строго коррелирует со степенью ожирения. Поз-
же было показано, что в  жировой ткани проду-
цируется большое число различных хемокинов 
CCL2, CCL3, CCL5, CCL7, CCL8, CCL11, а так-
же происходит активация рецепторов хемокинов 
CCR1, CCR2, CCR3, CCR5 [1].

Известно, что некоторые нуклеотидные по-
лиморфизмы могут увеличивать или  уменьшать 
транскрипционную активность гена. Выявление 
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данных о  распределении полиморфных вариан-
тов генов, продукты которых принимают участие 
в  патогенезе низкоинтенсивного хронического 
воспаления, является актуальным. Имеющиеся 
данные о  роли генов системы воспаления при 
ожирении зачастую противоречивы. Данный 
момент обусловлен, прежде всего, этническими 
различиями испытуемых, что и  обуславливает 
актуальность и необходимость данного исследо-
вания. 

Целью исследования явился анализ вклада по-
лиморфных вариантов генов хемокинов (CCL2, 
CXCL1), рецепторов хемокинов (CCR5, CX3CR1), 
гена белков острой фазы воспаления (SAA1) 
и гена CD4 при формировании ожирения у жен-
щин татарской этнической принадлежности, 
проживающих на  территории Республики Баш-
кортостан. 

Материалы и методы
Группу пациенток татарской этнической при-

надлежности составили неродственные между 
собой женщины с ожирением, индекс массы тела 
(ИМТ) более 30 кг/м2 (N = 225); женщины с из-
быточной массой тела, ИМТ которых варьиро-
вал от 25,0 до 29,9 кг/м2 (N = 184). Контрольная 
выборка включала 327 женщин-татарок. Кон-
трольная группа была подобрана в соответствии 
с уровнем ИМТ (менее 25 кг/м2) и средним воз-
растом, сопоставимым со средним возрастом па-
циенток. Проведенное исследование одобрено 
Комитетом по  этике ИБГ УНЦ РАН, протокол 
№ 8 от 14.03.2012 г. От всех участников было по-
лучено информированное добровольное согла-
сие на использование биологического материала 
в планируемых исследованиях. 

Клиническая характеристика испытуемых 
представлена в  таблице 1. Сравнение клини
ческих характеристик показало статистически 
значимые различия при сравнении групп па-
циенток и  контроля по  параметрам массы тела 
(р = 0,00001), уровня индекса массы тела (ИМТ) 
(р = 0,001) и уровня глюкозы натощак (р = 0,0001). 
Также различия были получены при сравнении 
женщин с  избыточной массой тела и  контроль-
ной группой по  массе тела (р  =  0,00001), ИМТ 
(р = 0,001) и уровня глюкозы натощак (р = 0,008).

Отбор генов системы воспаления, включенных 
в анализ, основывался на анализе литературных 
данных результатов ранее проведенных исследо-
ваний по ожирению и СД 2 типа. Образцы ДНК 
выделяли из лейкоцитов периферической крови 
с использованием фенольно-хлороформной экс-
тракции. Генотипирование полиморфного локу-

са гена CCR5 del32 проводили с использованием 
полимеразной цепной реакции (ПЦР). Ампли-
фицировали фрагмент размером 276 п.н., несу-
щий потенциальную делецию в 32 парах нуклео-
тидов. Генотипирование полиморфных маркеров 
генов CXCL12 (rs1801157), CD14 (rs2569190), CCL2 
(rs1024611), CX3CR1 (rs3732378), SAA1 (rs1136743) 
анализировали при помощи ПЦР с  последую-
щим расщеплением продукта соответствующими 
рестриктазами. Условия проведения ПЦР, после-
довательности праймеров описаны в таблице 2.

Ассоциация между полиморфными варианта-
ми исследуемых генов и ожирением оценивалась 
с  использованием критерия χ2 Пирсона. Срав-
нивались попарно группы женщин с ожирением 
и контроль, женщины с избыточной массой тела 

и  женщины контрольной группы. Равновесие 
Харди–Вайнберга рассчитывали в программе [8]. 
Регрессионный анализ применяли для  оценки 
взаимодействия полиморфного локуса и  кли-
нических данных с использованием пакета про-
грамм SNPStats [12].

Мы получили данные о  распределении ча-
стот аллелей и генотипов шести однонуклеотид-
ных полиморфных маркеров генов: CCR5 (del32), 
CXCL12 (rs1801157), CD14 (rs2569190), CCL2 
(rs1024611), CX3CR1 (rs3732378), SAA (rs1136743) 
у женщин с ожирением и избыточной массой тела 
и контрольной группой. В таблице 3 представле-
ны данные о распределении частот аллелей и ге-
нотипов исследованных полиморфных маркеров 
генов, показавших ассоциацию с  ожирением, 
значения χ2, уровень значимости (р). Отклоне-
ния от  равновесия Харди–Вайнберга у  женщин 
контрольной группы не выявлено (табл. 3). 

Частота распределения генотипов и  ал-
лелей исследованных генов у  пациенток 
и  cравнительный анализ распределения частот 
генотипов показали, что у женщин с ожирением 
наблюдается повышение частоты генотипов AG 
и AA полиморфного локуса rs3732378 гена CXCR1 
по сравнению с контрольной группой (p = 0,007, 
OR = 1,7 CI 95% 1,17-2,38). Ассоциация подтвер-
дилась и в случае сравнения частоты встречаемо-
сти аллелей, было выявлено снижение частоты 
аллеля G и увеличение аллеля А в группе женщин 
с  ожирением (p  =  0,003, OR  =  1,6 CI  95% 1,18-
2,18). Анализ распределения генотипов и аллелей 
локуса rs3732378 гена CXCR1 в  группе женщин 
с избыточной массой тела также выявил ассоци-
ацию генотипов AG и AA и аллеля А с ожирением 
(p = 0,001, OR = 1,0 CI 95% 0,68-1,47 и р = 0,002, 
1,68 CI 95% 1,22-2,31 соответственно). 
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ТАБЛИЦА 1. АНАЛИЗ КЛИНИЧЕСКИХ И МЕТАБОЛИЧЕСКИХ ПАРАМЕТРОВ ИСПЫТУЕМЫХ
TABLE 1. CLINICAL AND METABOLIC PARAMETERS OF SUBJECTS UNDER STUDY

Показатель
Parameters

Ожирение
Obesity

(n = 225)

Избыточная 
масса тела
Overweight
(n = 184)

Контроль
Control group

(n = 327)
p* p**

Возраст, г
Age, year 43,1±2,6 39,8±2,4 39,1±2,9 0,47 0,81

Рост, см
Height, cm 163,0±5,6 161,7±5,4 162,8±5,6 0,62 0,40

Масса тела, кг
Body mass, kg 90,2±3,7 77,6±3,4 56,9±3,4 0,00001 0,00001

Индекс массы тела, кг/м2

Body mass index, kg/m2 40,1±1,7 26,6±1,5 21,2±1,8 0,001 0,001

Продолжительность забо-
левания, г
Disease duration, year

20,5±2,1 – – – –

Уровень глюкозы натощак, 
ммоль/л
Fasting glucose, mmol/L

5,9±1,3 5,1±1,9 4,1±0,8 0,0001 0,008

Примечание. χ2, р* – χ2 и уровень значимости при сравнении контроля с группой ожирения; χ2, р** – χ2 
и уровень значимости при сравнении контроля с группой избыточной массы тела.

Note. χ2, р*, comparison between the obese women and control group; χ2, р**, comparison between the overweight women and 
control control.

ТАБЛИЦА 2. ПОЛИМОРФНЫЕ МАРКЕРЫ, ИХ ЛОКАЛИЗАЦИЯ, НУКЛЕОТИДНЫЕ ПОСЛЕДОВАТЕЛЬНОСТИ 
ПРАЙМЕРОВ, РЕСТРИКТАЗЫ И АЛЛЕЛИ
TABLE 2. POLYMORPHIC MARKERS, THEIR LOCATION, PRIMERS SEQUENCES, RESTRICTION ENZYMES AND ALLELES

Ген, хромосомная 
локализация

Gene, chromosomal 
location

Полиморфизм, 
локализация
Polymorphism, 

location

Праймеры, рестриктаза
Primers, restriction enzyme

Аллель, размеры 
фрагментов, п.н.
Allele, the sizes of 

fragments, b.p.

CCR5 
3p21

32 I/D 
p.Ser185Ile

rs333

F 5’-tgc cgc cca gtg gga ctt tg-3’ 
R 5’-cgg cag gac cag ccc caa g-3’

D 318
I 350

CXCL12 
10q11

rs1801157
12197A>G
3’-конец
3’-flanking

regions

F 5’-ctg ggg gtg cca gga cca gt-3’
R 5’-ccc tgc tgc cct ccc aga aga-3’

MspI

A-147
G-116 and 31

CD14 
5q31

rs2569190
c.-260T>C

F 5’-cag ttc cct cct ctg tga acc-3’
R 5’-atc atc ctt ttc cca cac cca-3’

HaeIII

A-249
G-108 and 141

CCL2 
17q12

rs1024611 
-2518A>G
5’-конец
5’-flanking

regions

F 5’-ctc acg cca gca ctg acc tcc-3’
R 5’-agc cac aat cca gag aag gag acc-3’

PvuII

A-300
G-228 and 72

CX3CR1 
3p21.3

rs3732378 T280M 
экзон 2
exon 2

F 5’-gga ctg agc gcc cac aca gg-3’
R 5’-agg ctg gcc ctc agt gtg act-3’

BstNAI

A-148
G-128 and 20

SAA1 
11p15.1

rs1136743 A70V 
экзон 3
exon 3

F 5’-ccc ctc taa ggt gtt gtt gga-3’
R 5’-ctc cac aag gag ctc gtc tc-3’

BshNI

T-289 
C-183 and 106
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ТАБЛИЦА 3. ЧАСТОТА РАСПРЕДЕЛЕНИЯ ГЕНОТИПОВ И АЛЛЕЛЕЙ ИССЛЕДОВАННЫХ ГЕНОВ У ПАЦИЕНТОК 
И КОНТРОЛЯ 
TABLE 3. DISTRIBUTION OF GENOTYPES AND ALLELES OF THE STUDIED GENES IN PATIENTS AND CONTROL GROUP

Генотип/ 
аллель

Genotype/ 
allele

Ожирение 
Obesity
(n = 225)

Избыточная
масса тела
Overweight
(n = 184)

Контроль
ИМТ

Control group
(n = 327)

χ2,
р*

χ2,
р**

CCR5 del32 

I/I
D/I
D/D

I
D

194 86.22
30 13.33
1 0.44

418 92.89
32 7.11

144 78.26
38 20.65
2 1.09

326 88.59
42 11.41

264 80.73
60 18.35
3 0.92

588 89.91
66 10.09

2,95 
0,22

2,57 
0,109

0,45
0,79

0,306
0,58

CXCL12 rs1801157 

G/G
A/G
A/A

G
A

113 50.22
103 45.78

9 4.00

329 73.11
121 26.89

97 52.72
81 44.02
6 3.26

275 74.73
93 25.27

163 49.85
146 44.65
18 5.50

472 72.17
182 27.83

0,66 
0,72

0,08 
0,78

1,46 
0,48

0,19 
0,66

CD14 rs2569190

T/T
C/T
C/C

T
C

53 23.56
109 48.44
63 28.00

215 47.78
235 52.22

50 27.17
90 48.91
44 23.91

190 51.63
178 48.37

73 22.32
180 55.05
74 22.63

326 49.85
328 50.15

2,74 
0,25

0,38 
0,54

2,07
0,36

0,23
0,63

CCL2 rs1024611

A/A
A/G
G/G

A
G

122 54.22
94 41.78
9 4.00

338 75.11
112 24.89

100 54.35
73 39.67
11 5.98

273 74.18
95 25.82

165 50.46
140 42.81
22 6.73

470 71.87
184 28.13

2,16 
0,34

1,27
0,26

0,72
0,70

0,53
0,47

CX3CR1 rs3732378 

G/G
A/G
A/A

G
A

132 58.67
81 36.00
12 5.33

345 76.67
105 23.33

100 54.35
79 42.93
5 2.72

279 75.82
89 24.18

230 70.34
90 27.52
7 2.14

550 84.10
104 15.90

9,80,
0,007

9,11
0,003

13,28 
0,001

10,01
0,002

SAA rs1136743

C/C
T/C
T/T

C
T

63 28.00
112 49.78
50 22.22

238 52.89
212 47.11

57 30.98
103 55.98
24 13.04

217 58.97
151 41.03

111 33.94
171 52.29
45 13.76

393 60.09
261 39.91

7,20 
0,027

0,357 
0,021

0,65
0,72

0,08
0,77

Примечание. См. примечание к таблице 1.

Note. As for Table 1.
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Анализ распределения частот генотипов 
и  аллелей выявил тенденцию к  увеличению ча-
стоты генотипов ТТ и  CT полиморфного локуса 
rs1136743 гена SAA1 в  группе пациенток с  ожи-
рением по  сравнению с  контрольной группой 
(p = 0,033, OR = 1,41 CI 95% 0,97-2,05) (табл. 2). 
При сравнении аллелей было выявлено стати-
стически значимое повышение частоты аллеля Т 
в группе пациенток, показатель OR составил 1,35 
(CI 95% 1,06-1,72), р = 0,017.

Было проведено сравнение количественных 
клинических и  антропометрических характе-
ристик пациенток с  ожирением в  соответствии 
с  генотипами полиморфных локусов исследо-
ванных генов. Статистически значимые разли-
чия были получены только в  группе пациенток. 
В  результате исследования была выявлена тен-
денция к увеличению массы тела у носителей ге-
нотипа АА полиморфного локуса rs1801157 гена 
CXCL12 (β = 11,66 (CI 95% 0,63-22,69), р = 0,056). 
Анализ полиморфного локуса rs3732378 гена 
CX3CR1 выявил ассоциацию генотипа AA с  по-
вышенной массой тела (β  =  19,27 (CI  95% 8,39-
30,16), р  =  0,002), носители генотипа GG имели 
в среднем 75,73 кг массы тела, носители генотипа 
AG – 75,7 кг, а  генотипа AA – 95 кг; также была 
выявлена ассоциация с  уровнем ИМТ (β  =  5,48  
(CI 95% 1,67-9,28), р  =  0,018), носители геноти-
па GG имели 34,35 кг/ м2, носители генотипа AG – 
28,87 кг/ м2, индивиды с генотипом AA – 34,35 кг/ м2. 

Было установлено, что полиморфный маркер 
rs1024611 гена CCL2 ассоциирован с уровнем глю-
козы натощак. Носители генотипа AA (rs1024611 
гена CCL2) имели пониженный уровень глюко-
зы, который составил 5,18 ммоль/л по  сравне-
нию с  7,33 ммоль/л и  6,58 ммоль/л у  носителей 
алелля G в  гомозиготном и  гетерозиготном со-
стоянии соответственно (β  =  0,67 [CI  95% 0,23-
0,89], р  =  0,001). Анализ количественных при-
знаков и  полиморфных вариантов генов CCR5, 
CD14, SAA статистически значимых различий  
не выявил. 

В настоящий момент уже достаточно хорошо 
известна роль генов хемокинов и  их рецепто-
ров, а  также других генов системы воспаления 
в развитии ожирения и СД 2 типа [1]. Учитывая 
наличие генетического разнообразия этниче-
ских групп, актуальным и  необходимым явля-
ется проведение репликативных исследований 
новых маркеров с  риском развития ожирения. 
Проведенный анализ полиморфных вариантов 
генов системы воспаления у  женщин с  ожире-
нием выявил статистически значимые различия 
по  следующим генетическим маркерам: CXCR1 

(rs3732378), SAA1 (rs1136743), CXCL12 (rs1801157), 
CCL2 (rs1024611). Полученные результаты согла-
суются с  исследованием других авторов. Выяв-
ленная нами ассоциация полиморфного локуса 
rs3732378 гена CX3CR1 (рецептора фракталки-
на) с  риском развития ожирения у  женщин-та-
тарок соответствует результатам, полученным 
Sirois-Gagnon D. и соавт. [11]. Известно, что ва-
риант T280M, обусловленной заменой треонина 
на метионин в положении 280 2-го экзона, вли-
яет на  экспрессию гена CX3CR1. Полиморфный 
вариант M гена CXCR1 (rs3732378) ассоциирован 
с ожирением, резистентностью к инсулину, СД2 
и атеросклерозом [7, 11]. Сниженное количество 
фракталкина и  его рецептора было обнаружено 
в сыворотке крови у больных с нервной анорек-
сией. Повышенная экспрессия этих хемокинов 
была выявлена в  адипоцитах лиц, страдающих 
ожирением [15]. Фракталкин CX3CL1 и  его ре-
цептор CX3CR1 рассматривают в  качестве важ-
ных маркеров активации воспалительного про-
цесса, связанного с  хемотаксисом различных 
лейкоцитов в  зону воспаления. Было показано, 
что система CX3CL1-CX3CR1 модулирует адгезию 
моноцитов к адипоцитам [15]. И можно утверж-
дать, что комплекс CX3CL1-CX3CR1 представляет 
собой важное звено хемокинов, модулирующих 
адгезию моноцитов к адипоцитам и отвечающих 
за воспаление жировой ткани. 

Ассоциация полиморфных вариантов локу-
са rs1136743 гена SAA1 с  ожирением также на-
ходит свое подтверждение, по  данным других 
авторов  [13]. SAA1 относят к  основным белкам 
острой фазы воспаления. SAA1 также способ-
ствует миграции моноцитов и  лимфоцитов, по-
вышая уровень экспрессии хемокинов. Было 
обнаружено, что SAA1 ассоциируется с  уровнем 
холестерина в крови. Известно, что повышенный 
уровень SAA1 вызывает амилоидоз и  является 
фактором риска развития атеросклероза, а также 
определяет клинические осложнения СД2. Вме-
сте с  тем механизм, который может связывать 
генетический полиморфизм SAA1 с  ожирением, 
пока неизвестен. 

В  отношении полиморфных вариантов локу-
са rs1024611 гена CCL2 получены противоречи-
вые данные. В ряде исследований была выявлена 
протективная ассоциация полиморфного вари-
анта G гена CCL2 (rs1024611) с уровнем глюкозы 
натощак. Так, в работе Teler J. и соавт. [14] была 
установлена защитная роль аллеля G в  развитии 
гестационного сахарного диабета. Simeoni  E. 
и  соавт.  [10] провели большое исследование 
среди европеоидов, включающее 3307 человек, 
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и  выявили, что аллель G негативно коррелирует 
с  уровнем CCL2 в  плазме крови и  распростра-
ненностью резистентности к  инсулину и  СД2. 
Вместе с  тем в  нашем исследовании протек-
тивная ассоциация выявлена с  аллелем A, что 
согласуется с  данными других авторов, прово-
дивших исследование, в  польской и  индийской 
популяциях  [2, 5]. Показано, что полиморфизм 
промоторного региона g.2493A>G (rs1024611) 
влияет на экспрессию гена CCL2 [9]. По сравне-
нию с аллелем A, присутствие аллеля G усилива-
ет транскрипцию гена CCL2 и  увеличивает про-
дукцию белка CCL2 in vitro и  in vivo. Лейкоциты 
индивидуумов с генотипами GG и AG производят 
значительно более высокие уровни CCL2, чем 
носители генотипа АА [2]. В работе Kim C.S. и со-
авт. [6] было показано, что уровень циркулиру-
ющего CCL2 значительно повышен у пациентов 
с  ожирением, так же как  и уровень экспрессии 

CCL2 в  жировой ткани пациентов с  ожирением 
значительно выше, чем у испытуемых с нормаль-
ной массой тела. CCL2 считается ответственным 
за  накопление макрофагов в  жировой ткани. 
Предыдущие исследования показали, что повы-
шенный уровень в сыворотке крови CCL2 у лю-
дей коррелирует с  маркерами метаболического 
синдрома, ожирением, резистентностью к инсу-
лину, диабету, гипертонией и  увеличением кон-
центрации триацилглерола в сыворотке [3]. 

В заключение следует отметить, что результа-
ты нашей работы подтверждают предположение 
о  влиянии полиморфизма генов CCL2, CXCL1, 
CCR5, CX3CR1, SAA1, CD4 на  процессы, играю-
щие важную роль в  патогенезе воспаления жи-
ровой ткани. Проведенное исследование еще 
раз подчеркивает важность молекулярно-гене-
тических исследований ожирения в зависимости 
от популяционной структуры населения. 
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ДИНАМИЧЕСКИЕ ИЗМЕНЕНИЯ ГРАНУЛИЗИНА 
И КАТЕЛИЦИДИНА У ДЕТЕЙ И ПОДРОСТКОВ, БОЛЬНЫХ 
РАЗЛИЧНЫМИ ФОРМАМИ ТУБЕРКУЛЕЗА ОРГАНОВ 
ДЫХАНИЯ
Авербах М.М. (мл.), Панова Л.В., Губкина М.Ф., Евсеева Н.И.
ФГБНУ «Центральный научно-исследовательский институт туберкулеза», Москва, Россия

Резюме. Цитолитические молекулы системы врожденного иммунитета гранулизин и кателицидин 
являются важными защитными факторами при инфицировании микобактериями туберкулеза. Нами 
получены данные о  высоких показателях гранулизина и  кателицидина у  группы инфицированных 
МБТ детей и подростков. У больных туберкулезом органов дыхания показано низкое содержание сы-
вороточного кателицидина при деструктивных формах, а гранулизина – при «малых» формах тубер-
кулеза до начала специфической химиотерапии. Проведенная химиотерапия не оказывала влияния 
на содержание гранулизина и кателицидина в сыворотке у больных с деструктивным туберкулезом, 
тогда как у больных «малыми» формами (ТВГЛУ/очаговый туберкулез) выявлено достоверное увели-
чение содержания гранулизина через 6 месяцев лечения и кателицидина – через 3 месяца химиотера-
пии с последующим возвращением к исходному уровню.

Ключевые слова: туберкулез, дети, подростки, врожденный иммунитет, гранулизин, кателицидин

DYNAMIC CHANGES OF GRANULYSIN AND CATHELICIDIN IN 
CHILDREN AND ADOLESCENTS WITH DIFFERENT FORMS OF 
PULMONARY TUBERCULOSIS
Averbakh M.M. (Jr), Panova L.V., Gubkina M.F., Evseeva N.I.

Central Research Institute for Tuberculosis, Moscow, Russian Federation

Abstract. Granulysin and cathelicidin, the cytolytic molecules of innate immune system are important 
protective factors during infection with Mycobacterium tuberculosis. We present original data concerning high 
levels of granulysin and cathelicidin among the group of children and adolescents with latent TB infection. 
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Введение 
Актуальность
Гранулизин и  кателицидин, а  также другие 

цитолитические молекулы (β-дефензин, перфо-
рин, гранзим) относятся к  веществам, обеспе-
чивающим различные механизмы врожденного 
иммунитета. Гранулизин синтезируется в грану-
лах активированных цитотоксических CD8+Т-
клетках и  NK-клетках в  виде молекулы 15 kDa 
и  частично 9 kDa и  оказывает цитотоксическое 
действие на  опухолевые клетки и  широкий 
спектр грамположительных и  грамотрицатель-
ных бактерий и  внутриклеточных бактерий. 
Применительно к M. tuberculosis гранулизин по-
вреждает клеточную стенку через нарушение 
метаболизма липидов [14]. Кроме того, грану-
лизин индуцирует экспрессию генов различных 
провоспалительных цитокинов и  хемокинов 
(RANTES, MCP-1, MCP-3, MIP-1α, IL-10, IL- 1, 
IL-6 и  IFNα). Также показано, что небольшая 
часть субпопуляции CD4+T-клеток может лизи-
ровать M.  tuberculosis-инфицированные макро-
фаги с  использованием молекул гранулизина 
и перфорина [7]. Кроме того, показано, что при 
вакцинации БЦЖ образуются CD4+T-клетки 
памяти, обладающие способностью экспресси-
ровать гранулизин и  перфорин [8]. В  дальней-
шем было показано, что у больных туберкулезом 
детей и  подростков имеются Т-клетки памя-
ти с  фенотипом CD4+CD45RO+, специфичные 
к M. tuberculosis и экспрессирующие гранулизин, 
причем основным источником являются про-
лиферирующие Т-клетки памяти с  фенотипом 
CFSElowCD4+CD45RO+ [10]. 

Кателицидин человека hCAP-18/LL-37 
(human cationic antimicrobial protein,18 kDa – на-
звание относится к  пептиду 18 кДа, полученно-
му внеклеточным протеолизом из  С-конца CAP 
человека [катионный антимикробный белок]) 
вырабатывается в  плоскоклеточном эпителии 

дыхательных путей, рта, языка, пищевода и  ки-
шечника. Кроме того, этот пептид секретируется 
в  поту, слюне, раневой жидкости и  в семенной 
плазме. 

Методами иммуногистохимии и  гибридиза-
ции in situ показана продукция hCAP18/LL-37 
моноцитами, Т-лимфоцитами, В-лимфоцитами, 
NK-клетками, эпителиальными клетками и туч-
ными клетками, что приводит к  реализации его 
основной функции в  виде аккумуляции на  по-
верхности бактерий и  повреждает их мембраны 
посредством образования ионных каналов, веду-
щих к гипоосмотическому лизису микроорганиз-
мов. Он способен индуцировать секрецию хемо-
кинов, включая CXCL8 (IL-8) и CCL2 (MCP-1), 
которые рекрутируют дендритные клетки, мо-
ноциты и  нейтрофилы на  место повреждения, 
и  увеличивает индуцированную IL-1 секрецию 
IL-6, IL-10 [1]. 

Исследования, посвященные клинической 
значимости содержания гранулизина и  кате-
лицидина в  сыворотке крови при туберкулезе 
не многочисленные по сравнению с исследова-
ниями различных звеньев адаптивного иммуни-
тета. Так, Sahiratmadjaa Е. и  соавт. [11] показа-
ли, что содержание сывороточного гранулизина 
у  взрослых, больных туберкулезом, до  начала 
противотуберкулезной терапии было достовер-
но низким по  сравнению с  контрольной груп-
пой. При легкой/средней выраженности ту-
беркулезных изменений (по  Международной 
классификации туберкулеза) его количество 
составляло 1,1 нг/мл (0,1-11,2) и при значитель-
ной – 0,9 нг/ мл (0,1-12,4), тогда как в контроле 
находилось на уровне 2,6 нг/ мл (0,2-44,6). Через 
2 месяца химиотерапии показатели повыша-
лись до 2,7 нг/мл (0,3-8,5) и 2,4 нг/ мл (0,3-14,5) 
и  к окончанию лечения составляли 4,1 нг/мл 
(1,1-28,8) и  3,8 нг/мл (0,5-22,5) соответствен-
но. В  аналогичных исследованиях на  больных 

Patients with tuberculosis of the respiratory system exhibit significantly lower amounts of serum cathelicidin 
in destructive forms, as well as granulysin levels in “minor” forms of tuberculosis before starting the specific 
chemotherapy. The chemotherapy performed did not influence the serum granulysin and cathelicidin 
contents in patients with destructive tuberculosis, whereas the patients with “minor” forms (TLN/focal 
tuberculosis) revealed a significant increase in granulysin content after 6 months of treatment, and same trend 
for cathelicidin concentrations after 3 months of chemotherapy, followed by subsequent return to baseline 
values.

Keywords: tuberculosis, children, adolescent, innate immunity, granulysin, cathelicidin
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туберкулезом детского возраста уровень сы-

вороточного гранулизина до  начала лечения 

составлял 0,45  нг/мл (0,33-2,98), а  в контроль-

ной группе был достоверно выше 1,4  нг/мл 

(0,22- 6,00). После 4-месячного курса лечения 

уровень гранулизина достоверно возрастал и до-

стигал уровня контрольной группы [6]. Пря-

мая антимикробная активность hCAP18/LL-37 

показана как  в культуре M.  tuberculosis, так  и 

на  экспериментальной микобактериальной ин-

фекции при интратрахеальном заражении мико-

бактериями (штамм H37Rv) у мышей Balb/с [4]. 

Исследования о  содержании кателицидина 

в биологических жидкостях у больных туберку-

лезом единичны. Так, показано увеличение его 

концентрации в  жидкости БАЛ у  больных ту-

беркулезом по сравнению со здоровым контро-

лем [3]. Также было показано, что концентрация 

кателицидина была выше у  больных активным 

туберкулезом при положительном посеве на ми-

кобактерии и незначительно снижалась в первые 

2 месяца химиотерапии [15]. Однако к  настоя-

щему моменту не  ясна степень выраженности 

гранулизина и кателицидина у больных детско-

подросткового возраста при деструктивных про-

цессах и «малых» формах туберкулеза, учитывая 

появляющиеся данные о  возможном клиниче-

ском применении синтетических аналогов гра-

нулизина и особенно кателицидина в комплексе 

с терапией витамином Д [12]. 

Целью настоящего исследования явилось из-

учение содержания гранулизина и кателицидина 

плазмы крови у детей и подростков больных раз-

личными формами туберкулеза в  процессе про-
тивотуберкулезной химиотерапии. 

Материалы и методы
Исследование проведено на 49 больных, раз-

деленных на три группы. В группу больных с де-
структивным туберкулезом включено 15 чело-
век в возрасте от 14 до 17 лет. Инфильтративный 
туберкулез в  фазе распада и  обсеменения диа-
гностирован у  8 человек, диссеминированный 
туберкулез в  фазе распада  – у  3 человек, мно-
жественные туберкуломы в фазе распада и обсе-
менения  – у  2 человек, фиброзно-кавернозный 
туберкулез  – у 1 человека и  казеозная пневмо-
ния – у 1 человека.

В  исследование включено 25 больных в  воз-
расте от 3 до 16 лет с «малыми» формами туберку-
леза органов дыхания. Туберкулез внутригрудных 
лимфатических узлов (ТВГЛУ) диагностирован 
у 11 человек, в том числе с очагами отсева в ле-
гочную ткань – 2 человека; очаговый туберкулез 
легких  – 14 человек. Большинство процессов 
были выявлены в  фазе начинающейся кальци-
нации  –10 человек и  реже в  фазе уплотнения  – 
10 человек, и в фазе инфильтрации – 5 человек.

Группу инфицированных МБТ составили 9 
пациентов в возрасте от 5 до 14 лет, обративших-
ся по поводу контакта с больными туберкулезом 
и  имевших положительные реакции на пробу 
Манту с 2 TE и Диаскинтест.

Гранулизин определяли в К3ЭДТА плазме ме-
тодом иммуноферментного анализа с  помощью 
набора SEB517Hu (Cloud-Clone Corp.) согласно 
инструкции изготовителя. Диапазон определе-

Рисунок 1. Содержание кателицидина до начала 
лечения
Figure 1. Cathelicidin content before treatment

Рисунок 2. Содержание гранулизина до начала лечения
Figure 2. Granulosin content before treatment
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ния тест-системы – 0,25-15 нг/мл, минимальная 
определяемая концентрация – 0,08 нг/мл. 

Кателицидин определяли в  К3ЭДТА плаз-
ме методом иммуноферментного анализа с  по-
мощью набора CEC419Hu (Cloud-Clone Corp.) 
согласно инструкции изготовителя. Диапазон 
определения тест-системы 123,5-10  000 нг/ мл, 
минимальная определяемая концентрация 
47,4  нг/мл, концентрация белка в  ЭДТА плазме 
у  волонтеров составила 161-1041 нг/мл. Резуль-
таты обрабатывались статистически с  помощью 
пакета Microsoft Exсel. 

Результаты и обсуждение
Сравнение результатов содержания в  плаз-

ме исследуемых факторов у  3 исследуемых 
групп показало, что до  начала лечения уро-
вень содержания кателицидина не  имел 
достоверных различий между исследуе-
мыми группами (деструктивный, ТВГЛУ/оча-
говый и  инфицированные  – 1578,1±123,14, 
1549,08±97,26 и  1752,43±225,3 соответственно) 
(рис. 1). Содержание гранулизина было более 
низкое в группе больных с ТВГЛУ/очаговым ту-
беркулезом по сравнению с группой инфициро-
ванных МБТ (5,14±0,18 нг/мл и 6,37±0,12 нг/мл, 
p = 0,009449 соответственно) (рис. 2.).

В результате проводимой противотуберкулез-
ной химиотерапии содержание кателицидина 
в  плазме в  группе деструктивного туберкулеза 
не менялось, а в группе больных «малыми» фор-
мами туберкулеза достоверно возрастало к  3-м 
месяцам до  2011,3±134,1 нг/мл (p  =  0,042984) 
и затем снижалось до уровня первоначальных по-
казателей (рис. 3). 

Содержание гранулизина плазмы крови 
у больных деструктивным туберкулезом не меня-

лось в процессе лечения (до лечения -6,17±0,78, 
через 3 и 6 месяцев – 4,96±0,63 и 4,79±0,69 соот-
ветственно), а в группе больных «малыми» фор-
мами туберкулеза достоверно возрастало к  6-ти 
месяцам с  5,13±0,18 нг/мл до  6,56±0,5 нг/мл 
(p = 0,023631), что было сравнимо с показателя-
ми у  группы инфицированных МБТ пациентов 
(6,37±0,12 нг/мл).

В  экспериментальных и  клинических иссле-
дованиях по  иммунологии туберкулеза клеточ-
ным и  гуморальным компонентам врожденного 
иммунитета традиционно отведена вторичная 
роль, и в основном рассматриваются такие ком-
поненты, как  нейтрофильные лейкоциты, Toll- 
подобные рецепторы, NK-клетки и в значитель-
но меньшей степени цитолитические молекулы 
(гранулизин, кателицидин, β-дефензин, перфо-
рин, гранзим) [9]. Существует представление, что 
реакции врожденного иммунитета преимуще-
ственно активны на стадии «латентной» фазы ту-
беркулеза при наличии положительных кожных 
проб и  IGRA-тестов и  малозначимы при актив-
ном функционировании специфического адап-
тивного иммунитета [5]. 

Нами получены данные о  высоких показате-
лях гранулизина и кателицидина у группы инфи-
цированнных МБТ детей и  подростков, и  даже 
достоверно более высоких для  гранулизина 
по сравнению с группой ТВГЛУ/очагового тубер-
кулеза. В  процессе лечения в  последнем случае 
уровень фактора достоверно возрастал до уровня 
группы инфицированных МБТ. Сходная динами-
ка изменения этого фактора у детей представлена 
в исследовании di Liberto D. и соавт. [6]. Вероят-
но, это можно связать с возрастанием субпопули-
ции CD8 Т-лимфоцитов, которая увеличивается 
в результате успешной химиотерапии [2]. 

Рисунок 3. Динамические изменения кателицидина и гранулизина
Figure 3. Dynamic changes of cathelicidin and granulosin
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Нами выявлено достоверное возрастание кон-
центрации кателицидина у больных ТВГЛУ/оча-
говым туберкулезом через 3 месяца после начала 
специфической химиотерапии с  последующим 
возвращением к исходному уровню у нелеченых 
больных. Нам представляется, что данный эф-
фект может возникать вследствие временной ак-
тивизации моноцитарно-макрофагального звена 
иммунитета и выработки кателицидина моноци-
тами. Подобный эффект описан Fiske С.Т. и со-
авт. [7], которые показали подъем продукции 
хемокинов CCL2 (MCP-1) у этой категории боль-
ных в результате проведенного лечения [7]. 

Таким образом, активная продукция цитоли-

тических молекул гранулизина и  кателицидина 

характерна для  инфицированных МБТ пациен-

тов. Значимость продукции этих факторов при 

деструктивных формах туберкулеза невелика 

вследствие преобладания реакций Т-клеточного 

звена адаптивного иммунитета. Однако роль ка-

телицидина и особенно гранулизина более замет-

на при «малых» формах туберкулеза, где в резуль-

тате специфической химиотерапии происходит 

подъем уровня их продукции до уровня инфици-

рованных МБТ пациентов.
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АНАЛИЗ СПЕКТРА АНТИФОСФОЛИПИДНЫХ АНТИТЕЛ 
У ПАЦИЕНТОВ С ТРОМБОЗАМИ И ПРИВЫЧНЫМ 
НЕВЫНАШИВАНИЕМ БЕРЕМЕННОСТИ 
Ткаченко О.Ю.1, Лапин С.В.1, Шмонин А.А.1, 2, 3, Соловьева Л.Н.2, 
Бондарева Е.А.1, Сельков С.А.4, Чепанов С.В.4, Тотолян Арег А.1, 5, 
Роггенбук Дирк6, 7

1 ГБОУ ВПО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 
И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия  
2 СПб ГБУЗ «Городская больница № 26», Санкт-Петербург, Россия  
3 ФГБУ «Северо-Западный федеральный медицинский исследовательский центр имени В.А. Алмазова», Санкт-
Петербург, Россия 
4 ФГБНУ «Научно-исследовательский институт акушерства, гинекологии и репродуктологии имени 
Д.О. Отта», Санкт-Петербург, Россия  
5 ФБУН «Санкт-Петербургский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии имени 
Пастера», Санкт-Петербург, Россия  
6 Бранденбургский технический университет, Коттбус-Зенфтенберг, Зенфтенберг, Германия  
7 GA Generic Assays GmbH, Далевиц, Германия

Резюме. Лабораторная диагностика антифосфолипидного синдрома (АФС) состоит в выявлении 
антифосфолипидных антител (АФА) методом иммуноферментного анализа (ИФА), а именно в детек-
ции антикардиолипиновых (аКл) антител и антител к бета-2-гликопротеину (aβ2GP1). Использова-
ние классических ИФА тест-систем затруднено их недостаточной стандартизацией. Новым подходом 
к детекции антифосфолипидных антител является использование мультиплексного лайн-блоттинга 
(ЛБ), преимуществом которого является сорбция антигенов на гидрофобной PVDF-мембране и де-
текция спектра АФА. 

Целью данного исследования является анализ диагностической ценности нового ЛБ в постановке 
серологического диагноза АФС.

Нами была собрана коллекция образцов сывороток 45 пациентов с некардиоэмболическими ише-
мическими инсультами, 19 пациентов с рецидивирующими тромбозами глубоких вен нижних конеч-
ностей и 44 пациента с привычным невынашиванием беременности, а также 50 клинически здоровых 
доноров. В данных сыворотках были измерены аКл IgG, аКл IgM, aβ2GP1 методом ИФА с помощью 
тест-систем фирм Euroimmun (ПР1) и Orgentec Diagnostica (ПР2) и аКл IgG, аКл IgM, aβ2GP1, а так-
же некритериальные АФА – методом иммуноблоттинга на тест-системе фирмы Medipan (ПР3). 

При использовании ИФА тест-систем ПР1 аКл и aβ2GP1 детектировались у 30,5 % пациентов. ИФА 
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методом на тест-системах ПР2 АФА были обнаружены у 38% пациентов. Методом ЛБ аКл и aβ2GP1 
были выявлены у 30% пациентов. Встречаемость средних и высоких титров АФА, измеренных мето-
дом ИФА на тест-системах ПР1 и ПР2, составила 12 и 11% соответственно, а методом ЛБ – 16,6%. 
При анализе спектра АФА методом ЛБ чаще всего обнаруживались aβ2GP1, аФс, аКл, аАн V, аФк.

Метод мультиплексного лайн-блоттинга ЛБ показывает более высокую чувствительность при де-
текции средних и высоких титров АФА, а также позволяет выявить пациентов с множественной АФА 
позитивностью.

Ключевые слова: антифосфолипидный синдром, антифосфолипидные антитела, иммуноферментный анализ, лайн-
блоттинг, новые методы

RANGING OF ANTIPHOSPOLIPID ANTIBODIES IN THE 
PATIENTS WITH THROMBOPHILIA AND RECURRENT 
MISCARRIAGE
Tkachenko O.Yu.a, Lapin S.V.a, Shmonin A.A.a, b, Solovyova L.N.b, 
Bondareva E.A.a, Selkov S.A.d, Chepanov S.V.d, Totolian Areg A.a, е, 
Roggenbuck Dirkf, g

a First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation  
b City Hospital No. 26 of St. Petersburg, St. Petersburg, Russian Federation  
c V. Almazov North-West Federal Medical Research Center, St. Petersburg, Russian Federation  
d D. Ott Research Institute of Obstetrics, Ginecology and Reproductology, St. Petersburg, Russian Federation  
e St. Petersburg Pasteur Research Institute of Epidemiology and Microbiology, St. Petersburg, Russian Federation  
f Brandenburg University of Technology, Cottbus-Senftenberg, Senftenberg, Germany  
g GA Generic Assays GmbH, Dahlewitz, Germany

Abstract. Laboratory diagnosis of antiphospholipid syndrome (APS) is based on detection of 
antiphospholipid antibodies (aPLs). E.g., aPLs are directed against conformational epitopes of the so-called 
“co-factor” proteins: β2-gycoprotein 1 (β2-GP1), annexin V (An V) and prothrombin (Pt) that are formed 
during interaction with phospholipids – cardiolipin (CL), phosphatic acid (Pha), phosphatidylcholine (Pch), 
phosphatidylethanolamine (Pe), phosphatidylglycerol (Pg), phosphatidylinositol (Pi), phosphatidylserine 
(Ps). A routine methodology of detection based on ELISA testing is challenged by new tests when the antigen is 
absorbed on another kind of support like microbeads or membranes that can influence density of conformational 
epitopes for aPL’s binding. The aim of our study was to compare the results of aPLs detection by ELISA and 
multi-line immunodot assay (MLD).

We collected blood serum samples from 45 patients with noncardioembolic ischemic strokes, 19 patients 
with recurrent deep vein thrombosis of lower limbs, 44 females with recurrent miscarriages, and 50 clinically 
healthy donors. To compare the results of aPL detection by ELISA and MLD kits, the test systems from 
different manufacturers were evaluated. We used an ELISA kits for detection of antibodies to CL IgG, aCL 
IgM, β2-GP1 produced by Euroimmun AG (Mr1) and Orgentec Diagnostica GmbH (Mr2) and MLD – for 
detection of antibodies to CL, β2-GP1, Pch, Pe, Pg, Pi, Ps, AnV and Pt (Medipan GmbH, Mr3).

When a cut-off titer was used as the main index, 30.5% of patients were aPLs-positive with ELISA method 
by Mr1 and 38%, wiht Mr2. By MLD aPls were detected in 30% of patients. In the same cohort, medium and 
high aPLs titers (> 40 U/mL) were determined in 12% of patients using ELISA kits. Positive and highly positive 
aPLs titers were determined in 16% when using a new method by Mr3. Medium and high titer were detected 
only for antibodies to β2-GP1, CL, An V, Pha and Phs. 

The use of ELISA approach for detection of aPLs in patients with thrombosis and obstetric pathology is 
associated with relatively high number of low-positive ELISA results. Due to higher sensitivity for medium and 
high aPLs titers, MLD testing may be used as a confirming method for APS diagnosis.

Keywords: antiphospholipid syndrome, antiphospholipid antibodies, enzyme-linked immunosorbent assays, multi-line dot assay, new 
methods
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Исследование было поддержано грантом Рос-
сийского научного фонда. Соглашение РНФ 
№ 16-15-00118.

Введение
Антифосфолипидные антитела (АФА)  – се-

мейство аутоантител, направленных против 
конформационных эпитопов плазменных бел-
ков, которые образуются в  результате их взаи-
модействия с  анионными фосфолипидами [2, 
3, 12]. Это семейство включает антитела, на-
правленные против фосфолипид-связываю-
щих, или «кофакторных», белков, а именно β2-
гликопротеина 1 (aβ2GP1), аннексина V (aАн V) 
и протромбина (aПт). Также выделяют антитела 
к  отрицательно заряженным фосфолипидам  – 
к  кардиолипину (аКл), фосфатидилглицеролу 
(аФг), фосфатидилинозитолу (аФи), фосфа-
тидилсерину (аФс), фосфатидиловой кислоте 
(aФк), и  нейтрально заряженным фосфолипи-
дам – фосфатидилэтаноламину (аФэ), фосфати-
дилхолину (аФх) [16, 25].

Выявление аКл и  aβ2GP1 в  качестве диагно-
стического показателя включено в  лаборатор-
ные критерии антифосфолипидного синдрома 
(АФС)  [19], а  детекция аКл  – в  лабораторные 
критерии системной красной волчанки (СКВ) 
SLIСС 2012 [24]. Однако АФА обнаруживаются 
у пациентов с другими аутоиммунными, инфек-
ционными и лимфопролиферативными заболева-
ниями, а также у здоровых доноров, не проявляя 
себя тромбозами или акушерской патологией [8, 
9, 14, 27, 28]. По мнению ряда авторов [17], раз-
ные представители семейства АФА различаются 
по уровню патогенности, который также зависит 
от используемого лабораторного метода их опре-
деления. 

Исторически АФА определяли с  помощью 
метода радиоиммунного анализа [13], однако 
в  настоящее время широко используется имму-
ноферментный анализ (ИФА). Отсутствие стан-
дартизации ИФА тест-систем ведет к низкой со-
поставимости результатов при использовании 
тест-систем разных производителей [7]. Исполь-
зование ИФА приводит к  большому количеству 
ложноположительных результатов и  необходи-
мости повторного обследования. В связи с этим 
актуальна оценка клинико-диагностических па-
раметров новых твердофазных методов для  де-
текции АФА. 

Особого внимания заслуживает метод лайн-
блоттинга (ЛБ) [11]. Преимуществом ЛБ при 
сравнении с  ИФА является «мультиплексный» 
подход, позволяющий единовременно детекти-

ровать до  10 разновидностей АФА. Кроме того, 
уникальные особенности гидрофобной PVDF-
мембраны позволяют достичь более высокой 
плотности антигена. Целью данного исследова-
ния является анализ диагностической ценности 
нового метода ЛБ в постановке серологического 
диагноза АФС.

Материалы и методы
Нами были собраны 44 образца сыворот-

ки крови пациентов с  некардиоэмболическими 
ишемическими инсультами, 19 пациентов с  ре-
цидивирующими тромбозами глубоких вен ниж-
них конечностей, 45 пациентов с  акушерской 
патологией, а  также 50 здоровых доноров. Все 
пациенты, включенные в  исследование, были 
моложе 50 лет и не имели других аутоиммунных, 
лимфопролиферативных и  хронических инфек-
ционных заболеваний в анамнезе.

Согласно рекомендациям по  детекции АФА 
для твердофазных тест-систем [6], исследования 
на АФА были проведены в течение 2-3 дней после 
взятия крови, пробы поставлены в  дублях, про-
веден расчет внутрилабораторного референтного 
интервала (РИ) непараметрическим методом 99 
перцентиль для каждой из ИФА тест-систем.

Для  исследования клинической значимости 
результатов тестов методом ЛБ и сравнения с ре-
зультатами ИФА были оценены тест-системы 
различных производителей. Мы использовали 
ИФА тест-системы фирмы Euroimmun (Герма-
ния), в  дальнейшем именуемой Производи-
тель 1 (ПР1), ИФА тест-системы фирмы Orgentec 
Diagnostica (Германия), Производитель 2 (ПР2), 
и  тест-системы фирмы Medipan (Германия), ос-
нованные на методе ЛБ, Производитель 3 (ПР3), 
в соответствии с инструкцией. Получены резуль-
таты измерений ИФА тест-систем в  оптических 
единицах и  результаты ЛБ метода в  денситоме-
трических единицах, оцененных программой 
DotBlot-Analyzer как  слабоположительный (+), 
положительный (++) и  восокоположительный 
(+++) результаты. В  собранных образцах сыво-
ротки крови измерены аβ2GP1, аКл классов IgG 
и IgM, антитела методом ИФА, кроме того широ-
кий спект аутоантител, в том числе аКл, аβ2GP1, 
аФх, аФэм, аФг, аФэл, аФс, аФк, аАн V и  аПр 
классов IgG и IgM исследовали методом ЛБ. 

Для  сравнительного анализа полученных ре-
зультатов были использованы методы описатель-
ной статистики (вычисление средних значений, 
средних квадратических отклонений, медианы) 
и  непараметрические (критерий Хи-квадрат 
Пирсона) методы статистической обработки.
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Результаты
Референтные интервалы (РИ) ИФА тестов 

всех производителей наборов реактивов были 
получены путем обследования 50 сывороток здо-
ровых доноров. 

Для сравнения методов ИФА и ЛБ была оце-
нена частота выявления АФА в каждой группе па-
циентов, с учетом верхней границы РИ (табл.1). 

В  общей когорте пациентов при использовании 
ИФА тест-систем ПР1 аКл и aβ2GP1 детектиро-
вались в 30,5 % образцах, ИФА методом на тест-
системах ПР2 АФА были обнаружены у  38% 
пациентов. Методом ЛБ аКл и aβ2GP1 были вы-
явлены у 30% пациентов. 

Так  как авторы международных критериев 
АФС указывают на клиническое значение только 
средних и  высоких титров АФА, мы проанали-

ТАБЛИЦА 1. ВСТРЕЧАЕМОСТЬ АФА В ГРУППАХ ПАЦИЕНТОВ С НЕКАРДИОЭМБОЛИЧЕСКИМИ ИШЕМИЧЕСКИМИ 
ИНСУЛЬТАМИ, С РЕЦИДИВИРУЮЩИМИ ТРОМБОЗАМИ ГЛУБОКИХ ВЕН НИЖНИХ КОНЕЧНОСТЕЙ И ПРИВЫЧНЫМ 
НЕВЫНАШИВАНИЕМ БЕРЕМЕННОСТИ, ИЗМЕРЕННЫХ ТЕСТ-СИСТЕМАМИ РАЗНЫХ ПРОИЗВОДИТЕЛЕЙ

TABLE 1. THE FREQUENCY OF APA IN GROUPS OF PATIENTS WITH NONCARDIOEMBOLIC ISCHEMIC STROKES, 
RECURRENT DEEP VEIN THROMBOSIS OF THE LOWER EXTREMITIES AND RECCURENCE MISCARRIAGE, MEASURED BY 
KITS FROM DIFFERENT MANUFACTURERS

ПР 
MR

АФА 
aPLs

ВГРИ* 
ULRR*

Пациенты 
с острым 

инсультом 
Patients with 

noncardioembolic 
ischemic strokes 

(n = 44)

Пациентки 
с невынашиванием 

беременности 
Patients with 
reccurence 
miscarriage

(n = 45)

Пациенты 
с тромбозом 
глубоких вен 
Patients with 

recurrent deep 
vein thrombosis 

of the lower 
extremities 

(n = 19)

Всего 
All 

(n = 108)

ПР1 
MR1

аКл 
(IgG + IgM)

aCl (IgG + IgM) 

> 12 U/ml 1 (2,2%) 19 (42%) 3 (15,7%) 23 (21,2%) 

> 40 U/ml 1 (2,2%) 2 (4,5%) 1 (5,2%) 4 (3,7%) 

aβ2GP1 
(IgGAM)

> 20 U/ml 3 (6,8%) 8 (18%) 1 (5,2%) 12 (11,1%) 

> 40 U/ml 1 (2,2%) 7 (15,5%) 1 (5,2%) 9 (8,2%) 

ПР2 
MR2

аКл 
(IgG + IgM)

aCl (IgG + IgM) 

> 10 U/ml 14 (31,8%) 11 (24%) 2 (10,5%) 27 (25%) 

> 40 U/ml 1 (2,2%) 2 (4,5%) 1 (5,2%) 4 (3,7%) 

aβ2GP1 
(IgGAM)

> 10 U/ml 10 (22,7%) 16 (35%) 2 (10,5%) 28 (25,9%) 

> 40 U/ml 1 (2,2%) 11 (24%) 1 (5,2%) 8 (12%) 

ПР3
MR3

аКл 
(IgG + IgM)

aCl (IgG + IgM) 

≥ + 2 (4,5%) 11 (24%) 6 (31,5%) 19 (17,5) 

≥ ++ 2 (4,5%) 1 (2,2%) 3 (15,7%) 6 (5,5%) 

aβ2GP1 
(IgGAM)

≥ + 10 (22,7%) 11 (24%) 5 (26,3%) 26 (24%) 

≥ + 4 (9%) 7 (15,5%) 1 (5,2%) 12 (11,1%) 

Примечание. ПР1 – Euroimmun (Германия), ПР2 – Orgentec Diagnostica (Германия), ПР3 – Medipan (Германия); 
ВГРИ – верхняя граница референтного интервала: рассчитана непараметрическим методом 99 перцентиль 
при детекции АФА в группе 50 здоровых доноров. 

Note. MR1, Euroimmun (Germany); MR2, Orgentec Diagnostica (Germany); MR3, Medipan (Germany); ULRR is the upper limit of 
the reference range: calculated by the nonparametric 99 percentile method on APA detection in the group of 50 healthy donors.
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Рисунок 1. Встречаемость антикардиолипиновых 
антител, измеренных тест-системами ПР1, ПР2, ПР3 
Примечание. ВГРИ – верхняя граница референсного 
интервала, ПР1 – ИФА тест-системы фирмы Euroimmun 
(Германия), ПР2 – ИФА тест-системы фирмы Orgentec 
Diagnostika (Германия), ПР3 – метод ЛБ фирмы Medipan.
Figure 1. Frequency of anticardiolipin antibodies detected by 
kits of MR1, MR2, MR3
Note. ULRR, upper limit of reference range; MR1, ELISA kits by 
Euroimmun (Germany); MR2, ELISA kits by Orgentec Diagnostika; 
MR3, multi-line immunodot assay by Medipan. 

Рисунок 3. Спектр антифосфолипидных антител, измеренный методом лайн-блоттинга
Примечание. АФА – антифосфолипидные антитела, aβ2GP1 – антитела к β2-гликопротеину 1, аКл – антитела к кардиолипину, 
аАнV – антитела к аннексину, аПт – антитела к протромбину, аФс – антитела к фосфатидилсерину, аФг – антитела 
к фосфатидилглицеролу, аФи – антитела к фосфатидилинозитолу, аФК – антитела к фосфатидиловой кислоте, аФэ – антитела 
к фосфатидилэтаноламину, аФх – антитела к фосфатидилхолину, ПР1 – ИФА тест-системы фирмы Euroimmun (Германия), 
ПР2 – ИФА тест-системы фирмы Orgentec Diagnostika (Германия), ПР3 – метод ЛБ фирмы Medipan.
Figure 3. Spectrum of aPLs detected by multi-line immunodot assay
Note. aPLs, antiphospholipid antibodies; aβ2GP1, antibodies to β2-Glycoprotein 1; aCL, antibodies to cardiolipins; aAnV, antibodies to 
annexin V; aPr, antibodies to prothrombin; aPs, antibodies to phosphatidylserine; aPg, antibodies to phosphatidylglycerol; aPi, antibodies to 
phosphatidylinositol; aPAc, antibodies to phosphatidic acid; aPe, antibodies to phosphatidylethanolamine; aPh, antibodies to phosphatidylcholine; 
MR1, ELISA kits by Euroimmun (Germany); MR2, ELISA kits by Orgentec Diagnostika; MR3, multi-line immunodot assay by Medipan. 

Рисунок 2. Встречаемость антител к b2-гликопротеину 1, 
измеренных тест-системами ПР1, ПР2, ПР3
Примечание. См. примечание к рисунку 1.
Figure 2. Frequency of antibodies to b2-glycoprotein 1 detected 
by kits of MR1, MR2, MR3 
Note. As for Figure 1.
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зировали встречаемость АФА, учитывая только 
средние и высокие титры для ИФА тест-систем, 
а  также только положительные и  высокополо-
жительные результаты для  ЛБ (рис. 2). Частота 
выявления средних и  высоких титров АФА, из-
меренных методом ИФА на  тест-системах ПР1 
и ПР2, составила 12 и 11% соответственно, а ме-
тодом ЛБ  – 16,6%. Ввиду небольшого объема 
выборки положительных пациентов статитисти-
чески достоверными являются данные, полу-
ченные в  результате детекции аКл IgG методом 
ЛБ по  сравнению с  ИФА тест-системами ПР2 
(p  =  0,03). Таким образом, новый метод ЛБ по-
зволяет добиться более высокой эффективности 
детекции при средних и  высоких титрах АФА 
(рис. 1, рис. 2).

Так  как одним из  преимуществ ЛБ является 
возможность обнаружения 10 видов АФА, была 
оценена частота выявления как  аБ2GP1, аКл, 
так и других АФА – аФк, аФх, аФэм, аФг, аФэл, 
аФс, аАн V и аПр (рис. 3). В общей когорте паци-
ентов чаще всего обнаруживались aβ2GP1, аФс, 
аКл, аАн V, аФк. 

Анализ спектра антифосфолипидных анти-
тел может играть значимую роль в клинической 
практике. Мы оценили встречаемость одной раз-
новидности АФА, а также единовременного вы-
явления двух, трех и более АФА в общей когорте 
пациентов. У  19% пациентов обнаружен только 
один представитель семейства АФА: в 4,6% слу-
чаях детектировался только aβ2GP1, в  3,7%  – 
аАн V и  аФс, в  2,7%  – аФк, а  также аФг, аФэл. 
В  13% случаев единовременно детектировались 
два маркера, одним из  которых в  6,4% случаев 
были aβ2GP1, в  4,6%  – аФк. Три и  более АФА 
детектировались в 8% случаев, наиболее часто – 
комбинации aβ2GP1, аАн V и аФс. Нами не было 
обнаружено ассоциаций между спектром анти-
фосфолипидных антител и  клинической карти-
ной на примере данной когорты больных.

Обсуждение
Согласно международным критериям АФС, 

лабораторная диагностика играет решающую 
роль в  постановке диагноза и  дальнейшей так-
тике ведения больных. Однако несовершенство 
традиционных методов выявления АФА ведет 
к  необходимости повторного обследования па-
циентов, что затрудняет своевременную поста-
новку диагноза. Действующие критерии реко-
мендуют учитывать в  диагностике АФС только 
высокие титры АФА, в то время как на практике 
низкие титры антител встречаются в разы чаще, 
но их клиническое значение установить обычно 
не удается.

Для  диагностики АФС активно разрабаты-
ваются новые методы детекции аутоантел [1, 2, 
4, 5, 6], такие как хемилюминесцентный анализ 
и  мультиплексный метод лайн-блоттинга [15]. 
Данные методы твердофазного анализа харак-
теризуются новыми подходами к сорбции анти-
гена, обеспечивая большую плотность антиге-
на на  твердофазном носителе. Особенностью 
ЛБ является высокое сродство фосфолипидов 
к PVDF-мембране, что позволяет ориентировать 
гидрофильные участки молекул, обеспечивая их 
взаимодействие с  белковыми кофакторами [11]. 
Результатом оптимизации характеристик твер-
дой фазы становится увеличение аналитической 
чувствительности теста и расширение диапазона 
измеряемых показателей.

Для  определения встречаемости АФА с  по-
мощью разных методов мы исследовали 3 груп-
пы пациентов с  клиническими проявлениями 
АФС. В первую вошли 44 пациента с некардио
эмболическими ишемическими инсультами, 
во  вторую  – 19 пациентов с  рецидивирующими 
тромбозами глубоких вен нижних конечностей, 
третья состояла из  45 пациентов с  двумя и  бо-
лее выкидышами. В  качестве группы сравнения 
использовались сыворотки крови 50 здоровых 
доноров. Мы провели сравнительный анализ 
встречаемости aβ2GP 1 и аКл между методом ЛБ 
и ИФА тест-системами ПР1 и ПР2, а также встре-
чаемость спектра 10 разновидностей АФА в груп-
пах пациентов с  клиническими проявлениями 
АФС, измеренных с помощью ЛБ.

Сходимость ИФА тест-систем ПР1, ПР2 и ПР3 
для детекции aβ2GP1 составила 75%, для детек-
ции аКЛ  – 84% соответственно. Большинство 
АФА при использовании ИФА тест-систем и ме-
тода ЛБ в нашем исследовании были обнаруже-
ны в  низком титре. При оценке встречаемости 
АФА вне зависимости от  титра мы не  выявили 
преимуществ метода ЛБ по  сравнению с  мето-
дом ИФА. Но при анализе частоты средних и вы-
соких титров новый метод показал достоверно 
более высокую чувствительность для  детекции 
маркера АФС  – аКл. Это позволяет избавиться 
от  значительного числа низкоположительных 
неспецифических реакций АФА, которые могут 
быть обусловлены транзиторными непатоген-
ными антителами. Значимость выявления АФА 
в средних и высоких титрах, их выраженная связь 
с клиническими проявлениями была описана ря-
дом авторов и включена в международные крите-
рии АФС [15, 16].

Важность оценки спектра АФА для определе-
ния риска клинических проявлений подчеркива-
ется исследованиями Pengo и  соавт. (2005). При 
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проспективном анализе когорты больных АФС 
было установлено, что одновременное выявле-
ние нескольких разновидностей АФА позволяет 
установить риск развития тромбоэмболических 
событий и  патологии беременности  [22, 23]. 
Пациенты, у  которых одновременно детектиру-
ются аКл и аβ2GP1 и ВАК в среднем или высо-
ком титре, состоят в  группе наиболее высокого 
риска развития клинических проявлений АФС. 
Основываясь на  этом наблюдении, для  диа-
гностики АФС и  стратификации риска разви-
тия осложнений Otomo и  соавт. [21] разработа-
ли диагностический комплекс, включающий 5 
коагуляционных тестов для  детекции ВАК и  6 
ИФА тестов (аКл класса IgG/IgM, аβ2GP1 клас-
са IgG/IgM, фосфатидилсерин-зависимые аПр 
класса IgG/ IgM)  [21]. Позже была создана шка-
ла для  стратификации риска АФС GAPSS [26], 
включающая, помимо лабораторных маркеров, 
демографические и  клинические показатели. 
В  связи с  этим важным преимуществом мето-
да ЛБ является единовременная детекция аКл, 

аβ2GP1, аФх, аФэм, аФг, аФэл, аФс, аФк, аАн V 
и аПр классов IgG и IgМ. Мы оценили встреча-
емость одного, двух, трех и  более АФА в  общей 
когорте пациентов, обследованных с  помощью 
метода ЛБ. В  нашем исследовании у  19% паци-
ентов обнаружен только один маркер АФС, два 
и более маркера – в 21% случаев. Таким образом, 
можно выделить значительное количество случа-
ев, при котором АФС подтверждается нескольки-
ми серологическими биомаркерами. В проведен-
ной работе нам не удалось выявить взаимосвязи 
между клинической картиной и встречаемостью 
одного, двух, трех и более АФА у обследованных 
нами пациентов, что может быть обусловлено не-
большим размером группы и коротким временем 
наблюдения.

Таким образом, метод мультиплексного 
лайн-блоттинга показывает более высокую чув-
ствительность при детекции средних и высоких 
титров АФА, а также позволяет выявить пациен-
тов с  множественной серологической позитив-
ностью.
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МЕТОДИЧЕСКИЕ СЛОЖНОСТИ ПРИ ОПРЕДЕЛЕНИИ 
СОДЕРЖАНИЯ НЕКОТОРЫХ ЦИТОКИНОВ 
В ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ КРОВИ ПРАКТИЧЕСКИ ЗДОРОВЫХ 
ЛИЦ
Арсентьева Н.А.1, Тотолян Арег А.1, 2

1 ФБУН «Санкт-Петербургский научно-исследовательский институт эпидемиологии и микробиологии имени 

Пастера», Санкт-Петербург, Россия 
2 ГБОУ ВПО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет имени академика 

И.П. Павлова» Министерства здравоохранения РФ, Санкт-Петербург, Россия

Резюме. Цитокины являются важнейшими факторами патогенеза инфекционных, аллергических, 
аутоиммунных и лимфопролиферативных заболеваний и иммунопатологических процессов и служат 
важнейшими мишенями иммунодиагностики широкого круга заболеваний человека. Для решения 
диагностических задач обычно проводится определение уровней цитокинов в различных биологиче-
ских жидкостях с использованием иммунохимических методов. 

Проведенный нами анализ отечественной научной литературы иммунологического профиля 
на  примере двух российских журналов «Медицинская иммунология» и  «Инфекция и  иммунитет» 
показал, что наибольшее распространение при проведении клинико-иммунологических исследова-
ний с определением содержания цитокинов в сыворотке/плазме крови получил твердофазный ИФА 
и мультиплексный иммуноанализ в формате хМАР- и СВА-технологий. 

Значения нормы некоторых цитокинов в  плазме/сыворотке крови практически здоровых лиц, 
полученные с  использованием этих технологий и  реагентов различных фирм-производителей, ва-
рьируются в  достаточно широких пределах. Границы нормы, полученные с  использованием CBA-
технологии, значительно выше границ нормы, полученных методом ИФА и  xMAP-технологии. 
В большинстве исследований присутствовала небольшая контрольная группа, насчитывающая обыч-
но 15-20 человек. В  большинстве работ материалом для  исследований служила сыворотка крови 
и лишь в единичных – ЭДТА-плазма крови. 

Сделано заключение, что результаты определения цитокинов в сыворотке/плазмы перифериче-
ской крови практически здоровых лиц колеблются в широком диапазоне и зависят от исследуемого 
материала, применяемой технологии, используемой тест-системы и  особенностей анализируемой 
выборки: число обследованных, их возраст, пол, географический фактор и  т.д. Все вышеизложен-
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ное обосновывает необходимость проведения широкомасштабных мультицентровых клинических 
исследований по стандартизации оценки содержания цитокинов в периферической крови человека 
и определения их нормативных значений.

Ключевые слова: цитокины, границы нормы, сыворотка крови, плазма крови, иммунодиагностика, иммуноферментный 
анализ, мультиплексный анализ

METHODOLOGICAL ISSUES OF DETERMINING 
CONCENTRATIONS OF SOME CYTOKINES IN PERIPHERAL 
BLOOD FROM HEALTHY INDIVIDUALS
Arsentieva N.A.a, Totolian Areg A.a, b

a St. Petersburg Pasteur Research Institute of Epidemiology and Microbiology, St. Petersburg, Russian Federation  
b First St. Petersburg State I. Pavlov Medical University, St. Petersburg, Russian Federation

Abstract. Cytokines are the most important factors in pathogenesis of infectious, allergic, autoimmune, 
lymphoproliferative diseases and immunopathological processes. Many cytokines are very useful therapeutic 
targets for immunodiagnostics of different human diseases. Measurement of the cytokine levels by 
immunochemical methods in various biological fluids is usually used for diagnostic evaluation. 

Content analysis of research articles from two Russian immunological journals, “Meditsinskaya 
Immunologiya” = “Medical Immunology (Russia)” and “Infektsiya i immunitet” = “Russian Journal of 
Infection and Immunity,”, shows that ELISA, xMAP multiplex immunoassay, and CBA technologies are 
the most common methods used in clinical and immunological studies aimed for determination of cytokine 
contents in blood serum/plasma.

Normal ranges of some plasma/serum cytokines in healthy individuals were subject to wide variations when 
using different methods and specific reagents from various manufacturers. The normal ranges applied by the 
CBA-technology, are significantly higher than appropriate values obtained by ELISA or xMAP-technologies. 
Most studies included a small control group, usually limited by 15-20 persons. In most of these works, blood 
serum samples were used for assays, whereas EDTA-conserved plasma was taken only in few studies.

It has been concluded that the results of cytokine measurements in blood serum/plasma in healthy individuals 
vary in wide ranges, and depend on many factors, e.g., initial sampling material, mode of technology, type of 
test systems, and characteristics of the group under study: number of patients, age, gender, geographical factor, 
etc. The mentioned data demonstrate a need for large-scale multicenter clinical studies, in order to standardize 
measurements of the cytokine levels in human peripheral blood and to specify their normal values.

Keywords: cytokines, normal range, blood serum, blood plasma, immunodiagnostics, ELISA, multiplex assay

Цитокины являются важнейшими фактора-
ми патогенеза инфекционных, аллергических, 
аутоиммунных и  лимфопролиферативных за-
болеваний и  иммунопатологических процессов. 
Определение содержания цитокинов в биологи-
ческих жидкостях можно использовать не  толь-
ко для изучения иммунопатогенеза заболеваний 
и  адекватного назначения иммунотерапии, но 
также и для иммунодиагностики. С этих позиций 
цитокины служат важнейшими мишенями им-
мунодиагностики широкого круга заболеваний 
человека [8].

Для  решения диагностических задач обыч-
но проводится определение уровней цитокинов 

в различных биологических жидкостях с исполь-
зованием иммунохимических методов: иммуно-
ферментный анализ в различных модификациях 
(ИФА), радиоиммунный анализ, мультиплекс-
ный анализ (МИА), позволяющий с  помощью 
моноклональных антител одновременно опре-
делять до 500 белков с использованием флуорес-
центных и других меток.

Наибольшее распространение получили 
иммуноферментные диагностические тест-
системы, позволяющие проводить количествен-
ный анализ содержания цитокинов в любых био-
логических жидкостях и обладающие достаточно 
высокой чувствительностью. В  последние годы 
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широкое распространение получил метод муль-
типлексного анализа, включающий различные 
форматы определения цитокинов в  биологиче-
ских жидкостях с  применением проточной ци-
тофлуориметрии: СВА (Cytometric Bead Array) 
и  хМАР (Multi-Analyte Profiling). В  основе этих 
видов анализа лежит связывание с моноклональ-
ными антителами, фиксированными на  поверх-
ности микрочастиц или микрошариков.

Проведенный нами анализ отечественной на-
учной литературы иммунологического профиля 
на  примере двух российских журналов «Меди-
цинская иммунология» и «Инфекция и иммуни-
тет» показал, что наибольшее распространение 
при проведении клинико-иммунологических 
исследований с определением содержания цито-
кинов в  сыворотке/плазме крови получил твер-
дофазный ИФА [4, 6, 7, 13, 14, 15, 16, 17, 23, 25, 
26, 27, 28, 29, 31, 32] и мультиплексный иммуно-
анализ в формате хМАР- [2, 9, 19, 20, 21, 22, 30] 
и СВА-технологий [3, 18]. 

Значения нормы некоторых цитокинов 
в  плазме/сыворотке крови взрослых практиче-
ски здоровых лиц, полученные с использованием 
различных технологий и  фирм-производителей, 
представлены в  таблице 1. Как  следует из  пред-
ставленных данных, содержание одного и  того 
же  цитокина в  периферической крови практи-
чески здоровых лиц колеблется в  достаточно 

широких пределах. Различия значений нормы 
обусловлены в первую очередь технологией, при-
меняемой для  определения уровня цитокинов. 
Так, значения, полученные с  использованием 
CBA-технологии, резко отличаются от значений, 
полученных методом ИФА и xMAP-технологии. 
Стоит отметить, что материалом исследования 
для большинства случаев исследований служила 
сыворотка крови, в то время как при применении 
xМАР-технологии авторы использовали и сыво-
ротку, и ЭДТА-плазму крови. 

Наиболее часто в  работах клинико-иммуно-
логического профиля встречается исследование 
уровня двух цитокинов: TNFα и  IFNγ (рис.  1). 
Как видно из представленной диаграммы, в боль-
шинстве проанализированных исследований оба 
цитокина у  практически здоровых лиц опре-
делялись в  значимом количестве. Ранее счита-
лось, что многие провоспалительные цитокины 
в  норме не  должны циркулировать в  крови [8]. 
По-видимому, присутствие невысоких уровней 
этих цитокинов в  плазме крови здоровых доно-
ров можно объяснить четырмя основными при-
чинами:

1.  Повышение чувствительности используе-
мых в  клинико-иммунологических исследова-
ниях лабораторных методов. Чувствительность 
хМАР- и  СВА-технологий существенно выше 
чувствительности ИФА.

Рисунок 1. Значения нормы TNFα и IFNγ в периферической крови практически здорового человека, полученные 
при использовании различных технологий и производителей тест-систем
Примечание. На диаграммах представлены медианы и интерквартильный размах: Me (Q0,25-Q0,75). По оси ординат даны ссылки 
на источник литературы.
Figure 1. Normal values of TNFα and IFNγ in the peripheral blood of healthy adults, obtained using various technologies and 
manufacturers of test systems
Note. Diagrams show medians and interquartile range: Me (Q0.25-Q0.75). The y-axis gives references.
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2.  Соблюдение требований к  правильному 
взятию периферической крови на  преаналити-
ческом этапе, поскольку провоспалительные 
цитокины могут достаточно быстро появлять-
ся в кровотоке в ответ на физическую нагрузку, 
стресс и т.д. 

3.  Тщательный отбор практически здоровых 
лиц, поскольку умеренно повышенный уровень 
некоторых провоспалительных цитокинов может 
наблюдаться при вялотекущих скрытых воспали-
тельных процессах, а также на ранних (до появ-
ления клинических проявлений) стадиях аутоим-
мунных и аллергических заболеваний.

4.  Несовершенство методов иммунохимиче-
ского анализа, при котором ложноположитель-
ные результаты могут быть связаны с присутстви-
ем в  биологическом материале гетерофильных 
антител, которые вырабатываются против не-
известных, недостаточно полно охарактеризо-
ванных антигенов и  обычно обладают низкой 
авидностью. Такие низкоавидные антитела могут 
взаимодействовать с  различными иммуногло-
булинами и  присутствуют у  40% здоровых лиц. 
Поскольку гетерофильные антитела могут свя-
зываться с компонентами иммуноаналитических 
систем (ИФА и МИА), перекрестное связывание 
может приводить к  ложноположительным ре-
зультатам, реже – к ингибиции связывания [8].

Среди данных, полученных с помощью одной 
и той же технологии, также наблюдаются вари-
ации значений. Так, в  таблице 2 представлены 
результаты измерений некоторых цитокинов 
в сыворотке крови практически здоровых взрос-
лых доноров с использованием метода ИФА. На-
личие таких различий, прежде всего, обуслов-
лено реагентами, которые отличаются у  разных 
фирм-производителей, а  также особенностями 
выборки условно здоровых доноров: число об-
следованных, их возраст, пол, географический 
фактор и т.д.

В  научной литературе представлены немно-
гочисленные работы с  определением норм ци-
токинов в  сыворотке крови детей. Сложность 

представляет формирование группы условно здо-

ровых детей, достаточной для  статистического 

анализа. Противоречивые данные получены при 

анализе уровней цитокинов в  сыворотке крови 

условно здоровых детей с использованием ИФА 

тест-систем одной и той же фирмы-производите-

ля (табл. 3). Наблюдается сильная вариабельность 

значений IL-1β, IL-4, IFNγ, в то время как уров-

ни IL-8 и IL-10 в разных возрастных группах со-

поставимы друг с другом. 

В связи с вышеизложенным не допускается ис-

пользовать значения нормы, позаимствованные 

из литературных источников либо из инструкции 

фирмы-производителя, как это, например, встре-

чается в некоторых публикациях [5]. Для каждо-

го исследования необходимо формировать свою 

контрольную группу для  определения нормаль-

ных значений, сопоставимую по  численности, 

полу, возрасту, условиям проживания, географи-

ческому расположению с целевой группой.

Таким образом, далеко не полный анализ 

отечественной литературы показывает, что при 

проведении клинико-иммунологических ис-

следований существенное внимание отводится 

определению различных цитокинов в сыворотке/

плазме периферической крови. При этом в боль-

шинстве исследований присутствует небольшая 

контрольная группа, насчитывающая обычно 

15-20 человек. Результаты определения цитоки-

нов в сыворотке/плазмы периферической крови 

практически здоровых лиц колеблются в  широ-

ком диапазоне и  зависят от  исследуемого мате-

риала, применяемой технологии, используемой 

тест-системы и  особенностей анализируемой 

выборки. Все вышеизложенное обосновывает 

необходимость проведения широкомасштабных 

мультицентровых клинических исследований 

по  стандартизации оценки содержания цитоки-

нов в периферической крови человека и опреде-

ления их нормативных значений.
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каций:

Оригинальная статья
Статья должна описывать результаты закончен-

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

•	� Введение содержит обоснование цели и задач 
проведенного исследования. 

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

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

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

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

Краткие сообщения
Журнал публикует небольшие по объему статьи, 

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

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

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

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

Библиографические стандарты описания 
цитируемых публикаций
Описание статьи из журнала:

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

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

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

генетические аспекты язвенной болезни желудка.  
М.: Анахарсис, 2009. 328 с.

Sokolovа G.N., Pоtapova V.B. Clinical and 
pathogenetic aspects of gastric ulcer. Мoscow: 
Аnachаrsis, 2009. 328 p.

Примеры правильного оформления англоязычных 
ссылок:

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

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

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

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

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

Оформление иллюстративного материала
Иллюстративный материал должен быть ориги-

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

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

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

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

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

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

Плата за публикацию статей
При соблюдении правил публикация статей 

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

Подготовка статей
Для представления статьи авторы должны под-

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

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

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

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

стему ему присваивается имя «Метадан-
ные»):

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

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

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

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

•	�Полное название статьи, направляемой 
в редакцию.

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

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

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

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

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

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

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

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

• �сокращенное название статьи для верхнего 
колонтитула (не более 35 символов, вклю-
чая пробелы и знаки препинания) (на рус-
ском и английском языках);

• �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 
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